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INTRODUCCION

La actividad forestal en Uruguay ha crecido en forma sostenida en los Gltimos 25 afios.
La superficie plantada se ha multiplicado por 30 en ese periodo, alcanzando
aproximadamente las 1.000.000 de hectéareas afectadas. El 60% del total del area
forestada del pais corresponde al género Eucalyptus, con presencia mayoritaria de tres
de sus especies, E. globulus, E. dunnii y E.grandis (Uruguay XXI).

Las exportaciones del sector forestal entre los afios 2009 y 2012 crecieron a una tasa
promedio anual de 15% y representaron el 12% del total exportado por Uruguay en el
afio 2012. El principal producto exportado es la pasta de celulosa. Ademas se exportan
otros productos como: papel, cartdén, chips, tableros de madera y madera aserrada
(Uruguay XXI).

El sector forestal emplea aproximadamente 23.000 personas, entre empleos directos e
indirectos. En la produccion de madera y fabricacién de productos de madera trabajan
aproximadamente 5.000 personas y unas 2.700 en la fabricacion de papel y de los
productos de papel. A éstas se le suman los empleos indirectos de transporte,

logistica y los relacionados con la actividad de silvicultura (Uruguay XXI).

El aumento en el area forestada asi como la inversion realizada para ello, requieren de
medidas cada vez mas importantes en materia de proteccion contra plagas y
enfermedades que puedan afectar e impactar negativamente su valor actual y futuro
(Baldini et al. 2006). Un aspecto clave de cualquier programa de plantacion de
Eucalyptus es la produccion de plantulas o esquejes. En ese sentido las pérdidas de
plantines stock en el vivero pueden afectar seriamente el programa de plantacion
(Brown et al. 2002).

Los dafios en el vivero pueden ser causados por agentes bidticos y/o abidticos. Los
viveros ofrecen condiciones particularmente favorables, espaciamiento reducido, riego
regular, alta humedad vy utilizacion de fertilizantes entre otras, para el desarrollo de

epidemias (Alfenas et al. 2004). Estos patdgenos pueden provenir de los montes



cercanos, del suelo, semillas o material de propagacion vegetativa que se introduce en

el vivero (Brown et al. 2002).

La mayoria de las enfermedades en viveros de eucaliptos son causadas por hongos.
Estas enfermedades incluyen la muerte de las plantulas en germinacion, enfermedades
foliares y podredumbres radiculares (Alfenas et al. 2004). Entre los méas importantes se
encuentran damping-off causado por una variedad de hongos del suelo, el moho gris
junto con el marchitamiento y senescencia de tejidos causado por Botrytis cinerea,
especialmente en las zonas templadas y subtropicales (Brown et al. 2002). A esto le
siguen el complejo de enfermedades que incluyen manchas foliares, tizén, cancro de
tallo, pudricion de la raiz y la muerte de plantulas. Estas ultimas enfermedades suelen
ser producidas por varias especies de Cylindrocladium y Cylindrocladiella, que son

particularmente prevalentes en las regiones tropicales (Crous 2002).

Otros patdégenos, que afectan arboles maduros también pueden causar enfermedades
en viveros, como Colletotrichum gloeosporioides y especies de Coniella,
Phaeophleospora y Teratosphaeria. También es comdn en vivero la presencia de
oidios, que rara vez se encuentran afectando arboles en el campo vy la roya del
eucalipto, Puccinia psidii, también presente en viveros y en campo si las condiciones

ambientales son propicias (Brown et al. 2002).

Hongos del suelo, tales como algunas especies de Phytophthora y Fusarium, ademas
de su papel en el damping-off, a menudo causan enfermedades de las raices y en los
tallos particularmente cerca de la superficie del suelo. Thanatephoruscucumeris
(Rhizoctoniasolani) y Sclerotiumrolfsii son patdégenos del suelo que también pueden
causar enfermedad de los tejidos aéreos de eucaliptos en vivero (Brown et al. 2002)
(Alfenas et al. 2004). Si bien hay varias enfermedades destructivas potenciales de
plantas de vivero, incluso los mas graves pueden ser controlados adecuadamente por

las estrategias de manejo (Brown et al. 2002).



El género Calonectria fue erigido en 1867 por De Notaris. EI anamorfo, género
Cylindrocladium, fue descrito por primera vez por Morgan (1892) en los EE.UU. Este
hongo tiene una amplia distribucién en las regiones sub-tropical y tropicales del mundo,
y son especies patdgenas de numerosas plantas. Es miembro de los euascomycete,
orden Hypocreales. El estado teleomorfo se caracteriza por presentar un peritecio de
color amarillo oscuro casi rojo. El ascocarpo presenta una pared escamosa-verrugosa
y claviforme que produce ascosporas septadas o multiseptadas. El estado anamorfo,
se caracteriza por presentar conidiéforos ramificados y la presencia de una vesicula
terminal. Los conidios son de forma cilindrica, y pueden presentar una septa o ser
multiseptados. Tienen la capacidad de formar estructuras de resistencia

(clamidiosporas) permitiendo la supervivencia en el suelo. (Lombard et al. 2010c)

Las especies de Calonectria han sido descritas como causantes de enfermedades en
varios cultivos de importancia econdmica en todo el mundo. Cerca de 100 familias y
aproximadamente 335 especies de plantas han sido mencionadas como huéspedes

para éstos dos géneros de hongos (Lombard et al. 2010c).

En la actualidad se reconocen, 37 especies de Calonectria y 52 especies de
Cylindrocladium. Una busqueda general realizada por Lombard en el afio 2010, en
MycoBank(http://www.mycobank.org)y el indice Fungorum (http://www.indexfungorum.org)

dio lugar a un total de 291 y 261 registros de nombrespara Calonectria,
respectivamente. Para Cylindrocladium, indic6 un total de 98 y 93 nombres

respectivamente (Lombard et al. 2010c).

La mayoria de los reportes de enfermedad asociados con Calonectria en especies
forestales han sido en cinco familias de plantas, de las cuales los més importantes
estan asociados con Fabaceae (Acacia spp.), Myrtaceae (Eucalyptus spp.) y Pinaceae
(Pinus spp.). Hasta el momento se han identificado 57 especies de la familia
Fabaceae, 31 especies de la familia Myrtaceae y 17 de la familia Pinaceae,

susceptibles a Calonectria (Lombard et al. 2010c).

En Eucalyptus, diferentes sintomas suelen estar asociados a las especies patogénicas

del género Cylindrocladium, incluyendo: mancha foliar, podredumbre de esquejes y


http://www.mycobank.org/

caida de plantulas. La podredumbre comienza en la region de la interfase sustrato-
corte de la estaca. La lesion progresa en tejidos, oscureciendo por completo a los
mismos, y posteriormente causando la muerte a la planta (Aparecido et al. 2012).
Sobre la lesibn se puede observar una esporulacion blanquecina brillante que
corresponde a la fase asexual del hongo. Menos frecuentemente, en condiciones
favorables se pueden observar también estructuras globosas de color anaranjado-
rojizo sobre el tejido muerto, que corresponde a la fase sexual. Las manchas foliares
son generalmente pequefias, circulares, aproximadamente 5mm de diametro, de color
morado-rojizo, distribuidas en el limbo de la hoja (Alfenas et al. 2004). Las principales
fuentes de in6culo de este patdgeno, son estacas con los sintomas, sustrato infectado,
agua contaminada asi como también bandejas y tubetes contaminados (Alfenas et al.
2004).

La mayoria de estas enfermedades estan asociadas a plantines producidos en viveros,
pero en algunos casos se ha reportado especies de Cylindrocladium en plantaciones
comerciales adultas. En estos casos se ha reportado que estos patdégenos producen
enfermedades en hojas y tizon de tallo que resultan en la defoliacion del arbol llevando
a una pérdida de vigor del mismo (Lombard et al. 2010c). Los sintomas causados por
la enfermedad dependeran de diversos factores tales como las especies de eucaliptos,
especies de Cylindrocladium y también las condiciones ambientales. Las especies
identificadas como causantes de dichas patologias en Eucalyptus son C. candelabrum,
C. floridanum, C. gracile, C. ovatum, C. parasiticum, C. pteridis, C. scoparium (Alfenas
et al. 2004).

Las especies de Cylindrocladium se distinguen en su mayoria en base a la morfologia
del conidioforo, forma y tamafio de las fidlides, asi como el ancho y forma de sus
vesiculas terminales. En las especies que se les conoce el teleomorfo, Calonectria, se
utilizan como caracteres taxondmicos Utiles para la identificacion a nivel de especie la
morfologia de ascos, de ascosporas y anatomia del peritecio (Crous et al. 2001). Pese
a esto, la variacion morfologica ha sido fuente de mucha confusion en el pasado, y ha
dado lugar a la descripcion de varias especies que posteriormente pasaron a sinonimia
(Schoch et al. 2001b).



Los estudios filogenéticos en Calonectria y su anamorfo Cylindrocladium han incidido
sustancialmente en la taxonomia de estos géneros. La aplicacion de técnicas
moleculares (RAPD, RFLP, proteinas totales, hibridacion de ADN y comparacion de
secuencias ADN) para distinguir entre especies han permitido el reconocimiento de
numerosas especies cripticas (Lombard et al. 2010c). La comparacién de secuencias
de ADN, asociada a la inferencia filogenética, ha tenido el impacto mas dramatico en la
taxonomia de Calonectria siendo hoy en dia la técnica mas aplicada (Lombard et al.
2010c).

El género Cylindrocladiella, fue establecido por Boesewinkel (1982), y confirmado por
Crous en el afio 1994 (Lombard et al. 2012) como un género diferente a Calonectria.
Se distingue del estado anamorfo de Calonectria por el patrén de ramificacion de los
conidiéforos, forma y tamafio de conidios. Usualmente se trata de hongos de suelo y
estan considerados como patégenos o saprofitos de diversas plantas hospederas en
las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Han sido asociados con una
variedad de sintomas incluyendo manchas en hojas, y podredumbres de raices, tallos y

esquejes de productos agricolas, forestales y horticolas (Lombard et al. 2012).

Hasta el momento no existen antecedentes que cuantifiquen los dafios, ni valoren la
importancia de la enfermedad para las plantaciones ni para los viveros en Uruguay.
Tampoco se encuentra registro sobre la identificacion de las especies presentes en el

pais.

Dada la importancia de la identificacion del patégeno como pilar fundamental para
disefiar estrategias de manejo, y la falta de antecedentes nacionales respecto a las
especies de estos patdgenos, el objetivo del presente estudio fue la identificacion de
las especies de Calonectria y Cylindrocladiella presentes en viveros de eucalipto
particularmente en la region de Paysandu, Uruguay, por ser el &rea de influencia de la
E.E.M.A.C.



MATERIALES Y METODOS
Muestreo

A inicios del 2013, se tomaron muestras de cuatro viveros ubicados en el departamento
de Paysandu, tres de ellos cercanos a la ciudad de Paysandu (32°19'17"S,
58°04'32"W) y uno de ellos ubicado en las proximidades de Guichon (32°21'00"S,
57°12'00"W). Los Viveros A y D, producen especificamente Eucalyptus, el Vivero B
incluye dentro de su produccién, floricultura y lefiosas y el Vivero C se dedica a varias
lefiosas, incluyendo Eucalyptus y Pinus. Con fines comparativos ademas se incluyeron
muestras de hojas de plantines provenientes de Brasil. La recoleccién de las muestras
se realiz6 en sitios donde la probabilidad de hallar el patégeno fuese mayor, por
ejemplo en suelo, compost, plantines con sintomas, hojas con manchas foliares, lavado

de bandejas y arena de mini jardines clonales (Cuadro 1).

Cuadro 1. Numero de muestras colectadas en cada vivero segun sustrato

Vivero Compost Arena Planta Suelo Bandejas Total
A 6 - 11 4 - 21

B 3 3 9 1 - 16

C 3 - 8 5 - 16

D 3 2 6 2 2 15
Brasil - - 3 - - 3
Total 71

(-) no se encontr6 dicha combinacion,



Aislamiento

Las muestras fueron colocadas en camara humeda e incubadas a temperatura
ambiente para la induccion de esporulacion del hongo. La esporulacién se obtuvo de
forma directa desde la muestra, hojas y tallos con sintomas, o mediante hojas trampa
para sustrato, arena y suelo, siguiendo la metodologia descrita por Gongalves et al.
(2001). De las fructificaciones observadas bajolupa, se realizdé aislamiento directo
mediante la transferencia de conidios con una aguja estéril y siembra en agar con
extracto de malta (MEA) al 2%. Las placas sembradas fueron incubadas en camara de
crecimiento (Labotec 350), en condiciones controladas, a 25°C y oscuridad. De cada
colonia obtenida, se realizé purificacién de la cepa mediante el método de punta de
hifa. Bajo lupa, se tomaron puntas de hifas individuales con aguja estéril y se sembré

en una nueva placa, de forma de asegurar la pureza de la cepa.

Identificacion de las cepas

De los cultivos obtenidos se realizé extraccion de ADN. El micelio fue raspado de la
superficie, se liofiliz6 y molié a polvo utilizando nitrogeno liquido. Se extrajo el ADN
gendémico de dicho pulverizado mediante el método CTAB (Murray & Thompson, 1980).
Se cuantifico la concentracion de ADN obtenido mediante el espectrofotometro Nano
Drop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

La region ITS del ADN ribosomal fue amplificada y secuenciada utilizando los primers
ITS1 e ITS 4 (White et al. 1990). La mezcla utilizada para la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) consistio en 2,5 uL de dNTPS 2mM, 2,5 uL de 10 x PCR Taq buffer
+ KCI, 1,5 yL de MgCl, 25mM, 0,5 uL de primers reverse y forward a 10 mM, 0,1 uL de
Taq polimerasa (FERMENTAS) y ADN fungico en un rango de 20-100 ng, llevado a un
volumen total de 25 pyL con agua libre de nucleasas, autoclavada. Se verificd la
presencia de amplicon mediante una corrida electroforética en gel de agarosa al 1%,
visualizada con GoodView™. La secuenciacion del amplicon fue realizada por la

empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).



Las secuencias ITS obtenidas fueron procesadas usando el programa ChromasPro
version 1.7.5 (Technelysium Pty. Ltd., Eden Prairie, MN), donde fueron corregidas
manualmente por errores en la lectura de bases, cuando fue necesario.
Posteriormente, fueron sometidas a busqueda BLAST en NCBI GeneBank
(http://Aww.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi, verificado 2 Set, 2013). Con esta bldsqueda

se descargaron las secuencias publicadas en revistas arbitradas, que presentaban

hasta un 99% de similitud con la secuencia en estudio.

Las secuencias generadas fueron ensambladas junto a las secuencias de cepas tipo
de las especies mas cercanas obtenidas de la busqueda BLAST antes mencionada y
descargadas de GeneBank utilizando MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) y alineadas en MAFFT ((http://align.omr.kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server/,
verified 2 Set 2013) (Katoh et al. 2005).Luego en PAUP (Swofford 2002) se realizé un
analisis filogenético mediante Maxima Parsimonia con el método heuristico TBR (Tree
Bisection and Recombination). Como soporte se realiz6 analisis por Bootstrap con
1000 repeticiones (Hillis & Bull 1993). Como taxdn externo se utilizé la cepa tipo de Ca.
colombiensis para ambos casos (Lombard et al. 2009).

RESULTADOS
Muestreo

En la prospeccion realizada se colectaron 71 muestras que fueron procesadas en el
laboratorio de Fitopatologia de la EEMAC (Cuadrol). La intensidad de muestreo fue
similar para cada vivero. Entre 15 y 21 muestras en cada uno. Del total de muestras
analizadas provenientes de los cuatro viveros y de distintos sustratos se obtuvieron 65
cepas puras, de las cuales se tomaron 31 cepas al azar para continuar el estudio
(Cuadro 2).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

Cuadro 2. Numero de cepas tomadas al azar de cada vivero segun sustrato del cual
fue aislada.

Vivero Compost Arena Planta Suelo Bandejas Total
A 6 0 0 4 0 10
B 0 1 10 0 0 11
C 0 0 0 1 0 1
D 2 0 0 0 4 6
Brasil 0 0 3 0 0 3
Total 8 1 13 5 4 31

Identificacion de las cepas

La amplificaciéon de la region ITS del ADN ribosomal, produjo un amplicon de 500 pb

aproximadamente el cual fue utilizado para su posterior secuenciacion.

El analisis filogenético se realizd6 con las 31 secuencias obtenidas en el presente
estudio y 31 secuencias de referencia de especies de Calonectria y Cylindrocladiella
disponibles en GenBank (Cuadro 3).

El alineamiento final de las secuencias resultd en 476 sitios, de los cuales 391
caracteres fueron constantes, 7 caracteres fueron variables pero parsimoniosamente
no informativos y 78 resultaron informativos. Se obtuvieron 1000 arboles mas
parsimoniosos con iguales indices de consistencia (IC) y retencion (IR) de 0.88 y 0.97

respectivamente. La longitud de los mismos fue de 118 pasos (Figura 1).



Cuadro 3. Lista de cepas de referencia pertenecientes a especies de Calonectria y Cylindrocladiella

Especie ID de cepa N° accesion GeneBank ITS Referencia
Ca. cerciana CBS 123693 T GQ280559 Lombard et al. (2010d)
CBS 123695 GQ280560 Lombard et al. (2010d)
Ca. colombiensis CBS 112220 T GQ280566 Crous et al. (2004)
Ca. densa CBS 125261 T GQ280647 Lombard et al. (2010a)
CBS125250 GQ280646 Lombard et al. (2010a)
Ca. hawksworthii CBS 111870 T GQ280580 Crous (2002)
Ca. humicola CBS 125251 T GQ280648 Lombard et al. (2010a)
CBS 125269 GQ280650 Lombard et al. (2010a)
Ca. insularis CBS114558 T GQ280587 Crous (2002)
CBS114559 GQ280588 Lombard et al. (2010a)
Ca. pauciramosa CMW 5683 T GQ280608 Crous (2002)
CPC 416 GQ280607 Lombard et al. (2010a)
Ca. pentaseptata VM3 JX855951 Lombard et al.*
VM11 JX855953 Lombard et al.*
Ca. pseudospathiphylli CBS 109165 GQ280615 Lombard et al. (2010a)
Ca. reteaudii CBS 112143 GQ280621 Crous (2002)
CBS 112144 T GQ280620 Lombard et al. (2010a)
Ca. scoparia CPC 1675 GQ280557 Lombard et al. (2010a)
CPC 1679 GQ280558 Lombard et al. (2010a)
Ca. spathiphylli CBS 116168 T GQ280628 Lombard et al. (2010a)
CBS 114540 GQ280627 Crous (2002)
Ca. spathulata CBS 55592 GQ280630 Crous (2002)
CBS 112689 GQ280629 Lombard et al. (2010a)
Ca.sulawesiensis CBS 125277 T GQ280637 Lombard et al. (2010a)
CBS 125248 GQ280638 Lombard et al. (2010a)
Cy.camelliae STE U234 AF220952 Schoch et al.(2002)
Cy.langeriformis CBS 111061 JN100606 Lombard et al (2012)
CBS 34092 T AF220959 Schoch et al.(2002)
Cy. peruviana CBS 113022 JN100599 Lombard et al (2012)
Cy.natalensis CBS 114943 JN100588 Lombard et al (2012)

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, The Netherlands;
CPC: coleccidn de trabajo de Pedro Crous guardada en CBS;
CMW: coleccidn de Forestry and AgriculturalBiotechnologylnstitute (FABI);

T: cepa tipo

(*): Articulo en espera de admision.
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Figura 1. Uno de los 1000 arboles mas parsimoniosos obtenidos de la busqueda
heuristica con 1000 repeticiones de las secuencias de ITS del ADN ribosomal de las
cepas en estudio y las mas relacionadas segun busqueda de BLAST. Sobre las ramas
se presentan los valores de Bootstrap mayores a 75. Calonectria colombiensis fue

utilizado como taxon externo.

De acuerdo a dicho andlisis se pudieron identificar tres cepas, dos pertenecientes a
Ca. scoparia(PG 17 y PG 19) y una cepa (PG 10) a Cy. langeriformis. Veinte de las
cepas se agruparon en el clado donde se encuentran Ca. sulawesiensis yCa. humicola,



sin haberse logrado asociarse estrictamente a ninguna de estas especies. Sin
embargo, mediante la busqueda de BLAST 18 de las 20 secuencias tienen mayor
similitud con Ca. sulawesiensis y dos de ellas con Ca. humicola. Esto fue
posteriormente confirmado mediante la comparaciéon de las secuencias donde se

observé polimorfismo en nucleétidos simples (SNP por su sigla en inglés)(Cuadro 4).

Para el caso de las 18 cepas con mayor similitud a Ca. sulawesiensis, estas son
idénticas a la cepa de referencia, con una Unica substitucion de una base en la
posicion 421 del alineamiento. Mientras que para el caso de las dos cepas similares a
Ca. humicola, sélo difieren en la posicion 102 del alineamiento (Cuadro 4).

Debido a la falta de robustez del andlisis filogenético para estos grupos, estas cepas se
las nombra entre comillas, debido a que resta confirmar su identidadtaxonémica. Siete
cepas agruparon con Ca. pauciramosa y Ca. hawksworthii, siendo por BLAST
massimilares a Ca. pauciramosa, confirmado mediante el estudio de SNP. Donde
presentan 4 substituciones, con referencia a la cepa tipo de Ca. pauciramosa y 5 con
secuencia ITS de la cepa tipo de Ca. hawksworthii (Cuadro 4). La cepa restante agrup6
en el complejo camelliae, teniendo en BLAST los mismos porcentajes de similitud con

las especies Cy. peruviana y Cy. camelliae (Cuadro 4).

De las especies encontradas, “Ca. sulawesiensis” fue la que predomind,
encontrandose en todos los viveros y en las muestras de Brasil (Cuadro 5). “Ca.
humicola”, Cy. lageniformis y la cepa perteneciente al grupo Cy. camelliae fueron
aisladas en un unico origen. La primera de ellas s6lo en el vivero D y las siguientes
s6lo en el vivero A. Mientras que Ca. scoparia, se aislé unicamente de las muestras de
plantines recibidas de Brasil. Por su parte, “Ca. pauciramosa” no se encontré en todos
los sitios de muestreo, pero si fue encontrado en todos los sustratos analizados, suelo,
compost, plantas y enjuague de bandejas (Cuadro 5y 6). En el cuadro 7 se presenta
una lista con las cepas aisladas en el presente estudio, asi como su origen y su

identificacion.

Hubo una mayor variabilidad de especies en el compost analizado, de donde se
aislaron 5 especies distintas, predominando “Ca. pauciramosa”. Se lograron aislar 3

especies desde plantines con sintoma, de las cuales predominé “Ca. sulawesiensis’.



Del suelo y del enjuague de bandejas, se logré aislar “Ca. pauciramosa” y“Ca.

sulawesiensis”, con predominio de esta Ultima (Figura 2).

Cuadro 4. Comparacion de polimorfismos en nucleétidos simples de las secuencias de
del ITS del ADNr.

Cepa Sitios ITS

102 108 110 290 299 356 421 443

Ca. sulawesiensisT A A C T T A
PG 14

PG 20

PG 45

PG 54

PG 60

PG 3

PG 42

PG 44

PG 16

PG 15

PG 24

PG 64

PG 48

PG 63

PG 56

PG 51

PG 61

PG 50

PG 58

PG 52

Ca. humicola T G
Ca. pauciramosa T G
PG 2

PG 11

PG 13

PG 18

PG 27

PG 53

PG 55 .
Ca. hawksworthiiT G . . C

T
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Cepa Sitios ITS

80 256 405 467
Cy. camelliae CPC 237 - C C A
Cy. camelliae STE-U234 G
Cy. peruviana CBS 113022 . . G
PG 25 T A G G

Cuadro 5. Numero de cepas obtenidas de cada especie segun el vivero de origen de la
muestra.

Especie Vivero A Vivero B Vivero C ViveroD Otros N°
cepas

“Ca. humicola” - - - 2 - 2
“Ca. pauciramosa” 4 2 - 1 - 7
Ca. scoparia - - - - 2 2
“Ca. sulawesiensis” 4 9 1 3 1 18
Cy. lageniformis 1 - - - - 1
Complejo camelliae 1 - - - - 1

(-) No se encontré la combinacion.

Cuadro 6. Presencia/Ausencia de especies obtenidas en cada uno de los sustratos
analizados.

Especie Compost Suelo Plantin Arena Bandejas
“Ca. humicola” Si - - - -
“Ca. pauciramosa” Si Si Si Si Si
Ca. scoparia - - Si - -
“Ca. sulawesiensis" Si Si Si - Si
Cy. lageniformis Si - - - -
Complejo camelliae Si - - - -

(-) No se encontré la combinacion.



Plantines

Compost

Ca. scoparia
15%

“Ca. pauciramosa"
8%

"'Ca. pauciramosa""

"*Ca. humicola” 37%
25%

""Ca. sulawesiensis""
7%

n=7 n=13

“Ca. pauciramosa"
20% "Ca. pauciramosa”
25%

"Ca. sulawesiensis"
0, " o Sann
80% Ca. sulawesiensis
75%

Figura 2. Presencia relativa de especies segun sustrato.A) Porcentaje de especies
presentes en las muestras de compost; B) porcentaje de especies en las muestras de
plantines; C) porcentaje de especies en las muestras de suelo; D) porcentaje de
especies en las muestras de bandeja.



Cuadro 7. Lista de cepas analizadas en este estudio.

Cepa Especie Vivero Sustrato
PG52 “Ca. humicola” D Compost
PG58 “Ca. humicola” D Compost
PG11 “Ca. pauciramosa” A Compost
PG13 “Ca. pauciramosa” A Compost
PG 2 “Ca. pauciramosa” A Suelo
PG27 “Ca. pauciramosa” A Sustrato
PG18 “Ca. pauciramosa” B Arena
PG53 “Ca. pauciramosa” B Plantin
PG55 “Ca. pauciramosa” D Bandeja
PG17 Ca. scoparia Brasil Plantin
PG19 Ca.scoparia Brasil Plantin
PG16 “Ca. sulawesiensis” A Compost
PG 3 “Ca. sulawesiensis” A Suelo
PG14 “Ca. sulawesiensis” A Suelo
PG15 “Ca. sulawesiensis” A Suelo
PG42 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG44 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG45 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG48 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG50 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG51 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG61 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG56 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG64 “Ca. sulawesiensis” B Plantin
PG24 “Ca. sulawesiensis” Brasil Plantin
PG20 “Ca. sulawesiensis” C Suelo
PG54 “Ca. sulawesiensis” D Bandeja
PG63 “Ca. sulawesiensis” D Bandeja
PG60 “Ca. sulawesiensis” D Bandeja
PG25 Complejo camelliae A Compost
PG10 Cy. lagenifrormis A Compost




DISCUSION

El presente estudio representa la primera prospeccion de Calonectria vy
Cylindrocladiella realizada en viveros de eucalipto en Uruguay. Mediante la inferencia
filogenética basada en la comparacion de la regién ITS del ADN ribosomal se pudo
confirmar la presencia de cinco grupos taxonémicos en los viveros prospectados, y una
especie en los plantines provenientes de Brasil muestreados. El método utilizado
permitié confirmar la identidad de dos especies, Ca. scoparia asociada a las muestras
de plantines provenientes de Brasil y Cy. lageniformis en una muestra de compost. No
se pudo confirmar la identidad de las cepas restantes por la falta de resolucion de la
region ITS en las cepas en estudio, por lo que deber& continuarse el andlisis con otros
genes para realizar un andlisis multigénico y obtener mayor resolucion.Para esto se
utilizan las regiones de B-tubulina e Histona H3, asi como también TEF-1a y la region
que codifica para la calmodulina (Lombard et al. 2010c).

Cylindrocladiella peruviana, fue reportada por primera vez en 1982 como patdégeno en
Eucalyptus camaldulensis, E. grandis, E. nitens, E. tereticornis en Sudéfricay en Brasil
en Eucalyptus sp.(Crous 2002). Mientras que Cy. camelliae, fue reportada por primera
vez por Boesew en 1982 (citado por Farr & Rossman, 2013), y hasta la fecha ha sido
reportada en E. camaldulensis, E. grandis, E.nitens, E.tereticornis y E.urophyla en
Sudafrica; en suelo en Australia, Brasil, Nueva Zelanda y Sudafrica (Farr& Rossman,
2013).Por otro lado, Cy. lageniformis, fue reportada por primera vez en 1993 por Crous,
en Brasil y en Sudafrica ha sido reportada en Eucalyptus sp.(Crous 2002). En el
presente estudio la cepa asociada al complejo Cy.camelliae y Cy. lageniformis fueron

aisladas unicamente de compost, no encontrandose asociada a plantines.

Calonectria pauciramosa ha sido reportada a nivel mundial en numerosas plantas
huésped, incluso en Uruguay (Lombard et al. 2010 b). Esta especie ha estado asociada
a enfermedades tales como damping-off, tizén foliar y pudricién de raiz y estacas.
Tanto en Africa como en Australia se considera el patégeno dominante de viveros
(Lombard et al. 2010b). En el presente estudio cepas pertenecientes al mismo clado
que esta especie, fueron encontradas presente en todos los sustratos, en tresde los
cuatro viveros muestreados, evidenciando la amplia distribucion de esta especie en la

region de Paysandu.



Calonectria sulawesiensis y Ca. humicola fueron descritas en el afio 2010 por Lombard
et al. (2010a), aisladas de Eucalyptus sp. en Indonesia y de suelo en
Ecuador,respectivamente. En los sitios aqui analizados las cepas similares a Ca.
humicola fueron poco frecuentes (sélo dos cepas), obtenidas de un Unico vivero y
desde compost. Mientras que cepas similares a Ca. sulawesiensis fueron las mas
predominantes del muestreo, con presencia en todos los viveros y en la mayoria de los
sustratos con excepcién de la arena de los minijardines donde no fue recuperada en el
muestreo realizado. Por lo tanto este estudio estaria evidenciando una mayor

distribucion geogréfica de ambas especies.

Las muestras procesadas de Brasil, fueron las Unicas de donde se aislé Ca. scoparia.
Esta especie fue descrita en 1973 por Booth & Gibson (Crous et al. 1993). Este es un
patégeno de numerosos huéspedes y de distribucibn mundial. Se ha reportado que
causa una amplia gama de sintomas de la enfermedad incluyendo pudricion de la raiz,
putrefaccion de estaca, cancro del tallo, manchas foliares, asi como tizén en tallo y
semillas (Crous et al. 1993).

Los resultados aqui presentados estan acotados por lo limitado del muestreo, por lo
cual permite un diagnéstico preliminar de la importancia de Calonectria y
Cylindrocladiella como patégenos de viveros en Paysandl. Se deberan realizar mas
muestreos y en distintos momentos del afio para verificar si estos resultados se
confirman o si fueron apariciones puntuales del patégeno. De igual modo, el andlisis
molecular con la inclusién de mas genes permitira una identificacién a nivel de especie

para mejorar la resolucién de aquellos grupos que aqui no se han podido confirmar.

Las cepas puras obtenidas pasaron a formar parte de la primera coleccidén de cepas
de Calonectria y Cylindrocladiella spp. de la Facultad de Agronomia de la Universidad
de la Republica , Estacion Experimental Mario Cassinoni, y constituyen el primer

insumo disponibles para futuras investigaciones en el tema.



CONCLUSIONES

e Se encontrd6 una gran rigueza de especies de Calonectria y Cylindrocladiella
presentes en viveros de eucalipto,pese a lo acotado del muestreo (cuatro viveros de

un mismo departamento, muestreados una Unica vez a fines del verano).

e Todas las especies identificadas han sido reportadas como patogénicas a excepcién

de Cy. humicola que ha sido reportada sélo en suelo.

o Este estudio representa la primera referencia nacional respecto a este grupo de
patégenos en eucalipto. La completa identificacién de las cepas aqui estudiadas
debera incluir otras regiones genémicas que permitan una mayor resolucion. Sin

embargo

e La ampliacién del muestreo incluyendo distintas estaciones del afio y otras regiones
del pais permitir4 tener una mejor caracterizacion de la riqueza especifica de estos

patégenos a nivel nacional.

e El conocimiento de las especies presentes permiten una aproximacion a la biologia
de las mismas y por consiguiente un acercamiento a un manejo mas eficiente de las

enfermedades causadas por estos patdégenos.

e La coleccién de cepas conservadas en la EEMAC, permitira estudios futuros que
incluiran por ejemplo estudios de patogenicidad para caracterizar la capacidad de
causar enfermedad de cada una y su respectiva agresividad, lo cual permitira

enfocar el manejo de esta enfermedad hacia las especies patdgenas prioritarias.
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