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RESUMEN

Las manchas foliares bacterianas en Uruguay a pesar de haber alcanzado niveles
epidémicos en Eucalyptus dunniiy E. grandis, aun no han sido objeto de estudio. El objetivo de
esta investigacion fue generar conocimientos para contribuir al manejo de las manchas foliares
bacterianas en plantaciones de eucalipto. Los objetivos especificos fueron: i) resumir la
informacion actual respecto al estado del conocimiento de las enfermedades bacterianas en
eucalipto a nivel mundial, ii) crear una coleccion de bacterias causantes de manchas foliares
bacterianas en eucalipto, iii) caracterizar la agresividad de los aislados, y iv) evaluar el
comportamiento sanitario de diferentes clones de E. grandis y E. dunnii frente a las cepas mas
agresivas. Para cumplir con estos objetivos se realizd una revision bibliografica. Se generd una
coleccion de cepas bacterianas. Estas fueron sometidas a pruebas de hipersensibilidad y de
patogenicidad. Las cepas patogénicas fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas y
moleculares. Se ajusté un protocolo de inoculacién artificial. Seis cepas de la coleccion fueron
inoculadas en plantines seminales de E. grandis, de las cuales se seleccionaron las tres cepas
mas agresivas para evaluar la respuesta de distintos genotipos de E. grandis y E. dunnii ante
las mismas. Se confirmé la presencia de los géneros Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia y
Pantoea, siendo Xanthomonas axonopodis la especie predominante. Los resultados evidencian
la presencia de variabilidad en la agresividad de las cepas, aun dentro de la misma especie.
Se observé variabilidad en el comportamiento de distintos germoplasmas ante las cepas. Estos
resultados permitiran asistir a los programas de mejoramiento genético, que busquen seleccion

por resistencia frente a manchas foliares bacterianas.

Palabras clave: bacterias fitopatdgenas, agresividad de cepas, inoculacion artificial,

resistencia genética.



SUMMARY
Etiology of bacterial leaf spot in Eucalyptus

Bacterial leaf spot in Uruguay despite having reached epidemic levels in Eucalyptus
grandis and E. dunnii have not yet been studied. The aim of this study was to generate
knowledge to contribute to the management of bacterial leaf spot in eucalyptus plantations. The
specific objectives were to: i) conduct a review on the knowledges on bacterial diseases in
Eucalyptus worldwide, ii) create a culture collection of bacteria associated with leaf spot in
eucalyptus iii) characterize the aggressiveness of the isolates collections, and iv) evaluate
resistance of different clones of E. grandis and E. dunnii against the most aggressive strains.
Thus, a literature review was conducted. A culture collection of bacterial strains was created.
They were tested for hypersensitivity and pathogenicity, and pathogenic strains were identified
by biochemical test and molecular tool. An artificial inoculation protocol was developed and
adjusted. Six strains were inoculated on seed-originated E. grandis seedlings, and the three
most aggressive strains were selected to evaluate the response of different genotypes of E.
grandis and E. dunnii on them. Species of Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia and Pantoea
were found associated with leaf blotches. Xanthomonas axonopodis the predominant species.
The results show the presence of variability in aggressiveness of the strains, even within the
same species. Differences on susceptibility of Eucalyptus genotypes against most aggressive
strains were observed. These results will assist breeding programs for genetic resistance

against bacterial leaf blotches.

Keywords: plant pathogenic bacteria, aggressive strains, artifitial inoculation, genetic

resistance.



1. INTRODUCCION

El género Eucalyptus pertenece a la familia Myrtaceae, y esta compuesto por
aproximadamente 950 especies (Bush, 2011). La mayoria de las especies de eucalipto son
nativas de Australia, sélo unas pocas se encuentran de forma natural fuera de ese pais, como
ser norte de Oceania y sur de Asia; Papta Nueva Guinea y Timor, sur de Indonesia y sur de
Filipinas (Slee et al., 2006). La diversidad y plasticidad fenotipica aun dentro de la misma
especie, le han permitido predominar en regiones tropicales y subtropicales, siendo uno de los
arboles mas plantados en el mundo (Grattapaglia et al., 2012). Se estima que hay mas de 20
millones de hectareas plantadas en el mundo (Naidoo et al., 2014).

El eucalipto como especie introducida en muchas partes del mundo, en un principio, fue
separado de la mayor parte de sus enemigos naturales (Wingfield et al., 2008; Mitchell y Power,
2003; Keane y Crawley, 2002), permitiendo que dicho género tuviera excelente desempefio
sanitario. A pesar de esto, los problemas sanitarios han aumentado en los ultimos afios, como
producto de re-encuentros de patégenos del eucalipto que han sido introducidos a las nuevas
areas, dado el creciente movimiento de personas y productos en todo el mundo. Pero no solo
han aumentado los re-encuentros sino también ha ocurrido la interaccion con patdgenos
nativos que han encontrado en el eucalipto una nueva fuente de sustrato (Wingfield et al., 2013;
Wingfield, 2003).

Las primeras introducciones de eucalipto en Uruguay datan del 1853 con el propdsito
principalmente de bosques de abrigo y sombra para el ganado. Luego de la primer y segunda
ley forestal en el afio 1968 y 1987 respectivamente, aumentaron las introducciones con el fin
de obtener materiales mas productivos (Soust, 2012). De esta manera se observa una
constante expansion del area plantada, pasando de menos de 50.000 ha a inicios de los 90°s
a 954.000 ha plantadas en el afio 2012. Actualmente las plantaciones forestales representan
un 52 % de la masa forestal del pais, compuesta por 14 % de pinos y 38 % de eucaliptos.
Dentro del género Eucalyptus predominan E. globulus, E. grandis y E. dunnii, los cuales
representan el 95 % del total del area (MGAP/DIEA, 2013).

Esta expansion en el area plantada y la introduccién de gran cantidad de germoplasma
al pais, aumentan los riesgos de introducir microorganismos asociados al mismo. Este aumento

del riesgo se ha visto reflejado en un incremento relativo de los problemas sanitarios en las



plantaciones desde su introduccion (Pérez, 2012). En este sentido, a partir de 1999 se han
observado problemas sanitarios principalmente de origen fingico como ser las manchas
foliares, cancro de fuste o ramas, muerte regresiva, marchitamiento vascular y roya (Soria et
al., 2014; Pérez et al., 2011; Pérez et al., 2010; Brady et al., 2009a; Brady et al., 2009b; Pérez
etal., 2009a; Pérez et al., 2009b; Pérez et al., 2009c; Cortinas et al., 2006; FAO, 2006; Barnes
et al., 2003; Telechea et al., 2003; Bettucci et al., 1999). Por otro lado, desde el 2009 se
evidencia un creciente aumento de problematicas de origen bacteriano, como ser manchas
foliares y tizén apical (Balmelli et al., 2009a). Estas enfermedades se han observado en E.
dunnii'y E. grandis (Simeto et al., 2010), y pese a los niveles epidémicos reportados en los
ultimos cinco afios en Uruguay (Balmelli et al., 2009a; Balmelli et al., 2009b), son escasos los
antecedentes nacionales respecto a las enfermedades bacterianas en los cultivos forestales.

Por este motivo, el objetivo general de este trabajo fue generar conocimientos para
contribuir al manejo de las manchas foliares bacterianas en plantaciones de eucalipto. Los
objetivos especificos fueron: i) resumir la informacion actual respecto al estado del
conocimiento de las enfermedades bacterianas del eucalipto a nivel mundial, ii) crear una
coleccidn de bacterias asociadas a manchas foliares bacterianas en eucalipto, con aislamientos
realizados a partir de sintomas caracteristicos de la enfermedad, provenientes de las
principales zonas productoras de Uruguay, iii) caracterizar la agresividad de las cepas, y iv)
evaluar el comportamiento sanitario de diferentes clones de E. grandis y E. dunnii frente a las
cepas mas agresivas.

La estructura central de este trabajo consiste en dos articulos cientificos. El primer
articulo, corresponde a una revision bibliografica, titulada “Enfermedades bacterianas del
Eucalyptus. Estado del conocimiento”, el cual busca resumir la informacion disponible a nivel
internacional respecto esta problematica. Y un segundo articulo titulado “Etiologia de las
manchas bacterianas en eucalipto y posibilidades de manejo por resistencia genética’, el cual
representa el primer estudio sobre bacterias patégenas del eucalipto en Uruguay. Se proyecta

remitir ambos articulos en la revista Agrociencia Uruguay, para su publicacion.
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Resumen

En los ultimos afios se ha observado un aumento sustantivo de las problematicas
sanitarias en las plantaciones de eucalipto en Uruguay. Diversas enfermedades afectan
actualmente a este cultivo, predominando aquellas causadas por hongos. Sin embargo las
enfermedades de origen bacteriano han aumentado su importancia tanto a nivel mundial como
nacional. Las bacterias fitopatdgenas en eucalipto pueden causar: i) manchas foliares, ii) tizon
apical y iii) marchitamiento vascular. En el mundo, las manchas foliares bacterianas han sido
asociadas a los géneros Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia, Pantoea y Rhizobiaceae,
siendo Xanthomonas axonopodis la especie predominante. El tizon bacteriano puede ser
causado por distintas especies bacterianas, Erwinia psidii, Pantoea ananatis, Pantoea
eucalypti, Pantoea deyli, Pantoea vagans, Enterobacter cowanii, Xanthomonas campestris y
Xanthomonas vasicola. Mientras que el marchitamiento vascular ha sido asociado a Ralstonia
solanacearum y Erwinia psidii. Estas enfermedades representan un potencial riesgo para la
produccion forestal, ya que han sido reportadas en diversas zonas climaticas del mundo
ocasionando graves pérdidas econdmicas, tanto en vivero como en campo, pudiendo afectar
un amplio rango de hospederos dentro del género Eucalyptus, como también algunas especies
del género Psidium. Sumado a esto, las bacterias se diseminan con facilidad dificultando su
control, por lo que la principal medida de manejo es la utilizacion de germoplasma con mejor
comportamiento sanitario frente a estas enfermedades. En Uruguay solo han sido reportadas
bacterias causantes de tizén apical, faltando estudios tanto de etiologia como de epidemiologia

para poder comprender ésta problematica y poder dar respuestas al sector productivo.

Palabras claves: bacterias fitopatdgenas, manchas foliares, tizon apical, marchitamiento

vascular.



Summary

Bacterial diseases on Eucalyptus. Current knowledge.

Over the last 15 years there has been a substantial increase in sanitary problems on
Eucalyptus plantations in Uruguay. Several diseases are currently affecting this crop,
predominantly those caused by fungi. However, bacterial diseases have increased in
importance both locally and globally. Eucalyptus plant pathogenic bacteria can cause: i) leaf
spots, i) shoot blight and iii) vascular wilt. Bacterial leaf spot have been associated with genera
Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia, Pantoea and Rhizobiaceae, being Xanthomonas
axonopodis the predominant species. Bacterial shoot blight can be caused by several species,
named Erwinia psidii, Pantoea ananatis, Pantoea eucalypti, Pantoea deyli, Pantoea vagans,
Enterobacter cowanii, Xanthomonas campestris and Xanthomonas vasicola, whereas vascular
wilt has been associated with Ralstonia solanacearum and Erwinia psidii. These diseases
represent a potential risk for forestry production, as have been reported worldwide causing
serious economic losses, in both nursery and field, affecting a wide host range into the genus
Eucalyptus, and some species of Psidium. In addition, the effective dissemination of these
bacterial diseases makes it difficult to control, so the deployment of genetic resistant germplasm
is strongly recommended to minimize the impact of these diseases. In Uruguay only bacterial
shoot and stem blight has been reported, even though epidemic outbreaks of leaf spots have
been observed. Thus further investigation is needed to have a better comprehension of bacterial

diseases to assist local forestry industry.

Key words: plant pathogenic bacteria, leaf spots, die-back, vascular wilt.



2.1. INTRODUCION

La masa forestal de Uruguay totaliza 1.812.000 ha, de las cuales 694.000 (38 % del total)
estan plantadas con eucalipto (MGAP/DIEA, 2013). Pese a la exitosa produccion forestal
nacional, en los ultimos afios, se ha observado un aumento de las problematicas sanitarias en
el pais. Diversas enfermedades afectan actualmente las plantaciones de eucalipto de Uruguay,
como por ejemplo, las manchas foliares y cancro de fuste causados por Mycosphaerellaceae y
Teratosphaeriacea (Soria et al., 2014; Pérez et al., 2009a; Pérez et al., 2009c), manchas
foliares por Quambalaria eucalpypti (Bettucci et al., 1999), cancros y muerte regresiva
causados por especies Botryosphaeriaceae (Pérez et al, 2010), cancros por Inocutis
jamaicensis (Pérez et al., 2009b), marchitamiento vascular ocasionado por Ceratocystis
fimbriata (Barnes et al., 2003), cancro del fuste o ramas por Teratosphaeria gauchensis
(Cortinas et al., 2006), roya causada por Puccinia psidii (Pérez et al., 2011; Telechea et al.,
2003), y tizon apical causado por cinco especies bacterianas, Erwinia psidii (Coutinho et al.,
2011), Pantoea ananatis (FAO, 2006), Enterobacter cowanii (Brady et al., 2009a) Pantoea
eucalyptiy Pantoea vagans (Brady et al., 2009b).

Los hongos son y han sido los agentes causales de enfermedades que han predominado
historicamente en la produccion de Eucalyptus a nivel mundial, sin embargo, en los ultimos 10
afios las enfermedades de origen bacteriano han aumentado su importancia relativa (Pérez et
al., 2014; Arriel et al., 2013; Gongalves et al., 2008). A nivel mundial se han reportado hasta el
momento tres grupos de enfermedades bacterianas asociadas a especies de eucalipto: i)
manchas foliares, ii) tizon apical y iii) marchitamiento vascular. Estas enfermedades son
relativamente recientes, la informacion disponible esta dispersa y relacionada a los lugares en
donde se reportd. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue reunir, sintetizar y describir el
estado del conocimiento de este grupo de enfermedades a nivel mundial y particularmente en
Uruguay. Por esta razén los capitulos de esta revision son los tres grupos de enfermedades

hasta el momento reportadas en el mundo.



2.2. MANCHAS FOLIARES BACTERIANAS

2.2.1. Etiologia y sintomatologia

Las manchas foliares causadas por bacterias en eucalipto fueron descriptas por primera
vez en Cuba el afio 1983, cuando Querejeta et al. (1990), reportaron la ocurrencia de mancha
bacteriana asociada a Xanthomonas sp. Los sintomas fueron descritos como manchas
angulares de aspecto humedo grasoso, de coloracion parda, distribuidas por todo el limbo y/o

concentrados a lo largo de la nervadura principal de la hoja (Querejeta et al., 1990).

En Brasil hay diversos reportes de manchas foliares de origen bacteriano los cuales
fueron asociados a Pseudomonas cichorii (Gongalves et al., 2008; Pomella et al., 1995),
Xanthomonas campestris (Gongalves et al., 2008; Reis et al., 1996), Erwinia psidii, Pantoea
agglomerans y Xanthomonas sp. (Gongalves et al., 2001), X. axonopodis, Ps. syringae, Ps.
putida, Erwinia sp. y Rhizobiaceae (Gongalves et al., 2008). Gongalves et al. (2008)
concluyeron que X. axonopodis fue la especie predominante en la prospeccién realizada en

Brasil.

Las lesiones fueron descriptas como manchas foliares amarronadas de forma angular,
resecas, con perforaciones en el limbo, necrosis en la porcion superior del limbo y lesiones a
ambos lados de la nervadura principal (Ferreira y Milani, 2012; Alfenas et al., 2009; Gongalves
etal., 2008; Neves, 2007; Alfenas et al., 2001; Gongalves et al., 2001; Reis et al., 1996; Pomella
etal., 1995). Los sintomas evolucionan de forma diferente segun la edad de las hojas. En hojas
jovenes las manchas son diminutas, superficiales y con aspecto seco, mientras que en hojas
completamente expandidas estas manchas son grandes con bordes irregulares y distribuidos
en todo el limbo. Con el tiempo las lesiones se fusionan, conduciendo a la caida prematura de
las hojas provocando defoliacion a nivel de planta (Ferreira y Milani, 2012; Alfenas et al., 2009;
Gongalves et al., 2008; Neves, 2007) (Figura 1).

En Sudafrica se asocia a Pantoea ananatis con sintomas de manchas foliares
bacterianas en Eucalyptus sp., siendo de aspecto reseco y concentradas principalmente sobre
nervadura principal y peciolo (Coutinho et al., 2002). La enfermedad provoca la muerte
regresiva de los apices y ocasiona el llamado tizon apical, siendo éste el sintoma caracteristico
del patdgeno.



En Uruguay estan reportadas Pa. ananatis (FAO, 2006) y Er. psidii (Coutinho et al.,
2011), ambos patogenos asociados a manchas foliares y tizon apical bacteriano, presentando
sintomas similares a los ocasionados por Pa. ananatis en Sudafrica (Coutinho et al., 2002).

En Argentina fue reportada Er. psidii en el mismo afio que fue reporta en Uruguay y con
iguales sintomas (Coutinho et al., 2011). Si bien las manchas foliares bacterianas habian sido
mencionadas previamente en Argentina y Paraguay, descriptas como lesiones angulares
dispersas en todo el limbo, pero mas concentradas en los bordes de las hojas y préximo a la
nervadura principal, la etiologia de las mismas no habia sido confirmada hasta ese momento
(Ferreira et al., 2001).

Figura 1. Manchas foliares bacterianas asociadas a X. axonopodis en E. grandis en
Uruguay a) manchas de forma angular, distribuidas en todo el haz de la hoja, pudiendo
concentrarse en los bordes de la misma, b) en el envés de la hoja se observa manchas de
aspecto acuoso que no se observan en el haz, ¢) manchas concentradas en la nervadura
principal, pudiendo deformar la hoja, d) manchas en peciolo y tallos jéovenes observado en

algunas ocasiones.



2.2.2. Epidemiologia

Ferreira et al. (2001) asociaron la ocurrencia de infecciones bacterianas con tormentas
fuertes con ocurrencia de granizo y vientos mayores a 90 km/h. Mientras que Neves (2007)
concluyo que para la infeccion de X. axonopodis es necesaria la presencia de una lamina de
agua en la superficie foliar para que permita el movimiento de la misma hacia las entradas
naturales o heridas de la planta y asi ingresar a los tejidos de la misma. Debido a las
condiciones de infeccién de este patdgeno, Silva (2007) explica que las mayores severidades
de la enfermedad ocurren en vivero, donde la humedad relativa de ambiente es alta y la

presencia de agua libre en la superficie de las hojas debido al riego ocurre con frecuencia.

La temperatura dptima para el desarrollo de la enfermedad se encuentra entre 26 y 30
°C, observandose un aumento de la severidad a mayor temperatura (Neves, 2007).
Coincidentemente, Alfenas et al. (2009), observaron que la mayor incidencia de bacteriosis a
campo, ocurre en los meses del afio mas calidos, de octubre a abril, para las condiciones de

Brasil.

El periodo de latencia para X. axonopodis es de aproximadamente 20 dias,
observandose defoliacion 30 dias post-inoculacion. A su vez, la susceptibilidad de las hojas
aumenta con la edad de las mismas, obteniendo una mayor severidad de la enfermedad en las

hojas mas viejas (Neves, 2007).

2.2.3. Distribucién geoqrafica y rango de hospederos

Esta enfermedad ha sido reportada con una amplia distribucién geografica, tanto en
zonas tropicales como sub tropicales. Afecta un amplio rango de hospederos del género
Eucalyptus (Cuadro 1), ademas de plantas ornamentales como ser Hibiscus elatus, Swietenia

macrophylla y Eugenia psiloclados (Querejeta et al., 1990).



Cuadro 1. Rango de hospederos, etapa de produccion y pais donde se ha reportado la

ocurrencia de manchas foliares bacterianas en eucaliptos.

Agente causal

Hospedero

Etapa de produccion

Pais Referencias

Erwinia sp.

Er. Psidii

Pantoea ananatis

Pa. agglomerans

Pseudomonas cichorii

Ps. putida

Ps. syringae

Rhizobiaceae

Xanthomonas sp.

X. axonopodis

X. campestris

Sin identificacion

E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
E. dunnii

E. grandis

E. globulus

E. globulus

E. grandis

E. grandis x E. nitens

E. grandis

E. grandis

E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
Eucalyptus sp.

E. grandis

E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
E. grandis

E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
Eucalyptus sp.

E. grandis x E. urophylla
E. urophylla x E. maidenii
E. grandis

E. saligna

E. urophylla x E. maidenii

campo Y vivero

campo Y vivero

campo Y vivero

campo Y vivero

campo Y vivero

campo Y vivero

campo Y vivero

campo Y Vivero

campo Y Vivero

campo Y vivero

vivero

campo Y vivero

Brasil Gongalves et al., 2008

Argentina  Gongalves et al., 2001
Brasil Coutinho et al., 2011
Uruguay
Sudafrica Coutinho et al., 2002
Uruguay FAO, 2006
Argentina Gongalves et al., 2001
Brasil
Brasil Pomella et al., 1995
Gongalves et al., 2008
Brasil Gongalves et al., 2008
Brasil Gongalves et al., 2008
Brasil Gongalves et al., 2008
Argentina  Gongalves et al., 2008
Brasil Gongalves et al., 2001
Cuba Querejeta et al., 1990
Brasil Gongalves et al., 2008
Brasil Reis et al., 1996

Gongalves et al., 2008

Argentina Alfenas et al., 2001
Brasil Ferreira et al., 2001

Paraguay
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2.2.4. Dafios

La enfermedad causada por X. axonopodis pv. eucalypti es actualmente una de las mas
importantes en Eucalyptus tanto en condiciones de vivero como de campo, pudiendo provocar
dafios significativos en materiales genéticos muy susceptibles, cuando ocurren condiciones
favorables para la infeccion (Ferreira et al., 2012; Gongalves, 2003). Los principales dafios de
esta enfermedad se deben a la disminucién del area foliar fotosintéticamente activa, por
necrosis de tejido y defoliacion, lo que lleva a la reduccion del crecimiento de las plantas
(Alfenas et al., 2009). La estimacion del dafio resulta complejo, ya que es dificultoso mantener
un tratamiento libre de enfermedad, debido a los productos quimicos registrados para el control
bacteriano presentan poca residualidad, se lixivian con la lluvia y deben ser aplicados con alta

frecuencia (Palladino et al., 2013).

2.2.5. Control de la enfermedad

La principal medida de control de la enfermedad es el uso de materiales resistentes. Se
han observado diferencias en susceptibilidad de clones frente a manchas foliares bacterianas,
detectandose diferencias en cuanto a la intensidad de la enfermedad (Ferreira y Milani, 2012;
Alfenas et al., 2009; Furtado et al., 2009; Gongalves, 2003; Ferreira et al., 2001). De esta forma
la resistencia genética se constituye en una valiosa herramienta para desarrollar programas de
mejoramiento genético.

Alternativas de manejo como ser la eliminacion de plantas o partes de plantas enfermas,
el uso de riego por goteo, propagacion de clones susceptibles en épocas desfavorables a la
infeccion, y la utilizacién de materiales de propagacion y herramientas libre de patdégeno
pueden disminuir el nivel de enfermedad, principalmente en condiciones de vivero (Alfenas et
al., 2009). Entre las mas eficientes se encuentra el evitar el humedecimiento excesivo del
follaje, lo cual como se menciond anteriormente, es crucial para el desarrollo de la enfermedad
(Silva, 2007).

Otra alternativa de manejo en vivero es el ajuste de la fertilizacién. Silva (2007) demostrd
que la aplicacién con cloruro de potasio (KCI) en plantines clonales de E. globulus reduce la
incidencia de bacteriosis, pero menciona que aumenta la incidencia de Botritys cinerea. Esta
reduccion de bacteriosis podria explicarse por la reduccion de la relacion nitrogeno/potasio, y

por un aumento en el tenor de azucares en el tejido foliar. Por otro lado, se ha mencionado el
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uso de inductores de resistencia (acibenzolar-S-metil) en conjunto con un bactericida Kasumin
que es clasificado como fungicida/bactericida y un antibiotico sistémico, resultan en una menor
severidad de la enfermedad y mayor sobrevivencia de los plantines (Faria, 2013).

Si bien no existe hasta el momento un manejo quimico efectivo de la enfermedad, y no
hay ningun agroquimico registrado para su control (Alfenas et al., 2009; Furtado et al., 2009),
recientemente se ha generado informacion respecto al potencial del control bioldgico, mediante
la utilizacion Pseudomonas sp. (Lopes et al., 2012) o la utilizacion de Rizobacterias para el
biocontrol de X. axonopodis, aunque restan estudios para su uso a nivel de produccion
(Marcolin et al., 2015).

2.2.6. Situacion de las manchas foliares bacterianas en Uruguay

En Uruguay a partir del afio 2009 se comenzaron a observar epidemias importantes de
enfermedades foliares de origen bacteriano, tanto en E. dunnii como en E. grandis. Estas
epidemias estuvieron asociadas a abundantes lluvias ocurridas en la primavera de dicho afio
(Balmelli et al., 2009a), representando actualmente uno de los principales problemas sanitarios
de la produccién de eucalipto en la region litoral oeste y noreste del pais.

En las prospecciones realizadas por Balmelli et al. (2009a), E. grandis presento niveles
importantes de defoliacion, llegando al 8.7% en el estrato inferior del &rbol y un indice de Dafio
de la Copa por esta enfermedad del 5 %, lo cual significa que el 5% del &rea foliar de toda la
copa estaba afectada por esta enfermedad. A pesar de la ocurrencia de epidemias severas de
manchas foliares bacterianas reportadas a partir del afio 2009, alin se desconoce la etiologia
de esta enfermedad en Uruguay. Tampoco se conoce el impacto de esta enfermedad sobre la
produccién, no habiendo a nivel nacional informacién respecto al efecto de la misma sobre el

crecimiento en altura y diametro de los arboles afectados.
2.3. TIZON APICAL BACTERIANO

2.3.1. Etiologia y sintomatologia

Por primera vez en 1974, se identificd a Xanthomonas campestris pv. eucalypti como
agente causal del tizén apical bacteriano afectando a Corymbia citriodora. Los sintomas fueron

descritos como muerte de las zonas distales de las ramas, que avanza hacia toda la rama,
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muriendo las hojas, y provocando la caida de las mismas. En epidemias severas, los arboles
se defolian completamente (Truman, 1974).

Sintomas similares fueron observados posteriormente en Eucalyptus sp. en Sudéfrica
(Coutinho et al., 2002), sin embargo en este caso se identificd a Pantoea ananatis como el
organismo causal. Los sintomas tipicos descritos corresponden a una muerte regresiva desde
una hoja joven hacia el resto del &pice, similares a los descritos para X. campestris pv. eucalypti
por Truman (1974).

Cuando comienza la enfermedad se observan pequefias manchas, que a menudo se
unen para formar lesiones méas grandes, localizandose principalmente sobre la nervadura
principal. Los peciolos de las hojas se vuelven necréticos, provocando la abscision prematura
de las hojas. Con el avance de la enfermedad, los &rboles quedan con los apices con apariencia
de quemados, dando el nombre de “tizon” a la enfermed. Puede observarse en algunos casos
levantamiento de la corteza a modo de ampollas en hojas y tallos tiernos que al romperse dejan
salir un liquido turbio, que corresponde a la zooglea bacteriana (Coutinho et al., 2002). En
especies, hibridos y clones altamente susceptibles se observa una combinacién de sintomas
de muerte regresiva y manchas, mientras que los que se muestran méas tolerantes unicamente
se observan manchas foliares (Coutinho et al., 2002) (Figura 2).

Recientemente Coutinho et al. (2014) mencionan a Xanthomonas vasicola como agente
causal de tizon bacteriano, ademas de Pa. ananatis. Los autores consideran a X. vasicola caso
como un salto de hospedero desde una monocotiledonea como lo es la cafia de azucar, a una
especie dicotiledonea como lo es el eucalipto, ya que solo se la habia reportadao en cafia de
azucar. Los sintomas iniciales son lesiones acuosas en las hojas, a lo largo de la nervadura
principal, las cuales se convierten rapidamente en necraticas, y se fusionan formando lesiones
mas grandes. La evolucion de la enfermedad provoca también la muerte regresiva de la rama
(Coutinho et al., 2014).

En Argentina, Coutinho et al. (2011) identificaron a Erwinia psidii como agente causal del
tizon apical bacteriano, con sintomas similares a los mencionados para Pa. ananatis. De igual
forma, en Brasil, la enfermedad fue reportada dos afios mas tarde, asociada a Er. psidii (Arriel
etal., 2013).

En Uruguay se reporto a Er. psidii y Pa. ananatis asociadas a los sintomas previamente
descritos (Coutinho et al., 2011; FAO, 2006). Ademas se reportd a Enterobacter cowanii
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asociada a tizon apical bacteriano, especie que fue aislada junto a Pa. ananatis a partir de
sintomas de tizon bacteriano en E. grandis. Sin embargo es probable que En. cowanii no sea
el patdgeno primario de la muerte regresiva, sino que se comporte como endofito y que en
condiciones ambientales favorables para la enfermedad contribuya con ella (Brady et al.,
2009a).

Brady et al. (2009b) identifica tres especies nuevas dentro del género Pantoea, que se
diferencian de Pa. ananatis filogenéticamente, pero que provocan la misma sintomatologia de
tizdn apical bacteriano en eucalipto. Estas especies fueron Pa. eucalypti y Pa. vagans

reportadas en Uruguay, ésta ultima especie también reportada en Argentina y Uganda; y Pa.
deleyi reportada de Uganda.

Figura 2. Tizdn apical bacteriano asociado a Erwinia psidii en Uruguay sobre E. dunnii.
a) Tizdén apical en brote lateral con manchas en las hojas localizadas sobre la nervadura
principal, b) muerte descendente desde el &pice hacia el tallo, c) ampollas en tallo suculento
conteniendo zooglea bacteriana, d) cancro producido por tizén en tallo y e) arbol con maltiples
apices afectados luego de un ataque severo de tizdn.
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2.3.2. Epidemiologia

Xanthomonas campestris pv. eucalypti se la ha observado afectando arboles de 3a 7 m
de altura (Truman, 1974). A Pa. ananatis se la ha observado afectando arboles de similar edad,
principalmente cuando ocurre el cambio de follaje juvenil a hoja adulta. Este patégeno se
dispersa favorecido por el salpicado de gotas de lluvia durante tormentas y/o por insectos que
pueden en forma pasiva diseminar la enfermedad (Coutinho et al., 2014; FAO, 2006; Coutinho
etal., 2002; Ricaud, 1969), encontrandose frecuentemente asociada al psilido Ctenarytaina sp.
(FAO, 2006). Otros autores mencionan que no hay una clara asociacion de Pa. ananatis con
insectos vectores (Coutinho y Venter, 2009). A su vez las infecciones por esta bacteria se ven
favorecidas por temperaturas entre 20 y 25 °C, y una alta humedad relativa (Coutinho et al.,
2014; Coutinho et al., 2002; Ricaud, 1969).

Xanthomonas vasicola se disemina por salpicadura de lluvia, transporte por medio de
los insectos o la manipulacién y traslado de herramientas por el hombre. Infecta en las mismas
condiciones ambientales que Pa. ananatis (Coutinho et al., 2014; Ricaud, 1969). Por su parte
Er. psidii se la ha observado principalmente en plantaciones jovenes, de 6 a 24 meses de edad
(Coutinho et al., 2011). En este caso no hay una clara asociacién entre los insectos y la
enfermedad, pero si esta asociada a precipitaciones moderadas y frecuentes, y temperaturas
mayores a 30 °C, las cuales promueven el desarrollo de la enfermedad (Maschio et al., 1997).

Existen algunos estudios epidemiologicos de Er. psidii en Psidium guajava, que
demuestran la capacidad de la bacteria de sobrevivir en restos de vegetales infectados, en el
suelo y/o asociada a hospederos secundarios (Coelho et al., 2002). Esta bacteria puede
ingresar a la planta a través de aberturas naturales y/o por heridas causadas por herramientas,
viento, o granizo (Junqueira, 2000; Piccinin et al., 2005; Ribeiro et al., 1985; Romeiro et al.,
2002). Ademas Junqueira (2000) menciona que durante periodos secos y frios la incidencia de
la enfermedad disminuye, favoreciéndose con alta temperatura y humedad relativa. A su vez,
existen evidencias de que los niveles de infeccion aumentan ante un exceso de fertilizacion

nitrogenada (Piccinin et al., 2005; Romeiro et al., 2002).

2.3.3. Distribucion geogréafica y rango de hospederos

La enfermedad ha sido reportada en paises de América del sur, como ser Argentina,

Brasil y Uruguay; Sudafrica y Australia, afectando a un amplio rango de especies de eucaliptos
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(Cuadro 2). Esta enfermedad no solo afecta a los géneros Eucalyptus y Corymbia dentro de la
familia de las Mirtaceas sino que también afecta al género Psidium (i.e. Psidium guajava). La
deteccion de Er. psidii en Eucalyptus es considerada un salto de hospedero desde el monte
nativo, especificamente desde Psidium guajava, hacia las plantaciones comerciales de
eucalipto (Coutinho et al., 2011). A su vez, mediante inoculacién artificial se ha demostrado que
la bacteria es capaz de infectar a Psidium cattleianum, Eugenia jambolana y Melaleuca
viridiflora (Coelho et al., 2002).
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Cuadro 2. Rango de hospederos, etapa de produccion y pais donde se ha reportado la

ocurrencia de tizén apical bacteriano en eucaliptos.

Agente causal Hospedero Etapa de produccion ~ Pais Referencias
Enterobacter cowanii E. grandis Campo Uruguay Brady et al., 2009a
Erwinia psidii E. dunnii Campo Argentina Arriel et al., 2013

E. globulus Brasil Coutinho et al., 2011
E. grandis Uruguay
E. saligna
E. urophylla x E. grandis
Pantoea ananatis E. globulus campo Y Vivero Argentina Coutinho et al., 2014
E. grandis Brasil Coutinho et al., 2002
E. grandis x E. nitens Sudafrica  FAO, 2006
Uruguay
Pa. eucalypti Eucalyptus sp. Campo Uruguay Brady et al., 2009
Pa. deleyi Eucalyptus sp. Campo Uganda Brady et al., 20090
Pa. Vagans Eucalyptus sp. Campo Argentina Brady et al., 2009b
Uganda
Uruguay
Xanthomonas campestris pv. eucalypti  Corymbia citridora Campo Australia  Truman, 1974
X. vasicola E. grandis Campo Sudafrica Coutinho et al., 2014
2.3.4. Dafos

Pantoea ananatis puede provocar graves pérdidas econdémicas (Coutinho y Venter,

2009). En infecciones reiteradas, el apice principal pierde la dominancia, generando brotes

multiples, deformaciones del fuste, y problemas de arquitectura de copa, lo que ocasiona

pérdidas de crecimiento en altura. Pudiendo en ataques severos, ocasionar la muerte de la
planta (Coutinho et al., 2002; FAO, 2006).

Para el caso de Er. psidii, se han observado incidencias de casi del 100% de las plantas

en determinados sitios y épocas del afio, resultando en la pérdida de la dominancia apical y

reduccion del crecimiento (Arriel, 2013; Coutinho et al., 2011). Sin embargo, en la mayoria de

los casos, la recuperacion de los arboles es relativamente rapida, probablemente debido al
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rapido crecimiento y al desarrollo de yemas axilares que prontamente retoman la dominancia
apical (Coutinho et al., 2011). En P. guajava se han observado pérdidas de 60-70 % de la

produccion por causa de esta enfermedad (Romeiro et al., 1994).

2.3.5. Control de la enfermedad

Alfenas et al. (2009) mencionan a la resistencia genética como la principal medida de
manejo de esta enfermedad, debido a la variabilidad en la intensidad de la enfermedad
observada entre distintos germoplasmas de eucalipto.

Para el caso del control de Er. psidii pero en guayaba, el manejo de la enfermedad se
realiza preventivamente, destruyendo en vivero los restos de poda de los brotes infectados,
utilizando plantas sanas, y evitando el uso de semillas, estacas o mudas provenientes de
lugares donde ya se ha observado la enfermedad (Marques et al., 2007; Rezende, 2006;
Junqueira, 2000). Pulverizaciones preventivas con productos cupricos previenen infecciones,
y son utilizados en el cultivo de guayaba desde la brotacién de las hojas, hasta que los frutos
tienen un tamafio de 3 cm aproximadamente (Piccinin et al., 2005; Rezende, 2006). Otra
alternativa de manejo es evitar el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados, porque estos
favorecen las nuevas brotaciones y facilitan la penetracion de este patégeno (Coelho et al.,
2002).

2.3.6. Situacioén del tizon apical bacteriano en Uruguay

En Uruguay el tizon apical fue observado a partir del afio 2009, en la zona norte del pais,
principalmente asociado a plantaciones juveniles de E. dunnii (Balmelli et al., 2009b). Las
especies bacterianas reportadas hasta el presente son Er. psidii (Coutinho et al., 2011), Pa.
ananatis (FAQ, 2006), En. cowanii (Brady et al., 2009a), Pa. eucalyptiy Pantoea vagans (Brady
et al., 2009b).

2.4. MARCHITAMIENTO VASCULAR CAUSADO POR BACTERIAS

2.4.1. Etiologia vy sintomatologia

El marchitamiento vascular bacteriano en eucalipto fue reportado por primera vez en
Brasil en 1983, asociado a Ralstonia solanacearum (Sudo et al., 1983; Rodriguez et al., 1983).
Esta especie es considerada una de las bacterias fitopatégenas mas importantes del mundo,
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debido a los grandes perjuicios causados, a la amplia distribucion geografica, al extenso rango
de hospederos, y a las dificultades de control (Alvarez et al., 2010; Mafia, 2006; Genin y
Boucher, 2002; Hayward, 2000; Hayward, 1991).

El sintoma tipico es un marchitamiento generalizado de la planta, de arriba hacia abajo
(Figura 3). Las hojas presentan lesiones medianas a grandes, irregulares, oscuras, pudiéndose
tornar a marrén claras en los bordes de las hojas. Esta enfermedad puede provocar coloracion
negra en la madera. Las plantas més propensas a la enfermedad son aquellas con sistema
radicular malformado, con heridas en el tronco o base del tallo. La enfermedad ha sido
observada tanto en vivero como en el campo (Mafia et al., 2012; Marques, 2012; Alvarez et al.,
2010; Alfenas et al., 2009; Alfenas et al., 2006; Coutinho et al., 2000; Keane et al., 2000;
Ferreira, 1998).

Esta enfermedad ha sido recientemente asociada también a Er. psidii (Arriel et al., 2013),
causante del tizdn apical bacteriano (Coutinho et al., 2011). Este patdgeno provoca sintomas
muy similares a R. solanacearum, lo que resulta imposible diferenciar a campo (Arriel et al.,
2013).

Figura 3. Marchitamiento vascular bacteriano observado en E. grandis en Uruguay. a)
Marchitamiento vascular generalizado, b) corte transversal del fuste y ¢) corte longitudinal del
fuste cercano la base del arbol donde se observa coloracion oscura producto de la colonizacién
bacteriana.
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2.4.2. Epidemiologia

Ralstonia solanacearum es capaz de sobrevivir en el suelo o en residuos de la rotacion
previa. Pese a esto, no se ha comprobado un claro efecto de la rotacién sobre la ocurrencia de
la enfermedad (Marques, 2012; Lopes, 2009; Mafia, 2006; Supriadi et al., 2001; Vasse et al.,
1995), probablemente debido a la presencia de indculo aun en situaciones sin precedentes del
cultivo. Esta bacteria puede diseminarse a largas distancias por medio de material propagativo
infectado, o diseminarse a cortas distancias por herramientas e insectos (Alfenas et al., 2009).
La infeccién ocurre a través de heridas en el sistema radicular, siendo favorecida por alta
temperatura y humedad en el suelo. Por esta razén, la mayor intensidad de la enfermedad
ocurre en veranos lluviosos (Alfenas et al., 2009; Liang et al., 1992).

La ocurrencia de altas temperaturas sumadas a déficit hidrico en el suelo, puede resultar
en quemadura de cuello de la planta, constituyendo una entrada para la bacteria, la cual puede
infectar si se da la presencia de agua libre en el suelo, posterior a dicho periodo (Alfenas et al.,
2006). Por esta razon, el microclima generado en un vivero clonal, es ideal para la
supervivencia y multiplicacién de la bacteria, desarrollandose asi la enfermedad (Marques,
2012; Lopes, 2009; Mafia, 2006; Supriadi et al., 2001; Vasse et al., 1995).

En condiciones controladas, y mediante inoculacion artificial, los sintomas de la
enfermedad fueron reproducidos a los tres dias de la inoculacion, observandose muerte de
plantas a los 10 dias post-inoculacién (Coutinho et al., 2000). En condiciones de campo no hay
precedentes de inoculacién artificial, y es dificil estimar el periodo de incubacién cuando la
inoculacion ocurre naturalmente. Sin embargo, se ha observado que los sintomas pueden
aparecer tan pronto como a los tres o cuatro meses después de la plantacion, pudiendo
provocar la muerte de los arboles a las dos o tres semanas posteriores a la aparicion de los
primeros sintomas. En otros casos la muerte puede demorar hasta seis meses post-infeccion
(Supriadi et al., 2001).

Por el contrario, es limitada la informacion respecto a Er. psidii. Esta especie fue
recientemente identificada como agente causal del marchitamiento, habiendo limitantes de
informacion respecto a su epidemiologia. Arriel et al. (2013) mencionan que este patégeno

provoca marchitamiento en plantas de dos a tres meses de edad.
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2.4.3. Distribucion geogréafica y rango de hospederos

La marchitez bacteriana ocasionada por R. solanacearum presenta una amplia
distribucion geografica, es generalizada en todas las regiones templadas, tropicales,
subtropicales y calidas del mundo (Smith et al., 1896) (Cuadro 3).

Ralstonia solanacearum presenta un amplio rango de hospederos, siendo capaz de
causar enfermedad en mas de 200 especies de plantas, representando aproximadamente 50
familias botanicas (Alvarez et al., 2010; Mafia, 2006; Genin y Boucher, 2002; Hayward, 2000;
Hayward, 1991). Dentro de las mirtaceas, afecta a una gran diversidad de especies, las cuales
presentan diferente susceptibilidad. En cambio, Er. psidii ha sido observada provocando
marchitamiento vascular unicamente en hibridos de E. urophylla x E. grandis y E. saligna (Arriel
etal., 2013) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Rango de hospederos, etapa de produccion y pais donde se ha reportado la

ocurrencia de marchitamiento vascular bacteriano en eucaliptos.

Agente causal Hospedero Etapa de Pais Referencias
produccion

Erwinia psidii E. saligna Campo Brasil Arriel et al., 2013
E. urophylla x E.
grandis

Ralstonia solanacearum  C. citriodora campo Y vivero Australia  Alfenas, 1993

*) E. camaldulensis Brasil Askiew y Tevorow,

1994
E. grandis China Ciesla et al., 1996
E. grandis x E. Indonesi  Coutinho et al., 2000
urophylla a
E. pellita Sudafric  Roux et al., 2001
a

E. propinqua Taiwan  Sudo et al., 1983
E. saligna Uganda Wuy Liang, 1988a
E. tereticornis Vietham  Wang, 1992

E. urophylla
E. urophylla x E.

grandis

(*) Solo se lista la informacion respecto a eucalipto, debido a que esta especie presenta

un amplio rango de hospederos que incluye a numerosos cultivos.

24.4. Daios

El marchitamiento vascular bacteriano es una enfermedad de gran importancia

economica (Mafia et al., 2012), causando enormes pérdidas en viveros de eucalipto (Alfenas
et al., 2009; Alfenas et al., 2006) y a campo (Old et al., 2003). Dentro de estas pérdidas esta la

disminucion en la produccién de miniestacas y en los indices de enraizamiento obtenidos en

vivero (Alfenas et al., 2006), y un alto porcentaje de mortandad en plantaciones comerciales de

E. urophylla'y E. pellita (Old et al., 2003).
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24.5. Control de la enfermedad

El marchitamiento bacteriano por la naturaleza sistémica de las infecciones dificulta su
control (Mafia et al., 2012). Una vez establecida la enfermedad en el campo, el control del
patdgeno es también dificil. En condiciones de campo se enfatiza en la correcta eleccion del
sitio forestal, evitando suelos con limitantes fisicas para el crecimiento radicular, la utilizacién
de plantines con buen pan radicular y excelente arquitectura de raiz, plantacion de calidad, y
cuidando la correcta deposicion del pan radicular en el pozo de plantacion, en definitiva todo
manejo que minimice la generacidn de heridas que permitan el ingreso de la bacteria. De igual
forma en el vivero se recomienda el control integrado, basado en varias medidas preventivas,
como ser el uso de plantines sanos, agua de riego sana, utilizacion de herramientas libre de
inoculo (Ferreira y Milani, 2012; Alfenas et al., 2009; Lopes, 2009; Alfenas et al., 2006; Robbs
etal., 1990).

El principal control de esta enfermedad es la resistencia genética, ya que se han
observado diferencias en la susceptibilidad del germoplasma frente a esta enfermedad
(Coutinho et al., 2000; Dianese y Dristig, 1993). Esta variabilidad observada a campo, debe ser
complementada con pruebas de inoculacién artificial para poder dilucidar si el mejor
comportamiento de un germoplasma se debe a un escape o a resistencia a la enfermedad
(Alfenas et al., 2009; Li y Wu, 1996; Dianese y Dristig, 1993; Wu y Liang, 1988b). Mafia et al.
(2014) mencionan que E. tereticornis es una de las especies con mejor comportamiento frente
a la enfermedad, en relacién al resto de las especies incluidas en el estudio: E. camaldulensis,
E. dunnii, E. globulus, E. grandis y E. saligna.

Otra alternativa posible para el control de esta enfermedad es el control bioldgico. Ran
et al. (2005) mencionan el uso de cepas especificas de Pseudomonas fluorescentes
(rizobacterias) para el control del marchitamiento en eucalipto en platines en China. Otros
autores (Gong et al., 1999) mencionan a hongos ectomicorriticos como otra alternativa de

control bioldgico.

2.4.6. Situacion del marchitamiento vascular bacteriano en Uruguay

Ralstonia solanacearum esta presente en otros cultivos (Siri et al., 2011), aun no ha sido
confirmada su presencia en el cultivo de eucalipto. En el caso del patégeno Er. psidii ha sido
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reportado causando manchas foliares y tizon apical en eucalipto, pero no causando
marchitamiento vascular.

Pese a la presencia de extensas areas plantadas con especies susceptibles, a la
ocurrencia de condiciones ambientales favorables para la infeccion y la presencia de ambos
patdgenos, el marchitamiento bacteriano no ha sido aun confirmado a nivel local. Sin dudas
que debido a la presencia de ambos patdgenos en el pais, el riesgo de ocurrencia de
marchitamiento bacteriano es elevado. La vigilancia sanitaria es fundamental para poder
identificar los primeros casos de ocurrencia de marchitamiento de eucalipto y poder confirmar
la etiologia, como requisito fundamental para disefiar estrategias de control de esta

enfermedad.

2.5. CONSIDERACIONES FINALES

Las enfermedades de origen bacteriano en eucalipto han aumentado su importancia
relativa con respecto a otros agentes etiolégicos, ya sea por un aumento en el numero de
reportes a nivel mundial, como en el dafio potencial que ellas ocasionan (Pérez, 2012; Pérez
et al., 2009a; Balmelli et al., 2009a). Estas provocan graves pérdidas econémicas tanto a
campo como en vivero (Alfenas et al., 2009) y debido a su facilidad para dispersarse, y a la
dificultad de control de las mismas, las medidas preventivas deben ser priorizadas (Romeiro,
2011).

A nivel nacional, se requiere un mayor conocimiento en cuanto a la epidemiologia de las
mismas, para generar de esta forma medidas de control eficientes y poder mitigar las pérdidas.
Hasta la fecha s6lo se ha reportado el tizon apical, por lo que restan estudios tanto de etiologia
como de epidemiologia para poder entender ésta problematica en el pais y poder dar

respuestas al sector productivo.
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Resumen

En Uruguay, las manchas foliares bacterianas en eucalipto han alcanzado niveles
epidémicos, sin embargo se desconoce su etiologia, y por consiguiente las posibilidades de
manejo. Este estudio tuvo por objetivos: i) identificar a los agentes causales de las manchas
foliares bacterianas observadas en distintas especies de eucalipto, ii) caracterizar la
agresividad de las mismas, y iii) caracterizar la respuesta fenotipica de distintos genotipos de
eucalipto ante la inoculacién de las cepas més agresivas. Se generd una coleccion de cepas
bacterianas a partir de muestras colectadas a campo. Estas fueron sometidas a pruebas de
hipersensibilidad, y patogenicidad en hojas escindidas y en plantines de eucalipto. Las cepas
patogénicas fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas y moleculares. Se valido un
método de inoculacion y se caracterizd la agresividad mediante inoculacién artificial de seis
cepas de la coleccion en plantines de E. grandis. Las tres cepas mas agresivas fueron
seleccionadas para evaluar la respuesta de distintos genotipos de E. grandis y E. dunnii ante
las mismas. Se confirmd la presencia de Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia y Pantoea,
siendo X. axonopodis la especie predominante. Los resultados evidencian variabilidad en la
agresividad de las cepas, aun dentro de la misma especie. A su vez, se observo variabilidad
en el comportamiento de distintos genotipos de eucalipto ante estas cepas, lo que indica la
presencia de resistencia genética a esta enfermedad. Esto constituye un insumo sin
precedentes para los programas de mejoramiento genético por resistencia, mediante la
generacion de herramientas que permiten la caracterizacion del comportamiento sanitario de

distintos germoplasmas.

Palabras clave: Eucalyptus, Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia, Pantoea.
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Summary

Etiology of bacterial leaf spot in Eucalyptus and opportunities for management
trhough genetic resistence.

Epidemics of bacterial leaf spot on Eucalyptus have been commonly observed in
Uruguay, however the etiology is still unknown, limiting therefore its management. The aims of
this study were to: i) identify the causal agent of bacterial leaf spots observed on different
species of eucalypts, ii) characterize the aggressiveness of selected strains, and iii) characterize
the phenotypic response of different Eucalyptus genotypes inoculated with most aggressive
strains. A collection of bacterial strains were generated from samples collected in the field. The
strains were tested for hypersensitivity and pathogenicity in leaves of E. grandis and E. dunnii.
Pathogenic strains were identified by biochemical and molecular techniques. An artifitial
inoculation method was validated and aggressiveness of six selected strains was characterized
on E. grandis seedlings. The three most aggressive strains were selected to evaluate resistance
of E. grandis and E. dunnii genotypes. Species of Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia and
Pantoea were found associated with bacterial leaf spot, being Xanthomonas axonopodis the
predominant. Variability in aggressiveness among strains was found. Also significant
differences were found on resistance among Eucalyptus tested genotypes. These results
suggest the presence of genetic resistant to this disease and will assist breeding programs

selecting for genetic resistance against this disease.

Keywords: Eucalyptus, Xanthomonas, Pseudomonas, Erwinia, Pantoea.
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3.1. INTRODUCCION

Las manchas foliares representan una de las principales enfermedades del eucalipto
(Keane et al., 2000), y principalmente aquellas causada por hongos, aunque en los ultimos
afos las manchas de origen bacteriano han aumentado su importancia relativa, observandose
epidemias severas en Uruguay (Pérez, 2012; Pérez et al., 2009; Balmelli et al., 2009a).

En Uruguay, Pantoea ananatis y Erwinia psidii, han sido reportadas como agentes
causales de manchas foliares y tizon apical en eucalipto, pero principalmente asociadas a este
ultimo sintoma. Estas especies fueron reportadas en plantaciones jévenes de E. grandis,
aunque Erwinia psidii fue ademas detectada en plantaciones jovenes de E. dunnii, E. globulus
y E. maidenii (Coutinho et al., 2011; FAO, 2006). Si bien estas especies estan fuertemente
asociadas al tizén apical, la enfermedad se inicia con una mancha foliar pequefia localizada
predominantemente sobre la nervadura principal, provocando la muerte de la hoja, para luego
avanzar por el peciolo hacia la rama, llegando a anillar la rama, necrosando el apice de la
misma (Coutinho et al., 2011; FAO, 2006).

Sin embargo, en prospecciones realizadas en plantaciones comerciales de E. grandis y
E. dunnii, en el afio 2008 en el Litoral-Oeste del pais, se observaron manchas foliares no
asociadas al tizon apical, con otro patron de distribucion de las lesiones, presentandose en todo
el limbo de la hoja, pudiendo en ocasiones localizarse mas sobre los bordes, comportandose
como infecciones locales y no sistémicas (Balmelli et al., 2009a; Balmelli et al., 2009b). Pese a
estas observaciones, en dichos estudios no se identificaron los agentes causales involucrados.

En la literatura internacional se mencionan como agentes etiologicos de manchas
foliares a Xanthomonas sp., X. axonopodis, X. campestris, Pseudomonas syringae, Ps. putida,
Ps. cichorii, Erwinia sp., E. psidii, Rhizobiaceae, Pantoea ananatis y Pa. agglomerans (Ferreira
y Milani, 2012; Gongalves et al., 2008; FAO, 2006; Coutinho et al., 2002; Alfenas et al., 2001;
Reis et al., 1996; Pomella et al., 1995; Querejeta et al., 1990). Estas afectan un amplio rango
de hospederos del género Eucalyptus, como ser E. benthamii, E. citriodora, E. cloeziana, E.
globulus, E. grandis, E. maidenii, E. pellita, E. regnans, E. robusta, E. saligna, E. urophylla, E.
viminalis, e hibridos de Eucalyptus camaldulensis x E. deglupta (Alfenas et al., 2009).

En Uruguay hasta el momento se han observado sintomas similares a las manchas
foliares bacterianas en E. dunnii y E. grandis (Simeto et al, 2010), y pese a los niveles
epidémicos observados en los ultimos cinco afios en Uruguay (Balmelli et al., 2009a; Balmelli
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et al., 2009b), poco se conoce sobre la etiologia, epidemiologia y el manejo de esta
enfermedad.

Debido a las caracteristicas del cultivo, y al factor patogénico involucrado, resulta
prioritario explorar las posibilidades de caracterizar la resistencia genética de los genotipos de
eucaliptos a ser plantados. Para ello es necesario en primer lugar identificar a los agentes
causales involucrados, posteriormente determinar si existe variabilidad en la agresividad de los
mismos Yy por ultimo explorar la presencia de variabilidad en la resistencia de los genotipos de
eucaliptos (Pérez et al., 2010). Actualmente existen reportes de diferencias en susceptibilidad
de diferentes clones frente a manchas foliares bacterianas (Alfenas et al., 2009; Gongalves,
2003).

Por consiguiente, el presente estudio tuvo por objetivos: i) identificar los agentes
causales de las manchas foliares bacterianas observadas en distintas especies de eucalipto en
Uruguay, i) caracterizar la agresividad de las mismas, y iii) caracterizar la respuesta fenotipica

de distintos genotipos de eucalipto ante la inoculacién de las cepas mas agresivas.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Colecta e identificacion de agentes etioldgicos

3.2.1.1. Coleccion de estudio

La colecta de muestras de hojas con sintomas caracteristicos de manchas foliares
bacterianas se realiz6 entre los afios 2011y 2013 en todas las estaciones del afio, donde se
observaron epidemias de manchas en plantaciones comerciales de eucalipto. Las colectas se
concentraron en las zonas noreste, litoral norte y centro del pais. A partir de dichas muestras
se procedi6 al aislamiento del agente etiologico. En primer lugar se procedié a corroborar la
presencia de bacterias en las lesiones mediante la técnica de microcorrida. Para esto, se
procedié a cortar fragmentos de hoja de la zona de avance de la mancha, colocar una gota de
agua destilada en un cubre objeto y observar al microscopio éptico (200x) si se observaba flujo
bacteriano (Romeiro, 2001). Luego de confirmada la presencia de bacterias en las lesiones, se
realizd el aislamiento indirecto mediante una desinfeccién superficial de trozos de hojas de la
zona de avance de la enfermedad con hipoclorito de sodio al 0.5 %, enjuagados posteriormente

con agua estéril. Dichos trozos fueron macerados en mortero, y el producto fue sembrado
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mediante estrias en placas de Petri con medio NAD (Nutrient Agar Dextrosa, Difco, Paris).
Estas placas fueron posteriormente incubadas por 48 horas a 28 °C en oscuridad (Dhingra y
Sinclair, 1995). Las colonias predominantes y con morfologia diferentes fueron repicadas a una
nueva placa de Petri con NAD para obtener los cultivos puros. Se generd una colecciéon donde
cada cepa fue conservada en suspension en glicerol al 15 %, en tubos eppendorf de 2 mL
(Axygen, Union City), en freezer -20 °C con metodologia adaptada de Miller (1972) y Romeiro
(2001).

3.2.1.2. Pruebas de hipersensibilidad y patogenicidad

Ala totalidad de las cepas de la coleccion se le realizé la prueba de hipersensibilidad en
planta no hospedero (Nicotiana tabacum), siguiendo el método descrito por Schaad et al.
(2001). Brevemente, consta de infiltrar una suspension bacteriana en el mesdfilo de la hoja,
mediante una jeringa de 1 mL, con una concentraciéon de 1x108 ufc/mL en la escala de
McFarland (McFarland, 1907). El testigo fue inoculado con solucién salina estéril. Luego de la
inoculacion las plantas fueron incubadas por 24 horas a temperatura ambiente (temperatura
media de 26 °C todo el dia). Posteriormente se examind la ocurrencia de reaccién en el area
foliar infiltrada, la presencia de necrosis indico resultado positivo, 0 sea, bacteria fitopatdgena.

La prueba de patogenicidad se realizé en hojas desprendidas de plantines de origen
seminal de E. grandis y E. dunnii de 120 dias de edad. Se utilizaron dos métodos de inoculacién
adaptados de Romeiro (2001), con y sin heridas, inoculando en dos hojas de cada especie de
eucalipto. Se inocul6 la misma concentracion bacteriana que en el test de hipersensibilidad en
tres puntos de cada hoja (i.e. peciolo y a ambos lados de la nervadura principal). El testigo fue
inoculado con solucién salina estéril. Las hojas fueron mantenidas por dos semanas en una
camara de crecimiento a 28 °C, en oscuridad y en una camara humeda realizada con algodon.
Posteriormente se evalud la presencia de lesiones, se verificd la presencia de exudado
bacteriano, y se procedié a re-aislar la bacteria, para verificar morfologia de colonia, dando

cumplimiento a los postulados de Koch.

3.2.1.3. Caracterizacion bioquimica

Las cepas que resultaron patogénicas en eucalipto fueron sometidas a test bioquimicos
como: test de Gram, solubilidad en KOH al 3 % (Suslow et al., 1982), produccidn de pigmento
fluorescente en agar King-B (King et al., 1954), crecimiento en agar extracto de levadura-
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dextrosa- CaCOs (Wilson et al., 1967) y crecimiento anaerdbico (Hugh y Leilfson, 1953). En

todos los casos, las placas Petri se incubaron a 28 °C en oscuridad (Schaad et al., 2001).

3.2.1.4. Anélisis molecular

Se seleccionaron 11 cepas de la coleccion por diversidad de sintomas, hospedero y sitio
de colecta. Se extrajo ADN gendmico de las mismas a partir de una adaptacion del método
descripto por Mahuku (2004). Posteriormente, mediante PCR se amplificaron regiones
parciales del oper6n16 S del rDNA (Hauben et al., 1997), y para las cepas identificadas como
pertenecientes al género Xanthomonas, se procedi6 a la amplificacién parcial de los genes
dnak, fyuA, gyrBy rpoD (Young et al., 2008; Adriko et al., 2014) (Cuadro 1). La secuenciacion
de los estas ultimas regiones gendmicas fue utilizada para discriminar las cepas del género
Xanthomonas (Parkinson et al., 2009; Parkinson et al., 2007).

Cuadro 1. Cebadores utilizados para la aplificacién de las distitnas regiones gendmicas

analizadas.

_ Amplicon .
Gen Cebador Secuencia (5-3") (ob) Referencia
p

16S fD2  AGAGTTTGATCATGGCTCAG
rP1 ACGGTTACCTTGTTACGACTT
gyrB  XgyrB1F  ACGAGTACAACCCGGACAA
XgyrB1R CCCATCARGGTGCTGAAGAT
dnaK XdnaK1F GGTGGAAGACCTGGTCAAGA
XdnaK1R TCCTTGACYTCCGTGAACTC
fyuA  XfyuA1TF AGCTACGAYGTCGCYTACGA
XfyuA1IR  GTTCACGCCRAACTGGTAG
rpoD  XrpoD1F TGGAACAGGGCTATCTGACC
XrpoD1R  CATTCYAGGTTGGTCTGRTT

Weisburg et al. (1991)

865  Young et al. (2008)

940  Young et al. (2008)

698  Young et al. (2008)

875  Young et al. (2008)

Las condiciones de ciclado del PCR para el operén 16S fueron las descriptas por
Weinsburg et al. (1991), mientras que para los genes dnaK, fyuA, gyrB y rpoD se siguio6 el
protocolo descrito por Young et al. (2008). El producto de PCR fue corroborado mediante
electroforesis en gel de agarosa (Promega Corporation, Madison, USA), al 1 %, tefiido con
Goodview® (Fermentas International Inc., Canada), a una concentracion de 5 uL/mL. El gel se
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reveld bajo lampara UV (Benchtop 2UV transiluminator UVP, USA). El tamafio del amplicon
obtenido fue estimado por comparacion con el marcador de peso molecular (GeneRuler™ 1kb
DNA ladder, ready to use, Fermentas International Inc., Canada).

Luego de la verificacion, el producto de PCR fue enviado a secuenciar a Macrogen
(www.macrogen.com, Corea del Sur, verificado 10-08-2015), y las secuencias resultantes
fueron editadas manualmente, para luego ser comparadas con aquellas depositadas en

GenBank (Http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank, verificado 10-08-2015) mediante busqueda

BLAST (Benson et al., 1999). A partir de las secuencias obtenidas se analizaron las mismas
por neighbor-joinning (NJ) y maxima parsimonia (MP) usando el programa PAUP versidn
4.0010 (Swofford, 2002). EI mejor modelo de susbstitucion para el analisis de NJ fue
determinado usando Modeltest v. 3.7 (Posada y Crandall, 1998), del cual se selecciond en cada
caso el modelo sugerido por el criterio de informacién Akaike (AIC). El andlisis de maxima
parsimonia se realizO mediante la opcion de busqueda heuristica con simple adicion de
taxones, particion de arboles y reconexion (TBR) como algoritmo de intercambio de ramas. Los
gaps fueron tratados como datos perdidos y todos los caracteres fueron tratados como
desordenados y de igual peso. Los nodos fueron determinados por andlisis de 1000
repeticiones (Hillis y Bull, 1993). La longitud del arbol (TL), y los indices de consistencia (Cl),
retencion (RI), y homoplasia (Hl), fueron calculados en cada caso.

En primer lugar se realizd un analisis general que incluy6 la totalidad de las cepas
analizadas, para ubicar los grupos taxéndémicos donde se agrupaban las cepas en estudio, para
posteriormente en una segunda etapa, en cada grupo, realizar un nuevo analisis con
secuencias taxonomicas mas cercanas de acuerdo a la busqueda BLAST. Para el analisis de
las secuencias del 16 S se utilizaron secuencias de cepas de referencia de Gongalves et al.
(2008) y Brady et al. (2009b), mientras que para los genes dnaK, fyuA, gyrB y rpoD las
secuencias de referencias fueron obtenidas de Young et al. (2008). En el estudio de las
secuencias de los genes concatenadas se utilizé la secuencia del gen rpoD de la cepa UYB20

para la cepa UYB34 debido a la dificultad de amplificar esta regién para esta cepa.

3.2.2. Caracterizacién de la agresividad de las cepas
Se seleccionaron seis cepas de la coleccién (UYB17, UYB20, UYB30, UYB34, UYB35,
UYB36), por diferentes sintomas, lugar de colecta y hospedero del cual fue aislada. Estas
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fueron inoculadas cada una en cinco plantines de origen seminal de E. grandis de 120 dias de
edad, al igual que el testigo fue realizado en cinco plantines. La inoculacién se realiz6 siguiendo
el protocolo descrito por Romeiro (2001), con modificaciones. Brevemente, el mismo const6 de
mantener las plantas en cdmara humeda y temperatura ambiente por 24 h, para luego aplicarle
por aspersion una suspension bacteriana en solucidn salina estéril, a punto de goteo.

La concentracion bacteriana utilizada fue ajustada por espectrofotémetro (Unico 1100
RS, Espafia) para ABsso= 0.2, lo que corresponde a 108 ufc/mL. Las células bacterianas se
obtuvieron a partir de colonias puras con tres dias de crecimiento, suspendidas en solucién
salina estéril al 0.9 %. Los plantines testigos recibieron el mismo tratamiento pero fueron
asperjados solo con solucion salina estéril. Luego de la inoculacién las plantas se mantuvieron
en camara humeda por 24 h. La temperatura ambiente durante el periodo de incubacién oscilo
entre 25y 30 °C.

La cuantificacién de la enfermedad se realiz6 mediante escala visual (Alfenas et al.,
2009), a los 15 dias post inoculacién. Se determiné incidencia, como porcentaje de hojas con
sintoma en el total de la planta; severidad, como porcentaje promedio de tejido afectado de las
hojas con sintoma, y se cuantificd la severidad en la hoja méas afectada y en la menos afectada
de toda la planta. El indice de la enfermedad se calcul6 en base al producto de la incidencia

por severidad promedio.

3.2.3. Caracterizacion de la resistencia de genotipos de E. grandis v E.

dunnii

Siguiendo el protocolo de inoculacion antes mencionado, se inocularon ocho genotipos
de E. grandis (dos seminales y seis clonales) y tres de E. dunnii (clonales). Para dichas
inoculacion se utilizaron las tres cepas que mostraron mayor agresividad en la caracterizacion
fenotipica. Siendo UYB30, UYB34 y UYB36 todas cepas pertenecientes al género
Xanthomonas. Cada cepa fue inoculada en 10 plantas de cada genotipo de Eucalyptus. Cinco
plantas por genotipo fueron asperjadas con solucion salina estéril, como testigo. La
cuantificacion de la enfermedad se realizd con el método descripto anteriormente pero con

lecturas realizadas a los 15y 30 dias.
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3.2.4. Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos de las variables estudiadas (Incidencia, Severidad, Indice de la
enfermedad, % de la hoja mas afectadas y % de la hoja menos afectada) se realizaron mediante
el métodos de minimos cuadrados generalizados en el programa SAS (release 9.1; SAS
Institute, Inc., Cary, NC). En donde las diferentes varianzas de los tratamientos fueron incluidas
como ponderadores, aquellos tratamientos en que la varianza fue cero, no fueron incluidos en
el analisis debido a que la ponderacion se realiza por el inverso de la varianza. El efecto de las
cepas Y los genotipos sobre las variables analizadas, se estudié mediante modelos lineales.
Las medias de los efectos significativos fueron comparados utilizando las prueba Tukey-Kramer
con P=0,05.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Colecta e identificacion de agentes etioldqgicos

3.3.1.1. Coleccion de estudio

Se generd una coleccién de 36 cepas puras obtenidas a partir de manchas foliares
colectadas desde plantaciones pretenecientes a seis especies de Eucalyptus ubicadas en los
departamentos de Cerro Largo, Flores, Florida, Rio Negro y Rivera, durante los afios 2011 y
2013. El sintoma tipico fueron manchas foliares pequefias, de forma angular, distribuidas en
toda la hoja y, en algunos casos, con predominancia en los bordes o sobre la nervadura
principal (Figura 1). Estas manchas en algunos casos convergen y forman manchas mas
grandes. Al inicio, las lesiones presentan aspecto humedo y traslucido; luego se tornan

necroticas y resecas, pudiendo provocar perforaciones y/o deformaciones en el limbo.
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Figura 1. Manchas foliares bacterianas en E. grandis colectadas en la localidad de
Rivera, Uruguay, (a) manchas pequefias, angulares, distribuidas en todo el limbo, (b) con
apariencia acuosa y translucida en el envés de la hoja, (c) manchas de gran tamafio, esparcidas
en las hojas, con predominancia sobre el borde del limbo, (d) manchas ubicadas sobre la

nervadura principal.

De las 36 cepas obtenidas, se descartaron 14 cepas que resultaron Gram (+), y el estudio
se continud con las 22 restantes (Cuadro 2), todas ellas caracterizadas como Gram (-). Estas
ultimas, fueron aisladas de muestras provenientes de cinco departamentos, a partir de cuatro

especies de Eucalyptus y un hibrido.

3.3.1.2. Pruebas de hipersensibilidad y patogenicidad

Nueve de las 22 cepas dieron resultado negativo el test de hipersensibilidad en tabaco,
en cambio la totalidad de las cepas mostraron reaccion positiva en la prueba de patogenicidad
en hojas desprendidas de eucalipto, tanto cuando fueron inoculadas con heridas como sin
heridas. De las 22 cepas, 17 mostraron patogenicidad tanto en E. grandis como E. dunnii,
mientras que las restantes cinco cepas fueron patogénicas Unicamente en E. grandis (Cuadro
2).
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3.3.1.3. Caracterizacion bioquimica

Los analisis bioquimicos permitieron identificar seis cepas pertenecientes al género
Xanthomonas, tres a Pseudomonas, cuatro a Pantoea y ocho a Erwinia (Cuadro 2). De las
muestras analizadas de E. globulus y E. benthamii, sélo se pudo aislar Erwinia, mientras que
éste fue el unico de los géneros encontrados, que no se observé asociado a manchas foliares
en E. dunnii. En el resto de los hospederos como ser E. grandis, E. grandis x E. urophylla'y E.
saligna se confirm6 la presencia de varios géneros, inclusive aislados a partir de una misma

muestra.
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Cuadro 2. Lista de los 22 cepas bacterianas Gram (-) obtenidos en este estudio resumiendo los resultados obtenidos de las diferentes pruebas

bioquimicas realizadas. Cepas con ID en negrita fueron seleccionadas para analisis moleculares.

ID

Sitio de Colecta

Hospedero

Hipersensibilidad

Patogenicidad

E. dunnii

YDC

King B

Género

UYBO01
UYB02
UYB04
UYB05
UYB13
UYB17
UYB18
UYB19
UYB20
uYB21
uYB23
UYB25
UYB26
uYB28
UYB30
UYB31
UYB32
UYB33
UYB34
UYB35
UYB36
UYB135

Cerro Largo
Cerro Largo
Cerro Largo
Rio Negro
Cerro Largo
Rio Negro
Cerro Largo
Cerro Largo
Cerro Largo
Cerro Largo
Florida
Flores
Rio Negro
Cerro Largo
Flores
Rivera
Rivera
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rivera

Rio Negro

E. grandis
E. grandis
E. grandis
E. benthamii
E. grandis
E. dunnii
E. grandis x E. urophylla
E. grandis x E. urophylla
E. saligna
E. saligna
E. globulus
E. dunnii
E. dunnii
E. grandis
E. dunnii
E. dunnii
E. grandis
E. dunnii
E. dunnii
E. dunnii
E. grandis
E. grandis

Erwinia
Erwinia
Erwinia
Erwinia
Erwinia
Pseudomonas
Pantoea
Erwinia
Xanthomonas
Pseudomonas
Erwinia
Pantoea
Pseudomonas
Erwinia
Xanthomonas
Pantoea
Xanthomonas
Xanthomonas
Xanthomonas
Pantoea
Xanthomonas

Erwinia
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3.3.1.4. Anélisis molecular

El andlisis general consisti6 en un alineamiento de 32 secuencias, incluyendo las
secuencias de 11 cepas en estudio (Cuadro 2). De los 1392 caracteres analizados, 776 fueron
constantes, 312 variables pero no informativos y 304 fueron parsimoniosamente informativos.
El analisis de busqueda heuristica resultd en un arbol de topologia similar al obtenido por NJ
(Figura 2). Las cepas en estudio agruparon en cuatro grupos taxonémicos distintos,

representados por los géneros Pseudomonas, Pantoea, Erwinia y Xanthomonas.

| UYB17
Pseudomonas syringae EF101973

Pseudomonas syringae AY242068
Pseudomonas syringae EF101984
_ |47/100— Pseudomonas cichorii AB021398
Pseudomonas cichorii EF101305
Pseudomonas putida EF101982
uYB26

Pseudomonas

100/100

uUyB25
UYB35
Pantoea eucalypti EF688009
Pantoea eucalypti HM008959 Pantoea
1 Pantoea vagans EF688012
Pantoea ananatis AF364844
Pantoea deleyi EF688011
Pantoea stewartii Y13251

8 UYB135
6| | Erwinia psidii Z96085 Erwinia
Erwinia mallotivora NR041974

86/85

100/100

1UYB30
) Xanthomonas axonopodis EF101307

uUYyB20
Xanthomonas campestris EF101975

Xanthomonas axonopodis AE012505
g2/-| Xanthomonas axonopodis AF123091 Xanthomonas
Xanthomonas campestris EF101972

uYB32
UYB36
UYB33

Xanthomonas axonopodis EF101967

100/100

UYB34

Rhizobium huautlense AF025852

—
0.02

Figura 2. Arbol de distancia genética basado en la region 16S del operon ADN ribosomal,
obtenido con anélisis neighbor-joining. Rhizobium huautlense fue utilizada como grupo externo.
Sélo los valores de bootstrap mayores a 50% obtenidos en el analisis por NJ y MP son
mostrados en cada nodo, respectivamente. El arbol tuvo los siguientes indices: TL=969 pasos,
Cl=0.84, RI=0.94, HI=0.16.
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El alineamiento realizado para el género Pseudomonas consté de 19 secuencias. El

analisis se baso en 655 caracteres de los cuales 467 fueron constantes, 135 fueron variables

pero no informativos y 53 fueron parsimonia-informativos. Se presenta el arbol de distancia

genética obtenida por NJ, el cual presentd topologia similar al obtenido con MP (Figura 3). La

cepa UYB17 agrupd con Ps. syringae, mientras que la cepa UYB26 formé un grupo con Ps.

oryzihabitans y Ps. psychrotolerans, las dos especies de mayor similitud en la busqueda

BLAST, pero representaria una especie distinta.

UYB17

Pseudomonas syringae EF101973
Pseudomonas syringae AY242068
Pseudomonas syringae EF101984
_| Pseudomonas brassicacearum AJ292381

Pseudomonas corrugata AF348508

Pseudomonas lini AY035998
Pseudomonas tolaasii AF255336

Pseudomonas marginalis Z76663
Wﬂ'__ Pseudomonas cihorii AB021398
— 1 Burkholderia caryophylli AF494092

—Ij Pseudomonas viridiflava Z76671

Pseudomonas agarici Z76652

Pseudomonas fuscovaginae AB021381

UYB26

100/100 . .
Pseudomonas oryzihabitans JQ661238

22 pseudomonas psychrotolerans NR042191

Pseudomonas psychrotolerans JQ660289

Pseudomonas syringae

Pseudomonas sp.

Acidovorax avenae AF137505

0.02

Figura 3. Arbol de distancia genética para el género Pseudomonas, basado en la region

16S del operon rADN, obtenido con analisis neighbor-joining. Acidovorax avenae fue utilizada

como grupo externo. Solo los valores de bootstrap mayores a 50% obtenidos en el analisis por

NJ y MP son mostrados en cada nodo, respectivamente. El arbol tuvo los siguientes indices:

TL =274 pasos; Cl = 0.83; RI = 0.77; HI = 0.17.
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Para el analisis de los géneros Pantoea, el alineamiento constd de 16 secuencias que
incluyeron a las cepas UYB25 y UYB35. En este caso el analisis se baso en 892 caracteres de
los cuales 843 fueron constantes, 33 fueron variables pero no informativos y 16 fueron
parsimoniosamente informativos. Se presenta el arbol de distancia genética obtenida por NJ,
con similar topologia al obtenido con MP (Figura 4). Las cepas UYB25 y UYB35 agruparon con
Pa. eucalypti.

UyYB25
10096 | yyB35 Pantoea eucalypti

90/04 Pantoea eucalypti HM008959

g0,.| Pantoea eucalypti EF688009
Pantoea eucalypti NR116112

—— Pantoea ananatis AF364844

Pantoea deleyi EF688011
-I: Pantoea conspicua EU216737
Pantoea stewarttii Z96080

Pantoea brenneri EU216735

76/75

Pantoea stewarttii Y13251

Pantoea ananatis 296081

L— Pantoea anthophila EF688011

Pantoea vagans EF688012
\—Panfoea agglomerans AJ251466

Erwinia psidii Z96085

0.002

Figura 4. Arbol de distancia genética para los géneros Erwinia y Pantoea, basado en la
region 16S del operon rADN, obtenido con analisis neighbor-joining. Erwinia psidii fue utilizada
como grupo externo. Solo los valores de bootstrap mayores a 50% obtenidos en el analisis por
NJ y MP son mostrados en cada nodo, respectivamente. El arbol tuvo los siguientes indices:
TL = 63 pasos; Cl = 0.84; Rl = 0.85; HI = 0.16.

Para el analisis de los géneros Erwinia, el alineamiento constd de 25 secuencias que

incluyero a la cepa UYB135. En este caso el analisis se baso en 701 caracteres de los cuales
625 fueron constantes, 24 fueron variables pero no informativos y 52 fueron
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parsimoniosanmente informativos. Se presenta el arbol de distancia genética obtenida por NJ,

con similar topologia al obtenido con MP (Figura 5). La cepa UYB135 agrup6 con Erwinia psidiii.

Erwinia amylovora Z96088

Erwinia cypropedii AJ233413

Erwinia persicinus Z96086
Erwinia rhapontici ERU80206
Erwinia rhapontici U80206
Erwinia tasmaniensis AM292080
Erwinia tasmaniensis AM292081

Erwinia mallotivora HQ456230

Erwinia mallotivora NR041974

Erwinia psidii NR044979

4| Etwinia psidii Z96085 Erwinia psidii

80/- UYB135
Erwinia psidii NR104569

96/72

Erwinia tracheiphila Y13250
/70 Erwinia herbicola AF130954

Erwinia billingiae NR119255
Erwinia billingiae Y13249

100/-

Erwinia rubrifaciens 296096

96/ Erwinia nigrifluens 796095
Erwinia salicis 296097

Erwinia quercina AJ233416

Erwinia cacticida 7296092

Pectobacterium carotovorum NR118
Erwinia chrysanthemi Z96093

§o03
Figura 5. Arbol de distancia genética para los géneros Erwinia, basado en la region 16S
del operon rADN, obtenido con analisis neighbor-joining. Pectobacterium carotovorum fue
utilizada como grupo externo. Sélo los valores de bootstrap mayores a 50% obtenidos en el
analisis por NJ y MP son mostrados en cada nodo, respectivamente. El arbol tuvo los
siguientes indices: TL = 170 pasos; Cl = 0.57; RI = 0.72; HI = 0.43.

Para el caso de aquellas cepas que agruparon en el género Xanthomonas, se realizé un
analisis concatenado de cuatro regiones, tomando como referencias las secuencias del estudio
de Young et al. (2008). En este caso el alineamiento consto de secuencias correspondientes a
36 cepas incluidas las cepas UYB20, UY30, UYB34, y UYB36. El analisis se bas6 en 2513
caracteres de los cuales 1828 fueron constantes, 79 fueron variables pero no informativos y
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606 fueron parsimonia-informativos. Tanto el analisis NJ, como MP resultaron en arboles de
similar topologia (Figura 6). Las cuatro cepas analizadas agruparon dentro de Xanthomonas
axonopodis, cercanas a las cepas ICMP10027 y ICMP10030, aunque formando un grupo

separado de éstas.

UYB20
uYB30

uYB34

uYB36

Xanthomonas axonopodis |ICMP10027

-Xanthomonas axonopodis |ICMP10030

94/100 [ Xanthomonas axonopodis ICMP21

Xanthomonas axonopodis |ICMP 10022
100/100 | Xanthomonas axonhopodis ICMP50

98/99 I Xanthomonas axonopodis ICMP8681

100/100 | Xanthomonas perforans ICMP109
Xanthomonas perforans ICMP172

%Xanthomonas oryzae ICMP3125

Xanthomonas oryzae ICMP440
100/100 Xanthomonas cynarae ICMP 16774

Xanthomonas cynarae|ICMP 16776

Xanthomonas arboricola|CMP 1488
_:Xanthomonas arboricola ICMP5726

Xanthomonas vesicatoria ICMP115
i A@anmomonas vesicatoriaICMP63
Xanthomonas campestris ICMP 1404
Xanthomonas campestris (CMP574
CXanthomonas melonis ICMP8683

Xanthomonas codiaei ICMP9512
Xanthomonas codiaei ICMP9513

Xanthomonas cucurbitae ICMP476

100/100 [~ Xanthomonas populi ICMP5816
L Xanthomonas populi\CMP5836

73/- |
96/-

Xanthomonas axonopodis

100/100)

70/-

88/71
100/94

ﬂ'j Xanthomonas cucurbitae ICMP4767
Xanthomonas vasicola|CMP3103
L 80/75) 100/1 Xanthomonas vasicola|ICMP451

95/ Xanthomonas cassavae ICMP5715

Xanthomonas fragariae ICMP5715

I
Xanthomonas fragariae ICMP659

Xanthomonas pisiICMP570
Xanthomonas bromi ICMP 12545

0.008

Figura 6. Arbol de distancia genética para el género Xanthomonas, basado en el analisis
combinado de las regiones dnaK, fyuA, gyrB y rpoD, obtenido con analisis neighbor-joining.
Xanthomonas pisi fue utilizada como grupo externo. Sélo los valores de bootstrap mayores a
50% obtenidos en el analisis por NJ y MP son mostrados en cada nodo, respectivamente. El
arbol tuvo los siguientes indices: TL = 11914 pasos; Cl = 0.44; Rl = 0.68; HI = 0.56.

3.3.2. Caracterizacion de la agresividad de las cepas

Se tomaron seis cepas de la coleccion pertenecientes a diferentes especies de
hospederos y lugar de colecta. Cuatro pertenecientes al género Xanthomonas (UYB20, UYB30,
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UYB34, UYB36), una Pantoea (UYB35) y una Pseudomonas (UYB17). Las plantas inoculadas
mostraron una incidencia promedio para cada cepa que varié de 0 a 82 %. La severidad
promedio oscil entre 0 'y 30 % (datos no presentados). Las plantas inoculadas con la cepa
UYB35 no evidenciaron sintomas durante el periodo de evaluacion, mientras que el resto de
las cepas reprodujeron claros sintomas. Se observaron diferencias en forma y tamafio de las
lesiones. Las lesiones producidas por las cepas de X. axonopodis fueron de forma més angular,
translucidas, fusionadas unas con otras y dispersas en todo el limbo de la hoja, aunque en
algunos casos se localizaban en el borde y/o sobre la nervadura principal de la misma. Por su
parte, la cepa del género Pseudomonas produjo manchas pequefias, puntuales, no translucidas

y distribuidas en todo el limbo (Figura 7).

Figura 7. Manchas foliares bacterianas en E. grandis, 15 dias post inoculacion (a)
sintomas observados con X. axonopodis (UYB36), (b) y (c) sintomas observados en el haz y
en el envés de la hoja por Pseudomonas (UYB17). Siendo todos los sintomas similares a los

observados en campo.
Se observaron diferencias significativas en la agresividad de las cepas, presentando

UYB30 significativamente mayor severidad que UYB17, mientras que el resto de las cepas, a
excepcion de UYB35, tuvieron un comportamiento intermedio (Figura 8). Al estimarse el indice
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de la enfermedad se observa un cambio en el ranking de las cepas, donde UYB36 pasa a tener

los mayores indices, mientras que UYB17 sigue presentando la menor agresividad (Figura 9).

35
30

25

A
AB
20 AB
AB
15
10
B
0 .

UYB35 uYB17 UYB20 UYB34 UYB36 UYB30

%Severidad

(%]

Figura 8. Severidad promedio de mancha foliar bacteriana para cada cepa, evaluada a
los 15 dias post inoculacién, en plantines de E. grandis seminal. Medias con distinta letra
difieren significativamente entre si (Tukey-Kramer; p=0,05). La inoculacién con la cepa UYB35

no presentd sintomas, por lo cual no se incluyé en el analisis estadistico.
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Figura 9. indice de enfermedad obtenido para las distintas cepas inoculadas en plantines
de E. grandis seminal. Medias con distinta letra difieren significativamente entre si (Tukey-
Kramer; p=0,05). La inoculacion con la cepa UYB35 no present6 sintomas, por lo cual no se

incluyd en el andlisis estadistico.
Al analizar la severidad de la hoja méas afectada de la planta, las cepas presentaron el

mismo padrén de comportamiento que con la severidad promedio (Figura 10) presentando un

significativo coeficiente de correlacion de Spearman de 0,9943.
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Figura 10. Relacion entre la severidad promedio y la severidad de la hoja méas afectada

de todas las plantas y cepas evaluadas (p<0,001).

3.3.3. Caracterizacion de la resistencia de genotipos de E. grandis v E.

dunnii

Los genotipos evaluados presentaron diferencias significativas respecto a su
comportamiento frente a las cepas inoculadas. En general, los plantines de E. grandis
mostraron mayores niveles de infecciéon que los de E. dunnii, tanto en incidencia como en
severidad (Figura 11). Independientemente de la especie de Eucalyptus, a los 30 dpi se

observé mayor nivel de enfermedad en los plantines que a los 15 dpi.
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Figura 11. indice de enfermedad obtenido para cada cepa. Valores promedio de todos
los genotipos de E. dunnii y E. grandis inoculados. Datos correspondientes a la evaluacion a
los 15y 30 dpi (dias post inoculacion). Medias con distinta letra dentro de la misma especie y

momento de lectura, difieren significativamente entre si (Tukey-Kramer; p=0,05).

Se observaron diferencias en el indice de enfermedad entre cepas cuando fueron
inoculadas en E. grandis, mientras que en E. dunnii, con menores niveles de enfermedad, no
se detectaron diferencias. El andlisis de incidencia y severidad para el promedio de los
genotipos de E. grandis, presentd similares resultados, que los basados en el indice de la

enfermedad (Figura 12).
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Figura 12. Incidencia y severidad a los 15y 30 dpi para las cepas UYB30, UYB34 y
UYB36. Valores promedio de todos los genotipos de E. grandis inoculados. Medias con distinta
letra dentro de cada variable y en cada momento de lectura, difieren significativamente entre si

(Tukey-Kramer; p=0,05).

Cuando se evalué comportamiento de los genotipos de E. grandis, se observo una gran
variabilidad en cuanto al nivel de enfermedad. Los genotipos A, K, E y L presentaron los
mayores indices de enfermedad, mientras que el genotipo M mostr6 los menores niveles de
enfermedad ante las tres cepas evaluadas (Figura 13). Los diferentes genotipos presentaron
un comportamiento diferencial frente a las distintas cepas, denotando una clara interaccién
cepa x genotipo (p<0,05) (Figura 14). No se observaron diferencias en el indice de la
enfermedad de los distintos genotipos de E. dunnii al ser inoculados con las distintas cepas

(datos no presentados).
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Figura 13. indice de la enfermedad para las cepas evaluadas en E. grandis a los 30 dias
postinoculacion. Medias con distinta letra dentro del mismo genotipo difieren significativamente

entre si (Tukey-Kramer; p=0,05).
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Figura 14. indice de la enfermedad para las cepas evaluadas en E. grandis a los 30 dias
post inoculacion. Medias con distinta letra dentro de la misma cepa difieren significativamente

entre si (Tukey-Kramer; p=0,05).

3.4. DISCUSION
Este trabajo representa el primer estudio sobre manchas foliares bacterianas en

eucalipto realizado en Uruguay. Las manchas foliares analizadas estuvieron asociadas a
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Xanthomonas axonopodis, Erwinia psidii, Pantoea eucalypti, Pseudomonas syringae, y
Pseudomonas sp.

Erwinia psidiiy Pa. eucalypti han sido previamente reportadas en Uruguay como agentes
etiolégicos de manchas foliares bacterianas, pero principalmente asociadas a tizon apical
(Coutinho et al., 2011; Brady et al., 2009). El mismo en sus inicios comienza con manchas
foliares localizadas en las hojas de los apices, para luego colonizar por el peciolo a la rama y
ocasionar el sintoma de tizén apical.

Las especies X. axonopodis y Ps. syringae son reportadas en este estudio por primera
vez asociadas a manchas foliares en eucalipto en Uruguay. Ambas especies han sido
reportadas previamente en Brasil por Gongalves et al. (2008), como agentes causantes de
manchas foliares en diversas especies de eucalipto, como E. grandis, E. grandis x E. urophylla
y E. urophylla x E. maidenii. Estos autores concluyeron que X. axonopodis fue la especie
predominante en las prospecciones realizadas en dicho pais (Gongalves et al., 2008).

Xanthomonas axonopodis fue también la especie predominante de aquellas asociadas
estrictamente a manchas foliares en el presente estudio, aunque al incluir las causales de tizon
apical, Erwinia psidii fue la que predomind. Por lo que dentro de las especies que ocasionan
unicamente manchas la predominante fue X. axonopodis, coincidiendo la prospeccion realizada
en Brasil por Gongalves et al. (2008).

Las manchas foliares asociadas a X. axonopodis y a Ps. syringae presentan diferencias
en cuanto a sintomatologia, siendo los sintomas causados por X. axonopodis muy similares a
las manchas foliares reportadas por Gongalves et al. (2008). Mientras que los sintomas
causados por Ps. syringae se presentaron como infecciones aisladas distribuidas en toda la
hoja, sin fusionarse y con una agresividad menor, coincidiendo con la baja agresividad
mostrada por la cepa UYB17 en las pruebas de inoculacion artificial realizadas. Ps. syringae
ha sido citada como epifita y endodfita sin causar sintomas (Cankar et al., 2005; Whitesides y
Spotts, 1991). Sin embargo, pese a mostrar menor agresividad relativa al resto de las cepas
evaluadas, los resultados obtenidos en las inoculaciones realizadas confirman la capacidad de
esta especie de causar sintomas, confirmando de esta forma su habilidad patogénica.

Respecto a la principal especie encontrada, X. axonopodis, restan estudios de rango de
hospederos para conocer el patovar de esta especie presente en Uruguay. Gongalves (2003)
sugiere X. axonopodis pv. eucalypti, ya que la cepa aislada en su estudio sélo ocasiond
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sintomas en plantas de Eucalyptus y Corymbia. Inoculaciones realizadas en Mirtdceas como
Psidium guajava, Psidium sativum, Myrciaria jaboticaba, Eugenia jambolana, asi como en otras
especies botanicas como Prunus persica, Caryca papaya, Phaseolus vulgaris, Lycopersicon
esculentum y Citrus limon, no presentaron sintomas. Estos resultados indican el nivel de
especializacion de esta bacteria al género Eucalyptus y Corymbia.

La variabilidad en la agresividad entre cepas representa informacién fundamental para
la mejor comprensién de la enfermedad. Los resultados aqui obtenidos indican que la
variabilidad en los sintomas observados a campo, y en la agresividad de la enfermedad, podria
estar explicada por la presencia de varias especies bacterianas causando manchas foliares, y
por una variabilidad en la agresividad tanto entre cepas de distintas especies como entre cepas
de la misma especie.

La cepa mas agresiva en E. grandis (UYB30), fue aislada desde manchas foliares en E.
dunnii, lo que indica que no hay especificidad en cuanto al hospedero y que estos hospederos
estan potencialmente compartiendo la misma comunidad bacteriana causante de manchas
foliares en Uruguay. Esto representa un grave problema en epidemias severas, ya que las
especies de E. grandis y E. dunnii representan un 46 % del total de masa forestal de Uruguay
(MGAP/DIEA, 2013) y las pérdidas econdémicas pueden alcanzar niveles significativos en
materiales genéticos muy susceptibles y condiciones favorables para la infeccién (Alfenas et
al., 2009; Gongalves, 2003).

Las diferencias en agresividad encontradas entre las cepas de X. axonopodis (UYB30,
UYB34 y UYB36), remarcan la importancia de caracterizar las cepas que podrian
eventualmente ser utilizadas para asistir a los programas de mejoramiento genético. El
conocimiento de la agresividad de las cepas a utilizar al momento de asistir a los programas de
mejoramiento es un pilar fundamental para hacer eficiente al proceso de seleccién por
resistencia (Peréz et al., 2009).

La cepa de Pa. eucalypti (UYB35) estudiada, no presento sintomas en las pruebas de
patogenicidad cuando fue asperjada sobre la planta, pero si reprodujo los sintomas cuando fue
inoculada mediante heridas. Estos resultados sugieren la necesidad de heridas que presenta
esta especie para penetrar e infectar la planta, mientras que las cepas de X. axonopodis y Ps.
syringae fueron capaces de causar infeccion sin necesidad de generar heridas en la planta.
Silva (2007) demostr6é que X. axonopodis en Eucalipto ingresa por aberturas naturales como
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ser estomas al igual que Ps. syringae como lo citan Lopez y Rodriguez (2009) para
Lycopersicon esculentum.

Las inoculaciones realizadas a diversos genotipos de E. grandis y E. dunnii, sugieren
que E. grandis, como especie, presenta mayor susceptibilidad que E. dunnii, a pesar de que
algunos genotipos de E. grandis no mostraron infecciones luego de ser inoculados. Los
resultados aqui obtenidos confirman la presencia de una gran variabilidad en la resistencia,
entre especies y dentro de las dos especies de Eucalyptus evaluadas. Estos resultados
concuerdan con Gongalves (2003), quien demostré la presencia de variabilidad intraespecifica
en cuanto a la susceptibilidad a la enfermedad en diferentes especies de Eucalyptus y
Corymbia.

Los clones de E. grandis mostraron gran variabilidad en la resistencia frente a las
diferentes cepas, con una significativa interaccion cepa x genotipo. O sea, un clon con buen
comportamiento frente a una cepa, no necesariamente va presentar mejor comportamiento que
otros clones frente a otra cepa. Estos resultados, por un lado, demuestran la ventaja de este
tipo de evaluacion, para conocer mejor la performance de un clon, pero por otro develan la
complejidad del sistema para manejar esta enfermedad por resistencia genética. Esta
interaccion genotipo x cepa, remarca el potencial del mejoramiento por resistencia genética
frente a esta enfermedad. Concordando con los resultados de comportamiento sanitario en
eucalipto frente a Neofusicoccum parvum-N. ribis, encontrando diferencias significativas entre
los clones y una fuerte interaccién con las cepas evaluadas (Pérez et al., 2009). En situaciones
de interaccion significativa genotipo x cepa, es necesario contar con una coleccion de cepas
bacterianas que represente de la mejor forma la variabilidad en agresividad que podria
enfrentar un determinado genotipo al ser plantado comercialmente.

Este estudio permitié ajustar un protocolo de inoculacién para bacterias, sin precedentes
a nivel nacional. Dicho protocolo representa una herramienta efectiva para la caracterizacion
de la resistencia de los genotipos de eucalipto para los programas de mejoramiento genético,
siendo un método rapido, sencillo, econdmico y de gran impacto para el sector productivo
(Simeto et al., 2007). En este sentido, los resultados obtenidos indican que la evaluacion
realizada a los 30 dpi permiten una caracterizacion mas sélida que cuando las evaluaciones se
realizan a los 15 dpi. A su vez, la alta correlacion observada entre los resultados obtenidos al

evaluar el promedio de la totalidad de las hojas de la planta, y la severidad de la hoja mas
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afectada (r=0.99), permite agilizar la evaluacion, permitiendo tomar de esta forma como
indicador a la hoja més afectada de cada planta inoculada.

El conocimiento del agente etiologico es un insumo fundamental para comenzar la
planificacion de medidas de manejo de una enfermedad. El uso de materiales resistentes es la
principal medida de manejo de enfermedades forestales en plantacion (Ferreira y Milani, 2012;
Alfenas et al, 2009; Furtado et al, 2009; Gongalves, 2003; Ferreira et al., 2001), pero
principalmente de las enfermedades bacterianas, dada la falta de herramientas para realizar
intervenciones que permitan frenar el desencadenamiento de epifitias a nivel de campo. Los
resultados aqui obtenidos permiten confirmar la utilidad de esta herramienta en el patosistema
a nivel nacional. Este estudio aporta informacion fundamental para asistir a los programas de
mejoramiento genético por resistencia, enfatizando en la importancia y viabilidad del uso de

materiales con mejor comportamiento sanitario.
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4. CONCLUSIONES GENERALES

Diversas enfermedades bacterianas afectan actualmente al cultivo de eucalipto,
provocando manchas foliares, tizon apical y marchitamiento vascular. En Uruguay se ha
confirmado la presencia de las manchas foliares bacterianas y el tizon apical, no existiendo
hasta el momento reporte de marchitamiento vascular bacteriano.

Las especies reportadas asociadas a tizon apical en el pais actualmente son Erwinia
psidii (Coutinho et al., 2011), Pantoea ananatis (FAO, 2006), Pantoea eucalypti y Pantoea
vagans (Brady et al. 2009b), todas ellas asociadas principalmente al tizén apical. También se
ha reportado a E. cowanii, aunque probablemente en este caso no sea un patégeno primario,
sino un endofito que en condiciones ambientales favorables para la enfermedad contribuya con
ella (Brady et al., 2009a).

Mediante este estudio se identificd las especies Xanthomonas axonopodis y
Pseudomonas syringae relacionadas con manchas foliares bacterianas en eucalipto, siendo la
especie predominante X. axonopodis. Ademas se constato la presencia de Er. psidii y Pa.
Eucalypti causando manchas foliares bacterianas, pero siempre asociadas principalmente a
tizon apical bacteriano.

Mediante una prospeccién en diferentes zonas productoras de eucalipto y de diferentes
especies se generd una coleccion de cepas bacterianas. La misma es conservada en el
laboratorio de Fitopatologia de la Estacion experimental Mario A. Cassinoni (EEMAC) para

futuros estudios del grupo o ajenos a este.

De la coleccion en estudio, se identifico a X. axonopodis y Ps. syringae como las
principales agentes causales de mancha foliar bacteriana, y en menor frecuencia se observo
Er. psidii y Pantoea eucalypti, ya que estas ultimas estan muy relacionadas con tizén apical.
Los sintomas caracteristicos de la enfermedad son manchas foliares pequefias de forma
angular y translucidas al inicio de la enfermedad. A medida que avanza la misma se observan
fusionadas, de aspecto reseco, con perforaciones y necrosis en la porcion superior del limbo.
En epidemias severas se observa defoliacion.

Para caracterizar la agresividad de cepas como para estudiar la resistencia del
hospedero se ajusté un método de inoculacion artificial, el mismo permitié en forma eficiente,

rapida y econdémica inocular diferentes cepas en plantines de eucalipto. Mostrando a X.
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axonopodis como la cepa de mayor agresividad en las inoculaciones realizadas, presentando
una gran variabilidad en la agresividad entres cepas.

Mientras que el estudio de la resistencia del hospedero, indicé que E. grandis presenta
mayor susceptibilidad como especie que E. dunnii, con claras diferencias en la susceptibilidad
entre genotipos de la misma especie.

En dichas evaluaciones no se observd especificidad de las cepas en cuanto al
hospedero, indicando que éstos estan potencialmente compartiendo la misma comunidad
bacteriana causante de manchas foliares en Uruguay.

Los resultados obtenidos como ser la coleccion de cepas bacterianas generadas, la
caracterizacion de agresividad de las mismas y la caracterizacion de la resistencia de genotipos
tanto E. grandis como E. dunnii, sumado al método de inoculacién validado, son insumos para
futuras investigaciones sobre patogénesis, resistencia, epidemiologia y control de la
enfermedad.

Estos resultados, si bien son preliminares, son estimulantes debido a que se encontr6
variabilidad en la resistencia genética tanto entre como dentro de las especies de Eucalyptus
evaluadas, lo que indica la posibilidad de seleccion y mejoramiento. Aunque es indiscutible la
importancia de continuar con estudios epidemiologicos para Uruguay, y sumar estudios de

deteccion temprana de la enfermedad para poder desarrollar medidas de control efectivas.
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