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1. INTRODUCCION

Tradicionalmente en Uruguay, los rubros agropecuarios predominantes
han sido la agricultura y la ganaderia. A partir de la década de ‘60, surge el
rubro forestal como complemento de los ya existentes y es por tal motivo que
aparece la primera ley forestal en el afio 1968. Si bien la primera ley ofrecia a
empresas agropecuarias, y a pequeiios y medianos productores, grandes
incentivos para incluir la actividad forestal dentro de sus rubros, no fue hasta el
afio 1987 con la aprobacion de la segunda ley forestal (vigente hasta la
actualidad), y un escenario de mercado internacional favorable, que el sector
forestal se vio atractivo para inversores tanto nacionales como internacionales.
Hacia la década del ‘90, se registr6 una alta tasa de plantacién de Eucalyptus
globulus ssp. globulus, en la zona Sur y Sureste del Uruguay, avalado por las
excelentes propiedades de la madera que éste presenta para la produccion de
pasta de celulosa.

En el afio 2007, la aparicion del patégeno foliar Teratosphaeria nubilosa
en Uruguay, causante de la enfermedad conocida como “Manchas por
Mycosphaerella”, afectdé a numerosas plantaciones de E. globulus ssp. globulus
y E. globulus ssp. maidenii, atacando principalmente al follaje juvenil, causando
manchas foliares y severas defoliaciones (de hasta un 80% en algunos casos)
(Soria et al., 2014). Esto gener6 reducciones en el volumen de madera de hasta
un 50% y en otros casos la muerte de los arboles (Balmelli et al., 2016). Tal
comportamiento obligé al sector a dejar de plantar, casi por completo, a E.
globulus ssp. globulus cayendo la plantacién anual desde 11.600 ha en el afio
2006 a 706 ha en el aflo 2011, optandose por la inclusion de especies con
similares propiedades pulpables y mayor resistencia al patégeno.

Actualmente en Uruguay, las especies de eucaliptos mas plantadas son
E. grandis seguido por E. dunnii; ambas tienen como principal finalidad producir
madera para la elaboracion de pulpa de celulosa y en menor porcentaje,
madera solida para aserrio. A partir del afio 2015, algunas empresas forestales
comenzaron a plantar con mas frecuencia a E. smithii como especie sustituta de
E. globulus ssp. globulus, alcanzando en el afio 2017 un total de 3.500 ha
plantadas. Al igual que la madera de E. globulus, la madera de E. smithii es de
excelente calidad para elaborar pasta de celulosa por lo que se puede
comercializar sin inconvenientes, tanto en la industria local como internacional
(Thompson, 2012). Si bien esta especie también es afectada por T. nubilosa, la
misma presenta un nivel de resistencia al patégeno bastante mayor, por lo que
no se llegan a observar defoliaciones graves y muertes de plantas como si
ocurre en E. globulus.



La presente investigacion surgié de la preocupacion de productores
forestales independientes y asociaciones de productores nacionales de E.
smithii en el Sureste del pais. Se comenzo a observar marchitamiento y muerte
de arboles jovenes en las plantaciones de esta especie instaladas en diferentes
localidades del Sureste (Aigua, Parallé, Campanero, Santa Lucia y Castillos,
entre otras).

Los sintomas observados consisten en un enrojecimiento de la parte
aérea, seguido por un marchitamiento progresivo, manteniendo las hojas
adheridas a ella. También se constaté en reiteradas ocasiones el vuelco de
arboles; al excavar y desenterrarlos, los mismos presentan lesiones necroticas
en el sistema radicular y podredumbres. A nivel del cuello del tallo de las
plantas, también se observaron lesiones necréticas bien definidas y, al remover
la corteza, se pudo apreciar una clara zona de transicion entre el tejido enfermo
y el sano. La sintomatologia observada indica que el agente causal podria
corresponder a Phytophthora spp. aunque él/los agente/s causal/es de la misma
no ha/n sido aun determinados en Uruguay.

De acuerdo con las consultas realizadas a productores y técnicos del
sector, se constata que una gran cantidad de plantaciones recientes estan
siendo afectadas por esta sintomatologia. Es asi, que algunas empresas
forestales demandaron la necesidad de que se determine con certeza la
causante de esta mortandad y, a partir de ello, evaluar futuras alternativas de
manejo. De esta manera se plante6 el presente trabajo final de carrera, como
requisito para la obtencion del titulo de Ingeniero Agrénomo de la Universidad
de la Republica.

1.1. OBJETIVOS GENERALES

Determinar la etiologia de la muerte de plantas jovenes de Eucalyptus
smithii en la zona Sureste del Uruguay.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Conocer detalladamente los sintomas asociados al marchitamiento y
muerte de plantas de E. smithii y su distribucién en plantaciones jovenes de la
zona Sureste del pais.

2) Identificar el/los agente/s asociados a los sintomas mediante
aislamientos desde plantas en marchitamiento y suelo circundante, utilizando
técnicas micro-morfolégicas y moleculares.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. EL CULTIVO DE Eucalyptus

Existen mas de 600 especies de eucaliptos distribuidas en mas de 90
paises, ocupando unos 22 millones de hectareas en todo el mundo. De este
total, solo alrededor del18 millones tienen productividad de interés comercial, sin
tener en cuenta a los bosques nativos (ENCE, 2009).

En Uruguay, el eucalipto fue introducido en el afio 1853 con la especie
E. globulus ssp. globulus, la cual se considera la de mayor distribucion
geografica dentro del género. Si bien la especie es nativa del Sureste de
Australia y Tasmania, se estima que al afio 1973 existian mas de 800.000 ha
plantadas con esta especie fuera de Australia (Jacobs, 1981). Asimismo, las
condiciones climéticas del Uruguay son similares a las de Australia, Nueva
Zelanda y Sudafrica, siendo muy favorables al cultivo de eucaliptos (Krall,
1970).

De acuerdo con los datos provistos por la Sociedad de Productores
Forestales (SPF), la superficie boscosa del Uruguay es cercana a los 2 millones
de hectareas. De estas, alrededor de un 58% (1.200.000 ha aprox.)
corresponden a bosques implantados, con diferentes especies de eucaliptos y
pinos vy, el 42% restante, a bosques nativos. En Uruguay el eucalipto se planta
con diversos fines. La elaboracidén de pasta de celulosa de alta calidad abarca
un 68% del volumen total de madera producida. Un 20% es ocupado en la
produccion de biocombustibles y montes de abrigo y sombra para el ganado, y
el restante 12% corresponde a la obtencibn de madera soélida para aserrio
como; debobinados, tableros y contrachapados (SPF, 2017).

Con la llegada de grandes empresas forestales extranjeras, como
Montes del Plata y UPM Forestal Oriental, se introdujo la especie Eucalyptus
dunnii, como complemento a las especies usadas anteriormente en la
produccion de pasta de celulosa. De igual manera, recientemente se introdujo el
E. smithii como especie alternativa para sustituir al E. globulus spp. globulus
debido a los graves problemas sanitarios que éste presenta.

En cuanto a la distribucion zonal de las especies, la zona Norte (Rivera
y Tacuarembd) posee un predominio de especies de Pinos, ocupando un 65%
de las masas boscosas alli implantadas (compuestas principalmente por Pinus
taeda y en menor medida P. elliotti), sobre las especies de eucalipto que
abarcan el restante 35% (con predominancia de E. grandis). En la zona Sureste
(Florida, Lavalleja, Maldonado y Rocha), las principales especies plantadas son
E. globulus spp. globulus, E. globulus spp. maidenii, E. dunnii que se encuentra
en expansion y, a una escala mucho menor, plantaciones recientes de E.



smithii. En la zona centro-Este (Durazno, Cerro Largo y Treinta y Tres) se
encuentran varias especies, pero con una marcada predominancia de E.
grandis, mientras que la zona litoral Oeste (Soriano, Rio Negro y Paysandu),
presenta la mayor concentracion de eucaliptos, alcanzando un 89% del total de
arboles plantados, con predominio de E. grandis, E. dunnii y E. globulus (éste
altimo mas hacia la zona Sur, Figura 1).

Respecto a E. smithii, datos publicados por MGAP. DIEA (2016) indican
gque menos del 1 % de la superficie de eucaliptos plantados corresponden a
esta especie. Asimismo, no esta discriminada de las demas, sino que se
contabiliza dentro del grupo “otros”. Segun Pou et al. (2016), la produccion en
vivero de E. smithii en el afio 2013 era de 419.312 plantines al afio,
aumentando a 1.085.000 en el afio 2015. Actualmente en Uruguay, hay en
torno a las 3.500 ha de E. smithii plantadas con fines comerciales (SPF, 2017).
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Figura 1. Superficie de forestacién en Uruguay segun especie
Fuente: adaptado de MGAP. DIEA (2017).



2.2. ENFERMEDADES QUE AFECTAN AL Eucalyptus spp.

Segun datos aportados por el Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria (INIA) y la FAO, las enfermedades que afectan a los eucaliptos se
pueden discriminar segun sean patdégenos foliares, de tronco o radiculares.

Dentro de las enfermedades reportadas para Eucalyptus spp., en brotes
y hojas se encuentran: el tizén apical bacteriano causado por Erwinia psidii, la
mancha bacteriana por Xanthomonas axonopodis, la mancha bacteriana por
Pantoea ananatis, la mancha por “Mycosphaerella” causada por integrantes del
género Teratosphaeria (T. nubilosa, T. suberosa, entre otros), la mancha
amarilla por Teratosphaeria pseudoeucalypti, la roya del eucalipto por
Austropuccinia psidii, la mancha por Epicoccoides (Teratosphaeria suttonii),
mancha causadas por Criptosporiopsis eucalypti, manchas foliares causadas
por Alternaria alternata y Pestalotiopsis guepinii, entre otras (Baldini et al. 2006,
Glen et al. 2007, Pérez et al. 2009, Alonso et al. 2013, Balmelli et al. 2013,
2016, Simeto y Balmelli 2014, Beenken 2017)

Dentro de las enfermedades que afectan al tronco, se encuentran el
tizon apical bacteriano causado por Erwinia psidii, cancros y muerte
descendente causados por integrantes de la familia Botryoshpaeriaceae
(Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum ribis, N. eucalyptorum) cancros por
Coniothyrium (Teratosphaeria gauchensis), marchitamiento por Ceratocystis
(Ceratocystis fimbriata), asi como también el cancro del fuste causado por
Arambarria cognata (Martinez 2005, Baldini et al. 2006, Pérez et al. 2009,
Simeto y Balmelli 2014).

En cuanto a las enfermedades radiculares, la mas comun es causada
por Phytophthora cinnamomi provocando podredumbres en raices y raicillas
(Newhook y Podger 1972, Podger 1975). También el hongo basidiomycete
causante de podredumbre radicular de arboles en pié y descomposicion de
madera Armillaria ostoyae y A. luteobubalina (Kile 1983, Morrison y Mallet
1996).

Con respecto a la produccion de plantines en viveros, las enfermedades
mas frecuentes son el moho gris (Botrytis cinerea), Damping off y Die back
causados por el grupo de hongos patégenos integrado por Cylindrocladium (C.
scopariuim), Pythium (P. debaryanum, P. ultimum), Phytophthora (P.
cinnamomi), Fusarium (F. oxysporum, F. solanum, F. moniliforme, entre otros),
Rhizoctonia (R. solani) y Cylindrocarpon (C. destructans) (Baldini et al. 2006,
Simeto y Balmelli 2014).



2.2.1. Marchitamiento y muerte de Eucalyptus smithii

Desde que se comenzd a plantar E. smithii, se ha observado una alta
incidencia de é&rboles con sintomas de marchitamiento y muerte, desde el
primer afio de implantacion. Los sintomas consisten en un amarillamiento,
seguido de un enrojecimiento gradual de la copa, manteniéndose las hojas
adheridas a la planta. Esta sintomatologia estd asociada a la ocurrencia de
podredumbres radiculares y de la base del tallo y consecuentemente, volcado y
muerte de plantas. Asimismo, esta sintomatologia indica que el agente causal
podria corresponder a patdgenos del grupo Oomycetes y en particular a
especies del género Phytophthora (Erwin y Ribeiro, 1996).

Diferentes autores han descripto sintomas de enfermedades causadas
por Phytophthora spp. como un marchitamiento de la planta, seguido por
muerte regresiva del huésped asociado con necrosis del sistema radicular,
comenzando por las raices mas finas (Newhook y Podger 1972, Erwin y Ribeiro
1996, Agrios 2005). Asimismo, Agrios (2005) describe la sintomatologia de
Phytophthora spp. en Eucalyptus spp. como podredumbres radiculares, cancros
Yy necrosis en raices en numerosos huéspedes, causando en muchos casos la
muerte de estos. También menciona la ocurrencia de sistemas radiculares poco
desarrollados. A nivel de cuello describe el desarrollo de cancros y gomosis.
Finalmente, en la parte aérea clorosis y necrosis foliar, manchas foliares
localizadas, marchitez, defoliacion, exudaciones y en muchos casos muerte de
plantas.

2.2.2. Especies de Phytophthora asociadas a Eucalyptus spp.

Existen numerosos reportes en el mundo sobre especies de
Phytophthora afectando al cultivo de eucalipto. Ruperez y Mufioz (1980) indican
gue se ha observado frecuentemente la presencia de P. cinnamomi en ramas y
tronco, causando lesiones necréticas en yemas vegetativas y pequefios cancros
en tallo con exudaciones en Australia, Argentina, Chile y Perd, entre otros. De
igual manera Domsch (1980) afirma que a nivel mundial P. cinnamomi posee
una gran capacidad destructiva en un amplio rango de huéspedes, causando
dafios en bosques naturales, plantas ornamentales y frutales.

De acuerdo con Bain et al. (2006) en Nueva Zelanda Phytophthora
captiosa y P. fallax son patdégenas de E. saligna, E. botryoides, E. regnans, E.
delegatensis y E. fastigata. Los sintomas van desde pequefias manchas
foliares, a defoliacion masiva y muerte regresiva de los arboles. En el Oeste de
Australia Rea et al. (2010) aislaron a P. elongata de raiz y cuello de E.
marginata en proceso de muerte. En la misma zona de Australia, P. cinnamomi



fue la causante de destrucciones masivas en bosques naturales de E.
marginata (Podger, 1975).

Ensayos de patogenicidad realizados por Scott et al. (2011) con P.
multivora y P. cinnamomi utilizando como huéspedes a E. gomphocephala y E.
marginata, resultaron en una reduccion del area radicular de raices vy raicillas
finas y posterior muerte de las plantas debido a podredumbres en el sistema
radicular. Se observo también, infecciones en retofios de E. marginata,
dificultando en un principio el desarrollo de estos y luego la muerte. De la
misma forma, un estudio mas reciente en Sudafrica determin6 que E. dunnii es
afectado por dos nuevas especies de Phytophthora; P. frigida y P. alticola,
aunque en pruebas de patogenicidad se comportaron menos agresivas que P.
cinnamomi (Maseko et al., 2007).

En el Oeste de Australia Simamora et al. (2015, 2016), describieron a P.
boodjera como patdégeno de Eucalyptus spp. causando damping off y muerte de
plantulas. La secuencia de la region ITS de esta especie resultd muy similar a la
de P. alticola y P. arenaria. En el mismo articulo plantean la necesidad de una
reevaluacion de P. alticola.

En Sudéfrica, Bose et al. (2017) realizaron un exhaustivo estudio para
revisar la descripcion de P. alticola (originalmente descripta por Maseko et al.,
2007) basada en nuevos estudios morfologicos y analisis filogenéticos. Para
ello, estos investigadores utilizaron nuevas cepas y definieron un neotipo debido
a que la descripcién original fue basada en una mezcla de cultivos. P. alticola
fue re-descripta y a partir de los resultados obtenidos, se concluy6é que podria
tratarse de una especie nativa de Sudafrica, dénde fue aislada a partir de suelo
de plantaciones de E. grandis y Acacia mearnsii.

2.2.3. El género Phytophthora

Phytophthora, que proviene del griego phyton (“planta”) y phthora
("destructor de plantas"), fue descripta por primera vez por de Bary (1875). Este
género ha sido sujeto a constantes revisiones, en la actualidad
taxonomicamente pertenece al reino Chromista, superfilo Heterokonta, filo
Pseudofungi, clase Oomycetes, orden Peronosporales, familia
Peronosporaceae y subfamilia Phythiae. Este género comparte el orden
Peronosporales con el género Pythium (Agrios, 2005).

La gran mayoria de las especies de este género son patdégenas en un
amplio rango de especies vegetales tales como cultivos agricolas, frutales y
forestales, asi como ornamentales. Asimismo, se destacan en importancia por
las innumerables pérdidas econémicas que han causado (FAO 1981, Erwin y
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Ribeiro 1996, Agrios 2005). Por otra parte, muchas de las especies de
Phytophthora son relativamente especificas de las plantas que parasitan,
causando enfermedades de diversa indole, principalmente en plantas
dicotiledéneas (Ruperez y Mufioz, 1980).

En cuanto a la reproduccion de estas especies, la estructura asexual
mas comun es el esporangio el cual se origina en los esporangiéforos. El
engrosamiento apical del esporangio se llama papila; existen esporangios sin
papilas, semi-papilados, papilados y bi-papilados. En algunas especies los
esporangioforos emergen de la base de un antiguo esporangio por donde las
zoosporas uninucleadas han sido liberadas y en otras especies los
esporangioforos nuevos surgen por debajo de la base del antiguo esporangio
(caracter simpodial). La forma de los esporangios varia segun la especie y
pueden ser esféricos, ovoides, obovados, limoniformes, piriformes, entre otros
(Erwin y Ribeiro, 1996).

Las zoosporas, contenidas en el interior de los esporangios, suelen ser
reniformes y biflageladas. Las clamidosporas (si las presenta) son esféricas a
ovaladas, hialinas con un leve color amarronado y su pared puede ser fina o
gruesa. Las mismas pueden formarse al final de la hifa o pueden ser
intercalares (Erwin y Ribeiro, 1996).

Las estructuras sexuales se diferencian en anteridio (gameto
masculino) y oogonio con una oospora desarrollandose en su interior (gameto
femenino). Los oogonios generalmente son globosos o sub-globosos, aunque
eventualmente pueden ser piriformes. En el caso de los oogonios, se separan
de las hifas mediante un septo, mientras que los anteridios se adjuntan a los
oogonios de dos maneras diferentes, dando lugar a dos clasificaciones. El
anteridio es anfigeno cuando el oogonio crece atravesando al anteridio, de
manera que el anteridio rodea la base del pedunculo del oogonio, o0 es paragino
cuando se une al oogonio por cualquier parte externa de la pared de éste (Erwin
y Ribeiro, 1996).

2.2.4. Aislamiento e identificacibn de Phytophthora spp.

2.2.4.1. Aislamiento de Phytophthora spp. a partir de material vegetal

Para aumentar las probabilidades de éxito en el aislamiento, la colecta
de material vegetal infectado por Phytophthora spp., asi como su traslado y
procesamiento en el laboratorio, requiere de un protocolo cauteloso a cumplir.

Se sugiere colectar muestras de material vegetal (raices, tallos, hojas,
flores, frutos, etc.) que presenten una zona de tejido sano frente al avance de la



lesion, ya que es alli donde el patdbgeno se encuentra mas activo. Es posible
sembrar el material vegetal colectado directamente en medios de cultivo
selectivos, sin la necesidad de una previa desinfeccion. Para ello, basta con
lavar el material colectado con abundante agua para retirar restos de tierra
(Erwin y Ribeiro 1996, Streito 2002, Jung y Blaschke 2004, Jung y Burgess
2009, Kasuga et al. 2012, Soto-Plancarte et al. 2017).

Asimismo, no se recomienda aislar Phytophthora spp. de tejidos
necroticos debido a la presencia de bacterias y hongos saprofitos, por lo que
algunos autores sugieren la desinfeccion superficial del material vegetal,
sumergiendo trozos en alcohol al 70% durante 30 segundos, enjuagar con agua
destilada estéril y luego secar en papel de filtro estéril. Una vez retirado el
exceso de agua, sembrar el trozo de material vegetal en el medio de cultivo
especifico correspondiente. También puede sustituirse el alcohol por una
solucion de cloro comercial al 10% (5% de hipoclorito de sodio), en el
procedimiento anterior (Ghimere et al. 2009, Moralejo et al. 2009, Soto-
Plancarte et al. 2017).

Por otra parte, Hong et al. (2003) han demostrado que la sensibilidad al
cloro es especie-dependiente variando entre una especie de Phytophthora y
otra, incluso existen especies sensibles al etanol. Por lo tanto, si se desconoce
la sensibilidad de la especie de Phytophthora con la que se esta trabajando, se
sugiere desinfectar solo una parte del tejido vegetal a sembrar, dejando algunos
o parte de ellos sin desinfectar.

Para el aislamiento de Phytophthora spp. existen diversos medios de
cultivo selectivos. Estos medios tienen como base Agar harina de maiz e
incluyen el agregado de antibidticos para la inhibicion del crecimiento de
bacterias y fungicidas para la inhibicién del crecimiento de hongos de los grupos
Ascomycete y Basidiomycete. Los mas utilizados son PARPH, PARP, PVP (P-
pimaricina, A-ampicilina, R-rifampicina, = P-pentacloronitrobenceno, H-
hymexazol, V-vancomicina), 3-P (P-pimaricina, P-penicilina, P-polimixina B),
CARP (C-cornmeal agar [harina de maiz agar], A-ampicilina, R-rifamicina, P-
pimaricina) y la modificacién a éste con el agregado de Dicloran (CARPD) y el
agregado de Benlato e Hymexazol (CARP+). Las concentraciones de los
antibioticos y fungicidas que se aplican pueden variar de un medio a otro.
Asimismo, las incorporaciones deben realizarse luego de que el medio base
haya sido esterilizado (Jeffers y Martin 1986, Erwin y Ribeiro 1996, Drenth y
Sendall 2001).

La pimaricina suele ser un antibiético costoso, por lo tanto, se puede
sustituir por Delvocid Instant®, que contiene natamicina y es de menor costo. A



este medio se lo conoce como NARPH (Jeffers y Martin 1986, Erwin y Ribeiro
1996).

2.2.4.2. Aislamiento de Phytophthora spp. a partir de suelos

Debido a que las especies de Phytophthora frecuentemente habitan en
suelos (Ferguson y Jeffers, 1999), es posible aislarlas desde alli realizando
trampeos con material vegetal. Erwin y Ribeiro (1996) afirman que la idea
general del procesamiento de suelo radica en que, si este presentara
estructuras de Oomycetes, el agua estimularia la induccion y desarrollo de
esporangios con zoosporas. Las mismas nadarian (favorecidas por la presencia
de flagelos) y al tomar contacto con el material vegetal utilizado como cebo en
las trampas, provocarian lesiones desde las cudles se podria aislar
Phytophthora spp.

Asimismo, se pueden utilizar una amplia gama de tejidos vegetales para
realizar trampeos en la recuperaciéon de Phytophthora desde suelo, ya que no
todos los tejidos son infectados de igual manera por las diferentes especies.
Los tipos de material vegetal mas usados como cebos son hojas de
Rhododendron, Camellia, Quercus, Lupinus, aciculas de Juniperus, manzanas,
peras y pepinos. Se colocan en aquellas muestras de suelo, en la que se
sospeche que podria encontrarse Phytophthora spp., para descartar o no, la
presencia de este patogeno (Jeffers y Aldwinckle 1987, Erwin y Ribeiro 1996,
Ferguson y Jeffers 1999).

En cuanto a las colectas de suelo, en arboles adultos se deben tomar
de cuatro submuestras en torno al tronco (no mas de un metro de distancia de
este), retirar la cobertura vegetal de la superficie y muestrear a una profundidad
de aproximadamente 30 cm. Luego, mezclar las submuestras en una sola bolsa
de polietiieno, obteniendo asi, una Unica muestra homogénea de
aproximadamente 1 kg por planta muestreada. En el caso de plantas jovenes,
se colecta suelo circundante al sistema radicular y se incluyen en la muestra
raices y raicillas finas. Se deben eliminar las piedras y restos vegetales que no
sean de interés en el muestreo (Erwin y Ribeiro 1996, Moralejo et al. 2009,
Almaraz-Sanchez et al. 2013, Soto-Plancarte et al. 2017, Rodriguez-Padron et
al. 2018).

Para llevar a cabo el trampeo, se cubre la base de un recipiente con la
muestra de suelo y se humedece por 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se
afade agua destilada hasta inundar la muestra de suelo, algunas de las
proporciones mas utilizadas para mezclar sustrato y agua son 1:2, 2:3,5 (peso
de suelo/volumen de agua). Se deja decantar la muestra al menos 6 horas y se
retira con una rejilla fina, servilleta absorbente o gazas, los restos de materia
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organica que queden suspendidos en el agua. Colocar las hojas para el
trampeo e incubar a 18 — 20°C hasta la aparicion de sintomas. Se retiran las
hojas y se secan en papel. Las secciones del borde de las lesiones necréticas
son transferidas a un medio selectivo. Se comprueba si hay crecimiento de hifas
al cabo de 12 horas y se transfieren las puntas de hifas (Erwin y Ribeiro, 1996).

Otra forma de recuperar Phytophthora desde suelos, es mediante la
utilizacion de manzanas como cebo vegetal. Hendrix y Campbell (1970)
describen la metodologia de trampeo para especies de Phytophthora y Pythium,
utilizando manzanas de las variedades Granny Smith o Golden delicious como
trampas vegetales. Para ello, las manzanas se desinfectan superficialmente con
alcohol al 70% y utilizando un sacabocados de 10 mm de didmetro, se realizan
cuatro agujeros aproximadamente a 15 mm de profundidad. Cada agujero se
rellena con una muestra de suelo correspondiente, se satura con agua destilada
y se sella con cinta adhesiva. Las manzanas se incuban a temperatura
ambiente favorable a las condiciones de crecimiento de Phytophthora spp.,
hasta la aparicion de lesiones necréticas en el tejido de las manzanas (aprox.
entre 4 a 7 dias). Se extraen pequefios trocitos de la zona de avance de las
lesiones y se siembran en el medio especifico mas apto para la especie en
cuestion (Hendrix y Campbell, 1970).

2.2.4.3. Aislamiento de Phytophthora spp. a partir de cursos de agua

Los cursos de agua son una importante fuente de inéculo y via de
dispersibn de diferentes patdgenos vegetales. Especies del género
Phytophthora y Pythium, son los mas comunes, destructivos y contaminantes
en sistemas de riego. Reservorios de agua tanto natural como artificial, pueden
ser contaminados con estos patégenos, debido a escurrimientos de campos
infectados, favoreciendo la dispersion de estos a lugares donde antes no se
encontraban presentes (Erwin y Ribeiro 1996, Drenth y Sendall 2001).

Ghimire et al. (2009) en un estudio utilizando métodos de filtracién
como técnica de aislamiento, obtuvieron altas tasas de recuperacion en
distintas fuentes de agua filtrando las muestras a través de membranas de
diferentes materiales y tamafios de poro que retienen propagulos. Luego las
membranas se colocan invertidas directamente sobre el medio especifico
correspondiente. Las membranas mas efectivas en la retencion de propagulos
fueron Millipore 5y Durapore 5.

Otra técnica radica en tomar muestras de agua en un recipiente de

plastico y bombear el agua con un pulverizador (0 mochila pulverizadora),
conteniendo un filtro limpio en la punta. Parte de ese filtro se utiliza para el
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aislamiento directo en el medio selectivo correspondiente (Alvarado-Rosales et
al., 2008).

2.2.4.4. Identificacion de Phytophthora spp.

Hoy en dia se utilizan simultdneamente métodos clasicos y moleculares
para la identificacion de especies de Phytophthora spp. Los métodos clésicos,
estan basados en caracteres morfolégicos de las estructuras vegetativas y
reproductivas (sexuales y asexuales) y en caracteristicas de crecimiento,
incluyendo el uso de claves taxondmicas. Ademas de ser una metodologia que
insume bastante tiempo, muchas veces este tipo de analisis puede causar
confusiones al momento de identificar las especies, debido a variaciones tanto
interespecificas como intraespecificas, de las caracteristicas morfolégicas y
culturales de los aislados. Es por tal motivo que se recomienda integrar la
caracterizacion morfolégica con la molecular en la descripcidén e identificacion
de Phytophthora spp. (Erwin 1983, Brasier 1991, Erwin y Ribeiro 1996, Hong
2003, Soto-Plancarte et al. 2017).

Para inducir la formacién de estructuras reproductivas de Phytophthora
spp., fragmentos colonizados de micelio del margen de colonias de 6 — 7 dias
de edad creciendo en medio V8A, se colocan en placas de Petri estériles y se
inundan con solucion de extracto de suelo estéril. Se sugiere cambiar el agua
de suelo estéril diariamente. Tras 3 0 4 dias de incubacion a temperatura
ambiente y exposicion a luz, se observaran las estructuras reproductivas
asexuales, como esporangiéforos y esporangios. En cambio, para observar
estructuras sexuales tales como oogonios con oosporas y anteridios, se deben
transcurrir al menos 14 — 21 dias (Erwin y Ribeiro, 1996, Drenth y Sendall 2001,
Maseko et al. 2007, Bose et al. 2017, Soto-Plancarte et al. 2017, Rodriguez-
Padrén et al. 2018).

Por otra parte, el andlisis filogenético de secuencias de diferentes
regiones génicas permite identificar a los individuos a nivel de especie con
mayor certeza. Estos andlisis han contribuido a comprender mejor las
relaciones filogenéticas entre las especies, agrupandolas en 10 clados
principales. Las especies pertenecientes a un clado comparten caracteristicas
morfologicas y culturales semejantes, que no se comparten con las de otros
clados. Las regiones génicas mas utilizadas para llevar a cabo estos analisis,
son en primer lugar la region ITS (cebadores ITS-6 / ITS-4), y también otros
genes que codifican para las proteinas B-tubulina (cebadores Btub_F1A /
Btub_R1), proteina de shock térmico (hsp90), (cebadores HSP90 F1 /
HSP90_R2) y la subunidad 1 del citocromo c oxidasa mitocondrial (cox1),
(cebadores FM84 / FM83) (Cooke et al. 2000, Kong et al. 2003, Martin y Tooley
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2003, Maseko et al. 2007, Blair et al. 2008, Bose et al. 2017). Asimismo, existen
cebadores especificos para algunas especies de Phytophthora, como
LPV2/LPV3 disefiados para P. cinnamomi (Kong et al., 2003).

2.2.4.5. Técnicas de diagnostico directo

Existen kits y técnicas de diagnoéstico rapido como el test de ELISA,
hibridacion fluorescente in situ (FISH), biosensores basados en anticuerpos,
técnicas hiperespectrales, imagenes de florescencia, termografia y pruebas de
tiras reactivas. Estos kits y técnicas permiten una rapida y directa deteccion de
patégenos en el campo, entre ellos Phytophthora spp. (Miller et al. 1994, Fang y
Ramasamy 2015, Soto-Plancarte et al. 2017).

El uso en el campo de kits basados en técnicas serologicas permite
obtener resultados rapidos in situ, por lo que son muy utiles y sus resultados
son facilmente interpretables. Algunos de los kits disponibles en el mercado
son: Phytophthora Late Blight Pocket Diagnostic® Test, ALERT LF® y los
Immuno-Strips que permiten identificar infecciones de Phytophthora spp. en
diversos cultivos (Soto-Plancarte et al., 2017).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. OBSERVACION DE SINTOMAS Y MUESTREO A CAMPO

Se visitaron campos con plantaciones jovenes de E. smithii en la zona
Sureste del Uruguay, situados concretamente en los Departamentos de
Lavalleja, Maldonado y Rocha. Los campos fueron seleccionados debido a que
presentaban antecedentes de marchitamiento y muertes de arboles. Los
muestreos fueron efectuados en los meses de marzo, abril y mayo del afio
2017. Las caracteristicas de las plantaciones muestreadas se indican en la
Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las plantaciones de E. smithii muestreadas

Campo Departamento/ Fecha de Replante Origen de Fecha de
Localidad plantacion la semilla muestreo
1 Lavalleja/ Primavera No Australia, 23 de
Campanero 2016 Montdromedary ~ marzo
2 Lavalleja/ Sta.  Primavera No Australia, 23 de
Lucia 2016 Montdromedary  marzo
3 Rocha/ Parallé  Primavera No s/d 22 de
2015 abril
4 Maldonado/ Primavera Si s/d 22 de
Aigua 2016 abril
5 Rocha/ Primavera Si s/d 18 de
Castillos 2016 mayo

s/d: sin datos

En cada campo se observo la distribucion de los arboles afectados y
posteriormente se seleccionaron y retiraron 15 arboles con distinto grado de
avance de la sintomatologia (preferentemente en los primeros estados) pero
que no estuviesen completamente muertos. En cada arbol seleccionado, se
hicieron observaciones minuciosas in situ, detallando los sintomas que
presentaba y su grado de avance. Se procedio a apear cada arbol a una altura
de entre 10 y 15 cm desde el ras del suelo, utilizando diferentes herramientas
de corte (serrucho y machete). Luego se extrajo el tocon (porcion de tronco que
gueda unida a las raices luego de que el arbol es cortado) utilizando un pico de
punta y paleta para desenterrarlo, mientras que la parte aérea fue descartada.

Junto con cada arbol también se colectd una muestra del suelo
circundante al sistema radicular, para lo que se retir6 y desechd la capa mas
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superficial del mismo y se excavd entorno a las raices y raicillas hasta una
profundidad aproximada de 30 cm. Cada tocon con las raices y suelo se
guardaron en una bolsa de polietileno, previamente identificada con un namero
de colecta. Las muestras fueron llevadas el mismo dia al Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Agronomia, con el fin de aislar e identificar el/los
agente/s causal/es asociados a este marchitamiento y muerte de plantas.

3.2. PROCESAMIENTO EN LABORATORIO

3.2.1. Procesamiento de las plantas

3.2.1.1. Aislamientos en medio de cultivo

Las 75 plantas colectadas en los 5 campos fueron procesadas
individualmente. En primer lugar, se efectué un lavado con abundante agua
para remover el exceso de tierra de las raices y de la base del cuello (Figura
2A). Posteriormente, utilizando una herramienta cortante (navaja o bisturi) se
retir6 cuidadosamente la corteza del tronco (Figura 2A). Se buscé la transicién
entre el tejido sano y el tejido enfermo, ya que es en esa zona de avance de la
enfermedad donde se espera encontrar al patdgeno mas activo, y se procedié a
extraer pequefios trozos de material vegetal (aproximadamente de 3 mm?) con
la ayuda de un bisturi estéril. De igual manera se colectaron pequefios trozos
de raicillas finas, que presentaban un color marrén-castafio oscuro. Los trozos
colectados se sembraron de a siete por placa en dos medios de cultivo
diferentes; NARPBH (Anexo 1) selectivo para aislar Phytophthora, dos placas
por planta y medio Papa Dextrosa Agar (PDA, Oxoid™, Hampshire, Inglaterra),
una placa por planta.
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(A) Lavado abundante de las raices y cuello basal de las plantas, (B) remocién de la corteza de
la madera, (C) detalle de la lesion necrética, nétese la zona de avance de la lesion, indicado con
una flecha.

Figura 2. Procesamiento de las plantas en el laboratorio

Las placas sembradas con material vegetal en medio NARPBH se
incubaron a 20°C y las placas con medio PDA a 25°C, todas por al menos 2
semanas. Durante este tiempo toda colonia crecida en medio NARPBH se
repicé a medio de cultivo VBA (Anexo 1).

3.2.1.2. Trampeos de material vegetal utilizando manzanas como cebo

Se utilizaron manzanas de la variedad Granny Smith como trampas
vegetales (una por planta de eucalipto colectada) y se procesaron mediante la
técnica de Hendrix y Campbell (1970). El objetivo de hacer trampeos vegetales
fue intentar aislar de forma indirecta ejemplares de Phytophthora spp. que
estuviesen presentes en el tejido vegetal enfermo.

En primer lugar, las manzanas fueron desinfectadas superficialmente
con alcohol 70° e, inmediatamente, con una navaja se efectuaron tres cortes
biselados a media profundidad. Haciendo un leve descalce, se colocaron en el
interior de cada corte, varios trozos de material enfermo (6 mm? aprox. de
tamafio) extraidos de la zona de avance de las lesiones encontradas (Figura
2C). Finalmente, las manzanas fueron selladas con cinta adhesiva y
mantenidas a temperatura ambiente hasta por 14 dias, donde fueron
observadas detalladamente cada dos dias.

De aquellas manzanas en las que se desarrollé6 podredumbre de color
marrdén castafio a oscuro, consistencia relativamente firme y forma irregular
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asociada a los trozos de madera inoculados, se efectuaron aislamientos a
medio de cultivo NARPBH, desde la zona de avance de la podredumbre. Las
placas fueron incubadas en las mismas condiciones indicadas mas arriba.

3.2.2. Procesamiento de suelos

3.2.2.1. Trampeo de suelos utilizando material vegetal como cebo

El suelo circundante a las raices de cada planta muestreada se coloco
en bandejas de plastico de 23 cm largo x 13 cm ancho x 5 cm altura, ocupando
1/3 de su capacidad. Posteriormente se humedecié cada bandeja con agua
destilada hasta haber alcanzado el punto de capacidad de campo y se dej6
reposar por 24 horas.

Pasado ese tiempo, las bandejas se inundaron cuidadosamente con
agua destilada hasta alcanzar casi el total de su capacidad. Posteriormente y
con una malla de punteado muy fino, se retiraron restos de materia organica y
otros residuos que flotaban en la superficie del agua (intentando no generar
agitaciéon) mientras que con servilletas de papel absorbente se retiraron las
particulas mas finas que no pudieron ser retiradas con la malla.

Se dej6 decantar el agua de las bandejas por 6 horas y luego se coloco
sobre la superficie de la misma, el material vegetal en forma de cebo (baiting).
Como material cebo se utilizaron hojas tiernas de Rhododendron indicum y R.
grandiflorum, asi como también pétalos de rosa blancos, hojas juveniles de
individuos de E. smithii, Quercus rubra y Q. robur (Tsao 1983, Erwin y Ribeiro
1996).

Las trampas fueron mantenidas a temperatura ambiente y luz natural
por dos semanas. Durante este tiempo fueron observadas cada dos dias y
todas aquellas hojas que presentaron algun tipo de lesion fueron retiradas para
efectuar aislamientos. Para ello, se cortaron 5 pequeios trozos de la zona de
avance de diferentes lesiones y se sembraron en placas con medio de cultivo
NARPBH. Las placas fueron incubadas en las mismas condiciones indicadas
mas arriba.

3.2.2.2. Trampeo de suelos utilizando manzanas como cebo
Al igual que en el trampeo con material vegetal descrito anteriormente,
se utilizaron manzanas Granny Smith (una manzana por muestra de suelo),

como cebo para intentar capturar Phytophthora desde el suelo circundante a las
raices de cada planta colectada.
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Las manzanas se desinfectaron superficialmente con alcohol 70°.
Utilizando un sacabocados se efectuaron cuatro agujeros perpendiculares de 10
mm de diametro y 15 mm de profundidad aproximadamente, en la zona media
de cada manzana. Los agujeros se rellenaron con suelo y se saturaron con
agua destilada estéril, utilizando un cuentagotas. Finalmente, se sell6 cada uno
de los orificios con cinta adhesiva para mantener un alto nivel de humedad.

Las manzanas se mantuvieron hasta por dos semanas en condiciones
similares a las del trampeo con bandejas y también fueron observadas
detalladamente cada dos dias. Al igual que en el trampeo anterior, las
manzanas que desarrollaron una podredumbre de color marron castafio a
oscuro, consistencia relativamente firme y forma irregular originada desde el
suelo incorporado en los agujeros, fueron seleccionadas para efectuar
aislamientos. Para ello, se extrajeron varios trocitos pequefios de la zona de
avance de la podredumbre interna, se sembraron en medio de cultivo NARPBH.
Las placas fueron incubadas en las mismas condiciones indicadas mas arriba.

3.2.3. Identificaciéon de las colonias desarrolladas

3.2.3.1. Pre-seleccion de aislados basados en la morfologia de la colonia, tipo
de hifas y estructuras reproductivas

Inicialmente, se realizd una primera seleccion de los aislados crecidos
en medio NARPBH y PDA. Esta seleccion se baso en la morfologia y coloracion
de las colonias. También se registré el aspecto de las hifas, asi como el tipo de
conidios que producian.

En el caso de las colonias crecidas en NARPBH, aquellas que
presentaban color blanco y micelio cenocitico y eventualmente, hinchamientos
hifales, fueron repicadas a medio de cultivo V8A e incubados a 20°C. Las que
presentaron micelio tabicado o colorido, fueron descartadas. En cuanto a las
colonias crecidas en medio PDA, aquellas que, por su aspecto y tipo de
conidios producidos, fueron identificadas como pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae (micelio blanco al inicio, tornandose gris a gris oscuro y
negro con el transcurso de los dias) fueron repicadas a medio PDA, para
futuros estudios. En cambio, las colonias pertenecientes a géneros que suelen
aparecer como contaminantes en este tipo de aislamientos como Alternaria o
Penicillium, fueron descartadas.

Las estructuras reproductivas de todos los aislados repicados del medio
NARPBH, fueron inducidas mediante inundacion con una solucién de agua de
extracto de suelo estéril (Anexo 1). Para ello se cortaron 4 trozos de 1 cm? de
las colonias crecidas en V8A, se colocaron en una placa de petri estéril e

18



inmediatamente fueron inundadas con la solucion antes indicada. Las placas se
mantuvieron a temperatura ambiente por al menos dos semanas. Se hicieron
observaciones periddicas del desarrollo de estructuras reproductivas como
esporangios, esporangioforos, oogonios, oosporas y anteridios. Las colonias
que presentaron estructuras tipicas del orden Peronosporales (Phytophthora o
Pythium) fueron seleccionadas, descartandose las demas.

De los aislados seleccionados se efectuaron cultivos puros a partir de
puntas de hifas. Posteriormente y para su conservacion, 8 a 10 discos de
micelio extraido desde el margen de colonias creciendo en PDA, se colocaron
en tubos de ensayo de 15 ml de capacidad, estériles, conteniendo solucion de
extracto de suelo estéril (dos tubos por aislado). Los tubos fueron almacenados
a 12°C.

3.2.3.2. Identificacién molecular

Para el analisis molecular de la regidén ITS se seleccion6 y secuenci6
solamente una colonia por planta (Tabla 2). Luego de 10 dias de crecimiento en
medio PDA a 25°C y en condiciones de oscuridad, se extrajo el ADN de cada
colonia utilizando un kit de extraccion (Zymo Research, Epigenetics Company,
USA). El ADN extraido se conservé a -24°C en microtubos de 1,5 ml de
capacidad.

Para identificar los aislados a nivel de especie se analizd
filogenéticamente la region ITS. Para ello se amplific6 mediante PCR esta
regién génica utilizando los cebadores ITS6/ITS4 (White et al. 1990, Cooke et
al. 2000, Bose et al. 2017). La mezcla de reaccién estuvo conformada por 1X de
buffer (50 mM Kcl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 2 mM MgCl,), 0,2 uM de cada
dNTPs, 0,4 uM de cada uno de los cebadores, 1U de U-Taq ADN polimerasa
(SBS Genetech Co. Ltd., China) y 1 ul de la solucion del ADN extraido. La
mezcla se completd con agua ultrapura (MilliQ) hasta alcanzar un volumen final
de 20 pL. Las amplificaciones se realizaron utilizando un termociclador
MultiGene™ Mini (Labnet Internacional Inc., Estados Unidos) en las condiciones
descritas a continuacion: desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos, seguido por
35 ciclos compuestos por desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos,
hibridacion a 55°C por 30 segundos y 1 minuto de extension a 72°C. El ultimo
paso fue 72°C por 5 minutos para completar las extensiones.

Los productos de la PCR se separaron por electroforesis. Para ello se
tomaron muestras de 2 pL de cada uno de los productos amplificados y se
cargaron en un gel de agarosa (AMRESCO®, Estados Unidos) al 1,5% en
tampén TBE 0,5X (TBE 1X = tris base 89 mM, &cido borico 89 mM y EDTA 2
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mM, pH= 8,0). En la corrida se incluyé un marcador de peso molecular
constituido por una mezcla de bandas de ADN (Gene RulerTM 1kb DNA Ladder
Plus, Thermo Fisher Scientific®, USA).

Para la visualizacion de las bandas, los geles se tifieron en solucion
acuosa con GelRedTM (Biotium, Estados Unidos) (5 yLGelRed, 2 ml NaCl 0,1
My 48 ml de agua) por al menos 30 minutos. Luego fueron expuestos a luz UV
en transiluminador (DyNA Light Dual Intensity UV Transiluminator, Labnet
Internacional Inc., Estados Unidos). Los geles fueron fotografiados con un
sistema de foto documentacion DigiDoc-ItTM (Ultra-Violet Products Ltd., Reino
Unido). Los productos de amplificacion obtenidos fueron secuenciados en
Macrogen Inc. (Seul, Korea).

Las secuencias de ADN obtenidas se alinearon mediante el programa
informatico Clustal W (Larkin et al., 2007) incluido en el programa MEGA 7
(Tamura et al., 2013). Posteriormente las secuencias se editaron con ayuda de
los cromatogramas. Inmediatamente fueron comparados con la base de datos
disponible en el GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) mediante el
recurso BLAST. Los aislados identificados como pertenecientes a los géneros
Phytophthora y Pythium fueron posteriormente sometidos a andlisis filogenético
por separado. Para ello, dentro del alineamiento fueron incluidas secuencias
génicas de especies similares o filogenéticamente cercanas obtenidas del
GenBank. El analisis filogenético se efectu6 por los métodos de méaxima
parsimonia y maxima verosimilitud utilizando el programa MEGA 7. El soporte
de los nodos de los arboles mas parsimoniosos se obtuvo mediante 1000
réplicas de bootstrap.

3.2.4. Caracterizacién fenotipica de los aislados de Phytophthora alticola

Para la caracterizacion fenotipica de P. alticola se seleccionaron 4 de
los aislados identificados molecularmente como esta especie, estos fueron 5.2,
12.1, 25.5y 29.1.

3.2.4.1. Morfologia de las colonias en diferentes medios de cultivo

Los aislados seleccionados se hicieron crecer en cuatro medios de
cultivo diferentes: Agar zanahoria (CA) 10%, Extracto de Malta Agar (MEA) 2%
(Anexo 1), PDA y V8-Agar (Bose et al., 2017). Para ello se coloc6 en el centro
de cada placa un disco de micelio de 5 mm de diametro, previamente crecido
en V8A. Se realizaron cuatro repeticiones por aislado y medio de cultivo. Las
pacas se mantuvieron 7 dias en oscuridad a 20°C. Al cabo de este tiempo se
observo el aspecto de las colonias, coloracion y tipo de crecimiento.
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3.2.4.2. Caracterizacion de las estructuras reproductivas

La induccion de las estructuras reproductivas se efectué de igual
manera a lo indicado mas arriba. En este caso las placas se mantuvieron a
temperatura ambiente y luz natural por al menos cuatro semanas. Durante ese
tiempo se efectuaron observaciones periddicas bajo microscopio (Olympus
Cx21) a 400x de aumento.

Al cabo de 2 semanas se registraron las caracteristicas de las
estructuras reproductivas asexuales, tales como forma y tamafio de los
esporangios (dos mediciones perpendiculares de cada uno), presencia o
ausencia de papilas, persistencia y tipo de proliferacion de los esporangios, y
tipo de ramificacion de los esporangioforos. En el caso de los esporangios
vacios se midié el tamafio del poro de salida. Las mediciones de las estructuras
reproductivas sexuales se efectuaron al cabo de 4 semanas. Se realizaron
mediciones y descripciones de cada estructura, tales como didmetro de
oogonios, diametro de oosporas, largo y ancho de anteridios, y el indice de la
pared celular de la oospora, calculado como el ratio (cociente) entre el volumen
de la pared de la oospora y el volumen total de la oospora (Dick, 1990). En
todos los casos se utiliz6 una camara digital (Dino-Eye, Taiwan) con el
programa Dino Capture 2.0 y se registraron entre 30 y 50 mediciones por cada
estructura y aislado.

3.2.4.3. Crecimiento a diferentes temperaturas

El crecimiento a diferentes temperaturas se estudid en dos medios de
cultivo diferentes, VBA y CA. Las temperaturas evaluadas fueron 15, 20, 25y
30°C respectivamente. Con un sacabocados de 5 mm de diametro se extrajeron
varios discos de micelio del margen de colonias de 7 dias de edad crecidas en
medio V8A. Los discos fueron sembrados en el centro de placas conteniendo
uno u otro medio de cultivo. Se realizaron cuatro repeticiones por aislado, medio
de cultivo y temperatura evaluada.

A partir del cuarto dia de incubacién y hasta el séptimo inclusive, se
efectuaron mediciones del diametro de las colonias (dos medidas
perpendiculares por aislado), utilizando un calibre digital (KAMASA® Electronic
Digital Calipers, USA). Con los datos obtenidos se calculd la tasa de
crecimiento diario en mm/dia.
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4. RESULTADOS

4.1. OBSERVACION DE SINTOMAS Y MUESTREO A CAMPO

En todos los campos Vvisitados, se observaron arboles con
marchitamiento de la parte aérea en distinto grado de avance. Los sintomas
iniciales consistian en marchitamiento de la parte area acompafiado por una
coloracion verde palida de la hoja, en comparacién con las hojas de arboles
sanos que permanecian verde normal (Figura 3A). En estados mas avanzados
de la marchitez, aparece un enrojecimiento anormal del follaje (Figura 3B),
seguido por un declinamiento subito y finalmente la muerte de la planta. A nivel
de la base del cuello, se observaron lesiones de color ocre a marron oscuro
avanzando por el tallo dirigiendose en direccion acropeta y manifestando un
color marrén claro a marrén castafio, el cual contrastaba con el color del tejido
aun sano (Figura 3C y 3D). Al excavar y desenterrar los arboles, el sistema
radicular de los mismos presentaba una coloracibn marr6n oscuro, con
diferentes tonalidades de color marrén a negro, caracteristico de un proceso de
muerte radicular causado por podredumbre de estas.

Asimismo, las plantas afectadas no mostraron un patron claro de
distribucion en el campo, ya que no solo se encontraban en zonas de
deposicion de agua o suelos con problemas de drenaje (como es de esperarse),
sino que su distribucion era completamente al azar (Figura 4). Las plantas
enfermas también se observaban en zonas altas, sin aparentemente problemas
graves de drenaje.
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(A) arbol en estado inicial de marchitamiento con amarillamiento foliar; (B) estado avanzado del
marchitamiento con enrojecimiento pronunciado; (C) lesidon de color ocre a marrén en la base
del cuello (D) necrosis en la base del cuello por debajo de la corteza.

Figura 3. Aspecto de sintomas de enfermedad en el campo
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Notese el color rojizo del follaje de los arboles afectados y sin un patrén de distribucion definido.

Figura 4. Vista panoramica de uno de los campos muestreados
4.2. PROCESAMIENTO EN LABORATORIO

4.2.1. Procesamiento de las plantas

A partir de la siembra a medio NARPBH de material vegetal de
diferentes origenes (zona de avance de la enfermedad en cuello, raices
gruesas y finas y trampeo de material vegetal sintoméatico utilizando manzanas
como cebo) se obtuvieron 78 colonias. De estas colonias, 68 provinieron de la
siembra del material vegetal sintomatico directamente en medio NARPBH vy el
resto del trampeo en manzana verde.

En el caso del trampeo de material vegetal utilizando manzanas como
cebo, las podredumbres desarrolladas no se correspondieron exactamente con
las esperadas producidas por Phytophthora spp., sino que mas bien eran
blandas, color castafio claro, bordes enteros y con un avance hacia el interior
de la fruta de tipo mas bien regular (Figura 5B).

4.2.2. Procesamiento de suelos

La cantidad de colonias logradas en medio NARPBH provenientes del
procesamiento de suelo con los dos métodos utilizados, fue notoriamente
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menor que las obtenidas con el procesamiento de material vegetal, lograndose
Unicamente 8 colonias.

En el caso de trampeo de suelos utilizando hojas tiernas como cebo, las
lesiones desarrolladas fueron escasas (Figura 5D); mientras que en el caso del
trampeo utilizando manzana verde como cebo, ocurrid algo similar que lo
ocurrido con tejido vegetal; las pudriciones desarrolladas no fueron las tipicas
esperadas, sino que eran mas blandas, de bordes enteros y avance regular
hacia el interior de la fruta.

4.2.3. ldentificacion de las colonias desarrolladas

4.2.3.1. Pre-seleccion de aislados basados en la morfologia de la colonia y tipo
de hifas

De las 86 colonias crecidas en medio NARPBH (provenientes del
procesamiento de plantas y suelo), 40 presentaron micelio blanco e hifas
cenociticas por lo que fueron repicadas a medio V8 y posteriormente inducidas
mediante inmersién en solucién de agua de extracto de suelo estéril. De estas
colonias solamente 17 produjeron estructuras reproductivas tipicas de
oomycetes.

Estas 17 colonias provienen de la siembra de material vegetal
directamente a medio NARPBH de 12 &rboles diferentes. Estos arboles
pertenecen a los campos 1 y 2 que fueron muestreados en marzo. No se
obtuvieron colonias de oomycetes a partir de los campos 3, 4 y 5 que fueron los
muestreados en los meses de abril y mayo (Tabla 2).
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(A) Trampeo de suelo utilizando manzanas Granny Smith; (B) podredumbre generada a partir
de la inoculacion de material vegetal extraido del cuello de la raiz; (C y D) trampeo de suelo en
bandejas utilizando hojas frescas de E. smithii, R. indicum, R. grandiflorum y hojas juveniles de
E. globulus.

Figura 5. Trampeo de suelos utilizando manzanas Granny Smith y bandejas con
material vegetal como cebo
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Tabla 2. Fecha de muestreo, aislados y especies de oomycetes obtenidos en
los campos 1 (Lavalleja/ Campanero) y 2 (Lavalleja/ Sta. Lucia) de Eucalyptus
smithii.

Campo Fecha de Numero Numero Especie
muestreo planta aislado
1 23 de marzo 3 3.1
3.5* “P. alticola”
3.6
23 de marzo 5 5.2* P. alticola
23 de marzo 7 7.1* “Pythium sp.”
7.2
7.3
7.4
23 de marzo 11 11.1* Pythium sp
23 de marzo 12 12.1* P. alticola
23 de marzo 13 13.1* P. alticola
23 de marzo 14 14.1* Pythium sp
23 de marzo 15 15.2* P. alticola
2 23 de marzo 18 18.1* Pythium sp.
23 de marzo 25 25.5* P. alticola
23 de marzo 28 28.1* “P. alticola”
23 de marzo 29 29.1* P. alticola

(*) Aislados seleccionados para identificacion molecular.

(“ “) Aislados en los que no se pudo amplificar la regién ITS. La identificacion de estos aislados
se basa exclusivamente en aspectos morfolégicos.

A la derecha se presentan los resultados de la identificacion molecular de la regién ITS
utilizando los cebadores ITS6/ITS4.

4.2.3.2. Identificacidon molecular

Debido a que el aspecto y estructuras reproductivas de las colonias
provenientes de una misma planta eran similares, se seleccioné solo un aislado
por planta para la identificacion molecular que en total fueron 12. De estos 12
aislados solamente en nueve se logré amplificar la region ITS (Tabla 2). La
comparacion de estos nueve aislados con la base de datos del GenBank
determind que seis de ellos pertenecen al género Phytophthora y los tres
restantes al género Pythium.

El analisis filogenético de las secuencias identificadas como
Phytophthora indicé que los seis aislados pertenecen a la especie P. alticola. El
aspecto de la colonia, asi como de las estructuras reproductivas de los aislados
3.5y 28.1 en los que la region ITS no pudo ser amplificada, era similar a
aguellos identificados como P. alticola.
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255 Uruguay
TB2F26 Phytophthora alticola Sudafrica
15.2 Uruguay

13.1 Uruguay

8787 — 12.1 Uruguay Phytophthora alticola

5.2 Uruguay
TBFO0G0A10 Phytophthora alticola Sudafrica
TB2F14 Phytophthora alticola Sudafrica

0R/95 291 Uruguay
VHS27021 Phytophthora boodjera Australia
EEJE;{

VHS26806 Phytophthora boodjera Australia

VHS27017 Phytophthora boodjera Australia
WHS20537 Phytophthora arenaria Australia

a1/a ?‘{

DDS1221 Phytophthora arenaria Australia
WH515485 Phytophthora arenaria Australia

MM D4 Phytophthora guercetorum EE. UL,
9@' Wl 111 Phytophthora quercetorumEE. UL
ZTHO144 Phytophthora mgakary’a.ifric:a

5

Los valores de Bootstrap de soporte en los nodos corresponden a los analisis de maxima
parsimonia y maxima verosimilitud respectivamente. La barra representa el nimero de cambios.

Figura 6. Uno de los arboles obtenidos por maxima parsimonia generado a
partir del andlisis filogenético del alineamiento de la region ITS de los seis
aislados obtenidos de plantas de Eucalyptus smithii y aislados de especies
identificadas obtenidas del GenBank.

En el caso de los 3 aislados pertenecientes al género Pythium, el
analisis filogenético de la regién ITS no fue suficiente para identificarlos a nivel
de especie (Figura 7). Respecto al aislado 7.1 en el que la regién ITS tampoco
pudo ser amplificada, el aspecto de la colonia, asi como de las estructuras
reproductivas era similar a aquellos pertenecientes al género Pythium.
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14.1 Uruguay
99/100 ‘

18.1 Uruguay Pythium sp
98/98

11.1 Uruguay

C024 Pythium amazonianum Espana
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100/100 \_Ei 119.80 FPhytopythium vexans Sudafrica
r4ir2 ev3100 Phytopythiumvexans Sudafrica

CCIBt 4068 Phytopythiun vexans Brasil

94/94

CCIBt 4101 Phytopythium vexans Brasil

—

_“
Los valores de Bootstrap de soporte en los nodos corresponden a los analisis de maxima
parsimonia y maxima verosimilitud respectivamente. La barra representa el nUmero de cambios.

Figura 7. Uno de los arboles obtenidos por maxima parsimonia generado a
partir del analisis filogenético del alineamiento de la region ITS de los restantes
tres aislados obtenidos de plantas de Eucalyptus smithii y aislados de especies
identificadas obtenidas del GenBank.

4.2 .4. Caracterizacion de los aislados de Phytophthora alticola

4.2.4.1. Morfologia de las colonias en diferentes medios de cultivo

Luego de 7 dias de incubacion a 20°C y en condiciones de oscuridad,
todas las colonias presentaron micelio de color blanco. En cuanto a su aspecto,
fue ralo en el medio CA y mas algodonoso en los demas medios. Respecto al
margen de crecimiento, todas las colonias produjeron margenes mas bien
enteros en los cuatro medios de cultivo.
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(A) Carrot Agar, (B) V8Agar, (C) PDA y (D) Malt Extract Agar.

Figura 8. Aspecto del aislado 29.1 identificado como P. alticola a los 7 dias de
crecimiento a 20°C en diferentes medios de cultivo.

4.2.4.2. Caracterizacion de las estructuras reproductivas

Respecto a las estructuras reproductivas asexuales se observaron en
Su mayoria esporangios papilados y en escasas ocasiones bi-papilados, de
insercion terminal y de caracter persistente. La forma fue variable,
predominantemente ovoides (77%), globosos (13%) y limoniformes, (6%). En
cuanto a su tamafo, los esporangios tuvieron una media de 42,9 + 5,94 x 30,47
+ 2,99 micrémetros de largo y ancho respectivamente. La media del tamafio del
poro de salida de los esporangios vacios fue de 8,21 + 1,58 micrometros de
ancho.
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En cuanto a las estructuras reproductivas sexuales, los anteridios
observados fueron paragineos, mientras que las oosporas en sSu mayoria
presentaron un desarrollo aplerético (no ocupaban todo el espacio dentro de los
oogonios). Los oogonios presentaron un diametro medio de 30,16 = 2,37(um),
mientras que las oosporas 24,65 + 2,03 (um). Por otra parte, los anteridios
tuvieron una media de 11,34 + 1,54 x 9,6 £ 1,49 (um) de largo y ancho
respectivamente. Respecto al grosor de la pared, tuvo una media de 2,92 + 0,6
(um) (Tabla 3). Esta especie presenta un tipo de reproduccién homotalico
(Figura 9).

En la Tabla 3 se presentan los resultados obtenidos en este trabajo
respecto al estudio de caracteres morfolégicos y la comparacion entre los
valores del trabajo realizado por Bose et al. (2017) con la misma especie (P.
alticola) y los realizados por Rea et al. (2011), Simamora et al. (2015) con las
especies P. boodjera y P. arenaria respectivamente, por ser las especies
filogenéticamente relacionadas mas cercanas entre si (Figura 6).
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(A-H) Esporangios persistentes y papilados; (I) esporangio vacio; (J-K) oogonios con oosporas
en desarrollo; (L) oogonio con anteridio paragino indicado con una flecha azul.

Figura 9. Estructuras reproductivas asexuales y sexuales de P. alticola
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Tabla 3. Comparacion de caracteres morfolégicos y temperaturas de
crecimiento entre P. alticola, P. boodjera y P. arenaria

Especie y fuente P. alticola P. alticola P. boodjera P. arenaria
de datos (el presente (Bose et al., (Simamora et (Rea et al.,
trabajo) 2017) al., 2015) 2011)
No. de aislados 4 7 12 10
Esporangios
(Hm)
Media LxA 42,9 £ 5,94 x 37,6 £3,2x 39,2+4,4x 31,8+4,6x
30,47 £ 2,99 28,8 +4,5 29,7+3,4 23,7+35
Rango LxA 26,59-58,22 x 20,8-45,3 x 15,2-64,5 x 20,2-53,0 x
21,02-42,58 18,4-33,7 13,9-42,5 12,5-35,0
Ratio L/A 1,41+0,13 1,28 + 0,05 1,27+ 0,16 1,40 £ 0,17
Caracteristicas de Papilados, en Papilados, Papilados, Papilados,
los esporangios ocasiones frecuentemente raramente raramente
bipapilados, bipapilados, bipapilados o bi/tri-papilados
raramente raramente bilobados o bilobados
bilobados bilobados
Forma de los Ovoides (77%), Ovoides (87%), Ovoides (66%), Usualmente
esporangios Globosos (13%), Obpiriformes Limoniformes ovoides,
Limoniformes (9%), (14%), obpiriformes o
(6%), Distorsionados Forma de mani  distorsionados
Distorsionados (4%) (8%),
(2,5%), Obpiriformes
Piriformes (6%0),
(1,5%) Distorsionados
(4%)
Persistencia Persistentes Persistentes Persistentes Persistentes
Esporangiéforos Simples o Simples o Simples o Simples o
ramificados, ramificados, ramificados, ramificados,
simpodio a simpodio a simpodio a simpodio a
menudo con menudo con menudo con menudo con

Proliferacion
Poros de salida
(Hm)
Ancho (um)

Rango del ancho
(um)

base bulbosa,
muy a menudo
se unen
lateralmente

Ausente

8,21 +1,58
5,27-10,58

base bulbosa,

muy a menudo se

unen
lateralmente

Ausente

6,53 + 1,27
6,07-8,70

base bulbosa,
muy a menudo
se unen
lateralmente

Ausente

6,09 + 1,02
4,85-8,89

base bulbosa

Ausente

6,0+1,0
3,40-8,90
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Especiey fuente P. alticola P. alticola P. boodjera P. arenaria
de datos (el presente (Bose et al., (Simamora et (Rea et al.,
trabajo) 2017) al., 2015) 2011)
Sistema de Homotalico Homotalico Homotdlico Homotalico
reproduccion

Oogonios (um)

Didmetro medio 30,16 + 2,37 27,6 +1,7 294+23 253+2.2
Rango de 23,51-36,34 22,4-30,3 24,3-33,9 19,6-34,3
diametros

Clamidosporas Ausentes Ausentes Ausentes Ausentes

Oosporas (um)

Didmetro medio 24,65 + 2,03 24,7+1,9 255+1,9 223+18
Rango de 19,12-31,1 19,1-29,2 20,92-29,3 16,0-28,3
diametros

Grosor de la 2,92+0,6 2,48 +0,14 2,47 £ 0,33 2,30+ 0,34
pared

Caracteristicas Oosporas Oosporas Oosporas Oosporas

aplerdticas, aplerdticas, aplerdéticas, aplerdticas,
00gonios 00gonios 00gonios 00gonios
maduros conun  maduros con un  maduros con un maduros con
ligero ondulado ligero ondulado ligero ondulado un ligero
en la superficiey  enla superficiey enlasuperficiey ondulado en la
color marrén color marrén color marrén superficie y
dorado dorado dorado color marrén
dorado
Anteridios (um)
Paraginos, a Paraginos, a Paraginos Paraginos, a
Posicion menudo con menudo con menudo con
proyecciones proyecciones con proyecciones
con forma de forma de dedos con forma de
dedos dedos
Media de LxA 11,34 + 1,54 x 10,2+1,2x 10,4+19x 112+1,7x
9,6 +1,49 82+1,7 8315 8,4+1,3

Rango de LxA 8,47-13,71 x 6,2-12,8 x 7,9-16,4 x 7,9-16,4 x

5,59-11,96 82+17 6,0-10,5 6,0-10,5

Caracteristicas

de crecimiento

Temp. maxima 30 30 35 32,5

(°C)
Temp. Optima (°C) 25 25 25-30 30

Temp. minima >10<15 >10<15 >10<15 >10<15

(°C)
Crecimiento a 4,89 (V8A) 3,5 (V8A) 9,18 (V8A) 5,9-7,4 (V8A)
Temp. 6ptima 4,02 (CA) 7,42 (CA)
(mm/dia)
Crecimiento a 3,15 (V8A) 2,33 (V8A) 6,12 (V8A) 3,8-5,2 (V8A)
20°C (mm/dia) 2,91 (CA) 3,75 (CA)
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4.2.4.3. Crecimiento a diferentes temperaturas

Los aislados crecieron a todas las temperaturas evaluadas siendo
superior en el medio V8A respecto al crecimiento registrado en el medio CA. La
temperatura Optima de crecimiento en ambos medios se ubicé entorno a los
25°C, a esta temperatura los aislados crecieron en promedio 2,91 mm/dia en
CAy 3,15 mm/dia en V8 (Figura 10).

6,0
5,0
4,0
3,0

2,0

1,0 Fe

Ratio de crecimiento diario (mm)

0,0
10 15 20 25 30 35

Temperatura evaluada (°C)
*V8 *CA

Linea punteada azul corresponde a medio V8A vy linea punteada roja a medio CA. Las barras
sobre los puntos indican el error estandar.

Figura 10. Promedio de la tasa de crecimiento diario (mm/dia) de los aislados
5.2, 12.1, 25.5 y 29.1 identificados como P. alticola en medio V8A y CA a 15,
20, 25y 30 °C respectivamente.
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5. DISCUSION

En este trabajo se aborda por primera vez en Uruguay, el estudio de la
etiologia de la muerte de arboles jovenes de E. smithii plantaciones comerciales
ubicadas en la zona Sureste del pais. La ocurrencia de muerte de arboles
jovenes de E. smithii en plantaciones jévenes, genera gran preocupacion en el
sector forestal dado que esta especie de eucalipto se introdujo como el principal
sustituto de E. globulus ssp. globulus.

Eucalyptus globulus ssp. globulus ha liderado la produccion forestal en
los udltimos 15 afios debido a su excelente calidad para elaborar pasta de
celulosa. Sin embargo, la aparicibn de la enfermedad “Manchas por
Mycosphaerella” en el 2007, afectd gravemente las plantaciones de eucalipto,
en particular a E. globulus ssp. globulus la especie mas susceptible a esta
enfermedad (Soria et al., 2014).

Pocos meses después de ser trasladados del vivero al campo, los
arboles infectados de E. smithii manifiestan una muerte subita de la parte aérea
asociados a lesiones necroticas a nivel del cuello y podredumbres en las raices.
La muerte de los arboles es el resultado final de este proceso. La
sintomatologia observada se asemeja con la producida por especies del género
Phytophthora (Erwin 1983a, Erwin y Ribeiro 1996, Ferguson y Jeffers 1999,
Drenth y Sendall 2001, Jung y Blaschke 2004, Agrios 2005, Pérez-Sierra et al.
2010, Fang y Ramasamy 2015, Bose et al. 2017).

Debido a la hipétesis de que el agente causal de este marchitamiento
podria tratarse de un individuo perteneciente al género Phytophthora, se
esperaba observar la mayor parte de las plantas afectadas en las zonas
anegadas o de mayor humedad ya que estos patégenos ven favorecido su
desarrollo ante la presencia de agua libre (Erwin y Ribeiro, 1996). Sin embargo,
las plantas afectadas no mostraron un patrén claro de distribucién en el campo,
ya que no solo se encontraban en zonas de deposicion de agua o suelos con
problemas de drenaje, sino que su distribucion era completamente al azar,
incluso en zonas altas sin problemas graves de drenaje. Este patron de
distribucion al azar de las plantas afectadas sugiere la posibilidad de que al
menos algunas de las plantas quizas provinieron infectadas del vivero.

Por otra parte las plantas de E. smithii se producen a partir de semilla
botanica por lo que existe diversiad genética entre los individuos. Es posible
gue algunos de estos genotipos se comporten como mas suceptibles a P.
alticola y por el contrario algunos con mayor grado de resistencia a este
patogeno.
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De las plantas afectadas se aislaron oomycetes desde la zona de
avance de las lesiones necroéticas de la base del cuello y raices. Sin embargo,
esto solo fue posible a partir de las plantas colectadas en los dos primeros
campos (campos 1 y 2) que fueron muestreados a fines de marzo. De los
restantes tres campos cuyos muestreos se efectuaron en los meses de abril y
mayo, no fue posible aislar oomycetes. Este resultado fue sorprendente ya que
la sintomatologia presente en los arboles afectados fue similar en todos los
campos visitados. Por otra parte, es sabido que algunas especies del género
Phytophthora presentan estacionalidad lo largo del afio; es decir su desarrollo
es mas activo en determinados periodos del afio y se minimiza en otros,
favoreciendo o dificultado su aislamiento (Erwin y Ribeiro, 1996). Es asi que no
se descarta la posibilidad de que esto esté ocurriendo en este caso.

Se obtuvieron individuos del orden peronosporales a partir de 12
plantas de eucalipto. Asimismo, fue posible aislar P. alticola en 8 de ellas,
representando un 66,6 % y en una menor proporcion, se obtuvieron 4 aislados
de Pythium spp. representando el 33,4% restante. Por otra parte, la especie P.
alticola fue aislada recientemente a partir de suelos con plantaciones de E.
grandis y Acacia mearnsii en el Este de Sudafrica (Bose et al., 2017), mientras
que en el presente trabajo se aislo directamente de material vegetal afectado.

Respecto a la caracterizacion fenotipica de los aislados de P. alticola, la
temperatura 6ptima de crecimiento de esta especie se encuentra en torno a los
25°C, lo cual no es lo habitual en la mayoria de las especies de Phytophthora
gue es cercana a los 20°C (Reyes-Amado, 2007). Este resultado contribuye a
fundamentar porque solo fue posible aislar cepas de Phytophthora en el
muestreo efectuado a fines de marzo. En esta época del afio las temperaturas
promedio aun son célidas al contrario de los otros dos momentos (abril y mayo)
en que las temperaturas promedio ya son menores.

Por otra parte, en el estudio de crecimiento de P. alticola a diferentes
temperaturas efectuado por Bose et al. (2017) en los medios V8 y CA, al
contrario de lo observado en el presente trabajo, se registran ratios de
crecimiento diario superiores en el medio CA comparado con V8. Estas
diferencias podrian atribuirse a que el medio CA se preparé de forma casera en
ambos trabajos y quizads esto contribuy0 a observar esta diferencia en el
comportamiento.

En cuanto al aspecto de la colonia crecida en diferentes medios de
cultivo, en general presentd los mismos aspectos que lo ya reportado por Bose
et al. (2017). En cuanto a las estructuras reproductivas sexuales y asexuales se
encontré que en general se corresponden con las publicadas por Bose et al.,
(2017). Asimismo, y coincidiendo con los resultados obtenidos por Maseko et al.
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(2007), Bose et al. (2017), no se observaron clamidosporas producidas por esta
especie.

En resumen, en este trabajo se identific6 a la especie P. alticola
asociada a plantas jévenes de E. smithii con sintomas de marchitamiento aéreo
y podredumbre de cuello y raices. También se aislé e identificé otro oomycete
asociado a esta sintomatologia, Pythium spp. Por otra parte, si bien el origen de
esta enfermedad aun se desconoce, no se descarta la posibilidad de que ésta
pueda provenir de viveros debido a la dispersion erratica de la misma en el
campo. Es asi que surge la necesidad de realizar visitas a los viveros que
proveen de plantines de esta especie y realizar prospecciones para, descartar o
no, la presencia de este patdgeno en esa esta productiva.

Como futuros trabajos de investigacion en esta tematica, se propone
verificar la patogenicidad de P. alticola en arboles jovenes de E. smithii.
También identificar a nivel de especie de las cepas de Pythium spp. a través del
analisis de nuevas regiones génicas, asi como también evaluar su
patogenicidad en arboles jovenes de E. smithii. Asimismo, también seria
oportuno realizar muestreos en diferentes épocas del afio para comprobar o no,
un efecto de estacionalidad por parte de la especie P. alticola. Para ello se
deberan realizar muestreos en un mismo campo, en diferentes estaciones del
afno.
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6. CONCLUSIONES

1. Phytophthora alticola fue la especie de oomycete mas
frecuentemente encontrada asociada a plantas jovenes de E. smithii y en
segundo lugar Pythium spp. Se determina asi que la enfermedad registrada en
el Sureste de este pais que causa la muerte del arbol presumiblemente es
causada principalmente por especies de Phytophthora.

2. Es posible que ocurra estacionalidad para la recuperacion de P.
alticola dado que solo fue posible aislar oomycetes en el muestreo realizado en
mes de marzo y no en los dos siguientes (abril y mayo), a pesar de que la
sintomatologia observada en los arboles afectados fue similar en todos los
campos.

3. La temperatura Optima de crecimiento miceliar de la especie P.
alticola se ubica en torno a 25°C, lo que contribuye a fundamentar la hipétesis
de que las épocas del afio con temperaturas calidas son las mas adecuados
para aislar a esta especie.

4. El andlisis de las secuencias de la region ITS del ADN ribosémico,
fue suficiente para identificar con certeza a la especie P. alticola, pero no a las
especies dentro del género Pythium, por lo que se sugiere la amplificacion de
diferentes regiones génicas para su identificacion.
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7. RESUMEN

Eucalyptus globulus era la especie forestal mas plantada en Uruguay. A
partir de la observaciéon en el afilo 2007 del patdégeno foliar Teratosphaeria
nubilosa, esta situacion ha cambiado. La madera de E. globulus es una materia
prima de excelente calidad para la elaboracién de pasta de celulosa. Este
producto se puede comercializar en Uruguay tanto localmente como en el
mercado internacional. Debido a la alta susceptibilidad de E. globulus a T.
nubilosa, el area antes destinada a E. globulus est4 siendo reemplazada por
otras especies de Eucalyptus, entre ellas E. smithii cuya madera también es
potencialmente exportable debido a las propiedades que presenta. E. smithii, si
bien tiene mayor tolerancia a este patdgeno, es altamente susceptible a
problemas radiculares. La mortandad de arboles en plantaciones comerciales
hasta los dos afios de edad se viene observando cada vez mas
frecuentemente. Esto ha generado alarma entre los pequefios productores de
E. smithii que modificaron su produccion con el objetivo de seguir disponiendo
de un producto maderero exportable. La sintomatologia observada se asemeja
a la descripta para podredumbre radicular causada por Phytophthora spp., sin
embargo, el/los agente(s) causal(es) de la misma no han sido determinados en
Uruguay. El objetivo del presente trabajo fue identificar el agente etiologico de la
muerte radicular de E. smithii en Uruguay. Para ello se realizaron colectas de
material en cinco plantaciones de E. smithii de primer y segundo afio en
distintas regiones productivas que presentaron mortandad de plantas. A partir
de material vegetal sintomético, se aislaron cepas de oomycetes, las que se
identificaron utilizando técnicas micro morfolégicas y moleculares utilizando la
region ITS. Los andlisis indican que los aislados colectados en Uruguay
corresponden a la especie Phytophthora alticola en su mayoria y en menor
medida Pythium spp. La especie P. alticola fue obtenida en Sudafrica desde
suelo circundante de plantaciones de eucalipto y Acacia mearnsii en el afio
2017.

Palabras clave: Eucalyptus smithii; Podredumbre radicular; Phytophthora
alticola.
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8. SUMMARY

Eucalyptus globulus was the most planted forest species in Uruguay.
Since the accidental introduction in 2007 of the leaf pathogen Teratosphaeria
nubilosa, this situation has changed. The wood of E. globulus is a raw material
of excellent quality to produce cellulose pulp. This product can be sold both
locally and in the international market. Due to the high susceptibility of E.
globulus to T. nubilosa, the area previously destined for E. globulus is being
replaced by other species of Eucalyptus, among them E. smithii, whose wood is
also potentially exportable due to its properties. Although E. smithii is more
tolerant to this pathogen, it is highly susceptible to root problems. The mortality
of plants in commercial plantations up to two years old has been observed more
and more frequently. This has generated an alarm among the small producers of
E. smithii that modified their production with the aim of continue having an
exportable timber product. The observed symptomatology resembles the one
described for root rot caused by Phytophthora spp. However, the causal agent
(s) of this disease has not been determined in Uruguay yet. The objective of this
assay was to identify the etiological agent of the radicular death of E. smithii in
Uruguay. For this purpose, prospections and material collection were carried out
in five plantations of E. smithii of one and two years old in different productive
regions that presented plant mortality. From symptomatic material oomycetes
were isolated, which were identified using micro morphological and molecular
techniques using the ITS region. The analyses indicated that the isolates
collected in Uruguay mainly belong to the species Phytophthora alticola and in
lower amount to Pythium spp. The P. alticola species was isolated in South
Africa in 2017 from surrounding soil of Eucalyptus grandis and Acacia mearnsii
plantations.

Keywords: Eucalyptus smithii; Root rot; Phytophthora alticola.
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10. ANEXOS
10.1. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES
Medio NARPBH (modificado de Jeffers y Martin, 1986)
Materiales

60 g de maiz
17 g de Agar (Oxoid™, Hampshire, Inglaterra)
1 L de agua destilada

0,1g de Natamicina (en vez de piramicina)
0,101g de PCNB

0,125g de Ampicilina

0,01g de Rifampicina

0,02g de Benomil

0,12 ml de Hymexazol liquido

Preparacion del medio base

Hervir los 60 g de maiz en 1 L de agua destilada por 1h a partir del momento de
ebullicion. Dejar reposar unos minutos, colar utilizando una tela o colador y
autoclavar a 121°C por 15 min. Agregar agua destilada hasta alcanzar
nuevamente 1 L y agregar 17 g de Agar, autoclavar nuevamente a 121°C por 15
min.

Agregado de antibi6ticos y fungicidas

Diluir el PCNB en 25 ml de una solucién de Etanol 95% y agua destilada estéril
(1:1 v/v). Diluir por separado en 25 ml de agua destilada estéril la ampicilina, la
rifampicina, la natamicina y el benomilo. Inmediatamente agregar
paulatinamente todas las soluciones al medio base (el cual debe encontrarse
entre 45 y 50°C). Por ultimo, incorporar el Hymexazol liquido. Para alcanzar la
homogeneizacion del medio y sus componentes, utilizar un agitador magnético.
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Medio Carrot Agar 10% (Bose et al., 2017)
Materiales

10 ml de jugo de zanahorias frescas
1 L de agua destilada
15 g de agar

Preparacion
Rallar dos o tres zanahorias frescas y con un pafio de tela apretar para escurrir

el jugo. Tomar 10 ml del jugo fresco, agregar el agar y enrasar a 1 L la solucion
agregando agua destilada. Autoclavar por 15 min a 121°C.

Medio Malt Extract Agar 2% (Erwin y Ribeiro 1996, Bose et al. 2017)
Materiales

20 g de extracto de malta (Oxoid™, Hampshire, Inglaterra)
15 g de agar
1 L de agua destilada

Preparacion

Colocar en un Erlenmeyer el extracto de malta junto con el agar y enrasara 1 L
la solucién agregando agua destilada. Esterilizar por 15 min a 121°C.

Medio V8-Agar (Tsao 1983, Erwin y Ribeiro 1996)
Materiales

200 ml de zumo de verduras V8 (Campbell’'s™, USA)
15 g de agar

800 ml de agua destilada

3 g de CaCOs3

Preparacion

Agregar al agua destilada previamente entibiecida, el zumo de verduras, el agar
y el carbonato de calcio. Enrasar la solucion a 1 L agregando el agua destilada.
Autoclavar por 15 min a 121°C. Verificar que el pH se encuentre entre 6 y 6,5
previo a su uso.



Solucion de agua extracto de suelo estéril (Tsao 1983, Erwin y Ribeiro 1996,
Pérez-Sierra et al. 2010)

Materiales

100g de suelo sin esterilizar
Agua destilada

Preparacion

Colocar en un Erlenmeyer 100 g de suelo agricola y 900 ml de agua destilada.
Agitar y dejar reposar por 24 hs. Extraer 50 ml del sobrenadante de la solucion
anterior y agregarla a otro Erlenmeyer conteniendo 950 ml de agua destilada.
Esterilizar su contenido a 121°C por 15 min.



