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RESUMEN

Uruguay, teniendo en cuenta la creciente demanda de productos forestales en el mercado
mundial, ha incluido la forestacion como uno de sus rubros prioritarios, desde principios
de los 90. Actualmente, las hectareas plantadas, mayoritariamente de especies de
Eucalyptus alcanzan el millon. Las plantaciones de Pinus spp. ocupan aproximadamente
el 30% de la superficie con un destino fundamentalmente maderable. Debido a esa gran
biomasa forestal los problemas fitosanitarios constituyen un alto riesgo. La investigacion
en el area fitosanitaria se ha centrado fundamentalmente en especies de Eucalyptus, pero
existen pocos antecedentes para las especies de Pinus.
El objetivo general de esta tesis ha sido estudiar los problemas sanitarios asociados a
hongos en la produccion de Pinus spp. Se efectuaron estudios con diferentes abordajes:
estudio de los hongos enddfitos y asociados a sintomas de aciculas y ramas pequefias;
deteccidn de patogenos o enfermedades no registradas atn para Uruguay; estudio de los
hongos manchadores de la madera asociados a escarabajos de la corteza y finalmente
estudios de la capacidad de colonizar madera aserrada por especies de hongos de la
podredumbre blanca y castafia.
Estudio de los hongos asociados a aciculas y ramas
Se realizaron muestreos de ramas y aciculas sanas y sintomaticas en plantaciones de Pinus
taeda y Pinus elliotii. Se estudié la composicién de hongos enddfitos aislados de tejidos
desinfectados superficialmente. De los hongos asociados a las aciculas, se encontro que
las especies de Lophodermium son las mas frecuentes. Algunas son endofiticas
asintomaticas y solo se desarrollan en aciculas senescentes 0 muertas y participan en el
proceso de descomposicion. Otras especies encontradas con alta frecuencia
correspondieron al género Xylaria. De estos resultados cabe destacar que las Xylariaceae,
en general, colonizan preferentemente tejidos de Angiospermas, aunque se las han
encontrado como endofitos de aciculas de coniferas europeas. En Uruguay, se ha
encontrado a X. enteroleuca como enddéfito dominante en especies nativas de Myrtaceae
y probablemente éstas constituyan una fuente de indculo. Las especies de Xylaria tienen
un rol importante en la degradacion de recursos lignocelulésicos ya que se caracterizan
por tener una actividad celulolitica importante.

En las ramitas, los enddfitos dominantes del xilema de P. taeda, correspondieron a

especies de Phaeomoniella, género que contiene especies patdgenas de troncos de vid.



En el caso de P. elliotti la especie dominante fue Lophodermium australe. En la corteza
de ambas especies de pino, se encontraron especies fundamentalmente asociadas al
saprofitismo y solo la presencia de Botryosphaeriaceae podria llevar algin riesgo
sanitario ya que es una familia que contiene especies fungicas asociadas a enfermedades

de numerosas especies arboreas.

Fusarium circinatum, un patégeno cuarentenario

Se analizaron plantulas de viveros con sintomas de marchitamiento de aciculas y lesiones
en la base de los tallos. Se aislo e identifico la especie Fusarium circinatum como agente
causal de dichos sintomas. A partir de este trabajo se realizd el primer registro de este
patdégeno cuarentenario en el pais y en una especie de pino que no es de las méas
susceptibles. Por otra parte, se realizaron inoculaciones experimentales en plantines con
diferentes aislados del hongo para evaluar la variabilidad en la virulencia, detectando
diferencias entre las cepas.

A partir de los resultados obtenidos, se realiz6 un seguimiento y monitoreo durante varios
afios en plantaciones de campo de diferentes regiones del pais a fin de evaluar su presencia
y expansion. No se detectaron infecciones de F. circinatum en arboles a nivel de campo.
Probablemente debido al control y manejo efectuado en vivero luego de la deteccion de
este patégeno, no hubo propagacion de este a las plantaciones.

Hongos manchadores de madera asociados a escarabajos de la corteza

En los Gltimos afios, en Uruguay uno de los principales problemas sanitarios de las
plantaciones de pino fue la deteccidn y rapida expansion de los escarabajos de la corteza
(Scolytinae). Estos insectos colonizan los troncos de arboles debilitados, forman galerias
donde depositan sus huevos y larvas que se alimentan del cambium y floema, llegando a
producir la muerte de los arboles. Los escarabajos de la corteza son ademas importantes
vectores de hongos que colonizan la madera, siendo transportados en la superficie de su
cuerpo o en micangios. Las esporas de estos hongos colonizan y desarrollan un micelio
que al avanzar por los radios parenquimaticos producen decoloracion de la albura “sap
stain” o “blue stain”. Este dafio post-cosecha reduce significativamente el valor comercial
de la madera llegando a ser rechazada para su procesamiento si el alcance del machado
es significativo. Los hongos responsables de este proceso pertenecen a los

Ophiostomatales. Dada la expansion e impacto que los insectos vectores de estos hongos



han tenido, se propuso estudiar la presencia de especies de Ophiostomatales asociados a
los escarabajos de la corteza de pino.

El objetivo de este trabajo fue identificar las especies de hongos manchadores asociados
a tres especies de escolitidos (Hylurgus ligniperda, Cyrtogenius luteus y Orthotomicus
erossus). Se aislaron e identificaron morfoldgica y filogenéticamente las especies
presentes. Ophiostoma ips, fue la especie més frecuente y esté asociada a las tres especies
de escolitidos, otras especies presentes fueron Ophiostoma abietinum, Ophiostoma
quercus y Grosmannia radiaticola. Las especies fungicas encontradas constituyen tipicos

agentes causales de mancha azul.

Colonizacion y degradacién de madera aserrada de Pinus taeda por especies de hongos
de la podredumbre blanca y castafia

En Uruguay, Pinus taeda es la principal especie de pino plantada con fines maderables,
tiene una geometria que permite la transformacion mediante aserrado o debobinado en
piezas prismaticas para la fabricacion de productos para la construccion y carpinteria. Sin
embargo, esta madera, presenta debilidades en cuanto a la estabilidad dimensional y la
baja durabilidad natural, con una escasa resistencia al ataque de hongos e insectos. El
secado de la madera cercano al 10% permite mitigar ambos impactos. El objetivo de este
trabajo ha sido evaluar la actividad de hongos de la podredumbre en madera estacionada
de P. taeda. Se evalud la capacidad de penetracion del micelio de hongos a través de la
cara tangencial de tablas aserradas. Se utilizaron probetas obtenidas de tablas aserradas
a las que se les sellaron las caras radial y transversal con resina epoxi y se les inoculd
discos conteniendo micelio de dos especies de hongos frecuentemente presentes en la
region, Trametes versicolor y Gloeophyllum trabeum correspondientes a la podredumbre
blanca y castafia respectivamente. Por otra parte, se evalud con estas mismas especies, la
durabilidad de madera modificada térmicamente como forma de proteccion contra la
biodegradacion.

Se determind que las maderas fueron colonizadas por G. trabeum con una pérdida de peso
de 32% luego de 27 semanas de incubacién. En cambio T. versicolor solo produjo una
pérdida de peso del 10% en el mismo periodo. Estos resultados concuerdan con que los
hongos de la podredumbre castaria afectan fundamentalmente especies de coniferas. Estos
resultados demuestran que las tablas aserradas secas son susceptibles a la degradacion por

especies que se encuentran frecuentemente en el pais.



El tratamiento térmico de las maderas, evaluado en este trabajo, mostro ser efectivo para

aumentar la durabilidad de las maderas frente a G. trabeum.



INTRODUCCION GENERAL

Los problemas fitosanitarios que se estudian en esta tesis son producidos por hongos
como componente biolégico principal del complejo causal. La amplia diversidad
morfologica de estos organismos esta asociada a la diversidad trofica y a las adaptaciones
estructurales que presentan, bases fundamentales de su capacidad degradadora en un
ecosistema.

Los hongos forman parte del subsistema descomponedor dentro de un ecosistema, sea
natural o se trate de una plantacion. Estos hongos, son saprotrofos y su principal funcion
es degradar la biomasa vegetal muerta y liberar sus componentes mediante la produccién
de complejos sistemas enzimaticos para hacerlos asimilables nuevamente por las plantas,
o inmovilizandolos. Otras especies, las biotrofas establecen variadas relaciones con los
materiales vegetales vivos. Algunas especies bidtrofas son altamente beneficiosas, como
las micorrizas, otras son patdgenas severas. Las especies necrotrofas, son también
patdgenas y establecen una relacion con los tejidos vegetales en el que participan tanto
enzimas como toxinas en el proceso de patogenicidad. Entre ambos tipos de relaciones
tréficas se encuentran los hongos hemibidtrofos que presentan una secuencia de infeccion
que va desde la biotréfica a la necrotdfica para la colonizacion del hospedante. Estas
formas de patogenicidad que afectan a las plantas constituyen otra modalidad que
disponen los hongos de participar en la regulacién de la biomasa vegetal.

En particular se atenderd, en el marco de esta tesis, los diversos problemas fitosanitarios
de las plantaciones de pinos en Uruguay y de su producto final, la madera, que tienen
como principal componente la actividad de diversos grupos de hongos.

Vista la creciente demanda de productos forestales en el mercado mundial, Uruguay ha
incluido a la forestacién como rubro prioritario. A partir de la promulgacion de la ley
forestal en 1989, la superficie forestada con especies exoticas tuvo un incremento
exponencial durante los primeros 10 afios que siguié en aumento hasta alcanzar en la
actualidad un millon de hectareas (MGAP 2018). En 2019 el sector forestal industrial fue
el primer complejo exportador del pais, con un total de 1.886 millones USD,
correspondiente a pasta de celulosa 'y madera, 1.527 y 359 millones USD respectivamente
(Uruguay XXI 2020).

Uruguay se encuentra situado en la zona templada de Sud América (30°y 35° de latitud
Sur y los meridianos 53° y 58° de longitud) en latitudes comparables a la de los

principales paises productores forestales del hemisferio sur como Australia, Nueva
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Zelanda, Sudafrica y Chile. Las condiciones locales de temperatura, humedad y
caracteristicas edaficas han demostrado ser aptas para el buen desarrollo de especies de
interés en la explotacion forestal. Del total del area forestada, el 70% corresponde a
Eucalyptus spp., siendo E. grandis, E. dunnii, y E. globulus las especies méas plantadas.
Las especies de coniferas alcanzan aproximadamente el 30%, siendo Pinus taeda y P.
elliotti las especies mas importantes (MGAP 2018). El fin de los productos madereros es,
en primer lugar, el abastecimiento de la cadena celuldsico-papelera a través de la
produccién de pulpa de celulosay papel, luego la produccion de madera elaborada o rolos,
y por ultimo la produccidn de energia (lefia o electricidad producida de biomasa).

El pino se introdujo en Uruguay a principios del siglo XIX, pero a mediados de este siglo
Pinus radiata comenzé a ser plantado a mayor escala en la franja costera con el fin de
fijar las dunas (Porcile 2007). Mas tarde se importaron semillas de Pinus taeda L. y Pinus
elliottii Engelm. desde Estados Unidos que se distribuyeron en plantaciones en distintos
partes del pais mostrando un buen comportamiento en adaptacion y crecimiento. Mas
tarde, con el impulso del sector forestal se fue incrementando la superficie plantada y
nuevas plantaciones de P. taeda y P. ellliotti se instalaron fundamentalmente al norte del
Rio Negro en los Departamentos de Rivera y Tacuarembd alcanzando las 260 mil
hectareas. Actualmente existen 164 mil hectareas de pino (MGAP 2020), ubicadas
mayoritariamente en esos mismos departamentos. EI comportamiento de estas especies
es muy bueno en estos sitios, con turnos de 20 a 25 afios, y manejados para la produccién
de trozas aserrables (van Hoff 2001). Para esa biomasa forestal los problemas
fitosanitarios constituyen un riesgo potencial y real que no han sido abordados en
profundidad. Se han realizado numerosos estudios fitosanitarios en Eucalyptus, a medida
que iban surgiendo problemas asociados a ellos. Los primeros trabajos comenzaron con
el estudio de las comunidades de hongos endofitos y asociados a lesiones de Eucalyptus
globulus y E. grandis habiéndose efectuado un monitoreo intensivo en el litoral oeste,
centro y este del pais (Bettucci & Saravay 1993, Bettucci & Alonso 1997, Bettucci et al.
1997, Alonso et al.1999, Alonso et al. 2005, Simeto et al. 2005). Gracias a los aportes de
estos trabajos se pudo establecer el efecto de los factores ambientales en la generacién de
algunos de los sintomas presentes y también evaluar la real funcién de los hongos
asociados a los mismos. Se continud con el estudio de los organismos causales de
enfermedades, que en muchos casos correspondieron a nuevas introducciones de
patdgenos (Palladino et al. 2016, Pérez et al. 2009, Pérez et al. 2009b, Soria et al. 2014)

y en otros, a saltos de patdgenos de plantas nativas hacia las plantaciones (Pérez et al.
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2008 ab, Pérez et al. 2009c, Pérez et al. 2010, 2011, 2013). Pese a que existe poca
informacion actualizada sobre la incidencia de problemas fitosanitarios en las
plantaciones de pinos, existen registros de enfermedades como la banda roja producida
por Dothistroma pini (Mycosphaerella pini, Rostr.) (Bettucci & Guerrero 1970, FAO
2006), muerte y manchas de aciculas por Hypoderma desmazieri Duby (Meloderma
desmazieri, (Duby Darker) (Bettucci & Guerrero 1970, FAO, 2005), marchitamiento y
muerte apical de vastago en vivero, produccion de cancros y coloracion en la albura
producidos por Sphaeropsis sapinea (Fr.) (Diplodia pinea) (Koch de Brotos et al. 1981),
uno de los patdégenos mas comunes y ampliamente distribuidos entre las coniferas. Pero
fue en los afios recientes que se sospechd de la presencia de un patégeno cuarentenario,
Fusarium circinatum Nirenberg & O'Donnell, que provoca el cancro resinoso del pino.
La accion de este patdgeno provoca importantes pérdidas econdmicas en bosques
naturales y en las plantaciones de numerosas especies de pinos y otras coniferas
(Wingfield et al. 2008).

Los principales problemas que han surgido en las plantaciones extensivas de pino en
Uruguay y han demandado mas estudio, son aquellos asociados a la accién de insectos.
Por ejemplo, la avispa Sirex noctilio, registrada por primera vez en 1980 en Uruguay,
alcanzo niveles epidémicos en 1985 siendo declarada plaga nacional (Decreto 820/985,
Montevideo 23/12/85) (Bianchi 1992). Esta avispa esta intimamente relacionada a
Amylosterum areolatum un hongo causal de podredumbre blanca con el que ha
coevolucionado de manera eficiente. La avispa ovipone en el tronco y al mismo tiempo
que inocula el hongo. La accion barrenadora de las larvas y la descomposicion de la
madera por el hongo, hacen que esta asociacién sea nociva para la produccion de pinos.
La introduccién de un neméatodo controlador de la avispa junto con el raleo de arboles
afectados ha logrado controlar este problema en el pais (Bianchi 1992). Otro insecto,
Pissodes castaneus, el gorgojo del pino ocasionalmente causa dafios en plantaciones
jévenes en condiciones de estrés, pero no reviste mayor importancia sanitaria (\Van Hoff
2001).

A partir de 2008-2009 uno de los principales problemas sanitarios que se ha detectado
en las plantaciones de pino es la presencia y rapida expansion de escarabajos de la corteza
(Scolytinae) (Gémez & Martinez 2012, Gomez 2014). Estos insectos, son considerados
plagas severas en la explotacion forestal de coniferas. Tienen gran impacto en la calidad
de la madera, llegando a provocar importantes tasas de mortalidad de arboles. Ademas

del dafio directo que ocasionan, otra caracteristica de los escarabajos de la corteza es su
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estrecha asociacion con hongos Ophiostomatales (Ascomycota) causantes de
decoloracidn de la madera (mancha azul) que reduce significativamente su valor. Forman
parte de esa asociacion especies patdgenas importantes, como Ophiostoma ulmi y
Ophiostoma novo-ulmi, que causan la enfermedad del olmo, provocando la muerte de
millones de olmos en Europa y Norte América (Brasier 1991). En Uruguay no existen
antecedentes sobre este grupo de hongos.

Ademaés del impacto que pueden tener los hongos en la sanidad de las plantaciones,
existen especies que afectan el producto final, es decir, la madera. Como se menciono
previamente, el manchado provocado por los hongos Ophiostomatales afecta su valor
comercial. Por otra parte, los Basidiomycetes descomponedores de la madera, que juegan
un importante papel en la degradacion de los restos lignoceluldsicos en los bosques,
también pueden afectar la madera aserrada proveniente de los pinos (Bagley & Richter
2002). No existen en el pais antecedentes relacionados con estudios del comportamiento
de estos hongos frente a madera aserrada de pino.

En sintesis, dado que las especies del género Pinus constituyen un recurso de gran
importancia en la industria maderera del pais, se plantea iniciar un estudio fitosanitario
en las areas donde han sido intensamente plantadas, en particular, en el centro y centro-
norte del pais. Ademas, es importante conocer las especies de hongos asociadas a los
insectos, ya que, en los Gltimos afios afectan de manera importante las plantaciones. En
cuanto al producto final, la madera aserrada, es perentorio evaluar como afectan su
calidad los hongos degradadores, para desarrollar estrategias de conservacion de la

madera y poder garantizar el éxito en la produccién nacional de maderas de calidad.
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Capitulo 1
Hongos endofitos y asociados a sintomas de aciculas y ramas pequefas

de Pinus taeda y Pinus elliotti

INTRODUCCION

La gran mayoria de las plantas establecen asociaciones con hongos endofitos. Estos
constituyen un grupo diverso que impacta en las comunidades de plantas, en muchos
casos, aportando beneficios a las plantas hospederas, incrementando la biomasa,

confiriéndoles mayor tolerancia al estrés abiotico y biotico.

Después de mas de 100 afios de investigacion en el tema, se sugiere que todas las
plantas en ecosistemas naturales tienen asociaciones simbidticas con hongos
micorricicos y/o enddfitos (Petrini 1986). Estos simbiontes fungicos son muy
importantes en la ecologia, adaptacion y evolucién de las plantas hospedantes
(Brundrett 2006), moldeando las comunidades de éstas (Clay & Holah 1999).

Contrariamente a lo que sucede con los hongos micorricicos, que colonizan la rizosfera
e infectan parte de los tejidos radiculares, los hongos endéfitos viven completamente
dentro de los tejidos de la planta, de raices, tallos y hojas. Son hongos que pasan parte 0
todo su ciclo de vida en los espacios intercelulares de los tejidos vivos y sanos del
hospedante mientras estos tejidos permanecen intactos y funcionales (Petrini 1991,
Wilson 1995, Hyde & Soytong 2008). Se desarrollan saprofiticamente y esporulan
cuando los tejidos se vuelven senescentes (Sherwood & Carroll 1974, Carroll 1988,
Stone et al. 2004).

Tradicionalmente se reconocian dos grupos principales de hongos endéfitos basados en
la taxonomia, en las plantas hospedantes y en sus funciones ecologicas: los
clavicipetaceos (C-endofitos) que infectan las gramineas y los no-clavicipetaceos (NC-
endofitos) que se encuentran asintomaticamente en diversos grupos de plantas como los
helechos, hepaticas, musgos, coniferas y angiospermas (Rodriguez et al. 2009). Durante
muchos afios, la mayoria de los trabajos se han centrado en los C-endofitos (Clay &
Schardl 2002), debido probablemente a la importancia econdmica del cultivo de
gramineas. Los C-endofitos producen infecciones intercelulares sistémicas en la planta
(Clay 1990, Clay & Schardl 2002) y, en general, son transmitidos de forma vertical a

nuevas plantas a través de las semillas (Saikkonen et al. 2002). En el caso de los NC-
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enddfitos, existe gran diversidad de especies pertenecientes a grupos filogenéticos
diferentes, que, en su mayoria, corresponden a los Ascomycetes. Han sido aislados de
gran diversidad de plantas en todos los biomas existentes y también en agroecosistemas,
desde los trépicos a la tundra (Arnold & Lutzoni 2007). La colonizacion de los tejidos
de la planta hospedante es discreta, con poco desarrollo de micelio y la transmision es
principalmente horizontal. Las esporas son liberadas y dispersadas por el viento y
colonizan nuevas plantas hospedantes a través del ingreso por aperturas naturales o por
la formacidn de estructuras de penetracion. La mayoria de las especies de este tipo de
enddéfitos pueden cambiar de modo de vida endofitica a saprofitica (Vasiliauskas et al.
2007). Son el tipo de enddfito frecuentemente encontrado en las especies lefiosas. Una
nueva reclasificacion de los hongos endéfitos (Rodriguez et al. 2009) propone cuatro
clases basadas en el rango de hospedero, especificidad por tejidos, tipo de transmisién y

beneficios para la planta que los alberga (tabla 1.1).

Tabla 1.1 Clases de endofitos propuesta por Rodriguez et al. 2009

Clavicipetaceos No clavicipetaceo No clavicipetaceo No clavicipetaceo
Clase | Clase Il Clase 11 Clase IV
Rango de hospedero | Estrecho Amplio Amplio Amplio
Tejidos colonizados | Talloy rizoma Tallo, rizoma, raiz Tallo, Hoja Raiz
Colonizacion de la Extensiva Extensiva Limitada Extensiva
planta
Transmision Vertical y horizontal | Vertical y Horizontal Horizontal
horizontal
Beneficios NHA NHA 'y HA NHA NHA
Biodiversidad en baja baja alta desconocida
planta

NHA: No adaptacion al habitat. Confieren tolerancia al estrés hidrico y mejora

crecimiento; HA: Adaptacion al habitat, les confiere beneficios frente a presiones

selectivas del habitat como pH, temperatura y humedad.
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El estudio de los hongos enddfitos de los arboles en bosques se ha incrementado en el
correr de los afios y se han realizado numerosos trabajos sobre estos organismos (Guo et
al. 2003, Hoff et al. 2004, Saikkonen et al. 2004, Arnold 2007, Saikkonen 2007, Ganley
& Newcombe 2006, Hoffman & Arnold 2008, Slippers & Wingfield 2007, Sieber
2007). Las especies de endofitos cohabitan con patdgenos y saprofitos en los bosques,
incluso una misma especie puede evolucionar en diferentes estrategias de vida como
resultado de variaciones ambientales (Carroll 1988, Sieber 2007). Por lo tanto, conocer
la diversidad y funcién de los enddfitos es esencial para establecer sus implicancias en
el bosque (Arnold 2007).

La diversidad de enddfitos depende de la identidad del hospedero (Higgins et al. 2007)
y de la ubicacion geogréfica (Carroll et al. 1978, Fisher et al. 1993), ademas esta
fuertemente determinada por condiciones climaticas locales (Arnold & Herre 2003)
incluso en plantaciones monoespecificas (Fisher et al. 1993). Se ha demostrado que en
los bosques altamente diversos de los ecosistemas tropicales es donde se da la mayor
riqueza de especies endofitas y la menor especificidad por el hospedante (Arnold et al.
2000, Frohlich et al. 2000, Thomas et al. 2008).

El laboratorio de Micologia de la Facultad de Ciencias inicio, hace algunos afos, estudios
sobre las comunidades de hongos endofitos y de problemas fitosanitarios en plantaciones
de Eucalyptus globulus y E. grandis efectuando un monitoreo intensivo en el litoral oeste,
centro y este del pais (Alonso et al. 2009, Bettucci & Saravay 1993, Bettucci & Alonso
1997, Bettucci Alonso & Fernandez 1997, Bettucci Alonso & Tiscornia 1999 a, b,
Bettucci et al. 2004, Simeto et al. 2005). A partir de estos trabajos fue posible conocer
los hongos endofitos de estas especies plantadas y establecer el efecto de los factores
ambientales en la generacion de los sintomas presentes. También estos estudios
permitieron evaluar la real funcion de la micobiota asociada a los mismos (Alonso et al.
2005, Alonso 2004).

Debido a que las especies del género Pinus constituyen un recurso intensamente plantado
en el pais, se considerd necesario iniciar un estudio fitosanitario en las areas donde han
sido mas intensamente plantadas, en particular, en el centro y centro-norte del pais.

El estudio de los hongos endofitos es necesario para la determinacion de las especies
presentes y su posible relacion con especies potencialmente patdgenas. El estudio de
hongos enddfitos de Pinus y otras coniferas ha comenzado a ser documentada a partir de

hace mas de cuatro décadas. Carroll et al. (1977) y Carroll & Carroll (1978) investigaron
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la composicion del conjunto de especies endofiticas de aciculas de numerosas especies
de pinos. Desde entonces, se ha progresado mucho en relacién con la especificidad por el
hospedante (Leuchtmann et al. 1992, Petrini 1986, 1991, Hata & Futai 1995, 1996,
Stanosz et al. 1997, Sieber et al. 1999, Ganley, Brunsfeld & Newcombe 2006). En cuanto
a la distribucion de los enddfitos dentro de una misma acicula, se ha observado que la
mitad distal contiene mayor nivel de infeccion que la mitad proximal (Deckert & Peterson
2000).

Luego que los enddfitos ingresan al hospedero, la fase criptica endofitica esta
caracterizada por ser de crecimiento lento, confinado a la laminilla media entre la
epidermis e hipodermis con una gradual adquisicion de reservas necesarias para permitir
la rapida colonizacién de la acicula y el desarrollo de las estructuras reproductivas al
comienzo de la senescencia (Deckert et al. 2001).

Las especies de Lophodermium, son enddfitos frecuentes en numerosas coniferas,
colonizan las aciculas sanas de forma asintomatica y solo desarrollan sus estructuras
reproductoras luego de la absicién de las aciculas (Deckert et al. 2001). Por otra parte,
existen especies patdgenas como L. seditiosum que causa severos dafios en las aciculas,
con importantes pérdidas en plantulas de vivero y arboles adultos (Minter & Millar 1980,
Sinclair et al 1987) afectando més de 40 especies de hospederos (Ortiz-Garcia et al.
2003).

Por otra parte, la micobiota de ramas pequefias de Pinus (Petrini & Fisher 1988) ha sido
menos investigada, aunque se dispone del conocimiento de la micobiota en otras coniferas
(Kowalski & Kehr 1992, Sieber 1989, Barklund & Kowalski 1996, Deckert et al. 2001).

Pinus taeda y Pinus elliotti son las dos especies de coniferas econdmicamente mas
importantes plantadas en forma extensiva en Uruguay. Si bien se cuenta con poca
informacion sobre la incidencia de problemas fitosanitarios en las plantaciones, se han
registrado enfermedades como la banda roja producida por Dothistroma pini Hulbary
(Mycosphaerella pini, Rostr.) (Bettucci & Guerrero 1970 a, FAO 2006), muerte y
manchas de aciculas causadas por Hypoderma desmazieri Duby (Meloderma desmazieri,
(Duby) Darker) (Bettucci & Guerrero 1970 b, FAO 2005). También se ha registrado
marchitamiento y muerte apical del vastago por Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & Sutton
(Koch de Brotos et al. 1981), uno de los patdgenos mas comunes y ampliamente

distribuidos entre las coniferas.
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OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio fitosanitario en plantaciones de Pinus spp: hongos endofitos y

asociados a lesiones.

Objetivo especifico 1
Caracterizar la composicion de la micobiota endofitica de aciculas y ramas sanas de Pinus
taeda y Pinus elliottii.
Objetivo especifico 2
Caracterizar la micobiota asociada a sintomas presentes en aciculas de ambas especies de

Pinus.

Los estudios planteados en los objetivos especificos 1 y 2 se analizaron en las mismas
plantaciones por lo que se describiran en conjunto el area de estudio y los materiales y

métodos.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo

La prospeccion fue realizada en los Departamentos de Rivera, Tacuarembd y Durazno.
En el Departamento de Rivera se seleccion6 una plantacion de 8 afios compuesta por
Pinus taeda y P. elliotti localizada en la Ruta 27 rumbo a Vichadero.

Se observo el aspecto general de los arboles, se determind la presencia de sintomas en
aciculas. Se seleccionaron 100 arboles al azar y se tomaron muestras de aciculas
asintomaticas de 10 arboles de P. taeda y 10 de P. elliotti.

De manera similar, se tomaron muestras de aciculas que presentaban manchas o bandas
de decoloracién. Las muestras fueron transportadas al laboratorio en bolsas de polietileno,
refrigeradas y procesadas dentro de las 24 horas.

En el Departamento de Tacuarembd se seleccion6 una plantacion de 10 afios, compuesta
fundamentalmente por P. taeda y en menor proporcion P. elliotti, localizada sobre la ruta
5, Km 419. En esta plantacion se habia realizado un raleo debido al ataque de la avispa
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de la madera (Sirex noctilio). En parcelas de P. taeda, se observaron manchas foliares que
formaban bandas amarillo rojizas a lo largo de las aciculas. Se tomaron muestras de
aciculas asintomaéticas de 10 arboles de P. taeda y 10 de P. elliotii de un total de 100
arboles seleccionados al azar. Las muestras fueron transportadas al laboratorio en bolsas
de polietileno, refrigeradas y procesadas dentro de las 24 horas.

Al mismo tiempo se tomaron muestras de ramitas, para el aislamiento de hongos endofitos
de corteza y xilema.

También se efectud una prospeccion en el huerto semillero de P. elliotti y P. taeda,
perteneciente al INIA de Tacuarembd ubicado en la Ruta 5 Km 386, donde los arboles
presentaban, en las aciculas, una alta incidencia de manchas en forma de bandas color
amarillo rojiza. Se tomaron muestras de estas aciculas y fueron transportadas al
laboratorio en bolsas de polietileno, refrigeradas y procesadas dentro de las 24 horas como

en los casos anteriores para al aislamiento de hongos.

En el Departamento de Durazno se seleccion6 una plantacion joven de un afio de Pinus
taeda instalada en un campo sin antecedentes de forestacién y sin plantaciones de pino
cercanas. Las plantas en general presentaban buen desarrollo. Un problema de menor
incidencia detectado fue la presencia de pulgon (Cinara atlantica) afectando los &pices
del véstago. En esta plantacion se inspeccionaron 100 plantas y se tomaron muestras de
aciculas de un afio y de 2-3 meses a fin de evaluar la comunidad de hongos endofitos en

plantas jovenes.

Aislamiento de hongos endofitos

Para el aislamiento de los hongos endoéfitos, las aciculas colectadas se lavaron con Tween
0.05 % y luego se desinfectaron superficialmente sumergiéndolas en etanol 80% durante
1 min, en hipoclorito de sodio 4% durante 5 min y se enjuagaron dos veces en agua
destilada estéril (Deckert, Melville & Peterson 2001). Se cortaron las aciculas en 3
secciones correspondiendo a las porciones basal, media y distal a partir de la base donde
se encuentra la vaina (Hata & Futai 1995). Se sembraron estos segmentos en placas de
Petri conteniendo agar-extracto de malta al 2% con cloranfenicol (0.1g/L). Se colocaron
los segmentos correspondientes a 3 aciculas por placa. En total se sembraron 100 aciculas
asintomaticas de P. taeda y 100 aciculas de P. ellioti de cada sitio muestreado. Se

incubaron en estufa a 25° C por 5 a 10 dias. Para verificar la eficiencia de la desinfeccion
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superficial, previamente a la incubacidn, se colocaron segmentos del material a estudiar
desinfectados por el método descrito presiondndolos sobre medio de cultivo. Estos
segmentos se dejaron durante 20 minutos y luego se retiraron. La ausencia de crecimiento
indica que la desinfeccion fue eficiente y que los micelios que emergen de estos provienen
de los tejidos internos.

Para el aislamiento de los hongos de ramas, se cortaron segmentos de 3-4 mm y se separd
la corteza del xilema. Fueron desinfectados superficialmente con la misma metodologia
que las aciculas, se sembraron en agar-extracto de malta y se incubaron a 25°C durante 7
dias a 25° C.

En todos los materiales sembrados, se realizo el conteo y aislamiento de los hongos que
emergieron de los segmentos en medio agar-extracto de malta 2% para su posterior
identificacion. Los cultivos se incorporaron en el cepario del Laboratorio de Micologia

de la Facultad de Ciencias.

Aislamiento de hongos asociados a sintomas

Las aciculas que presentaban sintomas en forma de bandas amarillo-rojizas fueron
desinfectadas superficialmente como se procedié para aislar los endoéfitos y se sembraron
100 segmentos correspondientes a los sectores con manchas provenientes de cada
plantacion (10 segmentos por placa). También se observaron bajo lupa los segmentos de
aciculas con sintomas y se colocaron en cdmara himeda para estimular la esporulacién
de los hongos asociados a ese sintoma.

Una vez que emergieron los hongos de todos los segmentos inoculados, se cuantificaron
las colonias y se aislaron en cultivo puro para su posterior identificacion. Se calculd la
frecuencia de colonizacion y la abundancia relativa (AR) de algunas especies de interés
de acuerdo con la formula AR= (N.° total de aislados o cepas de la especie/ N° total de
aislados) x 100
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Identificacion de las cepas aisladas

Se identificaron los hongos que fructificaron en medio de cultivo a nivel de género y/o
especie basado en los caracteres macro y micromorfologicos siguiendo los métodos
micoldgicos habituales (Sutton1980, Ellis1971, Barnett & Hunter 1998, Domsch,
Gams & Anderson 1993). En el caso de los hongos que presentaron alta frecuencia y que
permanecieron estériles o no se pudieron identificar por las caracteristicas morfoldgicas,
se los mantuvo en cultivo para su identificacion por métodos moleculares a través de la
extraccion y amplificacién del DNA ribosomal (region ITS) mediante PCR y su posterior
secuenciacion 'y comparacion con las secuencias registradas en GenBank

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). La extraccion del ADN se realizo a partir de micelio

utilizando el protocolo de Lee & Taylor (1990) que utiliza CTAB. La amplificacion de la
region ITS se realizo utilizando los primers ITS4 (5°-tcctccgcttattgatatge-3°) e ITS 5 (5°-
ggaagtaaaagtcgtaacaagg-3’) sobre aislados representativos de cada grupo morfolédgico
(White et al.,1990). La mezcla de reaccion contenia 2.5ul de Buffer 10X, 2.5ul de DNTPs
(2.5mM), 1.5ul de MgCI2 (25mM), 0.5 ul de cebadorl (10uM), 0.5ul de cebador2
(10uM), 0.25 ul de Taq polimerasa, 15.25 ul de agua MQ y 2 pl de la muestra de ADN,
la amplificacion se realizé en 25 pl de volumen final. El control negativo se realiz
utilizando la misma mezcla, pero sin el agregado de ADN. La amplificacion consistio en
un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, 35 ciclos de desnaturalizacion
(30 sa94°C), annealing 30 s a 50 °C, extension (1 min. a 72°C) seguidos de una extension
final de 10 min. 72°C y 5 min. a 42°C. Se secuenciaron las dos hebras de ADN con los
mismos primers, y ambas secuencias fueron alineadas y corregidas manualmente
utilizando el programa MEGA 4 (Tamura et al. 2007), se realizd una bdsqueda BLAST
en la base de datos NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Por Gltimo, se realiz6 un

andlisis filogenético de las secuencias pertenecientes a los aislados de los grupos
taxondmicos de interés por su posible patogenicidad para identificar las especies. Para
ello, las secuencias fueron alineadas con el programa Clustal W (Thompson et al., 1994)
usando los siguientes parametros: pairwise alignment gap opening = 10, gap extensién =
0.1 y multiple alignment gap-opening = 10, gap extension =0.2, delay divergent
sequences = 25% vy transition weight = 0.5. Los alineamientos fueron corregidos y
ajustados manualmente mediante en MEGA4 (Tamura et al. 2007). Los analisis
filogenéticos fueron realizados en MEGA4 (Tamura et al. 2007), para lo cual se utilizaron

diferentes especies como raiz, dependiendo del género tratado. Los caracteres fueron
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desordenados y considerados de igual peso. Los valores de Bootstrap expresados en los
arboles, fueron obtenidos de realizar 1000 réplicas de bootstrap luego de la obtencion de
arboles por el método de Neighbor-Joining.

RESULTADOS

Endofitos

En las muestras provenientes de las plantaciones de Rivera, de los 300 segmentos
incubados se obtuvieron 257 aislados correspondientes a 27 taxa en Pinus elliotti. En P.
taeda se obtuvieron un total de 259 aislados correspondientes a 15 taxa. En ambas
especies de pinos los hongos dominantes fueron Lophodermium australe y especies
pertenecientes a la familia Xylariaceae. La abundancia relativa de Lophodermium fue de
36% en P. elliotti y de 64% en P. taeda; en tanto la de las Xylariaceae fue de 21% y 27
% respectivamente. Se observaron diferencias en la distribucion de los enddfitos en las
tres porciones de las aciculas estudiadas, siendo la colonizacion en la porcién basal menor

que en la porcion media y distal (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2 Frecuencia de colonizacion por endéfitos en segmentos basal, medio y distal de
100 aciculas asintomaticas de Pinus elliotti y Pinus taeda en el Departamento de Rivera

N.° de aislados/100segm. | N.° de aislados/100segm
Especie y/o numero de Pinus elliotti Pinus taeda
cepa

Basal Medio Distal |Basal Medio Distal
Acremonium kiliense 1
Alternaria alternata 1 6
Cladosporium
cladosporioides 5 3 2 1
Coelomycete con
espermacio 1 1 1
Didymosphaeria igniaria 3 1
Dreschlera raveneli 1
Epicoccum purpurascens 1 1
Fusarium anthophilum 1
Fusarium subglutinans 1
Geotrichum candidum 1 1 1
Lophodermium australe 16 35 42 14 57 95
Micelio estéril E1' 3 3 1
Micelio estéril E16 1
Micelio estéril E2 2 12 21
Micelio estéril E28 1
Micelio estéril E3 2
Micelio estéril E31 1
Micelio estéril E5' 1
Micelio estéril T15 1
Micelio estéril T19 1
Micelio estéril T22 1
Micelio estéril T26 1 1
Nigrospora sp. 1 1 1
Nigrospora oryzae 1 3 5
Nigrospora sphaerica 1
Nodulisporium sp. 1
Phoma sorghina 1 10 13
Scytalidium 1
Torula sp. 2
Trichoderma 1 1
Ulocladium botrytis 1 1
Xylaria arbuscula 2
Xylaria enteroleuca 4 3 1 1
Xylaria longipes 2 2
Xylaria polimorpha 1 1
Xylaria spp. 2 19 19 4 25 39
Total de aislados 35 100 122 22 90 147
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En las muestras de Tacuarembd, de los 300 segmentos incubados se obtuvieron 247
aislados correspondientes a 16 taxa en P. elliotti. En P. taeda se obtuvieron 263 aislados
correspondientes a 17 taxa. En estas plantas la especie dominante correspondié a
Lophodermium australe con una abundancia relativa de 81% en P. taeda y 59% en P.
elliotti. En cambio, las Xylariaceae presentaron una frecuencia mucho menor que en las

otras plantaciones (Tabla 1.3).

Tabla 1.3. Frecuencia de colonizacion por enddéfitos en segmentos basal, medio y distal
de 100 aciculas asintomaticas de P. elliotti y P. taeda en el Departamento de Tacuarembo

N.° de aislados/100segm N.° de aislados/100segm

Pinus elliotti Pinus taeda
Especie y/o nUmero de cepa

Basal Medio Distal |Basal Medio Distal
Alternaria alternata 22 2 5 7 1
Arthrinium sphaerospermum 2 1
Botryosphaeria 416 1
Cenangium ferruginosum 1 2
Cladosporium cladosporioides 10 2 1 7
Curvularia lunata var. aeria 4
Epicoccum purpurascens 5 9 1
Hormonema dermatioides 5 1
Lophodermium australe 6 56 83 20 149 45
Micelio estéril 402 2 1
Micelio estéril 406 1
Micelio estéril 409 2 9 15 1 1
Micelio estéril 410 2
Micelio estéril 421 2
Micelio estéril 423 1 1
Micelio estéril 430 1 1
Micelio estéril 434 1
Micelio estéril 438 1
Nigrospora sp. 1 2 1 1
Pestalotiopsisp.s guepini 1 1 5
Pestalosphaeria 1 1
Phomopsis archeri 1
Xylariaceae 3 2
Total de aislados 51 81 115 58 155 50
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En la plantacion de Pinus taeda més joven (1 afio) de Durazno, se observaron diferencias
en la colonizacion de las aciculas con respecto a las plantaciones de 8 afios 0 méas
estudiadas. Las diferencias fueron en el nimero de taxa encontrados y en la frecuencia de
aislados de éstos. En general la frecuencia de colonizacion fue menory las especies fueron
cosmopolitas. En las aciculas de 3 meses, se obtuvieron 126 aislados correspondientes a
25 taxa, siendo Anthostomella eucalyptorum y otras Xylariaceae los dominantes con 33%
de abundancia relativa y Cladosporium cladosporioides con 23%. En las aciculas de un
afio se obtuvieron 140 aislados correspondientes a 22 taxa, siendo Alternaria alternata,
Phoma sp. y C. cladosporioides las especies mas frecuentes (Tabla 1.4).
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Tabla 1.4. Frecuencia de colonizacién por endofitos de 100 aciculas de 3 meses y 100 de
1 afio de Pinus taeda en plantacién del Departamento de Durazno.

N.°de aislados/100segm

Especie y/o nimero de cepa 3 meses 1 afio
Alternaria alternata 2 32
Anthostomella eucalyptorum 34
Aureobasidium pulullans 12 4
Chaetomium cupreum 4
Cladosporium cladosporioides 30 17
Curvularia pallescens 2
Curvularia protuberata 8
Curvularia sp. 2

Epicoccum purpurascens 3
Fusarium equiseti 1
Geniculosporium sp. 1 4
Geotrichum candidum 3
Micelio estéril 1' 2

Micelio estéril 10 2

Micelio estéril 11 1
Micelio estéril 12 1

Micelio estéril 13 8
Micelio estéril 15 3
Micelio estéril 17 1

Micelio estéril 2 9

Micelio estéril 21 1 2
Micelio estéril 23 1 5
Micelio estéril 25 1 1
Micelio estéril 3 1 1
Micelio estéril 4 3 3
Micelio estéril 6 2

Micelio estéril 7 4

Micelio estéril 8 1

Micelio estéril 9 3

Micelio verde oscuro estéril 3
Mycrodochium bollieri 1

Phoma sorghina 28
Phomopsis sp. 22 1
Scytalidium sp. 3

Sordaria sp. 1
Verticillium catenulatum 1

Xylariaceae 7 6
Total aislados 126 140

Del total de taxa obtenidos, las Xylareaceae en su conjunto fueron colonizadores
frecuentes, los cultivos permanecieron estériles y se determinaron los géneros y especies
a partir de las secuencias de ITS. La mayor parte correspondio al género Xylaria (Figura

1.1) siendo Xylaria enteroleuca la especie mas frecuente.
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EU179868 Xylaria nigripes
AY909023 Stilbohypoxylon quisquiliarum
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AY909019.1 Xylaria multiplex
100] AF163028 Xylaria arbuscula
AY909011 Xylaria hypoxylon
AY909006 Xylaria digitata
83 AY909007 Xylaria globosa
1007 AY909009 Xylaria guareae
EF026148 Stilbohypoxylon elaeicola
AY909001 Rosellinia necatrix
AF163031 Xylaria cornu-damae

P1A
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PE25
| EU678662 Nemania bipapillata

100! AY541610 Nemania bipapillata

Figura 1.1. Arbol resultante del analisis de las secuencias obtenidas de los aislados de
Xylariaceae. En rojo estan indicadas las cepas provenientes de este estudio. NUmeros en
valores de Bootstrap de 1000 réplicas. Codigos junto al nombre de

los nodos representan
la especie representan

Endofitos de ramas

En cuanto a la composicion de hongos endéfitos de ramas sanas se encontro que la corteza
presentaba mayor cantidad y diversidad de hongos como es frecuente en otras especies
arboreas, mientras que en el xilema la frecuencia de colonizacion fue menor, siendo

AF163032 Xylaria cubensis

accesiones de GenBank.

Phaeomoniella sp. la especie mas frecuente (Tabla 1.5).
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Tabla 1.5. Frecuencia de colonizacion por endéfitos de rama (corteza y xilema)

Especie y/o nUmero de cepa Pinus elliotti Pinus taeda
Corteza xilema Corteza xilema

Acremonium kiliense 2

Alternaria alternata 4 2

Alternaria longissima 3
Aureobasidium sp.T250 14
Botryosphaeria sp.T251 18
Cenangium ferruginossum 1
Cladosporium herbarum 5

Coelomycete c/espermacios 1

Colletotrichum gloeosporoides 1

Curvularia sp. 4

Dichomera sp. 7

Drechslera rostrata 6

E202 1

E203 5

E204 12

E205 1

E210 4

E211 1

E214 1

E214' 3

E220 2

E221 1

E222 1

E224 1

E304 1

E305 1

E307 1

Epicoccum purpurascens 3
Hormonema dematioides 12
Lophodermium australe 3 1

Microsphaeropsis conielloides 4

Nigrospora sacchari 2
Pestalotipsis guepini 2 3
Phaeomoniella sp. 29 13
Phomopsis sp. 10 4
Sporobolomyces roseum 20
T263 7
T266 45
T267 2
T268 1
T312 2
T313 1
T314 1
Trimmetostroma sp. 3
Xylariareaceae 13 1
Total de aislados 75 33 161 17
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La colonizacion endofitica en el xilema de ramas, fue relativamente baja 33% en P. elliotti
y 17% en P. taeda y el hongo aislado casi exclusivamente fue Phaeomoniella sp. Las
caracteristicas morfoldgicas (Figura 1.2) no permitieron llegar a su identificacion y al
complementar con los datos moleculares no se logré la determinacion a nivel de especie
(Figura 1.3).

Figura 1.2. Cultivos de Phaeomoniella sp. sobre PDA.

66

Phaeomoniella chlamydospora EU018415
H Phaeomoniella chlamydospora EU018413

100 | ' Phaeomoniella chlamydospora EU018416

Phaeomoniella chlamydospora EU018412
65! Phaeomoniella chlamydospora AB278179
40 Phaeomoniella capensis FJ372391

Fungal endophyte ICMP16026
72 Phaeomoniella P310

98 Phaeomoniella P300
Phaeomoniella pinifoliorum DQ270240
| Phaeomoniella zymoides DQ270245

100 l Phaeomoniella zymoides DQ270243

75 Phaeomoniella zymoides DQ270242
Phaeomoniella zymoides DQ270244
Moristroma quercinum AY 254051

0.01

Figura 1.3. Arbol obtenido del analisis filogenético de secuencias de provenientes de
algunos de los aislados de Phaeomoniella obtenidos de xilema de ramitas. En rojo estan
indicadas las cepas obtenidas en este estudio. NUmeros en los nodos representan valores
de Bootstrap de1000 réplicas
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Hongos asociados a sintomas en aciculas

De los segmentos de las aciculas que presentaban bandas con una coloraciéon amarillo-
rojiza se obtuvo una diversidad baja de hongos, donde la especie dominante asociada al
sintoma fue Lophodermium australe (Figura 1.4) con un 93% de colonizacion en P. taeda
y 66% en P. elliotti (Tabla 1.6, 1.7).

a b
Figura 1.4 a- aciculas con manchas en banda amarillo rojizas b-micelio proveniente de
los segmentos correspondientes a las manchas sobre PDA.

Tabla 1.6. Frecuencia de colonizacion de hongos presentes en segmentos con sintomas
de aciculas de P. elliotti y P. taeda en el Departamento de Rivera

N° de aislados
Especie y/o numero de cepa | Pinus elliotti | Pinus taeda
Cladosporium cladosporioides 2 1
Curvularia brachyspora 1
Epicoccum purpurascens 1
Lophodermium australe 59 100
Micelio estéril E2 1
Micelio estéril E3 18
Micelio estéril E4 6
Phialophora E8 1
Sporotrix sp.T23 1
Sporotrix sp. T24 1
Xylariaceae E7 1
Xylariaceae T25 4
Total de segmentos 100 100
Total de aislados 90 107
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En las aciculas sintomaticas pertenecientes al huerto semillero de INIA Tacuarembd, la
especie dominante fue L. australe con una abundancia relativa de 82% en P. taeda y 30
% en P. elliotti (Tabla 1.6).

Tabla 1.6. Frecuencia de colonizacion de hongos presentes en segmentos de aciculas
sintomaticas de P. elliotti y P. taeda en el Departamento de Tacuarembo

Especie y/o nUmero de cepa N° de aislados

Pinus elliotti Pinus taeda
Alternaria alternata 12
Aureobasidium pulullans 21 1
Curvularia pallescens 3
E103 6
E110 2
Epicoccum purpurascens 2
Hormonema T162 7
Lophodermium australe 30 97
Micelio hialino esteril E109 2
Nigrospora 3
Periconia bissoides 3
T153 3
Xylaria E107 7
Total de aislados 81 118

El género més frecuentemente encontrado, asociado tanto a tejidos sanos como con
sintomas, fue Lophodermium. Todos los cultivos estudiados produjeron solo esporas
asexuales (conidios) luego de un periodo de incubacion de 20 dias con alternancia de
luz/oscuridad. No obstante, se observaron diferencias leves en los caracteres
morfologicos de los aislados obtenidos en los materiales analizados, tanto en la
morfologia de la colonia como en la cantidad de micelio aéreo y en la ausencia o presencia
de pigmentacion color amarillo-castafio en el reverso de la colonia.

La similitud de los caracteres micromorfolégicos del anamorfo (forma asexuales) no
permitieron discriminar entre especies. Las estructuras de reproduccion sexual no se
obtuvieron en cultivo ni se pudieron observar en estado maduro del material colocado en
camara humeda mientras que, en las aciculas recogidas del suelo con fructificaciones

viejas, ya se habian liberado las esporas.
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A partir del andlisis filogenético se determiné que los aislados de Lophodermium
obtenidos forman un grupo cercano a Lophodermium australe, L. conigenum y otro grupo

cercano a L. kumaunicum (Figura 1.5).

P401-Lophodermium
P306-Lophodermium

U92308 Lophodermium australe
P400-Lophodermium

4AY100646 Lophodermium conigenum

—

1o2]
o

AY247751 Lophodermium conigenum
AY100645 Lophodermium conigenum
PE5-Lophodermium
98 64— T4-Lophodermium
AY100647 Lophodermium australe
AY100642 Lophodermium indianum
AY775709 Lophodermium seditiosum
100 AY775708 Lophodermium seditiosum
87 PE109-Lophodermium
P159-Lophodermium
P108-Lophodermium
EU696776 Lophodermium kumaunicum
EU679661 Lophodermium pinastri
10_(1 AY775700 Lophodermium pinastri
AY 775696 Lophodermium pinastri

26 AF540561 Lophodermium macci
95| |: AF540560 Lophodermium macci
5 AF540559 Lophodermium macci

AY100663 Lophodermium actinothyrium
10_(lr AY100662 Lophodermium agathidis
L | AY100661 Lophodermium agathidis
74 [~ EF191234 Lophodermium eucalypti
10— EF191235 Lophodermium eucalypti
AY100656 Lophodermium baculiferum
[~ AY775727 Lophodermium piceae
10— AY775726 Lophodermium piceae
AF203472 Lirula macrospora
68 U92306 Colpoma quercinum

95

69 6

96

98

Sl

0.01

Figura 1.5. Arbol obtenido del analisis de las secuencias correspondientes a algunos de
los aislados de Lophodermium provenientes tanto en aciculas sintomaticas como
asintomaticas. En rojo estan indicadas las cepas obtenidas en este estudio. NUmeros en
los nodos representan valores de Bootstrap de 1000 réplicas. Codigos junto al nombre
representan accesiones de GenBank.

En sintesis, no se observod diferencias importantes entre la composicién de la micobiota

que coloniza las aciculas con y sin sintoma en ambas especies de pino.
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En cambio, se comprobd que existen diferencias en la micobiota endofitica de las distintas
porciones de las aciculas (basal, medio y distal) y esta diferencia es mas marcada en las
aciculas mas jovenes analizadas (Tabla 1.7).

Por otra parte, la comunidad de hongos presentes en ramas estaba compuesta por especies

diferentes a las encontradas en aciculas.

Tabla 1.7. Cuadro comparativo de los resultados de aislados totales y taxa obtenidos en
todos los muestreos

Porcion

de

acicula o

tejido
Muestreo analizado Pinus elliotti Pinus taeda

N°detaxa N°deaisl. |N°detaxa N°de aisl.

Rivera B 11 35 6 22
Aciculas M 17 100 8 90
Sin sintoma D 21 122 11 147

Total 27 257 15 259
Tacuarembé B 7 51 12 58
Aciculas M 11 81 6 155
Sin sintoma D 12 115 6 50

Total 16 247 17 263
Con sintoma 10 81 7 118
Durazno (1 afio) B 16 50
Aciculas M . — 15 43
Sin sintoma D . — 14 47

Total 22 140
Durazno (3 meses) B 3 4
Aciculas M - — — 1 54
Sin sintoma D . — 19 68

Total 25 126
Tacuaremb6 Corteza |21 75 21 161
Ramas endoéfitos Xilema 5 33 4 17

Total 25 108 25 178
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DISCUSION

El nimero de taxa obtenidos de cada tejido analizado en este estudio, confirma que los
hongos enddéfitos de los arboles plantados fuera de su area de distribucion natural tienen
diferente composicién y menor diversidad que los de su area de origen (Espinosa-Garcia
& Langenheim, 1990, Fisher et al. 1993). Varios de los taxa endofitos de estas especies
exoticas analizadas aqui, son los mismos que los encontrados en plantas nativas (Bettucci
et al. 2004). Mas aun, muchas de las especies encontradas como enddéfitas de ramitas y
aciculas son especies cosmopolitas. Sin embargo, la especie mas abundante presente en
las aciculas asintométicas y sintomaticas en las plantaciones adultas fue Lophodermium
australe. Las especies de Lophodermium son endofitos foliares frecuentes en coniferas,
algunas saprotrofas y otras son patdgenas (Tanney & Seifert, 2017, Arnold et al. 2007).
Lophodermium seditiosum y Lophodermium pinaster son patdégenos que causan needle
cast en plantaciones de pino y han sido previamente registradas para Uruguay (FAO
2006), sin embargo, no fueron encontradas en este estudio. Algunas especies de
Lophodermium enddéfitos cumplen un rol muy importante en mantener bajos los niveles
de incidencia de especies patdgenas ya que ocupan el mismo nicho y por lo tanto las
excluyen. Este género, representa un buen ejemplo de especies muy relacionadas, pero
ecolégicamente diversas que colonizan un mismo recurso. Asi, Minter et al. (1978),
Minter & Millar (1980) y Minter (1981) han demostrado que las aciculas de Pinus
sylvestris en Escocia pueden ser colonizadas por un parasito primario (Lophodermium
seditiosum) que causa grandes dafios y pérdida de aciculas tanto en viveros como en
plantaciones jovenes (Staley & Nicholls 1989, Butin 1995). Sin embargo, P. sylvestris
también alberga Lophodermium conigenum, un colonizador de aciculas dafiadas y a dos
especies enddfitas, Lophodermium pinastri y Lophodermium staleyi. Estas especies de
Lophodermium estrechamente relacionadas difieren ecoldégicamente no solo en relacion
con el tipo de tejido de la acicula en el que fructifican, sino también en términos de los
meses en los que maduran y liberan esporas. Este sistema ofrece oportunidades para
estudiar las interacciones que ocurren entre endofitos y parasitos que pueden contribuir a
la resistencia a enfermedades en las plantas (Arnold et al. 2003).

Algunos de los aislados encontrados en este estudio mostraron poseer alta homologia con
L. australe y otros aislados con L. kumanicum, especies consideradas endoéfitas

asintomaticas (Minter & Sharma, 1982) y dos aislados con L. conigenum.
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Por otra parte, Ortiz-Garcia et al. (2003) consideran que Lophodermium contiene especies
endofitas y patdégenas muy relacionadas. Algunos autores consideran que, en este género,
la patogenicidad evoluciond a partir del endofitismo (Deckert, Melville & Peterson 2001).
En el caso de las especies saprofitas solo descomponen las aciculas luego que se
desencadena la senescencia. A medida que avanza el envejecimiento la velocidad de
colonizacion por otras especies, también aumenta sugiriendo cambios fisioldgicos en las
aciculas. Deckert et al. (2001) encontraron que la mayor parte del ciclo de vida de
especies de Lophodermium transcurre como biotrofos activos y que en esta fase criptica
endofitica el crecimiento es lento con una gradual adquisicion de sustancias de reserva
necesarias para permitir el desarrollo de las estructuras de reproduccion. Estos endofitos,
cuando los érganos de las plantas se vuelven senescentes, cambian de endofitismo
obligado a saprofitismo facultativo (Sieber-Canavesi & Sieber, 1993). Yuan & Chen
(2014) han sefalado a los taxa de Lophodermium endéfitos de hojas de P. massoniana
como pioneros frecuentes que juegan un papel importante en la degradacion del mantillo.
Para ello, realizaron pruebas de descomposicion in vitro, andlisis cualitativos de las
exoenzimas, celulasa y laccasa, y obtuvieron la amplificacion de la secuencia parcial de
los genes de la B-glucosidasa (GH3), laccasa, y celobiohidrolasa (GH7) de aislados de

Lophodermium como indicadores de su actividad lignocelulolitica.

Otro grupo importante de endéfitos encontrados aqui, fueron especies de Xylaria que son
importantes descomponedores cuando las aciculas devienen senescentes, como se ha
encontrado en otras especies de Pinus (Guo et al. 2003). Sin embargo, la alta frecuencia
que presentan en estos materiales es llamativa ya que este grupo de hongos es mas
comunmente encontrado asociado a Angiospermas. Es de destacar que X. enteroleuca
también es enddfito dominante en especies nativas de Myrtaceae (Bettucci et al. 2004) y
de Illex paraguariensis en el sur de Brasil, Argentina, Paraguay y Uruguay (Takeda et al.
2003). Probablemente estos endéfitos de plantas nativas constituyen una fuente de
indculo para las plantaciones de especies introducidas participando en la degradacion de
recursos lignoceluldsicos ya que se caracterizan por tener una actividad celulolitica
importante. La produccién de esporas es comun que ocurra en fructificaciones presentes
en restos de residuos lignocelulosicos del mantillo. Existen numerosos trabajos sobre la
importancia de los hongos del mantillo y suelo en el proceso de descomposicion de restos
vegetales. Los Basidiomycetes han sido considerados los descomponedores mas efectivos

por su capacidad de producir gran diversidad de lacasas y celulasas. Sin embargo, estudios
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recientes indican que los Ascomycetes tienen una eficiencia similar en la descomposicion
del mantillo. Mas aun, existe evidencia que indica que los hongos endofitos actiian como
descomponedores pioneros debido a su persistencia en los tejidos vegetales vivos,

senescentes 0 muertos (Muller et al. 2001).

En cuanto a la distribucién de los endofitos a lo largo de las aciculas, tanto en las de P.
elliotti como de P. taeda, la mitad distal presentd mayor colonizacion por endofitos, lo
que confirma los resultados encontrados por Deckert & Paterson (2000). Ellos
demostraron que la porcion proximal de la acicula tiene una tasa de colonizacion
significativamente menor que la distal. Esta distribucion de los hongos endofitos podria
estar relacionada a la arquitectura y fenologia del desarrollo de las aciculas (Wilson &
Carroll 1994).

La diferencia encontrada en la composicion y abundancia de endéfitos en arboles de
plantaciones adultas con respecto a la plantacion mas joven estudiada coincide con lo
observado por Ono et al. (2015) quienes sugieren que la falta de inéculo proveniente de
la canopia de arboles adultos, diferencias microambientales y diferencias innatas a la
susceptibilidad entre arboles adultos y mas jovenes podrian explicar las diferencias
observadas.

Por otra parte, en las ramitas, se observaron diferencias en la composicion de especies
con respecto a las aciculas como es frecuente para otras especies arbéreas. Asi mismo
destacan las diferencias encontradas entre corteza y xilema de las ramas. En la corteza,
se encontré mayor frecuencia de colonizacion y mayor diversidad que en el xilema. Esta
diferencia probablemente se deba a las diferencias en el contenido de nutrientes y a la
anatomia de los tejidos. El contenido de nutrientes en el xilema es més bajo que en el
resto de los tejidos (Siebrecht et al. 2003, Yadeta & Thomma 2014), a su vez las paredes
celulares altamente lignificadas de los tejidos que forman el xilema funcionan como una
barrera a la colonizacion por hongos endofitos (Win et al. 2018)

Phaeomoniella sp. es el principal colonizador de xilema en ambas especies de pino. A
partir del analisis filogenético realizado, es probable que los aislados obtenidos en este
trabajo constituyan una nueva especie. EI género Phaeomoniella contiene especies
patdgenas de Vitis vinifera (Abreo 2011, Crous & Gams 2000). Dos especies,

Phaeomoniella zymoides y Phaeomoniella pinifoliorum fueron descriptas como epifitas
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de pino (Lee et al., 2006) y Phaeomoniella effusa como enddfita de ramitas de Pinus
sylvestris (Sanz-Ros et al. 2015). Otra especie de interés encontrada fue Cenangium
ferruginosum, con baja frecuencia en aciculas sanas y en la corteza de ramitas, es un
hongo asociado a especies de Pinus. Es un endofito subcortical que puede desarrollarse
como un patogeno activo si el arbol hospedante se encuentra en condiciones ambientales
desfavorables, como heladas y sequias. Algunos estudios indican que puede matar los
tejidos de la corteza y el cambium como aciculas debilitadas durante el invierno y
principios de primavera (Jurc et al. 2000, Ryu et al. 2018).

En sintesis, cabe destacar que los endofitos encontrados en las plantaciones con mayor
nimero de afios de establecidas son mas especificos de coniferas que aquellos
encontrados en la plantacion mas joven estudiada. Al mismo tiempo, los endéfitos mas
frecuentes, especies de Xylariaceae y de Lophodermium asegurarian una descomposicion
eficiente de los residuos lignocelul6sicos provenientes de las plantaciones. Por otra parte,
la ausencia de especies patdgenas podria estar relacionada con la exclusion por especies

cogenéricas.
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Capitulo 2

Fusarium circinatum, un patdgeno cuarentenario

INTRODUCCION

El cancro resinoso del pino, es una enfermedad cuarentenaria causada por el hongo
Fusarium circinatum (teleomorfo: Gibberella circinata) (Nirenberg &0O’Donnell 1998).
Esta enfermedad es considerada como una de las mas importantes y devastadoras en
coniferas (Wingfield et al. 2008). Afecta bosques naturales y plantaciones de diferentes
especies de pino, asi como también plantulas de viveros. Es una enfermedad destructiva
asociada a importantes bajas en rendimientos y a altos niveles de mortalidad de arboles
lo que implica importantes pérdidas econdmicas (Dwinell et al.1985).

Practicamente todas las especies de pino son susceptibles a esta enfermedad como
también una especie de abeto Pseudotsuga menziesii (Dwinell 1999, Bezos et al. 2018).
Dentro de las especies de pino, la mas susceptible es Pinus radiata, que es la conifera
mas plantada en todo el mundo (Pérez et al. 2004).

Fusarium circinatum causa sintomas severos en arboles maduros como deformaciones en
troncos y frecuente formacién de cancros en tronco principal y ramas de mayor tamafo
con abundante y copioso exudado de resina desde el punto de infeccion (Barnard &
Blakeslee 1980). Estos sintomas son mas comunes en P. radiata, P. palustris, P.
luchuensis, P. strobus y P. elliottii (Correll et al. 1991, Dwinell et al. 1985, Muramoto &
Dwinell 1990). En la copa los sintomas incluyen la defoliacion, die-back, y
enrojecimiento de las aciculas. EI aumento en la produccion de resina se debe a la
formacion de canales resiniferos traumaticos como resultado de la infeccion fangica. Se
ha observado que el hongo obtiene nutrientes de las células que rodean los canales y del
parénquima adyacente (Martin Rodriguez et al. 2013). EIl hongo puede penetrar en el
xilema interrumpiendo el flujo de savia hacia las ramas que se debilitan y pueden
desprenderse por accion del viento o tormentas (Hepting & Roth 1946). También puede
afectar otras partes de la planta como raices u érganos reproductivos deteriorando las
semillas (Viljoen et al. 1994, Storer et al. 1997, Dwinell et al. 2001). Los conos en las
ramas infectadas pueden abortar, si la infeccion ocurre antes de completar su desarrollo,
no obstante, la infeccion en ramas también puede suceder después que los conos han

madurado. Las plantulas de viveros también son afectadas por este patogeno y los
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principales sintomas son amarillamiento de las aciculas, marchitamiento de hojas y tallos
(Barnard & Blakeslee1980), causando damping-off pre y post emergencia.

El ciclo de la enfermedad comienza con la llegada de conidios (esporas asexuales) del
hongo a las partes aéreas de la planta y penetra a través de pequefiass lesiones provocadas
por factores abioticos o insectos. Posteriormente, el micelio del hongo se desarrolla,
provoca cancros en ramas y tronco principal con una abundante produccion y exudado de
resina que corre por las ramas y tronco principal. En arboles estresados el dafio puede ser
total provocando la muerte. La colonizacion se produce en verano y principios de otofio
fundamentalmente. Los insectos son los vectores mas importantes del patégeno pero las
esporas también pueden ser dispersadas por el viento. Los arboles afectados constituyen
la fuente de indculo del patégeno ya que en los tejidos infectados se producen
esporodoquios que son estructuras reproductivas donde ocurre la abundante esporulacion.
Los factores ambientales que contribuyen al establecimiento y severidad de esta
enfermedad son temperaturas cercanas a los 25°C y alta humedad relativa. En California,
se ha observado que las plantas son afectadas méas severamente por el patdégeno en
regiones costeras que en las de tierra adentro (Gordon et al. 2001).

Actualmente, F. circinatum presenta una amplia distribucién mundial y se ha reportado
en 41 paises (Drenkhan et al. 2020). Es un patégeno muy virulento e invasivo cuya
propagacién a nuevas areas ha sido favorecida por la actividad antropogénica, con el
transporte material de propagacion de viveros y traslado de madera en el comercio
internacional (Zamora-Ballesteros et al. 2019). El primer registro de esta enfermedad fue
realizado por Hepting &Roth (1946) en el sur-este de Estados Unidos y de alli se extendid
hacia el norte y zona oeste (Dwinell et al. 1985; Ridley & Dick 2000), donde el cancro
resinoso causa epidemias generalmente asociadas a condiciones de estrés abidtico
(Lopez-Zamora et al. 2007). En 1987 se registrd por primera vez en California con
importantes pérdidas en plantaciones de Pinus radiata, P. muricata, P. pinea y P.
halepensis como también en poblaciones naturales de P. radiata (Storer et al. 1997). A
la fecha, esta enfermedad se ha extendido y ha sido reportado en numerosos paises como
México, Sudafrica, Chile, Japdn, Espafia, Portugal, Italia, entre otros (Kobayashi &
Muramoto 1989, Guerra-Santos 1999, Wingfield et al. 2002, Perez Sierra et al. 2007),
Figura 2.1.
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Figura 2.1. Dispersion historica global de Fusarium circinatum de acuerdo a la fecha de

los primeros registros en cada pais. Tomado de: Drekhan et al. (2020)

Se ha propuesto que el centro de origen de F. circinatum es México, que corresponde
también al centro de origen de muchas de las especies de pino. Estudios realizados sobre
la diversidad genética del patogeno en base al analisis de ocho loci polimérficos de
aislados de diferentes origenes demuestran esta hipotesis, habiéndose observado la mayor
diversidad en las cepas provenientes de México (Wikler & Gordon 2000). Berbegal et al.
2013 estudiaron la diversidad poblacional en Espafia utilizando microsatélites y
analizaron también cepas provenientes de varios paises donde se ha registrado la
enfermedad. Ellos concluyeron que los aislados de Sudafrica presentan alta similitud con
los de México, sugiriendo que el patdgeno fue introducido a través de semillas
contaminadas de este pais a Sudéafrica. En el norte de Espafa las poblaciones de F.
circinatum estan conformadas por dos grupos divergentes y con baja diversidad genética,
concordando con la hipotesis que el patdgeno fue introducido en al menos dos
oportunidades, probablemente desde EEUU (Berbegal et al. 2013).
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En Uruguay, en el afio 2009 se detectaron plantulas de P. taeda con sintomatologia no
registrada previamente en dos de los principales viveros que abastecian a las empresas

pineras.

OBJETIVO GENERAL
Determinar la presencia de Fusarium circinatum asociado a pino en Uruguay
Objetivo especificol
Identificar el o los patdgenos causantes de sintomas severos presente en plantulas de
vivero.
Objetivo especifico2
Realizar inoculaciones experimentales de diferentes aislados obtenidos del patégeno a
fin de evaluar su virulencia.
Objetivo especifico3
Determinar la presencia de F. circinatum en plantaciones de pino de la region norte del

pais.

MATERIALES Y METODOS

Deteccion e identificacion de la presencia de Fusarium circinatum en viveros de pino.
Se inspeccionaron las plantulas de Pinus taeda obtenidas de semilla proveniente de
EEUU, en dos viveros forestales, uno ubicado en el Departamento de Rivera y otro
localizado en Cerro Colorado, Departamento de Florida. Se registrd la presencia de
numerosas plantulas con sintomas de amarillamiento de las aciculas y muerte progresiva.
Se tomaron muestras de plantulas enteras y se transportaron al laboratorio a fin de
determinar la causalidad de dichos sintomas.

Las plantulas fueron observadas bajo lupa y en el caso de presentar lesiones a nivel de
cuello se procedi6 a colocar en camara himeda los segmentos afectados. Para ello, se
cortaron los segmentos de los 6rganos, se enjuagaron para quitar restos del sustrato y se
colocaron en una placa de Petri conteniendo papel de filtro estéril embebido en agua
destilada estéril, el material vegetal se colocd sobre un portaobjetos para evitar el contacto
directo con el papel. Una vez que se desarrollaba micelio esporulado se procedié al
aislamiento en medio agar-papa-dextrosa (PDA) y se realizaron preparados para la
observacion al microscopio y realizar la primera aproximacion a la identificacion por
micromorfologia, observando tipo y tamafio de conidios, tipo y forma de células

conididgenas y presencia o ausencia de clamidosporas u otros elementos del micelio.
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Por otra parte, se analizaron tejidos de raiz y tallo en la zona del cuello de las plantulas.
Se lavaron las plantulas bajo agua corriente para quitar restos del sustrato, luego se
cortaron segmentos de 3 mm que fueron desinfectados superficialmente con etanol 80%,
seguido de hipoclorito de sodio al 2%, se enjuagaron con agua destilada estéril y se
secaron con papel estéril. Los segmentos de los tejidos se sembraron en placas de Petri
conteniendo PDA a pH4.

Los hongos emergentes con caracteristicas morfoldgicas del género Fusarium, se aislaron
en cultivo puro y fueron identificados de acuerdo a la micromorfologia por los métodos
micoldgicos habituales. Para la verificacion de la identificacion de Fusarium circinatum
se tomaron en cuenta las caracteristicas micromorfoldgicas de las cepas realizando
cultivos monosoporicos sobre los medios de cultivo PDA (Agar-papa-dextrosa) y SNA
(Spezieller Nahrstoffarmer- Agar) de acuerdo con Leslie & Summerell (2006). Los
caracteres considerados fueron, presencia y forma de macro y microconidios, tipo de
célula conidiégena (monofialides o polifialides), presencia o ausencia de clamidosporas
y presencia de hifas enroscadas. Para la verificacion de la identificacion por métodos
moleculares se realizo la extraccion de ADN por el método CTAB seguido de una
extraccion organica y precipitacion en isopropanol siguiendo el método descrito por Lee
& Taylor (1990). La region del espaciador intergénico (IGS) fue amplificada por PCR
utilizando los cebadores especie-especificos CIRC1A (TCG ATG TGT CGT CTC TGG
AC) y CIRC4A (CGA TCC TCA AAT CGA CCA AGA) (Schweigkofler et al. 2004).
Los amplicones fueron separados por electroforesis en gel de agarosa (2%), tefiidos con
bromuro de etidio (10 mg/mL) y visualizados bajo luz ultravioleta. De los productos de
PCR, uno fue secuenciado en MACROGEN, Corea y se realiz6 una busqueda mediante

el Blast de la secuencia obtenida con las reportadas en el GenBank.

Inoculacién experimental de aislados de Fusarium circinatum

Para la evaluacion de la virulencia de aislados de F. circinatum sobre plantines de Pinus
taeda se seleccionaron 5 aislados de F. circinatum obtenidos de plantulas sintomaticas,
las cepas FC 00, FC 5, FC 2053, FC 2054 y FC 2057. El indculo se prepar0 a partir de
cultivos en placas de Petri conteniendo PDA, se incubaron en estufa a 25°C por 7 dias.
Los plantines de 8 meses de Pinus taeda para el ensayo fueron cedidas por el vivero
Buena Union.

Para la inoculacién del patégeno, se realiz6 una herida superficial de aproximadamente 5

mm con un bisturi estéril en la porcion basal del tallo de las plantas donde se retir6 la
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corteza superficial. Luego se colocé un disco de 5 mm de didametro conteniendo el inéculo
del pat6geno, dicho disco se obtuvo del margen de la colonia del hongo en activo
crecimiento, luego se sell6 con Parafilm para evitar la desecacion. Se inocularon 10
plantas por cepa, como testigo se utilizaron 10 plantas en las que se realizo la herida y se
inoculd un disco de PDA estéril sin hongo. EI experimento se realiz6 en un invernaculo
de la EEMAC, Facultad de Agronomia en Paysandd. Luego de un mes las plantas fueron

colocadas a la intemperie, manteniendo riego para su normal desarrollo por 3 meses.

Figura 2.2 Plantas inoculadas con diferentes cepas de F. circinatum.

Luego de 3 meses de inoculadas se observo el estado general de las plantas y se determind
el aspecto general del follaje, presencia de cancro en la zona de inoculacion y se establecio
una escala visual de 1-5, donde 1 es planta verde sin sintomas, 2 planta con aciculas
amarillentas o exudado de resina, pero con normal desarrollo, 3 planta con la mitad de las
aciculas secas, 4 plantulas muertas, 5 plantulas muertas con cancros y exudado de resina.
Las plantulas con sintomas fueron analizadas en el laboratorio para la recuperacion del
patdégeno. Para ello se sembraron segmentos de los tejidos en la zona cercana a la
inoculacién sobre medio de cultivo PDA.

Presencia de cancro resinoso en plantaciones adultas
Desde el 2010 al 2018, se realizaron numerosas observaciones en plantaciones de pino
localizadas en los Departamentos de Rivera, Tacuarembd y Cerro Largo donde se

48



inspeccionaron visualmente arboles que presentaban algun tipo de sintoma en su follaje
similar al producido por F. circinatum o la presencia de cancros en troncos o ramas con
abundante exudado de resina. En caso de detectar sintomas semejantes al producido por
el patdgeno, se tomaron muestras para analizar en el laboratorio. Durante ese periodo las
empresas productoras de pino, en sus monitoreos habituales, tomaron muestras de arboles
que presentaban sintomatologia y las enviaron al Laboratorio de Micologia para ser
analizadas. Por otra parte, la direccién de Servicios Agricolas de MGAP en conjunto con
la Direccion Forestal (MGAP) realizaron un plan de monitoreo para esta enfermedad en
las plantaciones.

Se analizaron micolégicamente numerosas muestras de ramas y fustes con lesiones y
abundante exudado de resina como asi también de ramitas con aciculas. Estas muestras
fueron observadas bajo lupa y los tejidos afectados se colocaron en cdmara humeda para
estimular la esporulacion. Por otra parte, se sembraron segmentos de tejidos afectados en
medio de cultivo (siguiendo la misma metodologia utilizada en plantulas de vivero) para

el aislamiento hongos asociados.

RESULTADOS

La sintomatologia presente en plantulas provenientes de dos viveros, se caracterizd por
diferentes grados de clorosis de las aciculas desde decoloracién amarillenta a una
coloracion roja que termina con el secado de las aciculas. A nivel del tallo,
fundamentalmente en la zona del cuello se observaron frecuentemente rajaduras de la
corteza. De la observacion de estas rajaduras colocadas en cdmara himeda se pudo
constatar, en muchas de ellas, la presencia de esporodoquios conteniendo masas de
macroconidios de Fusarium (Figura 2.3). De los segmentos de raices y tallo de las
plantulas sembrados sobre PDA, se obtuvieron también numerosas cepas de varias
especies de Fusarium. Entre ellas, las principales en raices fueron, F. solani, F. nygamai
y F. oxysporum mientras que en la zona del cuello del tallo predomina F. nygamai y F.
circinatum. Esta dltima especie de identifico por las caracteristicas morfoldgicas y

moleculares.
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Figura 2.3. a: Aspecto de plantulas afectadas por F. circinatum, b: lesion de corteza y

presencia de esporodoquios bajo lupa 40x, c: esporodoquios con macroconidios

Colonias en PDA
Micelio aéreo algodonoso blanco, en algunos aislados se observa una leve coloracion rosa
o viol&cea. El reverso presenta una pigmentacion violeta que difunde desde la zona central

colonia sobre el medio de cultivo PDA (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Caracteristicas de la colonia de F. circinatum en PDA, a:anverso, b:reverso

Caracteristicas micromorfoldgicas en SNA

En los preparados para la observacion microscopica obtenidos de los cultivos sobre SNA
se pudo observar la presencia de hifas estériles enrolladas caracteristicas de esta especie
(Figura 2.5a). Los conidioforos estan constituidos principalmente por polifialides (Figura
2.5 b), aunque puede presentar algunas monofidlides. La produccion de macro y
microconidios fue abundante y no se observaron clamidosporas en el micelio. Los
macroconidios son multicelulares, usualmente con 3 septos, delgados cilindricos con los

extremos curvos. Los microconidios presentan forma ovoide y son unicelulares.

Figura 2.5 Caracteristicas microscopicas de F. circinatum. a: Hifas estériles enrolladas

y macroconidio, b: polifialides.
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Identificacion molecular

Los amplicones obtenidos son de 360 pares de bases, lo que concuerda con lo establecido
para F. circinatum. Se utilizé una cepa de otra especie, Fusarium nygamai, como control
y este no produjo dicho amplicon como tampoco el control negativo correspondiente al
mix de PCR sin ADN (Figura 2.6).

Figura 2.6. Electroforesis en gel de agarosa, los amplicones de 360 pb de la region IGS
de F. circinatum correspondiente a 3 cepas. Carriles: PM: Marcador de peso molecular,
1y2: cepa FC32, 3y4: cepa FC45, 5y6: cepa F. nygamai, 7y8 control positivo, 9y10
FC2057, 11: control negativo.

La secuencia obtenida mostro un 99% de similitud con las registradas para F. circinatum
en el GenBank.
Se pudo determinar que los aislados obtenidos en cultivo pertenecen a Fusarium

circinatum de acuerdo con las caracteristicas micromorfoldgicas y moleculares.
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Inoculacion experimental
Se observo variacion en la virulencia de los diferentes aislados inoculados. A su vez hubo
diferencias entre las repeticiones dentro de cada aislado inoculado en las 10 plantas (Tabla

2.1). Algunas plantas fueron dadas de baja ya que hubo ataque de hormigas.

Tabla 2.1 Resultados de la inoculacion experimental sobre plantines de P. taeda.
Los valores 1-5 indican estado sanitario de la planta luego de 3 meses de realizada la
inoculacidn. (-) indica repeticion dada de baja.

repeticion FC5  FC2057 FC2053 FC2054 FCO0  Testigo

1 5 5 1 2 1 1
2 - 5 2 1 1 1
3 - 5 3 3 1 1
4 1 3 4 4 1 1
5 4 4 2 2 2 ;
6 4 2 4 2 - 1
7 5 5 4 2 - 1
8 2 5 2 1 1 1
9 2 2 5 1 1 1
10 5 - - - 1 1

Se observaron diferencias en la actividad de las aislados, el méas agresivo fue FC2057,
que produjo la muerte de 6 plantas y en las restantes, se veian signos de enfermedad
(Figura 2.7). En los segmentos analizados de los tejidos cercanos al punto de inoculacion
en el laboratorio, se pudo recuperar el patogeno. El aislado FC5 mostré un
comportamiento similar al anterior. En las plantas inoculadas con FC 2053, la mitad
mostraron sintomas muriendo al final del experimento, mientras que dos plantas
permanecieron saludables y otras fueron dadas de baja. El aislado FC 2054 mostr6 menor
virulencia mientas que FCO0 no result6 virulento, las plantas permanecieron saludables
sin diferencia con las plantas testigo. En todos los casos las plantas testigo permanecieron

saludables, sin sintomas.

53



Figura 2.7. a: Planta inoculada con FC2057 'y testigo, b:. planta inoculada con FC00 y

testigo.

Presencia de cancro resinoso en arboles de plantaciones adultas

Durante el periodo de estudio no se detect6 la presencia de F. circinatum en plantaciones.
En los monitoreos realizados por la direccion de Servicios Agricolas y la Direccion
Forestal no se encontraron arboles con signos de esta enfermedad en las plantaciones.
Por otra parte, de los numeras muestras analizadas en el laboratorio provenientes de las
empresas pineras, no se pudo detectar la presencia del patégeno. Solo se aislaron especies
de hongos saprafitos colonizando los tejidos necréticos y zonas con abundante exudado
de resina. La mayor parte de las muestras analizadas provenian de arboles expuestos a
diferentes condiciones de estrés abidtico, como sequia o suelos no aptos para el buen

desarrollo de los arboles.

DISCUSION

La deteccion y confirmacion de F. circinatum afectando plantulas de vivero constituyd
un importante aporte para el control de la sanidad de las plantaciones de pino locales, ya
qgue se trata de una especie cuarentenaria que no estaba presente en el pais.
Probablemente, el indculo del patdgeno ingreso con las semillas provenientes de EEUU.
Esto concuerda con lo encontrado por Berbegal et al. (2013) en su andlisis de la estructura
genética de aislados provenientes de diferentes paises, donde incluyeron 4 aislados

obtenidos en este estudio. Encontraron que los aislados de Uruguay, presentaban alta
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similitud con aquellos de EEUU, como también ocurrié con los de Japon y Espafia. Sin
embargo, los aislados de Sudéfrica presentaron alta similitud con poblaciones de México,
lo que concuerda con la hipotesis de que el ingreso de este patdégeno se ha producido
también por material de propagacion, proveniente de México. F. circinatum fue
registrado por primera vez en Sudafrica en 1990 provocando enfermedad en raiz de
plantulas de P. patula (Viljoen et al. 1994). Luego se extendié a la mayor parte de
viveros, donde representa el patdgeno mas importante de Pinus spp. (Britz et al. 2005).
Sin embargo, el problema ha quedado restringido a los viveros, solo detectandose en
plantaciones de P. radiata en la region de la Peninsula del Cabo (Coutinho et al. 2007).
En Chile, F. circinatum fue registrado en 2002 en viveros de plantulas y clones de P.
radiata (Wingfield et al. 2002). Si bien se han detectado, en casos aislados, arboles
adultos afectados por el patdgeno en plantaciones, probablemente estos sean provenientes
de plantines asintomaticos infectados de vivero, no existiendo evidencia de que el
patdgeno se haya expandido en las plantaciones, donde se realiza un estricto seguimiento
ya que la especie mas plantada es P. radiata que como ya se menciond es la mas
susceptible a este patdgeno (Beeche et al. 2005, Wingfield et al. 2008)

En Uruguay, la rapida deteccidn, permitié tomar medidas para mitigar el posible impacto
de esta enfermedad en plantaciones de campo. En este caso, todas las plantulas afectadas
se quemaron, se elimind el sustrato utilizado en el vivero, se realiz6 una desinfeccion total
de las areas y se procedi6 a eliminar la partida de semillas como medida preventiva.

La diversidad de otras especies de Fusarium presentes en las plantulas fue alta, sin
embargo, este hecho no es llamativo, ya que la mayoria de las especies han sido
frecuentemente encontradas asociadas a otros cultivos en Uruguay. En nuestro pais, las
especies de Fusarium tienen alta incidencia en el desarrollo de distintas enfermedades,
probablemente debido a las caracteristicas climaticas que favorecen el desarrollo de estos
patdgenos. Fusarium oxysporum es una especie comun en suelo que puede ser saprofita
como también patdgena de semillas y raices de una variedad de hospederos que incluyen
algunas especies de Pino (Martin- Pinto et al. 2008).

Davydenko et al. (2018) encontraron que varias especies de Fusarium afectan también
la viabilidad de semillas y plantines de Pinus sylvestris causando damping off, resultando
en pérdidas importantes principalmente cuando las plantulas crecen en recipientes con
turba debido a la naturaleza acida del sustrato.

El ensayo de inoculacion artificial de plantines, si bien fue una evaluacion preliminar,

permitio evidenciar que F. circinatum es patdgeno para los plantines de P. taeda en
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condiciones locales, y que existe variabilidad tanto en la agresividad de los aislados
utilizados como en las respuestas de los plantines, que en este caso provenian de semilla.
Hubo un solo aislado (FC00) que no produjo ningln sintoma, resultando avirulento, y el
aislado FC2057 fue el més agresivo que produjo sintomas y secado en todas las plantas
inoculadas. Esta variacion en el comportamiento de los diferentes aislados podria reflejar
diferencias genéticas en la poblacién del patégeno. Esto coincide con los resultados del
estudio de genética poblacional donde se observaron diferencias en las cuatro cepas
analizadas de Uruguay, habiendo dos genotipos diferentes (Berbegal et al. 2013).

Por otra parte, en la interaccion de F. circinatum y P. pinaster se ha descubierto que el
patdgeno es capaz de sintetizar fitohormonas normalmente producidas por la planta en
respuesta a las infecciones, de modo que el patdégeno produce una perturbacion en la
homeostasis del arbol que favoreceria la colonizacion del patégeno (Hernandez-
Escribano et al. 2020)

Si bien a la fecha, no se ha registrado la presencia del cancro resinoso en plantaciones
afectando arboles adultos, es importante mantener un monitoreo a fin de detectar
tempranamente su presencia en el campo. En este sentido, los resultados de las
prospecciones realizadas en este trabajo han sido concordantes con los resultados de la
vigilancia especifica para F. circinatum realizadas por el MGAP en el periodo 2013-2015
(Escudero, P, MGAP, comunicacion personal).

Si bien Pinus taeda no es de las especies mas afectadas por este patdgeno en su area de
distribucion natural, su susceptibilidad en plantaciones fuera de su area de distribucion
natural no ha sido muy estudiada. La ausencia de esta enfermedad en plantaciones locales,
probablemente se deba a que la deteccidn del patégeno se realiz6 tempranamente a nivel
de vivero y esto evito la instalacion de plantas infectadas en el campo.

Por otra parte, si bien las condiciones climaticas del pais son favorables para el desarrollo
del patégeno (Ganley et al. 2009) y es frecuente que en plantaciones de pino existan
numMerosos insectos que hubieran podido actuar como vectores del mismo, es evidente la
ausencia de inoculo (esporas) en las plantaciones ya establecidas. En paises donde el
cancro resinoso constituye un problema serio, como es el norte de Espafia, en zonas donde
hay gran incidencia del cancro resinoso afectando P. radiata, se han observado
diferencias en la distribucion del mismo, siendo favorecido en las zonas cercanas a la
costa (Blank et al. 2019). En California, también tiene mayor impacto fundamentalmente
en areas costeras, con climas calidos. Ademas, Sakamoto & Gordon (2006) encontraron

un efecto significativo de la humedad en la frecuencia de infeccidn en heridas provocadas
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por insectos. Wikler et al. (2003) encontraron que plantaciones cerca de la costa
presentaban niveles mas altos de esta enfermedad comparado con plantaciones interiores
mas alejadas de la costa. En Chile el cancro resinoso no ha ocurrido en plantaciones
comerciales, especialmente aquellas establecidas en la inmediata vecindad de los viveros
donde el patogeno esta presente. Probablemente, las caracteristicas climaticas de bajas
temperaturas y baja humedad relativa no son favorables para su desarrollo (Carrasco et
al. 2016).

En Uruguay, un problema sanitario importante que ha surgido y extendido rapidamente
en las plantaciones de pino en los ultimos afios, lo constituyen los escarabajos de la
corteza (GOmez 2014). Estos insectos podrian constituir importantes agentes de
dispersion de la enfermedad si esta llegara a las plantaciones como ha ocurrido en el norte
de Espafia (Bezos et al. 2015, Bezos et al. 2018), siendo el monitoreo constante de este

patégeno fundamental para preservar las plantaciones de pino libres de esta enfermedad.

En el anexo 1, se adjunta el articulo publicado proveniente parcialmente de resultados

expuestos en este capitulo.
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Capitulo 3

Hongos manchadores de madera asociados a escarabajos de la corteza

INTRODUCCION

Las plantaciones de pino a diferencia de las de Eucalyptus tienen como principal destino
la produccion de madera aserrada. En la produccion de madera aserrada es importante la
obtencion de trozas de buena calidad para abastecer la industria y obtener productos
viables de exportacion.

A partir de los afios 2008-2009, uno de los principales problemas sanitarios que han
sufrido las plantaciones de pino es la presencia y expansion de especies introducidas de
escarabajos de la corteza (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) (Gomez & Martinez
2013). Estos insectos, originarios de Europa y Asia, ocasionan disturbios en los bosques
naturales de coniferas y tienen gran impacto en la calidad de la madera e incluso muchos
de ellos causan importantes tasas de mortalidad de los arboles, ubicandolos dentro de los
insectos forestales mas dafiinos. En el Hemisferio Sur, se han instalado en los paises
donde se explotan comercialmente las plantaciones de pinaceas exéticas: Nueva Zelanda,
Australia, Sudafrica, Chile, Brasil y Argentina (Lantschner et al. 2017). La introduccién
de estos escarabajos se puede producir a través del ingreso de madera bruta sin tratar, en
especial si contiene la corteza y en embalajes de madera de diversos productos que son
transportados desde otros paises (Meurisse et al. 2019).

En Uruguay, en 2008, por primera vez desde la introduccion del pino para la forestacion
comercial, hace mas de 60 afos, se registraron focos de infeccion de escolitidos,
detectandose varios arboles muertos en diferentes puntos del pais (Figura 3.1). En 2009
se registrd una importante expansion que alcanz6 niveles epidémicos oficialmente
reportados al Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (Gomez et al. 2012, Gdmez &
Martinez 2013). Esta situacion llevo a que el Comité Ejecutivo de Coordinacion en
materia de Plagas y Enfermedades, estableciese un sistema de monitoreo de escolitidos
para identificar las especies de escarabajos presentes y establecer un sistema de trampeo
(Gbmez 2014).

Los escarabajos de la corteza son insectos de pequefio tamario que se alimentan del floema

fresco y del cambium. Presentan varias generaciones al afio y suelen actuar de forma
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coordinada a traves de feromonas, construyen galerias en la porcion interna de la corteza
para su reproduccion constituyendo pestes de gran importancia econémica forestal.

Existen aproximadamente 4100 especies descriptas (Wood & Bright 1992). La mayoria
de las especies son inofensivos en arboles vivos saludables, infectando principalmente
arboles estresados, debilitados o muertos en su ambiente nativo. Sin embargo, en
plantaciones uniformes pueden tener brotes epidémicos, atacando agresivamente y
provocando la muerte de arboles saludables (Raffa et al. 2015). Cuando las condiciones
son apropiadas para la infestacion y el ataque es realizado por un gran numero de
individuos, las defensas del arbol hospedero no son suficientes. Las galerias y camaras
pupales de los escarabajos pueden provocar el anillamiento, cortando el flujo de nutrientes
y provocando la muerte del arbol (Figura 3.1). En algunos casos, los adultos pueden
alimentarse de plantines recién establecidas provocando dafio a nivel del cuello y raices
lo que conduce la muerte de la planta por anillamiento y posterior interrupcion en el flujo

de savia, ademaés de facilitar la entrada de patdgenos (Parra 1996).

Figura 3.1 Plantacion de Pinus taeda en el Departamento de Rivera. Se observan focos

de ataque por escolitidos

Los escarabajos de la corteza tienen una amplia distribucion geografica y de hospedantes,
siendo ampliamente estudiados, sobre todo en el hemisferio norte (Lekander et al. 1977).
Probablemente, en sus lugares de origen las especies de escarabajos tienen especificidad
por determinado genero de arbol (Sauvard 2004, Berhteau et al. 2009). Sin embargo, han
mostrado la capacidad de adaptacion a nuevos hospedantes cuando son introducidos en
nuevos ambientes (Marchant & Borden 1976, Yan et al. 2005).

Las especies presentes en Uruguay son Hylurgus ligniperda (F.), Unica especie registrada
antes de 2008 sobre una especie no determinada de Pinus (Ruffinelli 1967; Wood &

Bright 1992 ). La segunda especie registrada en la epidemia fue Cyrtogenius luteus
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(Blandford), en plantaciones de P. taeda, P. pinaster y P. elliottii debido a una
introduccién de Asia (Gomez & Martinez 2012) y posteriormente Ortotomicus erosus en
P. taeda, P. pinaster y P. elliottii (Gomez & Martinez 2013) (Figura. 3.2).

Figura 3.2. Hylurgus lygniperda, Cyrtogenius luteus, Orthotomicus erossus (foto Demian
Gomez)

Ademas del dafio directo que ocasionan, otra caracteristica interesante de los escarabajos
de la corteza es su estrecha asociacion con hongos Ophiostomatales (Ascomycota)
causantes de decoloracién de la madera y algunas especies, ademas, son patdgenas
importantes (Wingfield et al. 1993, Kiristis 2007). Los escarabajos son los vectores de
estos hongos, transportan las esporas en la superficie de su cuerpo 0 en micangios,
estructuras especializadas para el transporte de esporas (Happ Happ &French 1976, Six
et al. 2003, Harrington 2005, Kirisits 2007). Un numero considerable de especies de
hongos asociados a los escarabajos de la corteza son importantes patdgenos forestales que
provocan marchitamiento vascular, como la enfermedad del olmo, provocada por
Ophiostoma ulmi y Ophiostoma novo-ulmi que ha causado la muerte de millones de
arboles de olmo en Europa y Norteamérica (Brasier 1991). En este caso, los escarabajos
Scolytus multistriatus y Hylurgopinus rufipes se alimentan de ramas en la copa de los
arboles y esto conduce a una transmision eficiente de los patdgenos de los arboles
enfermos a los sanos (Webber & Brasier 1984).

La decoloracion de la albura de coniferas provocada por muchas especies de hongos
Ophiostomatales asociadas a escolitidos causa grandes pérdidas en la industria de la
madera (Whitney 1982, Seifert 1993). Las esporas de estos hongos germinan y el micelio
coloniza la madera, que avanza obteniendo nutrientes de las células parenquimaticas
radiales y axiales, provocando la decoloracion de la albura, fendmeno Ilamado mancha
de la albura 0 mancha azul (Figura 3.3). En general las especies de hongos de la mancha

azul provocan esta decoloracién solo superficialmente ya que no tienen la capacidad de
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colonizar el duramen de la madera debido a las condiciones restrictivas del contenido de
humedad que este posee (Encinas & Daniel 1995).

La mancha azul se caracteriza por ser una decoloracion de la madera provocada por el
crecimiento de las hifas fangicas pigmentadas con melanina, que avanzan por la albura
en arboles vivos susceptibles y sobre madera cortada y recientemente apeada. Constituye
una alteracion de las propiedades Opticas de la madera, provocando una coloracion azul,
grisacea o negra debido a que las hifas se concentran fundamentalmente en los radios
parenquimaticos, en los canales resiniferos o en el interior de las traqueidas (Seifert 1993).
Si bien el micelio de estos hongos no tiene la capacidad de atravesar las paredes de las
celulas xilematicas, son capaces, en estados avanzados de la colonizacion, de penetrar en
las traqueidas a través de las perforaciones de su pared (Ballard et al.1982). Dado que los
hongos manchadores requieren condiciones aerdbicas para su crecimiento, en general,
colonizan madera que ha sufrido dafio o arboles recién cortados, como también madera
procedente de raleos, que, al contener gran proporcion de albura y madera juvenil,
favorecen el desarrollo de los mismos (Zeff 1999). El efecto que produce la mancha azul
sobre la madera es fundamentalmente estético ya que no hay alteracion evidente de las
propiedades fisicas (Seifert 1993), a excepcidn de la higroscopicidad y la permeabilidad,
cuando el ataque es muy severo (Byrne et al 2005).

Aunque los hongos productores de mancha no suelen afectar las propiedades mecéanicas,
se ha observado que la albura madura de Pinus silvestris muy atacada puede perder de un
16 a 25% de su resistencia mecanica a esfuerzos estaticos (Rodriguez & Arriaga 1988) y
un 30% de su resistencia mecéanica al impacto (Byrne et al. 2005).

Por lo tanto, se trata de un dafio post-cosecha que reduce significativamente el valor
comercial de la madera (Harrington, 1998, Jacobs & Wingfield 2001), llegando a ser

rechazada para su procesamiento si el alcance del machado es significativo.
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Figura 3.3. Decoloracién de la albura (mancha azul) en troza de P. taeda.

La especificidad de los hongos manchadores con sus vectores es variable. EXisten
especies que solo se las encuentra asociadas a una o pocas especies de escarabajos,
mientras otras tienen un amplio rango de vectores (Six et al. 2003, Krisits 2004,
Harrington 2005). En particular, los escarabajos que tienen micangios tienen mas
especificidad por los hongos que transportan, como Dendroctonus ponderosae que tiene
relacién con Ophiostoma clavigerum (Six & Paine 1998).

Pero la relacién entre los hongos y los escarabajos esta poco esclarecida, algunos autores
sostienen que estos hongos contribuyen a debilitar los mecanismos de defensa naturales
del arbol contra el ataque de insectos, mientras que otros sostienen que solo son
contaminantes incidentales (Kiristis 2007). Mas aun, algunos acaros transportados por los
escolitidos poseen una estrecha simbiosis con los hongos Ophiostomatales. Estos &caros
se alimentan de los hongos y también actlian como vectores diseminadores, transportando
las esporas en la superficie de su exoesqueleto o en esporotecas analogas a los micangios.
Estas asociaciones pueden tener un importante impacto sobre la relacion y dinamica de
la poblacion de los escolitidos y sus hongos asociados (Lombardero et al. 2003,
Hoffstetter et al. 2013, 2015).

Los hongos productores de mancha de la albura en coniferas corresponden en su mayoria
a Ascomycetes pertenecientes al grupo llamado comunmente como Ophiostomatales,
cuyos principaes géneros son, Ophiostoma, Ceratocystiopsis y Grosmannia. (Zipfel et al.
2006).

Comparten caracteristicas similares en cuanto a su morfologia y ecologia (De Beer &
Wingfield 2013), constituyendo un grupo polifilético con convergencia de caracteres

morfoldgicos probablemente debido a su coevolucion con artropodos (De Beer et al.
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2013). La caracteristica principal que tiene este grupo es que producen sus esporas
sexuales y asexuales en gotas mucilaginosas que se adhieren facilmente a la superficie
del cuerpo de los artrépodos vectores.

Los hongos Ophiostomatales constituyen un grupo polifilético que contiene
aproximadamente 200 especies que se han clasificado primariamente en géneros tales
como Ceratocystis Ellis/Halst., Ceratocystiopsis H.P. Upadhyay /W.B.Kendr.,
Grosmannia Goid. y Ophiostoma Syd./P.Syd cuya ubicacion taxondémica ha estado sujeta
a continuos debates durante los ultimos 25 afios. Ademéas de su importancia como
productores de mancha de albura, contienen especies patdgenas (Wingfield et al. 1993;
Jacobs & Wingfield 2001) entre las que se encuentra el patdgeno ya mencionado
Ophiostoma ulmi. Por otra parte, una especie relacionada a Ophiostoma, Sporothrix
shenkii es un patdgeno humano importante (Summerbell et al. 1993). Debido a la
morfologia relativamente simple y a la superposicion de caracteres morfologicos entre las
distintas especies, la taxonomia de este grupo ha sido varias veces revisada. A partir de
estudios morfoldgicos, bioquimicos y filogenéticos, se establecié claramente la primer
gran delimitacion entre Ceratocystis que pertenece al orden Microascales y Ophiostoma
al orden Ophiostomatales. Una caracteristica importante que permite separar estos grupos
es la composicion quimica de la pared celular, Ophiostoma presenta celulosa y ramnosa,
a diferencia de Ceratocystis que tiene fundamentalmente quitina, como la mayoria de los
Ascomycetes (deHogg & Scheffer 1984). Ademas, Ceratocystis presenta sensibilidad a
la cicloheximida que inhibe la sintesis proteica en la mayoria de los organismos eucariotas
(Harrington 1981, Zipfel et al. 2006), mientras que las especies de Ophiostoma son
tolerantes a altas concentraciones de cicloheximida. En cuanto a los anamorfos,
Ceratocystis presenta formas asexuales con produccion de conidios cuya pared se
construye por deposicion en anillo (Minter et al. 1983) mientras que los anamorfos de
Ophiostoma producen conidios exdgenos cuya pared se va formando por deposicion
apical difusa (Kirk et al 2008).

Los estudios filogenéticos realizados en los Gltimos afios han permitido definir 3 linajes,
corroborados por caracteres morfoldgicos tales como, las estructuras reproductoras sexual
y asexual con produccién de esporas agrupadas en gotas mucilaginosas en los extremos
de las fructificaciones o conidioforos largos, clara adaptacion a la dispersion por insectos.
Los teleomorfos (fase de reproduccion sexual, se caracterizan por formar peritecios de
base globosa con cuello muy largo, presentan ascos evanescentes y hialinos y las

ascosporas son hialinas y presentan formas variadas (Hunt 1956, Upadhyay 1981, de
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Hoog & Scheffer 1984, Wingfield et al. 1993, Jacobs y Wingfield 2001, Zipfel et al.
2006). Probablemente la similitud morfolégica de los hongos Ophiostomatales es el
resultado de la convergencia evolutiva que se expresa en adaptaciones a la dispersién por
insectos (Spatafora & Blackwell 1994). El género Ophiostoma abarca un conjunto de
especies y complejos de especies, es polifilético formando linajes vinculados a caracteres
morfolégicos. Contiene un espectro de anamorfos que van desde formas tipo
Hyalorhinocladiella a las estructuras sinematosas de Pesotum o también tipo Sporothrix.
Por otra parte, el género Grossmania se caracteriza por el anamorfo Leptographium, en
tanto Ceratocystiopsis por poseer anamorfos tipo Hyalorhinocladiella y Sporothrix.

La mayoria de los estudios sobre hongos Ophiostomatales hasta el siglo pasado fueron
realizados en el hemisferio norte (Wingfield et al. 1993, Jacobs & Wingfield 2001). En
los dltimos afios se han realizado numerosos estudios en el hemisferio sur,
fundamentalmente en Africa y Australasia, elevando el niimero de especies conocidas a
mas de 390 (De Beer et al. 2012). En Sudamérica han sido registradas 43 especies (de
Errasti 2016) siendo Argentina, Chile y Brasil los paises en que se han realizado estudios.
En el caso de Uruguay no hay antecedentes de estudios de los hongos Ophiostomatales

asociados a la mancha de la madera.

Debido al impacto y la expansién que han tenido los escarabajos de corteza en las
plantaciones de pino y la frecuente presencia de madera afectada por la mancha de la
albura en nuestro pais, planteamos el estudio de los hongos manchadores de madera

asociados a los escolitidos en plantaciones de pino en Uruguay
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OBJETIVO GENERAL

Conocer la micobiota productora de mancha de la albura asociada a los escarabajos de la

corteza en plantaciones de pino en Uruguay.

Objetivo especifico 1

Evaluar la presencia de hongos Ophiostomatoides de tres especies de escolitidos
presentes en plantaciones de distintas zonas del pais.

Obijetivo especifico 2

Identificar las especies de hongos manchadores.

Objetivo especifico 3

Establecer si existe especificidad hongo-escolitido.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las plantaciones de pino con fines maderables en Uruguay se encuentran
fundamentalmente concentradas en los Departamentos de Rivera y Tacuarembd, en la
region sur-sureste en los Departamentos de San José y en la franja costera del

Departamento de Rocha. En dichas zonas se eligieron sitios donde se detectaron focos de

infestacion por escolitidos (Gomez, comunicacion personal), Figura 3.4.
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Uruguay

Figura 3.4 Sitios de muestreo correspondiente a plantaciones de pino donde se detectaron

focos de ataque de escolitidos.

Se realizaron observaciones en una plantacién de Pinus taeda en establecimiento La
Corona (Tacuarembd), en plantaciones de P. taeda, Pinus elliotti y Pinus maritima en
Puerto Arazati (San José), donde hubo un ataque severo de escolitidos que llevo a la
pérdida del 40% de los arboles y en una plantacién sin manejo de P. taeda, P. elliotti y
algunos ejemplares de P. pinaster, instalada en 1986 perteneciente al MGAP, ubicada en
Cabo Polonio (Rocha). Se recolectaron ejemplares de escolitidos a partir de la corteza de
arboles con ataque o de trozas apeadas en los lugares de muestreo. Se analizaron 72
individuos de Hylurgus ligniperda, 76 de Orthotomicus erosus y 83 de Cyrtogenius
luteus. Cuando eran evidentes estructuras reproductoras flangicas en las galerias
producidas por los escolitidos, se tomaron muestras de la corteza y madera que presentaba
signos de mancha en la albura. Las muestras fueron tomadas, en su mayoria, de troncos
apeados en el campo y en menor cantidad de arboles en pie que presentaban signos de
ataque por escolitidos, retirando la corteza en la zona basal del tronco. Las muestras
fueron transportadas en tubos Eppendorf estériles al laboratorio y se colocaron en

heladera hasta su procesamiento.

Aislamiento de hongos asociados a insectos y galerias
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Para el aislamiento de los hongos asociados a los insectos, éstos se colocaron en freezer
a -20°C durante 15 minutos y luego fueron colocados realizando una presion en placas de
Petri conteniendo agar-extracto de malta al 2% con la adicion de ciclohexamida (0.129)
y estreptomicina (0.02g) (Linnakosky et al. 2008). Para obtener los hongos de corteza y
madera con galerias, se colocaron trozos de corteza en camara himeda a 25°C y 70% de
humedad relativa durante 48 a 72 hs. De las fructificaciones presentes en la madera y
corteza se tomaron gotas de esporas con aguja estéril y se sembraron directamente sobre
el medio de cultivo Agar-extracto de malta (2%).

A medida que crecian las colonias provenientes de los insectos incubados, un disco de
micelio se fue transfiriendo a placas conteniendo agar-extracto de malta (2%) para

obtener cultivos puros.

Identificacion

La identificacion primaria de las especies, se realizd mediante la observacion de las
caracteristicas macro y microscopicas de las colonias considerando la pigmentacion de la
colonia, presencia de fructificaciones y caracteristicas de las mismas. Para la observacion
al microscopio se realizaron preparados montados en lactofenol-azul de algodon, se
realizaron observaciones y se tomaron medidas de las estructuras reproductoras que
presentaban. Luego se agruparon en morfotipos (aquellas colonias que presentaban macro
y micromorfologia similar fueron consideradas iguales) y se seleccionaron cepas
correspondientes a cada morfotipo para realizar la identificacion a nivel de especie
mediante técnicas moleculares.

Se realizaron cultivos liquidos (en extracto de malta al 2%) de las cepas seleccionadas, se
incubaron por 4-5 dias hasta la formacion de un biofilm de micelio, se extrajo el micelio
que se secd sobre papel de filtro estéril y se procedié a la extraccion de ADN gendmico
utilizando el KIT Ultraclean® (MoBio, Carlsbad, CA). Se amplificé las regién ITS del
DNAr utilizando los cebadores ITS1 e ITS4, otra region utilizada fue la region de f-
tubulina utilizando los cebadores pt-2a y pt-2b (Tabla 3.1). En todos los casos la mezcla
de la reaccion contenia 2,5uL de Buffer 10X, 2,5uL de dNTPs (2,5mM), 1,5uL de MgCl;
(25mM), 0,5uL de cebador 1 (10uM), 0,5uL de cebador 2 (10uM), 0,25uL de Taq
polimerasa, 15,25uL de agua MQ libre de RNAsa y 2L de la muestra de ADN (50uL de
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volumen final). El control negativo se realizd utilizando la misma mezcla pero sin
agregado de ADN vy el control positivo se realizé utilizando una muestra que dio positiva
en una reaccion de PCR previa. Los parametros de ciclado utilizados para la amplificacion
mediante PCR de la region ITS, B-tubulina fueron los siguientes: un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion (1:10
minutos a 94°C), hibridacion (45 segundos a 50°C) y extension (1 minuto a 72°C);
seguidos de un ciclo de extension final de 5 minutos a 72°C y 5 minutos a 4°C.

Tabla 3.1 Cebadores utilizados en las PCRs

Region Cebador Direccién Secuencia (5'-3") Referencia

ADN ITS 4 Reverso TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White et al. (1990)
ribosomal GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG

(ITS) ITS5 Directo G White et al. (1990)

ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT Glass &  Donaldson
Bt-2b Reverso  GGC (1995)

Glass & Donaldson
B - tubulina pBt-2a GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC (1995)

Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X tefiidos
con EZ Vision® One (Amresco) y bajo luz UV en transiluminador. Como marcador de
peso molecular se utilizo DNA mass ruler 100pb.

Los productos de PCR, fueron secuenciados en MACROGEN, Corea. Las secuencias se
corrigieron y se alinearon mediante ClustalW (Thompson et al., 1994), incluyendo las
secuencias de cepas tipo obtenidas de la base de datos GenBank utilizando el programa
MEGA 6.06 (Tamura et al. 2013).
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Con las secuencias obtenidas se realizd una busqueda BLAST con secuencias del
GenBank con el progama MEGAS (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura
et al. 2011). Para el andlisis filogenético, los alineamientos se realizaron mediante el
software MAFFT 7.0 utilizando la estrategia E-INS-i. Los andlisis de Maxima Parsimonia
fueron realizados en PAUP 4.0. Se empled la estrategia de busqueda heuristica utilizando
el algoritmo TBR con 10.000 secuencias de adicion al azar. Todos los caracteres fueron
considerados del mismo peso y los gaps como caracteres faltantes. La robustez de los
arboles obtenidos fue evaluada mediante 1.000 réplicas de Bootstrap. Los analisis de
méaxima verosimilitud fueron realizados utilizando el software PhyML 3.0. Los modelos
de substitucion fueron seleccionados utilizando el criterio de informacion Akaike (CIA)
en ModelTest 3.7. Los soportes estadisticos para cada nodo fueron estimados mediante

1.000 replicas de Bootstrap.

RESULTADOS

Se analizaron 221 escarabajos de corteza, 72 pertenecientes a H. lygniperda, 76 a O.
erossus y 83 a C. luteus. La frecuencia de colonizacién de los escarabajos por hongos
Ophisotomatoides fue de 100% para H. lygniperda y O. erosus, mientras que para C.
luteus fue menor, habiéndose encontrado el 25% de los individuos colonizados. Los
aislados obtenidos de los escarabajos de la corteza y sus galerias presentaban
caracteristicas de Ophiostoma spp. con fructificaciones tipicas de la reproduccion sexual
consistentes en peritecios globosos de cuello largo, o produccion de las estructuras de
reproduccion asexual correspondientes a diferentes anamorfos. La mayoria de las
colonias en cultivo presentaban una coloracién castafia, que en algunos casos variaba a
un tono mas grisaceo o castafio oliva (Figura 3.5). Luego de 10 dias de incubacion se
pudo observar, en muchas de ellas, la produccién de abundantes gotas mucilaginosas
conteniendo conidios producidos en estructuras mas o menos organizadas, algunas
sinematosas. En los cultivos provenientes de C. luteus se observo ademas la presencia de

colonias formadas por micelio blanco con esporogénesis tipica de Sporothrix.
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Figura 3.5. Morfologia de las colonias emergentes de los escarabajos en MEA
ciclohexamida.

En las galerias presentes en las trozas de pino apeadas, provenientes de La Corona y
Puerto Arazati, se observaron fructificaciones correspondientes a peritecios con
abundante produccion de ascosporas (Figura 3.6) que fueron identificados como

Ophiostoma ips por su morfologia.

Figura 3.6. Troza de madera con galerias que presentan peritecios (izquierda), detalle de
observacion al microscopio de la morfologia del peritecio y ascosporas (derecha).

De la observacién al microscopio de los diferentes cultivos obtenidos y en base a las

caracteristicas micromorfoldgicas se pudieron identificar los anamorfos (forma asexual),
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Pesotum, Leptographium, Hyalorhinocladiella y Sporothrix. De las fructificaciones

sexuales, solo se observaron peritecios de O.ips.

Hyalorhinocladiella (anamorfo de Ophiostoma ips)

Se observaron los conidiéforos tipicos de este género (Figura 3.7). Presentan
organizacion sinematosos, de 290 a 320 um de largo. Los conidiéforos se observaron
solitarios o agrupados de 2 a 6. Los conidios son hialinos, unicelulares, cilindricos, con

el apice redondeado y la base truncada de 5-8 x 1.5-2.6 um.

Figura 3.7. Conidioforos de Hyalorhinocladiella y conidios

Ophiostoma ips

Presenta el ascocarpo (peritecio) castafio oscuro a negro, sin hifas ostiolares en el apice,
su base es globosa, de 130 a 260 um de didmetro. El cuello del peritecio varia en longitud
de 300 a 750 um. Los peritecios crecen superficialmente o levemente inmersos en medio
de cultivo, desarrollandose a los 25 dias de incubacion. Los ascos son de tipo
evanescentes. Las ascosporas son hialinas, aseptadas, de forma rectangular con una
cubierta mucilaginosa, de 4.0-6 (largo)x 1.8-2 um (ancho) (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Peritecios de O. ips con masa mucilaginosa conteniendo ascosporas en

extremo del cuello (izquierda). Detalle de ascosporas (derecha).

Leptographium

Presenta conidioforos solitarios, con 2 a 3 ramas laterales, tipo pinceles. Los conidiéforos
son pigmentados de color castafio-verdosos de 150-300 um (Figura 5). Las células
conidiégenas producen conidios agrupados en gotas mucilaginosas. Los conidios son
rectangulares a oblongos con la base levemente truncada, hialinos de 3-4 x 1-1.5 um

(I x a)( Figura 3.9)

Figura 3.9. Conidiéforos y conidios de Leptographium sp.
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Pesotum

Presenta organizacion sinematosa, marron oscura, con variacion en el largo, algunos
pueden alcanzar hasta 1500 um de largo, pero presentan un rango de 200 a 1500 pum. La
porcién terminal donde porta las células conidiégenas presenta una organizacion

flabelada. Los conidios son ovoides a cilindricos (2.5-5 um) (Figura 3.10).

Figura 3.10. Sinemas de Pesotum sp. Se observan hifas muy melanizadas que conforman

las estructuras reproductoras asexuales sinematosas.
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Sporotrhrix
Posee células conididgenas que surgen simpodialmente de las hifas (Figura 3.11) conidios
hialinos, lisos, ovoides a baciliformes 3.5-4 x 1.5-2 um (Ixa).

Figura 3.11 Sportothrix sp. Conididforos hialinos con conidios distribuidos
simpodialmente, tipico de este género.

De la comparacion de las secuencias obtenidas de las regiones ITS y  tubulina la mayoria
presento alto porcentaje de similitud entre si y se establecieron 4 grupos. El resultado de
la comparacion de aquellas secuencias correspondientes al grupo mas frecuente y que
eran muy semejantes entres si, con las registradas en el GenBank, arrojaron un 95 a 99%
de similitud con O. ips. Las secuencias correspondientes a aislados que presentaron
diferentes morfologias y diferencias en sus secuencias se agruparon con cuatro especies

que se presentan en el arbol filogenético (Figura 3.12).
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Figura 3.12 Arbol filogenético resultante de la comparacion de las secuencias de las
regiones ITS y B tubulina de especies de Ophiostomatales. Las matrices fueron
construidas con secuencias de referencia descargadas del GenBank y los aislados del
presente estudio (destacados en blanco). Los cultivos tipo se muestran resaltados en
negrita. Los valores de boodistrap por encima del 70% estan indicados en cada nodo como
Maxima Parsimonia/Méxima Verosimilitud, los valores inferiores se detallan con*. Barra

de referencia= diferencia nucleotidica entre taxones.
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Se determind que las especies Ophiostoma ips, Ophiostoma abietinum, Ophiostoma
quercus y Grosmannia radiaticola pertenecientes al orden Ophiostomatales, estan
asociadas a escolitidos presentes en las plantaciones locales. La especie predominante fue
Ophiostoma ips, presente en las tres especies de escolitidos analizados y en todas las
plantaciones estudiadas. En cuanto al anamorfo de Ophisotoma quercus, fue aislado de
Orthotomicus erosus, Cyrtogenius luteus. En el caso de C. luteus, como se menciond, fue
la especie de escolitido que presentd6 menor frecuencia de colonizacion por hongos,
correspondiendo a solo el 25% de los individuos analizados. Esta especie también fue la
Unica en estar asociado a Sporothrix, con alta frecuencia de colonizacién por este. En el
andlisis filogenético la secuencia correspondiente a la region ITS se agrup6é con O.

abietinum

DISCUSION

Se comprobd que los escarabajos de la corteza presentes en las plantaciones de pino
locales estan intimamente asociados a especies fungicas que constituyen tipicos agentes
causales de mancha azul. Se identificaron cuatro especies, O. ips, O. quercus, G.
radiaticola y O. abietinum. La especie predominante fue O. ips, en las tres especies de
escolitidos analizados y en todos los sitios muestreados. Esta especie es bien conocida
como productora de mancha de la albura, tiene una amplia distribucién mundial y se la
ha encontrado asociada a muchos escarabajos de la corteza de coniferas (Reay et al. 2005,
2006, Romon et al. 2007, Zhou et al. 2001, 2004). Ha sido introducida en muchos paises
del hemisferio sur a través de la entrada accidental de escarabajos (Zhou et al. 2001, 2004,
2007). En Nueva Zelanda y en Sudéfrica, O. ips ha sido asociada a H. ligniperda con baja
frecuenciay fundamentalmente en individuos adultos (Reay et al. 2006, Zhou et al. 2001).
Por el contrario, en Sudamérica, esta especie es muy frecuente, principalmente asociada
a H. ligniperda en Pinus radiata en Chile (Zhou et al. 2004) y asociada a Hylurgus y
Orthotomicus en dos especies de pino en Argentina (de Errasti et al. 2017). En Espafia,
esta especie fue mayormente asociada a Orthotomicus erosus, (Romon et al. 2007).

En Sudafrica, Ceratocystiopsis minuta, Ophiostoma galeiforme, O. ips, Ophiostoma

piceae, Leptographium lundbergii, L. serpens, y Pesotum sp. fueron aislados de H.
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lingiperda, y O. ips, O. pluriannulatum, L. lundbergii, L. serpens, y Pesotum sp. fueron
aislados de O. erosus (Zhou et al. 2001). Basado en estos resultados y en los expuestos
en nuestro trabajo se puede establecer que O. ips es la especie méas frecuente en H.
lingiperda como en O. erosusus, en cambio la asociacion con C. luteus es rara.

El amplio rango de especies de escolitidos con los que se asocia a O. ips indicaria que no
existe una especificidad del hongo por el vector.

Ophiostoma quercus, asociado a O. erosus estuvo presente con baja frecuencia, fue
identificada, en principio, como Pesotum, su anamorfo en cultivo. En general se trata de
una especie que es frecuentemente encontrada en latifoliadas en paises de la regién como
Argentina y Chile. Sin embargo, ha sido encontrada asociada a algunas especies de
escolitidos en coniferas en Espafia (Romon et al. 2007).

En cuanto a la presencia de Grossmania radiaticola, en este estudio se la encontrd
asociada a las H. ligniperda y C. luteus. Los cultivos presentaron las fructificaciones del
anamorfo Leptographium, no observandose fructificaciones del teleomorfo. Esta especie
fue originalmente descripta de madera con mancha de albura de Pinus radiata (Kim et al.
2005b). Sin embargo, en los ultimos afios ha sido encontrada en asociacion con una
variedad de escarabajos de la corteza de pino en diferentes paises como Suecia
(Linnakoski et al. 2012), USA (Kim et al. 2011) y Polonia (Jankowiak & Bilanski 2013).
En Sudamérica, se la ha encontrado sobre Pinus radiata en Chile en galerias de Hylastes
ater e Hylurgus ligniperda (= G. galeiformis (Linnakoski et al. 2012, Zhou 2004) y en
Argentina en galerias de Hylurgus de P. radiata con baja frecuencia (de Errasti et al.
2017). La baja frecuencia registrada en este trabajo sugeriria que esta especie no debe
considerarse de importancia en el manejo de la mancha de la albura.

El escolitido Cyrtogenius luteus, si bien present6 una baja frecuencia de colonizacion por
hongos manchadores fue la Unica especie de escarabajo del cual se obtuvieron aislados
de Sporothrix sp. correspondiente a Ophiostoma abietinum a partir del analisis
filogenético. Existen escasos registros de la asociacion de hongos Ophiostomatales con
estos escarabajos. Chang et al. (2017), encontraron especies de Sporothrix asociadas a C.
luteus, en el que también analizaron los hongos presentes en los acaros asociados a los
escarabajos. De Beer et al. (2016) plantean que la mayoria de las especies de
Sporothrix presentes en los escolitidos estan en realidad asociadas a los acaros que

transportan los escolitidos.
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La mayoria de los hongos asociados con los escarabajos de la corteza, estan relacionados
filogenéticamente, tienen ciclos de vida semejantes, utilizan probablemente los mismos
recursos, el mismo espacio y son dispersados por los mismos hospedantes.

Las relaciones entre hongos y escolitidos son complejas y aun no bien comprendidas. Si
bien ninguna de las especies fungicas encontradas mostré especificidad por el vector,
algunos aportes provenientes del estudio de la asociacion entre otras especies de hongos
Ophiostomatales y escolitidos de la corteza, pueden constituir un aporte para comprender
la relacion entre los hongos estudiados y los escolitidos con los que estan asociados.

Los escolitidos de la corteza son floedfagos, es decir, obtienen su alimento directamente
del floema del hospedante. El valor nutricional del floema es bajo para el requerimiento
nutricional de un insecto, en particular, la concentracion de nitrdgeno resulta un factor
limitante (Bleiker & Six 2007). Es probable y casi inevitable entonces, que las larvas
consuman microorganismos como bacterias y levaduras que ellos introducen en la corteza
y con los que coexisten en las galerias. Asimismo, los hongos filamentosos manchadores,
asociados con los escolitidos, se extienden por el floemay la albura (Adams & Six 2008;
Six & Wingfield 2011). Pese a que los tejidos vegetales son escasos en nitrégeno
organico, la cantidad de nitrégeno que fluye por la albura no es despreciable y por lo tanto
la albura podria constituir un reservorio del nitrégeno disponible, que los hongos
conducirian hasta el floema y corteza donde se nutren las larvas. Bleiker & Six (2008)
encontraron que el contenido de nitrégeno aumentaba en esos tejidos un 40% y Hodges
et al. (1968) encontraron que el nitrégeno en el floema de Pinus taeda aumentaba
considerablemente cuando Dendroctonus frontalis y sus hongos asociados se introducian
en las cdmaras de alimentacion. Sin embargo, no todos los escolitidos de la corteza y sus

hongos asociados tienen la misma capacidad de concentrar nitrogeno (Cook et al. 2010).

Otro desafio nutricional para los insectos que infestan plantas, es la obtencion de
esteroles. Los insectos requieren esteroles para producir hormonas y para su reproduccion
(Clayton 1964). Los hongos producen ergosterol que puede ser utilizado por la mayoria
de los insectos, especialmente por aquellos que forman asociaciones simbidticas con
hongos (Maurer et al. 2005; Norris et al. 1969).

Si estas relaciones troficas de los escolitidos y los hongos Ophiostomatales de la corteza
de P. taeda tuvieran lugar, entonces tendrian una relacion mas que asociativa, pudiéndose
tratar, tal vez, de una relacion de mutualismo facultativo ya que el escolitido aprovecharia

a los hongos como proveedores de nutrientes, sin ser indispensables para su
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supervivencia. Por su parte, los hongos verian asegurada su dispersion al ser transportados
en los micangios o en el exoesqueleto asegurando la colonizacion de nuevos recursos
(Six et al. 2003).

La obligatoriedad de la asociacion hongo-escolitido de la corteza es muy dificil de
demostrar debido a que establecen asociaciones con varias especies de hongos (Six
&Wingfield 2011, Paine et al. 1997, Six & Paine 1998). La ventaja de la asociacion de
un escolitido con varias especies de hongos, consiste en que se aseguraria la permanencia
de alguna de ellas frente a diferentes condiciones ambientales tales como temperatura,
humedad u otros factores que pueden modificarse y afectar el desarrollo de alguna de
ellas. Cuando una condicion, por ejemplo la temperatura, no es favorable para una
especie, puede serlo para otra, como fue observado por Six & Bentz (2007).

Esta asociacién multiple conduciria a una fuerte competencia entre simbiontes, pero las
diferencias entre los hongos en sus requerimientos abioticos o biodticos son las que
determinan cual sera el hongo dispersado por un escolitido. Un caso bien estudiado es el
requerimiento diferencial de temperatura que alternativamente beneficia a un hongo u
otro a medida que la temperatura fluctia a lo largo de una estacion. Este cambio de
simbiontes impulsado por la temperatura puede proporcionar un mecanismo que ha
permitido a ambos hongos persistir en una simbiosis a largo plazo con su hospedante.
Para los escolitidos que habitan en una amplia region geogréafica y en habitats variables,
tener multiples simbiontes puede ser especialmente importante (Six & Benz 2007). Es
por ello explicable que estas asociaciones hayan sido relativamente estables por
prolongados periodos evolutivos (Six & Paine 1998).

A su vez, las relaciones entre los escolitidos y los hongos son multi compartidas, estando
el escolitido asociado con dos 0 mas organismos perteneciente a grupos taxondémicos
diferentes. Las comunidades del tracto digestivo de los escolitidos tienen una alta
diversidad de microorganismos asociados con ese nicho. Es poco conocida la funcién de
estos microbios y sus potenciales interacciones con los hongos. Sin embargo, parece que
algunos microbios que co-ocurren, impactan en la distribucién de los hongos asociados
mediante interacciones de colaboracion o antagonismo con efectos indirectos importantes
sobre el escolitido hospedante (Six 2013). Asi, algunos &caros llevados sobre los
escolitidos poseen una estrecha simbiosis con los hongos Ophiostomatales. Estos acaros
se alimentan y son vectores de los hongos presentando en su exoesqueleto esporotecas

analogas a los micangios. Estas asociaciones pueden tener un importante impacto sobre
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la relacion y dindmica de la poblacion de los escolitidos y sus hongos asociados.
(Lombardero et al. 2003, Hoffstetter et al. 2006).

Es muy probable que las especies de escolitidos que han sido analizados contengan una
compleja comunidad de microorganismos constituida por numerosos taxa que los
benefician en su nutricion como también se benefician los hongos en su dispersion y
adquisicién de nuevos recursos.

Desde el punto de vista ecoldgico, asociaciones como las estudiadas entre escolitidos y
hongos reflejan la intrincada red que opera en las distintas etapas del proceso de
degradacion de la materia organica. Estos hongos Ophiostomatales simbiontes reducirian
la actividad degradadora de los hongos descomponedores de madera a través de
interacciones competitivas con estos (Skelton et al. 2020).

Si bien la mayoria de los escarabajos de la corteza y sus hongos asociados, colonizan, en
general, arboles debilitados o senescentes, se considera que pueden constituir serias
amenazas con un gran potencial invasivo cuando son introducidos a nuevos ambientes a

través del traslado de madera o productos derivados de esta (Wingfield et al. 2017).
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Capitulo 4
Actividad degradadora de Basidiomycetes sobre madera aserrada de

Pinus taeda y efecto de la modificacion térmica en su durabilidad

INTRODUCCION

En Uruguay, Pinus taeda es la principal especie de pino plantada con fines maderables
para construccion y carpinteria. Su geometria axial permite la transformacion eficiente
mediante aserrado o debobinado para la fabricacion de productos para la construccion y
carpinteria. En segundo lugar, en cuanto a superficie plantada con pinos, se encuentra P.
elliotti, especie que presenta caracteristicas similares y constituyen ambas, un cuarto de
la superficie forestal plantada (MGAP 2018). Debido a sus propiedades fisicas similares
(Clark & Saucier 1989), estas dos especies generalmente se plantan mezcladas
indistintamente en el mismo rodal. Las condiciones presentes en Uruguay les permiten
tasas de crecimiento anual promedio de 19 a 24 m3/ ha (Ramos & Cabrera 2001, Morales
2007, Cubbage et al. 2010) y ciclos de corte de 25 afios para la madera. Segun la norma
EN 1310 (Comité Europeo de Normalizacion [CEN] 1997) y el rango cominmente
aceptado de 20 a 30 m3 /ha, se trata de especies de rapido crecimiento. Como resultado
del rapido crecimiento, la madera muestra altos porcentajes de madera juvenil, lo que la
diferencia de la de los pinos cosechados en rodales naturales de crecimiento mas lento
(Moya et al. 2013, Cagno et al. 2013). Las industrias de madera blanda y madera
contrachapada en Uruguay utilizan arboles relativamente jovenes en condiciones de
rotacion corta (aproximadamente 20 afios). Se puede predecir que en los préximos afios
debido a aumento de la demanda de productos de madera a nivel global se incremente el
uso de estas especies. Adicionalmente, las politicas gubernamentales de promocion del
uso de la madera en la construccion es probable que provoquen un aumento del uso local
de este recurso natural (Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio
Ambiente [MVOTMA] 2011, Gabinete Productivo 2012).

El uso de la madera de pino en el sector de la construccion es una oportunidad de mercado
en la industria maderable. En Uruguay la construccion con madera es incipiente, aunque
creciente: entre 2000 y 2015 la demanda estimada de madera aserrada crecidé mas de 40%,

y la de tableros contrachapados se multiplico por 14 (Boscana et al. 2016).
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La madera de pino se clasifica como madera poco durable pues presenta baja durabilidad
natural dada su escasa resistencia al ataque de hongos e insectos, estimandose que a la
intemperie y en contacto con el suelo su vida Gtil es de aproximadamente 5 afios.

La madera de las coniferas presenta una estructura anatomica relativamente homogénea.
El tejido consiste fundamentalmente de traqueidas (90-95%), que cumplen tanto la
funcion de soporte, de transporte de agua y minerales disueltos y de tejido parenquimaético
formando radios uniseriados con disposicion radial. La presencia de canales resiniferos
rodeados de células parenquimaticas también es frecuente. Las traqueidas son células
muertas elongadas con pared lignificada que le dan resistencia y firmeza a la madera. En
cambio, la madera de las angiospermas presenta una estructura méas heterogénea y
compleja, con division funcional entre los diferentes componentes celulares, tales como
fibras, traqueidas, vasos y células parenguimaticas, de los cuales, los vasos son los méas
caracteristicos y donde las funciones de sostén y transporte estan separadas (fibras y vasos
respectivamente) (Jane, 1956; Panshin & Zeeuw 1970; Daniel 2016). Las paredes de los
diversos tipos celulares presentes en la madera estan constituidas por diferentes
proporciones de celulosa, lignina y hemicelulosa. La madera de las coniferas tiene mayor
proporcion de lignina y menor de hemicelulosas que la de angiospermas.

En la naturaleza los hongos juegan un papel primordial como degradadores y recicladores
de materia organica sobre todo de origen vegetal, beneficiando los ecosistemas de
bosques en la reincorporacion de CO. a la atmoésfera y de nutrientes al suelo. La
biodegradacion de los materiales lefiosos, que constituyen la fuente de biomasa mas
abundante en la tierra, es uno de los procesos mas importantes en estos ecosistemas. Los
hongos de la podredumbre de maderas pertenecientes, en su gran mayoria, a la
subdivision Basidiomycota son de los pocos organismos capaces de utilizar y degradar
practicamente todas las formas de carbono organico presente en los tejidos lefiosos
(Bagley & Richter 2002). Estos pueden causar diferentes tipos de podredumbres como la
podredumbre blanca, la podredumbre castafia o la blanda. La velocidad de colonizacién,
descomposicion y remocion de los componentes estructurales de la madera pueden variar
mucho segun el tipo de podredumbre, de especie fungicay de las cepas (Blanchette 1991).
Como fue descrito muy tempranamente por Hartig (1874), un hongo en particular causa
un tipo especifico de podredumbre y este tipo sera siempre el mismo independientemente
del tipo de madera, ya sea de conifera o de latifoliada. Por lo tanto, si se encuentran
fructificaciones de un Basidiomycete sobre un arbol en pie, madera almacenada o en una

construccién se puede determinar qué tipo de podredumbre presenta ese material. Los
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Basidiomycetes degradadores de madera producen una bateria de enzimas extracelulares
que son las responsables de la degradacion de los componentes estructurales de las
paredes celulares. Basicamente poseen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares:
un sistema hidrolitico responsable de la degradacion de polisacaridos, consistentes
fundamentalmente de xilanasas y celulasas y un sistema lignolitico que degrada la lignina,
este sistema comprende principalmente lacasas, ligninasas y perdoxidasas (Eriksson,
Blanchette & Ander 1990, Peralta et al. 2017).

Entre las especies de hongos de la podredumbre, algunas pueden afectar &rboles en pie,
siendo las més frecuentes Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Hypholoma
fasciculare, Pleurotus ostreatus. En tanto otras como Schizophyllum commune,
Stereum spp., Trametes versicolor producen podredumbre en arboles muertos o madera
apeada. Todas estas especies producen podredumbre blanca. Este tipo de podredumbre
ocurre en general en especies de latifoliadas, en las que degradan fundamentalmente
lignina y hemicelulosa, y por ultimo celulosa. La consistencia de la madera resulta
fibrosa, pierde resistencia y adquiere un color blanquecino. Existen dos tipos de
podredumbre blanca, la selectiva y la simultanea (Schwarze et al. 2000). En la primera
hay una delignificacion selectiva, donde las enzimas liberadas por la hifa en el lumen
celular difunden dentro de la pared secundaria causando la degradacién de la lignina y de
la laminilla media. Posteriormente, la degradacién preferencial de la lignina provoca una
separacion de las células mientras la celulosa permanece. En la delignificacion
simultanea, la descomposicién comienza cercana a la hifa, de modo que la pared celular
se va degradando progresivamente desde el lumen y las hifas penetran en angulo recto
dentro de la pared, descomponiendo por ultimo la laminilla media. Algunas especies de
Basidiomycetes tienen la capacidad de metabolizar grandes cantidades de lignina en la
madera y esta caracteristica es Unica entre los microorganismos.

Otro grupo de hongos son productores de la podredumbre castafia, como Laetiporus
sulphureus, en arboles en pie, en tanto Gloeophyllum trabeum, Coniophora puteana,
Serpula lacrimans o Fomitopsis lilacinogilva atacan madera de arboles muertos, crecen
fundamentalmente en coniferas y representan solo el 7% de la diversidad de los
Basidiomycetes de la podredumbre de madera (Liese 1970, Wilcox et al. 1974). Estos
son los descomponedores mas importantes en los ecosistemas de bosque de coniferas en
el hemisferio norte (Arantes & Goodell 2014). A diferencia de los hongos de
podredumbre blanca, degradan los polisacaridos de la madera modificando solo

parcialmente la lignina produciéndose una rapida despolimerizacion de la celulosa y
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hemicelulosa durante las etapas iniciales de la colonizacion. Como resultado, la madera
adquiere una coloracion castafia debido a la lignina oxidada y se quiebra en segmentos
cubicos (Gilbertson 1980, Monrroy et al. 2011) produciéndose una drastica reduccion de
la elasticidad y resistencia atribuible fundamentalmente a la degradacion de la
hemicelulosa (Schwarze 2000).

Para evitar la accion de los hongos degradadores y mejorar la durabilidad de la madera
aserrada, los sistemas convencionales de preservacion generalmente implican la
impregnacion en profundidad con biocidas ampliamente activos en la madera (Barnes et
al. 1995). La impregnacion consiste en forzar dentro de la madera, mediante vacio y
presion, la solucién de tratamiento. Actualmente en Uruguay, la madera para la
construccion se protege en general con sales de arsénico, cromo y cobre (CCA), estas
sustancias son efectivas en el control de hongos e insectos, pero representan un serio
problema ambiental. Este método de conservacion de maderas ampliamente utilizado fue
prohibido o severamente restringido en EEUU, Canada, CCEE, Japon, Australia y Nueva
Zelanda, debido al impacto ambiental que generan los compuestos quimicos (Dieste
2014, Hingston 2001). Se puede afirmar que los paises del mundo que son grandes
usuarios de madera para la construccion restringen o prohiben el uso de CCA, ya que su
disposicion final implica el aporte de metales toxicos al ambiente.

La creciente demanda de madera por la industria de la construccién, producto de la
necesidad de limitar las emisiones de gases de efecto invernadero provocadas por uso de
materiales como el acero y el hormigén armado, sumado a la restricciéon en el uso de
biocidas como protectores de madera, y la prohibicién del uso de maderas tropicales de
alta durabilidad natural, pero extraidas de lugares ambientalmente sensibles, impulso el
desarrollo de tecnologias alternativas, como la modificacion quimica y térmica (Verma
et al. 2008, Hill 2007). Si bien estos procesos tienen como objetivo principal brindar
proteccion frente al ataque de hongos degradadores e insectos a su vez mejoran las
propiedades de la madera como la estabilidad dimensional, compresion, dureza y
estabilidad conta la radiacién UV (Hill 2007). La modificacion consiste en la alteracion
de las paredes celulares de la madera, mediante la reaccion de los elementos constitutivos
de la misma (celulosa, lignina y hemicelulosa) provocando cambios irreversibles, tales
como la disminucién de su higroscopicidad y el aumento de su durabilidad, sin
transformarse en un producto final toxico (Hill 2007, Militz & Altgen 2014). La
modificacion térmica de la madera consiste en una operacion unitaria que se realiza en

madera ya seca (con un contenido de humedad cercano al 10% en base seca) con el
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objetivo de aumentar la estabilidad dimensional y la resistencia al ataque de organismos.
El proceso consiste en calentar la madera por encima de 150 °C y hasta 220°C, por un
periodo de tiempo determinado que provoca la degradacion auto-catalitica de las
hemicelulosas constitutivas de la pared celular (Windeisen et al. 2009; Moura et al. 2012).
Técnicamente, es un proceso relativamente simple de implementar, tiene un bajo
consumo energetico, y no requiere impregnacion quimica adicional (Poncsak et al. 2006).
Existen escasos estudios que vinculen directamente la degradacion de la pared celular con
la actividad xil6faga de los Basidiomycetes (Weiland & Guyonnet 2003), y no existen
hasta la fecha estudios sobre madera de P. taeda, de procedencia local, modificada
térmicamente e inoculada con Basidiomyctes. La modificacién térmica de la madera
produce condiciones desfavorables para la colonizacion flangica dado que, al
descomponerse las hemicelulosas, que constituyen la fuente de energia inicial para el
desarrollo de los hongos, se limita su crecimiento. Por otra parte, para que se produzca la
colonizacion y las enzimas fungicas puedan actuar, los hongos requieren un contenido de
agua en la madera superior al punto de saturacién de las fibras, es decir cuando toda el
agua presente se encuentra unida a las paredes celulares (Griffin 1977) y corresponde, en
general al 27-30 % del peso de la madera sana. Por encima de este punto, el agua esta
disponible en el lumen de las células de la madera (Eaton & Hale 1993) mientras que, por
debajo de este nivel, el agua se hace rapidamente inaccesible a las hifas flngicas. Se puede
explicar asi el hecho que, en general, el limite mas bajo de potencial matrico para el
crecimiento de los Basidiomycetes de la podredumbre es aproximadamente -40 a -50 bar
(Griffin 1977). Estudios realizados con hongos de la podredumbre blanca y castafia, en
maderas de coniferas y latifoliadas con baja durabilidad, tratadas con calor mostraron que
la pérdida de masa era del 1% frente a las no tratadas que era del 40% (Dirol & Guyonnet
1993). En maderas de varias especies de pino tratadas con calor Elaieb et al. (2015)
encontraron que aumenta la resistencia a la descomposicion producida por hongos tanto
de la podredumbre blanca como castafia. De las 250 a 300 especies de Basidiomycetes
registradas para nuestro pais hasta el momento, la mayor parte producen podredumbre
blanca y apenas una decena producen podredumbre castafia. Muchas de las especies
colectadas sobre madera de la flora nativa son de distribucién cosmopolita siendo solo
algunas colonizadoras frecuentes de maderas de Pinus spp. y Eucalyptus spp. (Martinez
2014).
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Trametes versicolor y Gloeophyllum trabeum son dos especies con amplia distribucién
en el pais, colonizando madera de diferentes especies arbdreas. Estas son dos de las
especies utilizadas para ensayos de durabilidad de madera por la norma internacional EN
113 (CEN 1996, Verma et al. 2008)

El proposito de este trabajo fue analizar la actividad de hongos de la podredumbre de
distribucion local sobre la degradacion de madera de Pinus taeda a fin de mejorar su
durabilidad. Se propone entonces, estudiar la capacidad de Basidiomycetes de la
podredumbre blanca y castafia de colonizar y degradar tablas aserradas secas Pinus taeda
sin ningun tratamiento. Por otra parte, se determind el efecto de la modificacion térmica

en la durabilidad de la madera frente a la colonizacién por estos mismos hongos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad degradadora de hongos descomponedores de la madera sobre tablas
aserradas de Pinus taeda.

Obijetivo especifico 1

Determinar la capacidad de Trametes versicolor y Gloeophyllum trabeum de colonizar y
degradar tablas aserradas secas de P. taeda.

Objetivo especifico 2

Evaluar la efectividad del tratamiento térmico como forma de conservar la madera frente

a la actividad de Basidiomycetes de la podredumbre.
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MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron dos especies de Basidiomycetes de la podredumbre que son
frecuentemente encontradas en Uruguay colonizando madera, tanto en bosques de
latifoliadas como de coniferas, Trametes versicolor (L.) Lloyd MVHC 6727, productor
de podredumbre blanca y Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill MVHC 5154, productor
de podredumbre castafia, ambos pertenecientes a la coleccion de la Seccién Micologia de
la Facultad de Ciencias (MVHC) (figura 4.1). Estas especies son dos de las cuatro

especies utilizadas en todas las pruebas estandarizadas de durabilidad de madera (EN 113)
CEN 2004, (Verma et al. 2008).

Figura 4.1. Cuerpos fructiferos de a: Trametes versicolor, b: Gloeophyllum trabeum

Para evaluar la capacidad de colonizacion de tablas aserradas secas de Pinus taeda por
parte de los hongos, se utilizaron blogues de madera de dimensiones 25 x 10 x 5 mm
(LxAxH) obtenidos de las tablas aserradas, cuyas caras radial y transversal fueron selladas
con pintura epoxi a fin de dejar expuesta solo la cara tangencial. El contenido de humedad
de las muestras, se determiné indirectamente tomando 3 bloques que se secaron hasta
llegar a peso constante para calcular un promedio del contenido de humedad que fue
utilizado para corregir la masa de las muestras acondicionadas utilizadas en el estudio de

la actividad degradadora de los hongos.
Los bloques fueron colocados en bolsas cerradas y se esterilizaron con irradiacion y a
temperatura ambiente por 10 dias de manera de alcanzar una dosis de 25 kGy, este

proceso fue realizado en el Centro de Investigaciones Nucleares, Facultad de Ciencias.
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Trametes versicolor MVHC 6727 y Gloeophyllum trabeum MVVHC 5154 se cultivaron en
agar extracto de malta al 4% (40 g de extracto de malta Difco, 20 g de agar en 1L de agua
destilada) y se incubaron en estufa de cultivo a 25° C durante 7 dias.

Para la inoculacion de los blogues con los hongos, se tomaron discos de agar de 5mm de
diametro conteniendo micelio del hongo del margen de crecimiento activo de las colonias
y se colocaron dos discos equidistantes sobre las caras tangenciales de los bloques de
madera. Los blogues inoculados se colocaron en cajas estériles conteniendo 100 ml de
vermiculita hidratada con 40 ml de agua destilada, para mantener una humedad relativa
del 65-70% (Wei et al. 2013). Los bloques de madera estaban separados de la vermiculita
por una malla metalica a fin de evitar su contacto directo con la misma (Figura 4.2). Se
colocaron 5 bloques en cada caja. Como control se incubaron 5 bloques de madera de
pino sellados sin hongo en las mismas condiciones que los bloques inoculados y se
incubaron en estufa a 25%C hasta la semana 27. A lo largo del periodo de incubacién se
mantuvo la humedad relativa adicionando agua destilada estéril en caso de que fuese

necesario.

Figura 4.2. Metodologia de inoculacion de bloques con discos de agar conteniendo

inéculo de los hongos.

Las cajas se incubaron en estufa a 25 °C durante, 12, 16, 20 y 27 semanas. En cada uno
de esos tiempos se retiré una caja conteniendo los bloques. Estos fueron retirados, se les
quitd el micelio superficial mediante cepillado, se secaron en horno a 60°C y se pesaron

diariamente hasta alcanzar peso constante.
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Se calculo el porcentaje de pérdida de peso de cada bloque, para cada tiempo de
incubacion segun la férmula: (Pi-pf/pi) x 100

donde Pi es peso inicial de los bloques antes de la incubacidn, Pf es el peso final después
del tratamiento con los hongos y secado. La pérdida de peso fue la variable de respuesta
considerada como el resultado de la actividad del hongo sobre las maderas.

Los datos resultantes de las pérdidas de peso fueron analizados estadisticamente mediante
analisis de varianza, transformando los datos con la funcion arcsen. Y se realizé el test
Tukey para analizar las diferencias entre grupos es decir, entre la pérdida de peso
registrada en los distintos tiempos de incubacion. Los andlisis estadisticos se realizaron

con el programa R studio 2.15.1(R Development Core Team 2012)

Para evaluar la eficiencia del tratamiento térmico de la madera de pino frente al ataque de
hongos se realizé un ensayo siguiendo la norma EN 113 (CEN 2004, Verma et al. 2008).
Se utilizaron mini bloques cuyas dimensiones fueron de 5x10x30 mm (LxAxH) obtenidos
de tablas de P. taeda modificadas térmicamente. El proceso de modificacién térmica se
llevd a cabo en estufa de vacio (Cole Palmer, EEUU) a 180 °C durante 3 horas a una
presion de -100 kPa. Luego del tratamiento, las tablas permanecieron en la estufa en vacio
hasta alcanzar la temperatura ambiente. Los mini bloques fueron cortados de estas tablas
modificada. Por otro lado, se utilizaron mini bloques obtenidos de tablas de pino sin
modificacion térmica como testigo y mini bloques obtenidos de tablas de alamo (Populus
sp.) para evaluar la virulencia de los hongos. El contenido de humedad de las muestras
previo al experimento se determind indirectamente tomando 3 mini bloques que fueron
secados hasta llegar a peso constante a fin de calcular un promedio del contenido de
humedad que fue utilizado para corregir la masa de las muestras acondicionadas utilizadas
en el ensayo frente a los hongos siguiendo la misma metodologia y calculos que en el

caso de maderas que no fueron tratadas térmicamente.

Los mini bloques fueron esterilizados con radiacion y como se detall6 en el caso de los
bloques de maderas aserradas sin tratamiento térmico.

Se realizaron cultivos de los hongos T. versicolor y G. trabeum en placas de Petri
conteniendo agar extracto de malta al 4% (40 g de extracto de malta Difco, 20 g de Agar
/I H20). Una vez que el micelio cubrid toda la placa, se colocaron varillas de vidrio de 4
mm de didmetro estériles sobre el cultivo y se colocaron los bloques de madera sobre

ellas para impedir el contacto de la madera con el medio de cultivo y evitar la transferencia
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de humedad (Figura 4.3). Sobre las varillas se colocaron 4 bloques distribuidos
paralelamente en cada placa sin que tuviesen contacto entre si. Se realizaron 3 réplicas.
En total se evaluaron 12 bloques de pino tratados térmicamente, 12 bloques de pino sin

tartar (testigo) y 12 bloques de 4lamo para evaluar la virulencia de cada especie de hongo.

Figura 4.3. Esquema de la disposicion de los bloques de madera en la placa de Petri
conteniendo el micelio del hongo al que son expuestas.

Se incubaron las placas con temperatura y humedad relativa controlada, 25°C y 65%,
respectivamente, durante 12 semanas. Luego de las 12 semanas, los mini bloques fueron
retirados, se les quit6é el micelio superficial mediante cepillado, se secaron en horno a
60°C y se pesaron diariamente hasta alcanzar peso constante. Se calculé el porcentaje de
pérdida de peso de cada bloque en cada tiempo de incubacion segun la formula:
(Pi-pf/pi) x 100

La pérdida de peso fue la variable de respuesta considerada como el resultado de la

actividad del hongo sobre las maderas.

RESULTADOS

Los bloques analizados provenientes de tablas secas sin tratamiento fueron colonizados
por los hongos de ambas especies a través de las caras tangenciales. En los tres tiempos

de incubacion analizados, se observo una colonizacion superficial moderada de los
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blogues que se visualizé como una capa de micelio del hongo sobre los boques. En las
semanas 12, 16 y 20 el micelio desarrollado fue escaso, mientras que a la semana 27 hubo
una cobertura total de las caras expuestas de los bloques por el micelio fangico (Figura
4.4).

Figura 4.4. Bloques de pino colonizados por G. trabeum a las 27 semanas.

Esto se manifesto en la pérdida de peso de los bloques expuestos durante los diferentes
periodos de tiempo. Las figuras 4.5 y 4.6 muestran los resultados de la pérdida de peso

promedio en los diferentes tiempos de incubacién para cada especie de hongo evaluado.
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Figura 4.5. Pérdida de peso de maderas inoculadas con G. trabeum en los 4 tiempos
estudiados y maderas testigo a 27 semanas. Las medidas son el promedio de las réplicas
y las barras indican el desvio estandar.
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Figura 4.6. Pérdida de peso de maderas inoculadas con T. versicolor en los 4 tiempos
estudiados y maderas testigo a 27 semanas. Las medidas son el promedio de las réplicas

y las barras indican el desvio estandar.

Se observaron diferencias en la actividad de las dos especies de hongos. G. trabeum,
hongo de la podredumbre castafia produjo una pérdida de peso promedio del 32% a las
27 semanas de inoculado, mientras que T. versicolor productor de podredumbre blanca
solo produjo una pérdida de peso del 11% en el mismo periodo de incubacion. En el caso
del testigo (madera sin hongos inoculados), se determind que luego de las 27 semanas
hubo una pérdida de peso promedio de 8%. En cuanto a las diferencias en la pérdida de
peso de los blogues incubados durante 12, 16, y 20 semanas, el anélisis de varianza
realizado mostrd que el Unico tratamiento que presentd diferencias significativas fue el
de las maderas inoculadas con G. trabeum e incubadas durante 27 semanas frente a los
demas tratamientos incubados durante menos tiempo (p<0.05). Si bien T. versicolor
mostro diferencias en la pérdida de peso a las 27 semanas, con respecto a los otros tiempos

de incubacion, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

En cuanto a la durabilidad de madera de pino tratada térmicamente frente a hongos de la
podredumbre, se observé que para el caso de G. trabeum los mini bloques de madera de
pino sin modificacion téermica (referencia) fueron colonizados rapidamente por el micelio
del hongo (Figura 4.7), provocando una pérdida de peso del 33 % a las 12 semanas de

incubacion.
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En el caso de los mini bloques de madera tratada térmicamente hubo colonizacion de G.
trabeum, con una pérdida de peso del 12%.

La madera de alamo utilizada para evaluar la virulencia, tuvo una pérdida de peso
promedio de 11% observandose un escaso desarrollo de micelio superficial sobre estas

maderas, como es esperable por tratarse de una latifoliada (Figura 4.8).

Figura 4.7 a) Miniblogues de pino sin tratar (izquierda) y tratados térmicamente (derecha)

colonizados por G. trabeum b) detalle de minibloques de pino sin tratar degradados

50
40
30
20

0

Referencia Alamo 180/3 h

% peérdida de peso

Figura 4.8. Pérdida de peso de maderas de pino sin tratar (referencia), madera tratada
térmicamente (180%3h) y de alamo luego de 12 semanas de incubacién frente a G.
trabeum. Las medidas son el promedio de las réplicas y las barras indican el desvio

estandar.
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Para T. versicolor, se observé que el micelio creci6 superficialmente sobre las maderas
de pino tanto sin tratar (testigo), como en las tratadas térmicamente (Figura 4.9), sin
embargo no hubo actividad degradadora expresada en la pérdida de peso (1% testigo y
3% tratada térmicamente, respectivamente) (Figura 4.10). En el caso de los bloques de
alamo, a las 12 semanas hubo colonizacion y actividad degradadora provocando una
pérdida de peso del 34% confirmando la virulencia de esta especie en madera de
latifoliada (Figura 4.11)

Figura 4.9 Maderas de pino tratadas térmicamente (superior) y sin tratar (inferior) frente

aT. versicolor
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Figura 4.10. Pérdida de peso de maderas de pino sin tratar (referencia), madera tratada
térmicamente (180°3h) y madera de 4lamo luego de 12 semanas de incubacion frente a
T. versicolor. Las medidas son el promedio de las réplicas y las barras indican el desvio

estandar.
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Figura 4.11. Maderas de alamo colonizadas por T. versicolor

No se observaron diferencias significativas entre la referencia (madera de pino sin

modificar) y la madera modificada frente a T. versicolor.

DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, es evidente que las tablas secas de Pinus taeda
sin tratamiento han sido susceptibles de ser colonizadas a través de las caras tangenciales
generalmente expuestas en condiciones de uso tanto en construcciones y carpinteria. Este
hecho permite suponer que la madera de pino producida en el pais, dado su rapido
crecimiento, presenta una baja durabilidad natural en tanto pueden ser degradadas
rapidamente por hongos de la podredumbre. Se observé que madera seca de P. taeda
puede ser colonizada con hongos xiléfagos si la HR (humedad relativa ambiente) es
mayor o igual al 70%. Esto indica la alta susceptibilidad que tiene esta madera a la
colonizacion por hongos. Desde el punto de vista técnico, es una sefial de que la madera
de P. taeda sin tratamiento debe utilizase en ambientes secos para garantizar su
durabilidad.
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De las especies que se han inoculado experimentalmente, G. trabeum resulto ser mas
agresiva que T. versicolor, consistentemente con lo que ocurre en la naturaleza, donde los
hongos de la podredumbre castafia son los agentes mas importantes involucrados en la
biodegradacion de madera en ecosistemas de coniferas (Arantes & Goodell 2014). Ambas
especies, sin embargo, mostraron virulencia, como lo muestra la pérdida de peso de las
probetas de &lamo, frente a T. versicolor.

En el proceso de degradacion por G. trabeum pese a que en las primeras semanas la
pérdida de peso no fue significativa, alcanzaba en la semana 27, un 33% de pérdida de
peso. Es probable, que en las etapas tempranas la actividad degradadora de G. trabeum
no se manifieste a travées de la pérdida de peso mientras que pudo haber pérdida de ciertas
propiedades mecanicas. Se ha demostrado que al comienzo de la actividad degradadora
de los hongos productores de podredumbre castafia se puede producir la pérdida de hasta
un 70% en las propiedades mecénicas como la elasticidad y ruptura de la madera. Curling
et al. 2002, encontraron que la pérdida de masa provocada por G. trabeum fue
indetectable hasta que la pérdida en el modulo resistencia alcanzé un 40%. Esto se ha
atribuido a una extensiva despolimerizacién de la celulosa con un limitado metabolismo
de la glucosa. Winandy & Morrell (1993) han demostrado que la pérdida de hemiceluosa
en etapas tempranas de la colonizacion también se correlaciona con pérdidas de las
propiedades mecanicas de la madera.

Si bien las maderas de pino inoculadas con T. versicolor, presentaron un comportamiento
temporal en la pérdida de peso similar al de las inoculadas con G. trabeum, la pérdida de
peso a la semana 27 fue solo del 11%. Estos resultados concuerdan con lo encontrado en
estudios realizados con madera de Pinus sylvestris y bambu bajo las mismas condiciones
en que se efectud este estudio, donde el hongo de podredumbre castafia Coniophora
puteana produjo pérdida de peso del 50 % luego de 32 semanas de inoculado mientras
que Schizophyllum comune, de la podredumbre blanca, no tuvo efecto sobre estas maderas
(Wei et al. 2013). Nuestro resultado también es consistente con lo descrito por Curling et
al. (2002), sobre la evaluacion del efecto de la inoculacién de G. trabeum, Oligoporus
placentus (Poria placenta) y T. versicolor, con diferentes métodos, en maderas secas de
Pinus spp. Asi, las maderas expuestas a los hongos de la podredumbre castafia perdieron
considerablemente méas peso después de 12 semanas en todas las condiciones analizadas
respecto a los de la podredumbre blanca. En cuanto al pérdida de resistencia, observaron

que hubo el mismo comportamiento que con la pérdida de peso, en tanto en el caso de la
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resistencia, se puedo observar antes en el tiempo, detectandose entre el 60-80% de pérdida
de resistencia solo a las 6 semanas de inoculadas (Curling et al. 2002) .

Contrariamente al comportamiento de T. versicolor en madera de pino, la capacidad de
degradacion de madera de Eucalyptus por esta especie fungica, como por otras de la
podredumbre blanca evaluadas han mostrado producir pérdidas de peso algo variables,
existiendo diferencias significativas entre distintas cepas (Bettucci et al. 1992, Bettucci
et al. 1998). En un estudio sobre maderas tratadas térmicamente de E. grandis, se observo
que T. versicolor coloniz6 la madera sin tratar produciendo una pérdida de peso del 23%
mientras que el tratamiento térmico produjo una proteccion contra el ataque del hongo
con solo el 2% de pérdida de peso (Alonso et al. 2017).

Probablemente la diferencia en la actividad degradadora de T. versicolor en maderas de
coniferas, en relacion con las de latifoliadas, se deba a las diferencias en la composicion
de la lignina, las maderas de especies de latifoliadas contienen niveles més altos de lignina
de tipo siringil mientras que la lignina de coniferas esta constituida por unidades guiacil
derivados del coniferil alcohol, siendo este tipo de lignina mas resistente a la degradacién
por hongos de la podredumbre blanca (Highley 1982).

El tratamiento térmico evaluado en este trabajo (180° durante 3h) mostro ser efectivo para
aumentar la durabilidad de las maderas frente a G. trabeum, la pérdida de peso se redujo
de 33% al 11% en la madera de pino tratado térmicamente a pesar de que este Ultimo
valor aln es alto. Se trata de un tratamiento leve, de baja temperatura, ya que la
temperatura habitual para la modificacion térmica de madera se realiza a temperaturas
entre 200 y 250°C (Hill 2007). De esta forma, se verifico que es suficiente con alterar
ligeramente la composicién de la pared celular para limitar la accién degradadora de G.
trabeum. EI desvio estandar encontrado en la pérdida de peso entre los mini bloques
expuestos en las mismas condiciones es semejante al encontrado en evaluaciones
similares para otras especies de pino (Sivrikaya et al. 2015). Probablemente la
heterogeneidad resultante en la anatomia, la trasformacion y redistribucion de
componentes quimicos en cada muestra de madera, como resultado del tratamiento
térmico explica dicha variacién (Esteves & Pereira 2016). Numerosos estudios han
mostrado que el tratamiento térmico conduce a una mejora en la resistencia contra muchos
agentes biologicos de biodegradacion aumentando la resistencia a las podredumbres de
varios tipos de maderas y frente a varias especies de hongos de podredumbre. Dirol &
Guyonnet (1993), estudiaron el tratamiento térmico en maderas de abeto y alamo en

procesos térmicos a temperaturas entre 200 °C y 260 °C para evaluar la resistencia a la
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podredumbre por T. veriscolor, G. trabeum y C. puteana. Estos autores encontraron
menos del 1% en la pérdida de peso para las maderas tratadas térmicamente mientras que
en las no tratadas era de méas de 40%. Weiland & Guyonnet (2003) registraron una pérdida
de peso de 22,92% y 5,94% en madera de haya sin y con tratamiento respectivamente a
230 y 260 °C cuando la madera era expuesta a Poria placenta. Por otra parte, Rapp &
Sailer (2000), vieron que la resistencia de la madera de abeto y pino tratada térmicamente
frente a C. puteana se alcanzaba a una temperatura de 220 °C, pero no a 180°C y ni a 200
°C, mientras que en las maderas sin tratar se producian pérdidas de peso de 48% en abeto
y 40% en pino. En todos estos casos, las maderas modificadas térmicamente a
temperaturas mas altas parecen tener mayor resistencia a las podredumbres. Sin embargo,
la mayor temperatura de tratamiento provoca una degradacion de las propiedades
mecanicas de las piezas, por lo que deberian considerarse, segun el uso, las pautas a
sequir.

Cabe preguntarse cuales son las propiedades de la madera térmicamente tratada que han
limitado el desarrollo y la capacidad de degradacion.

Como resultado del tratamiento térmico por encima de los 180°C y no mas de 250°C la
madera tiene importantes transformaciones quimicas. Las hemicelulosas son los primeros
compuestos estructurales que se modifican incrementando la descomposicion de los
polisacaridos. El contenido de pentosanos de madera de pino tratada por 7 horas a 130°C
descendio de 11 a 9% (Potutkin & Shirayena 1975). Las hemicelulosas sufren reacciones
de deshidratacidn con un descenso en los grupos hidroxilos (Weiland & Guyonet 2003).
Este descenso de carbohidratos depende del tipo de tratamiento y del tipo de madera, por
ejemplo, es mayor para Betula pendula que para Pinus sylvestris (Zaman et al. 2000). La
celulosa es menos afectada que la hemicelulosa probablemente por su estructura
cristalina. Bourgois y Guyonnet (1988) encontraron que el tratamiento de madera de pino
a 260° no alteraba la celulosa significativamente. La cristalinidad de la celulosa se
incrementa debido a la degradacion de la celulosa amorfa, disminuyendo la accesibilidad
a las moléculas de agua por los grupos hidroxilos que contribuyen a un descenso en el
equilibrio del contenido de humedad (Wikberg & Maunu 2004, Boonstra et al. 2006). En
cuanto al contenido de lignina se ha observado que el tratamiento térmico incrementa su
porcentaje. La mayoria de los extractivos de la madera también se degradan durante el
tratamiento téermico al tiempo que se forman nuevos.

Otra propiedad de la madera que se modifica con este tipo de tratamiento es la reduccion

en el contenido de humedad, en el punto de equilibrio, lo que conduce a que se produzca
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un mejoramiento en la estabilidad dimensional, fundamentalmente debido a un descenso
en la higroscopicidad como resultado de los cambios quimicos. Esta estabilidad
dimensional puede ser el resultado de la formacién de polimeros de azlcares que son
menos higroscépicos que las hemicelulosas de las que derivaron (Dirol & Guyonnet
1993).

En sintesis, de acuerdo con Weiland & Guyonnet (2003), la madera tratada térmicamente
es mas resistente a las podredumbres por hongos debido a que las moléculas que resultan
del tratamiento, como furfural, pueden reticularse con la lignina de modo que las enzimas
de los hongos no reconocen el sustrato y por lo tanto no lo degradan. Asi mismo, la
madera tratada con calor tiene un punto de saturacion de la fibras més bajo que las no
tratadas debido al descenso en el equilibrio del contenido de humedad que conduciria a
una mejor resistencia a la biodegradacion. Asociado a este hecho, ocurre la
transformacion de las hemiceluosas que cambian de hidrofilicas y digeribles a moléculas
hidrofobicas.

Por otra parte, la variabilidad en la efectividad invasiva y degradadora de las cepas
fangicas, en relacion al aumento de la resistencia a los tratamientos térmicos, depende de
la temperatura del tratamiento, en menor medida de la duracion del tratamiento y menos
aun de la interaccion entre los factores temperatura y duracion (Esteves & Pereyra 2016).
Por lo antes expuesto, las tablas aserradas de pino producidas localmente presentarian
baja durabilidad frente a la presencia de hongos degradadores. Estas tablas sin tratamiento
adicional pueden ser rapidamente colonizadas y deterioradas, debido a que en nuestro
pais las condiciones de humedad y temperaturas prevalentes son las favorables para la
colonizacion y las especies evaluadas en este ensayo son frecuentemente encontradas en
los bosques en nuestro pais, por lo que el inoculo para efectuar la infeccion esta
ampliamente distribuido. Lo mas relevante es que la aplicacidn del tratamiento térmico
es una alternativa para brindar mayor durabilidad que no resulta contaminante del medio
ambiente como los tratamientos quimicos utilizados habitualmente. Las maderas de pino
producidas localmente tratadas térmicamente, evaluadas en este trabajo, como de
Eucalyptus grandis, que han mostrado capacidad de resistir la actividad degradadora de
hongos de la podredumbre blanca (Cantera et al. 2021) podrian constituir un insumo
renovable, con numerosas condiciones favorables para ser utilizadas en la construccion

tal como la capacidad de aislamiento térmico y facil mantenimiento.
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Conclusiones generales

Algunos de los resultados de las investigaciones que se encuentran expuestos en lo
capitulos de esta tesis, me reforzado algunas ideas y me han planteado algunas nuevas
preguntas sobre otras.

A veces ocurre en los ecosistemas de plantaciones con especies exéticas, que los hongos
habitualmente asociados a esas especies en su lugar de origen estan ausentes. En el
presente estudio se encontrd que muchas de las especies enddfitas de pino son también
colonizadoras de algunas Angiospermas estudiadas en Uruguay. Este hecho sugiere que
los hongos endofitos en plantaciones exoticas de pino podrian provenir del inéculo
presente en plantas nativas o Angiospermas exoticas extensamente plantadas en el pais
dada la ausencia de coniferas nativas, siendo las mas préximas las araucarias del sur de
Brasil.

Cabe considerar, al mismo tiempo, que el taxa mas frecuente en las plantaciones de mas
de 8 afios fue Lophodermium, tipico colonizador de coniferas y ausente en especies de
angiospermas. Las especies de este género encontradas en este estudio no revisten
importancia fitopatologica y son importantes descomponedoras de mantillo, lo que
asegura el rapido reciclaje de nutrientes. Por otra parte, competirian por el nicho con

especies cogenéricas patdgenas.

El patdgeno Fusarium circinatum, causante del cancro resinoso del pino, fue detectado
tempranamente en el pais y las medidas adoptadas para evitar su propagacion fueron
exitosas, demostrado por la ausencia de este en plantaciones. Por otra parte, en base al
diferente comportamiento de las distintas cepas obtenidas y evaluadas en experimentos
de inoculacién artificial, se puede asumir la presencia de una poblacidn heterogénea en

las semillas introducidas para la produccion de plantulas.
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En el estudio de los hongos productores de mancha azul asociados a escolitidos, aparecid
en el horizonte una compleja comunidad de microorganismos constituida por numerosos
taxa que se benefician en su nutricion como también se benefician los hongos en su
dispersion y adquisicion de nuevos recursos. Este trabajo constituye el primer estudio de
hongos manchadores de la madera en Uruguay. Se identificaron cuatro especies de
hongos Ophiostomatales asociados a los escarabajos de la corteza, siendo Ophiostoma ips
la especie predominante. Como se menciond, en las plantaciones de pinos en Uruguay, a
la fecha, los principales problemas sanitarios lo constituyen los insectos plaga, y de ellos,
los escarabajos de la corteza han tenido gran impacto. Dada la intima relacion que ellos
establecen con hongos fue importante detectar e identificar la presencia de hongos
manchadores como un avance en el conocimiento de un problema que afecta la calidad
de lamaderay su valor en la comercializacion. Las especies identificadas, son tipicamente
manchadores y han sido registradas asociadas a las especies de escarabajos estudiados en
numerosos paises. Es de suponer que la introduccién de estas se produjo con la

introduccion de los insectos vectores.

Ahora bien, merece la atencion la evaluacion de la actividad que desempefian los hongos
descomponedores sobre la madera de pino producida en el pais. Sin tratamiento adicional
esta madera blanda puede ser colonizada rapidamente y deteriorada por actividad de los
hongos degradadores de recursos lignocelulésicos frecuentemente encontrados en el pais.
El tratamiento térmico, una tecnologia limpia como alternativa a tratamientos altamente
contaminantes, mostrd brindar mayor durabilidad a la madera frente al ataque de hongos
de la podredumbre castafia. Las especies evaluadas en este trabajo son frecuentemente
encontradas en los bosques en nuestro pais, por lo que el inoculo para efectuar la infeccién

y degradacién de estas maderas esta ampliamente distribuido.

Para finalizar y volviendo al marco introductorio general los hongos constituyen un grupo
de organismos con variadas relaciones con las plantas y otros organismos, que hacen
posible que exista un reciclaje de recursos para el mantenimiento del ecosistema y el

equilibrio de sus poblaciones.
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affecting Pinus taeda seedlings in Uruguay

R. Alonso™® and L. Bettucci®

AlLaboratorio de Micologia Facultad de Ciencias-Facultad de Ingenieria, Universidad de la

Republica Montevideo, Uruguay.
BCorresponding author. Email: raquela@fing.edu.uy

Abstract.

In recent years Pinus spp. plantations have become an important resource that is continuously increasing

in Uruguay as well as in other countries. Fungal diseases in nurseries are common, and among them, Fusarium circinatum
(the pitch canker fungus) was found associated with Pinus taeda seedling, representing the first record of this pathogen

in Uruguay.

The pitch canker fungus Fusarium circinatum (Nirenberg and
O’Donnell 1998) is a destructive pathogen that affects several
Pinus species. Although the main symptom most frequently
associated with this pathogen is the presence of large resinous
cankers on the main trunk and lateral branches of trees, it can also
be associated with roots, shoots, cones and seedlings (Barnard
and Blakeslee 1980; Viljoen et al. 1994). This disease has been
detected in south-eastern USA (Kuhlman et al. 1982), Mexico
(Guerra-Santos 1999), South Africa (Viljoen ef al. 1994), Chile
(Wingfield ez al. 2002), Spain (Peréz-Sierra et al. 2007) and other
countries (Wingfield et al. 2008).

In Uruguay, forest plantation activity has increased over the
last 20 years and the main exotic species planted are Eucalyptus
spp. and Pinus spp. (Petraglia and Dell’ Acqua 2006).

Nursery diseases are common and most of them are related to
fungal pathogens. Recently, a symptom associated with Pinus
taeda seedlings was observed. Needles of affected seedlings
showed different stages of chlorosis ranging from pale green
to reddish-brown discolouration. Stem and collar rot with bark
cracks were detected and in some of them fungal sporodochia
were observed (Fig. 1).

For the isolation of fungi associated with the stem lesions,
segments of stems were placed in a moist chamber to stimulate
mycelial development and also segments of affected tissues were
surface disinfected (80% ethanol for 1min and 2% sodium
hypochlorite solution for 2min) rinsed with sterile distilled
water and placed in Petri dishes containing potato dextrose
agar (PDA). From colonies belonging to Fusarium sp. single-
conidium transfers were made to obtain pure cultures on PDA
and Spezieller Nahrstoffarmer agar (SNA) media allowing the
identification to species level (Leslie and Summerrell 2006).
Micromorphological characteristics, such as the presence of
simple and proliferating conidiophores with polyphialides,
microconidia in false heads, macroconidial shape, absence of
chlamydospores and the typical sterile coiled hyphae (Fig. 2),
led to the identification of Fusarium circinatum (Nirenberg
and O’Donnell 1998; Britz et al. 2002). Molecular methods
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Fig. 1.

Stem bark crack showing fungal sporodochia (x30).

were also performed to verify the identification. DNA was
obtained from fresh aerial mycelia by extraction with
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), followed by
organic extraction and isopropanol precipitation of the DNA
using the method described by Lee and Taylor (1990). The
intergenic spacer (IGS) region was amplified by the
polymerase chain reaction (PCR) using the CIRCIA and
CIRC4A species-specific primers (Schweigkofler et al. 2004).
The amplicons were separated by electrophoresis in agarose gel
(2%), stained with ethidium bromide (10 pug/uL), and visualised
and photographed under ultraviolet light. The amplicon
corresponded to the 360-bp fragment in accordance with those
predicted for F. circinatum.

This is the first report of the presence of this pathogen in
nurseries of Pinus taeda in Uruguay. This exotic pathogen was
probably introduced with seeds since in field plantations
symptoms have not yet been observed. On the other hand, a
significant volume of Pinus timbers is not frequently imported.
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Fig. 2. Coiled hypha and macroconidia of Fusarium circinatum (x400).

Although the incidence in nurseries is low, the control and
eradication of affected seedlings is very important in order to
avoid the expansion of the pathogen into the field. Since other
Fusarium species are very frequently found affecting several
crops in Uruguay due to the cool and humid climatic conditions
that favour the development of these fungi, monitoring of this
disease has become necessary.

On the other hand, although some practices for disease control
may include seedling destruction, application of chemical
products or biological control agents (Mitchell ez al. 2004), the
best way to reduce the disease incidence seems to be the selection
of plant-resistant genotypes to F. circinatum.
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