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Biodeterioro fungico de madera en el arbolado urbano: prospeccion,

histopatologia y control biolégico en platanos (Platanus acerifolig

Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo caracterizar el biodeterioro de madera de Platanus
acerifolia de la Ciudad de Buenos Aires, en relacion con los agentes etiologicos, los
endofitos fingicos y las variables ambientales. Se muestrearon arboles asintomaticos y
sintomaticos en 4 sitios de muestreo. Se obtuvieron 27 especies de endofitos, 5
correspondientes a basidiomicetes. Tres especies de basidiomicetes fueron obtenidas de
arboles sintomaticos. Las identificaciones fueron realizadas por métodos morfologicos y
moleculares. Phanerochaete chrysosporium y Nodulisporium (Xylariales) presentaron
los mayores valores de degradacion in vitro y de produccion de oxidasas. Los analisis
multivariados sugieren que la biodiversidad de endofitos est4 altamente influenciada por
el disturbio antropico. Se encontr6 una asociacién positiva entre la edad de los arboles y
la riqueza de endofitos y entre la presencia de basidiomicetes endofiticos y patdgenos en
cada sitio. La confrontacion en cultivos duales entre xilofagos y micromicetes, indican
que Trichoderma harzianum y el endofito Granulobasidium vellereum presentan la
mayor capacidad antagonista. Las observaciones en microscopia Optica y electronica de
los patrones de deterioro indican que Bjerkandera adusta e Inonotus rickii causan una
pudricion blanca. B. adusta degrada mas extensamente que /. rickii, con un patron de
degradacion simultanea. I. rickii produjo un patron de delignificacion selectiva. Los
resultados indican que existen hongos colonizando madera sana que poseen el potencial

de degradarla, apoyando la hipdtesis de la “infeccion latente”.

Palabras claves: arboles urbanos; basidiomicetes; hongos xilofagos; endofitos

fangicos; Platanus acerifolia; pudricion blanca; patdgenos latentes; control bioldgico



Fungal decay of wood in urban trees: survey, histopathology and biological

control in plane trees (Platanus acerifolig

Abstract

The aim of this study was to characterize the wood biodeterioration of Platanus
acerifolia of Buenos Aires City, related to the causal agents, the fungal endophytes and
the environmental variables. Asymptomatic and symptomatic trees were sampled in 4
sites of the city. A total of 27 endophytic taxa were obtained, 5 of them corresponding
to Basidiomycetes. Three species of Basidiomycetes were obtained from symptomatic
trees. Morphological and molecular identifications were performed. Phanerochaete
chrysosporium and Nodulisporium (Xylariales) produced the highest degradation levels
and oxidases production in vitro. Multivariate analyses suggest that the endophytes
biodiversity is highly influenced by the level of anthropogenic disturbance. A positive
relationship was found between tree age and endophyte richness and between the
presence of endophytic and pathogenic Basidiomycetes in a same site. Confrontation
assays in dual cultures between wood decay fungi and micromycetes, indicate that
Trichoderma harzianum and the endophyte Granulobasidium vellereum showed the
greatest antagonistic capacity. Analyses under optic and electronic microscopy indicate
that Bjerkandera adusta and Inonotus rickii caused a white-rot pattern in London plane
wood. B. adusta caused more biodeterioration than /. rickii and a simultaneous decay of
wood. 1. rickii, on the other hand, produced a selective delignification on wood. The
results indicate that there are fungi colonizing healthy wood that have the capacity to

cause wood rotting. This results support the “latent infection” hypothesis.

Keywords: urban trees; Basidiomycetes; xylophagous fungi; fungal endophytes;

Platanus acerifolia; White rot; latent pathogens; biological control
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Introduccion

La segunda mitad del siglo XIX estuvo, en términos de las disciplinas biologicas,
signada por la teoria de la generacidon espontdnea, vigente en ese momento. Si bien
hacia tiempo que se habia notado la asociacion entre hongos y maderas en
descomposicion, es en el marco de esta teoria donde se buscaban las respuestas a estas
observaciones, describiendo al crecimiento fingico como un producto del proceso de
deterioro de la madera. Los trabajos pioneros de Robert Hartig en 1874 y 1878, llevaron
a aceptar que, en la relacion entre maderas y hongos, eran estos ltimos los responsables
de la descomposicion de la madera. En sus trabajos de caracter histolégico, se asocio la
presencia de hifas en la madera con la presencia de basidiomas en la superficie de los
arboles en descomposicion y se observd que una especie fungica particular producia un
tipo de pudricion similar sobre diferentes especies de arboles. Estos trabajos darian
origen a lo que se convertiria en una de las ramas mas estudiadas de la Micologia y que
aportaria, con el devenir de las investigaciones, las bases para un gran cantidad de
desarrollos biotecnologicos.

El trabajo que se presenta en esta tesis aspira a brindar nuevos eslabones en el
conocimiento acerca de la identidad y el comportamiento de los hongos degradadores de

madera y su relacion con otras comunidades fingicas.

1. El arbolado urbano

Aun cuando el arbolado urbano es un elemento incorporado al inconsciente
colectivo, por lo general es subestimado y descuidado por el habitante urbano. Los
arboles influyen sobre el microclima urbano regulandolo a través de la transpiracion, lo
cual tiene un efecto refrescante en la atmosfera, alteran la velocidad del viento, por
ejemplo: bloqueandolo en invierno, y producen sombra, disminuyendo el calentamiento
solar de superficies artificiales y en consecuencia el consumo de energia (Kane, 2005;
Nowak & Dwyer, 2007). También contribuyen a reducir la contaminacion del aire y
absorben gases a través de sus estomas, reduciendo de este modo el nivel de di6xido de
carbono (Nowak & Dwyer, 2007). Asimismo sus hojas captan particulas del aire, que
son finalmente arrastradas por la lluvia y absorben contaminantes toxicos, los cuales se
incorporan al suelo luego de la caida y descomposicion de las mismas (Kane, 2005).
Durante su crecimiento los arboles acumulan biomasa ya que absorben carbono y
nutrientes, reduciendo el efecto invernadero (Kane, 2005). Entre otros beneficios que
brindan es posible mencionar que conforman el hdbitat de numerosas especies, junto
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con la reduccién de la escorrentia de aguas pluviales, disminuyendo en consecuencia el
riesgo de inundaciones y erosion (Kane, 2005). Los niveles de ruido son disminuidos
por el arbolado urbano, al dispersarse el sonido por medio de las hojas y los tallos.
Finalmente, se debe mencionar su importancia como valor cultural, recreativo y
estético, con un valor emocional y espiritual (Bolund & Hunhammar, 1999; Nowak &
Dwyer, 2007).

En las ciudades se pueden diferenciar tres condiciones para los arboles presentes en
ella: arboles de parques, arboles en veredas y aquellos que se encuentran creciendo en
los denominados “bosques urbanos”. Estos ultimos son paisajes boscosos, presentes en
algunos ambitos urbanos que van desde pequeios parches de vegetacion a grandes
bosques (Terho, 2009b). Todos ellos pueden mitigar, en mayor o menor medida,
muchos de los impactos ambientales producidos por el desarrollo urbano.

Las zonas urbanas son un entorno dificil para los arboles. El sitio de implantacion
suele presentar condiciones desventajosas para su desarrollo. Los principales factores de
estrés a los que se hallan sometidos los arboles son: insuficiente espacio para el
crecimiento de las raices, compactacion y baja permeabilidad del suelo, dafios en el
tronco y raices causados por el transito y trabajos de excavacion y construccion de
edificios, heridas de poda y una falta general de cuidado (Pauleit et al., 2002; Terho,
2009b) (Fig. 1). Estos factores, solos o combinados, pueden vulnerar la salud del arbol,
por ejemplo dafiando la corteza, y favorecer la entrada de diversos patogenos, entre los
cuales se encuentran los hongos xil6fagos (Schubert et al., 2008).

La presencia de sintomas (heridas, cancros, entre otros) o signos de pudricion
(basidiomas) por parte de estos agentes fingicos no significa, sin embargo, la muerte
inmediata del arbol. El proceso puede extenderse durante varios afios, lo que, junto con
la compleja red de interacciones involucradas, dificulta la deteccion temprana de este
ataque (Terho & Hallaksela, 2008). La descomposicion de la madera tiene un efecto
adverso en su capacidad de resistencia y estabilidad, lo que aumenta la posibilidad de
fractura natural de fustes y ramas, con el consiguiente riesgo hacia las personas y
propiedades, en especial en areas densamente pobladas (Schubert et al., 2008; Terho,
2009a, b).

La estimacion del estado sanitario de los arboles es un tema ampliamente estudiado.
Uno de los métodos mas conocidos consiste en la inspeccion visual del arbol (VTA:
Visual Assessment Tree), el cual se enfoca en la deteccion visual de signos o sintomas

que puedan asociarse con anomalias estructurales del ejemplar (Mattheck & Breloer,
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1994). A partir de este método se deben tomar en consideracion un cierto nimero de
factores biologicos, como la presencia de basidiomas o conidiomas, y la presencia de

heridas en fustes y/o ramas, etc.

Figura 1: Algunas anomalias que pueden observarse en arboles urbanos. 1: Signos de poda, ¢;j.
por limpieza de lineas eléctricas. 2: Linea eléctrica adyacente al arbol. 3: Rama rota o unida
parcialmente al resto del arbol. 4: Cavidad abierta en tronco y/o ramas. 5: Ramas secas. 6: Las
ramas surgen de un tnico lugar del tronco. 7: Heridas con sintoma de degradacion. 8: Cambios
en el mnivel del suelo, por eemplo por construccion reciente.  Fuente:
http://www.treesaregood.com/

La Ciudad Autonoma de Buenos Aires es la ciudad mas grande y densamente
poblada de la Republica Argentina. Cozzo (1942) fue el primero en mencionar la
importancia que revestian los hongos en el arbolado urbano de la Ciudad. Lo siguieron
trabajos como los de Wright & laconnis (1955) y Zappala et al. (1979), entre otros.
Sede & Lopez (1999b) realizaron un inventario de basidiomas encontrados en diversas
especies de arboles de la Ciudad, registrandose catorce especies de basidiomicetes
xilofagos asociados a doce diferentes especies arboreas. En ese estudio los autores
encontraron que las especies de arboles mas afectadas fueron el arce (Acer negundo L.)
y el platano de sombra (Platanus acerifolia (Ait.) Willd). En el censo del arbolado
urbano confeccionado por el Gobierno de la Ciudad de Buenos Aires en el 2001, el
platano se sefialaba como la segunda especie arborea mas numerosa (aprox. 15%),

detras del fresno americano (Fraxinus americana L.), esta ubicacion relativa se ha
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mantenido hasta la actualidad, segtn los datos del nuevo censo realizado en el afio 2010

(Buenos Aires frente al cambio climatico, 2011).

2. El hospedante: Platanus acerifolia

El género Platanus (del griego “platys” = ancho, en alusion al tamafio de sus hojas)
comprende 10 especies y variedades y es el Unico representante actual de la familia
Platanaceae (Grimm & Denk, 2008), varias de las cuales poseen caracteristicas que las
hacen populares para los ambientes urbanos, como su rapido crecimiento y su gran
capacidad de dar sombra debido a sus amplias copas, una atractiva corteza que se separa
en capas, buena tolerancia a la poda, resistencia a la contaminacion propia de la ciudad
y adaptabilidad a un amplio rango de ambientes (Tello et al., 2005). Especies de este
género son las mds comunes utilizadas en Europa, principalmente en veredas, aunque
también en parques y jardines publicos y privados (Pauleit ez al., 2002). Los platanos
representan casi un 15% de los arboles urbanos en el sur de Europa, siendo Platanus
acerifolia el predominante. Estos arboles pueden sufrir diversas patologias como
antracnosis, oidio, mildia pulverulento (powdery mildew), el ataque por Corythuca
ciliata Say (Insecta, Hemiptera) y de Ceratocystis platani (J.M. Walter) Engelbr. & T.C.
Harr. (Ascomycota), el cual causa el cancro colorado. Finalmente son susceptibles al
ataque de diversos hongos xilofagos (Tello et al., 2005).

Platanus acerifolia, también conocido como Platanus hibrida y Platanus hispanica
(Mill.) Miinchh, es un especie cultivada, hibrido entre Platanus occidentalis L., nativo
del este de Norteamérica y Platanus orientalis L., originario del sudeste de Europa y
sudoeste de Asia (Fig. 2). Esta especie puede alcanzar alturas de 35 a 40 m en regiones
con clima y suelos favorables, y una edad aproximada de 500 afios. La madera del
platano es estable, ficilmente impregnable y durable en contacto con el suelo, aunque
presenta una tendencia al acanalado y agrietamiento en los extremos (Lahitte ef al.,
1999). Es favorecido en zonas bajas proximas a los rios y por suelos sueltos,
permeables, frescos y profundos. Como otras especies del mismo género, tolera bajas
temperaturas, soporta heladas extremas y sequias aunque se ve afectado por las
temperaturas altas extremas. Resiste al ataque de insectos aunque es vulnerable al
ataque de ciertos organismos pertenecientes al Reino Stramenopila, como Phytopthora
spp. (Oomycota) y hongos como Erysiphe spp. (Erysiphales, Ascomycota). Se

multiplica por medio de estacas de dos afios ya que sus semillas tienen bajo poder
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germinativo (Leonardis et al., 2000). Platanus acerifolia esta altamente distribuido en
ciudades de Europa, América (Gerhold, 2007), Australia (Smith et al., 2001) y China
(Liu et al., 2007). Entre las caracteristicas que hacen de este arbol un buen candidato
para el ambiente urbano se puede mencionar: su resistencia a condiciones climaticas
adversas como heladas, altas temperaturas e inundacion prolongada, su capacidad de
rebrote a partir de yemas adventicias, su rapido crecimiento, alta tolerancia a la poda,

aun la severa, y la sombra que produce su copa (Tello et al., 2005).

Figura 2: Aspecto general de Platanus acerifolia y aspecto de sus hojas e
inflorescencias. Fuente: http://www.treetree.co.uk

3. La madera

El sistema vascular de las plantas lefiosas estd compuesto por el xilema, el cual es el
principal tejido conductor de agua, y el floema, el cual es el tejido conductor de
nutrientes. Estructuralmente, el xilema es un tejido complejo, con diferentes tipos de
células, vivas y muertas. Entre los componentes se encuentran los elementos traqueales
(traqueidas o elementos de vasos) que conducen agua y contribuyen al soporte, las
células parenquimaticas vivas que brindan funciones de almacenamiento y transporte de

nutrientes y las fibras como elementos principales para el soporte del tejido lefioso, y
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que en ocasiones pueden retener el protoplasto e involucrar funciones vitales. En este
contexto se denomina madera a los elementos que constituyen el xilema secundario en
plantas lefiosas. El xilema secundario es aquel producido por el cAmbium vascular el
cual permite el crecimiento en grosor del tronco y esta conformado por un sistema axial
(vertical) y un sistema radial (horizontal) (Evert, 2006).

A medida que la madera envejece, y ya no actua como tejido de conduccion, sus
células parenquimaticas mueren. Previamente, con frecuencia, ocurren cambios visibles
en la madera como la pérdida progresiva de sustancias nutritivas almacenadas y la
infiltracion de ciertas sustancias, como aceites, gomas, resinas y taninos, que la colorean
y a veces aromatizan. Esta madera no conductora, en general mas oscura, se denomina
duramen. Si bien no esta involucrada en procesos fisiologicos, es el principal soporte
mecanico de la planta. La albura es la madera conductora, generalmente mas clara, la
cual posee reservas nutricionales y también contribuye al sostén estructural del tronco

(Raven et al., 1992).

3.1 La pared celular

Las paredes de todas las células de la madera se componen de celulosa,
hemicelulosas 'y lignina en diferentes proporciones. La celulosa es el principal
componente en las células jovenes, siendo un polisacarido formado por moléculas de
glucosa unidas entre si por enlaces hidroxilo sin ramificar y que conforma una gran
estructura cristalina. Dentro de las diferentes capas de la pared celular, la celulosa se
dispone como un sistema de fibrillas de 3-4 nm de didmetro, enrolladas helicoidalmente,
formando una unidad estructural mayor. Las moléculas de celulosa se encuentran
embebidas por lignina y hemicelulosas. Otros polisacdridos son las pectinas,
compuestas por unidades de 4cido 1,4-D-galacturonato conectadas entre si,
interrumpidas por unidades 1,2-L-ramnosa. En la laminilla media las sustancias pépticas
suelen presentarse como acido poligalacturénico con iones Ca’ en la forma de pectato
de calcio (Schwarze, 2007). Las ligninas son una clase heterogénea de compuestos, los
cuales constituyen polimeros de unidades de fenilpropano. La composicion exacta de
lignina varia ampliamente segun la especie vegetal (Schwarze, 2007). En general, la
madera de angiospermas posee un menor contenido de lignina que la de gimnospermas
(coniferas), ademds de diferir en el tipo de mondémero de lignina. La lignina de

angiospermas se compone de unidades syringyl y guaiacyl, mientras que en
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gimnospermas sOlo estd presente la lignina tipo guaiacyl (Schmidt, 2006). Las
hemicelulosas son polimeros heterogéneos de pentosas (xilosa, arabinosa), hexosas
(manosas, glucosa, galactosa) y azlcares acidos. A diferencia de la celulosa, las
hemicelulosas no son quimicamente homogéneas (Saha, 2003). En angiospermas se
encuentra  principalmente  glucoroxylano y las gimnospermas presentan
galactoglucomananos, glucomananos y arabinoglucoronxylano (Schmidt, 2006).

En base a numerosos estudios histologicos, se distinguen 5 capas en la pared celular
del xilema: la laminilla media (LM), la pared primaria y una pared secundaria formada
por 3 capas, S1, S2 y S3 (Schwarze et al., 2000) (Fig. 3).

La laminilla media conecta las células adyacentes en todos los tejidos de la planta.
Es en gran medida isotrdpica y se observa homogénea bajo microscopio electronico.
Consiste principalmente en sustancias amorfas como la pectina y la lignina (matriz).
Debido a su falta de celulosa, no exhibe birrefringencia bajo luz polarizada. La pectina
es un polimero con moléculas de acido galacturdnico y grupos carboxilos esterificados
parcialmente con metanol y actia como una sustancia cementante. La laminilla media
junto con la pared primaria suele denominarse laminilla media compuesta (Schwarze
et al., 2000). La laminilla media compuesta le brinda a la pared celular rigidez y
resistencia a la compresion debido a la poca proporcion de microfibrillas en la matriz y
el mayor grado de lignificacion asociado.

La pared primaria es dificil de distinguir de la laminilla media al microscopio. Se
caracteriza por que la celulosa se encuentra en baja proporcion (aproximadamente 2,5%
del total), y las microfibrillas se disponen dispersas entre si, mayormente trasversas al
eje de la célula (Schwarze et al., 2000).

La pared secundaria constituye la mayor parte de la pared celular. Se encuentra
adyacente a la laminilla media compuesta y llega hasta el lumen celular. En esta pared,
la celulosa comprende hasta el 94% de la sustancia. Su principal funcidn es proveer a la
célula de resistencia a la traccion. Las capas de la pared secundaria son las siguientes
(Schwarze et al., 2000): La capa S1 — pared secundaria mas externa: se encuentra
adyacente a la pared primaria y se la suele llamar laminilla de transicion. Las
microfibrillas de celulosa presentan una débil organizacion paralela, orientdndose
aproximadamente transversas al eje longitudinal de la célula. La capa S2 — pared
secundaria central: tiene varios microémetros de grosor. Es la capa més fuerte de la pared
y forma la mayor parte del volumen de la pared celular. Las microfibrillas se ubican

paralelas entre si en una espiral poco profunda (disposicion helicoidal paralela) en
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direccion al eje longitudinal de la célula. La capa S2 en consecuencia esta formada por
laminas consecutivas de celulosa, hemicelulosas y lignina dispuestas concéntricamente.
Posee un alto contenido de celulosa, cumpliendo un gran papel en la resistencia a la
traccion y comprension longitudinal de la madera. La capa S3 — pared secundaria
interna: separa a la célula del lumen. Es relativamente delgada y se considera que esté
formada por una sola lamina. Las microfibrillas se disponen paralelas o dispersas,
semejando la textura de la pared primaria. Posee mucha menor cantidad de celulosa que

la capa S2 y en coniferas se encuentra muy lignificada.

Lumen

Pared secundaria

Figura 3: Elementos de la pared celular vegetal (Schwarze, 2007).

4. Degradacion de la madera por hongos xiléfagos

La madera puede ser degradada por diversos agentes: abidticos, como luz
ultravioleta y sustancias acidas y alcalinas, o bidticos, como insectos, bacterias y
hongos.

Los hongos de pudricion tienen un rol trascendental en esta degradacion ya que son
los tnicos organismos que cuentan con las enzimas necesarias para degradar la lignina,

un complejo polimero recalcitrante con bajas concentraciones de nitrogeno (Schmidt,
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2006). A este grupo de hongos se los suele denominar hongos xilofagos u hongos de
duramen haciendo referencia a su capacidad para colonizar el tejido no funcional de la
madera. Los arboles afectados por estos hongos se debilitan estructuralmente y pueden
ser facilmente derribados, debido a la disminucién de la resistencia y el volumen del
xilema, contribuyendo a la degradacion natural de la madera (Dai et al., 2007).

Los hongos xilo6fagos requieren de dos pasos para acceder al interior del arbol:
ingresar al interior de la madera, lo que puede implicar atravesar barreras tales como
tejidos suberizados, resinas, etc. y, una vez dentro, colonizar nuevos tejidos. El acceso a
través de las barreras puede producirse por una penetracion directa del micelio a través
de discontinuidades naturales de la corteza (por ej. lenticelas) o traumaticas (por ej.
heridas por poda). La colonizacion dentro de la madera se lleva a cabo por los sistemas
de tejidos, axial y radial, que por su tamafio ofrezcan menos resistencia a la propagacion
(Rayner & Boddy, 1988). En el caso de los elementos de vaso o traqueidas lignificadas,
estos poseen paredes laterales que conforman una barrera para la colonizacion
transversal, sin embargo, las puntuaciones representan para los xiléfagos vias de pasaje
entre distintos elementos celulares.

Las paredes relativamente gruesas de las fibras, junto a la menor cantidad de
puntuaciones y su lumen angosto, las hace poco efectivas para la colonizacion axial y
transversal. Por el contrario, las células del parénquima, con sus paredes mas delgadas y
lumen grande y la presencia de nutrientes asimilables derivados de sus protoplastos,
facilitan la propagacion una vez muertas (Rayner & Boddy, 1988). Particularmente, el
parénquima radial puede proveer una ruta directa de colonizacion a aquellos patogenos
que acceden a través de la corteza. En contraposicion, en la mayoria de las maderas no
existe un sistema tangencial organizado por lo que el avance del patéogeno en esta
direccion es mucho mas lento que en la direccion radial y axial (Rayner & Boddy,
1988).

La invasion de patdgenos o el dafio mecéanico en la albura desencadenan procesos
por parte de la planta con el fin de aislar el tejido dafiado y evitar que el dafio se
propague al resto de la planta. Esto se conoce como compartimentalizacion. Las
respuestas de la planta pueden ser variadas. En angiospermas suelen producirse tilosas
(proliferaciones de la membrana plasmatica del parénquima adyacente dentro del lumen
de los vasos, a través de las puntuaciones), que pueden ocluir completamente el lumen

del vaso o las fibras adyacentes al parénquima. Las tilosas son caracteristicas del
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duramen. También pueden producirse compuestos toxicos que limitan el crecimiento

hifal, como los polifenoles y los taninos (Schwarze, 2007).

4.1. Mecanismos de degradacion

Los hongos de pudricion causan cambios quimicos y estructurales en la madera. En
base a estos cambios se clasifican los distintos tipos de pudricion, usualmente tres: la
pudricion blanca, la pudricion castafia y la pudricion blanda (Schwarze et al., 2000):

La pudricion castafia (Brown-rot) (Fig. 4A) es causada exclusivamente por
basidiomicetes, en su mayoria por especies de la familia Polyporaceae, en asociacion
con coniferas. Ocurre en arboles en pie, caidos y madera procesada, tanto en albura
como en duramen. Los restos de esta pudricion son tan estables que pueden permanecer
inalterados en el suelo por siglos (Schmidt, 2006). En este tipo de proceso, el hongo
degrada la celulosa y las hemicelulosas de la madera por medios enzimaticos y no
enzimaticos (agentes de bajo peso molecular), mientras que la descomposicion de la
lignina es limitada (permanece ligeramente modificada) (Schmidt, 2006). La pudricion
castafia se caracteriza por una degradacion rapida de la capa S2, mientras que la capa S3
y la laminilla media enriquecida en lignina presentan resistencia a la degradacion. Los
agentes no enzimaticos de bajo peso molecular y/o las enzimas celuloliticas penetran a
través de la capa S3 (rica en lignina) y difunden en la capa S2, donde degradan
completamente a los carbohidratos. Tipicamente, los hongos de pudricion castafia no
producen zonas de lisis alrededor de sus hifas, a diferencia de los hongos de pudricion
blanca. Las hifas estdn rodeadas por capas mucilaginosas (Schmidt, 2006). Debido a la
descomposicion preferencial de los carbohidratos, la madera afectada adquiere una
consistencia fragil, con una drastica pérdida de resistencia a la flexion luego de un corto
periodo de degradacion, deshaciéndose luego en cubos hasta convertirse en polvo y la
lignina modificada le proporciona su color castafio y consistencia caracteristica
(Schwarze, 2007). Los hongos de pudricion castafia no producen por lo general enzimas
ligninoliticas, aunque existen estudios que han detectado la presencia de lignina-
peroxidasa y manganeso peroxidasa o pérdida o metabolizacion de lignina en algunas
especies. Particularmente se ha observado que en estadios tardios de degradacion es
afectada la laminilla media y la pared primaria, ambas ricas en lignina (Schmidt, 2006).

La colonizacion por este tipo de hongos se produce via sistema radial y se dispersa en el
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sistema axial a través de las puntuaciones por medio de microhifas, las cuales crecen
dentro del lumen celular (Schmidt, 2006).

La pudricién blanca (White-rot) es causada por hongos de los principales grupos
de basidiomicetes y mas raramente por algunos ascomicetes, de la familia Xylariaceae.
El termino pudricion blanca hace referencia a la apariencia decolorada que presenta la
madera afectada, debido a que se produce una degradacion de la celulosa, las
hemicelulosas y la lignina. La velocidad relativa de degradacion de los componentes de
la madera dependen de la especie fungica y de las condiciones de la madera. Se
distinguen dos formas principales de este tipo de pudricion: la delignificacion selectiva
y la pudricion simultanea.

La delignificacion selectivao preferencial (Fig. 4B) se produce cuando, en los
primeros estadios de la pudricion, la lignina y las hemicelulosas se degradan mas rapido
que la celulosa, a través de hemicelulasas y fenoloxidasas tales como lacasas, tirosinasas
y peroxidasas (Schmidt, 2006). Se reconoce macroscopicamente por la formacion de
parches mas claros en la madera, en donde permanece la celulosa y se ha degradado la
lignina. Inicialmente se degrada la laminilla media, rica en lignina, junto con la lignina
de la pared secundaria. A causa de esto, se produce una separacion de las células de su
matriz. La madera adopta una consistencia fibrosa, pierde rigidez y resistencia a la
compresion, aunque en un principio conserva su dureza. Con el paso del tiempo, se
produce también una degradacion de los carbohidratos, lo que disminuye su resistencia
a la traccion, lo que puede ocasionar una caida del arbol.

La pudricion simultanea(Fig. 4C) consiste en la remocion de la lignina, celulosa y
hemicelulosas aproximadamente a la misma velocidad por accién enzimatica y ocurre
principalmente en angiospermas. La hifa, con una cubierta de mucilago, crece en el
lumen de la célula, adyacente a la capa S3 y la pared celular se rompe en el espacio
cercano inmediato a la hifa lo que produce surcos de erosion, como si fuera un rio
erosionando el suelo. La unioén de los surcos trae como consecuencia que el grosor de
las paredes celulares lignificadas disminuya desde el lumen hacia la parte mas externa
de la pared celular. La madera se vuelve quebradiza y termina fracturandose.

Finalmente la pudricion blanda (Soft-rot) (Fig. 4D) implica el crecimiento
preferencial de las hifas dentro de la capa S2 de la pared secundaria, en cavidades
longitudinales al eje celular, en direccion a las microfibrillas de celulosa. Se produce
una degradacion de la celulosa y las hemicelulosas pero la lignina no es atacada, por lo

menos en los primeros estadios (Schmidt, 2006). La madera adopta una consistencia
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blanda y en algunos casos quebradiza. Este tipo de pudricion es causada principalmente
por ascomicetes, frecuentemente en sus formas anamorficas, aunque se han registrado
casos de basidiomicetes que pueden causar este tipo de pudricion (Schwarze et al.,
1995). De manera similar a la pudricion simultanea, la degradacion de la pared se
produce en el espacio cercano inmediato de la hifa. La colonizacion se produce via el
sistema radial.

Se reconocen dos tipos de pudriciéon blanda:

Tipo 1: se produce la formacion de una serie de cavidades sucesivas con extremos
conicos en forma de L o de T, que siguen las direccion de las microfibrillas dentro de la
capa S2 (Schwarze et al., 2000). En los estadios finales de este tipo de pudricion, lo que
permanece es un esqueleto de laminilla media compuesta (Schmidt, 2006).

Tipo 2: se asemeja a una pudricion simultanea localizada. Ocurre particularmente
en angiospermas. La degradacion se produce desde el lumen hasta la laminilla media

compuesta, formando surcos de erosidon como muescas en forma de V.

Figura 4: Esquema con

(Schwarze, 2007).
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5. Los endofitos

Los endofitos se definen como organismos que colonizan tejidos vegetales
asintomaticos, inter y/o intracelularmente, persistiendo en parte o todo el ciclo de vida
de la planta sin causar sintomas de enfermedad (Hyde & Soytong, 2008). Los endofitos
fungicos son un grupo polifilético, representado principalmente por ascomicetes, de
amplia distribucion (Huang et al., 2008) y han sido encontrados en plantas superiores,
palmeras, gramineas e incluso liquenes. Debido a su importancia dentro de la
biodiversidad fingica se considera que afectan la diversidad y estructura de la
comunidad vegetal (Huang et al., 2008).

Existen dos tipos de trasmision de los endofitos entre plantas: la transmision
horizontal se produce a partir de las esporas sexuales o asexuales del hongo que entran
en contacto con el hospedante y colonizan los tejidos y la trasmision vertical, en la cual
el hongo es trasmitido desde las plantas madres a sus descendientes a través de las

semillas infectadas (Saikkonen et al., 2004).

5.1. Clases de endofitos

Se reconocen generalmente dos grandes grupos de hongos endofiticos en base a su
taxonomia, hospedantes, funciones ecologicas y relaciones evolutivas: los endofitos
clavicipitaceos (C-endofitos Clase ), presentes en una pequefio nimero de pastos, y los
endofitos no-clavicipitdceos (NC-endofitos), que pueden recuperarse de tejidos
asintomaticos de plantas no vasculares, helechos, coniferas y angiospermas (Rodriguez
et al., 2009).

Hasta el momento existe una mayor cantidad de trabajos sobre C-endofitos, debido
a su importante impacto en la agricultura y a la escasez de informacion sobre la
importancia ecologica de los NC-endofitos. Estos ultimos conforman un grupo
altamente diverso y pueden dividirse en 3 clases distintivas, basandose en sus patrones
de colonizacion en el hospedante, mecanismo de transmision entre generaciones del
hospedante, niveles de biodiversidad de especies dentro de cada planta y rol ecologico
(Rodriguez et al., 2009):

Los endofitos de Clase 2 pueden crecer en tejidos aéreos y raices, pudiendo
colonizar extensamente el tejido, principalmente raices, tallos y hojas. Su diversidad es

baja en cada planta. Se transmiten en su mayoria verticalmente, via semillas, rizomas o
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cubiertas de semillas, y también en forma horizontal. La colonizacion hifal es
predominantemente intercelular, sin causar impacto en las células vegetales. Pueden
presentar un bajo nivel de esporulacion o formacion de apresorios en las plantas
colonizadas, pero emergen y aumentan su esporulacion durante la senescencia vegetal.
Un aspecto tnico de los endofitos de esta clase es su habilidad para conferirle a la planta
tolerancia al estrés.

Los endofitos de Clase 3 solo se encuentran en tejidos aéreos, en zonas muy
localizadas. Presentan una alta diversidad de especies dentro de cada planta o tejido
vegetal y se trasmiten horizontalmente. Se hallan dentro de tejidos fotosintéticos, flores,
frutos, madera y corteza interna.

Los endofitos de Clase 4 s6lo se encuentran en raices y también son conocidos
como endofitos septados oscuros (DSE: dark septate endophytes). Son por lo general
ascomicetes con estadio conidial o estériles que forman estructuras melanizadas tales
como hifas inter o intracelulares y microesclerocios. Al igual que los endofitos de clase
2 pueden colonizar extensamente el tejido vegetal. A diferencias de las dos clases
anteriores, no existen suficientes trabajos que evalien su biodiversidad dentro de la
planta. Su transmision es horizontal y tienen una distribucidén cosmopolita,

prevaleciendo en ambientes con alto nivel de estrés para las plantas.

5.2. Rol de los endofitos de madera

La relacion entre el endofito y la planta puede ser variada. Ciertos trabajos sugieren
la existencia de una relacion mutualista (Arnold et al., 2003) mientras que otros
indicarian relaciones patogénicas por parte de estos organismos fungicos (Arnold, 2007,
Sieber, 2007). Existen diversos estudios del rol de los endofitos dentro de la planta y del
rol de los endofitos como saprofitos o patdogenos. Se ha encontrado que muchos de ellos,
presentes en hojas y tejidos lefiosos, pueden ser especificos de un género, especie o
planta hospedante y que esta especificidad dependeria de sustancias presentes en las
hojas o0 madera y de la colonizacidn inicial por parte del endofito (Arnold, 2007).

Algunos endofitos pueden ser patdogenos latentes. Sieber (2007) planted que los
endofitos “patdgenos” han co-evolucionado con sus hospedantes y por lo tanto no
poseen una alta virulencia. Estos patdogenos suelen esporular en ciertos episodios como

la caida de las hojas, la produccion de fruto o la presencia de estrés.
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Los endofitos de madera pueden adoptar un estado de dormicion dentro del xilema
durante el crecimiento del arbol. Las razones de que adopten este estado latente pueden
ser un régimen gaseoso adverso o una baja disponibilidad de nitrégeno (Hendry et al.,
2002; Slippers & Windfield, 2007). El hongo reanuda su actividad al darse las
condiciones ambientales apropiadas, una reduccion del contenido de agua en la albura,
un incremento del nivel de oxigeno y/o la disponibilidad de nutrientes y una reduccion
de las defensas del hospedante (Sieber, 2007). La limitacion de oxigeno y disponibilidad
de nutrientes podrian controlar el comportamiento de hongos comunmente patogénicos

(Baum et al., 2003).

5.3. Estudios en Argentina sobre endofitos

La mayoria de los estudios sobre endofitos en nuestro pais se han realizado sobre
pastos. lannone & Cabral (2006), [annone et al. (2011), Novas et al. (2007), entre otros
trabajos, han investigado la relacion mutualista entre el endofito Neotyphodium y sus
hospedantes, incrementando el crecimiento de la planta y brindandole resistencia contra
herbivoros, patdogenos y factores abidticos de estrés.

Entre los estudios sobre endofitos de hoja, se pueden mencionar los trabajos de
Cabral (1985) y Bertoni & Cabral (1988) sobre Eucalyptus viminalis, de Durdn et al.
(2005) sobre Citrus limon en Tucuman y el trabajo de Novas & Carmaran (2008) sobre
Broussonetia papyrifera, Celtis occidentalis y Ligustrum lucidum de la Reserva Dr.
Carlos Spegazzini en Buenos Aires.

Finalmente de Errasti ef al. (2010) se enfocaron en los endofitos de madera de tres

especies arboreas naturalizadas e invasivas en Argentina.

5.4. Basidiomicetes endofiticos

Como ya se ha mencionado, la mayoria de los endofitos conocidos pertenecen a la
clase ascomicetes (Arnold, 2007). Existen, sin embargo, cada vez mayor cantidad de
trabajos en los cuales se obtuvieron aislamientos de basidiomicetes endofiticos, como
los de Baum et al. (2003) sobre madera de Fagus sylvatica; Rungjindamai et al. (2008)
a partir de la palmera Elaeis guineensis y Crozier et al. (2006) y Thomas et al. (2008)
sobre tallos y vainas de Threoboma cacao. Oses et al. (2006; 2008) aislaron cepas de

basidiomicetes a partir de especies lefiosas y observaron que estas poseian potencial
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para causar una pudricion blanca no selectiva en la madera bajo las condiciones
apropiadas, sugiriendo que ciertos hongos de pudricion poseerian una fase endofitica
dentro de su ciclo de vida, dentro de la cual no degradarian la madera. En Argentina, de
Errasti et al. (2010) aislaron cepas de Coprinellus micaceus como endofito de madera
de Broussonetia papyrifera y Celtis occidentalis.

Los endofitos de madera constituyen, hasta el momento, un aspecto poco estudiado
en los ecosistemas, lo que conlleva a que la importancia de esta interaccidon no sea

entendida extensamente.

6. Métodos de identificacion

6.1. Estudio de caracteres vegetativos

En numerosas ocasiones en los arboles en pie afectados por hongos de pudricién no
se evidencia signos del patdgeno (fructificacion), en consecuencia en estos casos
solamente se cuenta con el cultivo puro del mismo para identificarlo. Para estos casos,
existen claves que se basan en los caracteres morfologicos vegetativos.

Davidson et al. (1942) fueron los primeros en utilizar los caracteres macro (olor,
reaccion de oxidasas y velocidad de crecimiento) y micromorfolégicos en cultivo para
la creacion de un coddigo de identificacion. Por su parte Nobles (1948) describio 126
especies de basidiomicetes degradadores de madera a partir de caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas in vivo e in vitro tales como el color de la mata miceliana, el
cambio de color del medio de cultivo, la velocidad de crecimiento, el borde en la zona
de crecimiento del micelio, tipo de pudricion y tipo de hospedante, entre otros. Mas
tarde estos estudios fueron ampliados (Nobles, 1958; 1965), con el agregado de mas
especies y tomando en especial consideracion caracteristicas tales como la produccion
de oxidasas extracelulares, la presencia y distribucion de fibulas, y la formacion de hifas
esqueletales. Las especies con ausencia de oxidasas fueron consideradas primitivas. Los
grupos creados a partir de estas caracteristicas resultaron en su mayoria concordantes
con aquellos establecidos a partir de estudios morfologicos de basidiomas. Stalpers
(1978) realiz6 un trabajo con su propio codigo, a partir de una recopilacion de la
informacion existente hasta ese momento y con la inclusion de caracteres tales como la

textura de la mata miceliana, el ancho de la hifa y la presencia de tirosinasa.
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En Argentina Deschamps & Wright (1975) publicaron una clave en base a
caracteres de cultivo para basidiomicetes xilofagos presentes en el pais, a partir de una
recopilacion de trabajos propios (Wright & Deschamps, 1972; 1975; Wright et al.,
1973). Mas adelante, este tipo de estudios fue empleado en numerosos trabajos,
ampliando la cantidad de especies descriptas (Rajchenberg, 1996; Rajchenberg &
Greslebin, 1995; Robles et al., 2011; Sede & Lopez, 1999a; 1999b; Wright &
Deschamps, 1976).

La principal desventaja de estos métodos de identificacion es la dificultad de
obtener cultivos axénicos a partir de madera degradada. El método de Nobles insume
seis semanas y presenta dificultad en la identificacion en particular cuando se trabaja
con taxones cercanos entre si debido a que no se cuentan con suficientes caracteres para
distinguirlos (Stalpers, 1978). En algunos casos es posible realizar ensayos de
compatibilidad sexual, aunque estos requieren de una gran cantidad de tiempo (Dai et

al., 2003).

6.2. Reaccion de oxidasas

El tipo de pudricion que causa una especie en considerada una importante
caracteristica taxonomica (Davidson et al., 1938; Nobles, 1948), por lo que es también
importante detectar en cultivos puros las enzimas responsables de la descomposicion de
lignina. Estas enzimas son fenoloxidasas, especialmente lacasa y peroxidasa, que son
exoenzimas. La produccion de estas enzimas permitiria diferenciar en cultivo entre
hongos de pudricion blanca y hongos de pudricion castafia (Stalpers, 1978). En
consecuencia, la presencia o ausencia de oxidasas (reaccidon positiva o negativa) es
utilizada en las claves patron para diferenciar en cultivo especies de basidiomicetes
(Deschamps & Wright, 1975; Nobles, 1948; 1965).

Existen varios tipos de medios como el acido galico, 4cido tanico y guayacol,
usados sobre hymenomicetes, que revelan la presencia de oxidasas. Los hongos de
pudricion blanca, a diferencia de los de pudricion castafa, causan un halo de coloracion
o zona de difusion en estos medios, los cuales son atribuidos a la presencia de una
enzima fenoloxidasa extracelular, que se ha identificado como lacasa. En algunas
especies podria encontrarse una tirosinasa extracelular, aunque otros autores consideran
que en la mayoria de los casos seria intracelular. En el caso de que fuera extracelular,

estos medios, particularmente el de guayacol, la estarian detectando aunque su cantidad
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seria infima comparada con la de la lacasa (Nobles, 1958; Stalpers, 1978). El patrén de
tirosinasa difiere del de otras enzimas y parece tener valor taxonémico. Sin embargo, al
ser la tirosinasa una endoenzima, su observacion puede verse dificultada. Ademas un
resultado negativo no necesariamente indica la ausencia de esta enzima. Los medios
para detectarla son el paracresol (p-cresol) 1,5% y el medio con tirosina 0,2% (Boidin,

1951).

6.3. Estudio de caracteres moleculares

Desde la década de los 80 se han empleado técnicas moleculares con el fin de
detectar micelio en la madera y/o identificar a qué especies corresponden, como
alternativa a los métodos tradicionales basados en el basidioma o los cultivos puros.
Inicialmente se utilizaron técnicas como SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) para detectar la diversidad entre hongos de
pudricion (Vigrow et al., 1991) y técnicas inmunologicas para identificar a los agentes
xiléfagos en estadios tempranos de pudricion sin aislamiento y cultivo previo (Jellison
& Goodell, 1988). La desventaja de esta ultima técnica es que con frecuencia se
producian reacciones con organismos que no eran el blanco original. Desde la década
del ’90, se comenzaron a utilizar principalmente técnicas de ADN, tales como el analisis
RAPD (DNA polimorfico amplificado al azar) (Schmidt & Moreth, 1998),
polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) (Kim et al., 2006)
y analisis de microsatélites (RAMS) (Guo et al., 2004). Todos ellos producen huellas
genéticas (DNA fingerprints) de los individuos estudiados. En los ultimos afios se ha
desarrollado la técnica de PCR multiple (multiplex PCR) con primers especificos para
cada taxon (SSPP: species-specific priming PCR), disefiados a partir de la secuencia
ITS (Guglielmo et al., 2007; 2008; Nicolotti et al., 2009). Segiin Schmidt ef al. (2012)
el uso de RFLP’s y de SSPP son apropiados para identificar organismos solamente en
habitats con un nimero limitado de especies, a diferencia de lo que ocurre en arboles de
ambientes urbanos.

En la actualidad, se utiliza comunmente la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), con primers estandares, para detectar e identificar géneros y especies (White et
al., 1990), amplificando de esta manera unidades repetidas de ADN ribosomal (ADNTr),
las cuales consisten en las subunidades 18, 5.8, 28 y 5S ARNr, interrumpidas por los

espaciadores internos de transcripcion (ITS: internal transcribed spacers) y los
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espaciadores intergénicos (IGS: intergenic spacers). El arreglo repetido (en tandem) y
los sitios altamente conservados de los primers permiten, en la mayoria de los casos,
amplificar el ADN fingico casi en su totalidad, aun cuando se cuente con una cantidad
reducida de muestra o esta sea de baja calidad (Jasalavich et al., 2000). Particularmente
las regiones ITS1 e ITS2 permiten distinguir diferentes especies, poblaciones y grupos
subespecificos (Schmidt et al., 2012). Asimismo, cuentan con la ventaja de permitir
identificar practicamente todos los tipos de hongos. Sin embargo, en algunos casos,
como en el género Heterobasidion, la region ITS no muestra suficiente variabilidad
entre especies. En otros casos puede ocurrir que haya variabilidad infraespecifica de
esta region, por lo que se suele utilizar otros genes (Schmidt et al., 2012). En algunos
trabajos el ITS amplificado es restringido por endonucleasas de restriccion que
producen patrones polimoérficos (RFLP’s) (Adair ef al., 2002; Fischer & Wagner, 1999),
lo cual ha mostrado también ser de utilidad para resolver relaciones entre taxones. A su
vez, los genes ribosomales estructurales, como la subunidad grande y pequenia de ADNr
(nuc SSU y nuc LSU), han resultado de utilidad para resolver relaciones filogenéticas a
nivel supraespecifico. La subunidad menor mitocondrial (mt SSU) de ADNr incluye
dominios variables y conservados, lo que la provee de marcadores moleculares que
permiten resolver relaciones a niveles supra e infraespecificos (Guglielmo et al., 2007).

Desde hace algunos afios, se han comenzado a utilizar diversas regiones gendmicas
para complementar o reemplazar al uso de regiones de ADN ribosomal nuclear o
mitocondrial, como es el caso del gen de la B-tubulina el cual ha sido utilizado en varias
oportunidades en trabajos con basidiomicetes (Lesage-Meesen et al., 2011; Park et al.,
2012).

En nuestro pais Gottlieb ef al. (2000; 2002) estudiaron los géneros Ganoderma e
Inonotus de Argentina a través de la amplificacion de regiones ITS y andlisis de
RFLP’s, obteniendo un bajo nivel de variacion de la region ITS para el género
Ganoderma en contraposicion a un alto grado de variacion de esta region en el género
Inonotus. Robles et al. (2011; 2012) evaluaron la utilidad de las secuencias ITS como
herramientas taxondmicas de poblaciones locales de hongos de pudricién, encontrados
en arbolado urbano. La utilizacion de estas secuencias permitid lograr y corroborar
identificaciones en algunos casos de especies de basidiomicetes. La falta de secuencias
a nivel regional, sin embargo, aparecié como uno de los principales obstaculos para la

deteccion de agentes de pudricion de la madera en arboles urbanos.
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La deteccion e identificacion de hongos xilofagos directamente a partir de madera
ha sido investigado por diversos autores. Jasalavich ef al. (2000) hicieron pruebas con
CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) en presencia de B-mercaptoetanol para extraer
ADN fungico de madera de abeto, con resultados dispares. Mas tarde, Bahnweg et al.
(2002) desarrollaron primers especificos para PCR para Heterobasidion annosum sensu
lato, con el fin de detectar y cuantificar a este patdgeno en muestras de madera y raices
de abeto noruego. Gonthier et al. (2003) obtuvieron secuencias parciales de ITS a partir
de madera sintomatica de pino, por medio de la utilizacion de primers especificos de
PCR. Al comparar con secuencias preexistentes observaron que una de sus secuencias
se correspondia, con un alto indice de homologia, con Heterobasidion acervum. Las
técnicas para lograr extraer ADN flngico directamente de madera se han ido
simplificando, con la creacion de primers especificos para diversos taxones, como

complemento de los primers estandares ITS1 e ITS4.

7. Ensayos de pérdida de peso

Los estudios de degradacion in vitro, si bien no pueden ser considerados como
reflejo fiel del comportamiento de los hongos en medios naturales resultan utiles para
comparar la actividad degradadora de especies fingicas en condiciones controladas
similares (Job & Wright, 1986; Mielnichuk & Lopez, 2007).

La determinacion de la pérdida de peso seco de la madera a causa de un hongo de
pudricion es una metodologia ampliamente utilizada como estimacion general de la
degradacion de la madera (Oses ef al., 2006; Robles et al., 2011; Schwarze et al., 1995;
Worrall et al., 1997). La pérdida de peso varia dependiendo de la especie xilofaga
estudiada o del tipo de madera utilizado (Adaskaveg ef al., 1990).

8. Control biologico

Se denomina control bioldgico o biocontrol a la utilizacidn de organismos vivos,
ademas del hombre, con el fin de reducir la densidad de poblaciéon o impacto de un
organismo patdgeno o parasito (Eilenberg et al., 2001). De esta manera se disminuyen
las actividades del patdégeno que son causantes de enfermedad, que involucran,
crecimiento, agresividad, virulencia o procesos que determinan el grado de infeccion,
desarrollo de sintomas y reproduccion (Cook & Baker, 1983).
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Las estrategias que actuan en el control bioldgico incluyen 1) individuos o
poblaciones avirulentas o hipovirulentas de la especie patogénica; 2) el hospedante
manipulado genéticamente para que sea resistente al patégeno.; 3) antagonistas del
patégeno, microorganismos que interfieren en la supervivencia o actividades del
patogeno. Este ultimo caso es el que suele practicarse en los casos de patologia vegetal
(Cook & Baker, 1983). Muchos tipos de agentes pueden actuar como fitopatdgenos:
hongos, bacterias, nematodes, Stramenopila, semillas de plantas, algas, virus y viroides
(Cook & Baker, 1983).

Existen microorganismos, mayormente hongos, antagonistas de hongos de
pudricidon que complementan la estrategia de compartimentalizacidn que presentan los
arboles para resistir a la degradacion a causa de estos agentes xilofagos. Estos
antagonistas son habitantes naturales de la madera y la corteza y pueden ser
especialmente beneficiosos oponiéndose al avance de hongos de pudricion en heridas
recientes en el arbol, a través de la competencia, produccion de metabolitos o
interferencia hifal. Pueden proveer de cierta proteccion al arbol durante el periodo
critico en que la herida estd en plena cicatrizacion y la compartimentalizacion es
incipiente (Cook & Baker, 1983). La busqueda de agentes de control biologico de
hongos degradadores de madera se ha propuesto como alternativa al uso de preservantes
quimicos, como el CCA (cobre-cromo-arsénico) que tienen impacto ambiental por su
toxicidad (Brown & Bruce, 1999). En ciertas comunidades, como la micobiota presente
en corteza, la variacion de los organismos respecto a sus capacidades antagonistas
puede ser muy amplia. Esta variabilidad puede proveer de una mayor cantidad de
potenciales antagonistas por sobre la aplicacidn masiva de un nico agente de biocontrol
(Buck & Traquair, 1998).

Trichoderma es el género mas estudiado como agente biocontrolador y en muchas
ocasiones ha mostrado un efecto protector contra ciertos hongos degradadores (Bruce &
Highley, 1991; Bruce et al., 2005; Highley & Ricard, 1988). En arboles urbanos se ha
registrado a Trichoderma atroviride como un buen antagonista contra diferentes
especies de basidiomicetes (Schubert et al, 2008). Existen otras especies de
micromicetes que, aunque en menor medida, han sido evaluadas como potenciales
biocontroladores. Uno de ellos es Epicoccum purpurascens (Mielnichuk & Lopez,
2007), el cual tendria un actividad antagonica contra ciertos hongos fitopatogenos y otro
ejemplo es Scytalidium lignicola (Highley, 1990), el cual presenta efectos inhibitorios y

propiedades antibioticas.
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En ciertos casos, se han utilizado basidiomicetes con capacidad degradadora como
antagonistas de hongos de pudricion mas agresivos. Ejemplos de esto son los casos de
Phlebiopsis gigantea, sobre la cual se han realizado diversos estudios, principalmente
en el hemisferio norte (Vainio et al., 2005), Resinicium bicolor como controlador de
Heterobasidion annosum (Holmer & Stenlid, 1997), y Coriolus versicolor y Stereum
hirsutum sobre Armillaria sp. (Pearce & Malajczuk, 1990).

Diversos trabajos han investigado la potencialidad de ciertos endofitos como
agentes de control biologico. Bailey et al. (2008), Evans et al. (2003) y Mejia et al.
(2008) evaluaron la capacidad antagonica de la micobiota endofitica de Theobroma
cacao 'y Theobroma gileri contra patdgenos comunes de estos hospedantes.

En Argentina, existen escasos trabajos sobre control bioldogico de basidiomicetes
xiléfagos. Bianchinotti & Lopez (1999) evaluaron la capacidad antagonica in vitro de
Trichoderma harzianum contra hongos degradadores frecuentes en el arbolado urbano:
Ganoderma platense, Rigidoporus ulmarius e Inonotus rickii. En Pildain & Lopez
(2000) y en el ya mencionado trabajo de Mielnichuk & Lopez (2007), se efectuaron
estudios similares con Epicoccum purpurascens (nombre actual: Epicoccum nigrum)

como potencial agente controlador.

Finalmente, en el contexto del arbolado urbano varios interrogantes toman una gran
relevancia considerando el impacto de este sistema en las vidas humanas: ;Cuales son
los patogenos de madera de mayor importancia? ;Existe alguna relacion entre su
presencia y los niveles de disturbios en el ambiente urbano? ;Podria el estudio de una
interaccion multiple, como en el caso de endofitos-patdogenos-planta, brindar potenciales
herramientas de prevencion y control de enfermedades fingicas?

En la busqueda de algunas respuestas se perfild el camino de esta tesis.
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Objetivos e Hipotesis

Objetivo general

Obtener datos sobre las poblaciones de hongos filamentosos que conviven en la madera
en arboles urbanos que contribuyan a la deteccién temprana de agentes xilofagos, el
pronéstico de posibles riesgos de fractura y la implementacion de calendarios de

reposicion, acciones terapéuticas o de control biologico.

Para esto se busca:

¢ Caracterizar el biodeterioro de madera en arboles de la Ciudad de Buenos Aires
y los agentes fungicos determinantes

*» Investigar la presencia de endofitos fiingicos en arboles de la ciudad de Buenos
Aires.

¢ Determinar relaciones causales entre los agentes fingicos de biodeterioro y los
endofitos fingicos presentes en la madera.

¢ Analizar potenciales aplicaciones de las relaciones causales detectadas y de la
accion controladora de habitantes naturales de la madera en relacidon con

medidas de manejo del arbolado publico.

Objetivos especificos

¢ Aislar, identificar y caracterizar a los agentes xilofagos en platanos de la Ciudad
de Buenos Aires a partir de estudios de caracteres vegetativos en cultivo,
presencia de oxidasas y evaluacion de su capacidad degradadora in vitro sobre

madera sana de platano

e

*

Describir los principales cambios anatomicos generados por Bjerkandera
adusta e Inonotus rickii, dos importantes xilofagos sobre arbolado de la Ciudad
de Buenos Aires, en madera de platano, a través de microscopia Optica,
microscopia electronica de barrido y microscopia electronica de transmision.

% Caracterizar la micobiota endofitica de madera de platano

% Describir a nivel morfologico y molecular cepas endofiticas y patogénicas de
basidiomicetes de la madera, contribuyendo asi al desarrollo de una base de

datos local de secuencias de ADN.
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o
25

X/
X4

Determinar las relaciones filogenéticas entre cepas endofiticas y xilofagas de la
misma especie o género.

Establecer la capacidad de micromicetes habitantes naturales de corteza para
controlar a los agentes xil6fagos mas riesgosos.

Analizar si aquellos factores que favorecen el biodeterioro de los arboles

pueden ser importantes en el establecimiento de la comunidad endofitica.

Hipaotesis

L)

L)

L)

*,

La caracterizacion de las comunidades de hongos xilofagos puede contribuir en
la estimacion de la progresion del dafio en la madera y en posteriores decisiones
de manejo.

El agente bioldgico, la edad del arbol y las condiciones del sitio de implantacion
se relacionan con el estado de avance de las pudriciones en la madera y por lo
tanto ser utilizados como indicadores del riesgo de deterioro.

En arboles asintomaticos se encuentran cepas de basidiomicetes en estado de
latencia, como endofitos, que poseen la capacidad de causar patologias en la
madera.

Una alta biodiversidad de endofitos en la madera podria influir en el
establecimiento de agentes xilofagos en arboles cercanos.

En la micobiota asociada al platano existen cepas saprofitas o endofiticas
capaces de disminuir y/o retardar la colonizacion de la madera por
basidiomicetes xil6fagos.

Entre los factores que favorecen el biodeterioro de los arboles, la edad de los

ejemplares influiria en el establecimiento de la comunidad endofitica.
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Materiales & Métodos

1. Area de estudio y planificacién de muestreos

La Ciudad Auténoma de Buenos Aires (34° 36 43°° S; 58° 25 02’ O), capital de
la Repiiblica Argentina, tiene una superficie de 203 km® y un numero estimado de
2.891.082 habitantes (INDEC, 2011). Se encuentra al borde de la llanura pampeana, con
una escasa pendiente, que sumada a la precipitacion promedio anual, de alrededor de
1.146 mm, la convierte en un area subtropical de riesgo hidrico. El clima de Buenos
Aires es templado pampeano, con veranos calurosos e inviernos frescos, mas moderados
en los ultimos afios, y temperaturas medias anuales de alrededor 17°C (Plan de Accidén
Cambio Climatico, 2010).

Se consideraron 4 sitios de muestreo: Sitio A, conformado por un éarea residencial
en la zona norte, Sitio B, comprendido por barrios céntricos con alto disturbio antrdpico
y Sitio C en un area residencial e industrial en la zona sur, conforme a los sitios de
muestreo ya delimitados por Robles et al. (2011). El cuarto sitio, Sitio D, se ubico en el
Predio de Ciudad Universitaria, situado entre barrios residenciales y el parque natural de
Ciudad Universitaria, este ultimo adyacente al Rio de la Plata (Fig. 5). Si bien los sitios
de muestreo mostraron distintos niveles de disturbio, la practica de la poda no fue
tomada en cuenta como un factor ya que la intensidad de poda se considerd similar en
todos los sitios de muestreo. Las caracteristicas de los diferentes sitios de muestreo en
cuanto a sus indicadores de disturbio antropico se muestran en la seccion de Anexo.

Teniendo en cuenta el area comprendida en cada sitio de muestreo, se calcularon

para cada uno las coordenadas geograficas representativas:

Sitio A: 34° 34'54,70"S / 58° 28' 58,44"0O
Sitio B: 34° 36' 34,17"S / 58° 23' 54,10"O
Sitio C: 34° 39'24,60"S / 58° 29' 14,59"0
Sitio D: 34° 32'40,40"S / 58° 26' 38,90"0O
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Figura 5: Mapa de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires. Los puntos marcados indican los
sitios muestreados. Detalle de los sitios. Las lineas en color indican las cuadras muestreadas
para los Sitios A-C y el area de muestreo del Sitio D (Fuente: Google Earth version
6.1.0.5001).
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En los Sitios A, B y C se trabajé en 5 cuadras (alrededor de 100 m de largo) por

sitio, no contiguas y con platanos de alineaciéon en una o ambas veredas. Se utilizé el

Censo del Arbolado Urbano del 2001, confeccionado por el Gobierno de la Ciudad de

Buenos Aires, como base para la delimitacion de las cuadras de los diferentes Sitios en

donde hubiera presencia de platanos.

En la Tabla 1 se detalla la ubicacion geografica de cada cuadra muestreada.

Sitio Cuadra C.oordenadas geogréﬁca.s
Latitud Longitud
A Al 34° 34' 35,68"S 58°29'3,72"0O
A2 34°34'47,62"S 58°28'53,58"0
A3 34°34'47,85"S 58°29'13,97"0
A4 34° 34' 53,78"S 58°29'13,99"0
AS 34°35'10,26"S 58°28'55,96"0
B B1 34°36'21,59"S 58°23'50,28"0
B2 34°36' 20,92"S 58°23'39,91"0
B3 34°36'16,10"S 58°23'35,04"0
B4 34°36' 52,47"S 58°24'14,20"0
B5 34°36' 50,70"S 58°23'43,48"0
C C1 34° 39' 20,66"S 58°29'22,51"0
C2 34°39'21,62"S 58°29'15,51"0
C3 34° 39' 28,33"S 58°29'27,65"0
C4 34°39'27,30"S 58°29'14,03"0
CS 34° 39' 28,45"S 58°29'6,79"0

Tabla 1: Coordenadas geograficas de las cuadras muestreadas en los
Sitios A, B y C. Se consider6 la mitad de cada cuadra como indicador

de la ubicacion geografica.

El Sitio D corresponde a un area de aproximadamente 0,4 km’ perteneciente al

predio de Ciudad Universitaria, lindante con la Avenida Lugones. Estos ejemplares

estan cercanos a una avenida con alta circulacidon de automoéviles, ubicandose en un

parque (no alineacion). La Ciudad Universitaria es un zona de la Ciudad de Buenos

Aires que presenta caracteristicas particulares, especialmente en su suelo, ya que forma

parte de terrenos que han sido rellenados durante décadas (Marcomini & Lopez, 2004).

27



Materiales & Métodos

Las distancias medidas en km entre los diferentes sitios fueron las siguientes:

Sitio A Sitio B Sitio C Sitio D
Sitio A -- -- - -
Sitio B 8,34 - - -
Sitio C 8,33 9,71 - -
Sitio D 5,46 9,34 13 --

Las coordenadas geograficas y distancias fueron obtenidas por medio del programa
Google Earth (version 6.1.0.5001).

Los muestreos se realizaron durante Octubre y Diciembre de 2010 y Febrero y
Agosto de 2011. La totalidad de los arboles de cada cuadra se consideraron como
arboles inspeccionados (Al). Para cada arbol inspeccionado se evaluo su estado general
y se calculd su didmetro aproximado a la altura del pecho (DAP). A partir del registro
del perimetro se utilizé la siguiente féormula de circunferencia asumiendo que el tronco

tenia una forma cercana al circulo:

DAP= CAP

DAP= didmetro a la altura del pecho (alrededor de 1,4 m).
CAP= circunferencia a la altura del pecho.

Estos valores de DAP pueden usarse, con precauciones, como indicadores de una
edad relativa del arbol (Maco & McPherson, 2003; Robles et al., 2011). Se considero el
trabajo de Linsen et al. (2005) sobre ejemplares de Platanus acerifolia para establecer

una relacion entre DAP y edad aproximada (Fig. 6).
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Figura 6: datos de DAP
(didmetro a la altura del
pecho) de ejemplares de
Platanus acerifolia en funcion
del la edad (en afios), medido
en afios (Linsen et al. 2005).

DAP (cm)

Edad (en aiios)

2. Muestreo de arboles sintomaticos y procesamiento de muestras

En cada cuadra de los Sitios A, B y C se tomaron muestras de madera de todos
aquellos ejemplares vivos de P. acerifolia con sintomatologia tales como cancros,
orificios o descortezamiento. Estos arboles fueron denominados posteriormente como
AS (arboles sintomaticos). Se designaron como arboles colonizados (AC) a aquellos en
los que se detectd la presencia de basidiomicetes. Las muestras (MM= muestras de
madera) fueron tomadas en las areas donde se observaron los sintomas por medio de un
martillo sonda (Haglof, Finlandia). Las cavidades y cancros, si bien no indican
necesariamente la presencia de hongos de pudricion, son posibles vias de entrada de
estos patogenos al arbol (Robles et al., 2011). Todas las muestras fueron transportadas
al laboratorio en bolsas de polietileno y procesadas dentro de las 24 horas.

Bajo flujo laminar las muestras de madera fueron esterilizadas superficialmente
(etanol 50% por 30 segundos; hipoclorito de sodio — lavandina comercial 55 g/l 1:3
durante 1 minuto; etanol 50% por 30 segundos) y flameadas durante unos segundos para
luego ser colocadas en cajas de Petri de 9 cm de didmetro con Extracto de Malta (MEA)
1,25% con cloranfenicol (100 mg/l) (MeClo) y cajas con un medio selectivo para
basidiomicetes (BDS) modificado a partir del medio propuesto por Worrall (1991)
(medio con fungicida benomil, cloranfenicol y dicloran). Oses et al. (2008) utilizaron un
medio de cultivo similar con la finalidad de obtener basidiomicetes endofiticos de

madera. Se obtuvieron en promedio 8 fragmentos por cada MM.
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3. Muestreo de arboles asintomaticos y procesamiento de muestras

En cada cuadra de los Sitios A, B y C se recolectaron muestras de hasta 2
ejemplares de platanos en pie asintomaticos (AA = arboles asintomaticos) elegidos al
azar por medio de un taladro de Pressler (Suunto, Vanta, Finlandia). Las muestras
consistieron en segmentos cilindricos de 10 x 1 cm aproximadamente, denominadas
unidades (UM= unidades de madera). De cada arbol se extrajeron 3 unidades en el
fuste, dos a la altura del pecho y uno en la base del tronco, con la finalidad de realizar
un posterior analisis espacial de las especies encontradas. Las unidades fueron
guardadas en tubos Falcon (15 ml) de polipropileno estériles y transportadas al
laboratorio (Fig. 7). Dos de las unidades tomadas de arboles asintomaticos, una
proveniente de la base del tronco y otra de la parte media, a la altura del pecho, fueron
procesadas dentro de las 24 horas.

Con el objetivo de estimular el desarrollo de propagulos latentes, la unidad restante
de cada arbol asintomatico fue dejada en el tubo Falcon a temperatura ambiente y
oscuridad para su procesamiento luego de 3 meses.

Tanto el martillo sonda como el taladro de Pressler fueron rociados con etanol 70%
después de cada uso. Todas las muestras y unidades de madera fueron rociadas con
etanol 70% antes de colocarlas en las bolsas y tubos Falcon. Los orificios resultantes del
muestreo fueron sellados con silicona para reducir el riesgo de una infeccion posterior
en la madera (Oses et al., 2008).

Las unidades fueron procesadas de la siguiente forma: se dividieron en 3 segmentos
de aproximadamente el mismo largo. De acuerdo a la orientacién de la unidad en el
arbol los segmentos se denominaron D/- correspondiente a la porcion mas externa, es
decir mas cercana a la corteza-, D2- la porcion media y D3- correspondiente a la
porcion mas interna. Cada segmento fue dividido a su vez en varios fragmentos de
aproximadamente 4-5 mm de largo para ser sembrados en cajas de Petri de 9 cm de
didmetro con Extracto de Malta (MEA) 1,25 % con cloranfenicol (100 mg/l) (MeClo) y
cajas con medio selectivo para basidiomicetes (BDS). En consecuencia, se obtuvieron
dos cajas de Petri, una con cada medio de cultivo, por cada uno de los 3 segmentos (24
fragmentos por cada UM).

Todas las cajas de Petri fueron examinadas cada 2-3 dias con el fin de obtener
cultivos axénicos (Fig. 8). Los fragmentos de madera que luego de un mes no

presentaron crecimiento de micelio fueron colocados en cajas de Petri con medio
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nutritivo de extracto de malta-peptona-glucosa (MEP). Los aislamientos obtenidos,
provenientes de madera de arboles sintomaticos y asintomaticos, se observaron bajo
microscopio Optico para detectar aislamientos de basidiomicetes. Los criterios aplicados
para considerar un aislamiento como potencial basidiomicete fueron: la presencia de
fibulas, la ausencia de esporulacién o la presencia de esporas asexuales tipicas de
Basidiomycota (clamidosporas, conidios, artrosporas), la apariencia de la colonia en
cuanto al color y textura del micelio y la tasa de crecimiento. Los aislamientos
obtenidos a partir de arboles asintomaticos fueron consideramos en adelante como
endofitos, mientras que los aislamientos obtenidos de arboles sintomaticos fueron
considerados saproéfitos, y a los aislamientos de basidiomicetes o de ascomicetes con

potencial degradador (Xylariaceae) se los considero como patdgenos.

Figura 7: unidad de madera tomada de
un arbol asintomatico, fragmentos a ser
sembrados en cajas de Petri y tubo
Falcon.

Figura 8: aislamiento a partir de
fragmentos de madera de arboles
asintomaticos.

4. Identificacion de especies

Los aislamientos considerados potenciales basidiomicetes, aislados como endofitos

y como patdgenos, fueron cultivados en MEA 1,25 % (Difco Lab.) a 24° en oscuridad
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segun el método establecido por Nobles (1948). Semanalmente, durante un lapso de 6
semanas, se observaron los caracteres macro y micromorfolégicos de las colonias. Se
utilizaron claves de caracteres de cultivos (Nobles, 1948; 1965; Stalpers, 1978; Wright
& Deschamps, 1976) para su identificacion.

El resto de los aislamientos fingicos endofiticos fueron cultivados regularmente en
MEA 2% o en medio papa-glucosa agarizado (APG) para su identificacion. Los cultivos
se examinaron periddicamente para detectar esporulacion. Se utilizaron diversas claves
para la identificacion de los organismos tales como las de Carmichael et al. (1980), Ellis
(1971), Seifert et al. (2011) y Von Arx (1981). Se utilizé la metodologia propuesta por
Klich (2002) para la identificacion de los aislamientos de Aspergillus sp., analizandose
el comportamiento de las colonias al cabo de una semana, en medios de cultivo
especiales: Czapeck Yeast Agar (a 25°C y 37 °C), Czapeck Agar y Extracto de Malta
con Peptona (a 25°C).

Todas las estructuras micromorfologicas fueron medidas con un aumento de 400X
y 1000X con un microscopio estereoscopico Boeco BTB-3A (Alemania) y un
microscopio binocular Zeiss Axioskop (Oberkochen, Alemania) equipado con una
camara digital Olympus modelo C-5060 Wide Zoom 5,1 megapixeles (Tokio, Japon).
Se utiliz6 KOH 5 % p/v y floxina 1 % p/v como medios de montaje para microscopia
optica. Para detectar estructuras en microscopio de epifluorescencia (UV) Zeiss
Axioskop se utilizd como medio de montaje calcofliior 0,05 % p/v (Romero & Minter,
1988). Las fotos no microscopicas fueron tomadas con camara digital Sony Cybershot®
DSC-W35 7,2 megapixeles (China) y camara Samsung ST93 16,1 megapixeles (Brasil).
Se utilizé la nomenclatura actualmente aceptada de especies de acuerdo a la base de
datos online MycoBank (http://www.mycobank.org/) (Crous et al., 2004). Los
organismos identificados fueron incorporados a la Colecciéon de Cultivos de la Facultad

de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires (BAFCcult).

5. Estimadores ecologicos

La frecuencia relativa (F) de cada especie endofitica fue calculada de la siguiente

manera:
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o N alslamlento§ del .taxon A £100
N° total de aislamientos

Se utiliz6 el programa EstimateS version 8.2.0 (Colwell, 2006) para calcular las
curvas de acumulacion de especies de endofitos y la riqueza de endofitos estimada para
cada sitio de muestreo.

La diversidad de endofitos (diversidad alfa) fue calculada a partir del indice de
diversidad de Shannon-Weaver (Shannon & Weaver, 1949) (H) segin la siguiente

formula:

H=- Zpi *1n (p1)
Donde:
Pi = abundancia proporcional de la especie 1, es decir el numero de individuos de la
especie 1 dividido entre el numero total de individuos de la muestra.

Este indice expresa la uniformidad de los valores de importancia a través de todas
las especies de la muestra. Mide el grado promedio de incertidumbre en predecir a qué
especie pertenecerd un individuo escogido al azar de una coleccion. Asume que todos
los individuos son seleccionados al azar y que todas las especies estan representadas en
la muestra. Toma los valores H= 0 (H minimo) cuando solamente hay una especie y H =
In(S) (H maximo) cuanto todas las especies estan representadas por el mismo numero de

individuos.

La similitud entre las comunidades endofiticas de cada sitio fue evaluada por medio
del indice de similitud de Serensen’s (So) (medicion de la diversidad beta) seglin la

siguiente formula:

a+b
Donde:
a= niimero de especies presentes en el sitio A,
b= niimero de especies presentes en el sitio B y

c¢=numero de especies presentes en ambos sitios.
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Este indice relaciona el nimero de especies en comun con respecto a todas las
especies encontradas en dos sitios, basdndose en la presencia o ausencia de especies. No

considera las abundancias de las especies, sino que les adjudica a todas el mismo peso

(Zak & Willig, 2004).

6. Analisis multivariado

Con la finalidad de evaluar en mayor detalle la influencia de variables ambientales
en la presencia y frecuencia de endofitos, se realizO un Analisis Canodnico de
Correspondencias (CCA) para los arboles asintomaticos muestreados y las especies de
endofitos halladas, a través del programa CANOCO for Windows version 4.5 (ter Braak
& Smilauer, 2002). Se eligi6 este modelo de ordenamiento luego de que los resultados
iniciales con el andlisis de correspondencia sin tendencia (DCA) para la diversidad beta
(gradient length) existente indicaran que los datos (variable de respuesta) exhibian una
respuesta unimodal, en vez de lineal, a los factores ambientales. Como variable de
respuesta, se calculd para cada arbol asintomatico muestreado la proporcion de cada
especie endofitica (nimero de aislamientos / nimero de fragmentos de madera).

Tres variables ambientales fueron consideradas, dos cuantitativas: diametro a la
altura del pecho (DAP) de arboles asintomaticos muestreados y porcentaje de
basidiomicetes a partir de arboles sintomaticos para cada sitio de muestreo sobre el total
del fragmentos de muestras de madera (%Bas) y una variable ordinal: nivel de disturbio
antropico (ND) a partir del Sitio de muestreo. Se realiz6 el test de Monte-Carlo para
evaluar la significancia del eje 1 y de los 4 ejes de ordenamiento, con 999

permutaciones (ter Braak & Smilauer, 2002).

7. Extraccion, amplificacion y secuenciacion de ADN

Un total de 25 aislamientos fueron seleccionados para la realizacion de estudios
moleculares, 13 de ellos obtenidos como endofitos y los restantes 12 a partir de arboles
sintomaticos. La mayoria de los aislamientos habian sido previamente identificados por
morfologia como basidiomicetes. El resto corresponde a aislamientos identificados
previamente como miembros de la familia Xylariaceae (Ascomycota), los cuales pueden
causar pudricion blanca en la madera. Para la realizacion de los estudios moleculares,

los organismos fueron previamente crecidos en MEA (2%) a 24°C en oscuridad, por 2
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semanas o hasta cubrir la caja y reunir suficiente micelio. Se realiz6 la extraccion de
ADN ribosomal utilizando el kit de extraccion UltraClean™ Microbial DNA (Mo Bio
Laboratories inc., Solana Beach, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se
amplificoé por PCR y secuencid la region ITS1, ARN ribosomal 5.85 e ITS2 de 19
aislamientos obtenidos en este trabajo (BAFCcult 4301-4305, 4361, 4362, 4363, 4365-
4367, 4384, 4387, 4409, 4410, 4413, 4415, 4416, 4451).

Conjuntamente se amplificé la region ITS1, ARN ribosomal 5.85 e ITS2 de
aislamientos obtenidos en un trabajo previo (Robles ef al., 2011) e identificadas como
Inonotus rickii (BAFCcult 3300; 3304; 3305; 3307; 3308; 3316).

Las regiones ITS fueron amplificadas por medio de los primers universales ITS-1
(5 -  TCCGTAGGTGAACCTGCGG - 3 e ITS-4 (5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC — 3’) (White et al., 1990). Las amplificaciones se
llevaron a cabo en un termociclador Boeco TC-Pro (Alemania). Para obtener los
productos de amplificacion se utilizaron las siguientes condiciones de PCR: (1) 3 min a
94 °C; (2) 45 segundos a 94 °C (fase de desnaturalizacion); (3) 45 segundos a 57 °C
(fase de annealing); (4) 1 minuto a 72 °C (fase de extension); (5) 7 minutos a 72 °C
(extension final). Los pasos 2 a 4 se repitieron por 50 ciclos.

La reaccion para PCR fue preparada de la siguiente manera: 1,85 pl de dNTPs 1
mM, 0,5 ul de cada primer ITS1 e ITS4 10 mM, 0,2 pul de Taqg DNA polimerasa
Recombinante (Invitrogen, Brasil) 1U, 1,25 ul de MgCl, 50 mM y 2,5 ul de buffer de
reaccion 10 mM suministrado por Invitrogen, 3 pul de ADN gendémico de la muestra de
extraccion y agua ultra pura (miliQ) para llevar el volumen final de la mezcla a 26,6 pl.
Cada vez que se realizd una amplificacion por PCR se incluyé un control con los
reactivos sin muestra de ADN. Los productos de PCR se evaluaron a través de gel de
electroforesis con alicuotas de 3 ul de ADN con 3 pl de loading buffer conteniendo
GelRed en un gel de agarosa 1% en 0,5X TBE (TBE 5X: 54 gr Tris; 27,5 gr Acido
borico; 20 ml EDTA 0,5M pH 8; H,0dd a 1000 ml). El gel fue revelado en un
transiluminador de luz UV.

Se introdujeron variaciones en el protocolo de PCR cuando fue necesario:

= Utilizacion de primer ITS-5 en reemplazo de primer ITS-1, para los

aislamientos de 1. rickii.

= El ADN de extraccion fue previamente diluido 1:10.

= Laadicién de 5 pl de ADN a la mezcla de PCR.
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= Un volumen final de la mezcla de PCR de 50 pl: 1 ul de dNTPs 1 mM, 1 ul de
cada primer 10 mM, 0,2 pl de Tag DNA Polimerasa Recombinante 1U
(Invitrogen), 1,5 pl de MgCl, 50 mM y 5 ul de buffer de reaccion 10 mM
suministrado por el fabricante.

Adicionalmente, con el fin de evaluar mds extensamente la relacion entre cepas
endofiticas y patdgenas, se amplifico y secuencio la region de ADN que codifica para la
proteina P-tubulina, para un total de 17 aislamientos: seis correspondientes a
aislamientos identificados previamente como miembros de la familia Xylariaceae
(Ascomycota) (BAFCcult 4384; 4409; 4410; 4413; 4416 y 4451) y los 11 restantes
correspondientes a aislamientos identificados como [nonotus rickii (BAFCcult 3300;
3304; 3305; 3307; 3308; 3316; 4301; 4402; 4403.; 4304 y 4305).

La region del gen de B-tubulina fue amplificada por medio de los primers Bt2a (5'-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") y Bt2b (5°-
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3") (Glass & Donaldson, 1995). Para obtener
los productos de amplificacion se utilizaron las siguientes condiciones de PCR: (1) 3
min a 95 °C; (2) 1 min a 94 °C (fase de desnaturalizacion); (3) 30 segundos a 58 °C
(fase de annealing); (4) 1 minuto a 72 °C (fase de extension); (5) 10 minutos a 72 °C
(extension final). Los pasos 2 a 4 se repitieron por 35 ciclos.

La reaccion para PCR fue preparada de la siguiente manera: 1 ul de dNTPs 1 mM,
1 ul de cada primer Bt2a y Bt2b 10 mM, 0,5 ul de Taqg DNA polimerasa Recombinante
(Invitrogen) 1U, 1,8 ul de MgCl, 50 mM y 5 ul de buffer de reaccion 10 mM
suministrado por Invitrogen, 5 pul de ADN gendémico de la muestra de extraccion,
previamente diluido 1:10, y agua miliQ hasta un volumen final de 50 pl. El control
consistié en una mezcla de los reactivos sin muestra de ADN. Los productos de PCR
fueron evaluados por gel de electroforesis como para el caso de las regiones ITS.

Los productos de todas las amplificaciones fueron purificados a través del kit de
purificacion MO BIO Gel (Mo bio Laboratories Inc.). La cuantificacion de los
productos de extraccion y la de los productos purificados se realizé por medio de un
fluorometro Qbit (Invitrogen, USA) con el kit de cuantificacion Qbit DNA High
Sensitive. Ambas hebras de cada fragmento de ADN fueron secuenciadas por el
Servicio de Secuenciacion y Genotificado del Departamento de Ecologia, Genética y
Evolucion de la FCEN.

Se utilizé el programa Vector NTI Advance 10 (Invitrogen, USA) para definir la

secuencia final a partir de secuencias parciales obtenidas con ambos primers. En los
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casos en que se presentaron ambigiiedades en los picos del cromatograma se utilizo la
convencion IUPAC para sustituciones nucleofilicas (Liébecq, 1992). Las secuencias
finales fueron comparadas inicialmente con secuencias del GenBank a través del
BLAST (Basic Local Alignment Search Tools) para la busqueda de secuencias
altamente similares como un primer paso de seleccion de secuencias para posteriores
estudios filogenéticos. Se detalla en Tablas las secuencias del GenBank que fueron
comparadas con las secuencias obtenidas en este trabajo (Tabla 2 a Tabla 8). Los
nombres de las especies a las que pertenecen las secuencias se mantuvieron tal como
aparecen en el GenBank. No se encontraron secuencias del género /nonotus para el gen
de la B-tubulina para comparar con las secuencias de este trabajo.

Las secuencias fueron ademds comparadas con las muestras ambientales
(environmental samples) de NCBI BLAST con el fin de identificar la presencia de
secuencias con alta similitud. La importancia de estas muestras ha sido sefialada por
autores como Hibbett ef al. (2011) y Nilsson et al. (2011). Se consideraron sélo aquellas
secuencias que mostraron una identidad maxima (Max Identity) y Query coverage
mayor o igual al 97%.

Las secuencias de ADN fueron editadas y la matriz de secuencias fue construida a

través del programa BioEdit sequence alignment editor version 7.0.5.3 (Hall, 1999).

8. Analisis filogenéticos

8.1. Meétodos de maxima parsimonia bajo homologias estaticas

Se utilizo el programa BioEdit para la manipulacion de las matrices de secuencias y
calcular el alineamiento a través del programa Clustal W Multiple alignment version
1.4, con un niimero de Boostrap de 1000. Los costos asignados fueron 10 para apertura
de gaps (espacios) y 2 para extension de gaps. Una secuencia de Amanita muscaria
(FJ890026) fue utilizada como grupo externo (outgroup) en todos los andlisis
filogenéticos de ITS (méaxima parsimonia bajo homologias estdticas y dinamicas e
inferencia bayesiana) para todas las matrices de secuencias. Para las matrices de f-
tubulina se utilizO como grupo externo otra secuencia de Amanita muscaria
(AB095860).

Las hipotesis filogenéticas fueron construidas bajo el método de maxima

parsimonia por medio del programa NONA version 2.0 Winclada version 1.00.08 1997-
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2002 (Goloboft, 1997). Se asign6 el mismo peso a todos los caracteres y los gaps fueron
considerados como informacion pérdida. Se utilizaron como parametros 1000 réplicas y
10000 arboles maximos. El soporte de cada clado fue calculado mediante el método de
Boostrap con los siguientes parametros: 1000 réplicas; 100 busquedas por replica y 1

arbol inicial por réplica.

8.2. Inferencia bayesiana bajo homologias estaticas

El andlisis bayesiano se realizdo a través del programa MrBayes version 3.2.
(Ronquist ef al., 2012). Los archivos fueron previamente preparados con el programa
Mesquite 2.75 (build 5.6.4) (Maddison & Maddison, 2011). Se utiliz6é el programa
Mega version 5 (Tamura et al., 2011) para elegir el modelo evolutivo que se ajustara
mejor a cada matriz previo al andlisis de inferencia bayesiana. Se descartaron el 25% de
los arboles (comandos sump y sumt)

Se continud el andlisis hasta que la desviacion estandar promedio de las dos
cadenas (split frequencies) fue menor a 0,01. El analisis fue realizado 3 veces para cada
matriz. En los arboles finales se considerd, para cada nodo, el valor de probabilidad mas
bajo de entre los 3 andlisis. Se utilizé el programa Tree Figure Drawing Tool - FigTree

version 1.3.1 (Rambaut, 2009) para visualizar y editar los arboles resultantes.

8.3.  Analisis bajo homologias dinamicas

El andlisis se llevd a cabo mediante el uso del programa POY version 4.0.2467 Beta
(Wheeler et al., 2006). El andlisis fue realizado a través de la consola de comandos. Se
le asigno el mismo peso a todos los caracteres y se utilizaron los siguientes parametros:
auto_sequence partition; build (10); swap (100). Dos costos diferentes fueron
considerados:

a) 1; 1; 10 (sustituciones, indels (inserciones, deleciones), apertura de gap)
b) 1;2;10.
El soporte de cada clado se calculdé por medio del soporte de Bremer a través del

comando calculate support (bremer).
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Acceso al

Especie GenBank Origen geografico Hospedante Referencia
Daldinia childiae HM192905 Republica Checa Quercus robur L. Pazoutova ef al. (2010)
Daldinia childiae AM292043 Republica Checa Quercus robur L. Srutka et al. (2007)

Daldinia caldariorum AM749934 Francia Ulex europaeus L. Bitzer et al. (2008)
Daldinia caldariorum EF026144 Taiwan - Hsieh et al. (2010)
Daldinia clavata AM749931 Argentina - Bitzer et al. (2008)
Daldinia concentrica AF176958 Reino Unido Fraxinus Tourn Ex L. Johannesson ef al. (2000)
Daldinia concentrica FN539036 - - Parfitt ef al. (2010)
Daldinia concentrica AM292045 Republica Checa Tilia L. Srutka et al. (2007)
Daldinia concentrica AM292046 Reino Unido Quercus robur L. Srutka et al. (2007)
Daldinia decipiens HM192910 Republica Checa Alnus glutinosa L. Gaertn Pazoutova ef al. (2010)
Daldinia decipiens AM292039 Republica Checa Quercus robur L. Srutka et al. (2007)
Daldinia eschscholzii AB284189 Tailandia Samanea saman (Jacq.) Merr.  Karnchanatat ef al. (2007)
Daldinia eschscholzii GU199418 Australia Adansonia gregorii F. Muell. Sakalidis et al. (2011)
Daldinia fissa EF026146 Alemania - Hsieh et al. (2010)
Daldinia fissa AF176981 Dinamarca Malus Mill. Johannesson ef al. (2000)
Daldinia fissa AM292038 Republica Checa arbol de hoja ancha Srutka et al. (2007)
Daldinia grandis AM749918 Pert - Bitzer et al. (2008)
Daldinia grandis AF176982 Reino Unido Fagus L. Johannesson et al. (2000)
Daldinia loculata EF026145 Reino Unido - Hsieh et al. (2010)
Daldinia loculata AF176959 Letonia Betula L. Johannesson ef al. (2000)
Daldinia loculata AF176964 Rusia Betula L. Johannesson ef al. (2000)
Daldinia loculata AF176969 Suecia Sorbus L. Johannesson ef al. (2000)
Daldinia petriniae AF176975 Suecia Alnus Mill. Johannesson ef al. (2000)
Daldinia pyrenaica AM749927 Espana - Bitzer et al. (2008)
Daldinia vernicosa AF163022 EE.UU. --- Lee et al. (2000)
Hypoxylon cinnabarinum IN979409 Puerto Rico rama Hsieh et al. (2005)
. r’;tyhpr‘;’g rl;’,’jm JN979415 México madera Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon fuscum AY616702 - Alnus Mill Triebel et al. (2005)
ha’:;’;f;yf:o”ma JN979426 Taiwan madera Hsieh et al. (2005)
livgfppiogz é;’t’um JN979433 México madera Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon macrocarpum AY616704 - Corylus avellana L. Triebel et al. (2005)
Hypoxylon macrosporum IN979434 Canada Populus L. Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon monticulosum IN979435 Taiwan corteza Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon rubiginosum EF026143 Reino Unido - Hsieh et al. (2010)
Hypoxylon sheariivar. graqy49 México Hsich et al. (2010)
minor
Hypoxylon JQ009316 Francia Ulmus sp. Hsieh et al. (2005)

submonticulosum

Tabla 2: Secuencias de especies de Daldinia e Hypoxylon para la region ITS1/ITS2. Nameros de acceso al
GenBank, origenes geograficos y hospedantes.
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Acceso al Origen
Especie GenBank geografico Hospedante Referencia
Daldinia bambusicola AY951688 Tailandia Sobre bambu Hsieh et al. (2005)
Daldinia caldariorum AY951689 Meéxico Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Daldinia caldariorum AY951690 Taiwan Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Daldinia childiae AY951691 EE.UU. Acacia koa A. Gray Hsieh et al. (2005)
Daldinia childiae AY951692 Taiwan Alnus formosana Mak. Hsieh et al. (2005)
Daldinia clavata AY951693 Meéxico Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Paptia Nueva
Daldinia concentrica FJ185285 Guinea Platas ef al. (2009)
Daldinia decipiens AY951694 Dinamarca Betula pendula Roth. Hsieh et al. (2005)
Daldinia decipiens AM292036 Rep. Checa Xiphydria longicollis Srutka et al. (2007)
Daldinia decipiens AM292037 Rep. Checa Xiphydria camelus Srutka et al. (2007)
Isla de
Daldinia eschscholtzii AY951695 Guadalupe Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Daldinia eschscholzii AY951696 Taiwan Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Daldinia fissa AY951697 Alemania Fagus sylvatica L. Hsieh ef al. (2005)
Daldinia loculata AY951698 Inglaterra Fagus L. Hsieh et al. (2005)
Daldinia petriniae AY951699 EE.UU. Betula nigra L. Hsieh et al. (2005)
Daldinia singularis AY951700 Rusia Carpinus cordata Blume Hsieh ef al. (2005)
Hypoxylon brevisporum AY951705 Puerto Rico Sobre arbol caido Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon placentiforme AY951745 México Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon placentiforme AY951746 México Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon rubiginosum AY951751 Gales Fraxinus Tourn Ex. L Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon subgilvum AY951755 Taiwan Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon submonticulosum AY951756 Francia Ulmus L. Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon ticinense AY951757 Francia Fraxinus Tourn Ex. L Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon trugodes AY951759 Taiwan Sobre madera Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon ulmophilum AY951760 Rusia Ulmus japonica (Rehder) Sarg. Hsieh et al. (2005)
Hypoxylon vinosopulvinatum AY951761 Taiwan Sobre madera Hsieh et al. (2005)

Tabla 3: Secuencias de especies de Daldinia e Hypoxylon para la region codificante de la B-tubulina. Numeros de

acceso al GenBank, origenes geograficos y hospedantes.
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. Acceso al Origen .
Especie GenBank geogrifico Hospedante Referencia
Coprinellus curtus AY461834 Hawai - Keirle et al. (2004)
Coprinellus curtus FM878016 - - Nagy et al. (2010)
Coprinellus micaceus AY461832 Hawai - Keirle et al. (2004)
Coprinellus micaceus IN943116 Hungria - Nagy (2011) *
Coprinellus micaceus EUS551214 Australia Phascoggfégszznereus Peterson et al. (2009)
Coprinellus micaceus FJ850968 Argentina Platanus c\z}sielrlgfolza (Ait) Robles et al. (2011)
Coprinellus micaceus FJ850969 Argentina Platanus acerifolia (Ait.) Willd Robles et al. (2011)
Coprinellus micaceus FJ850970 Argentina Platanus acerifolia (Ait.) Willd Robles et al. (2011)
Coprinellus micaceus FJ850971 Argentina Platanus acerifolia (Ait.) Willd Robles et al. (2011)
Coprinellus micaceus FJ168568 USA - Slot et al. (2010)
Coprinopsis atramentaria DQ486694 - - Matheny et al. (2006)
Coprinopsis atramentaria FN396110 - - Nagy et al. (2011)
Coprinopsis cinerea AY461825 Hawai - Keirle et al. (2004)
Coprinopsis cinerea JN943122 Hungria - Nagy (2011) *
Coprinopsis cinerea JN943128 Hungria - Nagy (2011) *
Coprinopsis cinerea EU168109 - - Naumann ef al. (2007)
Coprinopsis cinerea FJ904826 Kenia Grevillea ro}l;uséart A. Cunn. ex Njuguna et al. (2009)*
Coprinopsis cinerea GQI131575 --- Humano Suarez et al. (2011)
Coprinopsis cinerea HQ433353 --- Humano Suarez et al. (2011)
Coprinopsis cinerea GU327634 - - Suh & Zhou (2009) *
Coprinopsis cinerea AB097562 - - Suzuki et al. (2003)
Coprinopsis cinerea FJ713066 - Humano Thornton (2009)
Coprinopsis cinerea FJ713078 - Humano Thornton (2009)
Coprinopsis echinospora AB071798 Japdn - Suzuki et al. (2002)
Coprinopsis echinospora AB071802 Il;zljs(e):: - Suzuki et al. (2002)
Coprinopsis phlyctidospora AB071608 Japon - Suzuki ef al. (2002)
Coprinopsis phlyctidospora AB071609 }};Z.Sg: - Suzuki ef al. (2002)
Coprinopsis picacea JN943110 Hungria - Nagy (2011) *
Coprinopsis picacea FN396119 - - Nagy et al. (2011)
Coprinopsis radiata IN943119 Hungria - Nagy (2011) *
Coprinopsis radiata JN943123 Hungria - Nagy (2011) *
Coprinopsis radiata HQ847024 - - Nagy et al. (2011) *
Coprinopsis stercorea AY461828 Hawai - Keirle et al. (2004)
Coprinopsis stercorea FM878028 - - Nagy et al. (2011)

Tabla 4: Secuencias de especies de Coprinellus y Coprinopsis para la region ITS1/ITS2. Numeros de acceso al
GenBank, origenes geograficos y hospedantes. *: Trabajo no publicado.
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Acceso al
Especie GenBank Origen geografico Hospedante Referencia
Campanophyllum proboscideum  AY230866 Meéxico - Cifuentes et al. (2003)
Campanophyllum proboscideum — AY230867 Meéxico - Cifuentes et al. (2003)
Cheimonophyllum candidissimum  DQ486687 - - Matheny et al. (2006)
Chondrostereum purpureum GU062264 Letonia Alnus incana L. Moench Arhipova et al. (2011)
Chondrostereum purpureum JF340265 Letonia Alnus glutinosa L. Gaertn Arhipova et al. (2011)
Chondrostereum purpureum GU198359 Chile Vaccinium L. France et al. (2009)
Chondrostereum purpureum GQ411519  Nueva Zelanda Nothofagus solandri Oerst Fukami ef al. (2010)
Chondrostereum purpureum DQ200929 - - Matheny et al. (2007)
Chondrostereum purpureum EF155489 - - Volkenant (2007)
Cyphella digitalis DQ486698 - - Matheny et al. (2006)
Granulobasidium vellereum DQ205683 - - Matheny & Hibbet (2005)*
Quercus petraea Matt.
Hypochnicium bombycinum FN552537 Espafia Liebl. Telleria et al. (2010)
Rep.
Hypochnicium cystidiatum DQ658163 Centroafr;icana Bambusa Schreb. Paulus ef al. (2007)
Hypochnicium geogenium AF429426 Suecia madera de conifera Nilsson & Hallenberg (2003)
Hypochnicium geogenium FN552534 Francia Abies alba Telleria et al. (2010)
Hypochnicium guineensis FN552536 Guinea basidioma no identificado Telleria et al. (2010)
Hypochnicium lundellii AY781277 Suecia Picea abies (L.)H. Karst Vasiliauskas ef al. (2005)
Hypochnicium michelii FN552535 Espafia Pinus nigra J.F. Arnold Telleria et al. (2010)
Hypochnicium punctulatum AF429414 Dinamarca Pinus nigra J.F. Arnold  Nilsson & Hallenberg (2003)
Hypochnicium subrigescens IN710546 Noruega - Miettinen et al. (2012)
Hypochnicium subrigescens AF429427 Dinamarca Betula L. Nilsson & Hallenberg (2003)
Hypochnicium vellereum HES586734 Uganda - Rossman et al. (2012)
Hypochnicium vellereum AY787674 Lituania Fraxinus excelsior L. Lygis et al. (2005)
Hypochnicium wakefieldiae FN552532 Portugal Eucalyptus 1L’Hér Telleria et al. (2010)
Tabla 5: Secuencias de especies de Campanophyllum, Cheimonophyllum, Chondrostereum, Cyphella,

Granulobasidium e Hypochnicium para la region ITS1/ITS2. Numeros de acceso al GenBank, origenes geograficos y
hospedantes. *: Trabajo no publicado.
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Acceso al Origen
Especie GenBank geografico Hospedante Referencia
Hymenochaete acerosa JQ279543 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete adusta JQ279523 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete anomala JQ279566 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete cinnamomea JQ279548 China - He & Dai (2012)
Corylus avellana
Hymenochaete corrugata IN230420 Reino Unido L. Grundy ef al. (2012)
Corylus avellana
Hymenochaete corrugata IN230422 Irlanda L. Grundy et al. (2012)

Hymenochaete corrugata JQ279607 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete cruenta JQ279596 China - He & Dai (2012)

Hymenochaete denticulata AYS558595 China - Jeong et al. (2005)
Hymenochaete epichlora JQ279550 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete floridea JQ279598 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete fulva JQ279564 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete innexa JQ279584 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete intricata JQ279609 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete lenta JQ279616 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete longispora JQ279537 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete luteobadia JQ279568 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete megaspora JQ279554 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete minuscula JQ279546 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete murina JQ279602 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete muroiana JQ279541 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete nanospora JQ279531 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete ochromarginata JQ279578 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete rigidula JQ279612 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete rhabarbarina JQ279574 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete rubiginosa JQ279580 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete senatoumbrina JQ279540 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete separabilis JQ279572 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete spathulata JQ279592 China --- He & Dai (2012)
Hymenochaete sphaericola JQ279600 China --- He & Dai (2012)
Hymenochaete sphaerospora JQ279594 China - He & Dai (2012)

Hymenochaete spreta AY558597 Canada - Jeong et al. (2005)
Hymenochaete tasmanica JQ279582 China --- He & Dai (2012)
Hymenochaete tenuis JQ279539 China --- He & Dai (2012)
Hymenochaete unicolor JQ279552 China - He & Dai (2012)
Hymenochaete yasudai JQ279614 China - He & Dai (2012)
Pseudochaete tabacina JQ279610 China - He & Dai (2012)
Pseudochaete tabacina JQ279611 China - He & Dai (2012)

Pseudochaete tabacina AY558598 --- --- Jeong et al. (2005)

Tabla 6: Secuencias de especies de Hymenochaete y Pseudochaete para la region ITS1/ITS2. Numeros de
acceso al GenBank, origenes geograficos y hospedantes.
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Acceso al Origen
Especie GenBank geografico Hospedante Referencia
Lomatia hirsuta (L.) Diels ex
Inocutis jamaicensis AY072029 Argentina Macbr. Gottlieb et al. (2002)
Inonotus alpinus JQ860312 - -—- Tian et al. (2013)
Inonotus andersonii AY558599 Corea - Jeong et al. (2005)
Inonotus baumii JQ860307 - - Tian et al. (2013)
Inonotus baumii JX069836 - - Tian et al. (2013)
Inonotus circinatus AF237728 - - Hamelin et al. (2002)
Inonotus cuticularis AF237730 - - Hamelin et al. (2002)
Inonotus glomeratus AF247968 - - Hamelin et al. (2002)
Inonotus hispidus GU068592 Italia Sofora japonica L. De Simone et al. (2011)
Inonotus hispidus AM269784 EE.UU. Quercus phellos L. Guglielmo et al. (2007)
Inonotus hispidus AY558602 Reino Unido - Jeong et al. (2005)
Inonotus lonicericola JQ860308 - - Tian et al. (2013)
Inonotus micantissimus JF692194 EE.UU. Ocotea coriacea (S.) Britton Vlasék et al. (2012)
Inonotus obliquus AYS558593 - - Jeong et al. (2005)
Inonotus patouillardii AY072024 Argentina - Gottlieb et al. (2002)
Inonotus patouillardii AY072028 Argentina - Gottlieb et al. (2002)
Inonotus porrectus AY558603 EE.UU. - Jeong et al. (2005)
Inonotus quercustris AY072026 Argentina Schinus L. Gottlieb et al. (2002)
Inonotus rickii FJ667753 China Hevea brasiliensis (Miill.) Arg. Dai et al. (2010)
Inonotus rickii GU111921 Italia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii GU111922 Italia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii GU111923 EE.UU. Mpyrica cerifera L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii GU111924 EE.UU. Mpyrica cerifera L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362900 Italia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362901 Italia Sambucus nigra L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362902 Espaiia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362904 Espaiia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362905 Espaiia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362906 Grecia Robinia pseudoacacia L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362907 EE.UU. Myrica cerifera L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362908 Italia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii HM362909 Italia Acer negundo L. De Simone et al. (2011)
Inonotus rickii AY072025 Argentina Casuarina cunninghamiana Miq. Gottlieb et al. (2002)
Inonotus rickii AY072027 Argentina Acacia melanoxylon R. Br. Gottlieb et al. (2002)
Inonotus rickii GU016326 Argentina Platanus acerifolia Ait. (Willd.) Robles et al. (2011)
Inonotus sanghuang JQ860316 - - Tian ef al. (2013)
Inonotus tamaricis GU111920 Italia Tamarix gallica L. De Simone et al. (2011)
Inonotus tamaricis AY558604  Turkmenistan - Jeong et al. (2005)
Inonotus tenuicontextus IN169786 China - Zhou & Qin (2012)
Inonotus tomentosus AF237729 - - Hamelin et al. (2002)
Inonotus tricolor IN169787 - - Zhou & Qin (2012)
Inonotus vaninii IN642592 - - Wu et al. (2012)
Inonotus vaninii IN169788 - - Zhou & Qin (2012)
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Inonotus weigelae JQ860320 - - Tian ef al. (2013)
Inonotus zonatus JX069837 - - Tian ef al. (2013)

Tabla 7: Secuencias de especies de Inocutis e Inonotus para la region ITS1/ITS2. Numeros de acceso al GenBank,
origenes geograficos y hospedantes.
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Especie

Acceso al
GenBank

Origen
geografico

Hospedante

Referencia

Phanerochaete allantospora

Phanerochaete arizonica
Phanerochaete australis
Phanerochaete australis
Phanerochaete australis
Phanerochaete australis
Phanerochaete avellanea
Phanerochaete burtii
Phanerochaete carnosa
Phanerochaete chrysorhiza
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete chrysosporium
Phanerochaete ericina
Phanerochaete flava
Phanerochaete hiulca
Phanerochaete laevis
Phanerochaete laevis
Phanerochaete magnoliae
Phanerochaete rimosa
Phanerochaete sanguinea
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida

Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phanerochaete sordida
Phanerochaete subceracea
Phanerochaete tuberculata
Phanerochaete velutina

AY219357

AY219350
AY219371
AY219372
AY219373
AY219374
AY219355
AY219352
AY219354
AY219359
AY219344
JN882305
HQ188432
HQ188434
HQ188435
HQ188437
GU966518
AF475146
AF475147
JQ796876
AY219345
AY219358
AY219342
AY219347
AY219348
AY219343
AY219349
AY219353
F1228210
AB210078
AF475148
AF475150
AF475151
HQ248216

HQ608013
HM751803
HM997134
HM595562
AY219346
AY219356
AY219351

EE.UU.

EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
Puerto Rico
Puerto Rico
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
Rusia
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.

EE.UU.
Puerto Rico
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
EE.UU.
Suecia

Colombia

EE.UU.
China
Brasil
China

EE.UU.

EE.UU.

EE.UU.

Fougquieria splendens Engelm.
Cercocarpus breviflorus A.
Gray
sobre madera dura
Psidium (guayaba)
corteza de madera dura
rama de madera dura
sobre madera dura caida
sobre madera dura
Abies balsamea L. Mill.
sobre madera dura
Vitis L.

Sobre madera dura
Quercus sp.
Pinus L.
sobre madera dura
Quercus sp.
Populus deltoides
Quercus sp.
Fraxinus excelsior L.

palma aceitera (Elaeis)
nido de la hormiga Cyphomyrme
wheeleri Forel

Bletilla ochracea Schltr.
Solanum cernuum Vell.
Abies beshanzuensis M.H. Wu
Quercus sp.

Populus deltoides Marsh
sobre madera dura

de Koker et al. (2003)

de Koker ef al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)

Houseknecht et al. (2011)*

James et al. (2011)
James et al. (2011)
James et al. (2011)
James et al. (2011)
Liang & Li (2010) *
Lim et al. (2007)
Lim et al. (2007)
Zhang & Li (2012)*
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
Bakys et al. (2009)
Kamei et al. (2005)
Lim et al. (2007)
Lim et al. (2007)
Lim et al. (2007)
Navia et al. (2010)

Rodrigues et al. (2011)
Tao et al. (2012)
Vieira et al. (2012)
Yuan et al. (2011)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)
de Koker et al. (2003)

Tabla 8: Secuencias de especies de Phanerochaete para la region ITS1/ITS2. Numeros de de acceso al GenBank,

origenes geograficos y hospedantes.
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9. Estudios de produccion de oxidasas

Los estudios de produccion de oxidasas se realizaron sobre cepas de basidiomicetes
y de Noduslisporium, en aislamientos seleccionados para cada especie. Se realizaron
estudios en medios de cultivo especiales para determinar la produccion de oxidasas
extracelulares por medio de acido galico y acido tanico (Davidson et al, 1938),
guayacol (0.2 %) (Nobles, 1958), p-cresol y medio con tirosina 0,2% (Boidin, 1951). Se
registrd la presencia de zona de difusion alrededor del indculo y su intensidad relativa,
luego de una semana de incubacion en cajas de Petri de 9 cm de diametro a 24°C en
oscuridad. La presencia de halo de coloracion, reaccion positiva, y su intensidad se
indico con signos +, y la ausencia de zona de difusion, considerada reaccion negativa, se
indico con el signo -. Estos estudios se realizaron ademas sobre especies de ascomicetes

potencialmente degradadores (pertenecientes a la familia Xylariaceae).

10.  Ensayos de degradacion in vitro

Se analiz6 la capacidad degradadora de las siguientes especies de basidiomicetes
aislados de la madera de platanos: Coprinopsis cinerea (Schaeftf.) Redhead, Vilgalys &
Moncalvo (BAFCcult 4361), Granulobasidium vellereum (Ellis & Cragin) Jiilich
(BAFCcult 4362), Hymenochaete sp. (BAFCcult 4387), Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid
endofitico (BAFCcult 4302) y Phanerochaete chrysosporium Burds. (BAFCcult 4415).
Ademas se incluydo en los estudios una cepa endofitica y una no endofitica de
Nodulisporium sp. (Xylariaceae) (BAFCcult 4416 y BAFCcult 4385, respectivamente),
el cual constituye un anamorfo de especies potenciales causantes de pudricion blanca.
Para esto se estimod la pérdida de peso seco de probetas de madera (albura y duramen)
de rama sana de un tnico individuo de P. acerifolia (Robles et al., 2011).

Se determind el peso inicial de probetas de 1 x 3 x 0,5 cm aprox., por medio de una
balanza analitica Explorer Ohaus, de la siguiente forma: las probetas fueron colocadas
en estufa a 60°C por 72 horas y luego mantenidas a 30°C hasta obtener tres medidas
consecutivas de peso con una variacion menor a 0,02 gr. El promedio de estas tres
medidas fue considerado como peso inicial. Las probetas fueron luego hidratadas
durante 48 horas con agua destilada para finalmente ser esterilizadas por medio de
autoclave a 1,1 atm por 20 minutos. Tubos de 19 x 2 cm con medio de Nobles 1,25%

(Difco Lab.) en pico de flauta fueron inoculados bajo flujo laminar con discos de 5 mm
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diam en Nobles 1,25% de las cepas arriba mencionadas. Una vez cubierta con micelio la
superficie del tubo, se incorporaron las probetas estériles. Luego de tres meses en
oscuridad a 24°C, las probetas fueron retiradas y limpiadas superficialmente. Probetas
sin inocular se utilizaron como control. Se realizaron 20 réplicas por tratamiento. Las
probetas retiradas fueron secadas en estufa y pesadas siguiendo el mismo procedimiento
que al inicio del estudio.

La pérdida de peso seco para cada probeta fue determinada de acuerdo con

Mielnichuk & Lopez (2007):

peso seco inicial - peso seco final

Peso seco perdido (%) = *100

peso seco inicial

El peso seco perdido de todas las réplicas fue promediado para obtener un unico

valor por tratamiento.

11.  Control bioldgico

11.1. Ensayos de confrontacion en cultivos duales

Se realizaron enfrentamientos en cajas de Petri de 9 cm didmetro con MEA 2%.
Los hongos xiloéfagos utilizados fueron: Bjerkandera adusta (Willd.) P. Karst.
(BAFCcult 3301), Ganoderma resinaceum Boud. (BAFCcult 3297), Inonotus rickii
(BAFCcult 3300) y Trametes trogii Berk. (BAFCcult 3317). Estas cepas habian sido
aisladas de madera de platanos de la Ciudad de Buenos Aires en un trabajo previo
(Robles et al., 2011). En este trabajo ademas se obtuvo que [nonotus rickii fue la
especie mas frecuentemente registrada y que los restantes tres agentes xilofagos
causaron la mayor pérdida de peso de madera de platano en ensayos in vitro.

Los hongos evaluados como posibles antagonistas fueron aislados de madera de
platano:

-Tres especies de micromicetes saprofitos: Alternaria alternata (Fr.) Keissl
(BAFCcult 4359), Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries (BAFCcult
4360) y Trichoderma harzianum Rifai (BAFCcult 4368). Estas especies fueron las mas

abundantes entre los saprofitos obtenidos.
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-Tres especies de micromicetes endofiticos: 4. alternata (BAFCcult 4325), C.
cladosporioides (BAFCcult 4334) y T. harzianum (BAFCcult 4414). Estas especies
fueron las mas abundantes entre los endofitos obtenidos.

-Tres especies de basidiomicetes encontrados como endofitos en madera de
platanos durante este trabajo: Coprinopsis cinerea (Schaeff.) Redhead, Vilgalys &
Moncalvo (BAFCcult 4361), Granulobasidium vellereum (Ellis & Cragin) lJiilich
(BAFCcult 4363) y Trichosporon sporotrichoides (Oorschot) Oorschot & de Hoog
(BAFCcult 4408).

Para los enfrentamientos se realizaron los siguientes tratamientos: cada uno de los 4
hongos xilofagos fue enfrentado con los 9 potenciales antagonistas. En un set de
enfrentamientos se colocd sobre la superficie del agar un indculo de 0,5 x 0,5 cm del
antagonista en un extremo de la caja y luego de 5-6 dias, se coloc6 un inoculo del
mismo tamafio del xiléfago en el extremo opuesto de la caja (1° Antagonista). En otro
set de enfrentamientos, con idéntico tamafio y ubicacion de los indculos, se inoculd
primero el xilofago y, a los 5-6 dias, el antagonista (1° Xiléfago). En el caso de
Trichoderma harzianum, debido a su répido crecimiento, el xiléfago se agregd luego de
3 dias. Los controles consistieron en cajas solamente con el xilofago y solamente con el
antagonista. Se realizaron 5 réplicas de cada combinacion. Los cultivos permanecieron a
24°C en oscuridad y fueron evaluados cada 2-4 dias durante 1 mes. Los didmetros de las
colonias de los xiléfagos fueron medidos y comparados luego con los didmetros de las
colonias control del xiléfago. Se realizaron observaciones bajo microscopio Optico en
busca de posibles interacciones hifales.

Se calculd la inhibicion de crecimiento (IC) de la colonia causada por cada
potencial antagonista sobre cada uno de los 4 basidiomicetes xil6fagos luego de 1 mes

de ensayo (Jayasinghe & Parkinson, 2008):

_radio de colonia control (cm) - radio de colonia en cultivo dual (cm)

IC *100

radio de colonia control (cm)

Las interacciones fueron clasificadas como:
++ = Crecimiento del antagonista sobre el xil6fago (sobrecrecimiento del antagonista).
+ = Alteracion del crecimiento normal del xiléfago, sin sobrecrecimiento entre las

colonias.
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- = No hay control. Crecimiento del xilofago por encima del antagonista
(sobrecrecimiento del xilofago).

++ / - = Algunas réplicas exhiben un crecimiento del xiléfago sobre el antagonista y
otras muestran un crecimiento del antagonista sobre el xilofago.

(1) = Sobrecrecimiento del xilofago sobre al antagonista, aunque mas lentamente que (-)

11.2. Ensayos de confrontacion in vitro sobre probetas de madera de platano

Con la finalidad de evaluar mas profundamente la capacidad antagonista de G.
vellereum se realizaron ensayos de confrontacion in vitro sobre probetas de madera sana
de platano (1 x 3 x 0,5 cm aprox.). Las probetas fueron secadas, pesadas y esterilizadas
de acuerdo a lo descrito en la seccion: “Ensayos in vitro de pérdida de peso”.

Los hongos involucrados en este estudio fueron los siguientes:
Biocontrolador- antagonista: Granulobasidium vellereum (BAFCcult 4363)
Hongos xiléfagos:

Bjerkandera adusta (BAFCcult 3301)

Ganoderma resinaceum (BAFCcult 3297)

Inonotus rickii (BAFCcult 3300)

Trametes trogii (BAFCcult 3317)

Se realizaron los siguientes tratamientos de cultivos duales: en tubos de 19 x 2 cm
en pico de flauta con medio de Nobles (1,25%) fueron introducidos indculos de
alrededor de 5 mm diam. de alguno de los cuatro xilofagos involucrados o bien del
antagonista G. vellereum, para luego ser incubados en oscuridad a 24°C. Una vez
cubierta con micelio la superficie del tubo, se incorporaron las probetas estériles. Luego
de 6 dias de introducidas las probetas, se inoculd el segundo hongo, colocando un
in6culo de 5 mm diam. sobre la probeta de madera ya colonizada por el primer hongo.
Cada tratamiento contd con 17 réplicas. Probetas sin inocular se utilizaron como
control.

Los 8 tratamientos resultantes fueron los siguientes:

1°G. vellereum — 2° B. adusta
1°G. vellereum — 2° G. resinaceum

1°G. vellereum — 2° I rickii
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1° G. vellereum — 2° T. trogii

1°B. adusta — 2° G. vellereum

1° G. resinaceum — 2° G. vellereum
1°1 rickii — 2° G. vellereum

1°T. trogii — 2° G. vellereum

Luego de 3 meses de incubacion a 24°C, en oscuridad, las probetas fueron retiradas
de los tubos, limpiadas superficialmente, secadas y pesadas nuevamente,
determindndose el peso final de manera similar al peso inicial.

El peso inicial y final permitid calcular la pérdida de peso causada por la

degradacion, de la forma anteriormente mencionada (Mielnichuk & Lopez, 2007).

12. Analisis estadistico

Se utilizé el programa STATISTICA for Windows (Statsoft Inc., 1999) para los
andlisis estadisticos.

Los valores DAP, utilizados como indicadores de la edad relativa de los arboles,
fueron contrastados por medio de un test Chi-cuadrado (x’) contra los basidiomicetes
aislados de arboles sintomaticos.

Se aplico la prueba estadistica paramétrica de analisis de la varianza (ANOVA) de
un factor para los valores de degradacion (pérdida de peso seco) de todas las cepas
evaluadas (Sokal & Rohlf, 1995). Adicionalmente se compard por esta via las
diferencias entre los valores de degradacion obtenidos por el tratamiento con Inonotus
rickii endofitico y los obtenidos por la cepa de I. rickii aislada previamente de platanos
sintomaticos en la Ciudad (Robles ef al., 2011).

Las variaciones en la pérdida de peso seco en los ensayos de control bioldgico
fueron analizadas estadisticamente por un disefio factorial de ANOVA de dos factores.
Los dos factores considerados fueron las cepas (factor con 5 niveles: las cuatro especies
de xilofagos y el control sin inocular) y el tratamiento con el antagonista (factor con 3
niveles: ausencia de antagonista, presencia de antagonista inoculado en primer lugar,
presencia de antagonista inoculado en segundo lugar). Se realizé la prueba de efectos
simples en caso de que la interaccion entre los factores resultara significativa. Las
medias de todos los tratamientos se analizaron por contrastes (Diferencia Significativa

Honesta (DSH) de Tukey). En ambos andlisis los datos fueron transformados segin y =
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y'*para el cumplimiento de los supuestos de ANOVA. Se establecid como nivel de

significancia a p<0,01.
13.  Estudios histologicos

Se realizaron estudios histologicos sobre madera de rama sana de platano (probetas
de 1 x 3 x 0,5 cm) sometidas en ensayos in vitro a la accion de Bjerkandera adusta
(BAFCcult 3301) e Inonotus rickii (BAFCcult 3300) segiin la metodologia indicada en
Robles et al. (2011), en el cual se sefial6 la importancia de estos hongos xiloéfagos.

Se obtuvieron cortes transversales (CT), longitudinales tangenciales (CLT) y
longitudinales radiales (CLR) de alrededor de 10-12 um de grosor de las probetas
tratadas y las probetas control. Se utilizd un microtomo Leica (SM2000R, Nussloch,
Alemania) para la realizacion de los cortes. Estos se mantuvieron en etanol 50% con

glicerina.

13.1. Microscopia optica

Para la realizacion de los estudios bajo microscopia Optica algunos cortes fueron
tefiidos con la coloracion sucesiva doble de safranina-fast green (Gurr BDH Chemicals,
Inglaterra), deshidratados en una serie de etanol (70% (v/v), 96% (v/v), 100% (v/v),
100% (v/v), 1-2 min cada uno) y xileno (Berna, Argentina) y montados en balsamo
sintético (PMyR, Instrumental Pasteur, Argentina). La coloraciéon de safranina-fast
green se utiliza como un indicador cualitativo de la distribucion de la lignina. La
safranina tifie de rojo la lignina presente en la pared celular mientras que el fast-green
tifie de azul la celulosa presente (Putoczky et al., 2007).

Con la finalidad de detectar tejidos lignificados, algunos cortes fueron tratados con
fluoroglucinol 1% (w/v) (Sigma Chemical, EE.UU.) y HCI 25% (v/v) (Anedra S.A.,
Argentina). A través de este test se observa una coloracién roja o rosada en los
elementos de la pared celular segiin el proceso de lignificacidon sea mas o menos
intenso, respectivamente (Ohlde et al., 1992). Los cortes fueron tratados adicionalmente
con rojo de rutenio 0,01% (w/v) (Sigma Chemical, EE.UU.) para detectar pectinas
(D’Ambrogio de Argiieso, 1986). Las sustancias pépticas toman un color rosado a rojo
con este colorante. Se evaltio ademas la autofluorescencia de lignina y las propiedades

anisotropicas de la celulosa fueron analizadas bajo luz polarizada.
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Finalmente cortes transversales ultrafinos (1 pum de grosor) en portaobjetos fueron
tefiidos con 0,05% (w/v) azul de toluidina (Merck Quimica Argentina S.A., Argentina)
en una solucion de 2,5% (w/v) Na,COs (pH 11,1) a 60 °C por 1—-6 min.

Las observaciones de microscopia optica (MO) fueron hechas a través de un
microscopio de epifluorescencia (UV) Zeiss Axioskop (Oberkochen, Alemania)
equipado con una camara digital Olympus C-5060 Wide Zoom (Tokio, Japén) y un
microscopio Leica DM 2500 (Wetzlar, Alemania) equipado con una cdmara digital

Leica EC3 (Heerbrugg, Suiza).

13.2. Microscopia electronica

Se realizaron observaciones de los cortes bajo microscopio electronico de barrido
(MEB) y microscopio electronico de transmision (MET) en el Centro de Microscopias

Avanzadas (Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires).

13.2.1. Microscopia electronica de barrido

Para las observaciones con MEB los cortes (de alrededor de 12 um de grosor)
fueron deshidratados y examinados en un microscopio electronico de barrido Zeiss

SUPRA TM 40 (Oberkochen, Alemania)

13.2.2. Microscopia electronica de transmision

Se cortaron piezas de alrededor de 1 mm® de probetas tratadas y probetas control
con un bisturi y se fijaron en glutaraldehido 3% (v/v) en 20 mM de buffer fosfato
Na,HPO4 —Na,HPO, (pH 7.4), a 4°C durante 12 h. Luego fueron lavadas con el buffer
durante 24 horas y vueltas a fijar en solucidon acuosa de OsO4acuoso 1 % (p/v) a 20°C
durante 2 horas. Las muestras fueron posteriormente lavadas con el mismo buffer
durante 1 hora, deshidratadas a través de una serie ascendente de etanol (50% (v/v),
70% (v/v), 90% (v/v), 100% (v/v), 15 min cada uno) y de etanol-acetona (2:1, 2:2, 1:3;
acetona pura, 15 min cada una) a 20°C, y embebidas en resina Spurr de baja viscosidad
(Spurr, 1969). Se obtuvieron secciones transversales ultrafinas (aproximadamente 70
nm de grosor) usando una cuchilla de vidrio y utilizando un micré6tomo de ultracorte

Sorvall MT-2B (Newtown, USA). Las secciones fueron luego colectadas sobre grillas

53



Materiales & Métodos

de cobre y contrastadas mediante la coloracién doble con acetato de uranilo y citrato de
plomo (Reynolds, 1963) y examinadas a través de un microscopio electronico de
transmision Philips EM 301 (Eindhoven, Paises Bajos) a una aceleracion de voltaje de

60 kV.
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Durante este estudio, se inspeccionaron un total de 197 arboles (Al) y se tomaron
muestras de 103 de ellos: 75 con presencia de sintomas (cancros o descortezamiento)
(AS) y 28 asintomaticos (AA). Las cuadras muestreadas en este trabajo presentaron
entre 4-20 arboles (Al) y entre 2-13 arboles sintomaticos (AS) fueron muestreados por
cuadra. Se analizaron un total de 182 muestras de maderas (MM) (provenientes de
arboles sintomaticos), resultantes en 1516 fragmentos de MM, y 70 unidades de madera
(UM) (provenientes de arboles asintomaticos), resultando en 1643 fragmentos de UM.
En la Tabla 9 se resumen los valores correspondientes a los arboles inspeccionados,
arboles asintomaticos y sintomadticos, muestras de arboles sintomaticos y unidades de
madera de arboles asintomaticos para cada sitio. Tanto los arboles sintomaticos como

los asintomaticos presentaron un niimero similar de especies (1-8 especies por arbol).

1. Muestreos

1.1. Composicion de la comunidad de endofitos

A partir de los 1643 fragmentos de arboles asintomaticos se obtuvieron un total de
130 aislamientos. Sesenta y nueve aislamientos se obtuvieron del Sitio A (53%), dos del
Sitio B (1,5%), 22 del Sitio C (17%) y 37 del Sitio D (28,5%).

Los aislamientos obtenidos correspondieron a 27 taxones diferentes. En la Tabla 10
se enumeran para cada Sitio las especies aisladas de arboles asintomaticos con su
respectiva frecuencia. Las especies Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides,
Trichosporon sporotrichoides (un anamorfo de basidiomicete del orden Tremellales) y
el género Trichoderma correspondieron a la mayoria de los aislamientos obtenidos que,
en un 18% del total, se identificaron como 7. sporotrichoides. Alternaria alternata y las
especies de Trichoderma estuvieron representados por 17 (13% del total) y 12 (11%)
aislamientos, respectivamente. Doce aislamientos (aprox. 9%) pertenecieron a C.
cladosporioides, 11 aislamientos al basidiomicete Granulobasidium vellereum (8,5%) y
8 a Arthrinium phaeospermum (6%). El resto de las especies representaron cada una
menos del 6% del total de aislamientos: 7 aislamientos de Bipolaris australiensis, 6
aislamientos del anamorfo de Xylariaceae Nodulisporium sp, 5 aislamientos del
basidiomicete Inonotus rickii, 3 aislamientos de Curvularia lunata, Gliocladium
penicillioides, Pestalotiopsis guepinii, Pseudoallescheria boydii y 2 aislamientos de

Aspergillus reptans y Epicoccum nigrum. Del resto de las especies s6lo se obtuvo un
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aislamiento (Tabla 10; Fig. 9). Alternaria alternata, A. phaeospermum, A. reptans, B.
australiensis, Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum y T. sporotrichoides
fueron encontrados en mas de un sitio de muestreo.

La mayoria de las especies obtenidas pertenecen al Phylum Ascomycota (82%).
Los o6rdenes Pleosporales e Hypocreales presentaron el mayor numero de especies (5
cada uno) (Fig. 10). Los ascomicetes sumaron el 68% del total de aislamientos
obtenidos, siendo el orden Pleosporales el que presentd el mayor porcentaje de
aislamientos (23%). Dentro del Phylum Basidiomycota, los ordenes Tremellales y
Agaricales presentaron el mayor nimero de aislamientos (17% y 10% de los
aislamientos totales de endofitos, respectivamente) (Fig. 11).

Las especies frecuentes (con mas de un aislamiento), fueron mas abundantes (70%)

que las especies ocasionales (con solo un aislamiento).

Fragmentos Aislamientos Fragmentos Aislamientos
Sitios AI AS MM de MM de MM AA UM de UM de de UM
SitioA 72 30 73 704 117 10 29 696 69
SitioB 52 15 47 320 34 2 4 96 2
SitioC 54 30 62 492 82 7 21 504 22
Sitie D 26 0 0 0 0 9 16 347 37
Total 204 75 182 1516 233 28 70 1643 130

Tabla 9: Numero de arboles inspeccionados (Al), arboles sintomaticos muestreados (AS), muestras de
madera (MM) de arboles sintomdaticos, fragmentos obtenidos a partir de MM (fragmentos de MM),
aislamientos a partir de MM, arboles asintomaticos (AA), unidades de madera de arboles asintomaticos
(UM), fragmentos obtenidos a partir de los UM (fragmentos de UM) y aislamientos a partir de UM.
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Numero de aislamientos

Especies " " " "
Sitio A Sitio B Sitio C Sitio D F

Ascomycota
Alternaria alternata (Fr.) Keissl. (ALT) 14 0 1 2 13,08
Arthrinium phaeospermum (Corda) M.B. Ellis (PHA) 2 0 6 0 6,15
Aspergillus niger Tiegh. (NIG) 0 0 1 0 0,77
Aspergillus reptans Samson & W. Gams (REP) 1 0 1 0 1,54
Aspergillus ustus (Bainier) Thom & Church (UST) 1 0 0 0 0,77
Bipolaris australiensis (M.B. Ellis) Tsuda & Ueyama (AUS) 2 0 0 5 5,38
Chaetomium funicola Cooke (FUN) 0 0 1 0 0,77
Chaetomium globosum Kunze (GLO) 0 0 2 0 1,54
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries (CLA) 12 0 0 0 9,23
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (LUN) 0 0 0 3 2,31
Epiccocum nigrum Link (EPI) 0 2 0 0 1,54
Fusarium solani (Mart.) Sacc. (SOL) 0 0 0 1 0,77
Gliocladium penicillioides Corda (PEN) 0 0 0 3 2,31
Nodulisporium (NOD) 6 0 0 0 4,62
Pestalotiopsis guepinii (Desm.) Steyaert (GUE) 3 0 0 0 2,31
Phialemonium curvatum W. Gams & W.B. Cooke (CUR) 0 0 1 0 0,77
Phoma eupyrena Sacc. (EUP) 0 0 0 1 0,77
Phomopsis archeri B. Sutton (ARC) 0 0 0 1 0,77
Pseudallescheria boydii (Shear) McGinnis, A.A. Padhye & Ajello
(BOY) 3 0 0 0 2,31
Sarocladium strictum (W. Gams) Summerb. (STR) 0 0 2 0 1,54
Trichoderma atroviride P. Karst. (ATR) 2 0 0 5 5,38
Trichoderma harzianum Rifai (HAR) 4 0 0 1 3,84
Basidiomycota
Coprinopsis cinerea (Schaeff.) Redhead, Vilgalys & Moncalvo
(CIN) 2 0 0 0 1,54
Granulobasidium vellereum (Ellis & Cragin) Jiilich (VEL) 11 0 0 0 8,46
Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid (INO) 5 0 0 0 3,84
Phanerochaete chrysosporium (Burds.) (CHR) 0 0 1 0 0,77
(Tsri)cg)osporon sporotrichoides (Oorschot) Oorschot & de Hoog 1 0 6 15 16,92
Numero total de aislamientos 69 2 22 37

Tabla 10: Listado de especies fingicas, nimero de aislamientos en cada Sitio de muestreo y frecuencia
relativa (F) de las mismas en madera de platanos asintomaticos de 4 sitios de muestreos de la Ciudad de

Buenos Aires, Argentina. Entre paréntesis se muestran las abreviaturas de las especies fungicas.
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Figura 9: Numero de endofitos fungicos aislados de platanos de la Ciudad de Buenos Aires, Argentina, en los 4
sitios de muestreo.
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Figura 10: Distribucion de las especies de endofitos (N=27) en sus correspondientes o6rdenes de
ascomicetes y basidiomicetes.
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Figura 11: Distribucion de los aislamientos de endofitos (N=130) en sus correspondientes o6rdenes
de ascomicetes y basidiomicetes.
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1.1.1. Diversidad alfa y beta de endofitos

El Sitio A fue el que mostré la mayor cantidad de especies, con 15 especies,
seguido por los Sitios C (10 especies) y D (10 especies). En el Sitio B se registrd
solamente una especie (Tabla 10) y debido a esta baja cantidad de especies, este sitio
fue excluido de los posteriores analisis de diversidad.

A partir del programa EstimateS se analizd el comportamiento de diferentes
estimadores de riqueza con el fin de seleccionar aquel que resultara menos sensible al
tamafno de muestra (aislamientos totales) en todos los sitios, eligiéndose al estimador
MM-Means (Fig. 12-14). El Sitio C mostr6é el mayor valor, seguido del Sitio A y del
Sitio D (Tabla 11).

De igual manera se analizé el comportamiento de diferentes indices de diversidad
con el fin de seleccionar aquel menos sensible al tamafio de muestra en todos los sitios,
escogiéndose al indice de diversidad de Shannon-Weiner (Fig. 15-17). La mayor
diversidad se encontrd en el Sitio A, seguido por el Sitio C y el Sitio D (Tabla 11). El

indice de diversidad (H) al considerar todas las especies fue 2,84.
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Figura 12: Comportamiento de diferentes estimadores de riqueza en funcion del numero de
aislamientos para el Sitio A.
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Figura 13: Comportamiento de diferentes estimadores de riqueza en funciéon del numero de
aislamientos para el Sitio C.
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Figura 14: Comportamiento de diferentes estimadores de riqueza en funcion del numero de
aislamientos para el Sitio D. Se excluy6 del grafico al estimador MMRuns Mean debido a que
presentaba valores mucho mas elevados que el resto de los estimadores.
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Figura 15: Comportamiento de diferentes indices de diversidad en funcion del

namero de aislamientos para el Sitio A.
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Figura 16: Comportamiento de diferentes indices de diversidad en funcion del
numero de aislamientos para el Sitio C. Se excluy6 del grafico al indice Alpha
Mean debido a que presentaba valores mucho més elevados que el resto de los

estimadores.
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Figura 17: Comportamiento de diferentes indices de diversidad en funcién del
numero de aislamientos para el Sitio D. Se excluyo del grafico al indice Alpha
Mean debido a que presentaba valores mucho mas elevados que el resto de los

estimadores.
Sitio A Sitio C  Sitio D
Riqueza (S) 15 10 10
Riqueza estimada por estimador Raaijmakers (MM-Means) 21,28 24,73 20,08
Indice de Shannon-Weiner (H) 2,36 1,97 1,87

Tabla 11: Riqueza, riqueza estimada e indice de diversidad de endofitos para los Sitios A, C y
D.

En la Figura 18 se muestran las curvas de acumulacion de especies esperadas para

los Sitios A, B y C. En las Figuras 19-21 se muestran la curva de acumulacion para cada

sitio junto con sus intervalos de confianza.
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Figura 18: Curvas de acumulacion de especies esperadas de endofitos fungicos para
diferentes sitios de muestreo.

10 -

Riqueza estimada

(9]
1

<

0 20 40 60 80
Numero de aislamientos

Figura 19: Curva de acumulacion de especies para el sitio A. Las
lineas de puntos indican los intervalos de confianza (95 %).
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Figura 20: Curva de acumulacion de especies para el sitio C. Las
lineas de puntos indican los intervalos de confianza (95 %).
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Figura 21: Curva de acumulacion de especies para el sitio D. Las
lineas de puntos indican los intervalos de confianza (95 %).

El indice de similitud de Serensen fue mayor entre los Sitios A y D y menor entre

los Sitios C y D (Tabla 12).

Indice de Serensen

Sitios Sitio C Sitio D
Sitio A 0,32 0,40
Sitio C - 0,20

Tabla 12: Indice de similitud de
especies de endofitos entre los
Sitios A, Cy D.
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1.2. Analisis de los basidiomicetes totales de arboles sintomaticos y

asintomaticos

Al considerar en el analisis el total de aislamientos de basidiomicetes, tanto de
arboles sintomaticos como de arboles asintomaticos:
- Se obtuvieron un total de 50 aislamientos de basidiomicetes, pertenecientes a 7
especies. Nueve aislamientos fueron obtenidos de muestras de madera de arboles
sintomaticos y los 41 restantes de unidades de arboles asintomaticos.
- Veintiséis aislamientos fueron obtenidos del Sitio A (52%), uno en el Sitio B (2%),
ocho en el Sitio C (16%) y quince en el Sitio D (30%).
- De los 26 aislamientos del Sitio A, 11 correspondieron a la especie Granulobasidium
vellereum y todos fueron obtenidos a partir de arboles asintomaticos. Cinco aislamientos
fueron identificados como pertenecientes a /nonotus rickii. Uno de ellos se obtuvo de un
arbol sintomatico y los cuatro restantes a partir de arboles asintomaticos. Cinco
aislamientos, todos ellos a partir de arboles sintomadticos, correspondieron a la especie
Coprinellus micaceus. Se obtuvieron dos aislamientos de Coprinopsis cinerea a partir
de un arbol asintomatico. Hymenochaete sp. fue aislado una vez a partir de un arbol
sintomatico y Trichosporon sporotrichoides fue registrado una vez, en un arbol
asintomatico.
- En el Sitio B, se obtuvo un aislamiento de [nonotus rickii a partir de un arbol
sintomatico.
- En el Sitio C, se obtuvieron 8 aislamientos de basidiomicetes, 6 correspondientes a
Trichosporon sporotrichoides, todos de arboles asintomaticos; uno perteneciente a
Coprinellus micaceus, a partir de un arbol sintomatico, y el restante perteneciente a
Phanerochaete chrysosporium, a partir de un arbol asintomatico.
- En el Sitio D, los 15 aislamientos obtenidos pertenecieron a Trichosporon
sporotrichoides, a partir de arboles asintomaticos.

Trichosporon sporotrichoides fue el basidiomicete mas frecuente, con un total de
22 aislamientos, Granulobasidium vellereum e Inonotus rickii fueron las siguientes
especies de basidiomicetes mdas frecuentemente aisladas, con 11 y 6 aislamientos
respectivamente. Trichosporon sporotrichoides fue registrado en 3 sitios diferentes de
muestreo (A, C y D). Inonotus rickii, por su parte, fue aislado en dos sitios (A y B) y fue
el unico basidiomicete detectado tanto en 4arboles sintomaticos como en darboles
asintomaticos (Fig. 22).
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Figura 22: Identidad, numero de aislamientos y fuente de aislamiento (AS o AA) en cada sitio de
muestreo de basidiomicetes obtenidos de madera de P. acerifolia en Ciudad de Buenos Aires.

La mayoria de los arboles inspeccionados en los Sitios A y C, mostraron valores de
DAP de entre 56-65 cm, lo que sugiere edades estimadas de entre 70-80 afos, de
acuerdo a Linsen et al. (2005). En los Sitios B y D, por el otro lado, se observd una
variacion en los valores de DAP de los arboles inspeccionados (Al), la mayoria con
valores de entre 36 a 65 cm, lo que corresponderia a edades estimadas de entre 20 a 80
anos (Linsen et al., 2005) (Fig. 23). Estos resultados son consistentes con los obtenidos
en un estudio previo (Robles et al., 2011). Una distribucion similar de valores de DAP

se observo también al comparar los arboles sintomaticos muestreados (AE) (Fig. 24).

67



Resultados

50

35

| Sitio A
OSitioB
20 -
B Sitio C

B SitioD

Numero de arboles inspeccionados

26-35 36-45 46-55 56-65 66-75 76-85
DAP (cm)

Figura 23: Numero de arboles inspeccionados (Al) segiin sus valores de DAP (diametro a la
altura del pecho).
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Figura 24: Numero de arboles sintomaticos muestreados (AS) segun sus valores
DAP (diametro a la altura del pecho).

La mayoria de los arboles sintomaticos colonizados por basidiomicetes presentaron
un gran tamafio (valores DAP 56-65 cm). La frecuencia de los rangos de los valores
DAP presentaron diferencias significativas entre si al ser analizados con un test chi-

cuadrado con correccion de Yates (x* =10.72, p<0,05, grados de libertad=3) (Fig. 25).
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Figura 25: Numero de arboles colonizados (AC) segun sus valores DAP (diametro a la
altura del pecho). Las letras diferentes representan diferencias significativas en las
frecuencias de arboles colonizados en relacion a sus valores DAP.

1.3. Resultados de Analisis Canonico de Correspondencias

Los resultados del andlisis de CCA muestran la distribucion de los 28 arboles
asintomaticos muestreados y las 27 especies de endofitos obtenidas en relacion con las 3
variables seleccionadas. El primer y segundo eje (eigenvalues 0,74 y 0,69,
respectivamente) explicaron el 14,6 % de la varianza acumulada de las especies y el
74,5 % de la varianza acumulada de las relaciones entre especies-ambiente. La suma de
todos los eigenvalues candnicos fue de 1,92 (20% de la inercia o dispersion total). Las 3
variables ambientales se correlacionaron negativamente con el eje 1 y mostraron los
siguientes valores de [Interset Correlation (ISC): ISCpap= -0,52; ISCypas— -0,91;
ISCyp= -0,20. Al mismo tiempo, las 3 variables ambientales se correlacionaron
positivamente con el eje 2 (ISCpap= 0,22; ISCo;pas= 0,21; ISCxp= 0,89). Tanto el eje 1
como el conjunto de todos los ejes canonicos fueron significativos (Test de permutacion
de Monte-Carlo: F-ratio= 1,71; p= 0,03 para el eje 1 y F-ratio= 1,70; p= 0,001 para

todos los ejes).

La distribucion de las especies endofiticas (Fig. 26) permiti6 distinguir 3 grupos en

el grafico en base a las variables consideradas: el grupo I incluydé a las especies
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Bipolaris australiensis, Curvularia lunata, Fusarium solani, Gliocladium penicillioides,
Phoma eupyrena, Phomopsis archeri, Trichoderma harzianum, Trichoderma atroviride
y Trichosporon sporotrichoides, las cuales se observaron asociadas a un bajo nivel de
disturbio antropico, bajos valores DAP del hospedante y ausencia de basidiomicetes en
arboles sintomaticos cercanos (debido a la ausencia de fragmentos de MM colonizados
por basidiomicetes). El grupo Il comprendi6 a las especies Arthrinium phaeospermum,
Aspergillus niger, Chaetomium globosum, Chaetomium funicola, Epiccocum nigrum,
Phanerochaete chrysosporium, Phialemonium curvatum 'y Sarocladium strictum,
asociadas a altos valores de disturbio antropico y el grupo III incluyo a las especies
Alternaria. alternata, Aspergillus reptans, Aspergillus ustus, Cladosporium
cladosporioides, Coprinopsis cinerea, Granulobasidium vellereum, Inonotus rickii,
Nodulisporium, Pestalotiopsis guepinii y Pseudallescheria boydii, asociadas a altos
valores DAP del hospedante y presencia de basidiomicetes en arboles sintomaticos
cercanos (mayor numero de fragmentos de MM colonizados por basidiomicetes). El
grupo III asimismo presentd la mayor cantidad de especies de basidiomicetes
(Coprinopsis cinerea, Granulobasidium vellereum e Inonotus rickii). El grupo 1
comprendi6 al basidiomicete Trichosporon sporotrichoides y el grupo Il a

Phanerochaete chrysosporium.
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Figura 26: Ordenamiento a partir del Andlisis Canonico de Correspondencias (ejes 1 y 2)
de las especies endofiticas (n=27). En la Tabla 9 se encuentran la abreviatura de cada
especie. DAP: diametro a la altura del pecho (cm); ND: nivel de disturbio; Bas%:
porcentaje de fragmentos de MM colonizados por basidiomicetes.

1.4.

Analisis espacial de la diversidad registrada

Se obtuvieron cantidades similares de aislamientos de endofitos en los diferentes

segmentos de las unidades de madera (D1, D2 y D3) (Fig. 27).

Al comparar la cantidad de aislamientos de endofitos totales obtenidos a partir de

las unidades de madera ubicadas en la base del tronco y aquellas unidades tomadas en el

tronco a la altura del pecho (siempre considerando solamente aquellos arboles de los

cuales se tomaron muestras de unidades a ambas alturas, y sin considerar los
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aislamientos obtenidos de unidades luego de 3 meses de incubacion), se observd que se
registré un numero similar de aislamientos para ambas alturas del arbol: 41 aislamientos
se obtuvieron de unidades tomadas de la base del arbol (46%) y 47 a partir de unidades
a la altura del pecho (54%).

Finalmente un 23% de los aislamientos totales de endofitos (30) fueron registrados
a partir de unidades de madera (sacadas a la altura del pecho) luego de 3 meses de

incubacion.

ED1
ED2
D3

Figura 27: Aislamientos de endofitos obtenidos en los diferentes
segmentos en que fueron divididas las unidades de madera. N total
= 130. Los nimeros indican la cantidad de aislamientos para cada
segmento.

1.5. Recuperacion de aislamientos en diferentes medios de cultivo

La mayoria de los aislamientos de endofitos (58%) se obtuvieron en extracto de
malta 1,25% con cloranfenicol (MeClo) (Fig. 28). Los basidiomicetes totales (patogenos
y endofiticos) fueron aislados en similar nimero en los medios MeClo y BDS (Fig. 29).
Ninguna especie de basidiomicete mostrd una tendencia a crecer en un medio particular
(niimeros absolutos no mostrados). Sin embargo, los basidiomicetes patdgenos fueron
aislados mayoritariamente en medio MeClo (Fig. 30), mientras que los basidiomicetes
endofiticos fueron aislados principalmente a partir de medio BDS (N=22, 54% del total

de aislamientos de basidiomicetes endofiticos) (Fig. 31).
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EBDS
H Meclo

MEP

Figura 28: Aislamientos de endofitos obtenidos en los diferentes
medios de cultivo. N total = 130. Los numeros indican la cantidad
de aislamientos para cada medio. BDS = medio selectivo para
basidiomicetes; MeClo= extracto de malta 1,25% con antibi6tico
cloranfenicol; MEP= extracto de malta-peptona-glucosa.

BDS
Meclo
20 MEP

Figura 29: Aislamientos de basidiomicetes totales obtenidos en los
diferentes medios de cultivos. N total = 50. Los nlimeros indican la
cantidad de aislamientos para cada medio. BDS = medio selectivo
para basidiomicetes; MeClo= extracto de malta 1,25 % con
antibiotico cloranfenicol; MEP= extracto de malta-peptona-glucosa.
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Figura 30: Nimero de aislamientos de basidiomicetes patdgenos obtenidos
en diferentes medios de cultivo. N total = 9. Los numeros indican la
cantidad de aislamientos para cada medio. BDS = medio selectivo para
basidiomicetes; MeClo= extracto de malta 1,25% con antibiotico
cloranfenicol; MEP= extracto de malta-peptona-glucosa.

20 -

Aislamientos de
basidiomicetes endofiticos
o
9]

1

10 -
5 .
0 .
BDS MeClo MEP
Medio de cultivo

Figura 31: Aislamientos de basidiomicetes endofiticos obtenidos en
diferentes medios de cultivo. N total = 41. Los numeros indican la
cantidad de aislamientos para cada medio. BDS = medio selectivo para
basidiomicetes; MeClo= extracto de malta 1,25% con antibidtico
cloranfenicol; MEP= extracto de malta-peptona-glucosa.
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2. Descripciones y consideraciones sobre las especies encontradas

2.1. Ascomicetes endofiticos

Alternaria alternata(Fr.) Keissl., Beihefte zum Botanischen Zentralblatt 29: 433 (1912)
(Fig. 32A, B)

Clase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales

Familia Pleosporaceae

Descripcion: ver Domsch ef al. (2007) y Ellis (1971).

Colonias grisaceas oscuras. Conidioforos emergiendo solitarios o en pequefios grupos,
simples o ramificados, castaiio dorado oscuros, lisos, 3-5 um de ancho, con 1 o varias
cicatrices por formacion de conidios. Conidios de color palido a castafio dorado,
formados en cadena, ovoides o elipsoidales, generalmente con un pico corto cilindrico o
conico en uno de sus extremos, lisos o0 verrugosos, con numerosos septos transversales y
longitudinalmente, hasta oblicuos, (11) 18-50 (60) x 8-18 um, extremo de color mas

claro que el resto del conidio, 2-5 pm.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 34° 34' 53,78"
S 58°29' 13,99" O (Sitio A-A4), 25-VIII-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4325); idem, 34° 32' 40,40" S 58° 26' 38,90" O (Sitio
D), 18-1V-2011 (BAFCcult 4339).

Notas: Este género es cosmopolita, apareciendo en muchos tipos de plantas y restos de
ellas (Seifert et al, 2011). Alternaria alternata ha sido citada en numerosas
oportunidades como endofito de hoja y peciolo (Novas & Carmaran, 2008; Fisher et al.,
1994). Sin embargo, en los ultimos tiempos se lo ha encontrado colonizando madera
como endofito (Bettucci et al., 1999; Gazis & Chaverri, 2010; Sun et al., 2011; entre
otros). En Argentina se lo ha citado como endofito de 5 cultivares de trigo (Larran et al.,

2007), y endofito de Broussonetia papyrifera 'y Ligustrum lucidum (Novas & Carmaran,
2008).
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Arthrinium phaeospermum(Corda) M.B. Ellis, Mycological Papers 103: 8 (1965)
(Fig. 32C-E)

Clase Sordariomycetidae
Orden Incertae sedis

Familia Apiosporaceae

Descripcion: ver Domsch ef al. (2007) y Ellis (1971).

Colonias inicialmente blancas, adoptando con el tiempo una coloracidon mas oscura en
ciertos sectores por la acumulacion de masas de conidios. Conididéforos 1-2,5 um de
ancho, erectos, simples, cilindricos, hialinos, lisos. Conidios lenticulares, castafio
dorado oscuro con falta de coloracion en la zona central del conidio, 7-11 um largo en

vista ecuatorial, 5-8 pm didmetro en vista polar.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 34° 34'
47,85"S 58°29'13,97" O (Sitio A-A3), 29-VII-2010, a partir de madera asintomatica de
P. acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4312); idem, 34° 39' 27,30" S 58° 29' 14,03" O
(Sitio C-C4), 21-X1-2011 (BAFCcult 4379); idem, 34° 39' 28,33" S 58° 29' 27,65" O
(Sitio C-C3), 21-XI-2011 (BAFCcult 4406).

Notas: El género Arthrinium es cosmopolita y se encuentra muy asociado a plantas,
especialmente pastos (Poaceae) (Seifert et al, 2011). El género fue previamente
encontrado colonizando tejido xilematico sano de Eucaliptus globulus (Bettucci et al.,
1999) y como endofito de hoja del llamado arbol del caucho (Hevea brasiliensis) (Gazis
& Chaverri, 2010). Arthrinium phaeospermum ha sido reportado como endofito de
madera en Vitis vinifera en baja frecuencia (Gonzélez & Tello, 2010). En Argentina se
ha citado a Arthrinium sp. como endofito de trigo (Larran et al., 2007) y A.
phaeospermum ha sido citado en numerosas ocasiones colonizando gramineas, como en

el caso del trabajo de Gonzélez et al. (2008).

Aspergillus nigerTiegh., Annales des Sciences Naturales Botanique 8: 240 (1867) (Fig.
32F, G)

Clase Eurotiomycetidae
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Orden Eurotiales

Familia Trichocomaceae

Descripcion: ver Klich (2002).

Colonias negras o muy oscuras. Vesiculas biseriadas, casi esféricas 32-58 pm diametro;
pie muy largo, con paredes gruesas, 9-23 um ancho; fidlides 6-10 x 3-5 pm., métulas
18-58 x 8 (12) um, a veces con 1-2 septos. Conidios globosos, con finas rugosidades,
(3) 4 (5) pm didmetro.

De acuerdo al protocolo de Klich (2002): colonias luego de 7 dias de incubacion, en
mm: CYA 25°C: 36-50 (colonias muy dispersas); MEA: 32-47; CYA 37°C colonias
muy dispersas; CZ: 43.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 39'27,30"
S 58° 29' 14,03" O (Sitio C-C4), 21-XI-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4448).

Notas: El género Aspergillus es cosmopolita, mas diverso en los tropicos y subtropicos;
apareciendo en suelos, plantas, estiércol, entre otros sustratos (Seifert et al., 2011).
Aspergillus niger es una de las especies mas facilmente reconocibles de este género y se
ha encontrado colonizando una amplia gama de sustratos ademas de considerarse como
un invasor del suelo méas que como un habitante del mismo (Domsch et al., 2007). Se lo
ha encontrado ademas en rizosferas de plantas, en semillas, nueces y frutas secas (Klich,
2002). Citado previamente para la Argentina (Allegrucci et al., 2009). Aspergillus niger
ha sido previamente registrado como endofito de madera en Vitis vinifera (Gonzalez &

Tello, 2010) y Pinus sylvestris (Giordano et al., 2009).

Aspergillus reptansSamson & W. Gams, Advances in Penicillium and Aspergillus
Systematics (New York) 48 (1985) (Fig. 32H-K)

Clase Eurotiomycetidae
Orden Eurotiales

Familia Trichocomaceae

Descripcion: ver Pitt & Hocking (1997).
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Colonias de color amarillento-verdoso en MEA y verdoso en CYA y CZ. Reverso
palido, amarillo apagado. Vesiculas uniseriadas, 15-30 um didmetro, fértiles en toda su
superficie; pie (6) 8-12 pm ancho; fidlides ampuliformes, 6-10 (13) x 3-5 (6,5) um.
Conidios subglobosos a elipsoidales, con rugosidades, 6-12 (14) x (3) 4-7 (8) um. En
los cultivos mas viejos, especialmente de MEA, se observan ascomas cleistoteciales, 76-
115 pm didmetro; ascos 8-esporados, (7) 9-12 um didmetro; ascosporas elipsoidales,
lisas, 4-5 x 3-5 um. De acuerdo al protocolo de Klich (2002): colonias luego de 7 dias
de incubacion, en mm: CYA 25°C: 15-25; MEA (con peptona): 11-23; CYA 37°C: 0,

sin crecimiento; CZ: 08-24.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 34° 34' 35,68"
S 58° 29' 3,72" O (Sitio A-Al), 18-V-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4337); idem, 34° 39'27,30" S 58° 29' 14,03" O (Sitio
C-C4), 21-X1-2011 (BAFCcult 4411).

Notas: Aspergillus reptans (sinonimo Aspergillus repens (Corda) Sacc.) es una especie
cosmopolita, muy comun en alimentos (Pitt & Hocking, 1997). Citado previamente para
la Argentina (Magnoli et al., 1998). Ha sido reportado como endofito de corteza de
Taxus cuspidata (Yong et al., 2003).

Aspergillus ustugBainier) Thom & Church, The Aspergilli: 152 (1926) (Fig. 32L-M)

Clase Eurotiomycetidae
Orden Eurotiales

Familia Trichocomaceae

Descripcion: ver Klich (2002).

Colonias grisaceas en CYA y MEA, blancas a amarillentas en CZ. En CYA a 25°C con
presencia de exudados. Vesiculas biseriadas, (7) 10-20 (23) um didmetro; pie 4-7 pm
ancho, castafio en la madurez; fidlides (4.5) 5-6 (7) x 3 (4) um., métulas 3-6 x 3-3,5 um,
a veces con 1-2 septos. Conidios globosos, rugosos, 4-5 (5,5) pum didmetro. De acuerdo
al protocolo de Klich (2002): colonias luego de 7 dias de incubacion, en mm: CYA

25°C: 35-42; MEA: 35-41; CYA 37°C: 37-44; CZ: 18-26.
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Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 34' 47,85"
S 58°29' 13,97" O (Sitio A-A3), 16-XI-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4323).

Notas: Aspergillus ustus se encuentra presente en muchos suelos, pero en baja
frecuencia, predominantemente en areas tropicales y de temperatura calida. Aunque es
una especie poco comun, ha sido aislada de alimentos y ambientes internos (Klich,
2002). Fue citado previamente para la Argentina (Allegrucci et al., 2009). Aspergillus
ustus ha sido reportado como endofito de raiz en ambientes mediterraneos (Macia-
Vicente et al, 2008) y como endofito de Bouteloua eriopoda (graminea)

micropropagada (Lucero et al., 2008).

Bipolaris australiensis(M.B. Ellis) Tsuda & Ueyama, Mycologia 73: 90 (1981) (Fig.
32N-N)

Clase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales

Familia Pleosporaceae

Descripcion: ver Ellis (1971) y Watanabe (2002).

Colonia gris a castafio muy oscuro, aterciopelada. Hifas palidas a castafio oscuras, lisas,
septadas, (1,5) 3-4 (4,5) um. Conidioforos solitarios septados, (2) 3-6 um ancho.
Conidios rectos, elipsoidales u oblongos, redondeados en los extremos, castafio palido a

castafio rojizo, generalmente con 3, a veces con 4 o 5, pseudoseptos, 11-31 x 7-11,5 um.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, 34° 32' 40,40"
S 58° 6' 38,90" O (Sitio D), 16-V-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4319); idem, 16-V-2011 (BAFCcult 4324); idem, 16-
V-2011 (BAFCcult 4332); idem, 16-V-2011 (BAFCcult 4338); idem, 34° 39' 28,45" S
58°29'6,79" O (Sitio A-AS), 1-VI-2010 (BAFCcult 4330).

Notas: El género Bipolaris ha sido reportado como endofito de madera en Prumnopytis
andina (Oses et al., 2008). No se han encontrado reportes de B. australiensis como

endofito de madera. Se encuentra presente en Argentina (Mangiaterra et al., 2006).
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Chaetomium funicolaCooke, Grevillea 1(11): 176 (1873) (Fig. 33A-B)

Clase Sordariomycetidae
Orden Sordariales

Familia Chaetomiaceae

Descripcion: ver Von Arx et al. (1986) y Domsch et al. (2007).

Ascoma castaio oscuro, globoso a elipsoidal, 55-115 x 55-105 pum. Pelos laterales
castafio-oliva oscuros, 4-5 (6) um. de ancho, con los extremos hialinos, de dos tipos: (a)
sin ramificaciones, largos y derechos, con extremos romo, (b) mas cortos, ramificados
dicotdmicamente en angulos agudos, extremos redondeados. Debido a la presencia de
dos tipos de pelos la longitud de los mismos varia entre 65-150 um. Ascos claviformes,

ascosporas de color oliva claro, oval o con forma de limfion, 6-7 (8) x 4-5,5 um.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 39' 28,45"
S 58° 29' 6,79" O (Sitio C-C5), 14-XI1-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4389).

Notas: Si bien los ascomas encontrados en nuestra cepa eran en general mas pequefios,
o hacia el extremo inferior, que en la descripcion de Domsch et al. (2007), la morfologia
de los pelos laterales es caracteristica de esta especie. Esta especie es cosmopolita y
tiene gran presencia en papel, restos vegetales, madera y suelos (Domsch et al., 2007).
Se lo ha reportado como endofito foliar de Fagus sylvatica (haya) en baja proporcion
(Unterseher & Schnittler, 2010), en semillas de Eucalyptus globulus (Lupo et al., 2001)
y en madera de Fitzroya cupressoides (gimnosperma nativa de Chile y Argentina)
(Hormazabal & Piontelli, 2009). Ha sido citado previamente para la Argentina
(Calviello, 1972) sobre estiércol de liebre.

Chaetomium globosunKunze, ex Fr. Systema Mycologicum 3: 255 (1829) (Fig. 33C-

E)

Clase Sordariomycetidae

Orden Sordariales
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Familia Chaetomiaceae

Descripcion: ver Von Arx et al. (1986) y Domsch et al. (2007).

Ascoma castafio muy oscuro a negro, globoso a subgloboso, 220-370 x 19-350 pm, con
pared de textura intrincata. Pelos laterales oscuros, con rugosidades, con extremos mas
claros, 2-3 um de ancho. Pelos terminales semejantes en contextura, color y ancho, pero
mas enrollados y entrelazados entre si. Ascos clavados, ascosporas con forma de limon
y de color castafio oliva oscuro en la madurez, pared engrosada y con gutulas, 9-12 x

(5,5) 7- 9 (10) pm, con poro germinativo apical.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, 34° 39'27,30"
S 58° 29' 14,03" O (Sitio C-C4), 14-XI-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4390).

Notas: Esta especie es la mas comin y extendida de las especies de Chaetomium. Se
encuentra en restos de plantas, semillas, compost, papel y otros sustratos celulosicos. Se
lo ha observado ademas en una gran variedad de suelos (Domsch et al., 2007) y ha sido
citado como huésped de Platanus occidentalis (Farr et al., 1989). Esta especie es
también causante de pudricion blanda (soft rot) en la madera (Schmidt, 2006). Novas &
Carmaran (2008) reportaron a C. globosum como endofito foliar de Celtis occidentalis
en la Reserva Spegazzini, Argentina y ha sido reportada como endofito de madera en

muy baja frecuencia en Vitis vinifera (Gonzalez & Tello, 2010).

Cladosporium cladosporioide&resen.) G.A. de Vries, Contribution to the Knowledge
of the Genus Cladosporium: 57 (1952) (Fig. 33F)

Clase Dothideomycetidae
Orden Capnodiales

Familia Davidiellaceae
Descripcion: ver Ellis (1971) y Ho ef al. (1999).

Colonias de color verde oliva o castaio olivaceo, reverso en extracto de malta de color

negro verdoso. Conidiéforos micro y macronematosos, 2-5 um anchos, lisos o
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verrugosos. Conidios, en general lisos, elipsoidales o con forma de limdn, castafio oliva

palido, 0-septados, en ocasiones con 1 septo, 4-13 (15) x 2-5 (6) um.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 34° 39' 28,45"
S 58° 29' 6,79" O (Sitio A-A1l), 16-VII-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4333); idem, 34° 34' 47,85" S 58° 29' 13,97" O (Sitio
A-A3), 10-VIII-2010 (BAFCcult 4334); idem, 34° 34' 47,85" S 58° 29' 13,97" O (Sitio
A-A3), 10-VIII-2010 (BAFCcult 4335); idem, 34° 34' 53,78" S 58° 29' 13,99" O (Sitio
A-A4), 10-VIII-2010 (BAFCcult 4336).

Notas: El género Cladosporium es cosmopolita, ha sido encontrado en hojas, restos de
plantas, madera y otros sustratos, también es comun encontrarlo en el aire, tanto de
interiores como de exteriores (Seifert et al., 2011). Cladosporium cladosporioides ha
sido citado en numerosas oportunidades como endofito de hoja y corteza (Fisher et al.,
1994; Griffith & Boddy, 1990; Mahesh ef al., 2005). Existen, aunque menos numerosos,
trabajos que lo citan como endofito de madera, aislado de ramas o albura (Collado ef al.,
1999; Gazis & Chaverri, 2010; Giordano et al., 2009). Esta especie por su parte esta
citada como huésped de Platanus occidentalis (Farr et al., 1989). Citado para la

Argentina (Allegrucci et al., 2009).

Curvularia lunata (Wakker) Boedijn, Bulletin du Jardin Botanique de Buitenzorg
13(1): 127 (1933) (Fig. 33G, H)

Clase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales

Familia Pleosporaceae

Descripcion: ver Carmichael et al. (1980) y Ellis (1971).

Colonia castafio oscura, algodonosa o aterciopelada. Conidioforos solitarios o en
pequefios grupos, simples o ramificados, septados, lisos. Conidios acropleurégenos, con
3 septos, lisos, curvados en la tercera célula desde la base, la cual es usualmente mas
larga y oscura que las demads, las células de los extremos son subhialinas o de color

castafo palido, mientras que las del medio son mas oscuras, 17-32 x 8-14 um.
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Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 32'40,40"
S 58° 26' 38,90" O (Sitio D), 18-IV-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4315); idem (Sitio D), 18-IV-2011 (BAFCcult 4317);
idem (Sitio D), 18-1V-2011 (BAFCcult 4322).

Notas: El género Curvularia es cosmopolita, apareciendo en muchos tipos de plantas en
hojas, semillas, particularmente en pastos (Seifert et al., 2011). Curvularia lunata ha
sido citada como endofito de hoja (Kumaresan & Suryanarayanan, 2001), de tallo y
corteza interna (Mahesh et al., 2005; Verma et al., 2007) y se la ha encontrado
colonizando madera como endofito en baja frecuencia (Bettucci et al., 1999). En

Argentina se lo ha reportado como endofito de 5 cultivares de trigo (Larran ef al., 2007).

Epicoccum nigrumLink, Magazin der Gesellschaft Naturforschenden Freunde Berlin
8: 32 (1816) (Fig. 331, J)

Clase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales

Familia Pleosporaceae

Descripcion: ver Domsch ef al. (2007) y Ellis (1971).

Colonia de castano rojizo en Extracto de malta y color claro con verdoso en agar papa.
Micelio principalmente sumergido y pegado al agar. Conidios subglobosos a piriformes:
20-30 (37) x 13-17 pum, verrugosos, de color castano dorado, con septos en diferentes
direcciones formando hasta 15 células. Base en forma de embudo, 2-6 (7,5) um largo y

cicatriz amplia en la zona de enganche. Células conididgenas: 4-8 (10) um.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, 34° 36' 52,47"
S 58° 24' 14,20" O (Sitio B-B4), 15-V-2012, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4385).

Notas: Esta especie es cosmopolita, comun en todo tipo de plantas, especialmente en
hojas. Ha sido también aislada de aire, animales, textiles y alimentos (Ellis, 1971). Ha

sido previamente citada para Argentina (Mielnichuk & Lopez, 2007). Se ha registrado
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como endofito de madera en numerosos trabajos (Collado et al., 1999; Bettucci et al.,

1999; Giordano et al., 2009; Gonzalez & Tello, 2010).

Fusarium solani(Mart.) Sacc., Michelia 2(7): 296 (1881) (Fig. 33K-M)

Clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Descripcion: ver Booth (1971) y Domsch et al. (2007).

Colonias subhialinas a olivadceas, con micelio apretado contra el agar. Abundante
produccion de microconidios, (4) 9-12 x (1.5) 2-4 um, a partir de microconidiéforos
elongados y solitarios, 36-60 x 2 (2.5) um. Macroconidios tabicados, menos numerosos,
19-40 x 3-4 (5) pum, a partir de macroconidiéforos 19-37 x (2,5) 2 (4) um,

desarrollandose en los laterales de las hifas.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 34° 32'40,40"
S 58° 26' 38,90" O (Sitio D), 21-1I-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4321).

Notas: Fusarium es un género cosmopolita presente en una gran variedad de plantas,
suelo, liquenes, basura, y hasta en algunos animales, inclusive humanos (Seifert et al.,
2011). Ha sido citado como endofito de madera por de Errasti et al. (2010), con
aislamientos a partir de Broussonetia papyrifera, de la Reserva Dr. Carlos Spegazzini,
Argentina. Particularmente Fusarium lateritium se encontrd colonizando tanto B.
papyrifera como Ligustrum lucidum, aunque este Ultimo en menor frecuencia. También
ha sido citado como endofito de la corteza interna y tejido xilematico de diversas
especies de arboles como Prosopis cineraria o Eucalyptus sp. (Bettucci et al., 1999;
Gehlot et al., 2008). La especie Fusarium solani ha sido encontrada en asociacion con
cancros en diversos arboles. Pilotti et al. (2002) lo aislaron a partir de cancros abiertos
perennes y a partir de tests de patogenicidad determinaron dos variedades de F. solani
causantes de estos desordenes en Platanus acerifolia. No se han encontrado registros de
esta especie fingica como endofito. Citada previamente para la Argentina (Allegrucci et

al., 2009).
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Gliocladium penicillioidesCorda, Icones fungorum hucusque cognitorum 4: 31, t. 7:92

(1840) (Fig. 33N-0)

Clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Descripcion: ver Domsch et al. (2007).

Colonia de color amarillo palido. Conidiéforos densamente peniciliados, 8-13 x 2-3 pm.
Conidios simétricos, lisos, hialinos: 4-6 x 2-3 um, agrupados en mucilago en el extremo
de los conidi6foros. Células conididgenas tipo fialidicas: 8-11 (19) x 2 (2,5) um.
Presencia de agrupacion de hifas, semejando una especie de sinema, 87,5 um de grosor,

fértil practicamente en toda su extension.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 32'40,40"
S 58° 26' 38,90" O (Sitio D), 21-1I-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4313), idem, 28-11-2011 (BAFCcult 4318).

Notas: Segun Seifert (1985) G. penicillioides no forma sinemas en el sustrato natural.
Aunque se describen 3 especies mas que lo forman, nuestros aislamientos no
corresponden a ninguna de estas especies. Segun la clave de Domsch et al. (2007), las
medidas de los aislamientos de este trabajo corresponderian a esta especie. Gliocladium
penicillioides ha sido reportado como endofito de madera en el arbol de la India,
Terminalia arjuna (Tejesvi et al., 2005) y en Fagus sylvatica (Baum et al., 2003).
Citado previamente para la Argentina (Allegrucci et al., 2009).

Nodulisporium Preuss, Klotzschii Herbarium Vivum Mycologicum, Editio novo.
Century no. 1272 (1849) (Fig. 34A-B)

Clase Xylariomycetidae

Orden Xylariales

Familia Xylariaceae
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Descripcion: ver Greenhalgh & Chesters (1968) y Carmichael et al. (1980).

Colonia aterciopelada, gris en un principio, oscureciéndose con el correr de los dias
hasta ser muy oscura, casi negra. Conidi6foros macronematosos, lisos o con pequefias
verrugas. Células conididgenas poliblasticas, 2-3 um ancho, solitarias o peniciladas,
simpodiales, cilindricas a clavadas, denticuladas, denticulos generalmente muy cortos y
fragiles, extremos como cabezuelas de 3-5 pum ancho. Conidios lisos, solitarios,
acropleurdgenos, unicelulares, elipsoides u obovoides, truncados en la base, hialinos o

castafios olivaceos, (3,5) 4-6 (9) x 2-3,5 pm.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, 34° 34'47,85"
S 58°29' 13,97" O, 8-VII-2010 (Sitio A-A3), a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4384); idem, 34° 34' 53,78" S 58° 29' 13,99" O (Sitio
A-A4), 8-VII-2010 (BAFCcult 4409); idem, 34° 34'47,62" S 58° 28' 53,58" O (Sitio A-
A2), 8-VII-2010 (BAFCcult 4410); idem, 34° 34' 35,68" S 58° 29' 3,72" O (Sitio A-
A1), 10-VIII-2010 (BAFCcult 4416).

Notas: Este género es anamorfo de géneros de la familia Xylariaceae, como Daldinia e
Hypoxylon. Cosmopolita, encontrandose principalmente sobre madera (Seifert et al.,
2011). En Argentina de Errasti et al. (2010) lo encontr6 en la corteza interna y
superficial de Broussonetia papyrifera, pero no asi como endofito. En Europa se lo ha
reportado como endofito de hoja de ejemplares de la familia Cupressaceae (Petrini &
Carroll, 1981), ademas como endofito de hoja y de ramas de Quercus ilex, en este
ultimo caso como anamorfo de Hypoxylon fragiforme (Fisher et al., 1994). Griffith &
Boddy (1990) aislaron cepas de Daldinia sp. de corteza sana de haya (Fagus sylvatica)
y roble (Quercus robur). Petrini & Fisher (1990) detectaron cepas endofiticas de
Daldinia (teleomorfo) en corteza y xilema de Salix fragilis, sauce conocido como
“mimbrera”. Mas recientemente, Parfitt et al. (2010) detectaron ADN identificado como
de Daldinia concentrica en albura sana de 11 especies de arboles. Gazis & Chaverri
(2010) registraron a Entonaema pallida en Hevea brasiliensis como endofito de hoja y
albura, aunque en baja frecuencia. Nodulisporium sp. ha sido registrado como endofito

de madera de Abies beshanzuensis (Yuan et al., 2011).

Pestalotiopsis guepini(Desm.) Steyaert, Bulletin du Jardin Botanique de I'Etat a
Bruxelles 19(3): 312 (1949) (Fig. 34C-D)
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Clase Xylariomycetidae
Orden Xylariales

Familia Amphisphaeriaceae

Descripcion: ver Sutton (1961).

Conidioma hasta 200 p didmetro. Conidiéforos: 1-3 (4) um ancho. Conidios: 18-36 x
(5) 6-7 (8) um, lisos: células del centro castafias, concoloras, 13-16 um de largo:
apéndices apicales 2-5, generalmente 3, sin ramificacion, apices obtusos, 10-20 um de

largo; apéndice basal 2-7 pm de largo.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 34° 34'
47,62"S 58° 28' 53,58" O (Sitio A-A2), 20-X-2010, a partir de madera asintomatica de
P. acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4311); idem, 34° 34' 47,85"S 58° 29' 13,97" O
(Sitio A-A3), 20-V-2010 (BAFCcult 4314).

Notas: Las especies de Pestalotiopsis son comunes en ecosistemas templados y
tropicales. Pueden causar enfermedades, aunque también se lo puede encontrar como
saprobios o endofitos (Maharachchikumbura et al., 2011). En Sudamérica se ha
encontrado a P. guepinii colonizando xilema y corteza sana de Eucalyptus grandis
(Bettucci et al., 1999) en baja frecuencia, también presente en partes sintomaticas.

Citada anteriormente para la Argentina por Allegrucci et al. (2009).

Phialemonium curvatumW. Gams & W.B. Cooke, Mycologia 75: 980 (1983) (Fig.
34E-F)

Clase Sordariomycetidae
Orden Sordariales

Familia Cephalothecaceae

Descripcion: ver Gams & McGinnis (1983).
Colonias grisdceas en APG y castafio mas oscuro en MEA 2%. Micelio mayormente
sumergido o apretado contra el agar, hifas 1-3 pum ancho. Adelofidlides (sin septo basal)

abundantes, con collaretes poco visibles, ya sea como proyecciones laterales cortas, 1,5-
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8 (21) x (0,5) 1-1,5 um, que dan origen a conidios hialinos, aseptados, de paredes
delgadas, cilindricos a alantoides, 6-9 x 2-3,5 um; o a partir de conidi6foros agrupados,
ramificados irregularmente, con adelofidlides de 7-10 x 1-2 um. Conidios hialinos, sin

septo, lisos y elipsoidales pero mas pequefios: (2,5) 3-4 x 1-1,5 pm.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 34° 39' 28,45"
S 58° 29' 6,79" O (Sitio C-C5), 4-XI-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4381).

Notas: Los caracteres microscopicos coinciden con los descriptos para esta especie,
aunque los conidios presentan un rango mas amplio de tamafio, llegando a valores
superiores de ancho (3,5 um, contra los 2 um de la descripcion original). El género
Phialemonium se encuentra en madera, animales, agua y suelo, con distribuciéon en
Africa, Europa, Norteamérica y Sudamérica (Seifert et al., 2011). Phialemonium
curvatum ha sido encontrado, en baja frecuencia, como endofito de muestras de madera
y corteza de Quercus ilex (Collado ef al., 1999) y madera de Pinus sylvestris (Giordano

et al., 2009). No hay citas previas de esta especie para Argentina.

Phoma eupyrena&acc., Michelia 1(5): 525 (1879) (Fig. 34G-I)

Clase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales

Familia Incertae sedis

Descripcion: ver Morgan-Jones & Burch (1988).

Colonia castafio muy oscuro. Picnidios esféricos a subesféricos, con un cuello corto,
oscuro, hasta 400 um diametro. Conidios (3) 4-5 x 2 pum, cilindricos o elipsoidales,
mayormente rectos, hialinos. Clamidosporas castafio claras, de pared lisas, terminales o

intercalares, con frecuencia en cadenas, 8-11 (12) x (6) 7-8 (11) um.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, 34° 32'40,40"
S 58° 26' 38,90" O (Sitio D), 21-II-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4385).
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Notas: Phoma eupyrena es un hongo muy frecuente en suelos, cosmopolita y con un
amplio rango de hospedantes. Se lo suele considerar un invasor secundario de tejidos
vegetales, aunque se lo asocia a necrosis superficial de tubérculos de papa y damping-
off de varias especies (Morgan-Jones & Burch, 1988). Citado previamente para la
Argentina (Esquivel et al., 2003). Ha sido encontrado como endofito de madera en pino

(Giordano et al., 2009).

Phomopsis archerB. Sutton, The Coelomycetes. Fungi Imperfecti with pycnidia,

acervuli and stromata 571 (1980) (Fig. 34J-L)

Clase Sordariomycetidae
Orden Diaporthales

Familia Diaporthaceae

Descripcion: ver Sutton (1980).

Conidioma de hasta 1 mm didmetro, globoso o subgloboso. Conidi6foros escasamente
septados y ramificado, filiformes. Conidios: a-conidios elipsoidales, 0-2 gutulados, 7-9
(9,5) x 2-3 um; B-conidios filiformes, curvados en el extremo, 21-33 x 1 (1,5) um. La
cepa estudiada presenta B-conidios ligeramente mas largos que los descriptos por Sutton

(1980): 15-19 um de largo.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 32'40,40"
S 58° 26' 38,90" O (Sitio D), 28-1I-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4320).

Notas: Phomopsis es un importante género de hongos fitopatdgenos con una amplia
diversidad de hospedantes. Las especies de Phomopsis se han reportado también como
endofitos, saprobios y hasta causantes de enfermedades en humanos y otros mamiferos
(Udayanga et al., 2011). Las especies de este género prevalecen como endofitos en
muchos hospedantes de regiones templadas y tropicales, especialmente en
angiospermas, a partir de hojas (Murali ef al., 2006; Promputtha et al., 2005) o ramas
pequenas (Tomita, 2003). Phomopsis archeri fue descripto inicialmente sobre el género

de fanerégamas Pittosporum (Farr et al., 1989), sin embargo, se lo ha encontrado como
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endofito de corteza del pino de China Pinus tabulaeformis (Guo et al., 2008) y del
cactus Opuntia ficus-indica de Brasil (Bezerra et al., 2012). Se lo ha reportado como
endofito de madera en Acer truncatum (Sun et al., 2011). No existen citas previas de

esta especie en Argentina.

Pseudallescheria boydiiShear) McGinnis, A.A. Padhye & Ajello, Mycotaxon 14(1):
97 (1982) (Fig. 35A-E)

Clase Hypocreomycetidae
Orden Microascales

Familia Microascaceae

Descripcion: ver Cortez et al. (2008).

Se observaron dos tipos de formas anamorficas en la misma colonia. Anamorfo tipo
Scedosporium: con hifas hialinas septados cilindricas (2-4 pm didmetro). Células
conididgenas (1,5-2,5 um) anelidicas, conidios ovales (4-7 x 3-5 um). Anamorfo tipo
Graphium: con paquetes de hifas erectas, castafo-oliva, terminando en un cepillo de
células conididgenas delgadas. Sinema: 40-80 x 5-26 um. Células del sinema: 22-36
(50) x 1,5-2,5 wm. La conidiogénesis es similar al tipo Scedosporium, células

conididgenas: 1-2 um de ancho. Conidios: 4-12 x 2,5-4 um.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 34° 34' 47,62"
S 58° 28' 53,58" O (Sitio A-A2), 16-VII-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4326); idem, 16-VII-2010 (BAFCcult 4327).

Notas: Se detectaron ambos anamorfos en cultivo: S. apiospermum y Graphium,
identificado como Graphium putredinis (Ellis, 1971). Geldenhuis ef al. (2004), a través
de estudios moleculares mostraron la relacion entre el teleomorfo y este anamorfo.
Pseudallescheria boydii es un hongo ubicuo presente en suelo, aguas contaminadas y
residuales. Tiene importancia médica (Cortez et al., 2008). Ha sido citado para la
Argentina como patdégeno oportunista en humanos (Bonduel et al., 2001). No se han

encontrado registros de esta especie como endofito.
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Sarocladium strictum(W. Gams) Summerbell, Studies in Mycology 68: 158 (2011)
(Fig. 35F)

Clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales

Familia Incertae sedis

Descripcion: ver Domsch et al. (2007).
Colonia de color rosaceo, de aspecto humedo o baboso. Conidios cilindricos: (3) 4-5

(5,5) x 1-1,5 pum. Células conididgenas fialidicas solitarias: 14-42 x 1-1,5 um, hialinas.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 39' 28,33"
S 58° 29" 27,65" O (Sitio C-C3), 8-VIII-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4316).

Notas: Sarocladium strictum (sindnimo: Acremonium strictum) es un hongo comun que
parece tener una amplia variedad de estrategias ecologicas, aun el ser un patdogeno
oportunista en humanos y otros mamiferos (Arnold, 2007). Citado previamente para la
Argentina (Allegrucci et al., 2009). Citado previamente como endofito de madera en
diversos hospedantes (Gonzalez & Tello, 2010; Giordano et al., 2009; Hormazabal &
Piontelli, 2009).

Trichoderma atrovirideP. Karst., Finlands Mdgelsvampar: 21 (1892) (Fig. 35G)

Clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Descripcion: ver Gams & Bisset (1998) y Samuels ef al. (2012).

Colonias con un fuerte olor a coco. Conidi6foros 2-3,5 pm ancho, con ramificaciones
generalmente unilaterales. Fidlides 5-9 (10) x 2-4 um; 1-2 um ancho en la base, en
verticilos de 2-4, con frecuencia solitarios. Conidios verdes, subglobosos a ovoidales,
lisos, 3-4 (5) um didmetro. Clamidosporas abundantes, globosas a subglobosas,

terminales o intercalares, (8) 9-11 (13) um diametro.
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Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 32'40,40"
S 58° 26' 38,90" O (Sitio D), 10-V-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4375); idem, 10-V-2011 (BAFCcult 4376); idem, 10-
V-2011 (BAFCcult 4377); idem 10-V-2011 (BAFCcult 4378); idem, 34° 34' 47,85" S
58°29'13,97" O (Sitio A-A3), 16-VII-2010 (BAFCcult 4382).

Notas: Trichoderma es un género comin en suelos. Debido a su profusa esporulacion
son ampliamente registrados en toda clase de estudios. Tienen en general un minimo de
requerimientos nutricionales y pueden crecer rapidamente, ademas de producir
metabolitos secundarios. Poseen ademas la capacidad de transformar una extraordinaria
variedad de materiales organicos tanto de origen natural como xenobidticos. Son
conocidos hiperproductores de enzimas incluyendo quitinasas y celulasas. Suele
estudiarse sus ventajas como agentes de control biologico y estimuladores del
crecimiento vegetal. También hay informes sobre infecciones de humanas causadas por
Trichoderma (Klein & Eveleigh, 1998). Varias especies de Trichoderma han sido
citadas como endofitos, tal es el caso de Trichoderma viride (Verma et al., 2007),
Trichoderma sp. (Mahesh et al., 2005), Trichoderma amazonicum en hojas y albura de
Hevea sp. (Chaverri et al., 2011), mas diversas especies de Trichoderma sobre madera
de Theobroma cacao (Bailey et al., 2008). En Argentina se aislo Trichoderma koningii
como endofito de madera de ejemplares de Ligustrum lucidum, mientras que
Trichoderma hamatum se obtuvo en el interior de la corteza de este arbol (de Errasti et
al., 2010). Trichoderma atroviride ha sido citado previamente como endofito de madera

en pino (Giordano et al., 2009). Citado previamente para la Argentina (Capdet, 2012).

Trichoderma harzianumRifai, Mycological Papers 116: 38 (1969) (Fig. 35H, I)

Clase Hypocreomycetidae
Orden Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Descripcion: ver Gams & Bisset (1998) y Samuels ef al. (2012).
Conidioforos 3-4 (5) um ancho, con ramificaciones generalmente unilaterales. Fialides

5-8 (12) x 2-4 (5) pum; 1-3 pm ancho en la base. Conidios verdes, subglobosos a
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ovoidales, lisos, 3-4 (5) x 2-4 (5) um didmetro. Clamidosporas globosas a subglobosas,

terminales o intercalares, 5-10 x 6-11 (12) um, infrecuentes.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Auténoma de Buenos Aires, 34° 34' 35,68"
S 58° 29' 3,72" O (Sitio A-A1l), 16-VII-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4380); idem, 34° 34' 47,62" S 58° 28' 53,58" O (Sitio
A-A2), 16-VII-2010 (BAFCcult 4386); idem, 34° 32' 40,40" S 58° 26' 38,90" O (Sitio
D), 21-11-2011 (BAFCcult 4388); idem, 34° 34' 53,78" S 58° 29' 13,99" O (SitioA-A4),
16-VII-2010 (BAFCcult 4414).

Notas: Trichoderma harzianum ha sido citado previamente como endofito de la corteza
interna de Prosopis (Gehlot et al., 2008) y endofito de madera en Hevea brasiliensis y
Vitis vinifera (Gazis & Chaverri, 2010; Gonzalez & Tello, 20010) Citado previamente
para la Argentina (Allegrucci et al., 2009)
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Figura 32: Alternaria alternata (A) Micelio y masa de conidios, (B) conidio. Arthrinium

phaeospermum (C) Micelio con conidios, (D) conidios en formacion, (E) conidios.

Aspergillus niger (F) Conidioforo y conidios, (G) métulas con fialides. Aspergillus reptans
(H) Conididforo con fidlides, (I) conidios, (J) hifas enrolladas, (K) ascos con ascosporas.

Aspergillus ustus(L) Conidioforos, (M) conididforo y fialides. Bipolaris australiensis (N)

Conidios, (N) Conidiéforos con conidio. Escala: 10 pm en B, E, G, H, I, K, M, N, N; 20 pm
enD, J; 50 umen C, F, L; 100 um en A.
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Figura 33: Chaetomium funicola (A) Ascomas, (B) pelos peridiales con ramificaciones.

Chaetomium globosum(C) Ascoma, (D) pelos peridiales, (E) ascosporas. Cladosporium
cladosporioideqF) Conidioforo y conidios. Curvularia lunata (G) Conidiéforo con conidios,

(H) conidios. Epicoccum nigrum(I) Conidioforos con conidios en formacion, (J) conidios.

Fusarium solani (K) Macroconidiéforos, (L) microconidiéforos, (M) macroconidio y

microconidios. Gliocladium penicillioides(N) Hifas agrupadas, tipo sinema, (N) conidiéforos

con masa de esporas, (0O) conidiéforos peniciliados y conidios. Escalas: 10 umen D, E, F, G, J,

L, M; 20 pmen H; 50 pmen B, N, O; 100 pmen A, C, I, K; 500 pm en N.
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Figura 34: Nodulisporium sp. (A) Micelio melanizado y conidioforos, (B) conididéforos y
conidios. Pestalotiopsis guepinii(C) Conidios en formacion, (D) conidios. Phialemonium
curvatum (E) Conidioforos y células conididgenas, (F) conidios en formaciéon con collarete
(flecha) en calcoflior. Phoma eupyrena(G) Conidioma picnidial con masa de conidios, (H)
conidios en formacion, (I) clamidosporas. Phomopsis archeri(J) Formacion de B-conidios
filiformes, (K) formacion de a-conidios, (L) conidios B y o maduros. Escalas: 10 umen B, D, E, F,
H,LLJ,K,L; 50 umen C, G; 100 pm en A.
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Figura 35: Pseudallescheria boydi{A) Sinemas a lupa, (B) sinemas, (C) conidioforos y
conidios en formacion, (D-E) anamorfo Scedosporium: conididforos y conidios en formacion.
Sarocladium strictum(F) Conidiéforos y conidios. Trichoderma atroviride(G) Conidioforos.
Trichoderma harzianum(H) Conidioforos, (I) clamidosporas. Escalas: 10 um en C, D, E, F,
I; 50 umen B, G, H; 1 mm en A.

2.2. Especies de basidiomicetes: endofitos y patégenos

Coprinellus micaceus(Bull.) Vilgalys, Hopple & Jacq. Johnson, Taxon 50(1): 234
(2001) (Fig. 36)

Clase Agaricomycetidae
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Orden Agaricales

Familia Psathyrellaceae

Descripcion: ver Robles ef al. (2011).

Clave patron: 1.3.11.16. 25. (26).32.37.39.42.53
Segun clave desarrollada por Deschamps & Wright (1975).

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 34° 34' 47,85"
S 58° 29" 13,97" O (Sitio A-A3), 8-VII-2010, a partir de madera sintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4306); idem, 34° 34' 53,78" S 58° 29' 13,99" O (Sitio
A-A4), 14-V-2010 (BAFCcult 4307); idem, 34° 39' 28,33" S 58°29' 27,65" O (Sitio C-
C3), 8-VIII-2011 (BAFCcult 4308); idem, 34° 34' 35,68" S 58° 29' 3,72" O (Sitio A-
A1), 8-VII-2010 (BAFCcult 4309); idem, 34° 35' 10,26" S 58° 28' 55,96" O (Sitio A-
AS5), 14-V-2010 (BAFCcult 4310).

Tipo de pudriciéon: No hay registros de que cause pudricion en la madera. No produce

una disminucion significativa en la madera de P. acerifolia (Robles et al., 2011).

Observaciones: El estudio coincide con las descripciones Robles et al. (2011) sobre P.
acerifolia de la Ciudad de Buenos Aires, sin embargo no se observaron estructuras

globosas en los cultivos.

Notas: Esta especie es de distribucion cosmopolita, hdbito saprofitico y ya ha sido citada
para la Argentina (Robles et al., 2011; Wright & Alberto, 2002). De Errasti et al. (2010)

lo hallaron como endofito de madera en Broussonetia papyrifera y Celtis occidentalis.

Coprinopsis cinerea(Schaeff.) Redhead, Vilgalys & Moncalvo, Taxon 50(1): 227
(2001) (Fig. 37)

Clase Agaricomycetidae

Orden Agaricales

Familia Psathyrellaceae
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Descripcion:

Caracteres macroscopicos: Crecimiento lento, cubre la caja a la quinta semana. Micelio
blanco, hialino, con textura algodonosa laxa. A partir de la segunda semana comienzan
a observarse pequefios esclerocios mas cercanos a la zona del indculo, frecuentemente
rodeados por gotas, lo que les da un aspecto brilloso. Ya en la cuarta semana, los
esclerocios son mas abundantes y forman como un anillo en la zona de la mitad de la

colonia. Borde regular. Reverso inalterado. Sin olor caracteristico.

Caracteres microscopicos: Micelio aéreo: 1) hifas hialinas, con septos simples en su
gran mayoria, muy escasas fibulas, tefiibles con floxina, (2-4 (4,5)) um de diametro. 2)
Ya desde la primera semana se observan abundantes artrosporas 4-6 (7,5) x 1,5-2 ym a
partir de células de 13-25 x 2-4 um. 3) En la primera semana, en algunos cultivos, se
observan células ensanchadas que serian los primordios de los esclerocios. A partir de la
segunda semana los esclerocios son cada vez mas abundantes: 140-170 (200) x 130-150
(180) um. Las células de la pared del esclerocio son de color castafio oscuro formando
como un rompecabezas: 8-15 x 5-8 (10) um. Las células del interior del esclerocio
también son irregulares y se agrupan tipo rompecabezas pero son hialinas y de mayor
tamafo: 19-41 x 4-10 um. 4) En la cuarta semana se comienzan a ver clamidosporas,
escasas, cerca de la zona del esclerocio o dentro de este: 10-22 x 6-12 pm. Micelio
sumergido: se observan hifas mas finas y retorcidas 1,5-3 (3,5) um. Si bien se observan
artrosporas sueltas, no se observan en formacion. También hay primordios de

esclerocios.

Clave patrén: 1 (2). 6. 23. 35. 36. 38. 45. 53
Segun clave desarrollada por Deschamps & Wright (1975).

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, 34° 35' 10,26"
S 58° 28' 55,96" O (Sitio A-AS5), 4-VI-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4361).

Tipo de pudricidon: Es un hongo considerado saprofito. Los estudios sobre las enzimas

extracelulares (peroxidasas y lacasas) de C. cinerea, las diferencian de las enzimas
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tipicas de hongos de pudricién por tener mayor amplitud de especificidad de sustrato y

por la arquitectura de sus sitios activos (Heizkill et al., 1998; Hoegger et al., 2004).

Observaciones: El estudio de cultivos describe la forma anamorfica de Coprinopsis
cinerea: Hormographiella aspergillata Guarro, Gen¢ & De Vroey. No se han
encontrado registros de estudios de Nobles para esta especie, sin embargo la fase
anamorfica H. aspergillata aparece documentada en la descripcion original de Guarro et

al. (1992) y posteriores trabajos (Kiies, 2000).

Notas: C. cinerea es un hongo cosmopolita asociado a compost y aguas residuales
(Seifert et al., 2011), estiércol y chips de madera (Keirle ef al., 2004). En algunos casos
se lo ha encontrado asociado a problemas médicos en humanos (Suarez et al., 2011;
Verweij et al., 1997). Kiies (2000) indica que la formacioén de esclerocios no deriva en
la formacion del basidioma. La falta de fibulas en el micelio indica que se trataria del
monocarionte. Por mucho tiempo se pensé que solamente el monocarionte podia formar
artrosporas pero ahora se han encontrado casos en donde el dicarionte también presenta
este tipo de reproduccion asexual, bajo ciertas condiciones controladas. Esta es la
primera cita de esta especie para la Argentina y el primer reporte sobre Platanus

acerifolia. No se han encontrado reportes de esta especie como endofito.

Granulobasidium vellereun{Ellis & Cragin) Jiilich, Persoonia 10(3): 328 (1979) (Fig.
38)

Clase Agaricomycetidae
Orden Agaricales
Familia Cyphellaceae

Descripcion:

Caracteres macroscopicos: Presenta un crecimiento rapido, cubriendo la caja al término
de la segunda semana. Micelio en un principio hialino, sin embargo, a partir de la cuarta
semana este presenta un color levemente crémeo, en especial cerca del indculo. Micelio
al principio algodonoso, bastante aéreo, sobre todo hacia el centro de la colonia, en el

borde de la colonia las hifas estan en mayor contacto con el agar. Ya a partir de la
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segunda semana, la gran cantidad de clamidosporas presentes les da un aspecto
pulverulento, bastante laxo, hasta ser escaso el micelio restante y las clamidosporas
forman practicamente todo el micelio aéreo. En algunos cultivos se forman pequefios
camulos de clamidosporas que sobresalen del resto de la colonia. Margen regular.

Reverso inalterado a lo largo del estudio. No se detect6 olor caracteristico.

Caracteres microscopicos: hifas fibuladas, hialinas, con pared delgada, tefiibles con
floxina, 2-4 um de didmetro; clamidosporas abundantes, terminales e intercalares, con
forma de limon y/o globosas. Estas aparecen a partir de la primera semana en toda la
caja, 6-11 x 6-9 um, con paredes de entre 1-2 um de espesor. El micelio sumergido
presenta los mismos elementos que el micelio aéreo, hifas generativas: 2-4 pum de

diametro, clamidosporas: 6-10 x 5-8 um.

Clave patron: 1. 3. 7. 34. 36. 38. 42. 51. 54. 60
Segun clave desarrollada por Deschamps & Wright (1975).

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 34° 34' 53,78"
S 58°29' 13,99" O (Sitio A-A4), 16-VII-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4362); idem 34° 34' 47,62" S 58° 28' 53,58" O (Sitio
A-A2), 16-VII-2010 (BAFCcult 4363); idem (Sitio A-A2), 10-VIII-2010 (BAFCcult
4364); idem, 34° 34' 35,68" S 58° 29' 3,72" O (Sitio A-A1), 10-VIII-2010 (BAFCcult
4365); idem, 34° 34' 47,85" S 58° 29' 13,97" O (Sitio A-A3), 10-VIII-2010 (BAFCcult
4366); idem, 34° 35' 10,26" S 58° 28' 55,96" O (Sitio A-A5), 10-VIII-2010 (BAFCcult
4367).

Tipo de pudricién: asociada a pudriciéon blanca, sobre angiospermas (Stalpers, 1978). A

pesar de que no produce reaccion de oxidasas, algo propio de los hongos de pudricion
castafa, se lo ha encontrado a partir de madera con signos de pudriciéon blanca (Nobles
& Nordin, 1955). Segiin Nakasone (1990) Hypochnicium vellereum se asocia con una

podredumbre blanca de tocones y arboles vivos, ambos pertenecientes a angiospermas.

Observaciones: la descripcion coincide con la realizada por Nobles & Nordin (1955) y

Stalpers (1978). En ella se observa que muchas veces en el cultivo aparecen
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fructificaciones antes de la sexta semana. Esto no se observé en ninguno de los cultivos

de este trabajo.

Notas: Es una especie comin en Europa, particularmente en Italia. Se asocia a Ulmus
sp., aunque se lo ha citado sobre otras angiospermas (Bernicchia et al., 2007). En
Sudamérica ha sido citado para Brasil (Ramos Bononi et al., 2008). No se han
encontrado registros de esta especie como endofito de madera, ni colonizando
ejemplares de Platanus acerifolia. No hay registros de esta especie para Argentina,
aunque existen registros para el pais de especies de Hypochnicium (Greslebin &

Rajchenberg, 2003; Lopez & Wright, 1985).

Hymenochaetd_év., Annls Sci. Nat., Bot., sér. 3 5: 150 (1846) (Fig. 39)

Clase Incertae sedis
Orden Hymenochaetales

Familia Hymenochaetaceae

Descripcion:

Caracteres macroscopicos: Crecimiento lento, cubre la caja a la cuarta semana. Capa
miceliana al principio blanca nivea, algodonosa. A partir de la primera semana, en
algunos cultivos comienzan a aparecer zonas dispersas de color castafio oscuro, muy
definidas y de micelio mas apretado contra el agar, de caracter crustoso. Conforme
avanza el tiempo, estas zonas se hacen mas extensas, aunque no llegan a cubrir toda la
caja, pero en ocasiones se disponen en forma de anillos. El reverso se ve oscurecido en

los sectores que corresponden a estas zonas crustosas. Borde regular, sin olor particular.

Caracteres microscopicos: Micelio aéreo: Hifas con septos simples, afibuladas, hialinas,
con pared delgada, tefiibles con floxina, 1,5-3 um de didmetro. El micelio sumergido
presenta los mismos elementos que el micelio aéreo, hifas generativas: 2-3 um de
didmetro. Las zonas oscuras presentan hifas retorcidas formando un plencténquima

como piezas en rompecabezas, castafio oscuras 6-21 x 6-21 um.

Clave patron: 2.6.11.37.39.44.51.54
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Segun clave desarrollada por Deschamps & Wright (1975).

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 34' 35,68"
S 58° 29' 3,72" O (Sitio A-A1l), 16-VII-2010, a partir de madera sintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4387).

Observaciones: El estudio coincide con las descripciones de Nobles (1948) y Stalpers
(1978) para Pseudochaete tabacina (Sowerby) T. Wagner & M. Fisch. El género
Hymenochaete ha sido estudiado en la Argentina por diversos autores tales como
Greslebin & Rachjenberg (2003) y Wright & Wright (2005). No se lo ha encontrado

citado sobre Platanus acerifolia.

Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid. Kew Bulletin 12(1): 141 (1957) (Fig. 40)

Clase Incertae sedis
Orden Hymenochaetales

Familia Hymenochaetaceae

Descripcion: ver Wright & Taconis (1955).

Clave patron: 2.6.8.18.34.37.39.46. (47).53.54
Segun clave desarrollada por Deschamps & Wright (1975).

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autonoma de Buenos Aires, 34° 34' 47,85"
S 58° 29" 13,97" O (Sitio A-A3), 10-VIII-2010, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4301); idem (Sitio A-A3) 1-1X-2010 (BAFCcult
4302); idem, 34° 34' 53,78" S 58° 29' 13,99" O (Sitio A-A4), 10-VIII-2010 (BAFCcult
4303); idem 34° 36' 50,70" S 58° 23' 43,48" O (Sitio B-BS), 10-X1-2010, a partir de
madera sintomatica de P. acerifolia (BAFCcult 4304); idem, 34° 34' 53,78" S 58° 29'
13,99" O (Sitio A-A4), 10-V-2010, a partir de madera sintomdtica de P. acerifolia
(BAFCcult 4305).

Tipo de pudricidn: blanca (Wright & laconis, 1955).
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Observaciones: El estudio de cultivos describe la forma anamorfica de Inonotus rickii:
Ptychogaster cubensis Pat. El estudio coincide con las descripciones de Wright &
Iaconis (1955) excepto por la velocidad de crecimiento, donde los cultivos estudiados
cubrian la caja al término de la segunda semana, y con la descripcion de Robles et al.
(2011), en la cual ya se habian descripto cepas que cubrian la caja al término de 6

s€manas.

Notas: [nonotus rickii es un hongo de pudricion ampliamente distribuido en zonas
tropicales y subtropicales. En zonas templadas, sin embargo, se encuentra asociado
principalmente a ambientes urbanos. Ademas de haber sido encontrado afectando
arboles urbanos de Sudamérica (Gottlieb et al., 2002; Robles et al., 2011), se lo ha
reportado en varios paises de Europa (Annesi ef al., 2003; Intini & Tello, 2003; Melo et
al., 2002) y en Norteamérica (Farr et al., 1989). En Argentina ha sido previamente
citado sobre Platanus acerifolia (Robles et al., 2011), Casuarina cunninghaniana, Acer
sp., Acer negundo, Celtis australis, Lippia citriodora y Acacia melanoxylon (Gottlieb et
al., 2002), evidenciando su amplio rango de hospedantes. No se han encontrado
registros de esta especie como endofito. Sin embargo, existen algunos trabajos en los
cuales se han aislado cepas endofiticas de Inonotus colonizando madera, sobre
Podocarpus saligna de Chile (Oses et al., 2008) y tallos de Theobroma cacao de Costa
Rica (Crozier et al., 2006).

Phanerochaete chrysosporiufBurds., Mycotaxon 1(2): 124 (1974) (Fig. 41)

Clase Incertae sedis
Orden Polyporales

Familia Phanerochaetaceae

Descripcion:

Caracteres macroscopicos: Crecimiento rapido, cubriendo la caja al término de la
primera semana. Colonia blanca, esponjosa en un principio luego adoptando un aspecto
pulverulento debido a la gran esporulacion. Margen regular. Reverso inalterado a lo

largo del estudio. No se detecto olor caracteristico.
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Caracteres microscopicos: Hifas hialinas estériles con septos simples y de pared
delgada, 2,5-7 (8) um ancho, las hifas fértiles mas delgadas, con septos simples,
alrededor de 1 um ancho. Presencia de algunas hifas con pared gruesa, 4-7 pm ancho,
pared de 1,5-2,5 um ancho. Conidios laterales y terminales con desarrollo simpodial,
solitarios, unicelulares, hialinos, lisos o con pequefas equinulaciones, muy abundantes
hacia la tercer semana, al principio con pared delgada y luego desarrollando una pared
mas gruesa, obovoides a piriformes, 8-10 x (5) 6-7 um. Hacia la cuarta-quinta semana el
micelio aéreo se compone principalmente de conidios, con escasa presencia de hifas.
Clamidosporas, escasas, se observan mayormente a partir de la sexta semana, 13-39 um
diametro. Hacia la quinta semana se observan hifas con partes del citoplasma colapsado,

como si fueran a formar artrosporas.

Clave patron: 1. 6. (7). 33. 34. 35.36. 40. 41. (51). 53. 54. 55. (57). 59
Segun clave desarrollada por Deschamps & Wright (1975).

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autéonoma de Buenos Aires, 34° 39' 21,62"
S 58° 29" 15,51" O (Sitio C-CS), 11-XI-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4415).

Tipo de pudricién: pudricion blanca de tronco y ramas de angiospermas y

gimnospermas (Burdsall & Elysn, 1974).

Observaciones: la descripcion coincide con la realizada por Stalpers (1978) y Nakasone

(1990).

Notas: Esta especie ha sido utilizada en trabajos de evaluacidon enzimitica en la
Argentina (Levin et al., 2004), aunque no existen registros previos de cepas aisladas en
el pais. Ha sido reportada para Norteamérica y Europa (Burdsall & Elysn, 1974;
Nakasone, 1990). El género Phanerochaete ha sido citado como endofito de tallo de
Theobroma cacao (Crozier et al., 2000), pero no se han encontrado registros hasta el
momento de esta especie como endofito de madera. Phanerochaete chrysosporium ha
sido citado para Platanus wrightii (Burdsall & Eslyn, 1974). No se han encontrado

registrado de esta especie sobre Platanus acerifolia u otros arboles urbanos.
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Trichosporon sporotrichoides (Oorschot) Oorschot & de Hoog, Antonie van
Leeuwenhoek 47(4): 364 (1981) (Fig. 42)

Clase Tremellomycetidae
Orden Tremellales

Familia Trichosporonaceae

Descripcion: ver Van Oorschot (1980).

Crecimiento lento, colonia de color blanco o crema, micelio sumergido o muy apretado
contra el agar, de consistencia himeda. Hifas sumergidas, con frecuencia
desarticulandose por los septos, fértiles, (1) 2-4 (6) um ancho, (8) 11-23 (27) um largo
de los fragmentos resultantes por la desarticulacion. Conidios abundantes, solitarios, 1-5
por célula conididogena, subhialinos, lisos y con paredes delgadas, la mayoria globosos,

algunos ligeramente piriformes, 3-5 (7) x (1,5) 2-3 (4) um.

Material examinado: ARGENTINA. Ciudad Autoénoma de Buenos Aires, 34° 32'40,40"
S 58° 26' 38,90" O (Sitio D), 10-V-2011, a partir de madera asintomatica de P.
acerifolia, Robles C. (BAFCcult 4328); idem (Sitio D), 10-V-2011 (BAFCcult 4329);
idem (Sitio D), 10-V-2011 (BAFCcult 4331); idem, 34° 39' 27,30" S 58° 29' 14,03" O
(Sitio C-C4), 11-X1-2011 (BAFCcult 4404); idem, 34° 39' 21,62" S 58° 29' 15,51" O
(Sitio C-C2), 18-1X-2011 (BAFCcult 4405); idem, 34° 39' 28,45" S 58° 29' 6,79" O
(Sitio C-C5), 18-IX-2011(BAFCcult 4407); idem, 34° 39' 27,30" S 58° 29' 14,03" O
(Sitio C-C4), 11-XI-2011 (BAFCcult 4408).

Notas: El género Trichosporon comprende a anamorfos de Tremellales que tienen una
forma levaduriforme y producen conidios blasticos y artricos (Seifert ef al., 2011). Este
género estd ampliamente distribuido en la naturaleza y se los encuentra
predominantemente en sustratos como suelo y madera en descomposicion (Chagas-Neto
et al., 2008). El género ha sido citado para la Argentina (Pajot et al., 2008). Existen
pocos registros de este género como endofito, en tejidos de plantas almacenadas y raices
(Gotz et al., 2006; Isaeva et al., 2010), aunque no se lo registrd6 como endofito de
madera. La especie 7. sporotrichoides no ha sido reportada como endofito ni ha sido

citada previamente para la Argentina. Es la primera cita para Platanus acerifolia.
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Figura 36: Coprinellus micaceus. (A) Colonia al término de la primera
semana en medio Nobles, (B) colonia al término de la sexta semana en
medio Nobles, (C) hifa fibulada y ramificada, (D-E) hifa melanizada con
septos simples, escasamente ramificada, con paredes engrosadas, (F)
cordones de hifas melanizadas, (G) hifas ensanchadas y parcialmente
melanizadas para la posterior formacion de un plecténquima, (H)
plecténquima. Escala: 10 pm en C, F-G; 50 um en D-E.
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Figura 37: Coprinopsis cinerea. (A) Colonia al término de la primera
semana en medio Nobles, (B) colonia al término de la sexta semana en
medio Nobles, (C-D) formacion de artrosporas, (E) presencia de fibulas
(flecha), (F) presencia de clamidosporas (flecha), (G) presencia de hifas
modificadas, precursoras de la formacion de esclerocios, (H) vista a lupa
de esclerocios, (I) esclerocios, (J) detalle de la pared del esclerocio y las
hifas internas. Escala: 10 um en C-F; 1 mm en G; 50 um en H-J.
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Figura 38: Granulobasidium vellereum. (A) Colonia al término de la
primera semana en medio Nobles, (B) colonia al término de la sexta
semana en medio Nobles, (C) vista general de hifas vegetativas y
clamidosporas, (D) formacion de clamidosporas intercalares, (E) presencia
de fibulas, indicadas por flechas, (F) clamidosporas terminales en
formacion, (G-H) detalle de clamidosporas en micelio vegetativo, con
pared celular gruesa. Escala: 10 um en C-H.
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Figura 39: Hymenochaete sp. (A) Colonia al término de la primera semana
en medio Nobles, (B) colonia al término de la sexta semana en medio
Nobles, (C) micelio vegetativo, con hifas septadas afibuladas, presencia de
cristales (flecha) e hifas modificadas, precursoras de plecténquima, (D)
anastomosis (flecha) de hifas vegetativas, (E) plecténquima con hifas en
forma de rompecabezas, adyacente a micelio vegetativo, (F) detalle de hifas
en rompecabezas. cr: cristales. Escala: 10 pm en C-F.
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Figura 40: Inonotus rickii. (A) Colonia al término de la primera semana
en medio Nobles, (B) colonia al término de la sexta semana en medio
Nobles, (C) vista general de hifas vegetativas y clamidosporas, (D)
detalle de clamidosporas sueltas e hifas con septos simples, (E)
formacion de clamidosporas en cadena, (F-G) clamidosporas en
formacion, (H) hifa vegetativa pigmentada. Escala: 50 pm en C; 10 um
en D-H.
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Figura 41: Phanerochaete chrysosporium. (A) Colonia al término de la primera
semana en medio Nobles, (B) colonia al término de la sexta semana en medio
Nobles, (C-D) formacion de conidios, (E) conidios, (F) clamidosporas, (G)
conidios y clamidosporas. Escala: 10 pm en C- D; 20 um en E-G.
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Figura 42: Trichosporon sporotrichoides. (A) Colonia en MEA 2%, (B) hifas con
formacion de conidios, (C) conidios y artrosporas, (D) detalle de formacion de
conidios, (E) detalle de formacién de conidios en cadena. Escala: 20 pm en B; 10
pm en C- E.
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3. Resultados moleculares y filogenéticos

Durante el desarrollo de este trabajo un total de 42 aislamientos fueron
secuenciados, obteniéndose 25 secuencias de ADN correspondientes a la region
ITSI/ITS2 y 17 secuencias de ADN correspondientes al gen de la B-tubulina. A

continuacion se muestran los resultados de los analisis realizados.

3.1. Analisis de similitud por BLAST

Los secuencias de cepas endofiticas y patogénicas BAFCcult 4384, 4309, 4310,
4413, 4416 y 4451 para la region ITS fueron idénticas en un 94% a Daldinia
concentrica (AF176954-AF176958), con 100% Query coverage. Estos aislamientos
mostraron una similitud del 93-94% y 96-100% de Query coverage con diferentes
especies de Daldinia. Al analizar las regiones B-tubulina se observd que éstas fueron
idénticas en un 94% a Hypoxylon placentiforme — nombre actual Daldinia
placentiformis (Berk. & M.A. Curtis) Theiss - (AY951746), con 54-95% de Query
coverage y asimismo mostraron una similitud del 92-90% y 54-93% de Query coverage
con diferentes especies de Daldinia.

La secuencia del endofito BAFCcult 4361 fue 99% idéntica a secuencias de
Coprinopsis cinerea (AB097562; AB097563; GQ131575; JQ796875) (100% Query
coverage).

Las secuencias de los basidiomicetes endofiticos BAFCcult 4362, 4363, 4365-4367
fueron iguales en un 98% a secuencias de Hypochnicium vellereum (sindbnimo
Granulobasidium vellereum) (AY787674) con 87% de Query coverage y 99% idénticos
a G. vellereum (DQ677490), sin embargo con s6lo 58% Query coverage.

La busqueda utilizando BLAST di6 como resultado, en el caso del basidiomicete
BAFCcult 4387 un 97% de identidad con Hymenochaete spreta (AY558597), con 97%
de Query coverage. La secuencia de este aislamiento mostré identidades de 90-95% con
90-99% de Query coverage con secuencias de diferentes especies de Hymenochaete.

Las secuencias ITS de los basidiomicetes endofiticos y patogénicos BAFCcult
3300, 3304, 3305, 3307, 3308, 3316, 4301-4305) mostraron similitudes de 99% con
Inonotus rickii (FI860053 y FJ667753) con alrededor de 98% de Query coverage. Las
secuencias B-tubulina de estos aislamientos no produjeron ningun resultado en el

BLAST.
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Finalmente, el endofito BAFCcult 4415 mostré una similitud del 99% con el
basidiomicete Phanerochaete chrysosporium (GU966518) (100% Query coverage).

A partir de estos resultados se seleccionaron las secuencias mas idoneas para incluir
en las matrices correspondientes utilizadas en los analisis filogenéticos presentados a

continuacion.
3.2. Resultados filogenéticos

El analisis mediante el programa MEGA version 5.1 tuvo la finalidad de averiguar
el modelo evolutivo que mejor se ajustaba a cada matriz de secuencias, obteniéndose los

siguientes resultados (Tabla 13). Los modelos resultantes fueron utilizados en los

analisis de inferencia bayesiana con el programa MrBayes.

115



Resultados

Matriz

Modelo evolutivo

Descripcion

Especies de Daldinia e Hypoxylon,
region ITS

Kimura-2-parametros,
distribucion gamma

Este modelo distingue entre
transiciones (purina a purina o
pirimidina a pirimidina) y
transversiones (purina a pirimidina
y viceversa) y asume que la
frecuencia de los diferentes
nucleotidos es igual.

Especies de Daldinia e Hypoxylon,
region del gen de la B-tubulina

Kimura-2-parametros,
distribucion gamma
inversa

Especies de Coprinellus y
Coprinopsis, region ITS

Jukes y Cantor,
distribucion gamma

En este modelo la tasa de
sustitucion nucleotidica se
considera igual para todos los
pares de los cuatro nucle6tidos.

Especies de Campanophyllum,
Cheimonophyllum,
Chondrostereum, Cyphella,
Granulobasidium e Hypochnicium
region ITS

Kimura-2-parametros,
distribucion gamma

Especies de Hymenochaete y
Pseudochaete, region ITS

Tamura-3-parametros,
distribucion gamma

Este modelo toma en
consideracion las diferencias en las
tasas de transicion y transversion,
junto con el mayor contenido de
G+C.

Especies de Inocutis e Inonotus,
region ITS

Kimura-2-pardmetros,
distribucion gamma

Cepas de Inonotus, region gen de la
B-tubulina

Kimura-2-pardmetros,
distribucion gamma

Especies de Phanerochaete, region
ITS

Kimura-2-parametros,
distribucion gamma

Tabla 13: Modelo evolutivo de mejor ajuste para cada matriz evaluada, a partir del analisis con el

programa Mega 5.1.
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Analisis filogenético de las cepas asignadas al género Nodulisporium

Region ITS

El andlisis de maxima parsimonia por homologias estaticas incluyd 36 secuencias
de referencia (Tabla 2) mas las correspondientes a los aislamientos (BAFCcult 4384,
4409, 4410, 4413, 4416, 4451). El analisis di6 como resultado 4 arboles filogenéticos de
maxima parsimonia (L= 827; Ci= 48; Ri= 66). Se obtuvieron 220 caracteres
informativos (19 % del total de caracteres iniciales) en las secuencias incluidas en el
analisis. A partir del arbol consenso de mayoria se observd que las secuencias
pertenecientes a las cepas aisladas en este trabajo se ubicaron en dos clados, uno
compuesto por BAFCcult 4410, 4413 y 4451; y el otro por BAFCcult 4384, 4409 y
4416, ambos con alto soporte de Boostrap (100 %). Las 6 secuencias se agrupan con
secuencias de Daldinia clavata, Daldinia caldoriorum vy Daldinia eschscholzii
(Boostrap 100 %). Las cepas BAFCcult 4409, 4410 y 4416 son cepas endofiticas
mientras que las cepas BAFCcult 4384, 4413 y 4451 corresponden a cepas patogénicas.
Todas las secuencias de Daldinia spp., junto con las secuencias de este trabajo se
agruparon en un clado diferente al correspondiente a las especies de Hypoxylon
(perteneciente, al igual que Daldinia, a la familia Xylariaceae) (Boostrap 100 %).

Al realizar el analisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 500000-800000
generaciones, descartando luego el 25 % de los arboles. Las secuencias de este trabajo
no se asociaron directamente a ninguna especie de Daldinia o Hypoxylon, aunque se
agruparon en un clado con secuencias de Daldinia caldoriorum, Daldinia clavata y
Daldinia eschscholzii (0,53 probabilidad a posteriori). Las secuencias BAFCcult 4384,
4409 y BAFCcult 4416 se ubicaron en clado hermano (0,86 de probabilidad) y las
secuencias BAFCcult 4410, 4413 y 4451 conformaron un clado aparte (0,97
probabilidad) (Fig. 43).

Se realizaron analisis bajo homologias dinamicas bajo diferentes hipdtesis de
homologia (diferentes costos asignados a sustituciones, inserciones, deleciones y
apertura de gaps, ver seccion de Materiales y Métodos). Bajo el costo a) el arbol mas
parsimonioso tuvo un costo total de 5919. Las secuencias de BAFCcult 4384, 4410 y
4413 se ubicaron en un mismo clado con Hypoxylon macrocarpum (soporte de Bremer
505), aunque separado del resto de las secuencias de Hypoxylon incluidas en el andlisis.

Las secuencias de BAFCcult 4409, 4416 y 4451 se agruparon en un mismo clado con un
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soporte de Bremer de 751 (Fig. 44). Al aplicar el costo b), se obtuvo un arbol de mayor
parsimonia con costo igual a 6372. En este caso, las secuencias BAFCcult 4416 y 4413
se ubicaron en un mismo clado (soporte de Bremer 198) y las secuencias BAFCcult
4409, 4410 y 4451 en un clado diferente (soporte de Bremer 3934). Las secuencias de
este trabajo se agruparon a su vez en el mismo clado con secuencias de D. clavata, D.
eschscholzii, D. caldoriorum y dos secuencias de Hypoxylon: Hypoxylum fuscum e
Hypoxylon macrocarpum (soporte de Bremer 2924). La secuencia BAFCcult 4384 se
ubico separada de las restantes secuencias incluidas en el andlisis.

Al incluir en el analisis muestras ambientales (environmental samples), por medio
del BLAST, no se obtuvieron resultados significativos.

Se evalu6 la similitud entre secuencias (sin alinear), con el fin de explorar la
relacion entre las secuencias endofiticas y patogénicas de Nodulisporium, en base a las
diferencias surgidas entre los distintos andlisis filogenéticos. Se observd la mayor
similitud entre las secuencias de una cepa endofitica y la de una cepa patogénica
(BAFCcult 4409 y 4451) las cuales a su vez fueron obtenidas a partir de muestras de

arboles cercanos entre si (Tabla 14).

BAFCcult BAFCcult BAFCcult BAFCcult BAFCcult BAFCcult
4384 P 4409 E 4410 E 4413 P 4416 E 4451 P

BAFCcult 4384 P 1 -- -- - - -

BAFCcult 4409 E 0,16 1 -- -- - -
BAFCcult 4410 E 0,17 0,24 1 -- - -
BAFCcult 4413 P 0,14 0,23 0,21 1 - -
BAFCcult 4416 E 0,13 0,19 0,23 0,24 1 -
BAFCcult 4451 P 0,18 0,88 0,24 0,20 0,17 1

Tabla 14: Similitud de secuencias para la region ITS1/ITS2 de cepas endofiticas y patogénicas
de Nodulisporium aisladas en este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como patdgeno.

Region f-tubulina

El andlisis de mdxima parsimonia homologias estaticas incluyd 26 secuencias de
referencia (Tabla 3) mas las correspondientes a los aislamientos (BAFCcult 4384, 4409,
4410, 4413, 4416, 4451). El analisis di6 como resultado 2 arboles filogenéticos de
maxima parsimonia (L= 827; Ci= 48; Ri= 59). Se obtuvieron 672 -caracteres
informativos (38 % del total de caracteres iniciales) en las secuencias incluidas en el

andlisis. A partir del arbol consenso de mayoria se observd que las secuencias
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pertenecientes a las cepas BAFCcult 4409, 4413, 4416 y 4451 se ubicaron en un mismo
clado con un soporte de Boostrap de 98 %. Las secuencias de las cepas BAFCcult 4384
y 4410 se ubicaron por fuera de este clado, pero formando un mismo clado con dos
secuencias de Hypoxylon placentiforme (nombre actual: Daldinia placentiformis), con
un alto soporte de Boostrap (84 %). No se observo una separacion entre las cepas
endofiticas (BAFCcult 4409, 4410 y 4416) y las cepas patogénicas (BAFCcult 4384,
4413 y 4451). Los analisis mostraron en cambio, una separacion entre las secuencias de
Daldinia spp., de las especies de Hypoxylon, a excepcion de H. placentiforme e
Hypoxylon brevisporum, aunque con bajo valor de Boostrap (57 %).

Al realizar el andlisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 100000 generaciones,
descartando luego el 25 % de los arboles. Las secuencias de este trabajo se ubicaron en
un mismo clado junto con las dos secuencias de Hypoxylon placentiforme (0,86
probabilidad a posteriori), de manera similar a lo ocurrido al evaluar maxima
parsimonia bajo homologias estaticas. Las secuencias BAFCcult 4409, 4413, 4416 y
4451 se ubicaron en el clado hermano (1 de probabilidad) (Fig. 45).

Al realizar el andlisis de homologias dinamicas aplicando el costo a) se obtuvieron
6 arboles mas parsimoniosos con costo de 6773. Las secuencias de este estudio no
mostraron asociacion con ninguna de las restantes secuencias analizadas. Si se observo
que las secuencias de las cepas BAFCcult 4409, 4413 y 4451 (correspondientes a dos
patogenos y un endofito) se ubicaron en un mismo clado (soporte de Bremer 6215) (Fig.
46). Al aplicar el costo b), se obtuvieron 4 arboles de mayor parsimonia con costo igual
a 8538. La topologia del arbol fue similar al caso anterior con el costo a). En este caso,
sin embargo, aunque las secuencias de este trabajo no mostraron asociacion con el resto
de las secuencias evaluadas, si conformaron un clado distintivo (soporte de Bremer
157).

Al incluir en los analisis las muestras ambientales (environmental samples)
disponibles en el GenBank, por medio del BLAST, no se obtuvieron resultados
significativos.

Se evalud6 la similitud entre secuencias (sin alinear), con el fin de analizar mejor la
relacion entre las secuencias endofiticas y patogénicas de Nodulisporium, en base a las
diferencias surgidas entre los distintos andlisis filogenéticos. Se observo la mayor
similitud entre las secuencias de dos cepas patogénicas (BAFCcult 4413 y 4451) (Tabla
15).
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BAFCcult BAFCcult BAFCcult BAFCcult BAFCcult BAFCcult
4384 P 4409 E 4410 E 4413 P 4416 E 4451 P

BAFCcult 4384 P 1 -- -- - - -

BAFCcult 4409 E 0,21 1 -- -- - -
BAFCcult 4410 E 0,21 0,22 1 -- - -
BAFCcult 4413 P 0,23 0,30 0,21 1 - -
BAFCcult 4416 E 0,27 0,21 0,24 0,24 1 -
BAFCcult 4451 P 0,17 0,25 0,21 0,36 0,17 1

Tabla 15: Similitud de secuencias para la region del gen de la B-tubulina de cepas endofiticas y
patogénicas de Nodulisporium aisladas en este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado
como patdgeno.

Analisis filogenético de las cepas asignadas a la especie Coprinopsis cinerea

Region ITS

El analisis de maxima parsimonia por homologias estdtica incluyd 34 secuencias
de referencia (Tabla 4) mas la correspondiente al aislamiento (BAFCcult 4361). El
andlisis di6 como resultado 245 arboles filogenéticos de maxima parsimonia (L= 551;
Ci= 62; Ri= 86). Se obtuvieron 228 caracteres informativos (27 % del total de caracteres
iniciales) en las secuencias incluidas en el analisis. A partir del arbol consenso de
mayoria se observo que las secuencias de la cepa obtenida en este trabajo se ubicd en un
mismo clado junto con la gran mayoria de las secuencias de Coprinopsis cinerea, con
un soporte de 100 %. So6lo dos secuencias de C. cinerea (JN943122 y JN94328) se
ubicaron en un clado separado, cercanas a Coprinopsis radiata. Las secuencias de
Coprinopsis conformaron un clado claramente separado de las de Coprinellus (Boostrap
100 %), incluyendo las 4 secuencias de Coprinellus micaceus argentinas (Robles ef al.,
2011).

Al realizar el andlisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 500000 generaciones,
descartando luego el 25 % de los arboles. La secuencia de este trabajo se agrupd con
otras secuencias de C. cinerea con una probabilidad de 1 (Fig. 47).

Al realizar el andlisis de homologias dinamicas aplicando el costo a) el arbol de
mayor parsimonia obtenido tuvo un costo de 4475. La secuencia obtenida durante este
trabajo se ubico junto con secuencias de C. cinerea en un mismo clado (soporte de
Bremer 2085). Salvo por una secuencia de Coprinopsis stercorea (FM878028), el resto

de las secuencias de Coprinopsis se agruparon en un clado diferente (soporte de Bremer
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1135). Las secuencias de Coprinellus aparecieron en un clado diferente (soporte muy
elevado) (Fig. 48). Al aplicar el costo b), el arbol mas parsimonioso tuvo un costo de
5200. La secuencia de este trabajo se agrup6 con otras 3 secuencias de C. cinerea
(EU168109, FJ713066 y FJ713078) con un alto soporte de Bremer (2595).

Al incluir en los analisis las muestras ambientales (environmental samples)
disponibles en el GenBank, por medio del BLAST, se obtuvieron varias secuencias con
un alto grado de similitud con la secuencia de este trabajo:

- Con una Identidad de 100 % y 100 % de Query coverage, una muestra ambiental
obtenida de suelo (GQ219811), en Alemania (Christ ef al., 2011) y otra obtenida de
muestras de aire (GQ851873), en Europa Central (Frohlich-Nowoisky et al., 2009).

- Con una Identidad de 99 % y Query coverage= 98-97 %, 4 muestras obtenidas de
compost de residuos urbanos, de Noruega y Finlanda (FM177671-FM173072-
AM711462 y AM711366) (Hultman et al., 2008a; 2008b; 2010).

- Con una Identidad de 98-97 % y Query coverage= 100 %, muestras obtenidas a
partir de raiz de Bouteloua gracilis, en Nuevo México, EE.UU. (Porras-Alfaro et al.,
2008) (EU144562 - EU144563 - EU144568 - EU144569 - EU144571 - EU144572 -
EU144573 - EU144576 - EU144579 - EU144580 - EU144588 - EU144589 -
EU144595- EU144596 - EU144598 y EU144601).

Anélisis filogenético de las cepas asignadas a la especie Granulobasidium vellereum

Region ITS

El andlisis de mdxima parsimonia por homologias estaticas incluyod 24 secuencias
de referencia (Tabla 5) mas las correspondientes a los aislamientos (BAFCcult 4362,
4363, 4365-4367). El andlisis dio como resultado 9 arboles filogenéticos de maxima
parsimonia (L= 1421; Ci= 58; Ri= 79). Se obtuvieron 437 caracteres informativos (20
% del total de caracteres iniciales) en las secuencias incluidas en el analisis. A partir del
arbol consenso de mayoria se observd que las 4 secuencias pertenecientes a las cepas
obtenidas en este trabajo se ubicaron en un mismo clado, junto con dos secuencias de
Hypochnicium vellereum (AY 787674 y HE586734) con un muy alto soporte (99 %). A
su vez, este clado se asocid a las restantes secuencias pertenecientes a especies de la
familia Cyphellaceae (Boostrap 96 %). Las secuencias de distintas especies de

Hypochnicium se ubicaron en un clado separado (Boostrap 98 %). Una secuencia de G.
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vellereum (DQ205683) se ubicd en el mismo clado que los restantes Hypochnicium,
aunque esta asociacion no se mantuvo al realizar el soporte de Boostrap, quedando por
fuera de los clados principales.

Al realizar el andlisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 500000 generaciones,
descartando luego el 25 % de los arboles. Las secuencias de este trabajo se ubicaron en
un clado hermano con una secuencia de H. vellereum (AY787674) con una probabilidad
de 0,99 y estas a su vez se ubicaron cercanas a otra secuencia de H. vellereum
(HE586734), con una probabilidad de 1. La restante secuencia de esta especie se ubicod
separada. Las secuencias de Hypochnicium se ubicaron en un clado diferente a las de la
familia Cyphellaceae (Fig. 49).

Al realizar el analisis de homologias dinamicas aplicando el costo a) el arbol mas
parsimonioso tuvo un costo de 7833. Las secuencias de este trabajo BAFCcult 4362 y
4367 se agruparon en un mismo clado con una secuencia de H. vellereum (AY787674)
(soporte de Bremer: 289). Las secuencias de especies de Hypochnicium se agruparon en
un clado diferente a las restantes secuencias, todas pertenecientes a la familia
Cyphellaceae, con un soporte muy alto (Fig. 50). Al aplicar el costo b), el arbol de
mayor parsimonia fue de costo 9069. Las secuencias de este trabajo se agruparon con 2
secuencias de H. vellereum con un alto soporte de Bremer (6621), las mismas con las
que se agruparon bajo homologias dinamicas. En esta ocasion no hubo una separacion
tan clara entre secuencias de Hypochnicium y secuencias de la familia Cyphellaceae
como bajo el costo a).

Al incluir en los analisis las muestras ambientales (environmental samples)
disponibles en el GenBank, por medio del BLAST, no se obtuvieron resultados

significativos.

Anélisis filogenético de las cepas asignadas al género Hymenochaete

Region ITS

El andlisis de mdxima parsimonia por homologias estdticas incluyd 39 secuencias
de referencia (Tabla 6) mas la correspondiente al aislamiento (BAFCcult 4387). El
analisis di6 como resultado 9 arboles filogenéticos de maxima parsimonia (L= 1453;
Ci= 45; Ri= 73). Se obtuvieron 375 caracteres informativos (37 % del total de caracteres

iniciales) en las secuencias incluidas en el analisis. A partir del arbol consenso de
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mayoria se observo que la secuencia de la cepa obtenida en este trabajo se ubicé en un
mismo clado con otras secuencias del genero Hymenochaete (Boostrap 100%), si bien
no se asocid con una especie en particular.

Al realizar el andlisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 1500000 y 2000000
generaciones, descartando luego el 25 % de los arboles. Con 1500000 generaciones se
lleg6 a una desviacion estandar menor a 0,01. La secuencia de la cepa obtenida en este
trabajo se ubicé en un mismo clado con otras secuencias del género Hymenochaete
(probabilidad bayesiana a posteriori: 1), si bien no se asocidé con una especie en
particular (Fig. 51).

Al realizar el andlisis de homologias dinamicas aplicando el costo a) el arbol mas
parsimonioso obtenido tuvo un costo de 5319. La secuencia de este trabajo se agrupo
como grupo hermano con la secuencia de Hymenochaete spreta con un alto soporte
(Bremer 194) (Fig. 52). Al aplicar el costo b), el arbol de mayor parsimonia tuvo un
costo total de 6267. La secuencia de este trabajo se agrupo en un mismo clado con
Hymenochaete spreta, Hymenochaete rigidula e Hymenochaete lenta (soporte de
Bremer 218).

Al incluir en los analisis las muestras ambientales (environmental samples)
disponibles en el GenBank, por medio del BLAST, se obtuvo una secuencia: GenBank
Accession GU721341, con la que mostro una compatibilidad de identidad de 97% y 100
% de Query coverage. Sin embargo, no se traté de una muestra ambiental endofitica, o

presente en madera, sino que fue obtenida a partir de polvo de interiores (Noris et al.,

2011).

Anélisis filogenético de las cepas asignadas a la especie Inonotus rickii

Region ITS

El andlisis de maxima parsimonia por homologias estaticas incluyod 45 secuencias
de referencia (Tabla 7) mas las correspondientes a los aislamientos (BAFCcult 3300,
3304, 3305, 3307, 3308, 3316, 4301-4305). El analisis di6 como resultado 1385 arboles
filogenéticos de méaxima parsimonia (L= 1517; Ci= 56; Ri= 77). Se obtuvieron 469
caracteres informativos (42% del total de caracteres iniciales) en las secuencias
incluidas en el andlisis. A partir del arbol consenso de mayoria se observéd que todas las

secuencias de este trabajo se ubicaron en un mismo clado con secuencias de Inonotus
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rickii de distintos origenes (Boostrap 80 %). Las excepciones fueron las secuencias
AYO072026 (Inonotus quercustris) y AY072024 (Inonotus patouillardii), ambas de
cepas de Argentina que se ubicaron dentro de este mismo clado. Las secuencias de las 3
cepas endofiticas (BAFCcult 4301-4303) se ubicaron juntas, junto con la secuencia de
una de las cepas patogénicas (BAFCcult 3300).

Al realizar el andlisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 1000000
generaciones, descartando luego el 25 % de los arboles. Al igual que con el analisis de
maxima parsimonia anterior, todas las secuencias de este trabajo se ubicaron en un
mismo clado con secuencias de Inonotus rickii, aunque con una probabilidad baja
(0,59). Se recupero6 el clado entre las secuencias de las 3 cepas endofiticas (BAFCcult
4301-4303) y la secuencia de BAFCcult 3300 con una probabilidad de 0,94 (Fig. 53).

Al realizar el analisis de homologias dinamicas aplicando el costo a) el arbol mas
parsimonioso tuvo un costo de 8819 y al aplicar el costo b), el arbol de mayor
parsimonia fue de costo 10758. Para ambos costos, no se observd un tnico clado que
agrupara a todas las secuencias de este trabajo, aunque todas se ellas se ubicaron en los
mismos clados que otras secuencias de Inonotus rickii (valores de Bremer positivos).
No se observo una asociacion entre las secuencias de cepas endofiticas entre si (Fig.
54).

Al incluir en los analisis las muestras ambientales (environmental samples)
disponibles en el GenBank, por medio del BLAST, no se obtuvieron resultados
significativos.

Al evaluar la similitud entre las secuencias de /. rickii endofiticas y patogénicas sin

alinear, no se observaron diferencias conspicuas en la similitud de las secuencias (Tabla

16).

124



Resultados

BAFCcult 3300P 3304P 3305P 3307P 3308P 3316P 4301 E 4302E 4303 E 4304P 4305P
3300 P 1 -- -- -- -- -- -- -- -- -- --
3304 P 0,29 1 -- -- -- -- -- -- -- -- --
3305 P 0,19 0,18 1 -- -- -- -- -- -- -- --
3307 P 0,25 0,25 0,18 1 -- -- -- -- -- -- --
3308 P 0,25 0,20 0,22 0,22 1 -- -- -- -- -- --
3316 P 0,23 0,22 0,20 0,23 0,27 1 -- -- -- --
4301 E 0,25 0,25 0,19 0,25 0,24 0,25 1 -- -- -- --
4302 E 0,22 0,22 0,17 0,22 0,23 0,22 0,24 1 -- -- --
4303 E 0,22 0,22 0,22 0,22 0,24 0,26 0,24 0,27 1 -- --
4304 P 0,24 0,22 0,17 0,25 0,21 0,24 0,23 0,22 0,23 1 --
4305 P 0,27 0,25 0,18 0,24 0,26 0,24 0,23 0,21 0,27 0,23 1

Tabla 16: Similitud de secuencias para la region ITS1/ITS2 de cepas endofiticas y patogénicas
de I. rickii aisladas en este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como patdgeno.

Region p-tubulina

El andlisis de maxima parsimonia por homologias estdticas incluyd las 11
secuencias correspondientes a los aislamientos (BAFCcult 3300, 3304, 3305, 3307,
3308, 3316, 4301-4305). El analisis di6 como resultado 2 arboles filogenéticos de
maxima parsimonia (L= 325; Ci= 65; Ri= 55). Se obtuvieron 140 caracteres
informativos (23 % del total de caracteres iniciales) en las secuencias incluidas en el
analisis. A partir del arbol consenso de mayoria se observo que las secuencias de las
cepas BAFCcult 3307 y 4304, ambas patogénicas, se ubicaron un clado separado del
resto de las cepas, con un alto valor de Boostrap (100%). El resto de las secuencias se
agruparon en un mismo clado (Boostrap 100 %) pero no mostraron una separacion clara
entre aquellas endofiticas y las patogénicas.

Al realizar el andlisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 1000000-1200000
generaciones, descartando luego el 25 % de los arboles. Al igual que con el analisis de
maxima parsimonia bajo homologias estaticas, las secuencias de las cepas BAFCcult
3307 y 4304 se ubicaron en un mismo clado con muy alta probabilidad (1). Se
reconocen dos clados mas, uno conformado por las cepas BAFCcult 3304 y 4305,
ambas patogénicas, con una probabilidad alta (0,98), y otro por las secuencias de
BAFCecult 3305, 3308, 3316, todas patogénicas y la secuencia de BAFCcult 4303, una
cepa endofitica (probabilidad 0,55). El clado conformado solamente por BAFCcult
3305, 3308 y 4303, presentd una probabilidad a posteriori mas alta (0,77) (Fig. 55).
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Resultados

Al realizar el analisis de homologias dinamicas aplicando el costo a) se obtuvieron
5 arboles mas parsimoniosos con costo 1275 y al aplicar el costo b), se obtuvieron 5
arboles mas parsimoniosos con costo 1556. Para ambos costos, se observd que
BAFCcult 3307 y 4304 se ubicaron en un mismo clado al igual que en el caso de los
analisis anteriores, con altos valores de soporte. El resto de las secuencias no formaron
clados distintivos que se mantuvieran para ambos costos, y no se observo asimismo una
asociacion entre las secuencias de cepas endofiticas o entre las secuencias de cepas
patogénicas (Fig. 56).

Al incluir en los analisis las muestras ambientales (environmental samples)
disponibles en el GenBank, por medio del BLAST, no se obtuvieron resultados
significativos.

Al evaluar la similitud entre las secuencias de /. rickii endofiticas y patogénicas sin
alinear, se observdé una alta similitud de secuencias entre cepas endofiticas y
patogénicas (BAFCcult 3300 y 4303; BAFCcult 33004 y 4303; y BAFC 3316 y 4302)
(Tabla 17).

BAFCcult 3300P 3304P 3305P 3307P 3308P 3316P 4301 E 4302E 4303E 4304P

4305 P

3300 P 1 - - - - - - - - -
3304 P 0,82 1 - - - - - - - -
3305 P 0,20 0,22 1 - - - - - - -
3307 P 0,28 0,26 0,23 1 - - - - - -
3308 P 0,24 0,23 0,20 0,20 1 - - - - ~
3316 P 0,30 0,30 0,30 0,25 0,17 1 - - ~
4301 E 0,19 0,22 0,26 0,27 0,18 0,27 1 - - ~
4302 E 0,31 0,29 0,31 0,25 0,16 0,85 0,28 1 - -
4303 E 0,81 0,75 0,24 0,26 0,22 0,39 0,25 0,41 1 ~
4304 P 0,28 0,24 0,23 0,22 0,18 0,36 0,23 0,39 0,30 1
4305 P 0,24 0,25 0,43 0,25 0,59 0,24 0,25 0,26 0,28 0,22

Tabla 17: Similitud de secuencias para la region del gen de la B-tubulina de cepas endofiticas y
patogénicas de /. rickii aisladas en este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como
patogeno.

Anélisis filogenético de las cepas asignadas a la especie Phanerochaete chrysosporium

Region ITS

126



Resultados

El andlisis de maxima parsimonia por homologias estaticas incluyo 41 secuencias
de referencia (Tabla 8) mas la correspondiente al aislamiento (BAFCcult 4415). El
andlisis di6 como resultado 12 arboles filogenéticos de maxima parsimonia (L= 722;
Ci= 56; Ri= 69). Se obtuvieron 238 caracteres informativos (22 % del total de caracteres
iniciales) en las secuencias incluidas en el andlisis. A partir del arbol consenso de
mayoria se observdo que la secuencia de este trabajo se agrupd con las restantes
secuencias de Phanerochaete chrysosporium con un soporte de Boostrap 82 %.

Al realizar el andlisis bayesiano, se realizaron 3 corridas con 2500000
generaciones, descartando luego el 25 % de los arboles. La secuencia de la cepa aislada
en este trabajo se asocid a secuencias de P. chrysosporium, con una probabilidad de
0,97 (Fig. 57).

Al realizar el analisis de homologias dinamicas aplicando el costo a) el arbol mas
parsimonioso tuvo un costo de 5478 y al aplicar el costo b), el arbol de mayor
parsimonia fue de costo 5783. En ambos casos la secuencia de este trabajo se agrupo en
un mismo clado con otras secuencias de Phanerochaete chrysosporium con un alto
soporte de Bremer (560) para el costo a (Fig. 58).

Al incluir en los analisis las muestras ambientales (environmental samples)
disponibles en el GenBank, por medio del BLAST, se obtuvieron los siguientes
resultados:

- Muestras ambientales de filtros de aires en Alemania (GenBank n® GQ851705,
GQ851702, GUO053824, GU053821, GQ851704, GQ851703, GU054310, GUO53835)
(Christ et al., 2011). Identidad= 97-99 %; Query coverage= 99-100 %.

- Muestra ambiental de compost de residuos agricolas en China (GenBank n°
JX546609) (Zhang et al., 2012 no publicado). Identidad= 97 %; Query coverage= 100
%.
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Figura 43: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de mayoria (50%) de especies de Daldinia ¢ Hypoxylon basadas en las regiones ITS1/ITS2, a partir
de 43 secuencias y 1159 caracteres nucleotidicos, segin el modelo K2P+G. Las probabilidades a posteriori se indican sobre las ramas en negrita y los
valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias estaticas) se indican en italica. En rojo se muestran las secuencias obtenidas en
este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como patogeno.
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Figura 44: Arbol mas parsimonioso obtenido a partir de secuencias ITS de especies
de Daldinia e Hypoxylon bajo andlisis de maxima parsimonia por homologias
dindmicas. Sobre las ramas se muestran los soportes de Bremer positivos para el
costo a). Los valores bajo las ramas en itdlica indican los soportes de Bremer para
los clados que permanecieron al aplicar el costo b). En rojo se indican las secuencias
obtenidas en este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como patogeno. ©° :
numero muy elevado.
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Figura 45: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de mayoria (50%) de especies de Daldinia ¢ Hypoxylon para la region del gen de la p-tubulina a partir
de 33 secuencias y 1770 caracteres nucleotidicos, segin el modelo K2P+I+G. Las probabilidades a posteriori se indican sobre las ramas en negrita y los
valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias estaticas) se indican en italica. En rojo se muestran las secuencias obtenidas en
este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como patogeno.
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Figura 46: Arbol mas parsimonioso obtenido a partir de secuencias del gen de la p-tubulina,
para las secuencias de Nodulisporium obtenidas, bajo analisis de maxima parsimonia por
homologias dinamicas. Sobre las ramas se muestran los soportes de Bremer positivos para el
costo a). Los valores bajo las ramas en italica indican los soportes de Bremer para los clados
que permanecieron al aplicar el costo b). E: aislado como endofito. P: aislado como
patdgeno. @ : nimero muy elevado.
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Figura 47: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de mayoria (50%) de especies de Coprinopsis y Coprinellus basadas en las regiones
ITS1/ITS2, a partir de 36 secuencias y 827 caracteres nucleotidicos, segiin el modelo JC+G. Las probabilidades a posteriori se indican sobre las
ramas en negrita y los valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias estaticas) se indican en italica. En rojo se muestra

la secuencia obtenida en este trabajo.
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Figura 48: Arbol mas parsimonioso obtenido a partir de secuencias ITS de
especies de Coprinellus y Coprinopsis bajo andlisis de maxima parsimonia por
homologias dindmicas. Sobre las ramas se muestran los soportes de Bremer
positivos para el costo a). Los valores bajo las ramas en italica indican los
soportes de Bremer para los clados que permanecieron al aplicar el costo b).En
rojo se indica la secuencia obtenida en este trabajo. ©° : nimero muy elevado.
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Figura 49: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de mayoria (50%) de especies de Campanophyllum,
Cheimonophyllum, Chondrostereum, Cyphella, Granulobasidium e Hypochnicium basadas en las regiones [TS1/ITS2, a
partir de 30 secuencias y 2105 caracteres nucleotidicos, segin el modelo K2P+G. Las probabilidades a posteriori se
indican sobre las ramas en negrita y los valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias
estaticas) se indican en italica. En rojo se muestran las secuencias obtenidas en este trabajo.
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Figura 50: Arbol mas parsimonioso obtenido a partir de secuencias ITS de especies de
Campanophyllum, Cheimonophyllum, Chondrostereum, Cyphella, Granulobasidium y
Hypochnicium bajo andlisis de maxima parsimonia por homologias dindmicas. Sobre
las ramas se muestran los soportes de Bremer positivos para el costo a). Los valores
bajo las ramas en italica indican los soportes de Bremer para los clados que
permanecieron al aplicar el costo b).En rojo se indican las secuencias obtenidas en este
trabajo. ©° : nimero muy grande.
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Figura 51: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de mayoria (50%) de especies de Hymenochaete y Pseudochaete basadas en las regiones
ITS1/ITS2, a partir de 41 secuencias y 1007 caracteres nucleotidicos, segin el modelo T3P+G. Las probabilidades a posterior se indican sobre
las ramas en negrita y los valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias estaticas) se indican en italica. En rojo se
muestra la secuencia obtenida en este trabajo.
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Figura 52: Arbol mais parsimonioso obtenido a partir de secuencias ITS de
especies de Hymenochaete y Pseudochaete bajo analisis de maxima parsimonia
por homologias dindmicas. Sobre las ramas se muestran los soportes de Bremer
positivos para el costo a). Los valores bajo las ramas en italica indican los
soportes de Bremer para los clados que permanecieron al aplicar el costo b). En
rojo se indica la secuencia obtenida en este trabajo. ©° : nimero muy grande.
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Figura 53: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de mayoria (50%) de especies de Inocutis e Inonotus basadas en las regiones ITS1/ITS2, a
partir de 57 secuencias y 1106 caracteres nucleotidicos, segun el modelo K2+G. Las probabilidades a posteriori se indican sobre las ramas en
negrita y los valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias estaticas) se indican en italica. En rojo se muestran las
secuencias obtenidas en este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como patogeno.
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Figura 54: Arbol mas parsimonioso obtenido a partir de secuencias ITS de especies
de Inocutis e Inonotus bajo analisis de maxima parsimonia por homologias
dindmicas. Sobre las ramas se muestran los soportes de Bremer positivos para el
costo a). Los valores bajo las ramas en itdlica indican los soportes de Bremer para
los clados que permanecieron al aplicar el costo b). En rojo se indican las secuencias
obtenidas en este trabajo. E: aislado como endofito. P: aislado como patogeno. ©° :
numero muy elevado.
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Figura 55: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de mayoria (50%) para las secuencias de Inonotus rickii obtenidas, para la region del gen de
la B-tubulina, a partir de 12 secuencias y 615 caracteres nucleotidicos, segin el modelo K2P+G. Las probabilidades a posteriori se indican
sobre las ramas en negrita y los valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias estaticas) se indican en italica. E:
aislado como endofito. P: aislado como patdgeno.
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Figura 56: Arbol més parsimonioso obtenido a partir de secuencias del gen de la B-tubulina
para las secuencias de Inonotus rickii obtenidas bajo analisis de maxima parsimonia por
homologias dindmicas. Sobre las ramas se muestran los soportes de Bremer positivos para el
costo a). Los valores bajo las ramas en italica indican los soportes de Bremer para los clados
que permanecieron al aplicar el costo b). E: aislado como endofito. P: aislado como
patogeno. ©9 : niimero muy elevado.
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Figura 57: Inferencia bayesiana. Arbol consenso de la mayoria (50%) de especies de Phanerochaete basadas en las regiones ITS1/ITS2, a partir de
43 secuencias y 1080 caracteres nucleotidicos, segun el modelo K2P+G. Las probabilidades a posteriori se indican sobre las ramas en negrita y los
valores de Boostrap mayores a 50% (a partir del analisis de homologias estaticas) se indican en italica. En rojo se muestra la secuencia obtenida en

este trabajo.
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Figura 58: Arbol mas parsimonioso obtenido a partir de secuencias ITS de especies de
Phanerochaete bajo analisis de maxima parsimonia por homologias dindmicas. Sobre las
ramas se muestran los soportes de Bremer positivos para el costo a). Los valores bajo las
ramas en italica indican los soportes de Bremer para los clados que permanecieron al
aplicar el costo b). En rojo se indica la secuencia obtenida en este trabajo. S : nfimero
muy elevado.
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4. Registro de presencia de oxidasas extracelulares

Se evalu6 la actividad de oxidasas para las cepas de basidiomicetes y Xylariales
aisladas en medio con 4cido tanico, medio con acido galico, medio con tirosina, medio
con guayacol y medio con paracresol. En la Tabla 18 y las Figuras 59-66 detallan los
resultados de los ensayos realizados.

Se registr6 la presencia de oxidasas extracelulares principalmente en la cepa de
Hymenochaete sp. e Inonotus rickii endofitico. Phanerochaete chrysosporium, por el
contrario, no evidencid reaccion positiva en ningun medio. Coprinopsis cinerea y
Granulobasidium vellereum mostraron poca o nula reaccion de oxidasas (C. cinerea
solo en medio con guayacol) y esto estuvo en concordancia con la ausencia de pérdida
de peso de la madera en presencia de estas cepas. Hymenochaete sp. produjo reacciones
positivas de oxidasas aunque esto no se vio reflejado en los ensayos de degradacion de
madera de platano en los cuales caus6 una pérdida de peso no significativa. Ambas
cepas de Nodulisporium presentaron reaccion de oxidasas positivas en medio con acido
galico y causaron relativamente altos porcentajes de pérdida de peso en la madera (cerca
de 20%). La cepa de Trichosporon sporotrichoides no presentd reaccion positiva en

ningun medio de oxidasas.

Acido Acido

galico tanico  Guayacol Paracresol Tirosina
Nodulisporium sp. (BAFCcult 4416) E ++c -c - - -c
Nodulisporium sp. (BAFCcult 4384) P +++ ++c - - -c
C. cinerea (BAFCcult 4361) E - - +++ - -c
G. vellereum (BAFCcult 4362) E - - - -c -
Hymenochaete sp. (BAFCcult 4387) P +++ +++c - ++ +++c
1. rickii (BAFCcult 4402) E 4+ +++ ++ ++c ++
P. chrysosporium (BAFCcult 4415) E -c - - -c -c
T. sporotrichoides (BAFCcult 4404) E -c -c - - -c

Tabla 18: Produccion in vitro de oxidasas por parte de cepas endofiticas y patogénicas aisladas de madera de
P. acerifolia. El ensayo se realizo durante 1 semana a 24°C en oscuridad. - = indica ausencia de zona de
difusion; + = indica presencia de zona de difusion. El nimero de signos + da una medida cualitativa de la
intensidad de la zona de difusién. c¢: con crecimiento micelial. E: aislado como endofito. P: aislado como
patogeno.

144



Resultados

Figura 59: Nodulisporium sp. endofitico. BAFCcult 4416. (A) reaccion con acido
galico: +++, con crecimiento. (B) reaccion con acido tanico: -, con crecimiento. (C)
reaccion con guayacol: -, sin crecimiento. (D) reaccion con paracresol: -, sin
crecimiento. (E) reaccion con tirosina: -, con crecimiento.
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Figura 60: Nodulisporium sp. patogénico BAFCcult 4384. (A) reaccion con acido
galico: +++, con crecimiento. (B) reaccion con acido tanico: ++, con crecimiento. (C)
reaccion con guayacol: -, sin crecimiento. (D) reaccidon con paracresol: -, sin
crecimiento. (E) reaccion con tirosina: -, con crecimiento.
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Figura 61: Coprinopsis cinerea. (A) reaccion con acido galico: -, sin crecimiento.
(B) reaccion con acido tanico: -, sin crecimiento. (C) reaccion con guayacol: +++,
sin crecimiento. (D) reaccidén con paracresol: -, sin crecimiento. (E) reaccién con
tirosina: -, con crecimiento.
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Figura 62: Granulobasidium vellereum. (A) reaccion con acido galico: -, sin
crecimiento. (B) reaccion con acido tdnico: -, sin crecimiento. (C) reacciéon con
guayacol: -, sin crecimiento. (D) reaccidon con paracresol: -, con crecimiento. (E)
reaccion con tirosina: -, sin crecimiento.
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Figura 63: Hymenochaete sp. (A) reaccion con acido gélico: +++, sin crecimiento.
(B) reaccion con acido tanico: +++, con crecimiento. (C) reaccion con guayacol: -, sin
crecimiento. (D) reaccion con paracresol: ++, sin crecimiento. (E) reaccién con
tirosina: +++, con crecimiento.
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Figura 64: Inonotus rickii endofitico. (A) reaccion con acido galico: +++, sin
crecimiento. (B) reaccion con acido tanico: +++, sin crecimiento. (C) reaccién con
guayacol: ++, sin crecimiento. (D) reaccién con paracresol: ++, con crecimiento.
(E) reaccion con tirosina: ++, sin crecimiento.
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Figura 65: Phanerochaete chrysosporium. (A) reaccion con acido galico: -, con
crecimiento. (B) reaccion con acido tdnico: -, sin crecimiento. (C) reaccidén con
guayacol: -, sin crecimiento. (D) reaccién con paracresol:-, con crecimiento. (E)
reaccion con tirosina: -, con crecimiento.
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Figura 66: Trichosporon sporotrichoides. (A) reaccion con acido galico: -, con
crecimiento. (B) reaccion con acido tanico: -, con crecimiento. (C) reacciéon con
guayacol: -, sin crecimiento. (D) reacciéon con paracresol: -, sin crecimiento. (E)
reaccion con tirosina: -, con crecimiento.
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5. Ensayos de degradacion in vitro

Se evalud in vitro la pérdida de peso seco causada por los basidiomicetes
detectados y las cepas de Nodulisporium (Xylariaceae) con el fin de evaluar la
capacidad degradadora de estos organismos en madera de platano.

Luego de 3 meses de incubacion en oscuridad a 24°C, las probetas de madera
fueron retiradas y limpiadas en condiciones estériles para su posterior secado y pesado.
En todos los tratamientos, la superficie de las probetas se hallaba cubierta enteramente
por micelio al final del ensayo (Fig. 67).

Las diferentes cepas produjeron distintos valores de pérdida de peso en la madera
(Tabla 19; Fig. 68). La cepa de Phanerochaete chrysosporium (BAFCcult 4415) resulto
ser la mas agresiva, causando una pérdida de peso de poco mas del 20%. Las cepas de
Nodulisporium sp. (BAFCcult 4384 y 4416) causaron pérdidas de peso ligeramente
menores. Granulobasidium vellereum (BAFCcult 4362), aislado como endofito de
madera, produjo la menor pérdida de peso, menor a 1%, semejante al valor control. El
rango de pérdidas de peso registradas para el resto de las cepas evaluadas fue de entre y
2 y 14% aproximadamente.

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos al analizarlos con
ANOVA (F=315,43; p<0,01, gl= 7). Cuando se compararon las medias por contrastes,
las diferencias entre los valores de pérdida de peso seco resultaron significativas
(p<0,01) para todos los tratamientos a excepcion de las probetas tratadas con

Granulobasidium vellereum (p<0,01) (Tabla 1° anexo).
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Figura 67: Aspecto de los tubos al
finalizar el ensayo de degradacion. — (A)
Control. — (B) C. cinerea. — (C) G.
vellereum. (D) Hymenochaete sp. - (E) L.
rickii endofitico. — (F) Nodulisporium sp.
endofitico BAFCcult 4416. - (Q)
Nodulisporium sp. patogénico BAFCcult
4384. — (H) P. chrysosporium.

Tratamiento

Promedio (%)

DE (%)

C. cinerea (BAFCcult 4361) E
G. vellereum (BAFCcult 4362) E
Hymenochaete sp. (BAFCcult 4387) P
1. rickii (BAFCcult 4302) E
Nodulisporium sp. (BAFCcult 4384) P
Nodulisporium sp. (BAFCcult 4416) E
P. chrysosporium (BAFCcult 4415) E

Control

1,73
0,41
3,11
13,68
16,29
19,18
21,64
0,31

0,58
0,56
1,31
2,88
4,55
4,99
4,44
0,47

Tabla 19: Porcentajes de pérdida de peso seco. Promedio y desviacion estandar
(DE) para cada tratamiento. N= 20. E: aislado como endofito. P: aislado como

patogeno.
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P.c. N. sp. E N. sp. P l.r. H. sp. G.v. Control

Tratamientos

Figura 68: Porcentaje de pérdida de peso seco en probetas de P. acerifolia. P. ¢.= Phanerochaete
chrysosporium; N. sp. E= Nodulisporium sp. endofitico BAFCcult 4416; N. sp. P Nodulisporium
sp. patégeno BAFCcult 4384; I. r.= Inonotus rickii; H. sp.= Hymenochaete sp.; C. c= Coprinopsis
cinerea; G. v= Granulobasidium vellereum. Las letras diferentes indican diferencias significativas
entre las medias segin ANOVA de 1 factor y test de Tukey (HSD) (p<0,01). N= 20 para todos los
tratamientos.

Al analizar las medias por contrastes, no se encontraron diferencias significativas
entre los valores de degradacion causados por las cepas endofitica y patogénica de
Nodulisporium (p=0,23) (Tabla 1°).

Finalmente, al comparar la cepa endofitica de [nonotus rickii aislada de P.
acerifolia en este trabajo, con la cepa patogénica de esta misma especie (Robles et al.,
2011) se observod las pérdidas de peso seco resultaron significativamente diferentes
(ANOVA F= 44,04; p<0,0001). La cepa de I rickii aislada de platanos sintomaticos
(Robles ef al., 2011) produjo una pérdida de peso seco de 8,4 + 2,2 % mientras que la

pérdida de peso seco causada por la cepa endofitica fue de 13,7 +2,9 %.
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6. Control biolégico

6.1. Ensayos de confrontacion en cultivos duales

En las Tablas 20-23 pueden observarse los resultados cualitativos de los cultivos
duales entre especies xiléfagas y antagonistas saprofitos y endofiticos y los porcentajes
de inhibicion de crecimiento de la colonia, luego de un mes de ensayo. En las Figuras
69-72 se detallan las curvas de crecimiento de los xilofagos durante los ensayos en
presencia de los diferentes antagonistas.

Las colonias de las cepas endofitica y saprofitica de 7. harzianum crecieron sobre
las colonias de los xilofagos (sobrecrecimiento del antagonista) en casi todos los casos,
tanto al ser inoculadas antes o después que los xilofagos. Granulobasidium vellereum
mostr6 antagonismo contra G. resinaceum, I. rickii y contra B. adusta solamente al ser
inoculado en primer lugar. /nonotus rickii fue el Gnico xilofago afectado en alguna
medida por todos los antagonistas evaluados.

En las Figuras 73-76 se muestra el aspecto de los cultivos duales (anverso y
reverso) luego de 1 mes de cultivo y en la Figura 77 el aspecto de las colonias control de

los antagonistas luego de 1 mes de ensayo.

B. adusta G. resinaceum
Antagonista 1° antagonista  1° xilofago  1° antagonista  1° xiléfago
A. alternata S - - + (1) _
A. alternata E - - + -
C. cladosporioides S - - - -
C. cladosporioides E - - - -
T. harzianum S ++ ++ /- ++ ++
T. harzianum E ++ - ++ 4
C. cinerea E - - - -
G. vellereum E + - + +

T. sporotrichoides E - - - -

Tabla 20: Resultados de enfrentamientos en cultivos duales entre antagonistas saprofitos y
endofitos y basidiomicetes xilofagos (B. adusta y G. resinaceum), todos obtenidos a partir de
madera de platano, luego de 1 mes de cultivo. S: aislado como saprofito. E: aislado como
endofito. ++= sobrecrecimiento del antagonista sobre el xilofago; += el antagonista impide el
normal crecimiento del xiléfago, sin sobrecrecimiento; - = sobrecrecimiento del xiléfago sobre
el antagonista; (1)= xiléfago crece sobre el antagonista, aunque mas lento que el control; ++/- =
en algunas réplicas se observa sobrecrecimiento del antagonista y en otras sobrecrecimiento del
xiléfago.
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l. rickii T. trogii
Antagonista 1° antagonista  1° xiléfago  1° antagonista  1° xil6fago
A. alternata S ++ + - -
A. alternata E + (1) + - -
C. cladosporioides S + + - -
C. cladosporioides E + + - -
T. harzianum S ++ ++ ++ ++
T. harzianum E ++ ++ ++ +/-
C. cinerea E + + - -
G. vellereum E ++ ++ +/- - (1)
T sporotrichoides E - (1) - (1) - -

Tabla 21: Resultados de enfrentamientos en cultivos duales entre endofitos y basidiomicetes
xiléfagos (1. rickii y T. trogii), todos obtenidos a partir de madera de platano, luego de 1 mes
de cultivo. S: aislado como saprofito. E: aislado como endofito. ++= sobrecrecimiento del
antagonista sobre el xilofago; += el antagonista impide el normal crecimiento del xilofago, sin
sobrecrecimiento; - = sobrecrecimiento del xilofago sobre el antagonista; (1)= xiléfago crece
sobre el antagonista, aunque mas lento que el control; ++/- = en algunas réplicas se observa
sobrecrecimiento del antagonista y en otras sobrecrecimiento del xiloéfago.

B. adusta G. resinaceum
Antagonista 1° antagonista  1° xilofago 1° antagonista 1° xilotago
A. alternaria S 0 0 45,75 3,25
A. alternaria E 0 0 41,50 0
C. cladosporioides S 0 0 0 0
C. cladosporioides E 0 0 21 0
T. harzianum S 100 26,25 100 55
T. harzianum E 100 0 100 46,62
C. cinerea E 0 0 5 0
G. vellereum E 65,75 0 77,25 26,56
T. sporotrichoides E 0 0 0 0

Tabla 22: Inhibicion de crecimiento (%) en enfrentamientos en cultivos duales entre antagonistas
saprofitos y endofitos y basidiomicetes xilofagos (B. adusta y G. resinaceum), todos obtenidos a

partir de madera de platano, luego de 1 mes de cultivo. S: aislado como saprofito. E: aislado como
endofito.
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l. rickii T. trogii
Antagonista 1° antagonista  1° xilofago 1° antagonista 1° xilofago
A. alternaria S 82 63 12,5 0
A. alternaria E 90,13 65,87 4,87 0
C. cladosporioides S 42,42 38,4 0 0
C. cladosporioides E 69,87 50,4 5,62 0
T. harzianum S 100 88,27 100 45,25
T. harzianum E 100 88,27 100 12,5
C. cinerea E 58,67 43 0 0
G. vellereum E 96,53 73,6 34 0
T. sporotrichoides E 44,53 23,73 0 0

Tabla 23: Inhibicion de crecimiento (%) en enfrentamientos en cultivos duales entre antagonistas
saprofitos y endofitos y basidiomicetes xilofagos (1. rickii y T. trogii), todos obtenidos a partir de
madera de platano, luego de 1 mes de cultivo. S: aislado como saprofito. E: aislado como endofito.

Al realizar observaciones al microscopio de los diferentes cultivos duales, no se
observo una interaccion clara entre los micelios enfrentados. La excepcion fue la
combinacion entre 7. trogii y T. harzianum endofitico cuando el xilofago fue inoculado
en primer lugar. En este caso, la zona de interaccion adoptd una coloracion anaranjada,
observandose al microscopio hifas modificadas del basidiomicete, con paredes
irregulares, coloracion mas oscura y la presencia de estructuras globosas que parecieran

contener compuestos aceitosos (Fig. 78).
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Figura 69: Aumento del radio de la colonia (cm) de Bjerkandera adusta en presencia de los

antagonistas evaluados.
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Figura 70: Aumento del radio de la colonia (cm) de Ganoderma resinaceum en presencia de los
antagonistas evaluados.
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Figura 71: Aumento del radio de la colonia (cm) de Inonotus rickii en presencia de los

antagonistas evaluados.
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Figura 72: Aumento del radio de la colonia (cm) de Trametes trogii en presencia de los
antagonistas evaluados.
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Figura 73: Cultivos duales entre el xilofago B. adusta y antagonistas saprofitos y
endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 73 continuacion: Cultivos duales entre el xiléfago B. adusta y
antagonistas saprofitos y endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 74: Cultivos duales entre el xilofago G. resinaceum y antagonistas
saprofitos y endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 74 continuacién: Cultivos duales entre el xilofago G. resinaceum y
antagonistas saprofitos y endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 75: Cultivos duales entre el xilofago /. rickii y antagonistas saprofitos y
endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 75 continuacion: Cultivos duales entre el xiléfago /. rickii y antagonistas
saprofitos y endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 76: Cultivos duales entre el xilofago 7. trogii y antagonistas saprofitos y
endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 76 continuacién: Cultivos duales entre el xilofago 7. trogii y antagonistas
saprofitos y endofiticos, luego de 1 mes.
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Figura 77: Cultivos controles de los antagonistas evaluados luego de 1 mes.
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Figura 78: Interaccion entre los micelios de Trametes trogii y
Trichoderma harzianum endofitico en cultivos duales luego de 1
mes de incubacion, al inocularse el xilofago en primer lugar.
Escala: 20 um.

6.2. Ensayos de confrontacion in vitro sobre probetas de madera de platano

entre Granulobasidium vellereuny hongos xiléfagos

Los ensayos de confrontacion in vitro entre especies xilofagas y el basidiomicete
endofitico Granulobasidium vellereum se realizaron para evaluar mas profundamente la
capacidad antagonista de G. vellereum. Los resultados de estos ensayos, al cabo de 3
meses, son detallados en la Tabla 24. En las Figuras 79 y 80 se muestra la variacion en
la pérdida de peso seco entre los tratamientos con y sin antagonista. En la Figura 81 se
ilustra el aspecto de los tratamientos al momento de la finalizacion del ensayo.

El andlisis de los datos por ANOVA de 2 factores resulto significativo (p<0,01)
para los dos factores considerados (Tabla 25), sugiriendo que existen diferencias en
cuanto al grado de degradacion de la madera en ausencia y en presencia del antagonista
inoculado antes y después que el xilofago, ademas se obtuvieron diferencias entre las
distintas especies de xilofagos. A fines de una mejor organizacidn se explica por
separado el efecto de los tratamientos en los cuales se inoculd primero el antagonista y

aquellos en los cuales se inoculd primero el xilofago.
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Tratamiento Promedio (%) DE (%)
Control 0,31 0,47
B. adusta * 23,64 6,61
G. resinaceum * 13,58 2,61
1 rickii * 8,45 2,14
T. trogii * 17,67 4,63
G. vellereum 0,41 0,56
G.v. +B. a. 2,40 0,87
Gv.+Gr 2,05 0,97
Gv. +Lr 1,94 1,19
Gv+Tt 3,31 3,73
B.a +G v 23,50 5,12
Gr.+G v 10,83 3,09
Lr +G. v 1,78 1,90
T.t+G. v 20,68 4,34

Tabla 24: Porcentajes de pérdida de peso seco a partir de los
ensayos de confrontacion in vitro. Promedio y desviacion
estandar (DE) para cada tratamiento. N= 17. G. v. +
antagonista inoculado en primer lugar.  + G. v.: xiléfago
inoculado en primer lugar. B. a.: Bjerkandera adusta; G. r.:
Ganoderma resinaceum; G.v.: Granulobasidium vellereum; I. r.:
Inonotus rickii; T. t.: Trametes trogii. Los valores de pérdida de
peso seco de las especies marcadas con asterisco (*) pertenecen a
un estudio previo (Robles 2008; Robles ef al. 2011).

6.2.1. Probetas inoculadas previamente con el antagonista

El anélisis de los datos por ANOVA de 2 factores resultod significativo (p<0,01)
para los dos factores considerados, sugiriendo que existen diferencias en cuanto al grado
de degradacion de la madera en presencia y en ausencia del antagonista y que existen
diferencias entre las distintas especies de xiléfagos (Tabla 2’ y 4°, anexo). Como la
interaccion entre ambos factores también resultd significativa (p<0,01), se realizdo un
analisis de efectos simples para determinar qué nivel o niveles de cada factor son los
causantes de las diferencias observadas. Se encontraron diferencias altamente
significativas (p<0,01) entre la pérdida de peso seco producido por los distintos
xilofagos tanto en presencia del antagonista como en ausencia del mismo, y que para
cada patosistema existen diferencias significativas entre el porcentaje de peso seco
perdido en presencia y ausencia de Granulobasidium vellereum (p<0,01) (Tabla 5°’-

8’,anexo).

177



Resultados

6.2.2. Probetas inoculadas previamente con los xiléfagos

Se encontraron diferencias significativas (p<0,01) entre el tratamientos con y sin el
antagonista y entre los efectos de los xil6fagos. Como la interaccion entre los factores
también resulto significativa (p<0,01), se realiz6 un andlisis de efectos simples para
determinar qué nivel o niveles de cada factor causaban las diferencias observadas. Los
resultados indican diferencias significativas (p<0,01) entre el porcentaje de pérdida de
peso seco producido por los diferentes xilofagos en presencia y ausencia del
antagonista. El patosistema con [Inonotus rickii mostr6 diferencias significativas
(p<0,01) entre el porcentaje de madera degradada en presencia y ausencia de
Granulobasidium vellereum. En cambio, las probetas inoculadas con Bjerkandera
adusta, Ganoderma resinaceum y Trametes trogii con el antagonista presentaron un
porcentaje de pérdida de peso similar al producido por los xilofagos solos (p>0,01)
(Tabla 9°-12°, anexo). En el caso de Trametes trogii, las probetas con presencia del
antagonista presentaron una pérdida de peso levemente mayor que las tratados

solamente con el xil6fago.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
Xilofago 4 405,04 101,26 407,83 < 0,0001
Antagonista 2 186,20 93,10 374,96 <0,0001
Interaccion 8 116,64 14,58 58,72 <0,0001
Error 257 63,81 0,25
Total 271

Tabla 25: Analisis de la varianza de dos factores para el porcentaje de peso seco perdido.
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35 -

Peso seco perdido (%)

T T
B. a. G.r l.r. Tt Control
Tratamiento
B Probetas inoculadas con el antagonista B Probetas no inoculadas con el antagonista

Figura 79: Variacion el porcentaje de pérdida de peso seco de madera de platano cuando el antagonista fue
inoculado antes que el xilofago. B. a.: Bjerkandera adusta; G. r.: Ganoderma resinaceum; I. r.: Inonotus rickii; T.
t.. Trametes trogii. Los valores de B. a.; G. r.; I r. y T .t. sin antagonista pertenecen a resultados presentados por
Robles (2008) y Robles et al. (2011). N= 17-19. * indica diferencias significativas (p<0,01) entre el tratamiento
con y sin el antagonista seglin la prueba de efectos simples.
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35 -

25 -

15 -

Peso seco perdido (%)

T T

B. a. G.r. I.r. T. t. Control

Tratamiento
@ Probetas inoculadas con el antagonista BE Probetas no inoculadas con el antagonista

Figura 80: Variacion el porcentaje de pérdida de peso seco de madera de platano cuando el xilofago fue inoculado
antes que el antagonista. B. a.: Bjerkandera adusta; G. r.: Ganoderma resinaceum; I. r.: Inonotus rickii; T. t.:
Trametes trogii. Los valores de B. a.; G. r.; I r. y T .t. sin antagonista pertenecen a resultados presentados por
Robles (2008) y Robles et al. (2011). N= 17-19. * indica diferencias significativas (p<0,01) entre el tratamiento
con y sin el antagonista segun la prueba de efectos simples.
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Figura 81: Aspecto de los tubos al finalizar el ensayo de confrontacion in vitro.
(A) B. adusta + G. vellereum. (B) G. vellereum + B. adusta. (C) G. resinaceum +
G. vellereum. (D) G. vellereum + G. resinaceum. (E) I rickii + G. vellereum. (F)
G. vellereum + I rickii. (G) T. trogii + G. vellereum. (H) G. vellereum + T. trogii.
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7. Estudios histolégicos

Se trabajo con las probetas afectadas por B. adusta e I rickii debido a la gran

importancia de estos hongos xil6fagos en el arbolado urbano de la Ciudad de Buenos

Aires, ya indicada en Robles et al. (2011).

Los resultados cualitativos de las tinciones por safranina-Fast green y Rojo de

rutenio, como la autofluorescencia de lignina y las propiedades anisotropicas de la

celulosa, se enumeran en la Tabla 26 y se ilustran en las Figuras 82-86. Las

observaciones bajo luz polarizada mostraron que B. adusta produjo una reduccion de la

birrefringencia con respecto a la madera control. Esto no fue observado en la madera

afectada por 1. rickii. En ambos tratamientos con los xil6fagos se observo una reduccion

de la autofluorescencia de lignina.

Control

B. adusta

1 rickii

Safranina Fast-Green

Paredes celulares
tefiidas intensamente.

No diferencias
apreciables en tincion
con respecto al control.
Adelgazamiento y
degradacion de las
paredes celulares de
fibras.

Reduccidn de tincion
de laminilla media.
Separacion de células.

Fluoroglucinol/HC1

Paredes celulares
tefiidas intensamente.

Degradacion de las
paredes tangenciales en
la zona de transicion
del anillo.

Separacion de células
causada por
degradacion de
laminilla media.

Rojo de rutenio

Laminilla media
tefiida intensamente.

No diferencias
apreciables con la
madera control.

Perdida de tincién de la
laminilla media.
Separacion de células.

UV-autofluorescencia
de lignina

Alta autofluorescencia
de lignina,
especialmente en las
esquinas de las paredes
celulares.

Perdida de
autofluorescencia de
lignina en las paredes
tangenciales de las
fibras en las zona de
transicion del anillo.

Reduccion de
autofluorescencia de
lignina en las fibras y
la laminilla media del
parénquima termina,
principalmente en la
zona de transicion del
anillo.

Luz polarizada

Microfibrillas de
celulosa visibles.

Sin diferencias
apreciables con la
madera control.

Sin diferencias
apreciables con la
madera control.

Tabla 26: Resultados de los histotests en madera control y madera afectada por B. adusta e I. rickii.
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7.1. Microscopia optica

En las Figuras 87 y 88 se observa la presencia y colonizacion de B. adusta e I.
rickii, respectivamente, en la madera de platano.

Al observar los cortes transversales ultrafinos de la madera control, los elementos
de vaso aparecieron solitarios o agrupados, con un contorno poligonal a redondeado y
paredes gruesas. El parénquima axial se observo escaso y difuso mientras que las
células del parénquima radial se vieron rectangulares y elongadas radialmente. Todas
las células parenquimaticas exhibieron citoplasma, vacuolas y paredes secundarias
gruesas. Las fibras fueron abundantes, poligonales, con lumen evidente y paredes muy
gruesas. En general, con azul de toluidina, la laminilla media se tifi6 de azul oscuro y las
paredes secundarias de azul purpura (Fig. 89A).

La madera afectada por B. adusta, en corte transversal ultrafino, exhibié un ataque
fungico de intensidad heterogénea, evidente bajo el microscopio optico (Fig. 89B). Esta
especie fungica afectd principalmente las paredes secundarias del parénquima axial y
las fibras. En la zona de transicion entre anillos de crecimiento, las paredes tangenciales
de fibras y parénquima terminal, aparecieron rotas, o menos frecuentemente, con
diferentes grados de degradacion (Fig. 89B-D). Las membranas de las puntuaciones se
encontraron generalmente ausentes (Fig. 89B). Los elementos de vaso se encontraron
menos afectados que las fibras, exhibiendo un contorno similar al del control. Los
radios permanecieron estructurados (Fig. 89B, D). Las células del parénquima axial y
radial aparecieron vacias, sugiriendo el colapso de las membranas. Las hifas se
encontraron dentro del lumen de los elementos de wvaso, fibras y células
parenquimaticas, en contacto con las paredes internas y avanzando de célula en célula a
través de las puntuaciones. Se observo una conspicua erosion de las cavidades de las
puntuaciones (Fig. 89C, D).

En la madera afectada por /. rickii, en cortes ultrafinos, se observo una evidente
degradaciéon de la laminilla media entre las células, principalmente al nivel de la
transicion de los anillos de crecimiento y menos acentuada entre las fibras de los anillos
de crecimiento (Fig. 89E). En general, la pared secundaria de los vasos se encontrd
colapsada, delgada, plegada y/o rota (Fig. 89E, F). En la proximidad de los elementos
de vaso degradados se observaron bolsillos de fibras y parénquima axial parcial a
completamente destruidos. Los radios permanecieron inalterados (Fig. 89F). La mayoria
de las células del parénquima radial y axial aparecieron vacias, sugiriendo el colapso de
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las membranas. Se observo abundante micelio en elementos de vasos y radios (Fig.

89F).

7.2.  Microscopia electrénica

7.2.1. Microscopia electronica de barrido

En la madera control, los elementos de vaso mostraron placas de perforacion
escalariformes y la pared secundaria con la superficie interna verrugosa (Fig. 90A). Las
paredes secundarias lignificadas de fibras y parénquima axial y radial aparecieron
gruesas y enteras (Fig. 90B).

En la madera afectada por B. adusta, los elementos de vaso exhibieron paredes
secundarias con la superficie interna lisa, sugiriendo la completa degradacion de las
verrugas. En la pared exterior de los vasos se encontraron orificios, canales elongados
axialmente acompanando a la hifa en avance (Fig. 90A, C), y coalescencia de las
puntaciones entre vasos (Fig. 90D). La delignificacion progresiva luego de 3 meses
caus6 un visible adelgazamiento y porosidad de las paredes secundarias de los vasos
(Fig. 90E).

En la madera afectada por /. rickii, se produjo la degradacioén de la capa verrugosa
en los elementos de vaso, el colapso de las membranas de las puntuaciones y el aumento
del tamafio de las aperturas de las puntuaciones (Fig. 90A, F). Se observo la completa
degradacion de la laminilla media entre las fibras (Fig. 90G), clamidosporas en

elementos de vasos y radios (Fig. 90H) y signos de laxitud en las paredes (Fig. 90I).

7.2.2. Microscopia electrénica de transmision

En la madera control, la laminilla media compuesta entre elementos de vasos,
parénquima axial y radial y fibras, aparecio electronicamente densa. En todos los casos,
las paredes secundarias mostraron el patron de organizacion tipico de microfibrillas de
celulosa, con una capa verrugosa interna solo presente en elementos de vaso y fibras
(Fig. 91A-C). Las paredes secundarias de las fibras exhibieron tres capas distinguibles:
S1, S2 y S3 (Fig. 91C). Las capas S1 y S3 fueron levemente mas electrodensas que la

capa S2 que se mostrd mas gruesa.
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En la madera afectada por B. adusta, las paredes secundarias de los elementos de
vaso mostraron un patron heterogéneo de densidad electronica. Las paredes secundarias
en contacto con las hifas aparecieron traslicidas con numerosos parches
electronicamente densos. La degradacion de lignina (confirmado por la reduccion de
autofluorescencia de lignina) causéd un arreglo laxo de las microfibrillas de celulosa. La
laminilla media se exhibid electronicamente densa (Fig. 91D). En las células del
parénquima radial se pudo observar una degradacion localizada de la pared celular
causando la aparicion de canales traslucidos desde irregulares a elongados (Fig. 91E).
Las paredes secundarias de las fibras no mostraron las tipicas capas S1, S2 y S3 y en
general éstas fueron menos densas que en el control. En la zona de contacto con la hifa,
se pudieron reconocer laminillas concéntricas de diferente densidad (Fig. 91F).

En la madera afectada por 1. rickii, las paredes secundarias de los elementos de vaso
fueron electronicamente mas densas que las del tratamiento con B. adusta. Adyacente a
la hifa se distingui6 una banda electrodensa, extendida, discontinua y angosta (Fig.
91G). Las paredes secundarias del parénquima axial revelaron la existencia de areas
irregulares electrodensas entremezcladas con sitios translacidos (Fig. 91H). Las paredes
secundarias de las fibras presentaron bandas electrodensas entremezcladas con otras
mas gruesas translicidas. La degradacion de la lignina afect6 la laminilla media

causando separacion de las fibras (Fig. 911).
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Figura 82: Coloracion doble Safranina-Fast Green. Cortes transversales. (A-B)
Madera control. (C-D) Madera afectada por B. adusta: (C) Destruccion de
pared secundaria de vasos (flecha); (D) Rotura de pared tangencial de fibras en
zona de transicion de anillo de crecimiento (flecha). (E-F) Madera afectada por
L rickii: (E) Elementos de vaso con paredes plegadas (flecha); (F) Separacion
de fibras por degradacion de laminilla media (flecha). Escala: 50 pm.
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Figura 83: Test de fluoroglucinol- HCIL. Cortes transversales. (A) Madera
control. (B-C) Madera afectada por B. adusta: (C) Rotura de pared tangencial
de fibras en zona de transicion de anillo de crecimiento (flecha). (D-E) Madera
afectada por I rickii: (E) Separacion de fibras por degradacion de laminilla
media (flecha). Escala: 50 pm.
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Figura 84: Coloracion con rojo de rutenio.
Cortes transversales. (A) Madera control. (B)
Madera afectada por B. adusta. (C) Madera
afectada por I rickii. Im = laminilla media.
Escala: 10 pm.
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Figura 85: Micrografias Opticas con luz polarizada. Cortes transversales. (A-B)
Madera control. (C-D) Madera afectada por B. adusta. (D) Degradacion de
pared de fibras en zona de transicion de anillo de crecimiento (flechas). (E-F)
Madera afectada por I rickii. (F) Separacion de fibras por degradacion de
laminilla media (flecha). Escala: A, C, D: 200 um.; B, D, F: 50 um.
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Figura 86: Micrografias opticas en microscopio de epifluorescencia. Cortes
transversales. (A-B) Madera control. Autofluorescencia de lignina en laminilla
media (flecha). (C-D) Madera afectada por B. adusta: degradacion y rotura de
pared de fibras y vasos, principalmente en zona de transicion de anillo de
crecimiento (flechas). (E-F) Madera afectada por 1. rickii. (E) separacion de
fibras por degradacion de laminilla media (flecha), (F) pérdida de
autofluorescencia de lignina en laminilla media (flecha). Escala: 50 pm.
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Figura 87: Madera afectada por Bjerkandera adusta. (A) Corte longitudinal.
Coloracion rojo de rutenio. Micelio en elemento de vaso (flecha). (B) Corte
longitudinal. Pared secundaria de elemento de vaso erosionada por avance de
hifa (flecha). (C) Corte transversal. Coloracion rojo de rutenio. Hifa (flecha) en
Iumen de fibras. (D) Corte transversal. Coloracion rojo de rutenio. Hifa a través
de una puntuacion fibra-fibra. (E-F) Corte longitudinal tangencial y radial
respectivamente. Hifa (flecha) presente en células del radio. Escala: 10 pm en
A, B, D-F; 50 pmen C.
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Figura 88: Madera afectada por [nonotus rickii. (A) Corte longitudinal.
Coloracion doble safranina - Fast Green. Micelio en elemento de vaso (flecha).
(B-C) Corte longitudinal radial, coloracion doble safranina — Fast Green y corte
longitudinal tangencial, coloracion rojo de rutenio. Presencia de hifa (flecha) en
célula del radio. (D) Corte transversal. Coloracion doble safranina - Fast Green.
Hifas (flechas) presentes en lumen de fibras. (E) Corte longitudinal. Coloracion
doble safranina — Fast Green. Clamidospora (flecha) en elemento de vaso. (F)
Corte longitudinal radial. Clamidosporas (flecha) en células del radio. Escala:
50 umen A, F; 20 umen B, C, D, E.
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Figura 89: Degradacion de madera de Platanus acerifolia. Cortes transversales coloreados
con azul de toluidina. Micrografias opticas. (A) Control. Vista general. (B) Tratamiento con
Bjerkandera adusta. Radios y zona de transicion del anillo con paredes tangenciales
degradadas de fibras (flecha) y parénquima terminal. (C-D) Tratamiento con B. adusta.
Colapso de membranas de puntuaciones fibra-fibra (flecha); diferentes grados de erosion de
cavidades de las puntuaciones y presencia de hifas creciendo dentro de elementos de vaso,
fibras y parénquima axial y radial. (E) Tratamiento con Inonotus rickii. Degradacion de la
laminilla media (flecha) y elementos de vaso con paredes colapsadas y plegadas. (F)
Tratamiento con 1. rickii. Abundante micelio en elementos de vaso y radios. h = hifa; v =
elemento de vaso. — Escala: 50 umen A, B, E, F; 20 pm en C, D.
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Figura 90: Degradacion de madera de Platanus acerifolia. Micrografias SEM. (A-B) Control. Corte
longitudinal y transversal, respectivamente, (A) placa de perforacion escalariforme y pared secundaria con
superficie interna verrugosa, (B) detalle de pared de fibra. (C) Tratamiento con B. adusta. Vasos con
agujeros y canales elongados axialmente por el avance de hifas. (D) Tratamiento con B. adusta.
Coalescencia de puntuaciones entre vasos por avance de hifas (flecha). (E) Tratamiento con B. adusta.
Detalle de pared secundaria del vaso con visible debilitamiento y porosidad. (F) Tratamiento con Inonotus
rickii. Avance de las hifas en contacto con las paredes internas, destruccion de membrana de las
puntuaciones, aumento del tamafio de las aperturas de las puntuaciones y coalescencia progresiva de estas.
(G) Tratamiento con I. rickii. Separacion de fibras por degradacion de la laminilla media (flecha). (H)
Tratamiento con /. rickii. Presencia de clamidosporas en elemento de vaso. (I) Tratamiento con /. rickii.
Detalle de pared secundaria de fibra con signos de porosidad. ca = canal axial; f= fibra; h = hifa; ¢ =
clamidospora; v = elemento de vaso; ve = verruga. — Escala: 10 pmen A, C, D, F, G, H; 1 umen B, E, L

194



Resultados

Figura 91: Degradacion de madera de Platanus acerifolia. Micrografias TEM. (A-C) Madera control: (A)
pared de elemento de vaso, (B) pared de parénquima axial y radial, (C) pared de fibra, con capa interna
verrugosa. (D) Tratamiento con B. adusta. Elemento de vaso con un patron heterogéneo de densidad
electronica. Presencia de un arreglo laxo de microfibrillas de celulosa (flecha) debido a la degradacion de
lignina. (E) Tratamiento con B. adusta. Células del parénquima radial con canales translucidos irregulares a
elongados (flecha). (F) Tratamiento con B. adusta. Pared de la fibra con laminillas concéntricas de
diferente densidad. (G) Tratamiento con /. rickii. Pared de elementos de vaso con una angosta banda
electrodensa estirada y discontinua. (H) Tratamiento con /. rickii. Pared secundaria del parénquima axial
con areas electrodensas irregulares. (I) Tratamiento con /. rickii. Pared de fibras con bandas electrodensas
(flecha) y degradacion de la laminilla media. pax = parénquima axial; f = fibra; h = hifa; Im = laminilla
media; prd = parénquima radial; v = elemento de vaso; v = verruga. — Escala: 1 pm.
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Discusion

Durante este estudio, por primera vez, se ha registrado la diversidad de endofitos en
madera de platano, un importante arbol urbano, se ha caracterizado la capacidad
degradadora y patrones de degradacion de varias especies xilofagas y se han aportado

secuencias de cepas xil6fagas argentinas.

1. Composicion de la comunidad de endofitos

En el presente trabajo, se registraron 27 especies cultivables a partir de madera de
platanos sanos. Este estudio ha permitido caracterizar la comunidad endofitica de la
madera de Platanus acerifolia y analizar si su biodiversidad esta relacionada con
factores que predisponen a la biodegradacion de la madera. Ya en un estudio previo
(Unterseher et al., 2013) se plante6 que los patrones de diversidad obtenidos a partir de
la obtencion y caracterizacion de endofitos fungicos en cultivo es un reflejo de los
patrones de biodiversidad reales.

A nuestro conocimiento, el presente es el primer estudio sobre hongos endofiticos
en este hospedante o en miembros de la familia Platanaceae y es, al mismo tiempo, el
primer estudio realizado sobre arboles urbanos, por lo cual no existen datos disponibles
para realizar una comparacion directa. La riqueza de especies obtenida es ligeramente
menor a la reportada para Acer truncatum, con un esfuerzo de muestreo similar (35
especies a partir de 30 individuos) (Sun et al., 2011). Las curvas de acumulacion de
especies indican que serian necesarios muestreos adicionales para tener una nocion
precisa de la diversidad de la comunidad endofitica fungica de P. acerifolia y mayor
cantidad de estudios para entender las causas de las diferencias en las riquezas
observadas.

La mayoria de las especies y aislamientos correspondieron a ascomicetes, aun
cuando se utilizd6 un medio selectivo para basidiomicetes junto con un medio menos
restrictivo (MEA). La predominancia del phylum Ascomycota como una caracteristica
de la micobiota endofitica y la baja deteccion de basidiomicetes endofiticos en
hospedantes lefiosos y no lefiosos, atn utilizando medios selectivos, ha sido
previamente registrada por Gazis & Chaverri (2010) y Hoff et al. (2004).
Probablemente sea consecuencia de una alta diversidad presente en el sustrato y a la
plasticidad propia de los miembros de este phylum. Alternaria alternata 'y

Cladosporium cladosporioides, especies muy frecuentes en este estudio, han resultado
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endofitos fingicos dominantes en trabajos previos en madera (Ragazzi et al., 2003; Sun
et al., 2011) y son frecuentemente encontradas como endofitos de hojas (Fisher et al.,
1994) sugiriendo la alta capacidad de ambas especies de explotar diferentes nichos
ecologicos y estrategias nutricionales.

La mayoria de los géneros de las especies identificadas en este estudio han sido
citados como endofitos de madera en varios hospedantes lefiosos (Bettucci et al., 1999;
Sun et al., 2011; Tejesvi et al., 2005; entre otros). Sin embargo, Aspergillus reptans,
Aspergillus ustus y Bipolaris australiensis son reportados por primera vez como
endofitos de madera. Al mismo tiempo, Coprinopsis cinerea, Granulobasidium
vellereum, Inonotus rickii, Pseudallescheria boydii y Trichosporon sporotrichoides son
citados por primera vez como endofitos. Esto podria sefialar una diversidad particular
para este hospedante o, mas probablemente, muestre la frecuente omision de miembros
del phylum Basidiomycota en los estudios de este grupo funcional de organismos. AlUn
cuando la mayoria de los taxones han sido citados para la Argentina (Allegrucci et al.,
2009; Esquivel et al., 2003; Mangiaterra et al., 2006; Novas & Carmaran, 2008; Robles
et al., 2011; entre otros), este estudio constituye el primer reporte para el pais de C.
cinerea, G. vellereum, Phanerochaete chrysosporium, Phialemonium curvatum y T.
sporotrichoides.

La mayoria de las especies recuperadas (70%) estuvieron representadas por mas de
un aislamiento, lo que sugiere que la micobiota endofitica de P. acerifolia esta
dominada por especies frecuentes, en contraste con especies ocasionales (con 1
aislamiento). Este patron ha sido observado en otras comunidades endofiticas, como la

presente en madera de Vitis vinifera (Gonzéalez & Tello, 2010).

2. Analisis integral de basidiomicetes

Las 7 especies de basidiomicetes registradas mostraron distintas estrategias: 2
aisladas como patdgenos (Coprinellus micaceus e Hymenochaete sp.), 4 como endofitos
(C. cinerea, G. vellereum, P. chrysosporium y T. sporotrichoides) y s6lo una aislada
tanto como patégeno como endofito (1. rickii). Cabe destacar que Inonotus rickii y C.
micaceus han sido previamente registradas en platanos de la Ciudad de Buenos Aires
(Robles et al., 2011) y Coprinopsis cinerea, G. vellereum, T. sporotrichoides y el

género Hymenochaete son citados por primera vez para este hospedante.
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Es interesante notar que tanto I rickii como P. chrysosporium son hongos de
pudricion blanca muy estudiados que afectan a varias angiospermas (Stalpers, 1978;
Wright & laconis, 1955). Sin embargo, en este trabajo fueron detectados en madera de
arboles sanos, tal como ha sido reportado para otras especies de los géneros Inonotus y
Phanerochaete (Crozier et al., 2006; Oses et al., 2008). Varios estudios han sugerido
que hongos aislados como endofitos podrian ser patégenos latentes, o saproéfitos que
actuarian como colonizadores primarios al morir el arbol (Carroll, 1988; Promputtha et
al., 2007; Saikkonen et al., 1998). Los resultados mencionados, junto con la deteccion
en arboles sanos de miembros de la familia Xylariaceae como es el caso de
Nodulisporium, los cuales frecuentemente producen pudricion blanca (Worrall et al.,
1997), parecen confirmar esta hipdtesis y sugieren que existe colonizacion fingica de
hongos potencialmente degradadores de madera en platanos urbanos aparentemente

Sanos.

3. Anailisis filogenéticos

Los estudios de secuenciacion de ADN permitieron corroborar ciertas
identificaciones morfologicas y establecer diversas relaciones entre cepas.

En el caso de Coprinopsis cinerea, Granulobasidium vellereum y Phanerochaete
chrysosporium, las herramientas moleculares coincidieron con los establecidos
morfoldégicamente, permitiendo corroborar identificaciones en base a caracteres de
cultivo. En el caso de la cepa BAFCcult 4384, los andlisis moleculares permitieron
confirmar la ubicacion de esta dentro del género Hymenochaete, pero no fueron
suficientes para establecer la especie. Como se ha mencionado ya en trabajos como el
de Robles ef al. (2012), entre otros, la falta de secuencias de cepas regionales es un
limitante en la utilizacion de las estudios moleculares como herramientas taxondémicas,
para lo que es necesario incrementar el tamafio de las bases de datos principalmente con
secuencias de poblaciones locales.

Para las secuencias de las cepas previamente identificadas por caracteres
morfologicos como Nodulisporium y de aquellas previamente identificadas como
Inonotus rickii fue posible establecer también relaciones entre cepas endofiticas y
patogénicas. En el caso de Nodulisporium, si bien no fue posible recuperar los mismos

clados en los diferentes tipos de andlisis, es importante resaltar que, para ambos
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regiones de ADN evaluadas y bajo los distintos analisis realizados, se observaron clados
(grupos hermanos) conformados tanto por cepas endofiticas como patogénicas.
Resultados similares se obtuvieron para las secuencias de 1. rickii. Se observo bajo
homologias estaticas para la region ITS, que las secuencias endofiticas y patogénicas se
ubicaron en un mismo clado. Si bien no fue posible recuperar los mismos clados al
utilizar las secuencias de B-tubulina, se observd nuevamente la asociacion en clados
hermanos de cepas saprofiticas y endofiticas, bajo ambos tipos de analisis de
homologias. Estos resultados sugieren que las cepas se encuentran genéticamente muy
relacionadas aun cuando presenten diferentes estrategias de colonizacion en la madera.
Crozier et al. (2006) y Thomas et al. (2008) realizaron estudios filogenéticos solamente
sobre cepas endofiticas, resultando que muchas de ellas correspondian a basidiomicetes
pertenecientes a linajes filogenéticos de hongos de pudricion, como Polyporales y
Corticiales. Sugirieron que estos organismos podrian haber adoptado una fase
asintomatica en su ciclo de vida, en los cuales se encuentran “inactivos” hasta que
adoptan una fase saprofitica al morir el tejido del hospedante o patogénica. Los
resultados de este trabajo apoyan esta hipdtesis, mostrando ademas la relacion entre

cepas endofiticas y patogénicas aisladas en el platano.

4. Relacion entre disturbio antrépico, edad de los arboles y diversidad de

endofitos

Se analizé conjuntamente la relacion entre los sitios estudiados en cuanto a, nivel
de disturbio antropico, diametro a la altura del pecho (DAP) de los arboles
inspeccionados, riqueza estimada y diversidad de endofitos totales, riqueza observada y
diversidad de los basidiomicetes aislados como endofitos, y riqueza observada y
diversidad de los basidiomicetes patdgenos. Los resultados obtenidos mostraron que la
riqueza estimada de endofitos se asocid positivamente con la edad de los arboles,
correspondiendo los valores mas altos de DAP con los valores mas altos de riqueza
estimada de endofitos. Un patron similar fue reportado por Sieber (2007) en hojas de
Picea mariana y Pinus strobus, donde la frecuencia de colonizaciéon por endofitos se
incrementd con la edad de las hojas. Sieber postuld que para estos sistemas las hojas
entrarian en senescencia al alcanzarse un valor umbral de densidad de colonizacion de

endofitos. En este valor umbral los endofitos reanudarian su crecimiento, matarian las
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hojas y esporularian. En condiciones normales se alcanzaria la densidad umbral junto
con la senescencia natural de la hoja pero bajo condiciones adversas, como falta de luz,
el aumento de la densidad de endofitos podria acelerarse y conducir a una senescencia
prematura. Si bien se tejidos con diferentes caracteristicas, una situacion similar podria
ocurrir en la madera por la cual al alcanzarse una densidad umbral de endofitos
potencialmente xilofagos estos dejarian su fase de latencia y adoptarian una estrategia
degradadora de la madera.

A partir de los resultados del Analisis Canonico de Correspondencias (CCA) se
identificaron 3 grupos de taxones en base al DAP, porcentaje de basidiomicetes en
arboles enfermos y nivel de disturbio antropico de los diferentes sitios de muestreo. De
los factores incluidos en el andlisis el nivel de disturbio antrépico fue el que mostr6é una
mayor influencia en la conformacion de los grupos de especies. El grupo I comprendio a
especies relacionadas con un bajo nivel de disturbio antropico, arboles con bajos valores
DAP y ausencia de basidiomicetes en arboles enfermos cercanos, lo que se correspondio
con el Sitio D. El grupo II se encontr6 conformado por especies asociadas a altos
valores de disturbio antropico, en relacion a los Sitio B y C. Finalmente el grupo III
incluy6é a especies asociadas a arboles sanos con altos valores DAP y mayor presencia
de basidiomicetes en arboles enfermos cercanos (Sitio A). Estos resultados se
diferencian de lo observado por Robles et al. (2011), en el cual la edad (estimada a
partir de los valores de DAP) del total de arboles del sitio de muestreo, y en particular
de los arboles sintomaticos muestreados, resultaban un factor de importante influencia
para la comunidad de basidiomicetes patogénicos en platano. En el platano los factores
que mas influyen en la comunidad endofitica parecen ser diferentes a los de mayor
influencia para la comunidad de basidiomicetes patogénicos. En el caso de los endofitos
el disturbio antropico podria influir diferencialmente sobre la supervivencia y
colonizacion de las especies fungicas. El efecto de los contaminantes sobre la frecuencia
y composicidon endofitica ha sido poco explorado. Sin embargo, algunos trabajos
(Barengo et al., 2000; Kowalski et al., 1998) han reportado que la contaminacion del
aire influye sobre la comunidad endofitica de hojas y madera de especies de Betula.

Al mismo tiempo, a partir del CCA, se observd una relacion positiva entre
presencia de especies de basidiomicetes endofiticos y de basidiomicetes patdgenos,
incluyendo una especie, 1. rickii, con ambas estrategias. El sitio que presentdé mayor

riqueza y numero de aislamientos de basidiomicetes patogenos (Sitio A) fue también el
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que presentd mayor riqueza y aislamientos de basidiomicetes endofiticos. Este resultado
indicaria que arboles sintomaticos son fuente de indéculo que aumenta la posibilidad de
colonizacion de arboles cercanos en apariencia sanos.

Finalmente, en cuanto a la presencia de basidiomicetes en arboles sintomaticos
Robles et al. (2011) describieron una asociacion positiva entre los valores DAP y la
abundancia de basidiomicetes en los ejemplares muestreados y sugirieron que la edad de
los arboles seria un factor que favoreceria la degradacion de la madera en arboles
urbanos. En este trabajo no se obtuvo el mismo resultado en los arboles sintomaticos
muestreados, probablemente debido al bajo nimero de basidiomicetes patdgenos

obtenidos.

5. Reacciones de oxidasas y estudios de degradacion in vitro

Todas las cepas evaluadas causaron una pérdida de peso seco significativa en los
bloques de madera de P. acerifolia, a excepcion de la cepa de G. vellereum. Sin
embargo, la presencia e intensidad de las zonas de difusion en los ensayos de oxidasas
no presento una relacion clara con esos resultados.

Los estudios de degradacion in vitro permiten evaluar la capacidad degradadora de
diferentes especies de un modo comparativo, a pesar de que no pueden ser consideradas
como un indicador absoluto del comportamiento de estos hongos. Bajo las condiciones
controladas utilizadas en este estudio, P. chrysosporium resulto la especie mas agresiva,
produciendo una pérdida de peso seco de la madera de alrededor de 22% luego de 3
meses, un porcentaje ligeramente menor que el causado por B. adusta (Robles et al.,
2011). Estudios previos sefialan que la capacidad degradadora de esta especie puede ser
muy variable, aun con cepas distintas que afectan el mismo tipo de madera. Existen
reportes para esta especie de ensayos in vitro sobre madera de abedul (Betula papyrifera
Marsh) causando entre 13 y 55% de pérdida de peso seco (Blanchette et al., 1992; Otjen
et al., 1987) luego de 12 semanas. En madera de 4lamo (Populus tremouloides Michx.),
cepas de esta especie causaron pérdidas de peso de entre 8 y 70% luego de 12 semanas
(Blanchette et al., 1992). Los valores obtenidos se encuentran dentro del rango de
pérdida de peso obtenido para otras especies de angiospermas. En gimnospermas, se
reportd una pérdida de peso de 14% en madera de pino (Pinus strobus L.) luego de un

ensayo de 12 semanas, y pérdidas de peso de entre 9 y 13% en madera de Picea abies
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(L.) H. Karst (picea comun), luego de 10 semanas (Hakala et al., 2004). En este trabajo,
Phanerochaete chrysosporium no produjo zonas de difusion en los medios evaluados,
aun cuando es un hongo de pudricion blanca en angiospermas y gimnospermas. Esta
caracteristica ha sido sefialada previamente por Nakasone (1990). Es interesante resaltar
que la cepa estudiada de P. chrysosporium ha mostrado poseer habilidad para
descomponer la madera, a pesar de que fue aislada de madera de un arbol asintomatico,
siendo estos resultados congruentes con la hipotesis de que se trata de organismos
capaces de explotar diferentes hébitats en diferentes momentos de su ciclo de vida.

Ambas cepas de Nodulisporium, una aislada como endofito y otra como patogeno,
fueron las siguientes cepas mas agresivas con porcentajes de pérdida de peso de 19% y
16%, respectivamente. Exhibieron patrones de difusion similares entre si, excepto en el
medio con acido talico, ademas de que produjeron pérdidas de peso similares, sin
diferencias significativas, en los ensayos de degradacion. El género Nodulisporium
comprende formas anamorficas de especies del orden Xylariales. Algunos trabajos
evaluan la pérdida de peso seco de la madera causada por cepas de géneros como
Daldinia e Hypoxylon. Diferentes cepas de Daldinia concentrica causaron pérdidas de
peso de entre 18 y 38% en bloques de madera de abedul (Betula alleghaniensis Britton)
y de 2-2,8% en bloques de madera de pino (Pinus taeda L.), luego de 12 semanas de
ensayo. Por su parte Hypoxylon atropunctatum e Hypoxylon mammatum causaron
pérdidas de peso mas bajas en los mismos tipos de madera en el mismo tiempo (0,4-
14% en madera de abedul y 0,8-3,3% en madera de pino) (Worrall et al., 1997). Las
cepas de este trabajo mostraron un comportamiento mas cercano al exhibido por
Daldinia para otras angiospermas.

La cepa de Hymenochaete produjo intensas zonas de difusion pero mostrd una baja
capacidad degradadora, similar estadisticamente a la de Coprinopsis cinerea. Existen
reportes de pérdida de peso producida por diferentes especies de Hymenochaete, que
presentaron una mayor capacidad degradadora que la exhibida por la cepa obtenida
durante este trabajo. Hymenochaete rubiginosa produjo 34% de reduccion de peso en
bloques de madera de abedul (B. papyrifera) y 2% en bloques de madera de pino (Pinus
strobus.), luego de 12 semanas (Otjen et al., 1987). Diferentes especies de
Hymenochaete evaluadas en madera de sauce criollo (Salix humboldtiana (Willd.))
produjeron perdidas de peso que variaron entre 2,4—6% luego de 2 meses, entre 4,5—

17,5% luego de 4 meses, y entre 5-39% luego de 6 meses. Hymenochaete leonina
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resulté la especie mas agresiva hacia el final de ensayo, seguido por Hymenochaete
sallei (Job & Wright, 1986). A pesar de la variabilidad de capacidad degradadora que
presentan las especies de Hymenochaete, la cepa encontrada en este trabajo no resultd
riesgosa en cuanto a su potencial degradador para la madera de platano.

La cepa de I rickii caus6 una pérdida de peso significativa en la madera de platano,
ademas de presentar zonas de difusion en todos los medios evaluados. Estos resultados
son semejantes a los obtenidos por Robles et al. (2011) y Wright & laconis (1955) para
el potencial degradador in vitro y las reacciones de oxidasas de esta especie,
respectivamente. Los resultados de oxidasas especificamente fueron semejantes a los
encontrados previamente para una cepa patogena de /1. rickii (Robles et al., 2011). Estos
resultados indican que a pesar de haber sido aislada como endofito esta cepa muestra un
comportamiento patogénico, sugiriendo que se trata de un patdgeno en estado latente.
Como antecedente, Promputtha et al. (2010) investigaron la capacidad de especies
aisladas de hojas como endofitos y como saprofitos para producir enzimas en medio
artificial y observaron que ambos estadios producian las mismas enzimas in vitro, lo que
apoya la hipotesis de que estos endofitos tienen la capacidad de cambiar su estrategia de
colonizacion a saprotrofos durante la senescencia de la hoja.

Bjerkandera adusta, Oxyporus latemarginatus y Trametes trogii resultaron las tres
especies mas agresivas en cuanto a su capacidad de degradacion en madera de platano
en ensayos previos (Robles et al., 2011). A partir de los resultados del presente trabajo
se sugiere agregar a Phanerochaete chrysosporium y Nodulisporium como especies
similarmente riesgosas.

Los estudios presentados en este trabajo constituyen los primeros ensayos sobre la
capacidad degradadora in vitro de las especies C. cinerea y G. vellereum. El bajo
porcentaje de pérdida de peso seco causado por G. vellereum y la relativamente alta
frecuencia en que fue registrado como endofito lo califican para ser evaluado como un

potencial biocontrolador de especies patdogenas.
6. Ensayos de control biologico

Las cepas endofitica y saprofitica de Trichoderma harzianum y la cepa de G.
vellereum causaron una inhibicidn de crecimiento de los basidiomicetes xil6fagos

considerados en este estudio, principalmente cuando su inoculacion fue previa a la del
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patdgeno. El crecimiento de las colonias de estos antagonistas sobre las colonias de los
xilofagos (sobrecrecimiento) en medio sintético y en el caso de G. vellereum, junto con
la disminuciéon del porcentaje de pérdida de peso seco por parte de los xilofagos
evaluados, sugiere la existencia de una inhibicidbn por competencia por recursos y
espacio o la produccion de metabolitos secundarios que podrian afectar el micelio del
xilofago, como en el caso de la zona de contacto entre 7. trogii y T. harzianum. Es
necesario realizar mas estudios para investigar mas extensamente ambas alternativas.

Trichoderma es un género muy estudiado en cuanto a su potencial como
antagonista, ya que tiene la capacidad de usar varias estrategias de biocontrol, como
competencia por los nutrientes, parasitismo del hongo hospedante (a través de
penetracion hifal), produccion de enzimas extracelulares, produccion de compuestos
fungistaticos y produccion de enzimas hidroliticas que inducen una inhibicion de la
patogenicidad. Algunas cepas incluso promueven el crecimiento de la planta e inducen
la resistencia de esta hacia los patogenos (Monte, 2001). Entre las especies que han
demostrado capacidad biocontroladora de hongos de pudricion en ensayos in vitro se
puede mencionar a Trichoderma atroviride (Schubert et al., 2008), Trichoderma
pseudokoningii, Trichoderma viride (Bruce & Highley, 1991), Trichoderma
aureoviride, Trichoderma longibrachiatum (Lee et al., 2012) y Trichoderma harzianum
(Bianchinotti & Lopez, 1999; Lee et al., 2012). Las cepas de T. harzianum de este
trabajo también han mostrado una capacidad biocontroladora de hongos xilofagos
comunes en el arbolado urbano principalmente como primeros colonizadores. Estos
estudios deberian complementarse con estudios in vitro sobre madera.

Por otro lado, existen diversos estudios de basidiomicetes como biocontroladores
de hongos de pudricién. Una especie muy estudiada es Phlebiopsis gigantea como
biocontrolador del patégeno Heterobasidium annosum (Sun, 2011) y también se ha
evaluado el efecto antagonista de especies como Resinicium bicolor (Woods et al.,
2005) y Melanotus proteus (Redfern, 1991) contra H. annosum e Hypholoma sp. contra
Armillaria luteobubalina (Pearce & Malajczuk, 1990). Este es el primer estudio para la
Argentina de un basidiomicete como potencial biocontrolador de hongos xilofagos.
Asimismo, no existen registros previos de G. vellereum como potencial antagonista de
hongos de pudricion. Los resultados indican que, como primer colonizador, esta especie
podria reducir el crecimiento de ciertos hongos xilofagos comunes en el arbolado

urbano. Es necesario ampliar estos estudios realizando ensayos con otras especies.
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Inonotus rickii fue inhibido, en mayor o menor medida, por todos los antagonistas
evaluados, tanto en los ensayos de confrontacion en cultivos duales como en los ensayos
in vitro de confrontacion en madera sin importar el orden de inoculacion del
antagonista. El resto de los xil6fagos evaluados mostraron mayor tolerancia frente a
estos antagonistas y solo fueron afectados por G. vellereum al ser inoculados
posteriormente a este. Estos resultados se condicen con lo expresado por Highley (1990)
en cuanto a que los xil6fagos mas agresivos y de mayor velocidad de crecimiento son

los que mejor respuesta de resistencia presentan ante el antagonista.

7. Estudios histolégicos

Bjerkandera adusta e 1. rickii son dos de los hongos xilofagos mas importantes del
arbolado urbano de la Ciudad de Buenos Aires, ya indicado por Robles ef al. (2011).
Nuestros resultados brindan una extensiva descripcion de los patrones de degradacion
producidos por B. adusta e I. rickii, involucrando un enfoque micro y ultra estructural.
La microscopia oOptica y electronica mostrd las principales alteraciones de la pared
celular y dos patrones diferentes de pudricion blanca en madera de platano en estadios
tempranos de degradacion.

Bjerkandera adusta exhibe una degradacion mas agresiva de la madera, afectando
principalmente las paredes de las fibras, reduciendo la rigidez y la resistencia de la
madera. Por otra parte, I rickii exhibe un patrén de delignificacion selectiva el cual
causa una perdida conspicua de la lignina en la laminilla media entre las fibras y un
ataque de las paredes de los vasos, con posibles consecuencias en la eficacia de la
conductividad xilematica.

Los vasos se consideran elementos xilematicos extremadamente resistentes al
ataque por parte de ciertos hongos de pudricion blanca. Se conoce que altas
concentraciones de lignina en las paredes de los vasos, diferencias en la distribucion de
lignina en las capas de la pared y la composicion de los mondémeros de lignina son
algunos de los factores principales que contribuyen a la integridad de los vasos luego de
un ataque fungico. En general, los vasos tienen una relacion entre unidades
guaiacyl/syringyl mayor que otras células (Blanchette et al., 1987; Nilsson & Daniel,
1989) y la lignina tipo guaiacyl seria mas dificil de degradar que la lignina tipo syringyl
(Blanchette et al., 1990). Levin & Castro (1998) y Luna et al. (2004) observaron que, en
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madera de alamo afectada por T. trogii, Pycnoporus sanguineus y Ganoderma lucidum,
los vasos eran las células mas resistentes. La degradacion preferencial de las paredes de
los vasos por parte de /. rickii y la integridad estructural de estos en la madera afectada
por B. adusta indican que el sistema enzimatico de estas especies difieren en sus accion
sobre la lignina. Serian necesarias mas investigaciones bioquimicas para confirmar esta
hipotesis. En B. adusta se han detectado numerosas enzimas involucradas en la
degradacion de la lignina, tales como LiP (lignina-peroxidasa), MnP (manganeso
peroxidasa) y VP (peroxidasa versatil) (Ward et al., 2004). El sistema enzimatico de
Inonotus rickii no se ha estudiado en detalle hasta el momento.

En ambos tratamientos, los radios permanecieron en apariencia inalterados. Los
hongos crecieron centripetamente a través de los radios y axialmente por el lumen de
elementos de vasos y fibras. Esto apoya la hipotesis que el sistema radial acttia como un
camino efectivo y rapido para la colonizacion y acceso al sistema axial. Schwarze &
Fink (1997) observaron que los radios del platano (P. acerifolia) eran resistentes a la
degradacion por parte de Inonotus hispidus y sugirieron que estos podia estar asociado a
la formacion de depdsitos polifendlicos en el lumen de las células o dentro de los
espacios intercelulares entre células de radios adyacentes. En el presente estudio in
vitro, sin embargo, no fue posible detectar esto depositos. En general, las hifas fueron
observadas en el lumen celular creciendo en contacto a la superficie interna de las
paredes celulares y colonizando diferentes células a través de las puntuaciones. Esta es
la forma mas frecuente de colonizacion fingica de la madera (Schwarze, 2007).

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos histoquimicos fueron consistentes
con las observaciones de MO, MEB y MET. Los cambios de birrefringencia producidos
por B. adusta indican desorganizacion de la celulosa, debido a que fue afectada la
estructura molecular de la celulosa o la disposicion de las microfibrillas. Esto es
consistente con una degradacion de tipo de simultanea.

Las clamidosporas son esporas de resistencia de pared gruesa que pueden
sobrevivir condiciones ambientales desfavorables. I. rickii las produce tanto en su
basidioma como en cultivo (Wright & Iaconis, 1955). La presencia de clamidosporas
observadas en la madera inoculada con esta especie sugiere que este hongo posee un
alto potencial de produccion de indculo y capacidad de colonizacion de nuevos
hospedantes. Debido a este hecho, deberia considerarse a /. rickii una especie xilofaga

de importancia a considerar, aun cuando no cause una alta pérdida de peso en la madera
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en los primeros estadios de degradacion (Robles et al., 2011). Bjerkandera adusta, por
el otro lado, no produjo propéagulos en la madera, como suele hacerlo usualmente en
cultivo en forma de artrosporas (Stalpers, 1978), sugiriendo una menor capacidad de
dispersion que /1. rickii.

En relacion al patron de degradacion, existen estudios contradictorios respecto al
tipo de degradacion producida por B. adusta. Blanchette (1984) observd que esta
especie provocaba una delignificacion selectiva en B. papiryfera Marsch (abedul
papirifero o de las canos), removiendo selectivamente la laminilla media de las fibras.
Esto fue corroborado en el mismo estudio por andlisis quimicos de porcentaje de
lignina, celulosa, manosa y xilosa. Anagnost (1998) reportd que B. adusta causaba una
pudricion de tipo simultanea en el abedul amarillo (Betula alleghaniensis Britton),
produciendo una erosiéon del lumen y de las puntuaciones. Nuestros resultados en
relacion al patron de pudricion de B. adusta son mas similares a las observaciones
realizadas por Anagnost (1998).

Por otro lado existen numerosos reportes de especies de /nonotus causando una
delignificacion selectiva en la madera: Inonotus dryophilus y Inonotus ludovicianus en
Quercus, Inonotus rheades en Populus sp., Inonotus texanus en Prosopis sp., Inonotus
tomentosus en Picea giauca (Otjen & Blanchette, 1982; Blanchette, 1984) y 1. hispidus
en fresno (Fraxinus excelsior L.) (Schwarze et al., 1995). Es interesante mencionar que
esta ultima especie puede producir ademas cavidades del tipo de pudricion blanda tanto
en fresno como en platano hibrido (P. acerifolia) (Schwarze et al., 1995). Se ha citado
asimismo a /. hispidus causando degradacion simultdnea (Schubert et al., 2008).

Este es el primer estudio extensivo y comparativo de las caracteristicas micro y
ultraestructurales de la degradacion producida por estos agentes xilofagos. Aunque los
ensayos in vitro no pueden considerarse como una evidencia absoluta del
comportamiento de estos hongos en ecosistemas naturales, son una herramienta util para
analizar sus patrones de degradacion de madera. En estadios tempranos de degradacion,
B. adusta alteraria principalmente la resistencia y rigidez de la madera mientras que /.
rickii afectaria la conductividad del xilema. El conocimiento de estas caracteristicas
estructurales podria ayudar a definir el nivel de riesgo en estadios tempranos y

optimizar las decisiones asociadas al manejo de arbolado urbano para cada caso.

8. Consideraciones finales
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Discusion

El presente trabajo presenta evidencia de los endofitos de madera como potenciales
degradadores de madera en el ecosistema urbano. La produccion de oxidasas y la
pérdida de peso en la madera por parte de endofitos fingicos, junto con la asociacion
entre cepas endofiticas y patdgenas al realizar estudios filogenéticos en mas de una
region génica, apoyan la “hipotesis de la infeccion latente”, la cual indica que existiria
una colonizacion por parte de hongos patdégenos o potencialmente patdgenos, en xilema
aparentemente sano. Este concepto fue propuesto inicialmente por Boddy & Rayner
(1983) y apoyado por diversos autores, como Baum et al. (2003), Oses et al. (2008) y
Parfitt et al. (2010).

Este estudio constituye el primer relevamiento sistematico de endofitos de madera
en arboles urbanos, con especial interés en la relacion entre su abundancia e identidad,
presencia e identidad de basidiomicetes patdgenos y factores ambientales como la edad
del arbol (en base al DAP) y el nivel de disturbio antrdpico. Nuestros resultados
sugieren que, para el sistema estudiado en este ambiente urbano, la composicion de la
micobiota endofitica de madera de P. acerifolia se encuentra afectada principalmente
por el sitio de muestreo, con sus caracteristicas asociadas, tal como el nivel de disturbio
antrépico. Otras variables, como la edad de los arboles y la presencia de basidiomicetes
patogenos, la afectan en menor grado. Sin embargo, se observo una relacion positiva
entre la riqueza estimada de endofitos y la edad de los arboles asintomaticos.
Finalmente, se encontré una relacion positiva entre la presencia de basidiomicetes
patogenos y la de basidiomicetes endofiticos, sugiriendo la importancia de la fuente de

moculo en la colonizacion de arboles asintomaticos.
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Conclusiones

R/
L X4

Se describe por primera vez una comunidad endofitica de madera en un

ambiente urbano.

Existe una colonizacidon en platanos asintomaticos por parte de basidiomicetes y
Xylariales potencialmente patdgenos, los cuales se encontrarian en una fase de
latencia, ya que producen oxidasas, pérdida significativa en el peso de la madera
de platano y se asocian filogenéticamente con cepas patogénicas de los mismos

taxones (Inonotus rickii y Nodulisporium sp.).

La composicion de la comunidad endofitica de madera de Platanus acerifolia se
encuentra afectada principalmente por los sitios de muestreos, los cuales

presentan diferentes niveles de disturbio antropico.

Los éarboles asintomaticos de mayor edad poseerian una mayor riqueza de

endofitos.

Existe una relacion positiva entre la colonizacién de arboles sintomaticos y

arboles asintomaticos por parte de basidiomicetes.

Existen micromicetes de la superficie de la madera de P. acerifolia, como
Trichoderma harzianum, capaces de inhibir el crecimiento de hongos de
pudricion comunes en el arbolado de la Ciudad de Buenos Aires sobre este
hospedante, como también cepas endofiticas, como Granulobasidium vellereum

(Basidiomycota) y T. harzianum

Granulobasidium vellereum es el primer caso para nuestro pais de un

basidiomicete evaluado como posible biocontrolador de hongos xiloéfagos
Bjerkandera adusta e Inonotus rickii, los dos agentes xiléfagos mas importantes

en el arbolado urbano de la Ciudad de Buenos Aires, deberian ser tenidos en

cuenta en los monitoreos para el manejo y gestion del arbolado urbano.
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Conclusiones

Como se ha discutido previamente son varias las ventajas de que el arbolado urbano
se encuentre en buenas condiciones fitosanitarias, asimismo no son pocos los perjuicios
derivados del biodeterioro de los ejemplares que constituyen este ecosistema urbano.

En la presente tesis se han desarrollado herramientas de interés para la
implementacion de protocolos de monitoreo del arbolado urbano y que pueden
contribuir a la prevencion del biodeterioro de los ejemplares y a la toma de decisiones
en relacion al reemplazo temprano y preventivo de los mismos. El estudio de las
comunidades endofiticas, que incluyan la deteccion selectiva de especies claves como
Inonotus rickii, Phanerochaete chrysosporium o especies de Nodulisporium, y en
particular en aquellos arboles mayores a los 50 afios de edad, brindarian informacion
valiosa para la identificacion de potenciales problemas de sanidad en la madera
prediciendo asi el riesgo de biodeterioro de la misma. En este contexto este trabajo
sefala la importancia de contar con bases de datos de secuencias gendmicas regionales
que permitan una rapida y precisa identificacion de organismos claves para el manejo

del arbolado.
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Perspectivas

La informacion obtenida en esta tesis amplia el conocimiento bioldgico de la

identidad y accion de los hongos xilofagos del arbolado urbano y contribuye al

conocimiento de los endofitos fungicos de madera. A continuacion se proponen

algunos estudios complementarios que permitirian extender y completar los

resultados obtenidos en este trabajo:

L)

L)

*

*

Ampliar la informacién sobre secuencias de ADN de agentes xilofagos y
endofitos fingicos regionales, directamente a partir de muestras de madera,

utilizando técnicas de cultivo y de pirosecuenciacion.

Utilizar la informacion obtenida por las técnicas de pirosecuenciacion para
comprender mejor la composicion de las comunidades endofiticas, saprofiticas y

patogenas de la madera de arboles urbanos.

Analizar la capacidad biocontroladora de micromicetes endofiticos y saprofiticos
del arbolado urbano sobre cepas xilofagas en ensayos in vitro sobre sustratos

mas representativos del sustrato natural, como ramas o porciones de fustes.

Investigar la presencia de una competencia por recursos o la inhibicion del
crecimiento por metabolitos secundarios, para las combinaciones xiléfagos —

antagonistas estudiadas en este trabajo.

Extender el andlisis de patrones de degradacion producidos por otras especies

xilofagas con alto poder degradador a través de microscopia Optica y electronica.

Realizar un seguimiento de los arboles identificados como portadores de hongos
causantes de biodeterioro para monitorear el comportamiento de estas

comunidades asintomaticas a largo plazo.
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Anexo — Medios de cultivo

1. Medios de cultivo

Medio utilizados para aislamientos

Extracto de malta con antibiotico (MeClo)

Agar-agar (Oxoid Ltd., Inglaterra) 20 gr
Extracto de malta (Oxoid Ltd., Inglaterra) 12,5 gr
Cloranfenicol (Elea, Argentina) 100 mg
Agua destilada 1000 ml

Medio Selectivo para basidiomicetes (BDS) modificado de Worrall, 1991).

Agar-agar (Oxoid Ltd.) 15 gr
Benomyl (benlate) 40 mg
Cloranfenicol 100 mg
Dicloran 20 mg
Extracto de malta (Oxoid Ltd.,) 15 gr
Agua destilada 1000 ml

Extracto de malta nutritivo con peptona (MEP)

Agar-agar (Oxoid Ltd.) 20 gr
Extracto de malta (Oxoid Ltd.) 20 gr
Glucosa (Anedra S. A.) 20 gr
Peptona (Merck, Darmstadt, Alemania) 1 gr
Agua destilada 1000 ml

Medios para identificacion

Medio de Nobles (Nobles, 1948)

Agar granulado (BD Chemicals, Francia) 20 gr
Extracto de malta (Oxoid Ltd.) 12,5 gr
Agua destilada 1000 ml
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Extracto de malta agarizado (MEA)

Agar-agar (Oxoid Ltd.) 20 gr
Extracto de malta (Oxoid Ltd.) 20 gr
Agua destilada 1000 ml

Medio papa glucosa agarizado (APG)

Papa pelada 300 gr
Glucosa (Anedra S. A.) 10 gr
Agar-agar (Oxoid Ltd.) 20 gr
Agua destilada 1000 ml

Las papas peladas fueron hervidas durante 1 hora, separandose luego el sobrenadante

por filtracion.

Medios para evaluar presencia de oxidasas

Medio con acido tanico/galico

Acido tanico/gélico (Anedra S.A., Argentina) 5gr
Agar-agar (Oxoid Ltd.) 20 gr
Extracto de malta (Oxoid Ltd) 15 gr
Agua destilada 1000 ml

Los acidos y el agar se esterilizan por separado para evitar la hidrdlisis. Se mezclan

luego de retirar del autoclave.

Medio con tirosina

Agar-agar (Oxoid Ltd.) 15 gr
Tirosina (Anedra S.A.) 2 gr
Agua destilada 1000 ml

La tirosina y el agar se esterilizan por separado. Se mezclan luego de retirar del

autoclave.

Medio con guavacol

Acido citrico (ICN Biomedicals, EE.UU.) 3,66 gr
Agar-agar (Oxoid Ltd.) 15 gr
Extracto de malta (Oxoid Ltd.) Sgr

237



Anexo — Medios de cultivo

Fosfato dis6dico (Na;HPO4) (Sigma Chemical Co., EE.UU.) 10,72 gr
Guayacol (BDH Biomedicals, Inglaterra) 2 ml
Agua destilada 1000 ml

Todos los componentes se esterilizan por separado, mezclandose al retirarlos del

autoclave.

Medio con p-cresol

Agar-agar (Oxoid Ltd) 15 gr

P-cresol (Alfa Aesar, Inglaterra) I ml
(se agrega en ultimo lugar debido a su toxicidad).

Agua destilada 1000 ml

Medio para identificacion para Asperqgillus

CyA

K,HPO, dibasico 1 gr
Czapeck concentrado 10 ml
Solucion de metales traza I ml
Extracto de levadura (Oxoid, Ltd.) 5gr
Sacarosa (Anedra S.A.) 30 gr
Agar-agar (Oxoid Ltd.) 15 gr
Agua destilada 1000 ml

Solucion de metales traza

CuS04.5H,0 0,5 gr
ZnS0,4.7H,0 1 gr
Agua destilada 100 ml
Czapeck

Czapeck agarizado (Oxoid Ltd.) 45,4 gr
Agua destilada 1000 ml
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2. Cultivos de endofitos

Figura 1°: Imagenes de cultivos. (A) Alternaria alternata (MEA 2%); (B) Arthrinium
phaeospermum (MEA 2%); (C-F) Aspergillus niger. (C) Medio CyA luego de 1 semana a 25°C;
(D) Medio CyA luego de 1 semana a 37°C; (E) MEA con peptona luego de 1 semana a 25°C;
(F) Medio czapeck luego de 1 semana a 25°C; (G-J) Aspergillus reptans. (G) Medio CyA luego
de 1 semana a 25°C; (H) Medio CyA luego de 1 semana a 37°C; (I) MEA con peptona luego de
1 semana a 25°C; (J) Medio czapeck luego de 1 semana a 25°C. (K-N) Aspergillus ustus. (K)
Medio CyA luego de 1 semana a 25°C; (L) Medio CyA luego de 1 semana a 37°C; (M) MEA
con peptona luego de 1 semana a 25°C; (N) Medio czapeck luego de 1 semana a 25°C; (N)
Bipolaris australiensis; (O) Chaetomium funicola (MEA 2%).
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el

Figura 2’: Imagenes de cultivos en medio MEA 2%. (A) Chaetomium globosum (MEA 2%);
(B) Cladosporium cladosporioides; (C) Curvularia lunata; (D) Epicoccum nigrum; (E)
Fusarium solani; (F) Gliocladium penicillioides; (G) Nodulisporium sp.; (H) Pestalotiopsis
guepinii; (1) Phialemonium curvatum; (J) Phoma eupyrena; (K) Phomopsis archeri; (L)
Pseudallescheria boydii; (M) Sarocladium strictum; (N) Trichoderma atroviride; (N)
Trichoderma harzianum.
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3. Resultados de Analisis Candnico de Correspondencias a través del

programa CANOCO for Windows

ND: Nivel de disturbio

DAP: didmetro a la altura del pecho (cm)

Bas%: porcentaje de fragmentos de MM colonizados por basidiomicetes

Forward selection of environmental variables= 0

Scaling of ordination scores= 2

Diagnostics= 3

No samples omitted

Number of samples 28
Number of species 27
Number of occurrences 73
No interaction terms defined

No
No
No
No

No.
No.
No.

transformation of species data
species-weights specified
sample-weights specified

downweighting of rare species

of active samples 25
of passive samples 0
of active species 27

Total inertia in species data=

Sum of all eigenvalues of CA= 9,85484
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**** Weighted correlation matrix (weight = sample total) ****
SPEC AX1 1
SPEC AX2 0,0201 1
SPEC AX3 -0,0853|-0,0183 1
SPEC AX4 0 0 0 1
ENVI AX1 0,9566 0 0 0 1
ENVI AX2 0| 0,9118 0 0 0 1
ENVI AX3 0 0 0,783 0 0 0 1
ENVI AX4 0 0 0 0 0 0 0 0
ND -0,1928| 0,8915| 00,0456 0|-0,2016| 0,9777| 0,0582 0
DAP -0,5188 0,22| 0,6301 0|-0,5424| 0,2413| 0,8047 0
Bas$% -0,9146| 0,2145|-0,1366 0|-0,9562| 0,2352|-0,1744 0
SPEC SPEC SPEC SPEC ENVI ENVI ENVI ENVI
AX1 AX2 AX3 AX4 AX1 AX2 AX3 AX4
ND 1
DAP 0,3921 1
Bas% 0,4126 0,435 1
ND DAP Bas%
N name (weighted) stand. |inflation
mean dev. factor
1| SPEC AX1 0 1,0454
2| SPEC AX2 0 1,0968
3| SPEC AX3 0 1,2772
4| SPEC AX4 0 1
5| ENVI AX1 0 1
6| ENVI AX2 0 1
7| ENVI AX3 0 1
8| ENVI AX4 0 0
34 ND 1,7797 0,7494 1,292
35 DAP 58,0718 8,5391 1,3223
37 Bas$% 0,0048 0,0047 1,3485
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Anexo — Resultados de CCA

* Kk Kk Kk Summary * Kk kX

Axes 1 2 3 4
Eigenvalues 0,741 0,693 0,491 1
Species-environment

correlations 0,957 0,912 0,783 0
Cumulative percentage variance

of species data 7,5 14,6 19,5 29,7
of species-environment

relation 38,5 74,5 100 0
Sum of all eigenvalues

Sum of all canonical eigenvalues 1,925

*** Unrestricted permutation ***

Seeds: 23239 945

**xx*% Summary of Monte Carlo test ***x*

Test of significance of first canonical axis:

Test of significance of all canonical axes:

Trace= 1,925
F-ratio= 1,700
P-value= 0,0010

(999 permutations under reduced model)

eigenvalue= 0,741
F-ratio= 1,708
P-value= 0,0310

Total
inertia

9,855

9,855
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4. Tablas de estadistica

P. c N.sp. E N.sp. P Ir H. sp. Cc G v
P.c.
N.sp. E 0,47
N.sp.S | 2,78 10™ 0,23
ILr 3,21 10| 1,06 10™ 0,32
H. sp. 3,21 10| 3,21 10| 3,21 10| 3,2110%
C.c 3,21 10| 3,21 10| 3,21 10| 3,21 10" 0,03
G v. 3,21 10| 3,21 10| 3,21 10| 3,21 10" 3,21 10| 3,2510%
Control | 321 10" 3,21 10| 3,21 10" 3,21 10| 321 10" 3,22 10% 1,00

Tabla 1°: Prueba a posteriori de Tukey (HSD) para los ensayos de degradacion in vitro de diferentes
especies de basidiomicetes. P. c¢. = Phanerochaete chrysosporium (endofitico); N. sp. E=
Nodulisporium sp. endofitico; N. sp. P= Nodulisporium sp. patogénico; I r.= Inonotus rickii
(endofitico); H. sp.= Hymenochaete sp.; C. c.= Coprinopsis cinerea (endofitico); G. v.=
Granulobasidium vellereum (endofitico). Los valores en rojo indican diferencias significativas

(p<0,01).
Ba G.v.+B.a. G.r. Gv.+G.r. Lr. Gv.+Lr Tt Gv.+Tt. Control
B.a.
Gv. +Ba. | 261107
Gr. 2,6110%] 2,6110%
Gv.+Gr. | 2,6110" 1,00] 2,61 10*
Lr. 2,6110%° | 2,6110% 0,00 2,6110%
Gv. +1r. | 2,6110% 1,00| 2,61 10" 1,00 2,61 10"
Tt 0,00 2,6110% 0,10| 2,61 10" 2,61 10" 2,61 10"
Gv. +Tt | 26110 1,00| 2,61 10" 0,97 2,61 10" 0,80 2,61 10"
Control | 2,61 10| 2,6110%| 2,61 10| 2,6210%| 2,61 10| 2,72 10| 2,61 10%| 2,61 10%
G.v. 2,61 10| 2,62 10| 2,61 10| 2,84 10| 2,61 10" 5,61 10| 2,61 10| 2,61 10 1,00

Tabla 2’: Prueba a posteriori de Tukey (HSD) para los ensayos de control biologico en los cuales se inocul6 primero
al antagonista. G. v.= Granulobasidium vellereum; B. a.= Bjerkandera adusta; G. r.= Ganoderma resinaceum; I. r.=
Inonotus rickii; T. t.= Trametes trogii. Los valores en rojo indican diferencias significativas (p<0,01).
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Ba B.a.+G.v. G.r. Gr.+G. Lr. Lr. +Gw. Tt Tt+G.v. Control
Ba
B.a. + G.v. 1,00
Gr 2,61 10| 2,61 107
Gr. +Gv. | 2,6110%| 2,6110” 0,52
Lr 2,61 10| 2,61 107 0,00 0,63
Lr.+Gv. | 2,61 10| 2,61 10 2,6110%| 2,61 10%] 2,61 10
Tt 0,00 0,01 0,09 2,99 10%| 2,61 10| 2,61 10
Tt + G 0,90| 2,61 10%| 428 10| 2,61 10| 2,61 10| 2,61 10 0,72
Control | 2,61 10| 2,61 10%| 2,61 10%| 2,61 10%] 2,61 10 0,00 2,6110%| 2,6110%
G.v. 2,61 10| 2,6110%| 2,61 10%] 2,61 10| 2,61 10 0,00 2,6110%| 2,6110% 1,00

Tabla 3°: Prueba a posteriori de Tukey (HSD) para los ensayos de control bioldgico en los cuales se inoculd
primero al xilofago. G. v.= Granulobasidium vellereum, B. a.= Bjerkandera adusta; G. r.= Ganoderma
resinaceum; 1. v.= Inonotus rickii; T. t.= Trametes trogii. Los valores en rojo indican diferencias significativas

(p<0,01).

Xilofagos sin | G. vellereum + | Xilofagos +
G. vellereum Xilofagos G. vellereum
Xiloéfagos sin G. vellereum
G. vellereum + Xilofagos 2,18 10"
Xilofagos + G. vellereum 3,8510 2,18 10

Tabla 4’: Prueba a posteriori de Tukey (HSD) para efecto de presencia de
antagonista para los ensayos de control biologico. Los valores en rojo indican

diferencias significativas (p<0,01).

Pruebas de efectos simples para los tratamientos donde se inoculé previamente con G.

vellereum
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 97,62 97,62 393,18 0
Error 257 63,81 0,25
Total 258
Tabla 5°: B. adusta cony sin G. vellereum
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 45,77 45,77 184,36 0
Error 257 63,81 0,25
Total 258

Tabla 6’: G. resinaceum cony sin G. vellereum
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Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 21,87 21,87 88,09 3,47 10"
Error 257 63,81 0,25
Total 258
Tabla 7’: I rickii con y sin G. vellereum
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 56,33 56,33 226,89 0
Error 257 63,81 0,25
Total 258

Tabla 8’: T. trogii cony sin G. vellereum

Pruebas de efectos simples para los tratamientos donde se inoculé previamente con los
xilofagos.

Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 7,21 10° 7,21 10° 0,00 0,97
Error 257 63,81 0,25
Total 258
Tabla 9°: B. adusta cony sin G. vellereum
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 1,42 1,42 5,71 0,02
Error 257 63,81 0,25
Total 258
Tabla 10’: G. resinaceum cony sin G. vellereum
Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 26,24 26,24 105,67 5,49 107
Error 257 63,81 0,25
Total 258

Tabla 11°: I rickii con y sin G. vellereum
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Fuente de Grado de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados minimo F p
G. vellereum 1 1,12 1,12 4,53 0,03
Error 257 63,81 0,25
Total 258

Tabla 12°: T. trogii con y sin G. vellereum
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Anexo — Indicadores de disturbio antropico

5. Indicadores de disturbio antrdopico relativo en cada Sitio muestreado.

Sitio Sitio A Sitio B Sitio C Sitio D
CO 1,4 43,2 17,9 0
Gas 0,7 1,2 0,8 0
SU 0,7 1,2 0,8 0
V/m 4 47,6 4,1 0*

Los valores representan el porcentaje de cada indicador sobre el nimero total de edificios.
CO: comercios; Gas: gasolinera (estacion de servicio); SU: supermercados; V/m: nimero
de vehiculos por minuto. *: Los valores de vehiculos por minuto en el Sitio D se han

considerado nulos ya que los arboles de este Sitio no son de alineacion, se encuentran en

predio cercano a la Avenida Lugones.

Los valores del Sitio A, Sitio B y Sitio C han sido publicados previamente en Robles et al.

(2011).
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