ISSN: 1688-9266

INSTITUTO
NACIONAL DE
INVESTIGACION
AGROPECUARIA

VI JORNADA TECN'CA DE  Agosto 2014
PROTECCION FORESTAL s21 3

TECNICA
INIA



VI JORNADA TECNICA DE
PROTECCION FORESTAL.

Editores: Gustavo Balmelli*
Sofia Simeto**
Gonzalo Martinez***
Demian Gémez****

* Ing. Agr., M.Sc., Genética Vegetal y Fitomejoramiento, Programa Nacional de Investigacion en Produccion Forestal.
INIA Tacuarembb.

** Lic. en Cs. Biol., Fitopatologia, Programa Nacional de Investigacion en Produccion Forestal. INIA Tacuarembo.
***Lic. en Cs. Biol., M.Sc. Entomologia, Programa Nacional de Investigacién en Produccion Forestal. INIA Tacuarembd.
****Lic. en Cs. Biol., Entomologia, Programa Nacional de Investigacién en Produccion Forestal. INIA Tacuarembé.




Titulo: VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

Editores:  Gustavo Balmelli
Sofia Simeto
Gonzalo Martinez
Demian Gémez

Serie Técnica N° 213

© 2014, INIA

Editado por la Unidad de Comunicacién y Transferencia de Tecnologia del INIA
Andes 1365, Piso 12. Montevideo, Uruguay.
http://www.inia.uy

Quedan reservados todos los derechos de la presente edicion. Esta publicacion no se podra
reproducir total o parcialmente sin expreso consentimiento del INIA.



Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria

Integracion de la Junta Directiva

Ing. Agr., MSc., PhD. Alvaro Roel - Presidente
D.M.T.V., PhD. José Luis Repetto - Vicepresidente

MINISTERIO DE GANADERIA
AGRICULTURA Y PESCA

REPUBLICA ORIENTAL DEL URUGUAY

D.M.V. Alvaro Bentancur

D.M.V., MSc. Pablo Zerbino

\

CONEL CAMPO _PARS pf, jpocusy

Ing. Agr. Joaquin Mangado
Ing. Agr. Pablo Gorriti







CONTENIDO

Pagina

. LA AVISPA AGALLADORA DEL EUCALIPTO Leptocybe invasa:

RECONOCIMIENTO, DANOS Y POSIBLES ESTRATEGIAS DE MANEJO. ............. 1
. ESTACIONALIDAD DEL VUELO EN ESCARABAJOS DE CORTEZA DE PINO

ENURUGUAY. ... e e 9
. IDENTIFICACION, CARACTERIZACION Y PATOGENICIDAD DEL HONGO

ENTOMOPATOGENO Paecilomyces cateniannulatus AISLADO DE

Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA: THAUMASTOCORIDAE) EN EL

ESTADO DE RiO GRANDE DEL SUR —=BRASIL. .....oooviiiiiiiiiiiieeieeeeeeee 17
. HONGOS ENTOMOPATOGENOS PARA EL CONTROL DE LA CHINCHE DEL

EUCALIPTO Thaumastocoris peregrinus: RESULTADOS PRELIMINARES. ............. 27
. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE Calonectria PRESENTES EN

VIVEROS FORESTALES EN PAYSANDU. ......cccooiiiiiiiiiie oo 39
. ENFERMEDADES BACTERIANAS EN EUCALIPTO: ESTADO DEL

CONOCIMIENTO A NIVEL NACIONAL. ....ootiiiiiiie e 53
. RESPUESTA DE Eucalyptus grandis INOCULADO CON Teratosphaeria

GAUCRBNSIS. ... ... 65

. EFECTO DE Teratosphaeria nubilosa SOBRE EL CRECIMIENTO DE Eucalyptus
globulus Y Eucalyptus maidenii AL ANO DE INICIADA LA INFECCION. .................. 73

. VARIABILIDAD GENETICA EN SUSCEPTIBILIDAD A Teratosphaeria
pseudoeucalypti EN EUCALIPTOS COLORADOS. ..o 85







PRESENTACION

El sector forestal se esta transformando en uno de los principales sectores de la economia
nacional. Sin embargo, el rapido crecimiento del area forestada ocurrido en los ultimos
afios, asi como la concentracion de las plantaciones en determinadas zonas y la escasa
diversidad de especies utilizadas han generado condiciones propicias para el aumento de
enfermedades y plagas, lo que es esperable en la mayoria de los sistemas productivos.
A su vez, el aumento en el comercio internacional y en el turismo incrementa el riesgo del
ingreso accidental de plagas y enfermedades forestales al pais.

Dada la gran importancia que tiene la sanidad forestal, tanto en la productividad de las
plantaciones como en la calidad de la madera producida, en los ultimos afios se han incre-
mentado los esfuerzos de varias instituciones y empresas nacionales en investigaciéon y en
capacitacion en la tematica. También se ha reconocido la importancia de la cooperacion
entre las distintas instituciones como base para la generacion de sinergias a nivel nacional
e internacional. En este marco, las Jornadas Técnicas de Proteccion Forestal, organizadas
por INIA desde el 2007, constituyen hoy por hoy un ambito consolidado para que institu-
ciones y empresas den a conocer los proyectos de investigacion en curso y los resultados
obtenidos en los mismos.

Con el fin de contribuir a la difusiéon de la informacién generada, la presente publicacion
reune la mayor parte de los trabajos de investigacion presentados durante la VI Jornada
Técnica de Proteccion Forestal realizada en INIA-Tacuarembd en los dias 14 y 15 de no-
viembre de 2013. El Programa Nacional de Investigacion en Produccion Forestal del INIA
agradece a los autores de los trabajos aqui presentados.

Roberto Scoz.
Director del Programa Nacional de
Investigacion en Produccién Forestal.







CAPITULO I
LA AVISPA AGALLADORA DEL EUCALIPTO
Leptocybe invasa: RECONOCIMIENTO,

DANOS Y POSIBLES ESTRATEGIAS

DE MANEJO

Carolina Jorge', Demian Gémez?, Gonzalo Martinez-Crosa?

1. INTRODUCCION

El género Eucalyptus representa en la pro-
duccioén forestal de Uruguay el 80% de la
superficie forestada, equivalente a unas
800.000 ha (MGAP, 2014). Las especies
que presentan un mayor numero de hecta-
reas plantadas con fines comerciales son
Eucalyptus globulus Labill. y E. grandis W.
Hill ex Maiden, mientras que los eucaliptos
colorados (E. tereticornis y E. camaldulen-
sis Dehnh.) son las mas utilizadas en pre-
dios ganaderos como cortinas y montes de
abrigo. ElI aumento del area plantada con
Eucalyptus spp. ha sido acompafado por
un aumento en la ocurrencia e ingreso de
nuevas plagas y enfermedades al pais (Mar-
tinez, 2010), tendencia que también ha sido
observada a nivel mundial (Paine, 2010; Pai-
ne et al., 2011).

En los dltimos afos los insectos inductores
de agallas han causado graves problemas
sanitarios en eucaliptos plantados a nivel
mundial, ocasionando en casos extremos la
detencion de la actividad forestal en zonas
de gran infestacion (Mendel et al., 2004). Es-
tos insectos generan dafo principalmente a
nivel del follaje en eucaliptos, pudiendo lle-
gar a causar la muerte en arboles jovenes
o debilitados (Mendel et al., 2004; Dittrich-
Schroder et al., 2012). Hasta el momento se
conocen tres especies de agalladores que
atacan el follaje de los eucaliptos: Ophely-
mus maskelli Ashmead, 1900; Selitrichodes
globulus La Salle & Gates, 2009 y Leptocybe

invasa Fischer & La Salle, 2004. Considera-
da una plaga primaria por su capacidad de
atacar indistintamente arboles débiles como
sanos, L. invasa es una de las mas dafinas.
L. invasa es originaria de Australia. Fue de-
tectada en el afio 2000 en Israel asociada
a una elevada mortandad en plantaciones
jévenes y viveros de E. camaldulensis en
oriente medio, norte de Africa y la region
mediterranea, describiéndose como género
y especie nuevos en el aino 2004 (Mendel et
al., 2004; Wilken y Berti-Filho, 2008; Dittrich-
Schroder et al., 2012). Desde su deteccion
en Israel se ha dispersado rapidamente, re-
portandose su presencia en pocos afos en
paises de Europa, Asia, Africa y América (Fi-
gura 1). Fue detectada en el continente ame-
ricano en el afio 2008 en el noreste de Brasil
y en el afio 2010 en Argentina; en Uruguay
fue detectada en 2011 y formalmente repor-
tada en marzo de 2013.

En Brasil se extendié rapidamente; al presen-
te ha sido reportada en los estados de Ba-
hia, Sdo Paulo, Minas Gerais, Matto Grosso
do Sul, Parana, Tocantins, Maranhdo, Per-
nambuco (Barboza et al., 2012; Wilken et al.,
2012) y mas recientemente en Rio Grande do
Sul (Garlet et al., 2013). En Argentina se esta
viendo una situacion similar, declarandose
desde su deteccion como emergencia fitos-
anitaria por el Servicio Nacional de Sanidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASA, 2011,
2012). En concordancia a los antecedentes
existentes en la region, el 2 de diciembre de
2013 el Comité Ejecutivo de Coordinacién en

" Polo de Desarrollo Universitario Forestal. Centro Universitario de Tacuarembd. Joaquin Suarez 215, Tacuarembod.
2 Programa Nacional de Produccion Forestal. INIA Tacuarembd. Ruta 5 Km 386, Tacuarembo.
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Figura 1. Distribucion mundial de L. invasa. Amarillo: sitio de origen, rojo: paises donde ha

sido reportada.

materia de Plagas y Enfermedades (CECO-
PE) declar6 a L. invasa tema prioritario a nivel
fitosanitario para el sector forestal nacional. El
objetivo de este trabajo consiste en presentar
el estado actual del conocimiento de L. invasa
en Uruguay, caracteristicas diagnosticas de la
especie, sintomas, signos, dafo y perspecti-
vas a futuro.

2. MATERIALES Y METODOS

Las fotografias de agallas y de los ejemplares
fueron obtenidas durante salidas puntuales
préximas a la estacion experimental de INIA
Tacuarembd. Los registros de la presencia
de L. invasa en los diferentes departamen-
tos se obtuvieron en recorridas puntuales del
equipo de trabajo en sitios con Eucalyptus
spp., por datos del Departamento de Protec-
cion vegetal de la Facultad de Agronomia
y por relevamientos realizados por algunas
empresas forestales. También se obtuvieron
algunos registros en la revisiéon de las tram-
pas amarillas del Monitoreo Nacional de la
Chinche del Eucalipto (Thaumastocoris pe-
regrinus) de la empresa UPM. Se realizaron
disecciones de agallas para evaluar el esta-
dio de desarrollo de las avispas dentro de las
mismas. Las observaciones de los ejempla-
res se realizaron bajo lupas estereoscopicas
Nikon.

3. RESULTADOS
Ubicacion taxondémica

Leptocybe invasa Fisher & La Salle es una
micro-avispa del orden Hymenoptera, su-
perfamilia Chalcidoidea, familia Eulophidae,
subfamilia Tetrastichinae, siendo hasta el
momento la Unica especie del género.

Caracteres morfolégicos utilizados
para la identificacion de L. invasa

Leptocybe invasa se puede distinguir prin-
cipalmente de las otras especies de avis-
pas agalladoras que atacan Eucalyptus
por caracteres morfologicos presentes en
las regiones cefalica y toracica. Algunos
caracteres son Unicamente apreciables
en vista dorsal, lo que puede dificultar su
identificacién en trampas amarillas pega-
josas. Hasta el momento hemos encon-
trado solamente ejemplares hembras, el
sexo mas comun de observar (Aquino et
al., 2011). Los machos descriptos solo han
sido registrados para Turquia (Doganlar,
2005; Aquino et al., 2011). Por tanto los
caracteres diagnésticos presentados a
continuacioén corresponden a hembras en
base a la descripcidon original de Mendel
et al. (2004).
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Tamafio: Es una avispa muy pequefia cuyo
cuerpo puede alcanzar los 1.1-1.4 mm de
largo.

Coloracion: El cuerpo en general es castafio-
oscuro, con un leve tornasol azul-verdoso en
el térax que le confiere un aspecto metali-
zado. El abdomen suele presentar bandas
castafio-claras. Base de las antenas (esca-
po) castano claro, funiculo y clava (maza)
castafnos (Figura 2A).

Cabeza: Las antenas presentan el escapo
mas largo que el pedicelo (a diferencia de
S. globulus en que ambos son de similar ta-
mano), el cual se ensancha en su porcién
media (diferencidndose de O. maskelli que
presenta el mismo ancho en toda su longi-
tud). Antenas con cuatro anelli (anillos), tres
segmentos funiculares y clava (maza) for-
mada por tres segmentos de igual tamario
(Figuras 2B y 2C).

Toérax: Protérax corto, mesotérax bien
desarrollado, cuya porcion distal en vista
dorsal (escutelo) se encuentra dividida en
tres zonas separadas por estrias o surcos
sublaterales (Figura 2D). Las alas son hia-
linas, con pequefias setas en toda su ex-
tensién y nervaduras levemente marcadas
de coloracion castafo claras. La vena post
marginal es mas corta que la vena estigmal
(Figura 2A). La vena submarginal presenta

un numero variable de 2 a 5 setas visibles
en vista dorsal.

Abdomen: El ovipositor presenta un mayor
desarrollo interno, se puede ver externamen-
te que las valvas son cortas (Figura 2A).

Biologia y ciclo de vida

Conocer la historia natural de un insecto pla-
ga es vital para poder desarrollar estrategias
de control adecuadas y disminuir asi su den-
sidad poblacional y con ello el dafio que éste
pudiera ocasionar sobre el cultivo. Como
suele suceder cuando una especie plaga ha
sido recientemente reportada para un pais,
se cuenta con escasa informacion acerca de
la biologia de L. invasa. Presenta parteno-
génesis telitoca; hasta el momento sélo se
han registrado machos en Turquia (Aquino
et al., 2011; Doganlar, 2005). Este tipo de re-
produccién se puede observar en especies
en las que los machos no existen o son muy
escasos, por lo que los huevos producidos
por las hembras van a generar hembras di-
ploides (Bentancourt, 2009).

El desarrollo postembrionario se realiza in-
tegramente dentro de la agalla inducida por
el insecto. El primer sintoma de ataque es la
presencia de pequefias lineas a ambos la-
dos de la nervadura central ocasionadas por
el raspaje de la epidermis con el ovipositor

Figura 2. Morfologia corporal y caracteres diagndsticos de L. invasa. A. Aspecto general. B. Cabeza y
térax en vista dorsal, C. detalle de las antenas. D. Mesotérax, donde se aprecia el escutelo
trisegmentado. Referencias: p: pedicelo; f: flagelo; c: clava y es: escapo. Escala: 0.2 mm.




VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

Figura 3.

- guby D

Diferentes estadios de desarrollo de las larvas dentro de las agallas. A.

marcas de oviposicion, B y C. larvas en los primeros estadios, D. larva
madurando, E. estadio entre pupa-adulto, F. orificio de emergencia del

adulto.

por parte de la hembra durante la oviposicion
(Figura 3A). Se ha propuesto que la forma-
cién de las agallas se iniciaria por accion de
secreciones quimicas de la larva liberadas
durante la alimentacion. Ambas acciones po-
drian ser las causantes de la hiperplasia oca-
sionada en el tejido vegetal, que culmina en la
formacion de la agalla caracteristica de todos
los insectos pertenecientes a este gremio.
Por tanto, los cambios morfolégicos a nivel
de forma, tamafio y coloracion observados en
las agallas de los 6rganos vegetales ataca-
dos, son concordantes con la evolucion de los
estadios de desarrollo del insecto dentro de
las mismas (Figura 3). Cuando las agallas co-
mienzan a formarse presentan una coloracion
verde clara; a medida que las larvas se van
desarrollando van adquiriendo una tonalidad
rojiza que culmina en un color que varia de
rojo oscuro a bordd cuando estan maduras (el
insecto ha pupado y esta pronto para emerger
como adulto) (Figura 3B-E). En el momento
de mudar a adulto el insecto perfora la agalla
para salir (Figura 3F).

Estudios en vivero realizados por Mendel et
al. (2004) indicaron que para lIsrael L. inva-
sa presentaria un ciclo de aproximadamente

130 dias de duracion con dos o tres gene-
raciones al afio solapadas. Por otro lado,
en Argentina si bien el ciclo también fue de
aproximadamente 130 dias, observaron la
presencia de 2 generaciones anuales no
solapadas (Aquino et al., 2011; Botto et al.,
2012). Teniendo en cuenta que el ingreso al
Uruguay es todavia muy reciente, carecemos
de informacion acerca de la duracion del ci-
clo y del numero de generaciones anuales.

Sintomas y signos

A campo se la puede diferenciar de otras es-
pecies de insectos agalladores por la forma,
tamafio y ubicacion de las agallas. Las aga-
llas de Leptocybe invasa siempre se ubican
sobre la nervadura central y/o en el pecio-
lo, también se pueden encontrar en ramas
o tallos en plantas joévenes (Figura 4). En
ataques recientes se pueden observar ras-
paduras a modo de lineas rectas sobre el
tejido afectado ocasionadas por el ovipositor
de la hembra durante la oviposicion (Figura
3A). En casos en que el tamafio poblacional
es muy grande, pueden llegar a observarse
hembras sobre las hojas en busca de sitios
para depositar sus huevos.
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Figura 4: Forma y posicion tipica de agallas de L. invasa. A. sobre peciolos
de E. benthamii. B. sobre nervadura central y peciolos en eucalipto
colorado.
Danos plantaciones comerciales de Soriano, Rio

El dano ocasionado por el ataque de esta
especie se caracteriza por el curvado y de-
formacién de hojas y brotes que se traduce
en una reduccion del area fotosintética de la
planta (Figura 5). A su vez, la planta puede
experimentar estrés general a consecuencia
del bloqueo del flujo normal de savia ocasio-
nado por la desviacién de nutrientes hacia
las agallas. Un efecto secundario de la for-
macion de la agalla es el aumento en la sus-
ceptibilidad frente al ataque de otras plagas,
en especial aquellas que se sienten atraidas
por arboles debilitados (plagas secundarias).
En caso de dafio severo se produce defolia-
cion y con niveles altos de infestacion se po-
dria llegar a la muerte de plantas jovenes.

Distribucién conocida en Uruguay

Se ha detectado la presencia de L. inva-
sa en trampas amarillas procedentes de

Negro y norte de Paysandu, aunque hasta
el momento no se ha observado la forma-
cién de agallas en los rodales. A su vez se
han encontrado agallas en arboles aisla-
dos o en cortinas de Tacuarembd, Monte-
video, Salto y Paysandu.

Estrategias de Manejo

Hasta el momento no se cuenta con una me-
todologia de manejo adecuada para mitigar
el dafo ocasionado por el ataque de esta
especie. En paises de la regién se ha decre-
tado que ante sintomas de la presencia de
L. invasa se debe proceder a la destruccion
inmediata de todos los plantines u arboles
afectados (Senasa, 2011, 2012). En Brasil
y Argentina se realizan monitoreos estrictos
mediante la colocacion de trampas amarillas
pegajosas € inspeccion a nivel de viveros fo-
restales y en plantaciones (SENASA en Ar-
gentina y EMBRAPA e IPEF en Brasil).

por el crecimiento de las agallas sobre la nervadura central. Ay B:
en eucaliptos colorados, C: en plantas jévenes de E. globulus.
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A nivel internacional se encuentran bajo eva-
luacion varias alternativas para el manejo de
la avispa agalladora del eucalipto relaciona-
das con técnicas de mejoramiento genético,
control biolégico y control quimico.

Mejoramiento genético: En varios paises de
Asia (India, Vietnam, China, Israel) y Africa
(Kenia, Uganda y Sudafrica) se vienen reali-
zando estudios para evaluar la resistencia de
diferentes genotipos de Eucalyptus frente al
ataque de esta especie (Kumari, 2009; Thua
et al., 2009; Dittrich-Schroder et al., 2012;
Fang-Li et al., 2012). Las especies mas sus-
ceptibles serian E. tereticornis, E. camaldu-
lensis y sus hibridos.

Control bioldgico: En los ultimos afios se han
publicado varios trabajos donde se reportan
especies de los géneros Megastigmus, Apro-
tocetus, Selitrichodes y Quadrastichus emer-
giendo de agallas de L. invasa (Doganlar et al.,
2013; Kelly et al., 2012; Kim et al., 2008). En
Israel se han realizado experiencias para eva-
luar la efectividad de dos parasitoides: Qua-
drastichus mendeli Kim & La Salle, 2008 y Seli-
trichodes kryceri Kim & La Salle, 2008, aunque
estas especies no presentan niveles altos de
parasitismo (Kim et al., 2008). Recientemente,
Doganlar et al. (2013) describieron la especie
Megastigmus brasiliensis, un parasitoide nati-
vo de L. invasa en Brasil, también encontrado
en Argentina (Eduardo Botto, comunicacion
personal). En Brasil se han comenzado estu-
dios para evaluar el potencial de M. brasiliensis
como agente de control bioldgico de la avispa
agalladora del eucalipto (Leonardo Barbosa,
comunicacion personal).

Control quimico: En India se han realizado
algunos ensayos con diferentes insecticidas
sistémicos, aunque su efectividad no ha sido
comprobada (Kumari, 2009). A nivel regional
se vienen probando diferentes compuestos
quimicos para ser utilizados en viveros de Bra-
sil (Wilken y Berti-Filho, 2008; Wilken et al.,
2012) y en Argentina (Sergio Ramos y Eduardo
Botto, comunicacion personal). En este ultimo
pais el SENASA ha autorizado la aplicacion de
insecticidas sistémicos como medidas paliati-
vas para controlar a esta especie.

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Debido a la regionalizacién de los cultivos fo-
restales (con grandes extensiones ocupadas
por una sola especie o por especies del mis-
mo género) y la ausencia de barreras geogra-
ficas que impidan el ingreso de nuevas pla-
gas al pais, se hace necesario mantener una
adecuada vigilancia sanitaria. En el caso de
L. invasa, que ya esta presente en el pais, el
uso de agentes de control bioldgico y de ge-
notipos resistentes son considerados a nivel
internacional como alternativas promisorias
para el manejo a largo plazo de esta plaga
(Dittrich-Schroder et al., 2012). Teniendo en
cuenta que el control quimico en vivero no es
efectivo en su totalidad y que las normas de
eco-certificacion forestal cuentan con impedi-
mentos para utilizar insecticidas quimicos a
campo, el desarrollo de un sistema de control
sostenible y compatible con los ecosistemas
es vital en los cultivos forestales.

Leptocybe invasa ha generado importantes
pérdidas econdmicas a nivel mundial, no
habiendo hasta el momento medidas efecti-
vas para su control. Por tal motivo, se hace
necesaria la realizaciéon de estudios de bio-
ecologia y distribucién de L. invasa en Uru-
guay para generar informaciéon que pueda
ser utilizada en la generacion de estrategias
de prevencion y control.
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CAPITULO Il

ESTACIONALIDAD DEL VUELO EN

ESCARABAJOS DE CORTEZA
EN PINO EN URUGUAY

1. INTRODUCCION

Los escarabajos barrenadores de corteza
son plagas notorias que causan dafios ex-
tensivos a bosques, tanto naturales como
plantados. A nivel mundial son considerados
como una de las plagas mas importantes
que afectan a los bosques de coniferas y, en
forma secundaria, a latifoliadas (Lopez et al.,
2007). Son coleodpteros de pequefio tamafo
y forma cilindrica, con mas de 6000 espe-
cies descriptas. El nUmero de generaciones
anuales es variable y estd determinado por
la temperatura; presentan ciclos cortos en
climas templados o calidos y ciclos largos
en climas frios (Lopez et al., 2007; Rangel
et al., 2012). Existen especies univoltinas,
bivoltinas y multivoltinas con sistemas de
apareamiento muy variados. El ciclo de los
escolitidos, como el de otros muchos perfo-
radores, pasa por dos fases de desigual du-
racion: una subcortical y otra aérea. Los es-
tados preimaginal e imaginal transcurren en
la fase subcortical, ya que el imago deposita
los huevos directamente en el floema que va
a ser su medio de alimentacién hasta el es-
tado adulto (Coulson, 1979). En el momen-
to de la reproduccion los adultos emergen
e inician su periodo de vuelo, el cual cons-
tituye la fase aérea (McNee et al., 2000).
Los principales indicadores del ataque son
pequefos grumos de resina y aserrin fino,
de color marrén rojizo, en la superficie de la
corteza (Ciesla, 2011). Ademas de barrenar
floema, los escolitidos son el principal vec-
tor de propagacion de hongos de la mancha
azul (Ophiostomatales). Un ataque en masa

Demian Gomez'

de varios individuos, en combinacién con
los hongos manchadores, fatiga anatomica
y bioquimicamente la resistencia del arbol
hospedero, generando asi la muerte del mis-
mo (Kirisits, 2004). Los arboles atractivos
son aquellos que se encuentran en estado
de deficiencia fisiolégica debido a heridas,
sequia, incendio, derribados por viento o re-
cién cortados. La mayoria de las especies de
escolitidos dependen de arboles debilitados
0 muertos, pero durante brotes epidémicos,
pueden también establecerse en arboles sa-
nos (Rossi et al., 2009).

Durante el verano 2008-2009 se registro el
primer brote epidémico de escolitidos de pino
en Uruguay por parte de empresas foresta-
les y técnicos de INIA. Ante el riesgo de intro-
duccion de nuevas especies de escolitidos
en el territorio y la necesidad de conocer la
extension del problema, el Comité Ejecutivo
de Coordinacion en materia de Plagas y En-
fermedades que afectan a las plantaciones
forestales (CECOPE) realizé un relevamien-
to en establecimientos pineros. La deteccién
de especies no identificadas plante6 la nece-
sidad de establecer un Sistema Nacional de
Monitoreo de Escolitidos. Las seis estacio-
nes de monitoreo distribuidas en el pais des-
de fines de 2009 detectaron principalmente
tres especies (Figura 1): Hylurgus ligniper-
da, previamente citada para Uruguay como
introduccion desde Europa (Ruffinelli Rey,
1967); Cyrtogenius luteus, introducida des-
de Asia (Gomez et al., 2012) y Orthotomicus
erosus, introducida desde Europa (Gomez y
Martinez, 2013).

' Programa Nacional de Produccion Forestal. INIA Tacuarembd. Ruta 5 Km 386, Tacuarembd.
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Figura 1. Escarabajos de corteza de pino de
Uruguay: a) Hylurgus ligniperda, b)
Orthotomicus erosus, c) Cyrtogenius
luteus. La barra corresponde a 1 mm.

Actualmente, las tres especies de escoliti-
dos estan distribuidas en todo el territorio
nacional, asociadas a desechos de explo-
tacién, con altos niveles poblacionales. Los
focos existentes de arboles atacados en pie
ponen de manifiesto el gran potencial de
dispersion y establecimiento de dichos es-
carabajos. Su comportamiento criptico, su
capacidad de dispersién (que lleva a una
redistribucién poblacional en cada gene-
racion), su alta capacidad reproductiva, y
consecuentemente, su habilidad para de-
sarrollar explosiones poblacionales repen-
tinas, han sido los puntos clave en el éxito
de los escolitidos. Por lo tanto, a la hora de
desarrollar estrategias de manejo, debemos

pensar tanto en un manejo preventivo como
en medidas de mitigacion.

Conocer la actividad de vuelo de las diferen-
tes especies y estudiar como se relaciona
con variables climaticas se convierte en una
herramienta imprescindible a la hora de dis-
minuir los ataques en arboles en pie, permi-
tiendo planificar los calendarios de interven-
ciones silvicolas. El objetivo de este trabajo
fue estudiar la variacion estacional de la acti-
vidad de vuelo de los escarabajos de corteza
de pino y la relacién de los picos de actividad
de vuelo con la temperatura.

2. MATERIALES Y METODOS

Variacion estacional de Ila actividad
de vuelo

Para determinar el periodo de vuelo de cada
una de las especies se realizé un estudio en
parcelas de Pinus taeda en el predio “La Co-
rona”, ubicado en Tacuarembd, perteneciente
a la empresa forestal Cambium. Se realizaron
muestreos quincenales en el periodo de un
ano: julio de 2012 a julio de 2013. El predio
“La Corona” representa uno de los puntos
previamente instalados del Sistema de Mo-
nitoreo de Escolitidos desarrollado por INIA,
SPF y MGAP, luego del brote epidémico de
escarabajos de corteza en el sur del pais en
2009. Se utilizaron tres trampas ventana de
intercepcién distanciadas por 1 km (Soto et
al., 2002). Cada trampa ventana consiste de
un marco de madera de 50 cm x 120 cm, con
una ventana de acrilico o vidrio de 50 x 50
cm. A ambos lados de la misma se colocaron
recipientes rectangulares de 50 cm x 15 cm x
15 cm a modo de colectores, los cuales con-
tenian una soluciéon de agua con detergente
liquido y etilenglicol. Se colocaron cuatro tro-
zas frescas de Pinus taeda de 1 m de largo
con un diametro minimo de 5 cm, a los pies
de la trampa ventana como material atrayen-
te. Cada dos semanas se retiré el material
capturado y las trozas fueron reemplazadas
por nuevas trozas frescas. Los individuos co-
lectados fueron depositados en recipientes
plasticos herméticos con etanol al 70%, con
su respectiva etiqueta indicando localidad,
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numero de trampa ventana y fecha de retiro.
El material fue procesado en el Laboratorio
de Entomologia de INIA en Tacuarembd. Se
utilizaron bandejas plasticas blancas para se-
parar los escolitidos de interés: Hylurgus lig-
niperda, Orthotomicus erosus y Cyrtogenius
luteus. La identificacion final se realizé bajo
lupa estereoscépica. Una vez cuantificada la
abundancia relativa de las tres especies, el
material fue depositado en la Coleccién de
Entomologia Forestal de INIA Tacuarembd
en frascos plasticos con etanol al 70% con su
respectiva etiqueta.

Estudio de temperatura como
determinante de la actividad
estacional

Para estudiar la relacién de la actividad de
vuelo de los escarabajos con la temperatu-
ra es necesario utilizar un periodo de tiempo
mayor a un afo. Por esta razén se utilizé la
informacion generada en cuatro afos por el
Sistema Nacional de Monitoreo en “La Coro-
na” utilizando trampas ventanas de intercep-
cioén con la metodologia descripta en el pun-
to anterior. Debido a que la introduccién de
una gran parte de las especies de escolitidos
en Uruguay es reciente, su dinamica podria
fluctuar levemente en los primeros anos. Los
datos meteorolégicos diarios fueron suminis-
trados por la Unidad Experimental La Mag-
nolia de INIA, la estacién meteorolégica mas
cercana a la plantacién monitoreada. Los re-
gistros diarios de temperatura se prepararon
como medias quincenales. Para cada afio
se determinaron los eventos que represen-
tan el 80% del total de las capturas, desde el

evento de mayor captura hasta completar el
porcentaje mencionado (Tribe, 1990, 1991).
Para el total de eventos se calculé la media
de temperatura y el desvio estandar.

3. RESULTADOS

Variacion estacional de Ila actividad
de vuelo

Se colectd un total de 7573 escarabajos de
corteza en el periodo de un afo. Hylurgus
ligniperda presenta la mayor abundancia
relativa para la localidad monitoreada, con
4400 individuos capturados (58% del total).
El 30% de los organismos capturados en el
afo corresponden a Orthotomicus erosus
(2251 individuos) y el 12% restante a Cyrto-
genius luteus (922 individuos).

Las capturas obtenidas sugieren que las tres
especies de escolitidos difieren en su dina-
mica poblacional (Figuras 2, 3y 4). Si bien se
registran capturas de H. ligniperda a lo largo
de todo el afio, esta especie presenta dos
maximos poblacionales, correspondientes a
los meses de mayo y agosto (Figura 2). Es-
tos picos, que corresponden al 75 % de las
capturas, ocurren con temperaturas medias
entre 14 y 20 °C y coinciden con periodos
de alta humedad para Uruguay. Esta espe-
cie presentdé menor actividad en los meses
de mayor temperatura (entre octubre y abril),
registrandose pequefos picos en el verano.

Orthotomicus erosus presenta mayor activi-
dad de vuelo durante los meses de prima-
vera y verano, principalmente entre agosto y
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Figura 4. Capturas quincenales de Cyrtogenius luteus en “La Corona”, Tacuarembé desde

julio de 2012 a julio de 2013.

febrero. Durante este periodo se registro el
91% de las capturas (Figura 3).

Cyrtogenius luteus presenta mayor actividad
de vuelo en los meses de mayor tempera-
tura. Si bien el mayor pico poblacional fue
registrado en febrero (con temperaturas me-
dias mayores a 22 °C), C. luteus presenta
actividad de vuelo entre diciembre y febrero,
registrandose el 90% de las capturas en ese
periodo (Figura 4).

Estudio de temperatura como
determinante en la actividad
estacional

En la Tabla 1 se presenta la relacion exis-
tente entre la temperatura y la actividad de
vuelo de las tres especies de escolitidos du-
rante un periodo de cuatro afios en la locali-
dad “La Corona” (16 dic. 2009 hasta 02 feb.
2014). Los diferentes picos poblacionales de
H. ligniperda, O. erosus y C. luteus reflejan

Tabla 1. Condiciones climaticas donde se registré el 80% de la actividad de vuelo de Hylurgus
ligniperda (n=14), Orthotomicus erosus (n=13) y Cyrtogenius luteus (n=10); siendo n el n° de
eventos de muestreo que registraron el 80% de las capturas. Periodo de cuatro afios para la
localidad “La Corona” (16 dic. 2009 hasta 02 feb. 2014).

Temp. Media Temp. Maxima Temp. Minima
H. ligniperda 15,02 + 1,95 20,86 £ 1,66 9,68 +2,48
O. erosus 19,65 + 2,93 25,56 + 3,55 14,12 £ 2,56
C. luteus 22,07 £ 1,82 27,84+ 2,16 16,64 + 1,89
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diferentes condiciones climaticas optimas.
H. ligniperda presenta picos poblacionales
en los meses de menor temperatura. Por
otro lado, O. erosus y C. luteus presentan
mayor actividad de vuelo en meses de alta
temperatura. Las temperaturas maximas y
minimas en que se registraron capturas se
presentan en la Tabla 1.

Las condiciones climaticas existentes duran-
te los cuatro afios de monitoreo cuando el
80% de H. ligniperda estaba activo se obser-
van en la Tabla 1. Mas del 80% de los indivi-
duos estuvieron activos entre una tempera-
tura media de 13.1 °C y 16.9 °C (calculado
del desvio estandar de una media de 15.1
°C). Para O. erosus, las condiciones clima-
ticas donde se registr6 mas del 80% de la
actividad de vuelo coinciden con una tempe-
ratura media semanal entre 16.7°C y 22.5 °C
(calculado del desvio estandar de una media
de 19.6 °C) (Tabla 1). En el caso de C. luteus
la mayor actividad de vuelo también se da en
meses de alta temperatura y mas del 80%
de los individuos estuvieron activos entre
una temperatura media de 20.3°C y 23.9 °C
(calculado en base a la media de 22.07 °C +
el desvio estandar).

4. DISCUSION

La evaluacién de los diferentes picos pobla-
cionales de las especies de escolitidos en
Tacuarembd permitié establecer los meses
de mayor actividad para cada especie. La
variacion en la actividad de vuelo para H. lig-
niperda, O. erosus y C. luteus reflejan dife-
rentes condiciones climaticas 6ptimas.

Para H. ligniperda se registraron capturas
durante todo el afio, destacandose picos
la actividad en meses de baja temperatura
(entre 13.1 °C y 16.9 °C). Los dos grandes
picos de H. ligniperda registrados en Uru-
guay en mayo y agosto coinciden con lo ob-
servado en Francia y Nueva Zelanda, con
adultos de primera generacion oviponiendo
eninviernoy primaveray una segunda gene-
racion oviponiendo en otofio (Reay y Walsh,
2001; Tribe 1991). Para Uruguay, el mayor
pico de actividad para H. ligniperda coinci-

de con la primera generacion producida a
fines del invierno / primavera. El segundo
pico, mas corto, ocurre en otofio, previo al
periodo de hibernacién, no coincidiendo ne-
cesariamente con una segunda generacion.
Esto se debe a que las hembras pueden no
abandonar el material donde se desarrolla-
ron si las condiciones lo permiten, es decir,
si existe aun floema fresco para alimentarse
y reproducirse. Debido a que H. ligniperda
presenta ademas pequenos picos de acti-
vidad en verano y basandose en el perio-
do de desarrollo de entre 10 y 11 semanas
(Tribe, 1991), se sugiere que H. ligniperda
podria tener entre dos y cuatro generacio-
nes por afo en Uruguay. Esta estimacion
se realiza teniendo en cuenta que en los
meses de verano se podria cumplir mas de
una generacion sin generarse dispersion.
En Sudafrica se registraron capturas a lo
largo de todo el afo, con la mayor actividad
registrada en otofio y picos de menor tama-
fio en primavera y verano, sugiriéndose de
4 a 5 generaciones. En Chile se observan 1
0 2 picos poblacionales, dependiendo de la
localidad, con 3 o 4 generaciones anuales
(Mausel et al., 2007).

El largo periodo observado de actividad de
vuelo para Orthotomicus erosus (invierno
tardio, primavera y verano) es producto
de la gran amplitud térmica de la actividad
que presenta (entre 16.7°C y 22.5 °C).
La mayor actividad en estos meses coin-
cide con lo observado en Europa, Israel,
Sudafrica y Tunez (Mendel, 1983; Tribe,
1990). Mendel y Halperin (1982) plantean
que las hembras oviponen entre 18 °C y
42°C. En Francia, O. erosus presenta la
temperatura 6ptima para el vuelo entre
18 °C y 19 °C (Tribe, 1990). Estos datos
son comparables con la temperatura me-
dia de 19.6 °C observada para O. erosus
en Uruguay. Mendel (1983) sugiere que
O. erosus presenta hasta 7 generaciones
anuales en Israel, con un promedio de du-
racién generacional de 30 dias en verano.
Debido a la continua actividad durante los
meses de primavera y verano en Uruguay,
se sugieren al menos 5 generaciones de
O. erosus para el pais.

13



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

14

Cyrtogenius luteus presenta mayor actividad
en los meses de mayor temperatura acota-
do principalmente al verano (entre 20.3°C
y 23.9 °C). Debido a que la mayoria de los
aspectos de la biologia de C. luteus son des-
conocidos, no es posible inferir el nimero de
generaciones presentes para Uruguay.

El manejo de los escolitidos debe orientarse
areducir y mantener las poblaciones en nive-
les bajos, considerando tanto medidas pre-
ventivas como medidas de mitigacién. Dado
que el principal factor limitante para todos los
escarabajos de corteza es la disponibilidad
de sitios de cria, el manejo de los mismos
es esencial. La informacion generada de la
actividad de vuelo de las especies presentes
en el pais permitira ajustar los calendarios
de actividad silvicola de las empresas fores-
tales, evitando generar residuos en periodos
de gran actividad de escolitidos. Debido a
que no todas las especies cuentan con in-
vestigacion a nivel mundial, se encuentran
en curso estudios para determinar la varia-
cion estacional de la duracidon generacional
para las tres especies.
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. CAPITULO Il
IDENTIFICACION, CARACTERIZACION
Y PATOGENICIDAD DEL HONGO
ENTOMOPATOGENO Paecilomyces

cateniannulatus AISLADO DE
Thaumastocoris peregrinus (HEMIPTERA:
THAUMASTOCORIDAE) EN EL ESTADO DE
RIO GRANDE DEL SUR - BRASIL

Maria L. San Roman'; Carlos F. Wilcken'; Ana C. Firmino'; Edson L. Furtado’

1. INTRODUCCION

El area de plantacion de eucalipto en Bra-
sil ha alcanzado las 5.102.103 ha en 2012
segun la Asociacion Brasilera de Foresta-
dores (ABRAF, 2013). En los ultimos afios,
nuevas plagas han sido detectadas, ame-
nazando la productividad de las plantacio-
nes. Entre éstas se encuentra la chinche
del eucalipto Thaumastocoris peregrinus
(Hemiptera: Thaumastocoridae). Esta plaga
es considerada especie invasora en varios
paises, estando presente en Africa (Sudafri-
ca y Zimbawe), América del Sur (Argentina,
Uruguay, Brasil, Chile y Paraguay) y Europa
(Italia) (Jacobs y Neser, 2005; Carpintero y
Dellapé, 2006; Wilcken et al., 2010; Mar-
tinez y Bianchi, 2010; Laudonia y Sasso,
2012).

En Brasil T. peregrinus fue detectado por
primera vez en el 2008 y rapidamente se
transformé en un problema. Este insecto
cuando ataca plantas de eucalipto reduce
su productividad, disminuyendo el area fo-
liar. Las ninfas y adultos se alimentan suc-
cionando savia, provocando el plateado de
las hojas, que evoluciona a clorosis o bron-
ceado, llevando finalmente a la defoliacion
de los arboles. Entre las estrategias para su
control se encuentra el control quimico, ge-
neralmente utilizado cuando ocurren brotes
poblacionales de esta plaga. Sin embargo
su uso es limitado, no siendo recomenda-
do por el riesgo ambiental, la falta de ingre-

dientes activos registrados y las restriccio-
nes de uso de plaguicidas no permitidos
por las certificadoras nacionales e interna-
cionales. Dentro del control biolégico con
enemigos naturales, fue reportada la ocu-
rrencia de Cleruchoides noackae Lin & Hu-
ber (Hymenoptera: Mymaridae) parasitando
huevos de este insecto, en Sydney (Austra-
lia) (Lin et al., 2007). Cleruchoides noackae
fue introducido por primera vez en Brasil
en noviembre de 2011. Otra alternativa es
el control microbiano utilizando organismos
entomopatégenos. En Brasil fue reportada
la ocurrencia del hongo Zoophthora radi-
cans (Entomophthorales) afectando ninfas
y adultos de T. peregrinus en plantaciones
clonales de eucalipto en el estado de San
Pablo en 2009 (Mascarin et al., 2012). Mas
alla del hallazgo, este grupo de hongos re-
sulta dificil de multiplicar a escala comercial
para su uso a campo (Alves, 1998). Entre
los principales hongos entomopatégenos
empleados para el control de insectos se
encuentran los hongos pertenecientes
a la subdivision Deuteromycotina, clase
Hyphomycetes, con géneros tales como
Paecilomyces, Beauveria, Metarhizium vy
Lecanicillium (Alves, 1998). Los hongos del
género Paecilomyces penetran normalmen-
te via tegumento, usando la presion fisica y
la accién quimica a través del apresorio de
penetracion. Han sido observados afectan-
do lepidépteros, coledpteros, hemipteros y
ortopteros. Existen reportes de aislamientos
de Paecilomyces spp. en Stenoma decora

" Departamento de Produccion Vegetal / Defensa Fitosanitaria, Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad Estadual

de San Pablo (UNESP), Botucatu, SP, Brasil.

17



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

18

(Lepidoptera: Stenomidae) en Bahia, Eup-
seudosoma spp. (Lepidoptera: Arctiidae)
en San Pablo y en adultos de Lagria villo-
sa (Coleoptera: Lagriidae), en Mato Grosso
(Alves, 1998).

En estudios realizados en areas afectadas
por T. peregrinus fueron observadas ocu-
rrencias epizodticas en plantaciones de eu-
caliptos en la region de Alegrete, Rio Grande
do Sul. A partir de insectos muertos en esa
epizootia, se aislaron algunos hongos po-
tencialmente entomopatégenos, siendo uno
de ellos identificado como del género Paeci-
lomyces, todavia no registrado como patége-
no de T. peregrinus. Este trabajo tuvo como
objetivo realizar la caracterizacion morfolo-
gica, bioldgica, patogénica y molecular de
Paecilomyces spp. aislado de T. peregrinus.
También se realizé un estudio de infeccién
del insecto, visualizado por medio del uso de
microscopia electrénica de barrido.

Figura 1. A. T. peregrinus sobre hoja de eucalipto en el campo. B. T. peregrinus

2. MATERIALES Y METODOS

Colecta de insectos y aislamiento del
hongo

El estudio fue realizado en el Laboratorio de
Control Biologico de Plagas Florestales de
la Facultad de Ciencias Agronémicas (FCA),
Universidad Estadual Paulista - Campus de
Botucatu. Fueron colectados individuos de T.
peregrinus muertos en epizootia en las plan-
taciones de eucaliptos de la empresa Stora
Enso, en la regidon de Alegrete, Rio Grande
do Sul. La colecta de insectos fue realizada
en noviembre de 2011, directamente de la
copa de los arboles. Se colectaron individuos
muertos y moribundos con presencia de mi-
celio sobre el cuerpo, siendo ésta la princi-
pal caracteristica para la seleccion de las
muestras (Figuras 1y 2). Para determinar el
agente patdgeno causante de mortalidad en
los insectos se siguid la metodologia basada

enfermos (1) y sanos (2), colectados en epizootias a campo.

r

E

Figura 2. T. peregrinus con extrusion de micelio de
Paecilomyces sp. por las articulaciones y

orificio anal.
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en los postulados de Koch. Los insectos co-
lectados fueron acondicionados en camaras
humedas para propiciar la esporulacién de
los hongos. Después de 24 horas los insec-
tos fueron sometidos a esterilizacién con so-
lucion de hipoclorito de sodio al 2%, alcohol
al 70%, agua esterilizada y posteriormente
colocados en medio agar-agua en placas de
Petri. Después de la observacién del creci-
miento de la colonia, ésta fue repicada en
medio PDA (papa-dextrosa-agar) para su
posterior identificacion.

Obtencion de cultivos monosporicos

Para la obtencion de cultivos monosporicos,
las colonias obtenidas de los aislamientos
fueron lavadas con agua destilada esterili-
zada y la concentracion de las suspensio-
nes de esporas fue estandarizada en 102
esporas/mL. Se colocaron 100 ul de la sus-
pension de esporas en placas conteniendo
medio agua/agar enriquecido con 0,005%
de oxitetraciclina. Las esporas fueron indi-
vidualizadas y visualizadas en microscopio
optico, utilizando camara de Neubauer para
el conteo y posterior diluciéon a la concen-
tracion padron (102 esporas/mL). Poste-
riormente, las esporas individuales fueron
transferidas a medio PDA para la formacién
de las colonias.

Test de patogenicidad en T.
peregrinus

El objetivo del test fue evaluar el potencial
entomopatogénico de los hongos aislados.
Para la realizacién de los bioensayos se
utilizaron insectos sanos de T. peregrinus,
obtenidos de la cria en laboratorio. A partir
del aislamiento puro del hongo, obtenido a
partir de los insectos, se escogieron algu-
nas placas para hacer los test de patoge-
nicidad. Se utilizé un disefio experimental
enteramente al azar con dos tratamientos
(patégeno vy testigo) y 4 repeticiones. Cada
repeticion estaba compuesta por una placa
de Petri conteniendo gel estéril y un disco
de hoja de Eucalyptus camaldulensis, en
el cual se colocaban 10 insectos (ninfas y
adultos) de T. peregrinus.

El hongo fue pulverizado con una Torre de
Potter con un volumen de 3 mL de sus-
pension de esporas para cada aislamiento
aplicada a 15 Ib/pul?de presion y con una
concentracion de 10° esporas/mL (diluido
con agua estéril y coadyuvante Tween 20
al 0,02%). Para el testigo fue realizada la
aspersion utilizando agua destilada es-
téril con Tween al 0,02%. Después de la
inoculacién las placas fueron colocadas
en camara BOD a 25°C y un fotoperiodo
de 12 horas de luz/oscuridad. Se realiza-
ron evaluaciones diarias del experimento
contando y retirando los insectos muertos
hasta 6 dias o hasta alcanzar la mortali-
dad total en el tratamiento. Los insectos
muertos fueron colocados en camara hu-
meda para reaislar el hongo causante de
la mortalidad y para confirmar que se trato
del aislamiento inicialmente aplicado.

Proceso de colonizacion del hongo
en el insecto

Para complementar los estudios de pa-
togenicidad se realizé un seguimiento de
la colonizacion del hongo sobre el cuerpo
del insecto. Para esto fue pulverizada una
suspension conteniendo 108 esporas/mL di-
rectamente sobre los insectos vivos. Como
testigo la pulverizacion fue hecha con agua
destilada estéril.

Después de la inoculacién, conforme a la
metodologia descripta para el test de pa-
togenicidad, los insectos tratados fueron
colectados en intervalos de tiempo prede-
terminados (2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 y 96
horas) y fijados en solucion de Karnovs-
ky (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido
2,0%, tampén fosfato 0,05M, pH 7,2), por
un periodo minimo de 24 horas a partir
de la muerte de los insectos. Posterior-
mente, las muestras fueron preparadas y
analizadas en un microscopio electrénico
de barrido LEO435-VP. Se evaluaron cin-
co insectos para cada intervalo de tiempo
predeterminado. La preparacion y obser-
vacién de las muestras fue realizada en el
Centro de Microscopia Electrénica, locali-
zada en la ESALQ/USP.
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Caracterizacion biologica del
crecimiento

La caracterizacién cultural de los aisla-
mientos se basd en la velocidad de creci-
miento micelial, color de la colonia y es-
tructuras producidas en medio de cultivo
PDA. A partir de los cultivos, se obtuvieron
discos de 6 mm de diametro de los bordes
de la colonia cultivada por 10 dias en me-
dio PDAYy los mismos fueron transferidos al
centro de nuevas placas de Petri utilizando
el mismo medio. Posteriormente al repi-
que, las cepas aisladas fueron incubadas a
25+1°C y un fotoperiodo de 12 h luz/oscu-
ridad. La evaluacion del crecimiento de la
colonia fue realizada a diario, midiendo el
didmetro de la misma en la placa Petri con
regla milimetrada. La velocidad media de
crecimiento micelial fue utilizada para los
analisis estadisticos. El experimento fue
conducido siguiendo un disefio al azar con
cinco repeticiones por tratamiento, donde
cada unidad experimental comprendia una
placa.

Caracterizacion morfolégica

Se determiné el tamano de las esporas
producidas por los aislamientos mediante
el sistema de video camara Opton, modelo
TA-0124XS, instalada en microscopio 6pti-
co. La imagen fue trasmitida a un compu-
tador y analizada por medio del programa
EDN-2. Para la calibracién del equipamien-
to se utilizé una lamina micrografiada (Carl
Zeiss®). Se evaluaron 30 esporas de cada
aislamiento.

Caracterizacion molecular

La extraccion de ADN del aislamiento selec-
cionado en el experimento de patogenicidad
se realizé conforme a una adaptacién del
meétodo desarrollado por Murray y Thomp-
son (1980). Para la caracterizacion molecu-
lar se estudio la region ITS del ADN riboso-
mal y parte del gen del factor de elongacién
(EF-1a). La amplificacién de la regién ITS
del ADN ribosomal del hongo seleccionado
se realizo utilizando los pares de primers

ITS 1 e ITS 4 que generan un fragmento
de aproximadamente 750 pares de bases.
Para la PCR, se emplearon 3 ul del ADN
total extraido (30 ng), tampdon 1X de la en-
zima GoTaq ADN polimerasa (Promega®),
2mM MgCiI2, 0,2 mM DNTP, 0,2 uM de cada
primer y 1,25 U de GoTaq DNA polimera-
sa (Promega®), ajustando el volumen de la
reaccion para 50 yl con agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC). En el caso del
PCR relacionado con el factor de elonga-
cion fue usado el primer EF1, que genera
un fragmento de aproximadamente 1300
pares de bases. Para el PCR se emplearon
3 pl de ADN total extraido (30 ng), tampdn
1X de la enzima GoTag DNA polimerasa
(Promega®), 2mM MgClI2, 0,2 mM dNTP, 1
MM del primer y 1,25 U de GoTag DNA poli-
merasa (Promega®), ajustando el volumen
de reaccion para 50 pl con agua tratada con
DEPC.

Los fragmentos de ADN amplificados fueron
visualizados en gel de agarosa coloreado
con bromuro de etidio y observados bajo
luz UV. Previo a su secuenciacion los frag-
mentos amplificados fueron purificados utili-
zando 100 pl del producto de SV Gel y PCR
Clean Up Sistem (Promega®). Las secuen-
cias obtenidas fueron alineadas y procesa-
das con el programa Mega 5.05 para poste-
riormente construir arboles filogenéticos de
los aislamientos de Paecilomyces, utilizan-
do el método “p-distance” (Tamura, 1992).
En cada caso fue realizado un “bootstrap”
con 10.000 réplicas.

Los resultados de PCR fueron comparados
con las secuencias depositadas en el Gen-
Bank, cédigos de acceso Banklt1525016
Paecilomyces JQ957848 (regién ITS);
BanklIt1525018 Paecilomyces JQ957849
(a-elongase).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los insectos colectados se ob-
tuvo una colonia con caracteristicas tipicas
de Paecilomyces spp., que al ser inocula-
da en insectos sanos se mostré altamente
patogénica a la chinche del eucalipto. En
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los bioensayos realizados en los test de
patogenicidad se verificé su capacidad de
causar mortalidad por encima del 50% de
los insectos en dos dias posteriormente a
la inoculacién, en tanto que a partir de los
tres dias fue observada la mortalidad del
100% de los insectos inoculados (Figura 3).
A pesar de observarse mortalidad de insec-
tos 24 horas después de la inoculacién, la
observacion en microscopio electrénico de
barrido permitié comprobar que las esporas
del hongo inician su germinacién y pene-
tracion sobre el cuerpo del insecto a las 4
horas después de la inoculacion (Figura 4).
Alas 24 horas de la inoculacion, fue posible
observar la colonizacién del cuerpo del in-
secto en casi su totalidad, corroborando los
datos de los bioensayos de patogenicidad
(Figura 4).

Segun la literatura, la patogenicidad de
algunas especies de Paecilomyces puede
variar conforme a la forma de propagu-
lo usada en la inoculacién de este hon-
go (Fragues et al., 1994). Estos autores,
estudiando la capacidad de infeccion de
los propagulos de P. fumosoroseus sobre
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noc-
tuidae) observaron que cuando la suspen-

sion de esporas usadas para la inoculacién
se basa en fragmentos de hifas, conidios
germinados y conidios no germinados,
existen diferencias en el nUmero de insec-
tos muertos, ya que las inoculaciones con
esporas germinadas y con hifas del hongo
fueron mas agresivas que con conidios no
germinados. Comparando la bioactividad
de blastosporas de P. fumosoroseus y co-
nidios de Beauveria bassiana, Fragues et
al. (1994) mostraron que las blastosporas
fueron 4 veces mas eficaces en infectar y
matar ninfas de la mosca blanca Bemisia
argentifolli (Hemiptera: Aleyrodidae). En
base a estos resultados se podria asumir
que la cantidad de individuos de T. peregri-
nus muertos a las 24 h podria ser mayor si
éstos fueran inoculados con esporas ger-
minadas e hifas del hongo.

En base a las caracteristicas biolégicas y mor-
folégicas de los cultivos y a las secuencias
de ADN extraidas del hongo, éste fue iden-
tificado como Paecilomyces cateniannulatus
Liang. El hongo estudiado mostré un creci-
miento micelial de 10,7 mm/dia. La colonia
tenia coloracién blanca en la parte superior
y levemente rosada en la cara posterior de la
placa en medio de cultura PDA (Figura 5). El
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Figura 3. Mortalidad de ninfas y adultos de T. peregrinus a lo largo del tiempo después de la
inoculacion con esporas de Paecilomyces spp. en laboratorio (temperatura 25 + 1 oC,

fotoperiodo de 12 h luz/oscuridad).
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Figura 4. Evolucion de la colonizacion del hongo Paecilomyces cateniannulatus en el
cuerpo de T. peregrinus (A=2hs,B=4hs,C=8hs,D=12hs, E =24 hs,
F=48hs, G=72hs, H=96 hs).

hongo presento fialides agrupadas y globosas  (Figura 5). Los conidios son pequefios y ova-
en posicion basal, comprimidas y alargadas al  les con dimensiones de 2,6 (2,0-3,5 pm) x 1,6
final, donde se pudieron observar los conidios  (0,8-2,5 um) largo y ancho respectivamente.

Figura 5. Fidlides y conidios de P. cateniannulatus
(A) y colonia de P. cateniannulatus (B).
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Liang et al. (2005), en un trabajo realizado
en China donde caracterizaron morfologica-
mente y molecularmente especies de Paeci-
lomyces, describen a P. cateniannulatus con
caracteristicas similares a las obtenidas en
este trabajo, donde las colonias tipicas tie-
nen coloracién blanca e hifas aéreas. Las
fialides poseen una porcién basal globosa o
elipsoidal y una proyeccion fina y larga. Pre-
senta asi mismo conidios pequefos, ovales
a elipsoidales de 2 a 3,5 ym x 1-2,5 ym. En
ese estudio los autores reportan ademas a
P. cateniannulatus como entomopatogénico
para algunos lepidopteros.

El presente trabajo constituye el primer re-
porte de P. cateniannulatus para Brasil como
entomopatégeno de T. peregrinus.

Paecilomyces cateniannulatus puede ser
facilmente distinguido de especies es-
trechamente relacionadas, tales como P.
fumosoroseus y P. farinosus, por la colo-
racion blanca de la colonia y cadenas de
conidios imbricados. La variacién genética

de 12 especies de Paecilomyces por RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) ha
sido relatada por Huang et al. (2002). Los
resultados experimentales muestran que
las semejanzas entre P. cateniannulatus
y P. farinosus son apenas de 26 a 38%.
Los test de laboratorio apuntan a la exis-
tencia de algunas razas de P. cateniannu-
latus que tienen alta patogenicidad cuando
fueron inoculadas en pulgones, nematodos
y especies de lepidépteros (Liang et al.,
2005).

En base a las secuencias de ADN (Figu-
ra 6) el aislamiento de P. cateniannulatus
(ISO 39) obtenido de T. peregrinus presentd
99% de homologia de la regién ITS de su
ADN ribosomal con el de [saria catenian-
nulata (= P. cateniannulatus) GZUIFR-xs.4
(GI170774134) reportado en China. Asi mis-
mo la secuenciacion de la region del factor
de elongacién de este mismo aislamiento
presentd 99% de homologia con /saria cate-
niannulata (= P. cateniannulatus) raza IP 218
(GI323145657) de Brasil.

47 is039
94 { gi170774134GZUIFRxs.4
100 { gi170774135GZUIFR-xs.6
70 gi164652064GZUIFR-xsxy4

gi299891110GZU-BCECWC113

IsariafumosoroseaGZU-BCECWC1

69 { IsariatenuipesNHJ12337
99 IsariatenuipesMY01724
50 is039

IsariacicadaeMRCIF45

A

IsariacateniannulatalP218

IsariacateniannulatalP154

 — IsariacateniannulataARSEF6242

100 I IsariacateniannulataARSEF6240

410(1: Beauveriabrongniartii2753
100 { Beauveriabassiana2643 B
100 Beauveriabassiana2590

Beauveriabrongniartii384

Figura 6. A) Arbol filogenético de P. cateniannulatus basado en la region ITS-
5.8S rDNA. B) Arbol filogenético de P. cateniannulatus basado en el

factor de elongacion.
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Los andlisis filogenéticos apuntan valores de
“bootstrap” significativos, encima del 50%,
que confirman la identidad de este hongo,
separando de manera clara P. cateniannula-
tus de otras especies de Paecilomyces (Fi-
gura 6). Como se observa en el arbol filoge-
nético montado en base a las secuencias del
factor de elongacién, los aislamientos brasi-
leros (IP) formaron un grupo bien definido y
diferente de los aislamientos de P. catenian-
nulatus de China (ARSEF).

4. CONCLUSIONES

» Fue identificada la especie de Paecilomy-
ces cateniannulatus infectando T. peregri-
nus, siendo ésta la primera ocurrencia de
este hongo entomopatégeno sobre esta
plaga forestal exdtica en Brasil.

* P. cateniannulatus es capaz de penetrar el
cuerpo del insecto a partir de las 4 horas
posteriores a la inoculacién, principalmen-
te por las aberturas naturales del insecto.
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. CAPITULO IV
HONGOS ENTOMOPATOGENOS PARA EL

CONTROL DE LA CHINCHE DEL EUCALIPTO
Thaumastocoris peregrinus
RESULTADOS PRELIMINARES

Sofia Simeto’, Sandra Lupo?, Lina Bettucci?, Belén Corallo?, Carlos Pérez®, Demian Gémez',
Paula Gonzalez', Diego Torres', Gonzalo Martinez', Eduardo Abreo*, Federico Rivas®*, Nora Altier*

1. INTRODUCCION

La chinche del eucalipto, Thaumastocoris
peregrinus Carpintero y Dellappé 2006 (He-
teroptera: Thaumastocoridae), es una de las
plagas emergentes mas importantes para las
plantaciones de eucaliptos en el Hemisferio
Sur debido a su gran capacidad invasora y a
la ausencia de enemigos naturales (Martinez
y Bianchi, 2010; Wilcken et al., 2010; Ide et
al., 2011). Se alimenta por succion provocan-
do amarillamiento del follaje, defoliacion y en
casos muy severos, muerte de arboles (Mar-
tinez et al., 2009). Los primeros brotes epidé-
micos se registraron en Australia (de donde
es originaria), a fines de la década de 1990
(Noack y Rose, 2007). A partir de ese enton-
ces T. peregrinus ha tenido una rapida disper-
sion, encontrandose presente actualmente en
Sudafrica, Malawi, Zimbawe, ltalia, Portugal,
Nueva Zelanda, Argentina, Chile, Brasil, Para-
guay y Uruguay (Jacobs y Neser, 2005; Nadel
et al., 2009; Laudonia y Sasso, 2012; Garcia
et al., 2013; Sopow y Bader, 2013; Carpinte-
ro y Dellapé, 2006; Ide et al., 2011; Wilcken,
2008; Wilcken et al., 2010; Martinez y Bian-
chi, 2010). En Uruguay esta presente en las
principales especies de eucaliptos plantadas
comercialmente (Martinez et al., 2009) y, des-
de su deteccién en 2008, se han observado
importantes picos poblacionales en los afios
2008, 2009, 2010 y 2011.

Al igual que para muchas otras plagas foresta-
les, el control quimico es escasamente aplica-

do debido a sus desventajas tanto ambientales
como econdmicas (Martinez et al., 2009). En
el caso de T. peregrinus, su presencia durante
todo el afio (lo que permitiria un reingreso de
la plaga desde una plantacion vecina) y su alta
movilidad hacia zonas de la hoja no expuestas
a un eventual producto, hacen que el control
quimico parezca a priori una opcion inviable. A
su vez, los productos quimicos podrian impac-
tar sobre enemigos naturales de otras plagas
y sobre el ambiente. Por otra parte, para aque-
llas plantaciones certificadas por FSC (Forest
Stewardship Council) existen grandes restric-
ciones al uso de determinados productos qui-
micos. Como alternativa, el control bioldgico
con enemigos naturales o patégenos ha sido
relativamente exitoso en el manejo de plagas
en el sector forestal (Martinez et al., 2009).

Los hongos entomopatdgenos estan pre-
sentes naturalmente en el ambiente y son
responsables del control de las poblaciones
de muchos insectos. El interés por el uso
de hongos para el control de insectos plaga
se ha puesto en evidencia por el gran nu-
mero de productos comerciales disponibles
y en desarrollo (Butt et al., 2001). La segu-
ridad de su uso para la salud humana, el
ambiente y los organismos no-blanco debe
ser estrictamente analizada caso a caso, sin
embargo, existen estudios que sugieren que
los efectos de los hongos entomopatdgenos
sobre organismos no-blanco son minimos y
que ofrecen una alternativa segura para su
inclusion en medidas de Manejo Integrado

" Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria, Programa de Produccion Forestal, E.E. del Norte, Tacuarembd.

2 Facultad de Ciencias/Ingenieria, Laboratorio de Micologia, Universidad de la Republica, Montevideo.

3 Facultad de Agronomia, Departamento de Proteccion Vegetal, EEMAC, Universidad de la Republica, Paysandu.

4 Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria, Programa de Sustentabilidad Ambiental, Seccion Bioinsumos, E.E.

Wilson Ferreira Aldunate, Las Brujas, Canelones.

27



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

28

de Plagas (MIP), utilizados en conjunto con
otras medidas de manejo sustentable (Shah
y Pell, 2003). En el contexto de programas de
Manejo Integrado de Plagas son vistos como
alternativas reales al control quimico en la
forestacion (Ahmeda y Leatherb, 1994).

En plantaciones comerciales de Eucalyptus
en nuestro pais se han observado epizootias
en T. peregrinus debidas a hongos entomopa-
tégenos lo cual evidencia el potencial de és-
tos para reducir las poblaciones del insecto.
A su vez, equipos de investigacion del INIA'y
la Universidad de la Republica cuentan con
cepas de hongos entomopatdgenos aisladas
de plagas agricolas y otras plagas forestales,
caracterizadas y en algunos casos semifor-
muladas, las cuales podrian aportar al mane-
jo de esta plaga. Actualmente se encuentra
en ejecucion el proyecto INIA “Desarrollo de
bioinsecticidas (hongos entomopatdgenos)
para el control de la chinche del eucalipto
Thaumastocoris peregrinus”, ejecutado en
conjunto con la UdelaR. El principal objetivo
de este proyecto es el desarrollo de bioinsec-
ticidas a partir de la busqueda, evaluacién y
bioproducciéon de hongos entomopatégenos
para el control de la chinche del eucalipto. A
continuacion se presentan resultados prelimi-
nares del primer afo del proyecto.

2. METODOLOGIA

La metodologia del proyecto comprende va-
rias etapas y si bien en el presente articulo
se presentan soélo resultados preliminares de
las primeras, se comentara brevemente la
metodologia de las restantes.

—

Figura 1. Cadmaras humedas con Thaumastocoris peregrinus.

Colecta de Thaumastocoris
peregrinus, aislamiento e
identificacion de hongos
entomopatégenos

Durante el otofio y principios de invierno
de 2013 se colectaron ejemplares de T. pe-
regrinus en las regiones Sureste, Litoral y
Centro — Norte. Para la colecta se eligieron
plantaciones de las especies de Eucalyptus
mas apetecidas por la plaga (E. viminalis;
E. benthamii, E. dunnii, E. tereticornis y E.
camaldulensis), pero también se realizaron
colectas en plantaciones con reportes de
ataque reciente (E. smithii y E. globulus). En
cada sitio se colectaron 10 ramas (en las que
se observaban chinches) de 10 arboles di-
ferentes de aproximadamente 50 cm de lar-
go. Cada rama se colocé en bolsa de nylon
debidamente rotulada y se transportaron en
una conservadora hasta su almacenamiento
y procesamiento en laboratorio.

Se analizaron todos los individuos muertos
(con y sin sintoma de micosis) y 5 adultos
vivos por rama. Se colocd cada insecto en
una camara humeda compuesta por un tubo
Eppendorf de 2 mL con un fragmento de al-
goddén humedecido con agua (Figura 1). Se
incubaron durante 7 dias a 25°C y bajo un
régimen de 12 hs de luz/oscuridad para esti-
mular el desarrollo de estructuras reproducto-
ras. Finalmente se observaron bajo lupa y mi-
croscopio y se aislaron solamente los hongos
entomopatdgenos. Los medios de cultivo uti-
lizados fueron MEA (Malt Extract Agar), PDA
(Potato Dextrose Agar) y SDA (Sabouraud
Dextrose Agar). La identificacion primaria de
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los entomopatdgenos se realizé en base a las
caracteristicas macro y micromorfoldgicas de
las colonias. La confirmacion de la identidad
se realizard mediante técnicas moleculares
(amplificacion y secuenciacion de la region
ITS del ADNr y analisis filogenético).

Ensayos de inoculacién de
Thaumastocoris peregrinus in vitro;
seleccion de cepas segun su
virulencia

Para los ensayos de inoculacién in vitro se
elabord y ajusté previamente un protocolo
de inoculacion de hongos entomopatdge-
nos sobre T. peregrinus bajo condiciones
controladas en camara de inoculacion. Se
determinaron las condiciones 6ptimas de
temperatura y humedad para el desarrollo
de los hongos asi como el numero 6ptimo de

individuos (chinches) a ser evaluados, con-
siderando la mortalidad natural. El protocolo
probo ser efectivo para el desarrollo de la in-
feccion por parte de los entomopatégenos y
para discriminar su patogenicidad y virulen-
cia. Se entiende por patogenicidad la capa-
cidad de infectar y producir la enfermedad y
por virulencia el grado de dicha patogenici-
dad (Shapiro-llan et al., 2005).

En base al protocolo desarrollado, para los
primeros ensayos se trabajoé con cepas de
hongos entomopatdgenos aislados de dife-
rentes plagas agricolas y forestales, perte-
necientes a las colecciones del Laboratorio
de Micologia de la Facultad de Ciencias —
Ingenieria y del Laboratorio de Bioinsumos
de INIA Las Brujas (Tabla 1). Mas adelante
se prevé también utilizar las cepas de ento-
mopatdgenos provenientes de las chinches
colectadas a campo.

Tabla1. Cepas de hongos entomopatdgenos de las colecciones del Laboratorio de Micologia de
Facultad de Ciencias — Ingenieria (Fl) y del Laboratorio de Bioinsumos de INIA Las Brujas

(ILB).

Cédigo Especie
Fl 2122 Paecilomyces lilacinus
FI 2067 Beauveria sp.
Fl 2044 Lecanicillium sp.
FI 2243 Beauveria sp.
FI 2240 Lecanicillium psalliotae
Fl 2121 Beauveria bassiana
Fl 1728 Beauveria bassiana
Fl 922 Paecilomyces farinosus
Fl 1878 Metarhizium anisopliae
FlI 2242 Metarhizium anisopliae
ILB 151 Paecilomyces farinosus
ILB 161 Lecanicillium longisporum
ILB 174 Metarhizium anisopliae
ILB 198 Lecanicillium sp.
ILB 200 Paecilomyces sp.
ILB 205 Beauveria bassiana
ILB 256 Beauveria bassiana
ILB 257 Lecanicillium attenuatum
ILB 264 Paecilomyces fumosoroseus

29



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

30

Para cada cepa, la inoculacion se realizé so-
bre 50 chinches adultas (igual proporcion de
machos y hembras) criadas en jaula de voile
sobre un ramo de hojas frescas de E. tereti-
cornis, segun Martinez y Scoz (2012). Cada
ramo, armado sobre un matraz Erlenmeyer
de 500 ml con agua, fue colocado en una
jaula de voile en forma individual (Figura 2b).
Como indéculo se utilizaron suspensiones de
esporas en agua + Tween 20 al 0,02% con
una concentracién de 107 conidios/ml. Las
mismas fueron obtenidas a partir de colonias
de entomopatdgenos crecidas sobre PDA y
SDA de entre 15y 20 dias de edad y se apli-
caron con aspersor manual sobre los ramos
con los insectos (Figura 2a). En cada caso
se determind el porcentaje de germinacion
de las esporas. Para cada ensayo de inocu-
lacién, ademas de las cepas a ser evaluadas
se incluyd un testigo (ramo con chinches as-
perjado con agua + Tween) y una cepa de
referencia (considerada muy virulenta) de
manera que los diferentes ensayos fueran
comparables entre si. Cada tratamiento (una
cepa) se repitié al menos dos veces.

A partir del momento de infeccién, durante
10 dias se realizaron inspecciones diarias,
registrandose la mortandad de insectos (Fi-
gura 2c). Los individuos muertos fueron re-
movidos de las jaulas, desinfectados super-
ficialmente (etanol 70° durante 5 segundos
y dos enjuagues en agua destilada estéril),
colocados individualmente en camaras hu-
medas e incubados a 23°C, para realizar el
aislamiento e identificacion del hongo y com-
probar asi la recuperacion del inéculo.

Para seleccionar cepas con alta virulencia
sobre T. peregrinus se las clasific en cuatro
grupos en base al numero de dias en los que
se alcanzo6 el 90% de mortalidad (adaptacion
de lhara et al., 2001):

Clase | (4 dias 0 menos)
Clase Il (5 a 7 dias)
Clase lll (8 a 10 dias)
Clase IV (mas de 10 dias)

Una vez evaluadas todas las cepas de ento-
mopatdégenos (las cepas de colecciones y
las aisladas de chinches colectados a cam-
po), se realizara una primera seleccion de
los aislamientos mas virulentos pertenecien-
tes alas Clase | y Il.

Si bien las siguientes actividades aun no se
han realizado, se describe brevemente su
metodologia.

Ensayos de inoculacién de
Thaumastocoris peregrinus en
inverndculo; seleccion de cepas
segun su virulencia

Para los ensayos de inoculacioén en inverna-
culo se trabajara bajo condiciones semicon-
troladas y las inoculaciones se realizaran
sobre chinches criadas sobre clones de Eu-
calyptus con hoja adulta en maceta (plantas
de aprox. 80 cm de altura). Cada arbol se
ubicara dentro de una estructura de voile
y las plantas del ensayo se localizaran en
un invernaculo (se evitara la caida de llu-
via sobre las mismas pero la temperatura

\g>

Figura 2. A:Inoculacién de un ramo de E. tereticornis con 50 individuos de Thaumastocoris peregrinus
con suspension de esporas; B: Incubacién de los ramos inoculados en jaulas de voile; C:
revision diaria de los ramos inoculados y remocién de individuos muertos.
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sera bastante similar a la del ambiente).
Las cepas a ser utilizadas en estos ensa-
yos seran las seleccionadas previamente
en los ensayos in vitro. La produccién de
in6culo, su concentracion y modo de aplica-
ciodn seran iguales a los de la etapa anterior.
En base a los resultados obtenidos, se rea-
lizara una seleccion de los 10 aislamientos
mas virulentos pertenecientes a las Clase |
y en caso de no ser suficientes, también a
la Clase Il. A partir de este momento, las 10
cepas seleccionadas pasaran a la etapa de
bioproduccion.

En forma paralela a la etapa de bioproduc-
cién se comparara la virulencia de las 10 ce-
pas seleccionadas determinando para cada
una de ellas la concentracién letal 50 (LC50)
y el tiempo letal 50 (LT50). La LC50 es la
concentracion que causa la mortalidad del
50% de la poblacion blanco en un tiempo de-
terminado y el LT50 es el tiempo en el que se
alcanza la mortalidad del 50% de la pobla-
cién blanco para una concentracion determi-
nada. A su vez, para comparar la virulencia
de las cepas seleccionadas sobre diferentes
estadios de desarrollo de T. peregrinus, se
realizaran ensayos de inoculacion in vitro
sobre adultos (igual proporcién de machos y
hembras), sobre ninfas en estadio de desa-
rrollo 3 y sobre huevos en caja de Petri. Para
estas inoculaciones se utilizara una concen-
tracion de 107 conidios/ml de inéculo.

Actividades de bioproduccion;
seleccion de 2 cepas finales

Las actividades de bioproduccién constaran
de las siguientes etapas:

I. Caracterizacion fisiologica de las cepas
para la optimizacion de la produccion
masiva: sustratos con distintos conteni-
dos C/N y O, (nivel de agitacion de los
medios liquidos).

[I. Fermentacion sobre sustrato solido y
liquido evaluando la cantidad y calidad
(germinabilidad y virulencia) de las uni-
dades infectivas producidas en los dis-
tintos sustratos. Se determinara el siste-

ma de produccion y se seleccionara un
maximo de dos cepas que pasaran a las
siguientes etapas.

Ill. Ajuste de las condiciones para mejorar el
rendimiento del sistema de produccion.

IV. Agregado de componentes para la for-
mulacién y estudio del incremento de vo-
limenes de produccion (escalado).

V. Formulacién y escalado.

Ensayos de inoculacion de
Thaumastocoris peregrinus con
cepas formuladas y productos
comerciales

Finalmente, se realizaran ensayos de ino-
culacién de T. peregrinus con las dos cepas
formuladas, sobre plantas en invernaculoy a
su vez se incluiran en los ensayos dos pro-
ductos comerciales en base a hongos ento-
mopatdgenos.

4. RESULTADOS

Colecta de Thaumastocoris peregrinus,
aislamiento e identificacién de
hongos entomopatogenos

En la region Sureste se realizaron colectas en
8 sitios, sobre E. globulus, E. smithiiy E. vimi-
nalis, en los departamentos de Rocha, Maldo-
nado y Florida (sur). En las regiones Litoral y
Centro — Norte se realizaron colectas en 9 si-
tios sobre E. dunnii, E. benthamii, E. grandis,
E. camaldulensis y E. camaldulensis x E. tere-
ticornis, en los departamentos de Paysandu,
Tacuarembd, Durazno y Florida (norte). En las
Tablas 2 y 3 se resumen las especies y géne-
ros de hongos que se aislaron asociados a T.
peregrinus. Para la region SE se procesaron
1283 insectos en base a los cuales se identifi-
caron 1692 cepas fungicas. El 1,8% de éstas
corresponde a géneros de hongos entomopa-
tégenos (aproximadamente 31 cepas). Para
las regiones Litoral y Centro - Norte se pro-
cesaron 827 insectos y se identificaron 246
cepas (esta etapa aun se encuentra en pro-
ceso). El 11,8% de los hongos identificados
correspondio a géneros de entomopatégenos
(aproximadamente 29 cepas).
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Tabla 2. Hongos asociados a Thaumastocoris peregrinus, region SE. En
gris las especies con mayor frecuencia, en verde los géneros y
especies entomopatogénicas.

Especie % de hongos identificados
Acremonium sp. 3,24
Acrodictys sp. 0,20
Acrodontium crateriforme 12,65
Acrodontium spp. 2,45
Alternaria alternata 42,65
Arthrinium sp. 0,10
Basidiomycete 0,10
Beauveria spp. 0,39
Cladosporium spp. 79,71
Curvularia sp. 0,10
Drechslera sp. 0,49
Epicoccum sp. 6,67
Fusarium sp. 0,59
Gilmaniella sp. 0,10
Gliocladium roseum 0,10
Humicola sp. 0,39
Microesferopsis sp. 0,10
Nigrospora sp. 0,49
Ophiostoma sp. 0,29
Paecilomyces spp. 1,08
Penicillium spp. 3,53
Periconia sp. 2,06
Pestalotiopsis guepinii 0,69
Phoma sorghina 0,59
Phialophora verrucosa 0,10
Rinocladiela sp. 0,59
Sporotrix spp. 1,37
Staphylotrichum sp. 1,76
Trichoderma spp. 0,88
Verticillum spp. 0,98
Sin identificar 1,47
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Tabla 3. Hongosasociadosa Thaumastocoris peregrinus,regionesLitoral
y Centro-Norte. En gris las especies con mayor frecuencia, en
verde los géneros y especies entomopatogénicas.

Especie % de hongos identificados
Aspergillus sp. 0,60
Alternaria spp. 14,20
Beauveria spp. 10,80
Cladosporium spp. 70,50
Curvularia sp. 1,70
Drechslera sp. 1,10
Epicoccum sp. 1,10
Fusarium sp. 4,60
Nigrospora sp. 1,70
Paecilomyces spp. 1,10
Penicillium spp. 4,60
Pestalotiopsis guepinii 1,10

Ensayos de inoculacién de
Thaumastocoris peregrinus in vitro;
seleccion preliminar de cepas segun
su virulencia

A la fecha, el 95% de las cepas de entomo-
patdgenos de las colecciones del Laboratorio
de Micologia y del Laboratorio de Bioinsumos
de INIA Las Brujas han sido probadas al me-
nos dos veces en los ensayos de inoculacion
in vitro. La mayoria de las cepas demostro ser
patogénica para T. peregrinus con diferentes
grados de virulencia (Figura 3y Tabla 4). En ge-
neral, se obtuvieron altos porcentajes de recu-
peracion de inéculo en los individuos muertos.
En la Figura 4 se muestra que el porcentaje de
recuperacion para las cepas ILB 198, ILB 200,
ILB 205, ILB 257 e ILB 264 vari6 entre 86% y

100%. Cabe destacar que aun en los casos en
que las cepas no alcanzaron el 100% de mor-
talidad al décimo dia (ILB 198, ILB 200 e ILB
264, datos no mostrados), todos los individuos
que aun estaban vivos al finalizar el ensayo de-
sarrollaron micosis debida a las cepas inocula-
das, tras su incubacion en camaras humedas.

Para la totalidad de las inoculaciones in vitro,
la mortalidad de los testigos al décimo dia
alcanz6 valores de entre 0% y 24%. Segun
Butt y Goettel (2000), la mortalidad observa-
da en el testigo de este tipo de ensayos debe
ser menor a 20% para que los resultados del
ensayo sean confiables. En los casos en que
la mortalidad del testigo al décimo dia supe-
ré un 20%, los resultados de esa inoculacion
fueron tomados con precaucion.
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Figura 3. Thaumastocoris peregrinus con esporulacion de hongos entomopatégenos en un ensayo de
inoculacion in vitro. A: cepa ILB 151 (Paecilomyces farinosus); B: cepa ILB 174 (Metarhizium
anisopliae).




Tabla 4. Categorizacion preliminar de las cepas utilizadas segun su virulencia.

Cepa N° de dias en alcanzar el 90 % de la mortalidad Categoria
F1 1728 8 dias 1
F1 1878 5 dias I
Fl 2044 mas de 10 dias v
Fl 2067 6 dias Il
Fl 2121 7 dias Il
Fl 2122 8 dias 11
Fl1 2243 8 dias 11
Fl 922 mas de 10 dias \Y
ILB 151 mas de 10 dias \Y,
ILB 161 mas de 10 dias \Y
ILB 174 mas de 10 dias \Y)
ILB 198 mas de 10 dias \Y
ILB 200 mas de 10 dias \Y,
ILB 205 6 dias Il
ILB 256 mas de 10 dias \Y,
ILB 257 7 dias Il
ILB 264 6 dias Il

m % de recuperacion del indculo

100
98
94
86 I

100

Lecanicillium sp. Paecilomyces sp.  Beauveria bassiana  Lecanicillium Paecilomyces
attenuatum fumosoroseus
ILB 198 ILB 200 ILB 205 ILB 257 ILB 264

Figura 4. Porcentaje de recuperacion de indculo de las cepas ILB 198, ILB 200, ILB 205, ILB
257 e ILB 264 durante un ensayo de inoculacién in vitro.
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5. CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

Si bien en el afio 2013 no se observaron
altos picos poblacionales de T. peregrinus,
igualmente fue posible aislar, en todas las
regiones de colecta, cepas pertenecientes
a géneros de hongos entomopatégenos:
Beauveria, Paecilomyces, Verticillium y Le-
canicillium. Las diferencias en el porcentaje
de entomopatdégenos aislados entre las re-
giones Sureste y Litoral / Centro-Norte se
deben probablemente a la época de colecta,
ya que algunas se realizaron temprano en el
otofio, época en que las condiciones para el
desarrollo de los hongos son mas favorables.
Durante el otofio del 2014 se prevé realizar
nuevas colectas de chinches en el campo
para el posterior aislamiento de entomopa-
tégenos. Ademas de la obtencion de cepas
promisorias para el control biologico de la
chinche del eucalipto, es de interés del pro-
yecto estudiar cuales son los agentes causa-
les de las epizootias observadas a campo.

El protocolo de inoculacion desarrollado y las
condiciones de temperatura y humedad se-
leccionadas fueron adecuados para promo-
ver el desarrollo de los hongos entomopaté-
genos sobre T. peregrinus. La mayoria de las
cepas evaluadas fueron patogénicas para T.
peregrinus con diferente grado de virulencia,
permitiendo su categorizacion. En general
el porcentaje de recuperacion de inéculo es
muy alto y la mortalidad de los testigos se
encuentra dentro de niveles aceptables por
lo que los resultados de los ensayos fueron
confiables.

Es importante recordar que los resultados
presentados en este trabajo son avances de
un proyecto en curso y que aun resta realizar
varios ensayos de inoculacion in vitro, por lo
que la categorizacion de las cepas de colec-
cion debe tomarse como un resultado preli-
minar. A su vez, en breve se comenzaran los
ensayos in vitro con las cepas aisladas de T.
peregrinus colectados en el campo.

En la actualidad no existen medidas de ma-
nejo para la chinche del eucalipto a nivel

mundial, si bien en Australia se ha identifi-
cado una avispa parasitoide de huevos de T.
peregrinus, Cleruchoides noackae (Lin and
Huber) y su desempefio como controlador
estd siendo evaluado en varios paises. En
nuestro pais este parasitoide fue introducido
a fines de febrero del 2013 y las primeras
liberaciones a campo se realizaron en marzo
(INIA, 2013). A pesar de que la eficiencia de
este parasitoide alin no ha sido determinada,
este enfoque constituye un primer acerca-
miento a una posible medida de manejo de
esta plaga. Si bien sera necesario investigar
exhaustivamente la interaccién que tendra
este parasitoide con los hongos entomopa-
tégenos seleccionados en el presente pro-
yecto, existen antecedentes exitosos sobre
el uso combinado de ambos tipos de contro-
ladores en el marco de programas de Ma-
nejo Integrado de Plagas (Roy y Pell, 2000).
Cabe destacar a su vez que la duracion del
estado adulto de C. noackae es de 2 a 4 dias
(Mutitu et al., 2013) por lo que la exposicion
del parasitoide a los hongos entomopatége-
nos seria minima.

Al finalizar el proyecto (a fines del 2015)
se espera contar con cepas formuladas de
entomopatdgenos, seleccionadas por su alta
virulencia sobre T. peregrinus y por su capa-
cidad de ser escaladas sin perder sus propie-
dades. A partir de ese momento sera nece-
sario establecer lineamientos para el analisis
de riesgo y posibles métodos de aplicacion
a campo. En referencia a esto ultimo, resul-
tan interesantes los resultados obtenidos por
Gonzalez et al. (2012), quienes a través de
la ejecucion de un proyecto INNOVAGRO
(Facultad de Quimica-INIA) lograron iden-
tificar y sintetizar una feromona de agrega-
cion entre machos de T. peregrinus. Si bien
aun no se tienen resultados finales sobre el
desempefio de la feromona sintetizada, su
potencial uso en forma conjunta con hongos
entomopatdgenos bajo el formato de trampa
autodiseminante se presenta como una al-
ternativa sumamente interesante.
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IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE

Calonectria PRESENTES EN VIVEROS
FORESTALES EN PAYSANDU
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INTRODUCCION

El sector forestal ha crecido de manera sos-
tenida en nuestro pais en los ultimos 25
afios. Aproximadamente 1.000.000 hecta-
reas estan forestadas principalmente con es-
pecies de Eucalyptus, representando el 60%
del total, con predominancia de E. globulus,
E. dunniiy E. grandis (Uruguay XXI, 2013).

El aumento en el area forestada asi como
la inversion realizada para ello, requieren de
medidas cada vez mas importantes en ma-
teria de proteccion contra plagas y enferme-
dades que puedan afectar e impactar nega-
tivamente su valor actual y futuro (Baldini
et al., 2006). Un aspecto clave de cualquier
programa de plantacion de Eucalyptus es la
produccién de plantines de calidad. En ese
sentido las pérdidas de plantines en el vivero
pueden afectar seriamente el programa de
plantacion (Brown et al., 2002).

Los viveros ofrecen condiciones particular-
mente favorables para el desarrollo de epi-
demias como son el espaciamiento reduci-
do, riego regular, alta humedad y utilizacion
de fertilizantes (Alfenas et al., 2004). La ma-
yoria de las enfermedades en viveros de eu-
caliptos son causadas por hongos. Entre los
mas importantes se encuentran las manchas
foliares, tizon, cancro de tallo, podredumbre
de la raiz y la muerte de plantulas (Figura 1).
Estas enfermedades pueden ser producidas
por varios patdégenos entre los que predo-
minan especies de Cylindrocladium (esta-
do sexual Calonectria) y Cylindrocladiella,

que son particularmente prevalentes en las
regiones tropicales y subtropicales (Crous,
2002).

En la actualidad se reconocen, 37 especies
de Calonectria'y 52 especies de Cylindrocla-
dium. Una busqueda general realizada por
Lombard en el afio 2010, en las bases de
datos de hongos MycoBank (http://www.my-
cobank.org), y en el indice Fungorum (http:/
www.indexfungorum.org), dio lugar a un total
de 291 y 261 registros de nombres para Ca-
lonectria, respectivamente. Para Cylindro-
cladium, indico un total de 98 y 93 registros
en las respectivas bases de datos (Lombard
et al., 2010c).

La mayoria de los reportes de enfermedad
asociados con Calonectria en especies fo-
restales han sido en cinco familias de plan-
tas, de las cuales los mas importantes estan
asociados con Fabaceae (Acacia spp.), Myr-
taceae (Eucalyptus spp.) y Pinaceae (Pinus
spp.). Hasta el momento se han identifica-
do 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 patogéni-
cas del género Cylindrocladium, incluyendo:
mancha foliar, podredumbre de esquejes y
caida de plantulas. La podredumbre comien-
za en la region de la interfase sustrato-corte
de la estaca. La lesién progresa en tejidos,
oscureciendo por completo a los mismos, y

' Departamento de Proteccion Vegetal, EEMAC, Facultad de Agronomia, UdelaR. EEMAC. Ruta 3, Km 363, Paysand,

Uruguay. Correo electrénico: caperez@fagro.edu.uy

2 Polo de Desarrollo Universitario Forestal, Centro Universitario de Tacuarembd, UdelaR. Tacuarembd.
3 Laboratorio de Micologia. Facultad de Ciencias - Facultad de Ingenieria. UdelaR, Julio Herrera y Reissig 565, Montevideo.
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Figura 1: Sintomas y signos de Calonectria spp. en vivero. a) marchitamiento de plantas por
podredumbre radicular, b) decoloracion de los tejidos de la raiz evidenciando podredumbre
radicular, ¢) manchas foliares, d) anillamiento de plantines, e) esporulacion del patégeno en
la base del plantin, f) esporulacion del patégeno sobre hoja de eucalipto, g) esporulacion del
hongo sobre la hoja, con detalle del aparato donde se observan las estructuras tipicas del
patégeno (“candelabros”) constituidos por conidiéforos, conidios y vesiculas estériles.

posteriormente causando la muerte a la plan-
ta (Aparecido y Finatti, 2012). Sobre la lesién
se puede observar una esporulacién blan-
quecina brillante que corresponde a la fase
asexual del hongo. Menos frecuentemente,
en condiciones favorables se pueden obser-

var también estructuras globosas de color
anaranjado-rojizo sobre el tejido muerto, que
corresponde a la fase sexual. Las manchas
foliares son generalmente pequefias, circula-
res, aproximadamente 5 mm de diametro, de
color morado-rojizo, distribuidas en el limbo
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de la hoja (Alfenas et al., 2004). Las principa-
les fuentes de indculo de este patdgeno, son
estacas con los sintomas, sustrato, agua,
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 es-
pecies de Cylindrocladium en plantaciones
comerciales adultas. En estos casos se ha
reportado que estos patdgenos producen
enfermedades en hojas y tizén de tallo, que
resultan en la defoliacién del arbol, llevando
a una pérdida de vigor del mismo (Lombard
et al., 2010c). Los sintomas causados por
la enfermedad dependen de diversos facto-
res, tales como las especies de eucaliptos,
especies de Cylindrocladium y también de
las condiciones ambientales. Las especies
identificadas como causantes de patologias
en Eucalyptus son C. candelabrum, C. flo-
ridanum, C. gracile, C. ovatum, C. parasiti-
cum, C. pteridis, C. scoparium (Alfenas et al.,
2004).

Las especies de Cylindrocladium se distin-
guen en su mayoria en base a la morfologia
del conidiéforo, forma y tamafo de las fiali-
des, asi como el ancho y forma de sus vesi-
culas terminales. En las especies que se les
conoce el teleomorfo, Calonectria, se utilizan
como caracteres taxonémicos utiles para la
identificacion a nivel de especie la morfo-
logia de ascos, de ascosporas y anatomia
del peritecio (Crous y Kang, 2001). Pese a
esto, la variacién morfolégica ha sido fuente
de mucha confusién en el pasado, y ha dado
lugar a la descripcion de varias especies que
posteriormente pasaron a sinonimia (Schoch
et al., 2001).

Los estudios filogenéticos en Calonectria y
su anamorfo Cylindrocladium han incidido
sustancialmente en la taxonomia de estos
géneros. La aplicaciéon de técnicas molecu-
lares (RAPD, RFLP, proteinas totales, hibri-
dacion de ADN y comparacion de secuen-
cias ADN) para distinguir entre especies han
permitido el reconocimiento de numerosas
especies cripticas (Lombard et al., 2010c).

La comparacion de secuencias de ADN, aso-
ciada 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, citado por Lombard
et al., 2010c), y confirmado por Crous en el
afo 1994 (Lombard et al., 2012) como un gé-
nero diferente a Calonectria. Se distingue del
estado anamorfo de Calonectria por el patron
de ramificacién de los conidiéforos, forma y
tamario de conidios. Usualmente se trata de
hongos de suelo y estan considerados como
patdgenos o saprofitos de diversas plantas
hospederas en las regiones tropicales y sub-
tropicales del mundo. Han sido asociados
con una variedad de sintomas incluyendo
manchas en hojas, y podredumbres de rai-
ces, tallos y estacas de cultivos agricolas, fo-
restales y horticolas (Lombard et al., 2012).

Hasta la fecha no existen antecedentes que
cuantifiquen los dafos, ni valoren la impor-
tancia de esta enfermedad para las planta-
ciones ni para los viveros en Uruguay. Tam-
poco se encuentra registro de las especies
presentes en el pais. Dada la importancia
de la identificacion del patégeno como pilar
fundamental para disefar estrategias de ma-
nejo, y la falta de antecedentes nacionales
respecto a las especies de estos patégenos,
el objetivo del presente estudio fue la iden-
tificacion de las especies de Calonectria y
Cylindrocladiella presentes en viveros de eu-
calipto, particularmente en el Departamento
de Paysandu.

2. MATERIALES Y METODOS
Muestreo

A inicios del afio 2013, se tomaron mues-
tras de cuatro viveros ubicados en el depar-
tamento de Paysandu, tres de ellos cerca-
nos 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 Ay D, producen espe-
cificamente Eucalyptus, el Vivero B incluye
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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
Total 15 5 34 12 2 68
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(-) no se encontré dicha combinacion.

dentro de su produccién, floricultura y lefio-
sas y el Vivero C se dedica a varias lefio-
sas, incluyendo Eucalyptus y Pinus. La reco-
lecciéon de las muestras se realizé 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).

Aislamiento de cepas fungicas

Las muestras fueron colocadas en camara
hiumeda e incubadas a temperatura am-
biente para la induccién de esporulacion del
hongo. La esporulacion se obtuvo de forma
directa desde la muestra, hojas y tallos con
sintomas, o mediante hojas trampa para
sustrato, arena y suelo, siguiendo la meto-
dologia descrita por Gongalves et al. (2001).
De las fructificaciones observadas bajo la
lupa, se realizé 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 purificacion de la cepa mediante el
método de punta de hifa. Bajo la lupa, se to-
maron puntas de hifas individuales con aguja
estéril y se sembré en una nueva placa, de
forma de asegurar la pureza de la cepa.

Identificacioén de las cepas
De los cultivos obtenidos se realizé extrac-

cion de ADN. El micelio fue raspado de la su-
perficie, se liofilizé y molié a polvo utilizando

nitrégeno liquido. Se extrajo el ADN genomi-
co de dicho pulverizado mediante el método
CTAB (Murray y Thompson, 1980). Se cuan-
tificod la concentracion de ADN obtenido me-
diante el espectrofotometro Nano Drop 2000
(Thermo Fisher Scientific).

La regién ITS del ADN ribosomal fue ampli-
ficada y secuenciada utilizando los primers
ITS1 e ITS 4 (White et al., 1990). La mez-
cla utilizada para la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) consistié en 2,5 pL
de dNTPS 2mM, 2,5 uL de 10 x PCR Taq
buffer + KCI, 1,5 yL de MgCI2 25mM, 0,5
pL de primers reverse y forward a 10 mM,
0,1 puL 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
verificé la presencia de amplicén mediante
una corrida electroforética en gel de agaro-
sa al 1%, visualizada con GoodView™. La
secuenciacion del amplicén fue realizada
por la empresa Macrogen Inc. (Seul, Corea
del Sur).

Las secuencias ITS obtenidas fueron pro-
cesadas usando el programa ChromasPro
version 1.7.5 (Technelysium Pty. Ltd., Eden
Prairie, MN), donde fueron corregidas ma-
nualmente por errores en la lectura de ba-
ses, cuando fue necesario. Posteriormente,
fueron sometidas a busqueda BLAST en
NCBI GeneBank (http://www.ncbi.nim.nih.
gov/blast/Blast.cgi, verificado 2 Set, 2013).
Con esta busqueda se descargaron las se-
cuencias publicadas en revistas arbitradas,
que presentaban hasta un 99% de similitud
con la secuencia en estudio.
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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
Total 8 1 10 5 4 28

Las secuencias generadas fueron ensam-
bladas junto a las secuencias de cepas tipo
de las especies mas cercanas obtenidas de
la busqueda BLAST antes mencionada vy
descargadas de GenBank utilizando MEGA
5 (Molecular Evolutionary Genetics Analy-
sis) y alineadas en MAFFT ((http://align.bmr.
kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server/, verifica-
do 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 Bisec-
tion and Recombination). Como soporte se
realizé analisis por Bootstrap con 1000 re-
peticiones (Hillis y Bull, 1993). Como taxén
externo se utilizé la cepa tipo de Ca. colom-
biensis para ambos casos (Lombard et al.,
20009).

3. RESULTADOS
Muestreo

En la prospeccion realizada se colectaron 71
muestras que fueron procesadas en el labo-
ratorio de Fitopatologia de la EEMAC (Cua-
dro1). La intensidad de muestreo fue similar
para cada vivero (entre 15 y 21 muestras
en cada uno). Del total de muestras anali-
zadas provenientes de los cuatro viveros y

de distintos sustratos se obtuvieron 65 ce-
pas puras, las cuales fueron agrupadas por
morfologia de colonia, tomandose 28 cepas
representando los distintos grupos para con-
tinuar el estudio de identificacion utilizando
técnicas moleculares (Cuadro 2).

Identificacion de las cepas

La amplificacién de la region ITS del ADN
ribosomal, produjo un amplicon de 500
pb aproximadamente, el cual fue utilizado
para su posterior secuenciacion. El anali-
sis filogenético se realizé con las 28 se-
cuencias obtenidas en el presente estudio
(Cuadro 3) y 31 secuencias de referencia
de especies de Calonectria y Cylindrocla-
diella disponibles en GenBank (Cuadro
4).

El alineamiento final de las secuencias re-
sulté en 476 sitios, de los cuales 391 carac-
teres fueron constantes, 7 caracteres fueron
variables pero parsimoniosamente no in-
formativos y 78 resultaron informativos. Se
obtuvieron 1000 arboles mas parsimoniosos
con iguales indices de consistencia (IC) y re-
tencion (IR) de 0.88 y 0.97 respectivamente.
La longitud de los mismos fue de 118 pasos
(Figura 2).
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Cuadro 3. 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
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
PG20 “Ca. sulawesiensis” Cc 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
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Cuadro 4. Lista de cepas de referencia pertenecientes a especies de Calonectria'y Cylindrocladiella.

. N° accesion .
Especie ID de cepa 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)
P CPC 416 GQ280607 Lombard et al. (2010a)
Ca. pentaseptata VM3 JX855951 Lombard et al.*
P P VM11 JX855953 Lombard et al.*
Ca. pszz;‘/'ﬁis"am" 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)
) P CPC 1679 GQ280558 Lombard et al. (2010a)
Ca. spathiohvili CBS 116168 T GQ280628 Lombard et al. (2010a)
- Spathiphy CBS 114540 GQ280627 Crous (2002)
Ca. spathulata CBS 55592 GQ280630 Crous (2002)
- SP 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)
Cv. lanaeriformis CBS 111061 JN100606 Lombard et al. (2012)
y-1ang 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: coleccion de trabajo de Pedro Crous guardada en CBS;

CMW: coleccion de Forestry and Agricultural Biotechnology Institute (FABI);

T: cepa tipo

(*): Articulo en espera de admision.
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Ca colombiensis CBS 112221 T

Figura 2. 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

100

PG25

Cy peruviana CBS 113022
100 Cy camellige STU 234

Cy natalens CBS 114543
100 Cy camellie CPC 237

PG10
100 Cy lageniformis C85340.92 T

Cy lageniformis CBS 111061

PG14
PG20
PG45
PG54
PG50
PG3
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PG44
PG16
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PG24
PGH4
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PG51
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Ca sulawesiensis CBS 125277 T

| Ca sulawesiensis CBS 125248

100 Ca cerciona CBS 123693 T
_|: Ca cerciana CBS 123695

1 Ca reteaudii CBS 112143
Co retequdii CBS 112144 T

Ca insularis CBS 114558 T
Ca insularis CBS 114559

100 Ca denso CBS 125261 T

Ca densa CBS 125250

Ca spathiphylli CBS 116168 T

Ca spathiphylli CBS 114540

100 Ca spathulata CBS 555.92

i

Ca spathuleta CBS 112689

Ca scoparia CAP 17
Ca scoparia CAP 19
Ca scoparia CPC 1675
Ca scoparia CPC 1679

100

Ca VM3
Ca VM1l
PG58

Ca humicola CBS 125251 T

Ca humicola CBS 125269

PG52

Ca pauciromosa CMW 5683 T
Ca pauciramosa CPC 416

Ca CBS 111870T
PG18

PG55

PGS3

PG27

PG2

PG13
PG11

Co pseudospathiphylylli CBS 109165

Complejo Cy. camelliae

Cy. lageniformis

Grupo Ca. sulawesiensis

Ca. humicola

Ca. pauciramosa

colombiensis fue utilizado como taxon externo.
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De acuerdo a dicho andlisis la secuencia
correspondiente a la cepa PG10 agrup6 con
Cy. langeriformis. Diecinueve cepas se agru-
paron en el clado donde se encuentran Ca.
sulawesiensis y Ca. humicola, sin haberse
logrado asociarse estrictamente a ninguna
de estas especies. Sin embargo, mediante
la busqueda de BLAST, 17 de las 19 secuen-
cias tienen mayor similitud con Ca. sulawe-
siensis 'y dos de ellas con Ca. humicola. Esto
fue posteriormente confirmado mediante la
comparacién de las secuencias donde se
observé polimorfismo en nucleétidos simples
(SNP por su sigla en inglés) (Cuadro 5).

Para el caso de las 17 cepas con mayor simi-
litud a Ca. sulawesiensis, estas son idénticas
a la cepa de referencia (cepa tipo de la espe-
cie), 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, so6lo difieren en la posicion
102 del alineamiento (Cuadro 5). Debido a
la falta de robustez del analisis filogenético
para estos grupos, estas cepas se las nom-
bra entre comillas, debido a que resta confir-
mar su identidad taxondmica.

Siete cepas agruparon con Ca. pauciramosa
y Ca. hawksworthii, siendo por BLAST més
similares a Ca. pauciramosa, confirmado me-
diante 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
5). 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 5).

De las especies encontradas, “Ca. sulawe-
siensis” fue la que predomind, encontran-
dose en todos los viveros (Cuadro 6). “Ca-
lonectria humicola”, Cy. lageniformis y la
cepa perteneciente al grupo Cy. camelliae
fueron aisladas en un unico vivero. La pri-
mera de ellas sélo en el vivero D y las si-
guientes so6lo en el vivero A. Por su parte,
“Ca. pauciramosa” no se encontré en todos
los sitios de muestreo, pero si fue encontra-
do en todos los sustratos analizados, suelo,
compost, plantas y enjuague de bandejas
(Cuadro 6 y Figura 3). En el Cuadro 3 se
presenta una lista con las cepas aisladas en
el presente estudio, asi como su origeny su
identificacion.

Hubo una mayor riqueza de especies en el
compost analizado, de donde se aislaron 5
especies distintas, predominando “Ca. pau-
ciramosa”. 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 3).
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Cuadro 5.Comparacién de polimorfismos en nucleétidos simples de las secuencias de del ITS del
ADNTr. Las secuencias de las especies seguidas por una “T” corresponden a la secuencia de

la cepa tipo de la especie.

Cepa

Sitios ITS

102

108

110

290

299

356

421

443

Ca. sulawesiensis T A

T

T

PG 14

PG 20

PG 45

PG 54

PG 60

PG 3

PG 42

PG 44

PG 16

PG 15

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

OlO0I0[0|0[0]|0]-

Ca. hawksworthii T G

S| |Z|>|>|> ||

IEIEIEIEIEIEIEIE

R R e B B DA D B B DA D B DA B b B B B b b b b (O]

Cepa

Sitios ITS

80

256

405

467

Cy. camelliae CPC 237

C

C

Cy. camelliae STE-U234

Cy. peruviana CBS 113022

PG 25

QOO |>
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Cuadro 6. Numero de cepas obtenidas de cada especie segun el vivero de origen de la muestra.

“Ca.
pauciramosa’
20%

“Ca
Suelo

80%

Especie Vivero A Vivero B Vivero C Vivero D N° cepas
“Ca. humicola” 0 0 0 2 2
“Ca. pauciramosa” 4 0 7
“Ca. sulawesiensis” 4 9 1 3 17
Cy. lageniformis 1 0 0 0 1
Complejo camelliae 1 0 0 0 1
Compost Plantines
Complejo “Ca.
comellioe pauciramosa”

“Ca. 13% 10%
pauciramosa”. Complejo
37% / comellioe
13%
“Ca.
sulawesiensis”
12%
“Ca. humicola” Ca.
o \ sulawesiensis”
25% “
Ca. 90%

sulawesiensis”

pauciramosa”
25%

“Ca.
sulawesiensis”

Bandeja
75%

Figura 3. Presencia relativa de especies segun sustrato: Compost (n=7), Plantines (n=10), Suelo (n=6),

y Bandeja (n=4).

4. DISCUSION

El presente estudio representa la primera
prospeccion de Calonectria y Cylindrocla-
diella realizada en viveros de eucalipto en
Uruguay. Mediante la inferencia filogenética
basada en la comparacion de la region ITS
del ADN ribosomal se pudo confirmar la pre-

sencia de cinco grupos taxondémicos en los
viveros estudiados. El método utilizado per-
mitié confirmar la presencia de Cy. lagenifor-
mis en una muestra de compost pero no per-
miti6é discernir a que especies corresponden
las cepas restantes. Esto probablemente
se deba a la falta de resolucién de la region
ITS para este grupo de hongos por lo que se

49



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

50

debera realizar un andlisis multigénico para
obtener mayor resolucién. Lombard et al.,
(2010c) utilizaron las regiones de B-tubulina
e Histona H3, asi como también TEF-1a vy la
region que codifica para la calmodulina.

Cylindrocladiella peruviana, fue citada por
primera vez en 1982 como patdégeno en
Eucalyptus camaldulensis, E. grandis, E. ni-
tens, E. tereticornis en Sudafrica y en Brasil
en Eucalyptus sp. (Crous, 2002). Mientras
que Cy. camelliae, fue reportada por primera
vez por Boesew en 1982 (citado por Farr y
Rossman, 2013), y hasta la fecha ha sido re-
portada en E. camaldulensis, E. grandis, E.
nitens, E. tereticornis y E. urophyla en Su-
dafrica; en suelo en Australia, Brasil, Nueva
Zelanda y Sudéfrica (Farry Rossman, 2013).
Por otro lado, Cy. lageniformis, fue reportada
por primera vez en 1993 por Crous (2002)
en Brasil, y en Sudafrica ha sido asociada a
Eucalyptus sp. (Crous, 2002). En el presen-
te 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 numerosos hospederos,
incluso en Uruguay (Lombard et al., 2010b).
Esta especie ha estado asociada a enfer-
medades tales como damping-off, tizén fo-
liar y podredumbre de raiz y estacas. Tanto
en Africa como en Australia se considera
el patégeno dominante de viveros (Lom-
bard et al., 2010b). En el presente estudio
cepas pertenecientes al mismo clado que
esta especie, fueron encontradas en todos
los sustratos, en tres de los cuatro viveros
muestreados, evidenciando unapresencia
generalizada de esta especie en la regién
de Paysandu.

Calonectria sulawesiensis y Ca. humicola
fueron descritas en el afo 2010 por Lom-
bard et al. (2010a), aisladas de Eucalyptus
sp. en Indonesia y de suelo en Ecuador, res-
pectivamente. En los sitios aqui analizados
las cepas similares a Ca. humicola fueron
poco frecuentes (sélo dos cepas), obteni-
das de un Unico vivero y desde compost.

Mientras que cepas que agruparon con Ca.
sulawesiensis fueron las mas predominan-
tes del muestreo, con presencia en todos
los viveros y en la mayoria de los sustratos.
Por lo tanto este estudio estaria evidencian-
do una mayor distribucion geografica de
ambas especies.

Los resultados aqui presentados estan aco-
tados por lo limitado del muestreo, por lo cual
s6lo permiten un diagndstico preliminar de la
importancia de Calonectria y Cylindrocladie-
lla como patdgenos de viveros en Paysandu.
Se deberan realizar mas muestreos y en dis-
tintos momentos del afio para verificar si es-
tos resultados se confirman. De igual modo,
el analisis molecular con la inclusiéon de mas
genes permitird una identificacion a nivel de
especie para mejorar la resolucién de aque-
llos grupos que aqui no se han podido con-
firmar.

Las cepas puras obtenidas pasaron a for-
mar parte de la primera coleccién de cepas
de Calonectria y Cylindrocladiella spp. de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de
la Republica, Estacién Experimental Mario
Cassinoni, y constituyen el primer insumo
disponible para futuras investigaciones en el
tema.

5. CONCLUSIONES

+ Se encontré una gran diversidad de es-
pecies 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).

» Todas las especies identificadas han sido
reportadas como patogénicas, a excep-
cion de Cy. humicola que ha sido reporta-
da sélo en suelo.

+ Este estudio representa la primera refe-
rencia nacional respecto a este grupo de
patdgenos en eucalipto. La completa iden-
tificacion de las cepas aqui estudiadas de-
bera incluir otras regiones gendmicas que
permitan una mayor resolucién.
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+ La ampliacién del muestreo incluyendo
distintas estaciones del afio y otras regio-
nes del pais permitira tener una mejor ca-
racterizacién de la riqueza especifica de
estos patégenos a nivel nacional.

» El conocimiento de las especies presen-
tes permite una aproximacion a la biolo-
gia de las mismas y por consiguiente un
acercamiento a un manejo mas eficiente
de las enfermedades causadas por estos
patdégenos.

» La coleccién de cepas conservadas en la
EEMAC, permitirda estudios futuros que
incluiran, por ejemplo, estudios de pato-
genicidad para caracterizar la capacidad
de causar enfermedad de cada una y su
respectiva agresividad, lo cual permitira
enfocar el manejo hacia las especies pa-
tégenas prioritarias.
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CAPITULO VI
ENFERMEDADES BACTERIANAS EN
EUCALIPTO: ESTADO DEL CONOCIMIENTO

A NIVEL NACIONAL

Cintia Palladino', Guillermo Peréz?, Raquel Alonso®, Oscar Bentancur, Carlos A. Peréz'

1. INTRODUCCION

Actualmente hay dos tipos de enfermedades
bacterianas afectando al cultivo de eucalipto;
el tizén apical y las manchas foliares (Figura
1). Eltizén apical es causado por Erwinia psidii
y Pantoea ananatis. Erwinia psidii fue reporta-
da en Uruguay en el afio 2011 por Coutinho
et al. (2011). Los primeros sintomas de la
enfermedad se evidencian como lesiones ne-
créticas en hojas recién formadas. Frecuente-
mente se puede observar un “esmaltado” que
corresponde a la zooglea (células bacterianas
y contenido celular de la planta que emerge
de las lesiones). La infeccién avanza por el
peciolo hacia las ramas y forma pequefios

cancros. Por su parte, Pantoea ananatis ha
sido citada afectando plantaciones jovenes y
viveros de Eucalyptus grandis (FAO, 2006),
provocando muerte de hojas y formando am-
pollas que evolucionan a lesiones necrdéticas,
lo cual en ataques severos pueden ocasionar
la muerte de la planta.

Respecto a las manchas foliares causadas
por bacterias, en Uruguay aun no se ha
identificado la etiologia de esta enfermedad,
pero en Brasil han sido asociadas a especies
como Xanthomonas axonopodis, X. cam-
pestris, Pseudomonas syringae, P. putida,
P. cichorii, Erwinia sp.y Rhizobiaceae, sien-
do X. axonopodis la especie predominante

i o>

Figura 1. A. Sintoma tipico de tizén apical y B. mancha foliar bacteriana en Eucalyptus grandis.
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Cuadro 1. Ubicacion de la red de experimentos y parcelas de observacion.

Experimento | Plantacion | Especie | Ubicacién FeCh?, Empresa
Plantacion
1 Las Yucas E. dunnii Soriano 26//92011 Montes del Plata
2 Santo Tomas | E. dunnii | Rio Negro | 12/10/2011 | Montes del Plata
3 Ingral* E. dunnii | Rio Negro | 02/04/2013 | Montes del Plata
4 La Lucha E. dunnii | Paysandu 19/10/2012 | Montes del Plata
5 La Celeste | E. dunnii | Paysandu | 21/10/2011 | Forestal Oriental
6 San José E. dunnii | Rio Negro | 28/10/2011 | Forestal Oriental
7 San Antonio | E. dunnii | Paysandu 12/11/2013 | Forestal Oriental
8 Las Marias* | E. dunnii | Paysandu 15/03/2013 | Forestal Oriental
9 Teres? E. dunnii Soriano 15/04/2013 | Forestal Oriental
Abdala*&
10 Vetorelo E. grandis Rivera 05/10/2011 COFUSA
11 Moreira E. grandis Rivera 22/11/2013 COFUSA
12 Penarosa | E. grandis | Cerro Largo | 09/05/2013 | Weyerhaeuser
, . Forestal
13 Santa Sofia | E. grandis | Cerro Largo | 04/10/2013 Atlantico Sur
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(*) Plantaciones que incluyen parcelas de observacion.

(&) En esta plantacién una de las parcelas de observacion fue en un rodal con E. benthamii.

(Gongalves et al., 2008). Estas manchas son
angulares, humedas y translucidas, provo-
can una intensa defoliacién y muerte de los
apices de los arboles (Alfenas et al., 2004).

Debido a la falta de informacién nacional so-
bre la epidemiologia de estas enfermedades,
en el afio 2011 se inicié un proyecto conjunto
con la Sociedad de Productores Forestales
denominado “Alternativas de manejo de en-
fermedades foliares en plantaciones jovenes
de eucalipto”.

Con el objetivo de generar informacién na-
cional respecto a estas enfermedades, se
instal6 una red de 13 experimentos loca-
lizados en el litoral oeste y regién noreste
del Uruguay, con dos especies, Eucalyptus
dunnii y E. grandis (Cuadro 1). El disefio
experimental fue de bloques completos con
tratamientos aleatorizados, con cuatro repe-
ticiones. Cada tratamiento correspondié a
una alternativa quimica para controlar estas
enfermedades, aplicado a la dosis recomen-
dada por el fabricante (Cuadro 2). Se tuvo

Cuadro 2. Detalle de los productos y dosis utilizadas en cada tratamiento evaluado.

Tratamiento | Grupo Quimico Producto comercial | Empresa | Dosis cc/100L

1 - Testigo enfermo - -

2 Extracto de algas Wuxal Ascofol + Maisor 1000 + 1000

Wuxal Doble

3 Quitosano Biorend o Fosfirend Marwald 150 0 2000
4 Fosfito Zn Afital Zinc Enfoque 300

5 Fosfito K Fanafos K Fanaproqui 400

6 Oxicloruro de cobre Fanavid Flowable Fanaproqui 400

7 Oxicloruro de cobre Fanavid Flowable Fanaproqui 400

(Testigo protegido)
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ademas un tratamiento “Testigo”, el cual no
tenia aplicaciones y un tratamiento “Prote-
gido” el cual tenia aplicaciones mensuales
de oxicloruro de cobre.

Las aplicaciones foliares de los productos
fueron en vivero a los 21, 15y 0 dias antes
del despacho; y en la plantacién a los 3, 6
y 12 meses. Las dosis aplicadas fueron las
recomendadas por las empresas de agro-
quimicos (Cuadro 2).

Alos 3, 6, 12, 18 y 24 meses de plan-
tacion se determind el crecimiento (altu-
ra y diametro a la altura del pecho) y la
sanidad de cada arbol. Para el caso de
manchas foliares se determiné incidencia
y severidad mediante una adaptacién de
la escala visual de Stone et al. (2003). En
cuanto a tizén bacteriano se cuantificé la
incidencia de la enfermedad evaluando el
porcentaje de apices afectados en cada
arbol.

Ademas de los experimentos se instalaron
parcelas de observacion. Estas consistie-
ron en transectas localizadas fuera de los
experimentos pero en los mismos rodales
de los experimentos de Las Marias, Ingral
y Teresa Abdala (Cuadro 1). En estas par-
celas se identificé individualmente cada ar-
bol para poder cuantificar el crecimiento y
la sanidad de cada uno de ellos en forma
mensual. La cuantificacion de la enferme-
dad se realizé de forma cualitativa en cua-
tro categorias: “0” arboles sin sintomas,
“1” arboles con hasta 4 apices laterales
afectados, “2” arboles con mas de 4 apices
afectados y “3” arboles con el apice princi-
pal afectado.

Tanto para el caso de tizon como de man-
chas foliares, ademas de las muestras to-
madas en los experimentos y parcelas de
observacion, se incluyeron en el estudio
muestras obtenidas de plantaciones de
E. globulus, E. grandis x E. urophylla y E.
saligna, enviadas por las empresa partici-
pantes.

Respuesta a diferentes
interrogantes del sector productivo

¢En qué especies de eucalipto se observan
enfermedades bacterianas?

El tizon apical se ha observado en Eucalyptus
benthamii, E. dunnii, E. globulus, E. grandis y
E. maidenii. Las dos primeras especies de eu-
calipto parecen ser las mas susceptibles de
acuerdo a los niveles de infeccién observados.

Las manchas foliares se han observado prin-
cipalmente en E. grandis, y con menor fre-
cuencia en E. dunnii, E. globulus, E. grandis
x E. urophylla 'y E. saligna.

¢En qué regiones del pais se observan?

El tizon apical se ha observado en todo el
pais, mientras que las manchas foliares prin-
cipalmente en la zona noreste, pero también
se han observado en la zona litoral y centro
del pais.

¢A qué edad se han observado las epifitias?

Se han observado epifitas de tizon apical
en 5 de los 13 experimentos, y las mismas
han ocurrido en distintas edades, desde los
3 meses hasta los 14 meses de edad (Figura
2). Esto indicaria que no hay una clara aso-
ciacion entre la edad de la plantacion y el de-
sarrollo de las epifitas durante los primeros 2
afos de edad en que las plantaciones fueron
evaluadas.

Respecto a las manchas foliares, sélo se ob-
servo epifita en un experimento de E. grandis
instalado en Rivera (Moreira). La misma co-
menzo a los 3 meses de edad y continué au-
mentando hacia los 6 meses de edad, momen-
to en que se realizé la segunda evaluacion.

¢En qué época del afio se han observado
las epifitas?

Respecto al tizon apical, se han observa-
do epifitas en las cuatro estaciones del afio
(Invierno en Las Yucas, Primavera en Santo
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Edad de los arboles en relacién a la enfermedad
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Figura 2. Evolucion de la incidencia (% de brotes afectados) del tizon apical en el testigo,
segun la edad de la plantacién, para cada uno de los experimentos.

Tomas, Verano-Otoio en Teresa Abdala, en  Respecto al andlisis de la relacién entre las
Ingral y en Las Marias) (Figura 3). epifitas y el clima, no se encontré una aso-

ciacion clara entre la enfermedad y la tem-
La epifita de manchas foliares comenzé en  peratura. De acuerdo a los datos obtenidos,
el experimento Moreira en marzo, y continué  tanto el tizéon apical como las manchas fo-
aumentando aun en otofio (Figura 8). liares se desarrollaron tanto con las altas
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Figura 3. Evolucion de la incidencia (% de brotes afectados) del tizén apical en el testigo de cada
experimento a lo largo del periodo evaluado.
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Figura 4. Porcentaje de arboles enfermos en el momento de mayor incidencia del tizén apical, en cada

experimento.

temperaturas del verano como con las bajas
temperaturas del invierno. A su vez tampoco
hubo una asociacién clara con las precipita-
ciones.

¢Qué tan generalizadas fueron las epifitas
en la poblacion en estudio?

En epifitas severas de tizén apical la ma-
yoria de los arboles fueron atacados, evi-
denciando una epifita generalizada en la
poblacion (Figura 4). Esto podria indicar
que con alta presiéon de inéculo y condi-
ciones ambientales favorables, en las
fuentes de semilla de E. dunnii evaluadas,
la mayoria de los arboles fueron suscep-
tibles.

¢Coémo evoluciona la epifita? ;Cémo se
recupera la plantacion?

Los resultados obtenidos a partir de la lectura
de transectas en una de las parcelas de ob-
servacion indican un severo ataque de tizon
apical en abril, con el 36 % de los arboles en
categoria 3, y una progresiva recuperacion

en los meses siguientes donde solamente
un 3% de los arboles presentd sintomas tres
meses después de ocurrida la epifita (Figura
5). Estos resultados indican que cuando ce-
san las condiciones favorables para la infec-
cion, el arbol comienza a rebrotar, reempla-
zando el apice afectado por un nuevo apice,
diluyendo gradualmente la incidencia de la
enfermedad.

Se analizd el crecimiento de los arboles
de cada categoria en el periodo de abril a
julio 2013. Para tener una estimacion del
dafio que causa el tizon apical sobre el cre-
cimiento, se relaciond la altura inicial de
cada arbol con el incremento en altura en
el periodo en estudio, considerando cada
una de las categorias de severidad utili-
zada. Los resultados indican una estrecha
relacion entre la altura al inicio del periodo
y el incremento, sugiriendo que los arbo-
les mas grandes tienen mayores tasas de
crecimiento. Esta relacién fue corroborada
para los arboles en las categorias “0”, “1”, y
“2”, pero fue alterada para el caso de los ar-
boles en la categoria “3”, indicando que en
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Figura 5. Porcentaje de arboles en cada categoria de la escala de severidad desarrollada
para el tizon apical en este estudio, donde “0” indica arbol sin sintomas, y
“3” arbol con el apice terminal afectado. Datos obtenidos de la parcela de
observacion en Ingral en el otofio 2013.
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Figura 6. Relacion entre altura inicial e incremento en altura segun categoria de dafo.

Transecta realizada en plantacién de E. dunnii - T. Abdala — Soriano.

los arboles que tuvieron afectado su apice ¢Qué efecto tiene el tizon apical y las
terminal, el crecimiento no estuvo asociado = manchas foliares sobre el crecimiento?

a la altura inicial, sino que la muerte del api-

ce terminal afecto el crecimiento en dicho Para contestar esta pregunta se compar6 el
periodo (Figura 6). tratamiento protegido vs. el tratamiento testigo
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sin aplicacion. En el caso del tizén apical, no
fue posible mantener el tratamiento protegido
libre de enfermedad. En ninguno de los expe-
rimentos fue posible disminuir el nivel de en-
fermedad que presentaba el testigo (Figura 7).
De esta forma, al no tener un tratamiento libre
de la enfermedad, no fue posible estimar el im-
pacto de la misma sobre el crecimiento del cul-
tivo. Sin dudas esta es una limitante importante

para cuantificar el dafio debido a la falta de una
herramienta de control que permita mantener
plantas sanas, libres de enfermedad.

Para el caso de las manchas foliares, la
aplicacion periodica de oxicloruro si bien no
logré evitar la enfermedad, permitié reducir
los niveles de la misma en el experimento de
Moreira (Figura 8). Al evaluar el crecimiento
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Figura 7. Incidencia del tizon apical en el tratamiento testigo y en el protegido en el
momento de mayor enfermedad en cada experimento.
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Figura 8. Evolucion del porcentaje de arboles con mancha foliar (incidencia)
en el testigo y en el protegido. Experimento Moreira - Rivera.
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Figura 9. Efecto del tratamiento sobre la incidencia del tizon bacteriano. Experimento
Las Yucas - Soriano. Lectura realizada en julio del 2012, momento del pico

epidémico.
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Figura 10.Evolucion de la incidencia de manchas foliares segun tratamiento.

Experimento Moreira — Rivera.

en altura entre los 3 y 6 meses se observo un
crecimiento 36% mayor en los arboles prote-
gidos, aunque aun no se realiz6 el analisis
estadistico que confirme que estas diferen-
cias estan asociadas al factor en estudio.

¢Existen alternativas quimicas para minimi-
zar el efecto de las epifitas?

Para contestar esta pregunta se comparé la
incidencia de cada enfermedad en los dife-
rentes tratamientos implementados en los

experimentos. En relacion al tizén apical, no
hubo un efecto claro del tratamiento sobre
la enfermedad. Si bien resta realizar el ana-
lisis estadistico, las alternativas evaluadas
no mostraron una reduccién importante de la
enfermedad (Figura 9).

En el caso de las manchas foliares, los tratamien-
tos “Protegido” y “Fosfito de K” mostraron meno-
res niveles de enfermedad que el testigo (Figura
10), a pesar de que resta un analisis estadistico
que confirme el efecto del factor analizado.
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¢Existe algun efecto de los productos quimi-
cos sobre el crecimiento y la supervivencia
de los arboles?

Las enfermedades evaluadas no mostraron
efecto sobre la sobrevivencia de los arboles,
ya que no se encontraron arboles muertos
como resultado de las epifitas observadas.

Respecto al efecto de los tratamientos sobre
el crecimiento, en el caso de los experimentos
con epifitas por tizén apical, se observaron di-
ferencias (Figura 11), pero también se observo

una gran variabilidad asociada a la variabilidad
individual dentro de cada tratamiento, segura-
mente explicado por tratarse de plantacion se-
minal, con diversidad genética entre arboles.
El analisis estadistico permitira dilucidar si es-
tas diferencias pueden ser atribuidas al trata-
miento o corresponden a error experimental.

Para el caso de manchas foliares, se obser-
varon también diferencias en el crecimiento,
que deberan ser respaldadas por el analisis
estadistico debido también a la variacion in-
dividual (Figura 12).
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Figura 11.Crecimiento en altura entre los 6 y los 12 meses de la plantacion en el
experimento Las Yucas, con epifita de tizon apical. El crecimiento se expresa
en términos relativos al testigo. Testigo base 100 = 49 cm.
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Figura 12.Crecimiento en altura entre los 3 y los 6 meses de la plantacién en el

experimento Moreira - Rivera, ¢

on epifita de manchas foliares. El crecimiento

se expresa en términos relativos al testigo. Testigo base 100 = 44 cm.
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2. CONCLUSIONES

Las enfermedades bacterianas de manchas
foliares estan mas asociadas a la zona no-
roeste del pais y a Eucalyptus grandis, mien-
tras que tizon apical se ha observado en
todo el pais, y las especies que han mostra-
do niveles epidémicos mayores han sido E.
dunniiy E. benthamii, en las cuales en epifi-
tas severas la mayoria de los arboles se ven
afectados.

Las epifitas de tizon apical han sido obser-
vadas esporadicamente y han mostrado un
desencadenamiento explosivo, llegando en
poco tiempo a epifitas severas. Aunque la
recuperacion se da de forma gradual, es ra-
pida, en un mes se puede observar la recu-
peracion de la plantacion si las condiciones
ambientales no permiten que la enfermedad
siga evolucionando. En el caso de epifitas
severas el mayor dafio se observa en ar-
boles en los cuales se ha afectado el apice
principal, reduciendo el crecimiento en al-
tura.

Para el caso de las manchas foliares se ob-
servé una unica epifita, la cual comenzé en
verano y continué a lo largo de todo el afo.

Para ambas enfermedades no existe una
clara asociacion de la edad de los arboles
con las epifitas, ya que se observaron en los
primeros 2 afios de edad. Tampoco hay una
asociacion clara con volumen y frecuencia
de lluvias, pero podria haber una asociacion
con ocurrencia de tormentas, por los cam-
bios bruscos de temperatura, vientos fuertes,
y lluvias. Sin embargo, si bien se conoce que
ocurrieron estos eventos durante el periodo
en estudio, los mismos no fueron registrados
y por consiguiente no se pudo confirmar esta
hipotesis.

Las alternativas quimicas no mostraron una
reduccion importante de la enfermedad, para
el caso de tizén apical, sin embargo para el

caso de las manchas foliares, los tratamien-
tos “Protegido” y “Fosfito de K” mostraron me-
nores niveles de enfermedad que el testigo.

Tanto para tizén apical como para manchas
foliares las alternativas quimicas mostraron
un efecto sobre el crecimiento, aunque los
experimentos aun estan siendo evaluados y
resta realizar analisis estadisticos.

Las enfermedades evaluadas no mostraron
efecto sobre la sobrevivencia de los arboles,
ya que no se encontraron arboles muertos
como resultado de las epifitas observadas.
No fue posible estimar el dafo causado por
estas enfermedades, debido a que no se
pudo mantener sano al tratamiento “Protegi-
do”, lo cual es una limitante importante que
hay que intentar salvar.

La continuidad de las mediciones de estos
experimentos, junto a la identificacion de las
bacterias involucradas, tanto a las manchas
foliares como al tizén apical bacteriano, se-
ran el camino a seguir para poder responder
otras preguntas generadas por el sector pro-
ductivo. Una vez identificadas las especies
involucradas y generadas las colecciones
bacterianas, se podra realizar un ajuste de
métodos para la realizacion de inoculacion
artificial que permita caracterizar la resisten-
cia genética de distintos genotipos.
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CAPITULO VII

RESPUESTA DE Eucalyptus grandis
INOCULADO CON Teratosphaeria gauchensis

1. INTRODUCCION

Eucaliptos y pinos son los principales re-
cursos madereros cultivados en Argentina,
ambos representan el 88% de la superficie
forestal (MINAGRI, 2009). El eucalipto es
una especie exdtica que se ha adaptado a
las condiciones ambientales similares a su
region de origen y se ha visto favorecido
por la ausencia de plagas y enfermedades.
Sin embargo, en los ultimos afios se han re-
portado plagas y enfermedades en donde
los eucaliptos son cultivados, algunos pro-
venientes de su area de origen y otros que
adoptaron al eucalipto como nuevo huésped.
Teratosphaeria gauchensis es un celomice-
te que produce una enfermedad conocida
como “Coniothyrium canker”’. Son lesiones
necroéticas en los tejidos verdes del tallo y
ramas que eventualmente se desarrollan en
pequefias cancros. Las lesiones mas profun-
das alcanzan el cambium provocando bolsas
de kino que devaltan la madera. En los ca-
sos graves hay deformacion del tallo, brotes
epicormicos e incluso la muerte del arbol (Ni-
chols, 1992; OId et al., 2003). Las bolsas de
kino dificultan el proceso de pulpado (Corti-
nas et al., 2004).

En América del Sur la enfermedad se en-
cuentra en los principales paises producto-
res de eucalipto: Argentina, Brasil y Uruguay
(Gezahgne et al., 2003; Alfenas et al., 2004;
Marraro Acufia y Garran, 2004; Cortinas et
al., 2006). Una de las estrategias mas impor-
tantes para el manejo de esta enfermedad es
a través de genotipos resistentes o toleran-
tes. La resistencia genética ha sido utilizada
con éxito en Brasil y Sudéfrica contra el “can-

Sergio Ramos', Azucena del Carmen Ridao 2

cro del eucalipto”, producido por Chrysopor-
the cubensis (= Cryphonectria cubensis), por
seleccion de clones e hibridos Eucalyptus
grandis x E. urophylla resistentes (van Heer-
den et al., 2005; Alfenas et al., 1983).

El objetivo de este trabajo fue comparar mé-
todos de inoculacién de T. gauchensis. Esta
herramienta es util para programas de me-
joramiento (Barber, 2004), especialmente en
el caso de la propagacion de clones (Wing-
field et al., 1991).

2. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos ensayos: inoculacion asis-
tida e inoculacién en el campo.

Inoculacion asistida (IA)

Se utilizé el aislamiento BII12 de T. gauchen-
sis como indculo y se compararon dos méto-
dos, el primero (M1) fue utilizado por van Zyl
et al. (2002). Las inoculaciones se realizaron
mediante la remocién de una porcion de cor-
teza de 10 mm de didmetro, y reemplazan-
do esto con un disco de agar APD que lleva
el hongo, o con un disco no inoculado en el
caso de los controles. El segundo (M2) es
una adaptacion de la técnica de Cruz Avilés
et al. (2001) que se utiliza con otros patége-
nos de eucalipto (Lasiodiplodia theobromae,
Fusicoccum sp y Cryphonectria cubensis).
Esta técnica es similar a la anterior, pero en
lugar de extraer una parte de la corteza se
realizan punciones con el fin de provocar pe-
quenas heridas. En ambas técnicas la zona
tratada se sellé con polietileno para preve-
nir la desecacion y contaminacion. Se midio

' Proteccion Forestal. Estacion Experimental Agropecuaria Concordia, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. CC N°
34 (E3200AQK), Concordia, Entre Rios, Argentina. sramos@correo.inta.gov.ar
2 Patologia Vegetal, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Mar del Plata. UIB. CC 276 (B7620BKL) Bal-

carce, Buenos Aires, Argentina. ridacaz@balcarce.inta.gov.ar

65



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

66

longitud, ancho y se determiné el area de la
lesiébn (mm2) a los dos meses. Las pruebas
se realizaron en invernaculo. Se utilizaron
plantines de E. grandis seleccionados de di-
ferentes origenes: 40 plantines considerados
como clon resistente (clon 36), 40 plantines
de un clon considerado susceptible (clon F)y
un tercer grupo de 40 plantines de origen se-
minal (semilla comercial), de cuatro meses
de edad. Se dispuso un disefio de bloques
completos al azar con factorial 3 (origenes)
x 2 (métodos de inoculacion), con 4 bloques
y 5 plantas por bloque. Se realizé un ANO-
VA para la severidad (mm2) y una prueba de
comparaciones multiples de medias Tukey
(5 % nivel de significacion).

Inoculacién en el campo (IC)

Plantines de E. grandis de cuatro meses de
edad de los mismos origenes que los utiliza-
dos en la IA fueron colocados bajo el dosel
de un lote de E. grandis fuertemente afecta-
do por T. gauchensis. Se configuré un disefio
de BCA con 3 tratamientos, 10 bloques y 2
plantas por bloque. La severidad se evalué
a los 105 dias en base al numero y tamafo

de las lesiones en una porcion de tallo de
20 cm por encima de la mitad de la altura
total. Se determind la frecuencia de lesiones
de acuerdo al tamafio, el numero de lesiones
por cm2 y la severidad como porcentaje de
tejido enfermo (PTE). Para la evaluacion del
tamanio de la lesién se elabor6 una escala ad
hoc. Se realiz6 un ANOVA para la severidad
(PTE) y una prueba de comparaciones multi-
ples (Tukey, nivel de significacion del 5 %)

Los ensayos se llevaron a cabo en el INTA
EEA Concordia, Entre Rios. Los resultados
se evaluaron mediante el software estadisti-
co Infostat (2009).

3. RESULTADOS

Inoculacién asistida

Los resultados con los métodos de IA, M1y
M2, fueron similares y no hubo interaccion
significativa genotipo-método. La semilla co-
mercial mostré6 mayor desarrollo de la zona
afectada y fue estadisticamente diferente de
los clones 36 y F. No se observaron diferen-
cias significativas entre clones (Figuras 1, 2
y 3) (Pr>F < 0.0001).
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Figura 1. Area promedio de la lesién (mm2) desarrollada por métodos de inoculacion
asistida M1 y M2, con aislamiento Bll12 de Teratosphaeria gauchensis
en plantines de Eucalyptus grandis. Letras diferentes indican diferencias

significativas (Tukey, 0,05).
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Figura 2. Tallos de plantines de
Eucalyptus grandis 60 dias
después de la inoculacion,
método de inoculacion 1
(M1), con el aislamiento
Bll12 de Teratosphaeria
gauchensis. A) Clon 36,
B) clon F y C) semilla
comercial.

Figura 3. Tallos de plantines de Eucalyptus
grandis 60 dias después de la
inoculacién,métododeinoculacion
2 (M2), con el aislamiento Bll12
de Teratosphaeria gauchensis.
A) Clon 36, B) clon F y C) semilla
comercial.
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Inoculacion en el campo

El tamafio medio de las lesiones en los ta-
llos de las tres fuentes probadas (semilla
comercial, clones F y 36) varié de 0 a 10
mm. La frecuencia en funcién del tamano
promedio de lesién mostré una situaciéon
contrastante entre los dos clones. Mientras
que el clon 36 tenia lesiones predominante-
mente pequefias, tamanos de 0,6 a 2,5 mm
de diametro, el clon F presentd lesiones

de mayor tamano, 3-6,5 mm de diametro,
que las otras dos fuentes. El origen semilla
comercial mostré un comportamiento inter-
medio (Figura 4).

El numero de lesiones por cm2 se ubico en-
tre 1,28 y 1,58. El origen semilla comercial y
el clon 36 mostraron casi la misma cantidad
de lesiones por cm2, mientras que para el
clon F fue mas alto, pero no estadisticamen-
te diferente (Figura 5).
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Figura 4. Numero medio de lesiones segun su tamafio (mm) registrado en los tallos
de los plantines de Eucalyptus grandis de 4 meses de edad mantenidos
en una parcela de eucalipto gravemente afectada por Teratosphaeria

gauchensis.
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Figura 5. Promedio de lesiones por cm? en los tallos de Eucalyptus grandis.
Plantines de 4 meses edad mantenidos en una parcela de eucalipto
fuertemente afectada por Teratosphaeria gauchensis.
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Figura 6. Porcentaje de tejido enfermo en Eucalyptus grandis. Plantas evaluadas después
de 105 dias en una parcela de la misma especie altamente infestada con
Teratosphaeria gauchensis. Las barras laterales indican el error estdndar. Letras
diferentes indican diferencias significativas (Tukey 0,05).

El porcentaje de tejido enfermo (PTE) fue
mayor en las plantas del clon F. EI PTE de
las plantines de origen semilla comercial
fue muy cercano al del clon F, sin embar-
go, los valores fueron mas variables en

el primero como era de esperar (Figuras
6 y 7). El PTE fue mas bajo para el clon
36, confirmando la menor susceptibili-
dad de este clon a T. gauchensis. (Pr> F:
0,0005).

Figura 7. Rama de Eucalyptus grandis evaluado después de 105 dias en
un lote de E. grandis fuertemente afectado por Teratosphaeria
gauchensis. A) Clon 36, B) Semilla comercial y C) clon F.
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4. DISCUSION

El resultado de la prueba de inoculacion na-
tural y asistida mostré una diferencia en la
susceptibilidad de los distintos materiales de
E. grandis. En la inoculacion asistida, de ma-
yor a menor susceptibilidad fueron: semilla
comercial, clon 36 y clon F, mientras que para
la prueba de campo fueron: clon F, semilla
comercial y clon 36. Si se toma la prueba en
el campo como la manifestacion de la sensi-
bilidad natural de diferentes materiales bajo
alta presion de indculo, se podria explicar la
discrepancia entre los resultados de IC y los
obtenidos en las dos pruebas de |A porque
en M1 el hongo se pone en contacto directo
con el cambium y en M2 el hongo penetra a
través del agujero hecho por la aguja, ambas
situaciones son muy diferentes al proceso de
infeccién que ocurre en la naturaleza, donde
la penetracion es aparentemente directa (Old
et al., 2003). La corteza puede desempenar
una funcion importante en la contencion del
desarrollo de la lesion.

Los graves dafios causados por el procedi-
miento de IA dejan tejidos expuestos que de
otra manera no se verian afectados, por lo
que la prueba puede no estar reproduciendo
fielmente la susceptibilidad de los distintos
origenes. Algo similar fue sugerido por Wing-
field et al. (2002) en los experimentos de Hod-
ge (1999) para determinar la susceptibilidad
intraespecifica de Pinus radiata 'y P. patula al
“cancro del pino” por Fusarium circinatum.

La diferencia en el tamafo de las lesiones
para los distintos origenes (Figura 4) y la es-
casa diferencia observada en la cantidad de
lesiones por cm2 (Figura 5) podria indicar un
mecanismo de defensa que frena o que re-
duce la invasion (desarrollo y colonizacién)
de los tejidos por el hongo.
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CAPITULO ViII

EFECTO DE Teratosphaeria nubilosa SOBRE
EL CRECIMIENTO DE Eucalyptus globulus Y

Eucalyptus maidenii AL ANO DE INICIADA W
INFECCION

Gustavo Balmelli', Sofia Simeto', Diego Torres-Dini', Alicia Castillo?, Nora Altier®, Pablo Nufiez',
Federico Rodriguez', Wilfredo Gonzalez', Guillermo Pérez*, Julio J. Diez®

1. INTRODUCCION

Desde la apariciéon de Teratosphaeria nubi-
losa en Uruguay en el afio 2007 (Pérez et
al., 2009), las plantaciones jovenes de Eu-
calyptus globulusy E. maidenii estan siendo
severamente afectadas por la enfermedad
conocida como Manchas de Mycosphaere-
lla. Dicha enfermedad afecta principalmen-
te el follaje juvenil, produciendo manchas
foliares y defoliacion (Carnegie et al., 1998;
Hunter et al., 2009) (Figura 1). La frecuente
ocurrencia y gran severidad de los dafios
provocados por esta enfermedad (Balmelli
et al., 2009a, 2009b, 2011a; Simeto et al.,
2010; Pérez et al., 2013) son consecuencia
de la alta susceptibilidad del follaje juvenil
de E. globulus y E. maidenii, del gran volu-
men de inoculo producido por el patégeno
y de que las condiciones ambientales pre-
disponentes (varios dias de lluvia y alta hu-
medad relativa) son frecuentes en nuestro
pais. La magnitud del problema en E. glo-
bulus, que en ocasiones llega a provocar
pérdidas de area foliar superiores al 80%
(Balmelli et al., 2011a; Pérez et al., 2013;
Alonso et al., 2013), ha provocado en los
ultimos anos el reemplazo de esta especie
por otras mas resistentes, como E. dunnii
y E. grandis. De hecho, el area plantada
anualmente con E. globulus ha sufrido una

drastica reduccién, pasando de 11600 hec-
tareas en 2006 a 706 hectareas en 2011
(MGAP, 2013).

La pérdida de area foliar provocada por
plagas y enfermedades afecta el creci-
miento de los arboles y en determinadas
circunstancias provoca mortalidad, lo cual
disminuye la productividad de la planta-
cion. Sin embargo, y a pesar de la gra-
vedad del problema, la magnitud de las
pérdidas provocadas por T. nubilosa en E.
globulus y en E. maidenii ain no ha sido
cuantificada en nuestro pais. Por otro lado,
si bien E. maidenii es utilizada por algunas
empresas forestales para sustituir a E. glo-
bulus, hasta el momento tampoco se co-
noce la susceptibilidad relativa de ambas
especies. Por tal motivo, y en el marco de
un proyecto de mejora genética de E. glo-
bulus y E. maidenii (Balmelli et al., 2013a),
el presente trabajo tiene como objetivos:
a) evaluar el comportamiento relativo de E.
globulus y E. maidenii frente a T. nubilosa;
b) cuantificar el efecto del dafio provocado
por la enfermedad sobre el crecimiento y
sobre la mortalidad al afio de comenzada
la infeccién; y c) cuantificar el efecto del
cambio de follaje sobre el nivel de dafio,
sobre el crecimiento y sobre la mortalidad
posterior.
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Universidad de Valladolid. Palencia, Espana.
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Figura 1. Manchas tipicas de T. nubilosa en a) E. globulus y b) E. maidenii. ¢) Plantacién de E. globulus
con defoliacion severa, muerte de apices y ramas y rebrotes basales.

2. MATERIALES Y METODOS

La poblacién evaluada corresponde a una
prueba de progenies de E. globulus y E. mai-
denii instalada en marzo de 2011 en Lava-
lleja (Ruta 8, km 161). El ensayo se instalé
en un suelo 2.11a y su preparacién consis-
tié en la aplicaciéon de herbicida pre-laboreo
(Glifosato, 3 L/ha), laboreo en fajas (subso-
lado y excéntrica) y aplicacién de herbicida
pre y post emergente (Goal + Arnes: 1.5 +
1.5 L/ha). La densidad de plantacion fue de
1428 plantas por hectarea (3.5 metros entre
lineas y 2 metros entre plantas). Se fertilizd
al momento de la plantaciéon con 80 g/plan-
ta de 12/48/8. El material genético evaluado
corresponde a 194 familias de polinizacion
abierta de E. globulus y 86 de E. maidenii,
provenientes de las poblaciones de cria del
INIA. El disefio experimental es de bloques
completos al azar, con 3 repeticiones y par-
celas de 8 plantas en linea.

En febrero de 2012 se registraron varios dias
consecutivos de lluvia y/o alta humedad rela-
tiva, lo cual desencadeno una severa infec-
cion de T. nubilosa. Entre marzo y mayo se
registraron nuevas infecciones, lo que provo-
c6 un aumento continuo de la defoliacion en
los meses siguientes. El crecimiento (altura),
la severidad del dafo foliar y la precocidad
del cambio de follaje fueron evaluados en
mayo de 2012 a los 14 meses de edad (Fi-

gura 2). La susceptibilidad a la enfermedad
fue cuantificada en la totalidad de la copa de
cada arbol en base a la severidad de man-
chas foliares y a la defoliacion (porcentaje
de hojas caidas), mediante escalas visuales
adaptadas de Lundquist y Purnell (1987).
Para la severidad de manchas se utilizé una
escala con intervalos de 5% (0, 5, 10, etc.)
y para la defoliacién con intervalos de 10%
(0, 10, 20, etc.). Con ambos parametros se
estimé el dafio foliar total mediante el indice
de Dafo de Copa (IDC), adaptado de Stone
et al. (2003), calculado como:

IDC= Defoliaciéon + ((1 — Defoliacion/100) x
Severidad de manchas/100).

Para evaluar la precocidad del cambio de fo-
llaje se midié la proporcion de follaje adulto,
también con una escala visual a intervalos
de 10% (Figura 3).

En diciembre de 2012 (a los 21 meses de
edad, Figura 2) se evalu6 defoliacién y pro-
porcion de follaje adulto, utilizando las mis-
mas escalas que en la evaluacion anterior.
Finalmente, en mayo de 2013 (a los 26 me-
ses de edad y 12 meses de la primera eva-
luacion) se evalud el crecimiento (altura y
diametro) y la proporcion de follaje adulto. El
numero de arboles vivos en cada medicion
se utilizé para calcular la mortalidad ocurrida
entre dos evaluaciones.
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Figura 3. a) Arbol con 0% de defoliacién y sin foIIje adulto; ) arbol con 40% d

2 ; 2R
e defoliacion y 20% de

follaje adulto y c) arbol con 10% de defoliacion y 70% de follaje adulto.

El efecto del dafio provocado por T. nubilosa
se analizdé en cada especie por separado. El
analisis se realizé a nivel fenotipico, conside-
randose a ambas poblaciones como unida-
des genéticamente heterogéneas. La relacion
entre diferentes variables a nivel individual se
estimé mediante el coeficiente de correlacion
de Pearson. El efecto del dafio se evaluo, me-
diante analisis de varianza, para el porcentaje
de defoliacion a los 14 meses, comparando-
se el crecimiento medio (incremento en altura
entre los 14 y los 26 meses y DAP a los 26
meses) y la mortalidad media entre los 14 y

los 26 meses registrados en cada nivel de
defoliacion. Para los contrastes de medias
se utilizé el test de Tukey-Kramer. EI mismo
tipo de analisis se utilizd para cuantificar el
efecto de la precocidad del cambio de follaje
(porcentaje de follaje adulto a los 14 meses)
sobre el crecimiento y sobre la mortalidad
posterior. Para la evaluacion de los efectos
sobre la mortalidad se excluyeron del analisis
92 arboles de E. globulus y 39 de E. maidenii
que se volcaron con posterioridad a la prime-
ra evaluacion. También se excluyeron 87 ar-
boles de E. globulus y 31 de E. maidenii que

75



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

76

fueron seleccionados por su alta proporcion
de follaje adulto y cortados en agosto de 2012
para su clonacion. La normalidad de los datos
asi como la homocedasticidad de la varianza
residual se comprobd mediante andlisis grafi-
cos (graficas de distribucion normal y gréficas
de valores predichos vs residuales), los cua-
les mostraron que no existen desviaciones en
la normalidad ni falta de homogeneidad de
varianza. Para los analisis estadisticos se uti-
lizaron los procedimientos GLM y CORR del
SAS (SAS Institute 1997).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento relativo de E.
globulus y E. maidenii frente a T.
nubilosa

En la primera evaluacion sanitaria, a los tres
meses de iniciada la infeccion de T. nubilo-
sa, practicamente el 100% de los arboles de
ambas especies presentaban manchas folia-
res y defoliaciéon. Esta ultima caracteristica
representd un 81.6% del dafio total (IDC)
en E. globulus y un 83.6% en E. maidenii.
El nivel de dafio en E. globulus fue superior
al de E. maidenii, encontrandose diferencias
significativas para severidad de manchas
(P<0.05), para defoliacion (P<0.01) y para el
dano total (IDC) (P<0.01) (Cuadro 1). Entre la
primera y la segunda evaluacion, el nivel de

dafo provocado por la enfermedad continué
aumentando, principalmente por un incre-
mento en la defoliacién. Este hecho resalté
las diferencias en susceptibilidad entre am-
bas especies, registrandose a los 21 meses
(a los 10 meses de iniciada la infeccion) una
defoliacion media del 52.5% en E. globulus 'y
28.8% en E. maidenii (Cuadro1).

El cambio de follaje, de juvenil a adulto, co-
menzo significativamente mas temprano en
E. globulus que en E. maidenii. A los 14 me-
ses el 34.1% de los arboles de E. globulus
ya tenia hojas adultas, mientras que en E.
maidenii solo tenian hojas adultas el 2.8% de
los arboles (Cuadro 1). Las diferencias en el
cambio de follaje entre ambas especies se
mantuvo hasta la Ultima evaluacién (26 me-
ses), momento en que el 82.8% y 54.3% de
los arboles de E. globulus y E. maidenii tenian
hojas adultas (Cuadro 1). E. maidenii presentd
alos 26 meses un promedio de 12% de follaje
adulto, valor similar al que presento E. globu-
lus a los 14 meses (9.9%), indicando que esta
ultima especie comienza el cambio de follaje
aproximadamente un afo antes (Cuadro 1).
El follaje juvenil es mucho mas susceptible a
T. nubilosa que el follaje adulto (Park et al.,
2000), por lo que si bien E. globulus es mas
susceptible a T. nubilosa que E. maidenii, la
mayor precocidad en el cambio de follaje le
permitiria escapar a nuevas infecciones.

Cuadro 1. Comportamiento relativo de E. globulus y E. maidenii a los 14, 21 y 26 meses de edad.

Caracteristica 14 meses 21 meses 26 meses
E. globulus | E. maidenii | E. globulus | E. maidenii | E. globulus | E. maidenii
Severidad de
manchas (%) 10.5 56 i i i i
Defoliacion (%) 31.5 22.8 52.5 28.8 - -
IDC (%) 38.7 271 - - - -
YR
% arboles con 34.1 2.8 53.9 9.3 82.8 54.3
follaje adulto
% Follaje Adulto 9.9 0.6 17.3 2.3 294 12.0
S°brez‘o’/“;e”°'a 82.9 87.1 77.1 81.0 74.2 79.7
(]
Altura (cm) 287 275 - - 596 655
DAP (cm) - - - - 55 7.0

Nota: las diferencias entre especies fueron significativas al 1% para todas las caracteristicas, excepto para
severidad de manchas a los 14 meses y para sobrevivencia a los 26 meses que fueron significativas al 5% y para
sobrevivencia en las dos primeras evaluaciones (diferencias no significativas).
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En la evaluacién realizada a los 14 meses
ambas especies presentaban similar sobre-
vivencia (Cuadro 1). Sin embargo, entre los
14 y los 26 meses la mortalidad promedio de
E. globulus fue mayor que la de E. maidenii,
lo que determind que a los 26 meses la so-
brevivencia de E. maidenii pasara a ser sig-
nificativamente mayor que la de E. globulus.
Por otro lado, a los 14 meses el crecimiento
de E. globulus era significativamente mayor
que el de E. maidenii, pero entre los 14 y los
26 meses el crecimiento relativo se revirtio,
pasando E. maidenii a tener mayor altura y
mayor DAP promedio que E. globulus (Cua-
dro 1). El menor crecimiento de E. globulus
entre los 14 y los 26 meses podria deberse
al efecto perjudicial del mayor nivel de dafio
registrados en esta especie. En un ensayo
de especies y origenes de Eucalyptus insta-
lado en Lavalleja en 1992, y por lo tanto en
ausencia de la enfermedad, el crecimiento
de E. globulus fue superior al de E. maidenii,
tanto al primer afio como al tercer afio (datos
sin publicar). Estos resultados confirmarian
la hipétesis de que el menor crecimiento de
E. globulus observado en el presente ensa-
yo, es consecuencia de un mayor nivel de
dano provocado por T. nubilosa en esta es-
pecie.

Efecto del dano provocado por T.
nubilosa sobre el crecimiento y sobre
la mortalidad al afio de comenzada la
infeccion

Al momento de la primera evaluacion sanita-
ria no existian arboles sin dafo, por lo tanto
no se dispone de un verdadero control para
cuantificar el efecto de la enfermedad so-
bre el crecimiento y sobre la sobrevivencia,
tomandose como base de comparacion al
grupo de arboles que presentaban entre 0 y
10% de defoliacién (clase 10%). La cantidad
de arboles que presentaba cada nivel de de-
foliacion se presenta en el Cuadro 2.

En ambas especies se encontré una relacién
inversa entre el nivel de dafo a los 14 me-
ses y el crecimiento posterior (incremento en
altura entre los 14 y los 26 meses y DAP a
los 26 meses) (Figura 4). En E. maidenii so-

Cuadro 2.Numero de arboles de E. globulus
y de E. maidenii con cada nivel de
defoliacion en la evaluacion realizada
a los 14 meses de edad.

Defoliacion | E. globulus E. maidenii

(%) (N° de arboles) | (N° de arboles)
<10 185 234

20 572 838

30 1709 571

40 1073 81

50 198 0

60 20 0

lamente los arboles con 40% de defoliacion
mostraron un incremento en altura signifi-
cativamente menor que los arboles menos
danados (defoliacion < 10%). En E. globulus
los arboles con una defoliacion igual o supe-
rior al 30% tuvieron crecimientos significati-
vamente menores que los de la clase de de-
foliacion < 10% (Figura 4). La diferencia de
crecimiento en altura entre los arboles mas
dafiados y los menos danados, es decir la
pérdida de crecimiento en los niveles de ma-
yor defoliacion, fue de 22% en E. maidenii y
de 38% en E. globulus. También se observo
una relacioén inversa entre el nivel de dafo a
los 14 meses y el DAP a los 26 meses (Figu-
ra 4). Sin embargo, el efecto del dafio sobre
el DAP es significativo a niveles de defolia-
cion mas bajos (30% en E. maidenii 'y 20%
en E. globulus) y las pérdidas de crecimiento
en los niveles de mayor defoliaciéon son ma-
yores que las registradas para el crecimiento
en altura (32% en E. maidenii y 44% en E.
globulus).

El efecto de la reduccion del area foliar en
Eucalyptus ha sido reportado por varios au-
tores: Carnegie & Ades (2003) para manchas
de Mycosphaerella y Pinkard et al. (2006)
para defoliacién artificial, encontraron que el
crecimiento de E. globulus se vio afectado
a partir de un 10% de dafo; Smith (2006)
en E. globulus y Lundquist y Purnell (1987)
en E. nitens, reportan que el crecimiento
se vio afectado cuando la defoliacion pro-
ducida por Mycosphaerella fue superior al
20% y 25%, respectivamente. Sin embargo,
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Figura 4. Efecto del nivel de defoliacién a los 14 meses sobre el crecimiento (incremento en altura)
entre los 14 y los 26 meses (izquierda) y sobre el DAP a los 26 meses (derecha). Dentro de
cada especie, clases de defoliacion con diferentes letras indican diferencias estadisticamente

significativas (al 5%) en el crecimiento.

Pinkard (2003) en E. globulus no encontrd
perdidas de crecimiento en sitios de buena
productividad con defoliaciones de hasta
un 40%, mientras que Rapley et al. (2009)
en E. nitens, no encontraron efectos sobre
el crecimiento con defoliaciones menores al
60%. El efecto del dafio de enfermedades
foliares sobre E. globulus fue reportado pre-
viamente para Uruguay por Balmelli et al.
(2011b, 2013b), quienes encontraron que el
crecimiento fue afectado significativamente
cuando la defoliacion fue mayor al 40%, con
pérdidas de 20% en DAP al séptimo afio en
los arboles con mayor defoliacién. El ensayo
analizado en dichos trabajos sufrié un uni-
co evento de defoliacion durante el primer
ano, lo que contrasta con la situacion actual,

donde la defoliacion provocada por T. nubi-
losa continu6 aumentando en el segundo
afo (Cuadro 1). Segun Collett & Neumann
(2002) y Wills et al. (2004), las defoliaciones
repetidas tienen un mayor efecto perjudicial
sobre el crecimiento que las defoliaciones
aisladas, lo que explicaria las mayores pér-
didas de crecimiento registradas en el pre-
sente estudio.

El dafo provocado por T. nubilosa no afecto la
sobrevivencia posterior en E. maidenii pero si
en E. globulus, donde los arboles mas dana-
dos (clases de defoliacion 50 y 60%) presenta-
ron mortalidades significativamente mayores
que los arboles de las demas clases de dafio
(Figura 5). Si bien existen estudios en base a

3 14
g 12 W Globulus
PN @ Maidenii a
59 10
C o a
L E 8
X ©
-~ 6
? 3 b
g > 4 - E b
£ 5 | b b
2 a d a
0 |
<10 20 30 40 50 60
% Defoliacion 14 m

Figura 5. Efecto del nivel de defoliacion a los 14 meses sobre la
mortalidad entre los 14 y los 26 meses. Dentro de cada especie,
clases de defoliacién con diferentes letras indican diferencias
estadisticamente significativas (al 5%) en mortalidad.
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defoliacion artificial en E. globulus, en los cua-
les la defoliacién, aun a niveles de 100%, no
afectd la sobrevivencia a los 11 meses post
daro (Collett & Neumann, 2002), los resulta-
dos del presente trabajo sugieren que defolia-
ciones del 50% o superiores comprometen la
sobrevivencia posterior. Similares resultados
fueron reportados por Balmelli et al. (2011b,
2013b), donde la mortalidad en ensayos de E.
globulus afectados por enfermedades foliares
aumentd significativamente cuando los valo-
res de defoliacion fueron superiores al 60%.
Sin embargo la muerte de arboles no puede
atribuirse directamente al dano provocado
por la enfermedad, sino que probablemente
sea el resultado de una interaccion entre el
debilitamiento de los arboles mas dafiados y
el efecto de otros factores bidticos o abidticos,
incluida la competencia generada por arboles
vecinos (Carnegie et al., 1994).

Efecto de la precocidad del cambio
de follaje en E. globulus sobre el
nivel de dano provocado por T.
nubilosa y sobre el crecimiento y la
mortalidad posterior

La cantidad de arboles de E. globulus y E.
maidenii que a los 14 meses presentaba
cada nivel de follaje adulto se presenta en
el Cuadro 3. Dado que el 97% de los arboles
de E. maidenii presentaba Gnicamente follaje

40
35

% Defoliacién 14 m

o un

Cuadro 3.Numero de arboles de E. globulus 'y de
E. maidenii con cada nivel de follaje
adulto en la evaluacion realizada a los
14 meses de edad.

a
2 a

30 b

25 .

20 g

15 e

10
0 10 20 30 40 50 60

Follaje E. globulus E. maidenii
Adulto(%) | (N° de arboles) | (N° de arboles)
0 2543 1747
10 254 25
20 255 9
30 499 13
40 216 0
50 78 0
60 30 0
70 25 0

juvenil, el efecto de la precocidad del cambio
de follaje no fue analizado en esta especie.

El follaje juvenil es mucho mas susceptible
a T. nubilosa que el follaje adulto (Park et
al., 2000), lo que explica la relacion inversa
observada en E. globulus entre el cambio
de follaje y el nivel de dafio a los 14 meses
(Figura 6). En esta especie se registro una
disminucion significativa en el nivel de defo-
liacion en aquellos arboles que tenian 30%
o mas de follaje adulto. Desde otro punto de
vista, la defoliacién de los arboles de E. glo-
bulus que presentaban 40% de follaje adulto
fue similar a la defoliacion de los arboles de

@ Globulus
@ Maidenii

% Follaje Adulto 14 m

Figura 6. Relacion entre el porcentaje de follaje adulto y la defoliaciéon
observada alos 14 meses. Dentro de E. globulus, clases de follaje
adulto con diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas (al 5%) en el porcentaje de defoliacion. La defoliacion
en E. maidenii se presenta Unicamente como referencia.
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Figura 7. Efecto del porcentaje de follaje adulto a los 14 meses sobre el crecimiento (incremento en
altura) entre los 14 y los 26 meses (izquierda) y sobre el DAP a los 26 meses (derecha) en E.
globulus. Clases de follaje adulto con diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas (al 5%) en el crecimiento. El crecimiento para E. maidenii se presenta

Unicamente como referencia.

E. maidenii con el 100% de follaje juvenil. El
hecho de que E. maidenii presente menor ni-
vel de dafno que E. globulus sugiere que la
mayor resistencia relativa no estd dada por
una mayor proporcion de follaje adulto, sino
por diferencias en caracteristicas anatomi-
cas y/o fisiologicas del follaje juvenil.

En E. globulus se encontrd una relacion di-
recta entre el porcentaje de follaje adulto a
los 14 meses y el crecimiento posterior: r
= 0.43 (P<0.01) con el incremento en altu-
ra entre los 14 y los 26 meses y r = 0.49
(P<0.01) con el DAP a los 26 meses (Figura
7). Los arboles que tenian un 20% o mas de
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follaje adulto, o los que tenian al menos un
10% de follaje adulto, tuvieron respectiva-
mente un crecimiento en altura y DAP sig-
nificativamente mayor que los que aun no
habian comenzado a cambiar el follaje (0%
follaje adulto). La diferencia de crecimien-
to entre los arboles con mayor proporcion
de follaje adulto respecto a los que tenian
100% de follaje juvenil fue de un 25% en
altura y de un 30% en DAP. En otras pala-
bras, el cambio precoz de follaje, asociado
a un menor nivel de dafo (Figura 6), tuvo
un efecto positivo sobre el crecimiento pos-
terior, siendo dicho efecto mas marcado en
el caso del DAP.

W Globulus
B Maidenii
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Figura 8. Efecto del porcentaje de follaje adulto a los 14 meses sobre la
mortalidad entre los 14 ylos 26 meses en E. globulus. Clases de follaje
adulto con diferentes letras indican diferencias estadisticamente
significativas (al 5%) en la mortalidad. La mortalidad para E. maidenii
se presenta Unicamente como referencia.
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El efecto de la precocidad en el cambio de
follaje en E. globulus sobre la mortalidad en-
tre los 14 y los 26 meses se presenta en la
Figura 8. Los arboles que a los 14 meses ya
habian comenzado a cambiar el follaje pre-
sentaron una mortalidad significativamente
menor que aquellos que solamente presen-
taban follaje juvenil. Sin embargo, no hubo
diferencias estadisticamente significativas
en la mortalidad de los arboles que a los 14
meses presentaban diferente proporcion de
follaje adulto.

Los resultados obtenidos indican que el
cambio precoz de follaje en E. globulus re-
duce el nivel de dafio de T. nubilosa. A su
vez, y probablemente debido a lo anterior,
favorece el crecimiento y reduce la mortali-
dad de los arboles afectados. Parece légico
por lo tanto promover el cambio temprano de
follaje como medida de manejo de la enfer-
medad. Hay al menos dos alternativas para
ello: acelerar el crecimiento inicial mediante
una silvicultura intensiva y utilizar genotipos
seleccionados por precocidad en el cambio
de follaje. Sin embargo la relacién entre el
crecimiento inicial y el momento en que co-
mienza el cambio de follaje en E. globulus
es relativamente pobre: Milgate et al. (2005)
reportan una correlacion fenotipica de 0.25
entre la altura a los 5 meses y la presencia
de follaje adulto a los 2 afos; y Balmelli et al.
(2013b) reportan una correlacion fenotipica
de 0.35 entre la altura a los 8 meses y el por-
centaje de follaje adulto a los 20 meses. Por
el contrario, en varios trabajos se reporta un
fuerte control genético del momento en que
se produce el cambio de follaje en E. globu-
lus, con heredabilidades que varian entre
0.41y 0.74 (Balmelli et al., 2013c, 2014; Ha-
milton et al., 2011; Jordan et al., 1999; Lopez
et al., 2002), lo que demuestra la posibilidad
de seleccionar genotipos con cambio precoz
de follaje.

4. CONCLUSIONES Y
CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados obtenidos demuestran que el
nivel de dafio provocado por T. nubilosa fue
mayor en E. globulus que en E. maidenii. Sin

embargo, la susceptibilidad relativa de ambas
especies depende del momento de la evalua-
cién, o lo que es lo mismo, de la severidad de
la infeccion (como se vio, la diferencia en el
porcentaje de defoliacion entre ambas espe-
cies era de 9% a los 14 meses y de 24% a
los 21 meses). De todas formas, el dafio re-
gistrado en E. maidenii sugiere que esta es-
pecie, desde el punto de vista de sustituir a E.
globulus, es una alternativa riesgosa y poco
efectiva cuando se dan condiciones ambien-
tales para la ocurrencia de infecciones seve-
ras de T. nubilosa.

Las manchas foliares y la defoliacién provo-
cadas por T. nubilosa afectaron el crecimien-
to en ambas especies, aunque el efecto per-
judicial fue mayor en E. globulus que en E.
maidenii, registrandose en los arboles mas
defoliados una pérdida de crecimiento en
DAP de 45% y 30%, respectivamente. En el
caso de E. globulus, en los niveles de defo-
liacién mas altos también se registré una re-
lativamente alta mortalidad. Si bien la muerte
de arboles no puede atribuirse al efecto di-
recto de la enfermedad, el debilitamiento que
ésta genera en los arboles los predispone al
efecto de otros factores bidticos o abidticos,
lo que compromete su supervivencia.

La informaciéon generada en este trabajo
también demuestra que si bien el follaje ju-
venil de E. globulus es muy susceptible a T.
nubilosa, el cambio a follaje adulto comienza
bastante antes que en E. maidenii. Dado que
el follaje adulto es resistente a T. nubilosa,
los arboles de E. globulus con mayor propor-
cion de follaje adulto crecieron un 30% mas
y tuvieron menor mortalidad que los arboles
que solamente tenian follaje juvenil. Desde
el punto de vista productivo es deseable que
el cambio de follaje comience lo antes posi-
ble ya que el follaje adulto le permite al arbol
recuperarse y escapar a nuevas infecciones.
Por tal motivo, en INIA se esta ejecutando un
proyecto de seleccion y clonaciéon de indivi-
duos que presentan esta caracteristica.

Finalmente, cabe destacar que la informacién
aqui presentada cuantifica el efecto del dafio
provocado por T. nubilosa al afio de iniciada
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la infeccion, siendo necesario continuar la
evaluacion hasta la edad de cosecha.
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CAPITULO IX
VARIABILIDAD GENETICA EN

SUSCEPTIBILIDAD A

Teratosphaeria pseudoeucalypti
EN EUCALIPTOS COLORADOS

Gustavo Balmelli', Fernando Resquin', Sofia Simeto’, Diego Torres',
Pablo Nufez', Federico Rodriguez', Wilfredo Gonzalez'

1. INTRODUCCION

Los eucaliptos denominados “colorados”
(principalmente Eucalyptus camaldulensis y
E. tereticornis) fueron plantados en cortinas
y en montes de abrigo y sombra en todo el
pais. El uso generalizado de estos eucalip-
tos con dichos fines se debio a su gran rusti-
cidad, ya que se adaptan a todo tipo de sue-
los y tienen buena tolerancia a la sequia y a
las heladas. Si bien la forestacion con fines
industriales prefirié especies de mas rapido
crecimiento y/o de maderas mas aptas para
produccion de celulosa (como E. globulus, E.
grandis o E. dunnii), en los ultimos afios se
ha renovado el interés en los eucaliptos co-
lorados como alternativas de diversificacion
orientadas a la produccion de madera de alto
valor. En este marco, y con el fin de generar
semilla mejorada localmente, en el afio 2007
el INIA inicié un Plan de Mejoramiento Gené-
tico en E. tereticornis. Los objetivos de selec-
cion definidos en dicho plan de mejora son el
aumento de la velocidad de crecimiento y la
mejora de la forma del fuste?.

Si bien histéricamente los eucaliptos colora-
dos han presentado una excelente sanidad,
en los ultimos afios han ingresado a nuestro
pais varias plagas y enfermedades frente a
las cuales estos eucaliptos han mostrado ser
muy susceptibles. En 2007 es reportado el
psilido de escudo (Glycaspis brimblecom-

bei), en 2008 se observa por primera vez la
chinche del eucalipto (Thaumastocoris pere-
grinus), en 2011 aparecen manchas foliares
(recientemente identificadas como Tera-
fosphaeria pseudoeucalypti) y en 2013 apa-
rece la avispa agalladora (Leptocybe invasa)
(Figura 1). El efecto combinado y sostenido
en el tiempo de estas plagas y enfermeda-
des ha provocado un debilitamiento en gran
parte de los montes de eucaliptos colorados,
los cuales presentan frecuentemente arbo-
les de gran porte severamente defoliados,
con muerte de ramas o totalmente muertos
(Figura 2).

Por su rapida dispersiéon en el pais y por la
severidad de sus dafios en los eucaliptos co-
lorados, las manchas foliares y la defoliacion
provocadas por T. pseudoeucalypti generan
una especial preocupacion ya que ponen en
riesgo su utilizacién a escala comercial. Por
tal motivo se consideré necesario incluir la
resistencia a esta enfermedad como uno de
los principales objetivos de seleccion del Plan
de Mejoramiento Genético de E. fereticornis.
Para conocer las posibilidades de seleccion
por resistencia se evalué el nivel de dafo en
el pool genético de INIA, definiéndose como
los objetivos del presente trabajo: a) conocer
la susceptibilidad relativa de E. camaldulen-
sis y E. tereticornis a T. pseudoeucalypti y b)
cuantificar la variabilidad genética para resis-
tencia a T. pseudoeucalypti en E. tereticornis.

' Programa Nacional de Investigacién en Produccion Forestal. INIA. Ruta 5, km 386. Tacuarembo.
2 La descripcion del Plan de Mejoramiento de E. tereticornis puede ser consultada en la Serie Actividades de Difu-

sion N°557.
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Figura 1. Plagas y enfermedades que afectan a los eucaliptos colorados: a) psilido de
escudo (Glycaspis brimblecombei); b) chinche del eucalipto (Thaumastocoris
peregrinus); c) avispa agalladora (Leptocybe invasa); d) manchas foliares

provocadas por Teratosphaeria pseudoeucalypti.

Fiurar 2. Aspecto de algunas cortinas y montes de eucaliptos colorados severament
afectados por plagas y enfermedades.
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2. MATERIALES Y METODOS

La susceptibilidad relativa de E. camaldulen-
sis y E. tereticornis a T. pseudoeucalypti se
estudié en un ensayo de manejo de eucalip-
tos colorados instalado en octubre de 2009
en Paso del Cerro (Tacuarembd). Dicho en-
sayo evalua el comportamiento de E. tere-
ticornis (procedente de Banado de Medina,
FAGRO) y E. camaldulensis (procedente
de Claromeco, provincia de Buenos Aires),
con dos intensidades de laboreo (con y sin
subsolador) y 2 esquemas de raleo (aun no
aplicados). El marco de plantacion es de 4
metros entre fajas y 2.5 metros entre plantas
(1000 arboles/ha). El disefio experimental es
de BCA (bloques completos al azar), con 3
repeticiones y parcelas de 110 arboles.

En 2012 (al 3er afo de crecimiento) se eva-
lué el crecimiento (altura y didmetro) y el ni-
vel de dafio (defoliacién) provocado por T.
pseudoeucalypti. La escala de dafio utilizada
para evaluar la defoliacién fue de 0, 20, 40,
60 y 80%. El comportamiento relativo de am-
bas especies fue analizado mediante anali-
sis de varianza (ANOVA).

La variabilidad genética para resistencia a T.
pseudoeucalypti en E. tereticornis se analizd

en el Huerto Semillero de esta especie insta-
lado en marzo de 2009 en la Unidad Experi-
mental La Magnolia. EI marco de plantacién
es de 4 metros entre fajas y 2.5 metros entre
plantas (1000 arboles/ha). Se aplico glifosato
pre-laboreo (Roundup, 4 I/ha) y se laboreé en
fajas con excéntrica. Se fertilizd6 al momento
de la plantacion con 100 g/planta de 8/40/0 y
se aplicé herbicida post-plantacion (Goal 11/
ha + Arnes 1l/ha). El disefio experimental es
de Bloques Completos (sistematicos), con 10
repeticiones y parcelas de 1 planta. El pool
genético esta conformado por 165 familias de
medios hermanos, provenientes de 16 orige-
nes australianos (cubriendo buena parte del
area de distribucién natural de la especie), 18
procedencias locales (plantaciones comercia-
les dénde se seleccionaron arboles por creci-
miento y forma) y un programa de mejora en
Argentina (Centro de Investigaciones y Expe-
riencias Forestales, CIEF) (Figura 3).

En 2012 (al 3er afo de crecimiento) se eva-
lué el crecimiento (altura y didmetro) y el ni-
vel de dafio (defoliacién) provocado por T.
pseudoeucalypti. La escala de dafno utilizada
para evaluar la defoliacion fue de 0 a 10%
(baja susceptibilidad), 10 a 30% (susceptibi-
lidad moderada) y mas de 30% (alta suscep-
tibilidad). La susceptibilidad relativa de las

Figura 3. Ubicacion geografica de los origenes de E. tereticornis introducidos
desde Australia (izquierda) y de las plantaciones locales donde fueron
seleccionados los arboles superiores (derecha).
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Figura 4. Dafios provocados por T. pseudoeucalypti al tercer afio de crecimiento: defoliacion

severa en E. camaldulensis (izquierda) y leve en E. tereticornis (derecha).

diferentes fuentes de semilla y de los dife-
rentes origenes o procedencias fue analiza-
do mediante andlisis de varianza (ANOVA) y
contraste de medias (test de Tukey-Kramer)
para el porcentaje de arboles altamente sus-
ceptibles (mas de 30% de defoliacion).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Susceptibilidad relativa de
E. camaldulensis y E. tereticornis a
T. pseudoeucalypti

El nivel de dano provocado por T. pseudo-
eucalypti en E. camaldulensis fue significati-
vamente mayor que en E. fereticornis, regis-
trandose valores medios de defoliacion de
37.0% y 5.8%, respectivamente (Figura 4).
Las marcadas diferencias en susceptibilidad
a la enfermedad observada entre ambas es-
pecies podria explicar la gran heterogeneidad
existente en el estado sanitario de los montes
de eucaliptos colorados. Es frecuente ver al-
gunas cortinas y montes en muy mal estado
(con arboles parcial o totalmente muertos) y
otras, a relativamente corta distancia, practi-
camente sin dafos o con aceptable sanidad.

En el momento de la evaluacion de dario el
crecimiento de E. tereticornis era mayor que
el de E. camaldulensis, con un DAP medio
de 6.9 y 5.8 cm, respectivamente. Si bien
estas fuentes de semilla no han sido compa-
radas sin la presencia de esta enfermedad,
es légico pensar que la diferencia de creci-
miento podria estar explicada por un efecto
detrimente del alto nivel de dafo observado
en E. camaldulensis. Sin embargo los nive-
les de dafio registrados en el ensayo pare-
cen no afectar la sobrevivencia, la cual fue
de 87.4% en E. camaldulensis'y de 82.1% en
E. tereticornis. Es probable que la mortalidad
que se observa en los montes de eucaliptos
colorados se deba al efecto combinado de
esta enfermedad y diferentes plagas (como
Glycaspis y Thaumastocoris) y/o al debilita-
miento progresivo de los arboles por el dafio
recurrente provocado por la enfermedad.

Variabilidad genética para resistencia
a T. pseudoeucalypti en E. tereticornis

Se encontraron diferencias altamente signi-
ficativas en el porcentaje de arboles severa-
mente afectados (defoliacion mayor al 30%)
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Figura 5. Comportamiento relativo frente a T. pseudoeucalypti (como
porcentaje de arboles con defoliacién mayor al 30%) de las tres
fuentes de semilla de E. tereticornis.

por T. pseudoeucalypti a diferentes niveles:
fuentes de semilla, origen o procedencia y
familias dentro de origen o procedencia. El
area de distribucion natural (Australia) fue
la fuente de semilla menos afectada, pre-
sentado solamente un 1.7% de los arboles
con defoliacion severa, mientras que la mas
afectada fue la fuente de semilla local (plan-
taciones comerciales), con un promedio de
30.6% de los arboles severamente defolia-
dos (Figura 5).

Los origenes australianos presentaron muy
poca variabilidad en susceptibilidad a la en-
fermedad. Salvo un origen que presenté un

33% de arboles muy afectados, los origenes
australianos tuvieron entre 0 y 6% de arboles
muy defoliados (Figura 6). Por el contrario,
las procedencias locales presentaron gran
variabilidad, en general dentro de un rango
de entre 23 y 50% de arboles muy afectados,
aunque una de ellas presenté mas del 60%
de arboles severamente defoliados y otra so-
lamente un 1% (Figura 6).

El alto nivel de dafo de las procedencias
locales, asi como su gran variabilidad, su-
giere que gran parte de los montes de euca-
liptos colorados de nuestro pais esta cons-
tituido por hibridos entre E. tereticornis y
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Figura 6. Comportamiento relativo frente a T. pseudoeucalypti (como porcentaje de arboles con
defoliacion mayor al 30%) de los diferentes origenes y procedencias de E. tereticornis.
Nota: A = origen australiano; ARG=procedencia Argentina; U = procedencia local.
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Figura 7. Susceptibilidad relativa (como porcentaje de arboles con defoliacion mayor al 30%) a
nivel de familias para algunas de las procedencias locales de E. tereticornis frente a T.

pseudoeucalypti.

E.camaldulensis y/o que son una mezcla de
ambas especies. Esta hipotesis parece con-
firmarse por el hecho de que la procedencia
local que practicamente no presenta arbo-
les con dafio severo (U1 en Figura 6) es la
unica que tenemos seguridad de que es E.
tereticornis puro, ya que corresponde a un
ensayo de origenes de esta especie que la
Facultad de Agronomia instalé en 1980 en
Villasboas (Durazno).

La mayor parte de las procedencias locales
también presenté importante variabilidad en-
tre familias (es decir, entre el promedio de
las progenies obtenidas de diferentes arbo-
les selectos) en la susceptibilidad a la enfer-
medad. A modo de ejemplo, en la Figura 7 se
presenta el comportamiento frente a la enfer-
medad de diferentes familias para algunas
procedencias locales. Esta variabilidad entre
familias esta determinada por un buen con-
trol genético de la susceptibilidad a la enfer-
medad, obteniéndose para el porcentaje de
defoliacion una heredabilidad de 0.33 £ 0.09.
Ambos factores (gran variabilidad en el nivel
de dafio y aceptable heredabilidad) sugieren
que es posible obtener buenas respuestas a
la seleccion por resistencia a T. pseudoeu-
calypti en E. tereticornis.

Si bien los objetivos del plan de mejora ge-
nética de E. tereticornis eran mejorar la pro-
ductividad y la forma del fuste, la severidad

de las manchas provocadas por T. pseudo-
eucalypti determinaron que en las etapas
iniciales se diese prioridad a mejorar la re-
sistencia a la enfermedad, sacrificandose la
mejora de la forma del fuste. Por lo tanto, en
el primer raleo genético del Huerto Semille-
ro, realizado en junio de 2013, se eliminaron
las peores 36 familias (las mas susceptibles
y de menor crecimiento) y los peores arbo-
les de las familias remanentes (Figura 8). De
esta forma, y hasta que se realice un nuevo
raleo genético, se mantienen como produc-
tores de semilla 129 familias, con un prome-
dio de 3.7 arboles por familia. En 2013 (entre
agosto y noviembre) florecié el 35% de los
arboles del huerto, por lo cual se prevé rea-
lizar la primera cosecha de semilla durante
el 2014.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran que
E. camaldulensis es significativamente mas
susceptible a T. pseudoeucalypti que E. te-
reticornis. Dentro de esta ultima especie
existe importante variabilidad genética para
resistencia a la enfermedad, lo cual sumado
a la relativamente buena heredabilidad que
presenta dicha caracteristica, sugiere que el
manejo genético realizado en el Huerto Se-
millero de INIA permitira obtener semilla de
E. tereticornis de aceptable comportamiento
frente a la enfermedad.
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Figura 8. Primer raleo genético del Huerto Semillero de E. tereticornis (La Magnolia, junio 2013).
Eliminacion de las familias e individuos mas susceptibles a T. pseudoeucalypti.

BIBLIOGRAFIA para las condiciones del Uruguay: inicio de

un Plan de Mejora Genética. En: Jornada
RESQUIN, F.; BALMELLI, G.; NUNEZ, p.; Técnica Eucaliptos colorados: mejoramiento
RODRIGUEZ, F.; GONZALEZ, W. 2008. genético, propiedades y uso de la madera.
Desarrollo de una raza local de Euca[yptus Tacuarembo: INIA. (Serie Actividades de Di-
tereticornis de buen potencial productivo fusion 557). p. 39-47.

91



VI JORNADA TECNICA DE PROTECCION FORESTAL

INIA

92

Impreso en Setiembre de 2014
en PRONTOGRAFICA
Cerro Largo 850 - Tel.: 2902 3172
Montevideo Uruguay
E-mail: pgrafica@adinet.com.uy
Dep. Legal 000.000



