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CONTROL DE MALEZAS EN Eucalyptus spp.
Juana Villalbat.

La eliminacion de la competencia de malezas en el cultivo de Eucalyptus es determinante en la sobrevivencia
de la plantacién; segin Sanchez (1997) el 75 a 90% de la mortalidad potencial puede ser explicada por la
intensidad del control de malezas. La mayor sensibilidad a la competencia ocurre en las etapas iniciales del
establecimiento de la plantacién (Pitelli y Marchi, 1991).

Segun Vera y Larocca (2004), el control de malezas ademas de la sobrevivencia mejora el crecimiento y la
homogeneidad de la plantacion de Eucalyptus grandis, al reducir la competencia por agua, nutrientes y luz,
especialmente durante los primeros 12 meses.

La problematica de malezas o el nivel de infestacién inicial en una plantacion forestal depende de la historia
del sitio, del banco de semilla de suelo, de las especies presentes y de las condiciones post- plantacion. En
los sitios con historia agricola las especies de malezas que se establecen son de elevada agresividad, con
gran produccion de semillas y alta competitividad y en muchos casos se asocia a situaciones de elevados
engramillamientos.

Por otra parte, en sitios provenientes de campo natural sin disturbios previos, en general las especies
predominantes son gramineas nativas, de baja agresividad, donde incluso se cuestiona el uso de glifosato
previo a la plantacion aplicado en area total, porque el disturbio provoca cambios de flora, y pasan a
predominar especies ruderales de mayor agresividad.

En las plantaciones correspondientes a segundo turno el enmalezamiento es determinado por el banco de
semillas de suelo y es frecuente la presencia de especies arbustivas.

El control quimico de malezas en las plantaciones forestales ha desplazado répidamente otro tipos de
controles, ya que su versatilidad le permite adecuarse a diferentes situaciones y a diferentes problemas de
malezas y casi siempre a un menor costo efectivo (Kogan, 1992).

En Uruguay, actualmente el control de malezas se realiza con herbicidas premergentes en el surco de
plantacion en preplantacion o en el periodo inmediato a la plantaciéon de los arboles. Los herbicidas
premergentes, son ampliamente utilizados, y se busca un amplio periodo de residualidad en el control, alta
selectividad en la especie cultivada y un amplio espectro de control para las malezas mas frecuentes.

Luego de instalada la plantacion, el herbicida mas usado es glifosato, en aplicaciones dirigidas, su uso implica
el uso de pantalla protectora, boquillas antideriva y la realizacion de la aplicacion en condiciones de ausencia
de viento (Dalla Tea y Larocca, 1998).

Esta practica ademas de costosa por los elevados costos de mano de obra necesaria para la operativa, puede
implicar dafios a la plantacién por efecto de deriva (Tuffi Santos et al., 2008; Tuffi Santos, 2006; Tuffi Santos,
2007; Durigan, 1989). La deriva que puede ocurrir durante la aplicacion o el mojado de algunas hojas en forma
accidental, pueden causar fitotoxicidad, quemado del follaje y pérdidas de arboles; dada la excelente
translocacion del herbicida desde la hoja hacia los puntos de crecimiento (Tuffi Santos et al., 2008; Duke y
Powles, 2008). A esto se debe adicionar que el uso repetido de glifosato, puede ocasionar cambios en las
poblaciones de malezas, las que pueden generar resistencia al herbicida. (Duke y Powles, 2008).

La dependencia del uso de herbicidas premergentes esta basada en las respuestas encontradas a la
intensidad de control y a la duracién de este, por tanto es fundamental contar con un herbicida de elevada

L Depto. Proteccion Vegetal = Facultad de Agronomia




[ ] X [ )

1 1A
INIA TACUAREMBO - Estacién Experimental del Norte e L S IV AR
Jornada de Proteccién Forestal

residualidad, ya que no existe el efecto de complemento por parte del cultivo, visto que dependiendo del
material genético, densidad y manejo, para nuestras condiciones el cierre de copa, recién ocurre a los 18
meses, aproximadamente.

En Facultad de Agronomia se han establecido en los Ultimos afios varios experimentos de forma de dar
respuesta a algunas problematicas del control de malezas en los sistemas forestales. Los mismos fueron
llevados adelante como tesis de grado de la Facultad y con el apoyo de la empresa Forestal Oriental S.A.

El efecto de la competencia de malezas en el crecimiento de Eucalyptus spp. en plantaciones de
Uruguay.

El efecto del control de malezas en el crecimiento y la homogeneidad de la plantacién es muy variable segin
las condiciones del afio, la época de plantacion y la competencia efectiva que realizan las malezas. En 2
experimentos diferentes?, uno en plantacién de primavera (2008) y otro en plantacion de otofio (2009), se
constataron efectos del control bien diferentes. En el primer caso, a los 65 dias post- aplicacion de los
tratamientos premergentes: Oxerb 1 L.ha! + Chana 2 L.hal y de Fordor 200 g.ha! (Figura 1), el control de las
malezas determiné aproximadamente un 50% mas de crecimiento en los arboles. Mientras que en la
plantacion de otofio a los 91 dias post- aplicacién no hubo respuesta al uso de herbicidas. En la plantacion de
primavera la cobertura de malezas en el testigo era de 52%, mientras que en la plantacion de otofio el testigo
alcanzaba una cobertura de 66% de malezas.
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Respuesta al control de malezas
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Oxerb + Chana (11+21) Fordor (200g) Testigo con malezas
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Figura 1. Incremento de altura (cm) desde la plantacién al momento de evaluacion 90 dias para el caso de
plantacion de otofio y 65 dias para la plantacion de primavera.

En la plantacidn de otofio alin con porcentajes de control de malezas de 80%, no existié respuesta, parte
explicado por el poco crecimiento estacional del arbol y también por la baja competitividad de las malezas
presentes, mayoritariamente Oxalis spp y especies de la familia de las Lilidceas. Pero cabe destacar que el
efecto del control inicial de malezas se manifest6 en la evaluacion de los 160 dias post- aplicacion (Figura 2),

a Tesis de grado de Facultad de Agronomia.

1. Cazaban, J.; Montouto, J.C. 2009. Efecto del laboreo en la eficiencia de herbicidas premergentes y en el crecimiento
de Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus.

2. Assanelli- Godifio, 2010. Alternativas de uso de herbicidas premergentes en Eucalyptus dunnii en plantacion de otofio
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donde el testigo sucio presentd una disminucion de aproximadamente 40% en la altura, comparada a los dos
tratamientos herbicidas mencionados, esta variacion se mantuvo hasta los 8 meses de aplicacion.

4 )
Respuesta al control de malezas
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Figura 2. Incremento de la altura (cm) desde la aplicacion a los 160 dias en la plantacion de otofio.

Efecto de la intensidad del laboreo en la eficiencia de herbicidas premergentes

Con el objetivo de evaluar el efecto de la intensidad del laboreo sobre la eficacia de herbicidas preemergentes
y el crecimiento de Eucaluptus spp. se establecio un experimento® con 3 intensidades de laboreo: a) laboreo
primario con una pasada de excéntrica (23/08/08); b) laboreo secundario consistente en dos pasadas de
excéntrica, la Ultima con una rastra (23 y 27/08/08) y c) laboreo secundario + acamellonado como laboreo
terciario (23/08, 27/08 y 05/09/2008) (Figura 3).

b Tesis de grado Facultad de Agronomia: Cazaban, J.; Montouto, J.C. 2009. Efecto del laboreo en la eficiencia de
herbicidas premergentes v en el crecimiento de Eucalyptus arandis X Eucalyptus globulus
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laboreo terciario (23/08, 27/08 y 05/09).

La intensidad del laboreo no determiné eficiencias diferenciales en la efectividad de los herbicidas
premergentes evaluados, en el Cuadro 1 se presentan los datos para los tratamientos herbicidas: Oxerb 1
L.hal + Chana 2 L.hal y Fordor 200g.haL. Los porcentajes de cobertura total de malezas a los 15 y a los 30
dias post- aplicacién (DPA) no fueron estadisticamente diferentes (P=0.62).

Cuadro 1. Cobertura total de malezas (%) a los 15 y a los 30 dias post- aplicacion

Oxerb + Chana Fordor

Laboreo primario 2.7 2.1
Lahoreo secundario 15 DPA 11 1.0
Laboreo secundario + 0.7

0.4
acamellonado
Laboreo primario 71 7.0
Laboreo secundario 30 DPA 6.4 35
Laboreo secundario + 3.8 34

acamellonado

La eficiencia de los herbicidas premergentes no interaccioné con el laboreo en el pardmetro de malezas
totales. Los tratamientos correspondientes a los herbicidas Fordor y la mezcla Oxerb+ Chana fueron los de
mejor comportamiento en el control de malezas presentes en el experimento.
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El grado de afinamiento del suelo logrado con los distintos laboreos no determiné efectos en la humedad del
suelo, sf, ocasiond un menor enmalezamiento al momento de la plantacion. Por parte, el laboreo mas intenso
generé menor resistencia a la penetracion, efecto este que se expresa en el largo plazo en el crecimiento de
los arboles, pero no pudo ser cuantificado.

Aplicaciones repetidas de herbicidas premergentes

La necesidad de disminuir las aplicaciones post- plantacion con glifosato, por los problemas de deriva, ha
llevado al uso de herbicidas premergentes en aplicaciones repetidas. Con esta finalidad fue conducido un
experimento para evaluar el efecto de los herbicidas premergentes en aplicaciones Unicas y repetidas, en el
control de malezas y en la selectividad para una plantacion de otofio de Eucalyptus dunni.

Los tratamientos evaluados fueron Oxerb (1 L.hal) + Chana (2 L.ha'l) y Fordor a la dosis de 200 y 300 g.ha.
La primera aplicacion fue realizada el 20/05/09 y la segunda aplicacion, en los tratamientos con aplicaciones
repetidas, fue realizada el 12/09/09.

El argumento para que la segunda aplicacion de los herbicidas premergentes se realizara recién a los 112
dias posteriores a la primera aplicacién fueron las bajas emergencias de malezas en el otofio, consecuencia
de la escasez de lluvias (Figura 4).

Si bien se conoce que la aplicacion de los premergentes debe ser realizada sin presencia de malezas, ya que
estos herbicidas solo actan durante la germinacion de ellas o inmediatamente después de la emergencia, no
controlando las malezas ya nacidas (Kogan y Pérez, 2003), en el caso de las plantaciones forestales se trata
de realizar esta segunda aplicacion en el momento que permita capitalizar el mayor tiempo de residualidad
posible de la primera aplicacién y sin afectar el crecimiento de los arboles. En este experimento, al momento
de la segunda aplicacion de los premergentes los tratamientos tenian en promedio de 2 a 13% de cobertura
de malezas, predominando especies como Oxalis spp y de la familia de las Lilidceas y escasas gramineas.

et e S TR L
Figura 4. Tratamiento Oxerb+ Chana a los 57 dias de aplicacion (Assanelli y Godifio, 2010)

Hasta el momento de la segunda aplicacidn no se habia evaluado efecto del control de malezas, pero a los
160 dias de la primera aplicacion y 48 dias posteriores a la segunda aplicacion (tratamientos 4, 5y 6), si se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos. Los tratamientos herbicidas presentaron un 59 %
de incremento superior con respecto al testigo enmalezado (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Evaluaciones de incremento de altura desde la primera aplicacién a los 160 dpa y cobertura de
malezas a esa fecha

HERBICIDAS (nombre comercial y dosis en PC) Incrementos Cobertura
de Altura malezas
(cm) (%)
1*  Oxerb + Chand (11+21) 50.23 a 3.66¢c
2 Fordor (200 g) 52.33a 41.00b
3 Fordor (300 g) 54.00 a 5.33¢c
4 Oxerb+Chand (11+21) Oxerb + Chana (11+21) 44,90 a 9.00c
5 Fordor (200 g) + Fordor (200 g) 47.46 a 12.33¢
6 Fordor (300 g) + Fordor (300 g) 50.36 a 21.00c
Testigo con malezas 29.76 b 100.00 a

* 20/05 aplicacion de tratamientos 1, 2, 3, 4, 5y 6; 12/09 segunda aplicacién de tratamientos 4, 5y 6

La aplicacion Unica de Fordor en la dosis de 200 g (12/05/2009) fue insuficiente para el control de malezas
(41% cobertura de malezas) lo que justificd una segunda aplicacién, mientras que el mismo herbicida para la
dosis de 300 g no presento diferencias significativas entre la aplicacion unica y la doble.

En la evaluacion de los 8 meses, los resultados de los incrementos de la altura de los arboles evidenciaron el
efecto diferencial de la competencia que recibieron los distintos tratamientos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Evaluaciones de incremento de altura desde la primera aplicacion a los 236 dpa y cobertura de
malezas a esa fecha

Incremento Cobertura

HERBICIDAS (nombre comercial y dosis en PC) en Altura malezas
(cm) (%)
Oxerb + Chana (11+21) 155.60 bc 48.33 ¢
Fordor (200 g) 15140 ¢ 67.00 bc
Fordor (300 g) 184.20 a 66.33 bc
Oxerb + Chand (1 | + 2 [)+Oxerb + Chana (1 1 +21) 14270 ¢ 59.66 bc
Fordor (200 g) + Fordor (200 g) 178.07 ab 66.66 bc
Fordor (300 g) + Fordor (300 g) 165.73 abc 76.33b
Testigo con malezas 94.86 d 100.00 a

Segun los resultados obtenidos hasta los 8 meses, las aplicaciones dobles no determinaron diferencias
destacadas que justificaran dichos tratamientos en el control de malezas (Cuadro 4), excepto para el
tratamiento de Fordor 200 g.

Estos efectos deben ser relativizados a la particularidad del afio, ya que en el primer mes luego de la segunda
aplicacion llovieron 92 mm, lo que pudo lixiviar el herbicida y por ello la falta de respuesta entre las
aplicaciones Unicas y repetidas.
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Consideraciones

La respuesta al control de malezas en crecimiento de Eucalyptus spp, en nuestras condiciones, presenté
variaciones segln la época de plantacién, pero el aumento de altura fue de 40% a los 8 meses.

La efectividad de herbicidas premergentes, muy mencionada como dependiente de las condiciones de
preparacion del suelo, en las condiciones del ensayo no fue afectada por la intensidad del laboreo.

La doble aplicacion de premergente presentd excelente residualidad y fue ventajosa en el control en aquellos
tratamientos que no presentaron residualidad.
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INSECTOS PLAGA EN PLANTACIONES JOVENES DE EUCALIPTO: HACIA UN MODELO

Gonzalo Martinez Crosa2

Introduccién

El Manejo Integrado de Plagas® es un modelo de accidn en proteccion vegetal que tomando en cuenta el
contexto socio econdémico de los sistemas de produccion agropecuaria, el ambiente asociado y la dindmica de
las poblaciones de plagas, utiliza un conjunto de técnicas (control quimico, manejo cultural, uso de
semioquimicos, control bioldgico, ingenieria genética) en forma sinérgica para mantener las poblaciones de
plaga debajo de los umbrales de dafio econémico (Dent y Elliott, 1995). Un programa de MIP debe
contemplar una seleccion apropiada de los métodos de control de plagas y sus posibles combinaciones,
(Peshin y Dhawan, 2008).

El MIP no puede considerar como unidad de tratamiento a la plaga aislada sino en conjunto con sus
interacciones en el ambiente. Esta determinacion implica que se debe conocer el funcionamiento del
agroecosistema para poder desarrollar e integrar las técnicas de control. EI MIP debe considerar entonces el
impacto de mltiples plagas y sus relaciones entre si y con otros organismos. Es necesario entonces conocer
la biologia y ecologia de los organismos que integran los diferentes niveles tréficos dentro de la plantacion y
elaborar un modelo de sus interacciones.

Seria muy dificil comprender la estructura interna y los procesos inherentes a un sistema tan complejo sélo a
través de observaciones empiricas de sus dinamicas. Se podrian describir muchos de los patrones que un
sistema puede exhibir si se le observa bajo un gran nimero de condiciones diferentes. Esto sin embargo
requeriria una enorme cantidad tiempo y esfuerzo y a pesar de esto no se conseguiria observar todos los
comportamientos posibles. Una alternativa es tratar de entender el sistema desde la descripcion de su
estructura y procesos, ya que la cantidad de informacion requerida para eso es usualmente menor.

Una forma de describir la estructura y procesos de un agroecosistema es a través de la construccion de redes
tréficas, que ilustran mediante un diagrama de qué se alimenta cada uno de los organismos que la componen
(Jordan, 2003). Siendo el principal objetivo de un programa de MIP el mantenimiento de las poblaciones de
las plagas por debajo de un umbral de dafio la construccion de una red tréfica constituye un buen punto de
partida para plantear hipétesis sobre los mecanismos de regulacidn de estas poblaciones. Se sabe que la
existencia de cascadas trdficas descendentes (top-down) resultantes de los efectos de los niveles tréficos
superiores de la red (enemigos naturales) y cascadas tréficas ascendentes (bottom-up) vinculadas a la
cantidad y calidad de las plantas hospederas son importantes agentes reguladores de las poblaciones de
plagas en una gran variedad de ecosistemas(Beckerman et al., 1997; Dyer y Letorneau, 1999; Lawrence et
al., 2003; Gols et al., 2003; Brodeur y Boivin, 2006; Kagata y Ohgushi, 2006; Poelman et al., 2008; Kenis et
al., 2009). Los programas de control bioldgico cuentan para su éxito con la ocurrencia de estas cascadas
tréficas (Venzon et al., 2001; Tscharntke et al., 2007; Straub et al., 2008; Van Driesche et al., 2010).

En 2008 el INIA comenz6 la ejecucion del proyecto “Cuantificacion de la importancia de las plagas y
enfermedades foliares que afectan plantaciones jovenes de Eucalyptus,” en colaboracion con Facultad de
Agronomia. Este proyecto busca generar informacién que permita identificar los principales problemas
sanitarios, conocer su distribucion geografica y evolucion temporal, cuantificar el nivel de dafio causado por
cada problema y estudiar su posible relacién con factores ambientales y/o genéticos. Esta investigacién se

2 Programa Nacional de Investigacion en Produccion Forestal — INIA - Tacuaremb6
3 En este trabajo, el término plaga refiere tanto a insectos como a enfermedades, de acuerdo a la terminologia utilizada en la Convencion

Internacional de Proteccion Fitosanitaria (CIPE)
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integra como componente 2 del proyecto FO_06: “Biologia y epidemiologia de las plagas y enfermedades
prioritarias para el sector forestal”.

Los principales objetivos de este proyecto son identificar los principales problemas sanitarios, conocer su
distribucién geografica y evolucion temporal, cuantificar el nivel de dafio causado por cada problema y
estudiar su relacion con factores ambientales y/o genéticos. La informacion sobre la dindmica espacio
temporal de las plagas que afectan a plantaciones jovenes de eucaliptos y sus relaciones trdficas es muy
escasa en Uruguay.

En la primera etapa del proyecto se realizaron cuatro campafias de inspeccion (octubre-diciembre de 2008,
marzo-abril de 2009, octubre-diciembre de 2009 y octubre-diciembre de 2010) con una metodologia
especifica para plantaciones jovenes de eucaliptos. Simultdneamente, se ha profundizado en el conocimiento
de la hiologia y ecologia de las principales plagas (insectos y enfermedades) y sus enemigos naturales
asociados y se han implementado en el pais protocolos de monitoreo para algunas de ellas.

El objetivo del presente trabajo es presentar los principales resultados del relevamiento realizado, plantear y
discutir un modelo preliminar de red tréfica entomoldgica en plantaciones jovenes de eucaliptos y proponer
algunas lineas de accion y productos a desarrollar.

Material y Métodos

Inspecciones

Se relevaron plantaciones de E. globulus de menos de dos afios de edad, en las zonas Sureste y Litoral.
Debido a la baja presencia de esta especie en la zona litoral, se relevaron también plantaciones de esta edad
de E.dunii.

Cada plantacién se dividio en al menos 4 sectores, en cada uno de los cuales se relevd una transecta de 100
arboles. Se evaluaron 10 arboles por transecta, cada uno de los cuales estaba separado del siguiente por 9
arboles. La informacion colectada en cada transecta fue la siguiente:

a) Estimacion visual del dafio provocado por insectos defoliadores. Se calculé la Incidencia (porcentaje
de hojas afectadas en el arbol) y la severidad (porcentaje promedio del area foliar faltante). Se
registrd el nimero de arboles afectados por transecta.

b) Numero de apices afectados por psilidos. Se registro la presencia o ausencia de psilidos en 10
apices al azar por cada arbol relevado. Cinco apices fueron seleccionados al azar en cada transecta,
cortados, colocados en holsas herméticas y llevados al laboratorio.

c) Numero de arboles con presencia de la chinche del eucalipto, Thaumastocoris peregrinus. Se
consideraron para su conteo aquellos arboles que tuvieran individuos vivos y al menos sintomas de
dafio, exuvias o heces de la chinche.

d) Biodiversidad: se realizd una colecta manual de otros insectos que se hubieran alimentado en los
eucaliptos, los cuales fueron llevados al laboratorio para su identificacion. En el primer y dltimo arbol
de cada transecta se realiz6 ademas un batido de vegetacion durante un minuto y se colectaron
todos los artropodos en forma manual 0 mediante trampa de succion. Los especimenes de la colecta
manual fueron fijadas en seco o alcohol 70°, dependiendo del organismo. Las muestras de batido
fueron preservadas en alcohol 70°.

Procesamiento

En el laboratorio de Entomologia del INIA Tacuarembé se identificaron todas las especies colectadas
manualmente o por batido. Para la identificacién de los psilidos se recurri6 a claves (Burckhardt et al., 1999;
Santana y Zanol, 2005). Para la identificacion de las especies de Gonipterus se recurrid a la clave elaborada
por Rosado-Neto y Marquez (Rosado-Neto y Marques, 1996). La identificacion de lepiddpteros fue realizada
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por el Lic. Carlos Bentancourt de la Facultad de Agronomia. La identificacion de arafias fue realizada por el
equipo de aracnélogos de Facultad de Ciencias, bajo supervison del Dr. Miguel Simo.

Se contaron las ninfas tempranas (instars | a lll), ninfas tardias (IV y V) y adultos de Ctenarytaina eucalypti en
cada muestra de apices colectada. Se contaron ademas las momias (ie: ninfas parasitadas) y se registro la
presencia de posturas y de la avispa parasitoide Psyllaephagus pilosus.

Los especimenes fueron depositados en la coleccion entomoldgica de INIA en Tacuarembd o en la coleccién
entomoldgica de la Facultad de Ciencias.

Andlisis

Para estimar el dafio causado por defoliadores se calculé la severidad como el porcentaje promedio del area
foliar afectada y la incidencia como el porcentaje de hojas afectadas.

Con estos datos se calcul el indice de Dafio Foliar, una adaptacion del indice de Dafio de Copa (Stone et al.,
2003). El IDF se calculd cdmo la sumatoria del dafio debido a enfermedades (IDE) y el dafio debido a
insectos (IDI):

| IDF= IDE+IDI

Siendo,

\ IDE=Defoliacion + {[(1 — Defoliacion:100) x [(Incidencia de Necrosis x Severidad de Necrosis):100]}

‘ IDI={(Incidencia de Insectos x Severidad de Insectos):100)}

El IDE fue calculado para las mismas campafias y presentado en anteriores jornadas (Balmelli et al., 2009a,
b).

Se calculé el porcentaje de arboles afectados para determinar la prevalencia general del dafio ocasionado por
cada insecto (Prevalenciaa) a nivel general. Se calculd ademés el porcentaje de transectas con algin dafio
(Prevalenciay).

Se calculd la incidencia de C. eucalypti, como el porcentaje de apices afectados.

El porcentaje de parasitismo de C. eucalypti debido a P. pilosus se calculé como el nimero de individuos
parasitados sobre el total de individuos vivos entre ninfay y adulto. Se realizé un test de Wilcoxon para
discriminar los porcentajes de parasitoidismo observados en ambas campafias y entre regiones.

Se elabor6 una red tréfica de los insectos asociados a plantaciones jovenes de Eucalyptus globulus (source
web sensu Cohen, 1978). Se construy6 una lista de especies preliminar con todas aquéllas encontradas
durante las inspecciones. Se realiz6 una prospeccion bibliografica para obtener datos de alimentacion. Se
siguid en laboratorio el ciclo de las larvas de lepidopteros y de coledpteros, las cuales fueron alimentadas con
E. globulus y se constaté la depredacién de las especies de fitéfagos por los neurdpteros y coccinélidos en
campo y en laboratorio. La conexion resultante entre dos especies en la red implica que la especie del nivel
superior se alimenta de la del nivel inferior, sin aportar datos de cantidad (red trdfica binaria o cualitativa). Dos
potenciales ingresos a la red: el parasitoide de la chinche del eucalipto Cleruchoides noackae y la avispa
agalladora de los eucaliptos Leptocybe invasa fueron incorporados para la discusion. Finalmente, se
incorporaron también las principales enfermedades de E. globulus.

Resultados y discusion

Durante la primavera de 2008 se inspeccionaron 21 plantaciones en la regidn Sureste (Rocha, Maldonado,
Lavalleja, Canelones, Florida y Treinta y Tres) y 4 plantaciones en la region Litoral (Paysandi y Rio Negro). El
area efectiva de relevamiento fue de 11.210 Ha (7.750 Ha en el Sureste y 3.460 Ha en el Litoral). Durante el
otofio de 2009 se inspeccionaron 21 plantaciones de E. globulus en la regidn Sureste (Rocha, Maldonado,
Lavalleja, Canelones y Florida) cubriendo un area efectiva de 6.640 Ha y 10 plantaciones en la region Litoral
(Paysandu, Rio Negro y Soriano). Se relevé un total de 26 transectas, 9 en E. globulus, 15 en E. dunnii, 1 en
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E. grandis y 1 en un hibrido de E. grandis x E. globulus. La ubicacion de los sitios inspeccionados en ambas
campaiias se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Sitios relevados en las dos primeras campafias.

Epidemiologia
El dafio debido a insectos expresado como IDI fue mucho menor al dafio ocasionado por enfermedades,

aportando menos del 2 % al IDF en ambas regiones en primavera de 2008 y menos del 1% en otofio de 2009.
La tabla 1 resume los principales parametros epidemiologicos.
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Primavera Otofio El gorgojo del eucalipto fue encontrado en 102 de las 125
2008 2009 transectas (82% de prevalencia) durante el primer muestreo. En el
N°dearboles | 1111 840 segundo muestreo, correspondiente a otofio de 2009, se registr
. IDI | 25,00% 225% | solamente en 5 de las 84 transectas relevadas (6 % de
Gonipterus spp prevalencia). Si la prevalencia se presenta en funcion de los
Prevalenciax 82'00:/0 6’0%% arboles relevados el nimero desciende. Esto da cuenta del
Prevalencias 29’61(/’ < 1? caracter agregado de los ataques. La incidencia fue variable en
Incidencia | _0-70% 0-15% ambas campafias y alcanzé maximos del 70% en primavera y de
Severl_dad 0-89% 0-40% 0 5 idad también al  val
Ctenarytaina eucalypti 15/0 en otofio. La severidad tambien alcanzo valores mayores en
Prevalencia 100% 100% primavera que en otofio. Aunque los valores de la region litoral
Prevalenciaa | 95,14% 99.41% fueron un poco mayores que los de la region sureste, no se
Incidencia | 66,76% 89.18% registraron diferencias significativas. El género Gonipterus esta
Parasitoidismo | 39,90% 4.97% representado en nuestro pais por las especies G. scutellatus y G.
Thaumastocoris peregrinus gibberus. En el presente relevamiento no se identificaron
Prevalencia; |  50,00% 25,00% ejemplares ni larvarios ni adultos de la segunda especie.
Prevalenciaa 4,50% 14,00%
Otros insectos La prevalencia a nivel de transectas de Ctenarytaina eucalypti
Prevalenciaa | 1,71% |  0,95% alcanzo el 100% en ambas regiones y campafias. Si se considera
Tabla 1. Parametros epidemioldgicos para los a nivel de arboles la prevalencia se mantiene en ambas fechas
principales insectos inspeccionados

por encima del 95%. La incidencia también es alta, superando en

todos los casos el 50%. A pesar de estos niveles, no se registraron casos de muerte o secamiento de apices
debido a la infestacidn ni se encontraron deformaciones en el crecimiento de los arboles debidos a C.
eucalypti. Los porcentajes de parasitoidismo fueron significativamente mayores en primavera de 2008 que en
otofio de 2009 (test de Wilcoxon, **) con una varianza mayor, oscilando entre el 10 y mas del 90% (figura 2).
Ademas de C. eucalypti, C. spatulata fue encontrada en tres transectas de E. grandis y una transecta
cercana a plantaciones o cortinas de esta especie. El psilido de lerp Glycaspis brimblecombei fue encontrado
en dos transectas en rodales cercanos a cortinas de eucaliptos colorados.

Primavera 2008;

39,90

Otofio 2009; 4,97

La chinche del eucalipto Thaumastocoris peregrinus se presentd en la mitad
de las transectas de primavera y la cuarta parte de las de otofio. En estas
transectas se concentrd la mayoria de los individuos colectados y por esta
razon, la prevalencia a nivel de arboles es baja en ambas campafias. T.
peregrinus se alimentdé de hojas de consistencia cartacea,
fundamentalmente en aquéllas que se encuentran en el centro de la planta.
El nivel de dafio no fue cuantificado porque no se habia previsto encontrar
esta especie en plantaciones tan jévenes.

El dafio observado correspondiente a otros grupos fuera de los ya
mencionados no superé el 2% de prevalencia en primavera de 2008 y
estuvo por debajo del 1% en otofio de 2009. Esta categoria esta compuesta
por lepidopteros, de los cuales se identificaron dos especies: Paracles
(=Mallocephala) deserticola (Arctidae) y Phocides polybius phanias
(Hesperidae), coledpteros crisomélidos pertenecientes al género Metallactus
y hormigas cortadoras (Formicidae: attini). Exceptuando el caso de las
cortadoras, se tratd generalmente de infestaciones moderadas a altas en
rodales e incluso &rboles aislados.

La “lagarta peluda rubia” P. deserticola es un insecto generalista cuyas

Figura 2. Porcentaje de

parasitoidismo de
pilosus sobre C. e

Psyllephagus
ucalypti.

larvas son frecuentes en el campo donde ocasionalmente dafian diferentes
cultivos como girasol, maiz, acelga o vegetacion silvestre (Bentancourt y
Scatoni, 1998). Se encontraron en dos establecimientos. No se logré

completar el ciclo de esta especie sobre eucalipto en laboratorio.
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En lo que respecta a P. polybius phanias, se trata de una especie que tiene como principal hospedero
mirtdceas nativas (Psidium spp.). En Argentina ya se han encontrado brotes epidémicos de esta especie
sobre eucaliptos colorados (Mareggiani y Rocca, 2006). Se encontraron en tres establecimientos, en un arbol,
no mas de dos larvas.

Red tréfica entomoldgica asociada a E. globulus

La tabla 2 contiene una lista de las especies encontradas en las inspecciones visuales y del batido con una
descripcion de su afiliacion taxonémica, el grupo tréfico y el gremio al que pertenecen. Se excluyeron de esta
lista las hormigas cortadoras por tratarse de especies compartidas con otros ecosistemas y cuyo abordaje en
materia de control excede el objetivo de este trabajo. La informacidn sobre dieta de los aracnidos encontrados
aln se encuentra en procesamiento por lo que se ha simplificado su tratamiento en la red. Se agregaron a la
lista de insectos la avispa agalladora de los eucaliptos Leptocybe invasa (Hymenoptera, Eulophidae), de
inminente aparicion en el pais, asi como el controlador hiologico de la chinche del eucalipto el mimarido
Cleruchoides noackae.

Se agregaron también las tres principales patologias descritas para estas plantaciones (Balmelli et al., 2009a,
h).

En base a esta lista se conform6 la red tréfica cualitativa que se presenta en la figura 3. Las variables
ontogenéticas de la planta pueden ser factores condicionantes de la seleccion y colonizacion por insectos
fitéfagos (Lawrence et al., 2003). Dehido a esto se dividi6 el recurso base de la red (E. globulus) en tres
compartimientos: &pices, hojas juveniles y hojas maduras. Es importante destacar que en las plantaciones
conviven arboles que presentan Unicamente follaje juvenil (homoblasticos) con arboles que presentan una
combinacién de ambos follajes (heteroblasticos) condicion que depende de la edad del vegetal y de su base
genética.

Cddigo | Orden Familia Especie Gremio

G Coleoptera Curculionidae Gonipterus spp. Defoliador, &pices, hojas juveniles, hojas maduras

LC Lepidoptera | Arctiidae Paracles deserticola Defoliador, generalista

LC Coleoptera Chrysomelidae Metallactus sp. Defoliador, generalista

LC Lepidoptera | Hesperidae Phocides polybius Defoliador, hojas maduras, enrollador de hojas
phanias

Ce Hemiptera Psyllidae Ctenarytaina eucalypti Picosuctor, apices, floeéfago

Cs Hemiptera Psyllidae Ctenarytaina spatulata Picosuctor, apices, floeéfago

Gb Hemiptera Psyllidae Glycaspis Picosuctor, hojas, floe6fago
brimblecombei

Tp Hemiptera Thaumastocoridae | Thaumastocoris Picosuctor, hojas maduras, macerador-suctor (floema
peregrinus y mesénquima)

Li Hymenoptera | Eulophidae Leptocybe invasa Galicicola, hojas juveniles, brotes

An Hymenoptera | Mymaridae Anaphes nitens Parasitoide, especialista

Pb Hymenoptera | Encyrtidae Psyllaephagus bliteus Parasitoide, especialista

Pp Hymenoptera | Encyrtidae Psyllaephagus pilosus Parasitoide, especialista

Cn Hymenoptera | Mymaridae Cleruchoides noackae Parasitoide, especialista (¢,?)

A Araneae Anyphaenidae Sanogasta spp Carnivoro, cazador activo, vegetacion

A Araneae Anyphaenidae Tasata spp. Carnivoro, cazador activo, vegetacion

A Araneae Anyphaenidae Xiruana gracilipes Carnivoro, cazador activo, vegetacion

A Araneae Araneidae Araneus unanimus Carnivoro, constructor de tela

A Araneae Araneidae Argiope argentanta Carnivoro, constructor de tela

A Araneae Araneidae Eustala minuscula Carnivoro, constructor de tela

A Araneae Araneidae Larinia bivitatta Carnivoro, constructor de tela

A Araneae Araneidae Metepeira gressa Carnivoro, constructor de tela

N Neuroptera Chrysopidae Chrysoperla carnea Carnivoro, cazador activo, generalista

C Coleoptera Coccinelidae Olla quinquenigrum Carnivoro, cazador activo

Continuacién:
C | Coleoptera | Coccinellidae | Harmonia axyridis | Camivoro, cazador activo
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A Araneae Corinnidae slidentificar Carnivoro, cazador activo, suelo
A Araneae Desidae sfidentificar Carnivoro, constructor de tela
A Araneae Linyphiidae slidentificar Carnivoro, constructor de tela
A Araneae Lycosidae slidentificar Carnivoro, cazador activo, suelo
N Neuroptera Mantispidae Dichromantispa sp. Larva: pardsito (arafias) Adulto: Carnivoro, cazador
activo
N Neuroptera Mantispidae Zeugomantispa minuta | Larva: parasito (arafias) Adulto: Carnivoro, cazador
activo
A Araneae Mimetidae Cheiracanthium Carnivoro, cazador activo, vegetacion
inclusum
A Araneae Miturgidae slidentificar Carnivoro, cazador activo, vegetacion
A Araneae Philodromidae sfidentificar Carnivoro, cazador activo, vegetacion
A Araneae Salticidae slidentificar Carnivoro, cazador activo, vegetacion
A Araneae Theridiidae slidentificar Carnivoro, constructor de tela
A Araneae Thomicidae Misumenops pallidus Carnivoro, cazador activo, vegetacion
PS Psocoptera s/determinar s/determinar Xiléfago, detritivoro
Enfermedades
F Hongos entomopatégenos (géneros Beauveria, Metarhyzium, Verticillum)
MLD Enfermedad foliar causada por Mycosphaerella spp. y Teratosphaeria spp.
R Roya del eucalipto (causada por Puccinia psidii)
B Bacteriosis (varios agentes causales)

Tabla 2. Lista de especies

N
Hojas maduras Hojas juveniles Apices %

Figura 3: Red tréfica cualitativa en plantaciones jovenes de E. globulus.
Circulos gris claro: enfermedades, Circulos gris oscuro: fitéfagos; rectangulos gris oscuro: carnivoros. En blanco: especies no citadas
para el pais.

Los insectos que se encontraron alimentandose de eucaliptos jovenes pertenecen a dos gremios:
defoliadores y picosuctores. Los segundos se dividen a su vez en insectos que se alimentan de floema e
insectos que se alimentan de mesdfilo.

Defoliadores

La mayoria de los modelos ecoldgicos sobre el impacto de la herbivoria se basan en organismos defoliadores
(Nykénen y Koricheva, 2004). En general la defoliacién induce en las plantas respuesta compensatoria:
aumenta la tasa fotosintética, disminuye el crecimiento del vegetal, disminuye la concentracion de
carbohidratos y otros nutrientes como el nitrdgeno y el potasio. Las respuestas del vegetal a la defoliacion
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pueden tener un impacto negativo o positivo sobre el fitness de los herbivoros; en el primer caso se habla de
“resistencia inducida” mientras que el segundo se conoce como “susceptibilidad inducida” (Karban y Baldwin,
1997) En Australia la defoliacién en eucaliptos debida a insectos no es un fenémeno persiste durante todo el
afio, con picos en primavera y verano (Lowman y Heatwole, 1992).

El gorgojo del eucalipto

El principal defoliador presente en plantaciones jévenes es el gorgojo
Gonipterus spp. que ingresd al pais a fines de la década del 30 (Morey
y Porcile, 2002). Se presume que este insecto puede presentar de dos
a tres generaciones anuales en Uruguay (otofio, primavera y
ocasionalmente verano) aunque no existen estudios a campo y
laboratorio que sustenten esta afirmacion. En nuestro estudio
registramos mayores abundancias y mayores distribuciones de la
poblacién y el dafio durante las campafias de primavera pero debido a
lo tardio de las fechas de las inspecciones de otofio probablemente se
esté observando el fin de una generacion. La fenologia de Gonipterus
es muy variable y se reportan de una a dos generaciones en hemisferio
norte, con afios en los cuales se observan adultos hibernantes y afios
H. maduras“ H. juveniles "Apices de estivacion (Cordero Rivera et al., 1999) mientras que en la region

. . = templada de Sudamérica se han registrado hasta cuatro generaciones
Figura 4. Interacciones tréficas | d ion del cicl |
propuestas para Gonipterus spp. anual eg(Lanfranco y Dungey, 2001). La duracion de ciclo es altamente
(Explicacion en el texto). dependiente de la temperatura y del hospedero (De Oliveira, 2006). A

25 ° C y en condiciones de laboratorio el ciclo de huevo a adulto dura
aproximadamente 60 dias (Santolamazza-Carbone et al., 2006) y se requieren 435,7 grados-dia. El
parasitoide de huevos Anaphes nitens tiene como hospedero al gorgojo y constituye un importante factor de
regulacion de sus poblaciones, por lo que ha sido empleado en programas de control biologico en todos los
continentes donde esta plaga ha sido introducida (Santolamazza-Carbone et al., 2004; Loch, 2008). En Uruguay
se introdujo por primera vez en 1939 desde Argentina y oficialmente en 1941 desde Sudafrica (Morey y
Porcile, 2002). En los ultimos afios se han observado, especialmente en veranos calurosos y secos,
aumentos locales de las poblaciones de Gonipterus (con un consecuente aumento del dafio), especialmente a
fines del verano. Se ha sugerido que la causa de esto podria ser una disminucion de la poblacién del
parasitoide. A partir de esta preocupacion algunos productores del sector estan repicando y liberando A.
nitens. Estas iniciativas deben complementarse con investigacidn sobre las causas de estos rebrotes y
mejoras en las estrategias de repique y liberacion, para optimizar los resultados y minimizar costos. Anaphes
nitens sufre depredacion por parte de arafias constructoras de telas, se observan cadaveres de esta especie
en las mismas, aunque se desconoce el efecto que pueda tener esta depredacion pasiva sobre las
poblaciones del parasitoide. Se ha establecido que los niveles de depredacion de los parasitoides en el
campo son importantes y muchas veces condicionan el éxito en los programas de control bioldgico
(Rosenheim, 1998). Como otros microhimendpteros A. nitens es sensible a varios grupos de insecticidas
(Pérez Otero et al., 2003) que si bien son poco usados en la forestacion a gran escala, pueden afectar a las
poblaciones en plantaciones adyacentes a zonas agricolas. La relacién arafias — mantispas que se ilustra en
el nivel superior de este subsistema se explicara mas adelante.

Algunas cepas de hongos entomopatdgenos, fundamentalmente pertenecientes a los géneros Beauveria y
Metarhizium, atacan a las larvas y adultos del gorgojo y han sido aisladas y ensayadas en el pais, aparte de
constituir los principales agentes de control biologico en Brasil, donde A. nitens no es eficiente.

Una estrategia de manejo de este subsistema pasa entonces por establecer los escenarios adecuados para
favorecer los niveles de parasitoidismo de A. nitens, para lo cual se deberia: (i) estimar el nivel “basal” de
parasitoidismo, (ii) cuantificar las causas de disminucion de las poblaciones del parasitoide (ataque de
depredadores de orden superior, factores climaticos, pérdida de sincronizacion de los ciclos bioldgicos del
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parasitoide y el hospedero) y en base a esta informacion definir umbrales de accion para la liberacién de
avispas. Simultineamente seria importante continuar con el aislamiento de cepas entomopatogénicas para
Gonipterus spp. y elaborar protocolos de aplicacion.

Otros defoliadores
Hemos agrupado los restantes insectos defoliadores que se encontraron en las inspecciones en dos
categorias: oportunistas emergentes y potenciales colonizadores.

El primer grupo comprende insectos generalistas que emergen y oviponen sobre Eucalyptus al no encontrar
sus hospederos principales. Esto puede suceder por cambios en el uso de la tierra, por ejemplo, la
implantacion de un emprendimiento forestal en un terreno dedicado anteriormente a la agricultura. En general
provocan dafios muy severos pero muy localizados y las poblaciones no se mantienen, al no poder completar
el ciclo biolégico sobre Eucalyptus.

Los potenciales colonizadores por el contrario son especies cuyos hospederos son arboles filogenéticamente
emparentados (mirtdceas nativas) y tienden a ser oligéfagos o especialistas. Se ha hipotetizado que estas
especies al poder completar su ciclo sobre Eucalyptus y al establecerse en estas plantas, acceden a sitios
libres de enemigos por lo que sus poblaciones dejan de ser reguladas por las cascadas tréficas descendentes
de sus ambientes de origen. Esto eventualmente, podria incrementar el fitness de estas poblaciones
potenciando el desarrollo de nuevas plagas. Sin embargo, exceptuando el caso de P. polybius phanias antes
comentado, no existen otros casos reportados del salto de insectos nativos al Eucalyptus en la regién
templada de América del Sur, cosa que si sucede en Brasil (Paine, 2010).

Los defoliadores nativos que ocasionalmente se alimentan de eucaliptos deben ser monitoreados,
especialmente los potenciales colonizadores. Se debe notificar inmediatamente a la Direccion General
Forestal del MGAP cualquier insecto o dafio sospechoso. El mantenimiento de una coleccién entomolégica de
referencia en insectos forestales del pais, como la que existe actualmente en el Programa Forestal de INIA,
en Tacuarembd es una herramienta importante para favorecer la deteccion temprana de especies
potencialmente perjudiciales para el sector.

Picosuctores

A diferencia de lo que sucede con los defoliadores, el volumen de investigacion sobre el efecto de los
picosuctores es mucho menor. No obstante, la informacion disponible y analizada hasta el momento coincide
en sefialar que el dafio que causa este gremio sobre los vegetales es mas profundo y de mayor alcance que
el de los defoliadores (Zvereva et al., 2010). El ataque de un vegetal por picosuctores disminuye la tasa
fotosintética y el crecimiento y afecta negativamente la reproduccion del vegetal. Algunos picosuctores como
los coccidos pueden provocar una disminucion del volumen radicular del vegetal (Vranjic y Ash, 1997). La
hipotesis mas aceptada para explicar el dafio causado por picosuctores es la de “competencia de sumideros”
que postula que el insecto opera para la planta como un nuevo sumidero de nutrientes, como lo son los brotes
vegetativos o las estructuras reproductivas y frutos (Larson y Whitham, 1997).

Ctenarytaina eucalypti

El psilido de los eucaliptos blancos C. eucalypti fue detectado en Uruguay en la segunda mitad de 1998 sobre
E. globulus. Se presume que su dispersion se realizé a través de estacas enraizadas (Porcile, 1998). Se trata
de una especie multivoltina (varios ciclos anuales) y por lo tanto se encuentra presente durante buena parte
del afio. Cada hembra pone entre 50 y 60 huevos y los individuos pasan por 5 instars ninfales antes del
estadio adulto. Atacan preferentemente en los &pices de las ramas en plantaciones jovenes. Esta especie
también presenta un controlador introducido, la avispa parasitoide Psyllaephagus pilosus. Los datos de
parasitoidismo que obtuvimos en este estudio muestran una variabilidad local importante y sugieren
variaciones estacionales en los niveles de control de esta especie. No obstante, como ya se menciond no se
tiene conocimiento de dafios apicales como los observados en Brasil. Para optimizar el control bioldgico se ha
implementado en algunos establecimientos la cria, repique y liberacién de P.pilosus en rodales con alta
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incidencia de C. eucalypti en forma similar a lo realizado con A. nitens para Gonipterus (A. Bentos Pereira,
com. pers.).

En lo que respecta a niveles superiores, P. pilosus es también presa de arafias de tela. Los adultos de C.
eucalypti son también presa de arafias ademas de otros depredadores de pequefio tamafio como las vaquitas
de San Antonio (coccinélidos). Los coccinélidos, fueron observados alimentandose de psilidos en el campo y
también han sido reportados en otras regiones como depredadores de este grupo (Rezende et al., 2010).

Un fendmeno que se deberia evaluar para este grupo es su capacidad para el transporte de patégenos,
especialmente de agentes causantes de enfermedades foliares. Muchos psilidos ademas son importantes
vectores de patdgenos vegetales. En particular, se deberia evaluar el riesgo de vectorizacion de bacteriosis
por parte de C. eucalypti y especies emparentadas. Esta posibilidad de operar como vector de patégenos
vuelve imprescindible elaborar protocolos de manejo para disminuir la incidencia de esta especie.

Thaumastocoris peregrinus

La chinche del eucalipto es el Gltimo fitéfago australiano arribado al pais. Se presume que ingresé entre 2006
y 2008 (Martinez y Bianchi, 2010). Se trata de una chinche pequefia que se alimenta fundamentalmente de
hojas adultas o senescentes. Debido a esta preferencia y a que no habia sido practicamente observada en
plantaciones jovenes en Sudafrica, incluso en los periodos de explosion demogréfica, inicialmente no
elaboramos un protocolo especifico para relevar dafio en las inspecciones porque consideramos que seria
una presencia marginal. No obstante obtuvimos prevalencias del orden del 50%. La chinche del eucalipto
viene siendo monitoreada a nivel nacional en 40 puntos a lo largo del territorio con una frecuencia de
muestreo mensual. A partir de este monitoreo una de las principales constataciones es que la variacion
poblacional de T. peregrinus es influida fuertemente por variables que operan a escala local (rodal) por lo que
las tacticas de manejo deberian considerarse a esta escala. Al momento esta especia no cuenta con un
controlador especialista como sucede con las que ya se mencionaron. Se esta trabajando de cara a la
importacion de un enemigo natural australiano, la avispa parasitoide Cleruchoides noackae, que ya ha sido
liberada y recuperada en ambiente en la regién* lo cual constituye un dato promisorio. En las plantaciones de
nuestro pais la chinche sufre el ataque de algunos enemigos naturales nativos. Las vaquitas de San Antonio y
la mantispa Zeugomantispa minuta han sido observadas depredando huevos, ninfas y adultos de T.
peregrinus en el campo y en el laboratorio. Paralelamente, se han observado en otras inspecciones ataques
locales de hongos entomopatdgenos. Algunas de estas cepas han sido aisladas y se encuentran en estudio
en el laboratorio del Programa Forestal de INIA en Tacuarembd.

Los puntos de control que se deberian manejar para esta especie de acuerdo a la red al momento implican
favorecer los niveles naturales de depredacion y de ataque de entomopatégenos. Habrd que evaluar
posteriormente el efecto de C. noackae si se decide la importacion de este controlador. En lo que respecta al
vegetal, hay que tener en cuenta que aquellos clones que cambian de hoja rapidamente, si bien resultan
efectivos ante los agentes causantes de enfermedades foliares y la roya del eucalipto, quedan mas
tempranamente expuestos al ataque de la chinche.

Finalmente, no debe soslayarse el rol de esta especie como dispersora de patdgenos vegetales o como
vector, especialmente lo primero debido a su alta movilidad en el campo. En este sentido en INIA estamos
realizando estudios para conocer la micoflora transportada por esta especie.

Enemigos naturales

Como se observa claramente en la red, los principales enemigos naturales de los insectos perjudiciales para
las plantaciones jovenes de E. globulus estan en un nivel tréfico intermedio dentro de la red y por lo tanto son
a su vez regulados por la accién de otros depredadores y parasitoides. Estos depredadores de orden superior

4 Se detecta controlador bioldgico del chinche del eucalipto en Chile. Noticia del SAG, disponible en :
http://www.sag.qob.cl/OpenNews/asp/pagDefault.asp?arginstanciald=1&argNoticiald=848&argEdicionld
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pueden afectar negativamente el control hioldgico aunque la eficiencia de los parasitoides también puede ser
afectada por otros factores como efectos climaticos adversos, defensas propias de los herbivoros, falta de
sincronizacion en los ciclos parasitoide-hospedero, ausencia de otros recursos importantes para los
parasitoides como, por ejemplo, fuentes de néctar o polen, competencia inter especifica entre enemigos
naturales y disrupcion de control por efecto de insecticidas u otras practicas agricolas o silviculturales
(Rosenheim, 1998).

En lo que respecta a las arafias, se trata del grupo mas abundante en las plantaciones y con una riqueza
especifica y ecoldgica importante. Se ha encontrado a su vez una importante parasitacion de estas arafias
por larvas de mantispas y otros grupos taxonomicos. Se requiere mas investigacion en los habitos
alimentarios de las especies de arafias y en sus enemigos naturales.

Una perspectiva historica

En la figura 7 se presenta una grafica de las introducciones de insectos australianos en plantaciones de
eucaliptos en Uruguay. Se puede observar claramente una primera ola de introducciones hasta la segunda
posguerra, que involucra insectos mas bien conspicuos que involucra a los taladros del género Phoracantha y
a Gonipterus spp.

La segunda oleada de introduccion involucra exclusivamente a insectos picosuctores y comienza hacia finales
del siglo, en la década de los noventa. Aunque probablemente esta segunda oleada sea un reflejo de la
dinamizacion de la actividad forestal en el pais como consecuencia de la Ley Forestal 15.939, este patrén de
introduccion de insectos australianos se observa en forma similar a nivel global (Paine, 2010).

Si atendemos a la tendencia global, la década de 2000 se ha caracterizado por la dispersion de insectos
galicicolas o formadores de agallas y minadores, de dificil deteccion. Una amenaza para nuestro pais en este
contexto es la introduccion desde Argentina o Brasil de la avispa agalladora Leptocybe invasa. Se desconoce
qué asociaciones podrd establecer este organismo dentro de la red tréfica. Los organismos galicicolas
compiten al igual que los picosuctores con los sumideros naturales de las plantas (brotes y estructuras
reproductivas) y son sensibles a la concentracion de estos sumideros (Larson y Whitham, 1997). El efecto
acumulativo del dafio por dos especies de picosuctores con nichos tréficos diferentes (C. eucalypti y T.
peregrinus) y esta avispa es algo que no es posible determinar a priori pero que podria en el peor de los
escenarios comprometer el desarrollo de las plantaciones jévenes y que exigira por lo tanto de un ajuste mas
estricto del manejo de estas plagas.
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Figura 7. Introducciones de insectos de Eucalyptus en Uruguay (adaptado de varias fuentes)

Hacia un modelo de gestion: ¢ un sistema experto para la proteccion forestal?

Si bien el andlisis que se ha discutido en este trabajo parte de informacidn en estado preliminar y desde una
simplificacion operativa del contexto de las plantaciones, ilustra con claridad la complejidad de variables y
nodos de decision que se deben considerar para desarrollar un Manejo Integrado de Plagas.

La implantacion de estrategias de MIP se ha visto bastante favorecida por el desarrollo de las TICs a partir de
la segunda mitad del siglo XX, lo cual ha permitido la elaboracién de herramientas de andlisis y de soporte a
la toma de decisiones de manejo de plagas a partir de mdltiples fuentes de informacion. Uno de los
principales instrumentos resultantes de este desarrollo son los sistemas expertos.

Un sistema experto es un programa informatico disefiado para simular la habilidad para resolver problemas
de un humano en areas especializadas (Schmoldt y Martin, 1986). Los sistemas expertos se han convertido
en uno de los productos comerciales mas exitosos de la Inteligencia Artificial desarrollandose aplicaciones
para control, disefio, diagndstico, monitoreo, planificacion, prediccion y simulacion entre otras actividades
(Kaloudis et al., 2005; Hasan y Isaac, 2011).

En proteccion forestal se han implementado diferentes tipos de sistemas expertos. Un sistema de informacion
sobre manejo de bosques (SIM) es un conjunto de aplicaciones orientadas hacia la creacién de informes a
partir de la informacién colectada en los rodales. Estos informes predeterminados permiten detectar
desviaciones de los patrones y tendencias histéricas como base para la toma de decisiones. En concreto, la
informacién sobre los niveles de depredacion, de dafio y de parasitoidismo colectada en estas y otras
inspecciones sanitarias puede usarse para establecer niveles basales que sirvan de insumo para la
determinacion de umbrales de accion.

Un sistema de apoyo a la gestion (SAG) es un conjunto de aplicaciones disefiado para asistir a los
productores en el andlisis de la informacion forestal (Coulson y Witter, 1990). En base a la informacion
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ingresada y su procesamiento de acuerdo a modelos matematicos un SAG elabora recomendaciones sobre el
manejo de plagas de insectos forestales.

Consideramos que la construccion de un sistema experto para proteccion forestal seria una contribucion
importante al desarrollo del sector forestal nacional. Dicho sistema podria estar compuesto por: un médulo de
identificacion, un médulo de monitoreo y un médulo de diagndstico y recomendaciones.

El mddulo de identificacion contendria claves interactivas de entrada multiple (por ejemplo, permitiria ingresar
informacion de sintomas o de organismos) en formato multimedia para favorecer la rapida identificacion de
problemas sanitarios. Este tipo de sistemas ya ha sido implementado en otras regiones con relativo éxito
(Kaloudis et al., 2005). EI modulo de monitoreo permitiria hacer un seguimiento de los monitoreos sanitarios
que se realizan en la plantacién. Finalmente, el mddulo de diagndstico utilizaria la informacién de
identificacion, de monitoreo y otros parametros ingresados (informacion climéatica o de uso de la tierra, datos
silviculturales) para realizar recomendaciones de manejo.

El desarrollo de aplicaciones en Internet y la incorporacion de contenido multimedia en estas aplicaciones han
mejorado sustancialmente la performance de los Sistemas Expertos (Hasan y Isaac, 2011). Si el sistema
experto que se propone aqui estuviera implementado en linea, se podria utilizar la informacion ingresada,
asegurando la salvaguarda de la intimidad de los potenciales colaboradores, para elaborar una gran base
nacional de datos en proteccion forestal. Simultdneamente, la informacién de monitoreos podria ser enviada
directamente a las autoridades competentes a tiempo real, mejorando las posiblidades de control de
emergencias asi como la deteccién temprana.

¢Qué estd aportando el proyecto? En primer lugar, el proyecto viene sistematizando la informacion
taxonomica sobre las especies que habitan en los rodales forestales, generando fichas de identificacion,
documentacion gréfica y una coleccion entomoldgica de referencia. Esta informacion constituye la base para
la creacion del modulo de identificacidn descrito. la informacidn epidemioldgica recopilada al momento, que es
la primera generada en el pais sobre las plantaciones jévenes de eucaliptos, contribuye al desarrollo de un
modelo de dinamica espacio temporal de los principales organismos perjudiciales y sus interacciones con los
restantes compartimientos tréficos. Esto permitird a su vez construir escenarios para analizar el impacto de
las tacticas de control empleadas al momento o sugerir alternativas.

Simultdneamente, se continda trabajando de cara a la formalizacion de los sistemas de monitoreo sanitario,
imprescindibles para la implantacion del MIP.

Finalmente, consideramos que la generacion de un sistema experto requerird del aporte conjunto de los
protectores  vegetales, ecdlogos, programadores y, fundamentalmente, del sector productivo.
Afortunadamente, el pais posee en este momento las herramientas para estimular el trabajo cientifico
interdisciplinario e innovador y las TICs han sido consideradas como areas prioritarias de desarrollo tanto en
INIA como en la UdelaR.
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CONTROL BIOLOGICO DEL GONIPTERUS SCUTELLATUS POR
ANAPHES NITENS EN URUGUAY

Alejandro Gonzélezs, Pilar Savornin® & Laura Amaral®
1. Introduccion

El gorgojo del eucalipto, Gonipterus scutellatus Gyllenhal, es un Curculionidae originario del sud-este
australiano especifico de Eucalyptus spp. (Withers, 2001). El primer pais fuera de Australia donde se registré
su presencia fue en Sudafrica en 1916 desde donde el gorgojo inicid una rapida expansion y colonizé en
apenas 30 afios la mitad del continente africano, desde el Cabo de Buena Esperanza al Lago Victoria, a una
velocidad de unos 100 km/afio (Rabasse & Perrin, 1979). En Sudamérica ha sido descrito en los siguientes
paises: Argentina (1926), Uruguay (1943), Brasil (1955) y Chile (1998).

Las larvas y los adultos de G. scutellatus se alimentan del follaje de eucalipto en crecimiento. El crecimiento
de las poblaciones del gorgojo en pocos afios se favorece con la abundancia de hospedantes preferidos, asi
como condiciones de clima templado, especialmente temperatura y precipitaciones, y ausencia 0 muy baja
presencia de enemigos naturales (Tooke, 1953).

El alto potencial reproductivo del insecto, junto con su capacidad de defoliacidn intensa puede causar
pérdidas de crecimiento o deformaciones (Santolamazza y Cordero, 1998); incluso los arboles pueden morir
debido a infestaciones continuas (no observados en Uruguay).

En su estado adulto tiene un tamafio de hasta 9 mm de largo y 5 mm de ancho. Presenta la cabeza
prolongada con un aparato bucal que se adhiere a los bordes de las hojas para alimentarse de ellas.

La larva puede alcanzar un tamafio de hasta 15 mm en su Ultimo estadio, es de color amarillo a amarillo
verdoso, con dos bandas oscuras a cada lado y no presenta patas. Se caracterizan por secretar largos
filamentos que corresponden a las heces.

Dependiendo del grado de desarrollo, la pupa es blanca a marrén, de aproximadamente 8 mm de longitud.
Finalmente, los huevos son de color amarillento, de 1,2 a 2 mm de largo y se encuentran agrupados de entre
6 a 12 en una cubierta negra denominada ooteca.

En los sistemas forestales resulta dificil de instrumentar, asi como econdmicamente costoso el control de la
plaga por métodos convencionales (quimico). Entre otras cosas, porque no hay productos especificos
registrados que estén autorizados; ademas, la penetracion de los insecticidas donde se ubica la plaga en el
arbol es compleja, la rapidez de dispersion del insecto es alta y su ciclo corto. Al mismo tiempo, los productos
quimicos impactan sobre los enemigos naturales de otras plagas y sobre el ambiente. Por lo tanto, el empleo
del control hioldgico se convierte en la tictica mas acertada para el manejo de las poblaciones del gorgojo.

El control biolégico puede definirse como el mantenimiento de la densidad de una especie plaga por debajo de un
nivel determinado, gracias al empleo de enemigos naturales que son habitualmente introducidos a partir del lugar
de origen de la plaga (De Bach, 1985). Para el caso del gorgojo del eucalipto, existe un agente de control
biolégico efectivo, esta es una pequefia avispa parasitoide llamada Anaphes nitens (Himendptera: Mimaridae), la
cual deposita sus huevos en el interior de las ovoposiciones del gorgojo. Alli las larvas del parasitoide se
alimentan del embrion del gonipterus de tal manera que de cada huevo de G. scutellatus emerge un parasitoide
en lugar de una larva de gorgojo (Cordero Rivera y Santolamazza Carbone, 2003, Santolamazza-Carbone S. et
al. 2003, Tribe, 2005). Las anaphes miden entre 0.8 y 1 mm de largo, son de color negruzco y alas transparentes.

51+D Montes del Plata
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En Uruguay, la anaphes nitens se encuentra naturalmente en el campo, generalmente en equilibrio con la plaga
(gonipterus). Sin embargo, es claro que los monocultivos son especialmente vulnerables a las plagas, y los
sistemas de control biolégico pueden resultar muchas veces inestables, ya que si los enemigos naturales
utilizados son demasiado eficientes, como para disminuir la poblacion de su “presa”, pueden ellos a continuacion
también resultar disminuidos. Por lo tanto bajo estas circunstancias afios de buen control, pueden ser seguidos
por afios de control deficiente, hasta que las poblaciones de los enemigos naturales se recuperen (Cordero

Rivera y Santolamazza Carbone, 2003).
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Figura 1. Distribucion mundial aproximada de Gonipterus scutellatus. La zona amarilla indica el area
geogréfica original

Figura 2. Gonipterus Scutellatus adulto Figura 3. Anaphes nitens adulto
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Figura 4. Sistema tritrofico y sus respectivas interacciones

2. Ciclo Bioldgico del Gonipterus Scutellatus en Uruguay

En Uruguay, el insecto tiene dos generaciones bien diferenciadas en el afio, una hacia el otofio y la segunda
en primavera, siendo ésta (ltima la que generalmente provoca los mayores dafios pues ocurre
simultdneamente con el periodo de mayor crecimiento del bosque. Eventualmente, y dependiendo de las
condiciones climaticas, puede ocurrir una tercera generacion anual, hacia comienzos del verano, siempre con
un nivel poblacional menor respecto a las dos anteriores.

Los huevos del insecto se encuentran dentro de las ootecas la cual puede definirse como una especie de
contenedor que contiene de 6 a 12 huevos, dependiendo este nimero de la época del afio
fundamentalmente (mayor cantidad en primavera). Cada hembra adulta pone a lo largo de su vida entre 600 y
900 huevos, los cuales permanecen en esta fase unas 2 semanas, luego de lo cual se produce la emergencia
de las larvas.

La fase larvaria se divide en 4 estadios, ocupando aproximadamente un mes en completar los mismos. En los
dos primeros, las larvas se alimentan de la epidermis de las hojas, lo cual es facilmente identificable pues
dejan galerias en el limbo de las hojas (figuras 5y 6). Por su parte en los ltimos dos estadios, éstas se
alimentan ademas del limbo foliar, del peciolo o incluso los tallos de &rboles jovenes, si la densidad
poblacional es muy alta.

Cuando el insecto esta completando su fase larval, éstas se entierran en el suelo a una profundidad entre los
10 y 15 cm., de esta manera pasan al siguiente estadio de desarrollo, el pupal. El estadio de pupa es
completado en un periodo de aproximadamente 50 dias.
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Finalmente, y tras este periodo, emerge el gonipterus adulto. Este se alimenta mayormente de hojas nuevas y
tiernas, aunque puede llegar a provocar dafios también sobre hojas mas viejas, si la densidad poblacional es
muy alta. Las hembras comienzan a oviponer (madurez reproductiva), luego de 30 dias aproximadamente.
Las puestas las realiza preferentemente sobre las hojas nuevas de Eucalyptus sp., pero si éstas escasean o
hacen igualmente sobre hojas mas viejas e incluso sobre el peciolo de las mismas.

Figura 7. Estadio larval 4 Figura 8. Ooteca con huevos

3. Metodologia de parasitismo de anaphes nitens sobre gonipterus scutellatus

El proceso de recoleccion de ootecas, produccion, reproduccion y posterior liberacion de las anaphes nitens
en campo, consta de varias etapas interrelacionadas entre si que se detallan a continuacion.

3. A. Monitoreo Mensual

Esta primera etapa, fundamental para la toma de decisiones posteriores, puede a su vez dividirse en dos
niveles: 1- En Campo, 2- En Laboratorio.

1) En Campo

Montes del Plata tiene establecida una red de monitoreo mensual que cubre las distintas zonas
representativas de la empresa (6 nlcleos en total). Eventualmente, y si se considera necesario (aumento
desmedido de la poblacion plaga por ejemplo), en meses particulares puede extenderse esta red a otras
regiones.

De cada lugar de muestreo se toman 10 &rboles, espaciados entre si, y de cada uno de ellos se colectan
unas 10 ootecas, las cuales no pueden ser ni demasiado nuevas (no estarian adn parasitadas) ni tampoco
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muy viejas (podrian haber eclosionado ya tanto las anaphes como eventualmente las larvas del propio
gonipterus). La seleccidn de éstas ootecas se hace en base al color de las mismas (negras, ni muy brillantes
ylo blandas pues son demasiadas nuevas, ni tampoco muy opacas pues son muy viejas). Ademas, de cada
arbol muestreado se toma registro de presencia/ausencia de gonipterus adultos, larvas u ootecas; si esta
desfoliado, etc.

2) En Laboratorio

Ya en el laboratorio se seleccionan las 5 ootecas mas adecuadas de las 10 colectadas originalmente para
continuar el proceso (segun criterio descrito anteriormente). Una vez seleccionadas estas 5 ootecas, las
mismas se colocan individualmente en tubos de ensayos, con un pequefio trozo de hoja a la cual se
encuentran adheridas. El tubo es tapado con algodon humedecido para asegurara asi la humectacion de la
ooteca. Los tubos de c/nlcleo son colocados en una bandeja plastica, identificandose la regién (nucleo) y
nimero de arbol. Los mismos son observados generalmente dia por medio, registrandose en las planillas
correspondientes, si ocurren, las eclosiones de anaphes nitens o larvas del propio gonipterus scutellatus. Este
proceso es llevado a cabo durante 20 dias, luego de lo cual se cierra y procesan los datos generados.

Este monitoreo mensual permite por un lado saber donde estan dandose las mayores producciones de
ootecas y eventualmente de dafio, asi como también donde son las regiones donde los niveles de parasitismo
son mayores y menores. Consecuentemente, estos datos nos sirven por un lado, para saber donde

recolectar ootecas en campo (zonas con mayores % de parasitismo) y ademas donde liberar luego las
anaphes nitens producidas en laboratorio (zonas de menor % de parasitismo).

-
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Figura 9. Ootecas individuales con trozo de hoja Figura 10. Ooteca en tubo de ensayo tapada
conun algoddn humedecido.
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Figura 11. Bandeja plastica con ootecas de un ncleo en particular
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3. B. Recoleccion de Ootecas

Con la informacién generada previamente a partir de los monitoreos, se resuelve cualles es/son la/s zonals
donde colectar las ootecas a campo. Se trata de realizar 3 colectas masivas por semana, dependiendo esto
tanto de las condiciones climaticas como de la disponibilidad efectiva de tiempo por parte de las
responsables.

3. C. Produccion de anaphes nitens en laboratorio

Luego de hacerse la recoleccion de ootecas en el campo, éstas son llevadas al laboratorio, donde con
extrema precaucion se separan las mismas de las hojas a las cuales estan adheridas y se colocan en cajas
de petri. En la base de estas cajas, se coloca papel absorbente o un trozo de algoddn humedecido para
mantener con humedad las ootecas y asi evitar su resecamiento. El nivel de mojado del papel o algodén es
muy importante, pues debe ser el suficiente para que las ootecas no se desequen pero al mismo tiempo no
tanto que provoque un medio de cultivo adecuado para la proliferacion de hongos que terminan pudriendo los
ootecas y abortando el proceso (este nivel de humectacién se ha ajustado luego de varios experimentos en el
propio laboratorio).

Una vez que los adultos de anaphes nitens van emergiendo, se los va sacando uno a uno hacia tubos de
ensayo. Este proceso es extremadamente delicado, dada la fragilidad de las micro avispas, y es realizado con
pequefios pinceles. La cantidad de anaphes nitens por tubo (unidad de liberacidn) es de 50 a 100,
dependiendo del tamafio del mismo. Para que las avispas que ya estan en un tubo no vuelen y se escapen
mientras se agregan las siguientes, el fondo del tubo es colocado cerca de luz intensa, y es hacia ahi donde
tienden a ir las avispas mientras que por el lado opuesto (boca del mismo) se agregan nuevos ejemplares.

Luego de acondicionadas en los tubos, las micro avispas requieren de ser alimentadas con frecuencia diaria,
esta alimentacion consiste en una solucion de agua y miel (eventualmente reemplazada por azlcar) en partes
iguales que se colocan en pequefias cantidades en las paredes del tubo de ensayo. La cantidad suministrada
debe de ser muy pequefia pues en caso contrario puede ocurrir ahogo de las anaphes en dicha solucién.
Hasta su liberacion en campo (no mas alla de un par de dias posteriores a su eclosion en laboratorio), los
tubos son guardados en una heladera a 5°C, donde las avispas permanecen en semi-latencia. ES importante
que la liberacién en campo se haga con la mayor frecuencia posible considerando que la vida media de la
anaphes nitens adulta es de 15 dias aproximadamente. De esta manera puede tener un mayor tiempo de
accion en campo y lograr un mayor control de la plaga.
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Figura 12. Ootecas en caja petri con algodén humedecido Figura 13. idem sobre papel
absorbente humedecido
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Figura 14. Anaphes Nitens en tubo de ensayo prontas para su liberacién en campo
3. D. Produccién simultanea y alternativa de ootecas parasitadas en laboratorio

Al mismo tiempo que se colectan ootecas desde zonas en campo con buenos niveles de parasitismo
(explicado anteriormente), también se producen ootecas en el propio laboratorio. Para ello, se colocan de 100
a 150 individuos adultos de gonipterus scutellatus (recolectados en campo) en cajas de vidrios, con alimento
suficiente, esto es, ramas con hojas tiernas, preferentemente puestas en frascos con agua para que se
mantengan frescas y palatables para el insecto. Estas cajas de vidrios (tipo peceras) son cerradas y
contienen en uno de sus costados una rejilla que permite la ventilacion de las mismas. Las mismas se
encuentran en una camara de cria a una temperatura constante de 23°C y una humedad relativa de entre 60
y 70%.

La alimentacion es cambiada dia por medio, o que exige un gran esfuerzo logistico pues es necesario ir a
buscar dicho alimento a campo (desventaja importante en referencia a metodologia detallada anteriormente).
Asi, con esta frecuencia se separan las hojas que contiene las posturas del insecto y ademas se realiza un
recuento de los mismos intentando mantener constante la poblacion base. Al mismo tiempo se recolectan
ootecas del campo, y en el caso de que estas ootecas estén parasitadas, las anaphes que van emergiendo
son colocadas en tubos de ensayo. Se procede a la identificacidn de éstas por sexo, colocando en cajas petri
un total de 4 hembras y 4 machos, junto a un maximo de 10 ootecas extraidas de las cajas de vidrio donde se
encuentran los gonipterus, para que de ésta forma las avispas puedan parasitar las mismas. Es necesario
también colocar alimento en estas cajas para las anaphes (agua y miel).

Estas cajas de petri son identificadas con un N° y fecha, y son llevadas a la cdmara de parasitacion a una
temperatura constante de 26°C y una humedad de 70%, con periodo de 12 Hs luz y 12 Hs de oscuridad. Del
total de las ootecas parasitadas por esta via, una parte es destinada al mantenimiento de la poblacion de
anaphes nitens y la otra es empleada para liberaciones de campo (como ootecas parasitadas), reforzando las
liberaciones directas explicadas anteriormente.

4. Capacidad de control en campo de las anaphes nitens liberadas

Como fue dicho anteriormente, las unidades de liberacion son de entre 50 y 100 avispas adultas. Si bien MdP
no tiene alin experiencia propia respecto a cuanta superficie logra cubrir (parasitar) cada avispa liberada, en
Chile, la empresa Bioforest (com. per. Ing. Dr. Rodrigo Ahumada) establece que entre 50 y 100 adultos son
necesarias para cubrir 4 ha. Tomando la mitad del rango como valido (80), cada ha requeriria de unas 20
anaphes nitens para obtener un buen % de parasitismo sobre la plaga.

Actualmente, la produccién media de anaphes (dependiendo de disponibilidad de tiempos, clima, etc.) es de
unas 2500 avispas/semana, esto es unas 10000 avispas/mes. Eventualmente y si estos ndmeros logran
mantenerse al menos constantes a lo largo de todo el afio, la produccion anual serviria para cubrir alrededor
de 6000 ha (120000/20). Claro esta entonces que el proceso debe de ser continuo y tomara varios afios el
tener un parasitismo adecuado y permanente en todo el patrimonio forestal...
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EVALUACION DE Trichoderma harzianum COMO AGENTE BIOPROMOTOR Y DE
BIOCONTROL EN PLANTINES DE Eucalyptus dunnii MAIDEN.

Bach. Carlos Rossi ¢, Ing. Agr. Graciela Romero 7

Palabras clave: Trichoderma harzianum; Biopromocion; Biocontrol; Eucalyptus dunnii.

1. INTRODUCCION

Uno de los puntos salientes en la cadena forestal es la innovacion tecnoldgica actual en los viveros forestales,
los cuales, en el transcurso de estos Ultimos afios han incorporado tecnologias apropiadas para acrecentar
los estandares de produccion y de calidad de los plantines. Estas innovaciones se originan a partir de la
creciente demanda y exigencia de la industria del sector por la produccién de plantines dentro de los
parametros de calidad, uniformidad y sanidad requeridos. En este marco se encuadra el uso de Trichoderma
harzianum en viveros forestales como uno de los microorganismos mas usados como agente de control
bioldgico y como hiopromotor del crecimiento vegetal. Por consiguiente en este trabajo se determiné el
potencial y la eficacia de T. harzianum inoculado en sustrato, asociado a plantines de Eucalyptus dunnii para
promover la calidad de los mismos segun los parametros mas importantes utilizados en viveros forestales

2. MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizd en el vivero “La Buena Union” perteneciente a GFP y gestionado por la empresa
Terrasys S.R.L. ubicada en el departamento de Rivera, URUGUAY en el periodo enero — abril 2010. El disefio
experimental consistié en un muestreo independiente en el cual se tomaron 10 bandejas por tratamiento. El
muestro consistié en la inoculacién o no del sustrato con el agente (Trichosoil ®) como Unica variable entre los
dos tratamientos. Las medidas realizadas fueron las siguientes: en el vivero se midi6 diametro de cuello,
altura del plantin y tasa de supervivencia; mientras que en el laboratorio se midi6 peso fresco y peso seco de
parte raiz y aérea, se realizd el andlisis foliar, supervivencia de Trichoderma en sustrato y andlisis de
isoenzimas peroxidasas para corroborar la induccion de resistencia a nivel endégeno en la planta por el
bioagente.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto al analisis foliar los niveles de macro y micro nutrientes examinados en este trabajo se encuentran
por encima de los niveles nutricionales promedio mencionados en la literatura para Eucalyptus dunnii sin
distincion de tratamientos. Sin embargo es importante sefialar los niveles alcanzados en las muestras con
tratamiento por nutrientes, determinantes en sefialar a Trichoderma, como los principales en evidenciar la
sinergia en la accion del bioagente con el vegetal, estos son: Nirdgeno, Hierro y Manganeso. Ver cuadro 1. En cuanto
a los parametros fisicos, los resultados indican que las muestras con tratamiento evidencian el efecto de T. harzianum como
promotor del crecimiento en todos los parametros evaluados, ver figura 1. Vale agregar que aquellos plantines tratados con
Trichoderma lograron altos niveles de desarrollo en un periodo de tiempo menor que los plantines sin
tratamiento. Aproximadamente 3 semanas antes de lo estipulado los plantines tratados ya habian comenzado las etapas
de clasificacion y rustificacion, necesitando ademas menos aplicaciones de fertilizantes nitrogenados.

6 Estudiante de Tesis de grado. Depto. Ftal. Fac. d
e Agronomia. carossi@adinet.com.uy
7 Profesora, Asist, Proteccion Ftal.. Depto

33



@ " [ )

1 1A
INIA TACUAREMBO - Estacién Experimental del Norte e L S IV AR
Jornada de Proteccién Forestal

Cuadro 1. Concentraciones foliares de macro y micronutrientes correspondientes a perfodos v tratamientos diferentes.

macronutrientes micronutrientes
tratamiento | N [ P | K | Ca [ Mg Fe | Mn | zn | Cu [ B
% de la materia seca ppm

s/Trichod. 2,77 0.34 131 0.74 0.35 103 265 24 860 24

c/Trichod. 2.93 0.37 1.19 0.83 0.39 132 320 26 900 45

Concentraciones de referencia promedio de nutrientes foliares en Eucalyptus dunnii

193 | 009 | 074 | 044 | 016 | 183 | 137 | o | nm |-
T Diferencia en % de las diferentes variables por tratamiento
132,59
T
119,69 o'T T
e/T oT
+31.6% +16.3%
-2 108,504 "B +13.3% M +15.3% I +20% +11.8% ’
93,90
1,00 1
Digrm. Afturs FFR PSR PFA PSA,
variables

Figura 1. Diferencia en porcentaje de las variables medidas por tipo de tratamiento. Los tratamientos sin Trichoderma
(en color rojo) se toman como base cien. Referencias, ¢/T: con tratamiento; PFR: peso fresco de raiz; PSR: peso seco de
raiz; PFA: peso fresco aéreo; PSA: peso seco aéreo

En relacion al estudio isoenzimatico de peroxidasas, se identificaron en las placas de agarosa dos zonas de actividad
peroxidasa que corresponden a dos formas diferentes de esta enzima. Estas modificaciones ocurren a causa del
tratamiento con Trichoderma harzianum, que tuvo efecto en los mecanismos de sintesis post transcripcional de proteina,
induciendo la formacion de un tipo diferente de peroxidasa en el vegetal. Esto demuestra entonces la influencia a
nivel endégeno del bioagente. Ver figura 2. En cuanto a la supervivencia de Trichoderma en sustrato los
resultados indican una buena instalacion del bioagente a lo largo del ensayo. Un resultado inesperado de este
trabajo fue la aparicion de agallas en plantines bajo tratamiento en un porcentaje relativamente bajo (2 a 3%).
Este fenémeno fue atribuido a dos posibles causas: 1- Trichoderma al tener la capacidad de producir
hormonas del crecimiento como las citoquininas en concentraciones importantes posiblemente provoca un
desbalance hormonal en la raiz a favor de las Ck en relacién a las auxinas provocando una estimulacion
anormal de la division celular en los tejidos de la raiz con formacién de agallas y bajo volumen de raices
laterales. 2- La alta variabilidad genética presente en el vegetal producto de programas de mejoramiento
incipientes generan genotipos vegetales suceptibles a las concentraciones de citoquininas del suelo y
endogenas generandose como consecuencia la anormalidad radicular.
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Figura 2: Imagen de placa de agarosa donde se visualiza la mayor migracion de la banda 2 hacia el polo
negativo

4. CONCLUSIONES

Los resultados indicaron que la aplicacién de Trichoderma harzianum en el sustrato tuvo efecto promotor en
el crecimiento de plantines de Eucalyptus dunnii evidenciado en todos los parametros evaluados, didmetro de
cuello, altura de plantas y peso seco y peso fresco, ademéas de producir plantines mas precoces y a los que
no fue necesario agregarle la Ultima dosis de fertilizacién por este mismo efecto. También se registro un
aumento en los valores foliares de nutrientes como Nitrégeno (+5.7%), Hierro (+28.1%) y Manganeso
(+20.7%). Se pudo constatar en los andlisis isoenziméticos de peroxidasas la presencia diferencial de
Trichoderma harzianum, lo que esta mencionado como agente de mayor resistencia ante condiciones de
estrés de los plantines en etapa de plantacion. La colonizacion y supervivencia de Trichoderma harzianum en
sustrato se mantuvo en niveles adecuados a lo largo del ensayo.
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Bacillus subtilis COMO AGENTE DE CONTROL BIOLOGICO
DEL PATOGENO DE PINOS Fusarium circinatum

Silvina Soria, Raquel Alonso & Lina Bettucci®

Fusarium constituye un género de hongos que involucra muchas especies patégenas tanto de cultivos
agricolas como forestales. Fusarium circinatum Nirenberg & O'Donnell es uno de los patdgenos mas
importantes de las especies de Pinus. Es el agente causal del “pitch canker” o cancro resinoso, enfermedad
cuarentenaria que afecta a distintas especies de pinos. La accion de este patogeno produce grandes pérdidas
econdmicas en bosques naturales y en las plantaciones de distintas especies de pinos. Es una enfermedad
destructiva que conlleva a bajos rendimientos y altos niveles de mortalidad de plantines asi como de arboles
adultos [1]. En plantulas en vivero los sintomas aéreos no se manifiestan hasta que el patdgeno alcanza la
zona del cuello, lo que se traduce en pérdida de color (amarillamiento) y secado de las aciculas hasta la
muerte de la plantula. La propagacién de este hongo a grandes distancias ocurre a través del material de
propagacion de pino (semillas o plantulas) y de madera infectada. Una vez que el hongo se ha establecido en
una zona se dispersa a través de sus esporas por el viento o insectos. Esta enfermedad se describid
originariamente en el este de Estados Unidos [2] pero la presencia del patdgeno se ha extendido y ha sido
reportado en México, Sud Africa, Espafia, Chile y Japon [3-5]. Recientemente, en Uruguay fue detectada su
presencia en plantulas de P. taeda en vivero [6].

Las enfermedades producidas por hongos son muy comunes en los viveros donde el control quimico de los
patdgenos es la practica mas frecuente. Una alternativa al uso de agroquimicos es el control biolégico, esto
es, la utilizacién de enemigos naturales o el aprovechamiento de compuestos derivados de su metabolismo
para controlar el efecto de agentes patégenos. La utilizacion de agentes de control biologico puede reducir las
cantidades de fungicidas quimicos y con ello los desechos téxicos y problemas que trae consigo tanto para la
salud humana como para otros organismos.

Muchas especies y cepas del género Bacillus producen un gran nimero de sustancias antimicrobianas.
Bacillus subtilis se considera una de las mas importantes dado su capacidad para producir metabolitos con
actividad antifingica y antibacterial contra un amplio espectro de microorganismos fitopatogenos [7].

Debido a la importancia que tiene F. circinatum se evalud la posibilidad de realizar control biol6gico a fin de
minimizar el efecto de este patdgeno.

En este trabajo se evalud el efecto antagonico de bacterias del género Bacillus obtenidas como enddfitas en
plantulas de Pinus taeda y de sus metabolitos sobre el crecimiento del patdgeno.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de cepas de Fusarium circinatum y de Bacillus subtilis

F. circinatum fue aislado a partir de plantines de Pinus taeda que presentaban sintoma de marchitamiento.
Segmentos de los mismos se colocaron en camara hdimeda y también se realizo siembra en medio de cultivo
PDA de tejidos superficialmente esterilizados. La identificacion del patdgeno se hizo en base a caracteristicas
micromorfoldgicas y posteriormente se verificd su identidad con técnicas moleculares. Se amplificd la regidn
IGS con la utilizacién de los primers especificos CIRC1A y CIRC4A. Cuatro cepas bacterianas (B1, B2, B3y
B4) se obtuvieron de los segmentos inoculados en medio PDA y se seleccionaron aquellas que mostraban
inhibicion del crecimiento fngico.

Evaluacién de la inhibicion del crecimiento de F. circinatum por bacterias vivas

jerfa, UdelaR
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Para evaluar la actividad antagdnica de las distintas cepas bacterianas frente a F. circinatum, se colocé un
disco de micelio flingico en el centro de una placa y en cada una de las esquinas y a una distancia
equidistante se inocularon 4 cepas de B. subtilis. Como testigo se utilizaron placas conteniendo solo el inéculo
del hongo. Se realizaron cinco réplicas para los enfrentamientos mientras que los testigos se hicieron por
duplicado. Se incubd a 25°C y se tomaron medidas del halo de inhibicién durante 5 dias.

Evaluacion de la actividad de metabolitos bacterianos termoestables

Se realizaron cultivos liquidos de las bacterias (en PDB e incubadas durante 7 dias a 28°C y 180 rpm) y se
autoclavaron. Al medio de cultivo PDA se le adicion6 10 ml de caldo bacteriano y se sembraron discos
conteniendo el hongo sobre este medio. Como testigos se utilizaron placas que contenian sélo el patégeno y
el medio de cultivo (PDA) sin la incorporacion de los metabolitos. Se realizaron tres réplicas para cada caso.
Luego de incubarlos por 5 dias se registraron las medidas de crecimiento del micelio desde el centro de la
colonia del hongo hacia el borde (radio de la colonia) de crecimiento durante 4 dias [8]. Se tomaron dos
medidas perpendiculares en cada caso que fueron promediadas.

RESULTADOS

En todos los casos se observo inhibicion en la velocidad de crecimiento del patégeno. En el caso de las
bacterias vivas, todas las cepas mostraron efecto antagonico sobre Fusarium, deteniendo el crecimiento a
varios milimetros (Fig. 1). Por otro lado, de la observacion al microscopio de las hifas del hongo provenientes
de la zona de interaccion se pudo observar la presencia de hifas con deformaciones, vacuoladas y vacias.

Figura 1. Halo de inhibicion de la cepa fangica Fc 2053 y Fc 2057 debido a bacterias vivas. A) Micelio
aéreo. B) Reverso del micelio que muestra la pigmentacion de las cepas flngicas analizadas. C) Control
cepa Fc 2053. D) Control cepa 2057

En cuanto al efecto de metabolitos bacterianos termoestables sobre la velocidad de crecimiento, se observo
para todas las cepas una disminucion con respecto al control (Fig. 2).
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Figura 2. Promedio de inhibicion de la tasa de crecimiento de cuatro cepas de F. circinatum por metabolitos
bacterianos (B1, B2, B3y B4).

CONCLUSIONES

En este trabajo se pudo comprobar que las bacterias, en este caso Bacillus subtilis, pueden utilizarse como
agentes de biocontrol de F. circinatum. Si hien estos estudios son in vitro, su aplicacion en condiciones de
vivero es factible ya que en estos las condiciones son controladas. La combinacion de control bioldgico y
control quimico es una buena alternativa para disminuir el uso de fungicidas quimicos.
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RELEVAMIENTO SANITARIO DE Eucalyptus spp.
EN EL SURESTE Y LITORAL OESTE DEL PAIS

S. Simeto?; G. Balmelli®; G. Martinez®; D. Torres?; P. Gonzalez?; D. Frost%; O. Bentancur?; C. Pérez10
I. INTRODUCCION

El proyecto INIA “Cuantificacién de la importancia de las plagas y enfermedades foliares que afectan
plantaciones jovenes de Eucalyptus”, ejecutado en forma conjunta con la Facultad de Agronomia, esta
orientado a generar informacion que permita identificar los principales problemas sanitarios, conocer cual es
su distribucién geografica y su evolucidn en el tiempo, cuantificar el nivel de dafio causado por cada problema
y estudiar su posible relacion con factores ambientales y/o genéticos.

La primer prospeccion sanitaria se realizd en la primavera de 2008 en plantaciones de E. globulus, de
aproximadamente un afio de edad, en las regiones Sureste y Litoral Oeste. En otofio de 2009 se realizd la
segunda prospeccidn, en plantaciones de entre 6 y 12 meses de edad. En la region Sureste se relevaron
plantaciones de E. globulus, mientras que en el Litoral se relevaron plantaciones de E. globulus, E. dunnii, E.
grandis, un hibrido de E. grandis x E. globulus y un hibrido de E. grandis x E. urophylla. En primavera de 2009
se volvieron a relevar las mismas plantaciones que en otofio (plantacion de 12-18 meses aprox.) de manera
de poder observar la evolucion estacional de los problemas sanitarios. Se presentan en este trabajo los
resultados obtenidos en esta Ultima prospeccion y el analisis conjunto de las prospecciones realizadas hasta
la fecha.

Il. MATERIALES Y METODOS
I1.1. Area de estudio

La ubicacion de las plantaciones relevadas se presenta en la Figura 1. En la region Sureste se inspeccionaron
21 plantaciones de E. globulus en los departamentos de Rocha, Maldonado, Lavalleja, Canelones y Florida,
en cada una de las cuales se evaluaron 4 transectas. En la region Litoral Oeste se relevaron 25 plantaciones,
en los departamentos Paysandd, Rio Negro y Soriano, cubriendo un total de 57 transectas: 40 de E. dunni,
13 de E. globulus, 1 en E. grandis, 1 en un hibrido de E. grandis x E. globulus y 1 en un hibrido de E. grandis
x E. urophylla. El total de 141 transectas relevadas cubren una amplia gama de situaciones productivas: 21
grupos de suelos, diferentes relieves y posiciones topograficas, diferentes manejos silviculturales (preparacion
del suelo, fecha de plantacion, control de malezas, densidad de plantacion, etc.), sitios forestados por primera
vez y sitios con reforestacion. Asi mismo, la prospeccion incluy6 plantaciones establecidas a partir de plantas
de semilla (10 procedencias diferentes) y plantaciones clonales (5 clones diferentes).
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Figura 1. Ubicacién de las plantaciones relevadas en primavera 2009

[1.2. Protocolo de muestreo

Se eligieron 4 puntos de muestreo en cada plantacion, tratando de cubrir toda el &rea, en cada uno de los
cuales se relevo una transecta de 100 arboles. Se registro para cada transecta: ubicacion geogréfica (Latitud
y Longitud), fuente de semilla, tipo de suelo CONEAT, posicion topografica, uso anterior del suelo, marco de
plantacion, intensidad silvicola, altura media y sobrevivencia.

Se evaluaron 10 arboles por transecta, cada uno separado del siguiente por 9 arboles. En cada arbol se
estimo por apreciacion visual la incidencia y severidad de enfermedades foliares y del ataque de insectos
defoliadores, dividiendo la copa en dos partes (estrato inferior y estrato superior), en cada una de las cuales
se determind:

a) incidencia (porcentaje de hojas afectadas) y severidad (porcentaje promedio del area foliar afectada) del
dafio causado por insectos defoliadores.

b) incidencia y severidad del dafio causado por enfermedades (defoliacidn y necrosis).

Con dicha informacion se estimé el dafio foliar total en forma de indice (con valores de 0 a 100). El indice de
Dafio Foliar (IDF), adaptado de Stone et al. (2003), se calculé como:

IDF= Defoliacién + (((1 — Defoliacién/100) x (Incidencia de Necrosis x Severidad de Necrosis)/100)) +
(Incidencia de Insectos x Severidad de Insectos)/100)))

A su vez, el indice de Dafio de Enfermedades (IDE) se calculé como:
IDE= Defoliacion + ((1 — Defoliacion/100) x (Incidencia de Necrosis x Severidad de Necrosis)/100))

Se colectaron hojas con sintomas de patégenos y ejemplares de insectos para identificar los agentes
causales de las enfermedades y plagas encontradas, respectivamente. La identificacion de patégenos
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asociados a manchas foliares se realizé mediante morfologia de cultivos y marcadores moleculares (Glen et
al., 2007; Maxwell et al. 2005).

1.3 Analisis de datos

Para el contraste de los niveles de dafio entre estratos de los diferentes factores, cuando los datos lo
permitieron, se realizaron analisis de varianza (ANOVA). A su vez, para el andlisis conjunto de las diferentes
prospecciones se utilizd el método de particion CART (Classification and Regression Trees).

Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
¢ Qué problemas sanitarios se encontraron y cudl fue la dispersion geografica de cada problema?

Al igual que en prospecciones anteriores se encontraron sintomas de enfermedades foliares (manchas
necréticas y defoliacion), causadas principalmente pero no exclusivamente, por Teratosphaeria nubilosa. Este
es el problema sanitario mas importante que afecta a las plantaciones jovenes de Eucalyptus globulus y su
dispersion geogréfica es muy amplia ya que se encontraron en todas las plantaciones y en todas las
transectas (100% de prevalencia).

En el caso de insectos se registrd la presencia del psilido fitéfago Ctenarytaina eucalypti y defoliacion
causada por Gonipterus spp. El primero de estos insectos se registrd en todas las plantaciones y transectas
(100% de prevalencia), con una incidencia promedio (% de apices afectados) del 55 %. En contraposicion, en
las transectas del SE se encontrd Gonipterus spp. solamente en 5 del total relevado (6% de prevalencia), con
un muy bajo nivel de dafio (% de incidencia promedio es de 3.3 %). Thaumastocoris peregrinus también fue
observado pero con muy baja prevalencia (<2%).

¢Cuél fue el nivel de dafio foliar ocasionado por enfermedades y plagas y cual fue su importancia
relativa?

El nivel de dafio foliar ocasionado por enfermedades y plagas al momento de la evaluacion fue relativamente
alto. En el Sureste el promedio de las 84 transectas relevadas fue 46%. Es decir que las plantaciones
evaluadas habian perdido, en promedio, el 46% de su area foliar fotosintéticamente activa. Para el Litoral el
promedio del indice de dafio fue 9.5 % si consideramos la totalidad de las transectas relevadas, las cuales
incluyen E. dunnii, E. globulus, E. grandis, E. grandis x E. globulus y E. grandis x E. urophylla. Si se
consideran solamente las transectas de E. globulus del Litoral, el promedio del indice de dafio fue 36%
mientras que para las transectas de E. dunnii (que representan la mayor parte de las transectas del litoral), el
promedio fue 0.4% (Cuadro 1). Resulta evidente que E. globulus es la especie mas afectada principalmente
por las manchas necroticas. En el caso de E.grandis y los hibridos, el escaso nimero de transectas no
permite evaluar la mayor o menor susceptibilidad de la especie o hibrido a la enfermedad.

Es importante remarcar que si bien el indice de dafio en E. dunnii fue muy bajo, la presencia de T. nubilosa
infectando esta especie fue confirmada en relevamientos anteriores donde alcanz6 niveles medios en algunas
transectas (Balmelli et al., 2009). Este hecho genera cierta preocupacion sobre la evolucion de la sanidad de
esta especie. Si se planta material cuyo comportamiento frente a esta enfermedad se desconoce,
potencialmente se podria favorecer el aumento relativo de la poblacion de patégenos hacia aquellas especies
mas agresivas a E. dunnii, y agravar el impacto de las manchas foliares sobre dicha especie.

Los dafios producidos por enfermedades (necrosis + defoliacion) representaron practicamente el 100% del
IDF (IDE enfermedades™ D insectos). EN €ste sentido, el andlisis de los factores que interactdian con el dafio foliar
se basa en el indice de dafio por enfermedad (IDE). A su vez, la defoliacion fue el componente principal del
IDE representando el 74.3% del mismo.
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Cuadro 1. indice de dafio por enfermedad promedio segun especie y region. n: nimero de transectas; SE:
Sureste; Lit: Litoral

Especie n IDE
E. globulus SE 84 |46
E. globulus Lit 13 |36
E. dunnii Lit 40 0,4
E. grandis Lit 1 8,9

E. grandis x E. globulus Lit | 2 2,6
Ei.t urophylla x E. grandis 1 00

¢Hay diferencias entre plantaciones y entre transectas de una misma plantacion en el nivel de dafio
foliar?

El nivel de dafio por enfermedad fue relativamente variable entre las diferentes plantaciones, con un IDE
minimo de 27% y un maximo de 74% para el Sureste. Considerando las transectas de E. globulus de la
region Litoral, los valores minimos y maximos del IDE son 1.7%y 76.1 %, respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores minimos y maximos de IDE para las plantaciones de E. globulus de las regiones Sureste y
Litoral

IDE Sureste Litoral
Minimo 22,6 1,7
Promedio 46 32
Méximo 66,3 46.73

A su vez, también se observan diferencias en el nivel de dafio foliar entre las transectas de un misma
plantacion para el Sureste (Cuadro 3). Estas variaciones podrian estar explicadas por la interaccion entre el
patégeno (con diferente presion de indculo segun la zona), el hospedero (diversidad del material genético
dentro de cada especie) y el ambiente (diversidad en tipo de suelo, fecha de plantacién, posicion topogréfica,
condiciones climaticas, etc.).
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Cuadro 3. Valores minimos, medios y maximos de IDE a nivel de transecta para las diferentes plantaciones
evaluadas en la region Sureste.

Rodal Depto. IDE min. IDE prom. | IDE méx.
57 ROCHA 22,8 36,4 53,4
66 LAVALLEJA |55,5 66,3 74,1
68 LAVALLEJA |52,6 56,6 64,2
70 LAVALLEJA |43 57,4 69,7
71 ROCHA 458 55,0 58,8
72 LAVALLEJA |46,8 55,4 65,6
41 LAVALLEJA [24,9 32,1 38
47 LAVALLEJA |248 29,9 37
48 LAVALLEJA |26,9 34,4 39,5
51 LAVALLEJA |26,2 32,6 419
52 FLORIDA 16,6 22,6 27,2
58 CANELONES | 34,3 50,2 64,8
40 ROCHA 46 47,0 48
62 ROCHA 40,6 47,6 54,1
61 ROCHA 57,7 62,0 67,5
74 FLORIDA 39,8 47,1 57
38 MALDONADO | 45,8 56,7 66,5
49 FLORIDA 20,6 324 40,6
63 FLORIDA 40,5 48,7 56
59 LAVALLEJA |42,3 48,4 52,2
73 LAVALLEJA |28,6 42,7 58,2

¢Existen factores que expliquen las diferencias entre transectas en el nivel de dafio provocado por
enfermedades?

Factores de sitio

Para analizar el efecto de diferentes factores de sitio sobre el nivel de dafio se agruparon las transectas por
estrato de cada factor. La posicion topogréfica se agrup6 en zonas bajas, laderas medias y zonas altas. Los
tipos de suelo fueron considerados segun el grupo CONEAT y para la regién Sureste a su vez fueron
agrupados por profundidad en superficiales (grupos 2.11a y 2.11b), medios (grupo 2.12) y profundos (2.13;
2.14; 2.21; 4.2 y 5.3) y en base a la observacidn in situ de la textura en pedregosos, gravillosos y arenoso-
francos.

Los valores medios de dafio foliar (IDE) para las transectas del Sureste (E. globulus) correspondientes a cada
estrato se presentan en el Cuadro 4
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Cuadro 4. Promedio de dafio por enfermedades (IDE) para transectas de E. globulus del Sureste en diferente
tipo de suelo y posicién topografica (los valores entre paréntesis representan el nimero de transectas en cada
estrato).

Grupos CONEAT | IDE SE Iﬁ;ﬁ;’)"" (e SEERen | 5o -
Profundos (14) 455a Gravilloso (26) 455a
Superficiales (35) 47.1a Arenoso-franco (35) 453 a
Medios (34) 453 a Pedregoso (22) 47.1a
$ggg:g;$2fica .

Bajo (16) 479a

Alto (34) 48.6a

Medio (33) 429 a

Nota: Los grupos con igual letra no difieren estadisticamente entre si (LSD p < 0,05)

Para el indice de dafio por enfermedades no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para
la posicion topografica, el tipo de suelo ni la textura o profundidad del mismo para las transectas de E.
globulus en el Sureste.

Esta informacion sugiere que las caracteristicas del sitio no tienen un efecto marcado sobre el nivel de dafio
foliar. En otras palabras, pareceria que la eleccién del tipo de suelo o la posicion topografica no son
alternativas que permitan reducir el riesgo de dafio de enfermedades.

Al comparar el nivel de dafio observado sobre las transectas de E. globulus del Litoral sobre diferentes tipos
de suelo, se observa también una gran variacion entre las mismas (Figura 2). Sin embargo, el bajo nimero de
transectas realizadas y la baja representatividad de algunos tipos de suelo (con una Unica transecta) no
permiten sacar conclusiones sobre el efecto de este factor. De igual forma, al considerar las transectas de E
dunnii, hay varios grupos de suelo que solo tienen una Unica transecta y algunos materiales genéticos no
tienen transectas en todos los suelos, lo cual limita la capacidad de andlisis.
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Figura 2. Nivel de dafio por enfermedad (IDE) en transectas de E. globulus del Litoral para diferentes tipos de suelo

Factores de manejo

Para analizar el efecto de diferentes factores de manejo sobre el nivel de dafio se agruparon las transectas
por estrato de cada factor, por ejemplo para densidad de plantacion se agrup6 en baja, media y alta, y luego
se comparo el IDE promedio de cada grupo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Promedio de dafio por enfermedades (IDE) para diferentes densidades de plantacion y diferente
intensidad silvicola para las transectas del Sureste. Los valores entre paréntesis representan el nimero de
transectas en cada estrato.

Densidad de Plantacion SE IDE SE
Alta, mas de 1400 arb/ha (23) 45.0a
Baja, menor a 1200 arb/ha (19) 47.6a
Media, entre 1200 y 1400 (41) 45.6a

Silvicultura (visual) SE IDE SE
Intensidad Baja (15) 49.3a
Intensidad Media (41) 42.6a
Intensidad Alta (27) 49.2a

Nota: grupos con igual letra no difieren estadisticamente entre si (LSD p < 0,05)
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el indice de dafio en plantaciones con
diferente densidad de plantacién ni para plantaciones con diferente intensidad silvicola (segun apreciacion
visual del control de malezas, homogeneidad del cultivo, etc.).

Tipo de plantacion (clonal o seminal)

El nivel de dafio provocado por enfermedades foliares en las transectas de E. globulus de plantaciones
clonales y seminales se presenta en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Promedio de dafio por enfermedades (IDE) para plantaciones de E. globulus clonales y seminales
(los valores entre paréntesis representan el nimero de transectas de cada tipo de plantacién).

Tipo de plantacion IDE
Seminal (70) 459 a
Clonal (26) 40.7 a

Nota: grupos con igual letra no difieren estadisticamente entre si (LSD p < 0,05)

Para las transectas de E. globulus, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el nivel
de dafio entre plantaciones seminales o clonales.

Material genético

Con respecto a los niveles de dafio para los diferentes materiales genéticos (fuente de semilla o clon) no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, a diferencia de prospecciones anteriores donde si se
constato cierta variabilidad genética en la respuesta a las manchas necraéticas (Balmelli et al. 2009b)

[11.3. Similitudes y diferencias entre los relevamientos de primavera 2008, otofio 2009 y primavera
2009

Los problemas sanitarios encontrados observados en todas las prospecciones fueron en mayor o menor
medida los mismos (Balmelli et al. 2009a, b): enfermedades foliares, causadas principalmente por especies
de Mycosphaerella y Teratosphaeria, presencia de Puccinia psidii, bacteriosis e insectos fitéfagos
(Ctenarytaina eucalypt) y defoliadores (Gonipterus spp). Tanto en primavera como en otofio las
enfermedades fueron el principal problema sanitario, con una participacion muy baja de los insectos como
agentes de dafio foliar. Esto se explica fundamentalmente porque las plagas de mayor importancia relativa
como Gonipterus spp. y Thaumastocoris peregrinus generalmente se asocian a follaje adulto en plantaciones
mayores a 2 afios de edad, por lo cual la edad de las plantaciones muestreadas condiciona la importancia
relativa de las distintas problematicas. En las tres prospecciones realizadas, el principal problema sanitario
fue T. nubilosa, patégeno que provoca manchas foliares y defoliacion, principalmente en las plantaciones de
primer y segundo afio que ain mantienen el follaje juvenil. Este patdgeno estd provocando, desde el afio
2007, importantes dafios en las plantaciones de E. globulus de nuestro pais (Pérez et al., 2009a y Pérez et
al., 2009b)..

Un elemento comdn a todas las prospecciones realizadas, es la aparente ausencia de patrones de
distribucién geografica de le enfermedad, la cual presenta una amplia dispersion en todo el pais. A su vez,
resulta evidente que para cualquiera de las estaciones y para cualquiera de los afios existe una separacion
muy clara en el nivel de dafio para las distintas especies de eucalipto, siendo E. globulus la especie mas
afectada.
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En las prospeccion de primavera de 2008 (Balmelli et al. 2009a), se observaron diferencias en el nivel de
dafio para algunos factores como por ejemplo tipo de plantacion (con mayor IDE en plantacién seminal que
en plantacion clonal para E. globulus), germoplasma (algunos origenes y clones presentaban menor IDE) y
momento de plantacion (menor IDE en plantaciones establecidas en otofio). Estos primeros resultados fueron
preliminares y evidenciaron cierto grado de variacion de los niveles de dafio para las manchas foliares
producidas mayoritariamente por T. nubilosa.

La prospeccion realizada en otofio de 2009 (Balmelli et al. 2009b) present6 en general, niveles de dafio
considerablemente menores en comparacion con los realizados en primavera 2008 y 2009. Los mismos
podian estar explicados por los bajos niveles de precipitacion del verano y otofio 2009 ya que las condiciones
optimas de infeccion para T. nubilosa implican entre 5 y 7 dias de follaje mojado y temperaturas de entre 15y
20°C (Park et al., 2000). Los niveles de dafio observados en relacion a los diferentes factores
mayoritariamente no presentaron diferencias significativas salvo la intensidad silvicola (mayor intensidad
silvicola present6 menor IDE) y algunas fuentes de semilla.

En primavera 2009 los resultados muestran niveles de dafio similares a los de primavera 2008 y el mayor
componente del indice de dafio por enfermedades estuvo dado en ambos casos por la defoliacidn. En cuanto
a los factores estudiados, salvo la eleccion de la especie, ninguno presento diferencias significativas para los
niveles de dafio. Estos resultados son similares a los reportados por Stone et al. (2003) para T. nubilosa,
quienes describen el ciclo de la enfermedad en plantaciones nuevas como: un primer periodo de infeccion
leve en el primer ciclo de crecimiento (primavera u otofio, donde los sintomas son generalmente manchas
pequefias) y un segundo periodo de infeccion mas severo durante el segundo ciclo de crecimiento (primavera
u otofio, dependiendo de la fecha de plantacion, donde aumenta la severidad y se produce la caida prematura
de hojas). Si bien en ambos casos la severidad de la enfermedad depende de las condiciones ambientales,
hay diferencias claras en la presion de indculo presente en cada caso (en el primer periodo hay poco inoculo
ya que el mismo proviene de fuera de la plantacién, mientras que en el segundo periodo hay una alta presion
de indculo local, proveniente de las hojas manchadas previamente). Estos procesos vistos en el ciclo de la
plantacion, en los primeros 6 meses de edad llega y se establece la epifitia, y en los 6 meses posteriores
aumenta su severidad no sélo aumentando el area foliar necrosada sino causando la caida de hojas. El
invierno (por bajas temperaturas) y el verano (por falta de presencia de agua libre en la hoja) enlentecen el
desarrollo de las epifitias, sin embargo se ha observado que ni las condiciones de invierno ni las de verano
detienen el desarrollo de epifitias en Uruguay..

En cuanto al efecto de factores de sitio, manejo y material genético sobre el nivel de dafio, los resultados
fueron variables en las diferentes prospecciones. En el caso del efecto del tipo de plantacion, la variacion
observada sobre el nivel de dafio podria estar explicada por la proporcion del tipo de follaje (juvenil o adulto)
presente en cada caso. El nivel de dafio en el follaje adulto, principalmente debido a defoliacion, es inferior al
del follaje juvenil por lo que es esperable que los clones que hubieran comenzado a cambiar cambiado su
follaje al momento de las evaluaciones presentaran niveles mas bajos de dafio.

En el analisis de las transectas de E. globulus para todas las prospecciones con el método de particion CART
(Classification and Regression Trees) evidencia una primer separacion de factores (involucrados en el nivel
de dafio) a nivel de la estacion en la que se realizé el muestreo. Esto concuerda con lo comentado
anteriormente en cuanto a los altos niveles de dafio observados en las campafias de primavera 2008 y 2009,
y los bajos niveles para la campafia del otofio 2009. La segunda separacion de factores se da por tipo de
suelo y luego por genotipos y por tipo de plantacion.

En base a la variabilidad de los diferentes factores estudiados, se desprende que ninguno parece tener un
efecto determinante sobre el nivel de dafio, a excepcion de la especie seleccionada. Las variaciones
observadas dentro de E. globulus podrian estar dadas por factores que alin no se han tenido en cuenta y que
sean capaces de influir o de enmascarar el efecto de factores menores. Se ha mencionado anteriormente
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(Balmelli et al.2009a, b) que un factor que podria explicar las variaciones en el nivel de dafio observadas es la
presion de indculo diferencial. No existen antecedentes nacionales sobre este factor epidemioldgico para las
manchas foliares causadas por especies de Teratosphaeria y Mycosphaerella en plantaciones jovenes de
Eucalyptus. La inclusién de este factor asi como su variacidn estacional en el estudio del nivel de dafio
causado por manchas foliares podria identificar si existe una mejor época de plantacion de manera de
minimizar el impacto de la enfermedad.

Por otro lado, es evidente que el germoplasma de E. globulus plantado en Uruguay presenta una gran
susceptibilidad a T. nubilosa (como se dijo, principal componente del IDE observado), y un hospedero
altamente susceptible interactuando con un patdgeno altamente virulento resulta en que si se dan condiciones
ambientales favorables, los distintos factores silvicolas tengan un impacto reducido sobre dicha interaccion.
Por esta razon, mientras ocurran condiciones ambientales favorables y no se introduzca germoplasma con
mayor resistencia, los resultados observados en estos dos afios de estudio indican que las distintas medidas
de manejo no permiten reducir el IDE..

IV. CONSIDERACIONES FINALES

La informacion generada en este proyecto no deja lugar a dudas sobre la gran dispersion que presentan las
enfermedades foliares que afectan a las plantaciones jovenes de eucaliptos, sugiriendo por lo tanto que la
eleccion del sitio de plantacion no es una alternativa efectiva para reducir el riesgo de dafio por
enfermedades.

Los resultados obtenidos demuestran que E. globulus presenta una mayor susceptibilidad a enfermedades
foliares que especies como E. grandis y E. dunnii. En este sentido, la sustitucién de E. globulus por alguna de
estas especies parece ser la medida mas efectiva para reducir el riesgo de dafio por enfermedades.

Si bien los resultados sobre la importancia que tiene la eleccion del material genético han variado en el
transcurso de las diferentes campaiias, la eleccion de un material precoz en el cambio a follaje adulto resulta
en un menor nivel de dafio foliar. Sin embargo se requiere mas informacion para conocer la susceptibilidad
relativa de los diferentes genotipos.

La inclusion de factores climaticos y micro climaticos en este proyecto, asi como la evaluacion de la presion
de inéculo permitira una mejor comprension de la dindmica de la enfermedades en plantaciones jovenes de
eucaliptos. El andlisis conjunto de este y los demas factores permitira determinar si alguna de las medidas de
manejo estudiadas explican las variaciones en el nivel de dafio observadas y si eventualmente pueden ser
utilizadas para minimizar el impacto de la enfermedad.

V. AGRADECIMIENTOS

A las empresas y productores forestales Grupo Forestal, Redalco, Cambium, Forestal Atlantico Sur, Montes
del Plata, RMK, Intercontinental Timber, Forestal Oriental, Los Eucalyptus, Cecil Selby, Alvaro Perdomo y Von
Metzen, por permitir el ingreso a sus plantaciones para realizar el relevamiento sanitario. A la Sociedad de
Productores Forestales por colaborar en el financiamiento del proyecto durante el afio 2009. Al Laboratorio de
Micologia de Facultad de Ciencias-Ingenieria por el apoyo en el proceso de identificacion de patégenos.

VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Balmelli, G.; Simeto, S.; Martinez, G.; Torres, D.; Pérez, C.; Fros, D. y Bentancur, O. 2009a. Incidencia y
severidad de enfermedades y plagas en plantaciones jovenes de Eucalyptus globulus en las
regiones Sureste y Litoral Oeste de Uruguay. Serie Actividades de Difusion N° 567. INIA. pp. 51-65.

50



€] " @

1 1A o

Instituta Nacional de Investigacién Agropecuaria INIA TACUAREMBO - Estacion Experimental del Norte
URUGUAY Jornada de Proteccion Forestal

Balmelli, G.; Simeto, S.; Martinez, G.; Torres, D.; Pérez, C.; Fros, D. y Bentancur, O. 2009b. Relevamiento
sanitarios de otofio en plantaciones jovenes de Eucalyptus globulus y Eucalyptus dunnii en elSureste
y Litoral Oeste. Serie Actividades de Difusion N° 594. INIA. pp. 51-72.

Park, R.F.; Keane, P.J.; Wingfield, M.J. and Crous, P.W. 2000. Fungal Diseases of Eucalypt Foliage. In:
Disease and Pathogens of Eucalypts. CSIRO. pp. 153-239.

Pérez, C.; Wingfield, M.J.; Altier, N. y Blanchette, R. 2009a. Mycosphaerellaceae and Teratosphaeriaceae
associated with Eucalyptus leaf diseases and stem cankers in Uruguay. Forest Pathology 39: 349-
360.

Pérez, G.; Hunter, G.C.; Slippers, B.; Pérez, C.; Wingfield, B.D.; Wingfield, M.J. 2009b. Teratosphaeria
(Mycosphaerella) nubilosa, the causal agent of Mycosphaerella Leaf Disease (MLD), recently
introduced into Uruguay. European Journal of Plant Pathology. 125: 109-118.

Stone, C., M. Matsuki, y A. Carnegie. 2003. Pest and disease assessment in young eucalypt plantations: field
manual for using the Crown Damage Index. Canberra; Parsons, M. National Forest Inventory, Bureau
of Rural Sciences. http://affashop.gov.au/PdfFiles/PC12783.pdf.

51



Instituta Nacional de Investigacién Agropecuaria INIA TACUAREMBO - Estacion Experimental del Norte
URUGUAY Jornada de Proteccion Forestal

EFECTO DE LA FERTILIZACION FOLIAR EN Eucalyptus globulus.

Juan Mac Gregor1t

Introduccién

El Eucalyptus globulus es una especie con muy buenas propiedades pulperas, lo que ha llevado a su masiva
plantacion en Uruguay. Las condiciones climaticas y edafoldgicas de la zona sur del pais hacen que esta
especie se desarrolle en dptimas condiciones. Sin embargo, los patdgenos foliares como la Mycosphaerella
pueden llevar a una severa reduccion de la productividad. En el relevamiento del estado sanitario de las
plantaciones de la empresat, un 23% de las plantaciones de un afio de edad tenian ataque severo y un 35%
ataque medio.

La productividad puede verse reducida en los primeros afios de la plantacion, dado que afecta principalmente
las hojas juveniles, sin embargo en determinadas situaciones puede posteriormente recuperar un desarrollo
normal (Anna Smith, 2006). Por lo tanto es imprescindible acortar el periodo con hoja juvenil y lograr que en
esta etapa la planta se encuentre en dptimas condiciones para que, de existir ataque, la recuperacion sea
inmediata. Una de las alternativas posibles para lograr esto ultimo es la fertilizacion foliar.

Para evaluar el efecto de diferentes fertilizantes foliares se instalé un ensayo en una plantacion de E. globulus
que al segundo afio presentaba dafio provocado por Mycosphaerella. En relevamiento realizado durante el
afio 2008 se observaba una incidencia (proporcion del fuste afectado por machas) del 75% y una severidad
(proporcion de lamina foliar manchada) del 35% 2.

Materiales y Métodos

e Fecha Plantacion: Primavera 2007
e Especie: Eucalyptus globulus
o Origen: Jeeralang
e SueloCONEAT:2.12
e Coordenadas Ensayo: X:763.261 Y:6.219.748 WGS84
e Fecha Instalacion ensayo: 16 de setiembre de 2009
¢ Disefio de bloques completos al azar
e Tratamientos =5
e Parcelas = 3filas de 13 arboles
e Bloques =3
T4 T5 T2 T1 T3 B3
- W. Doble 1ci 1 cc/Arbl/litro
T3 T4 T1 T5 T2 B2 W.Ascofol 1cc/Arbllitro
T W. Doble 1cc/Arb./litro Repeticion a los 15 dias
T2 T L T4 LE Bl W.Ascofol 1cc/Arb/litro. Repeticion a los 15 dias
1- INFORME ESTADO SANITARIO — MYCOSPHAERELLA Junio 2010
2- INFORME - MYCOSPHAERELLA, SEGUIMIENTO CONTINUO Diciembre 2008
o Fertilizantes:
1 Sierras Calmas
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Wauxal Ascofol es una suspension concentrada a base de algas marinas (Ascophyllum nodosum 27,5%) rica
en microelementos y reguladores de crecimiento. Contiene macronutrientes, polisacaridos, un alto contenido
en Boro, Zinc y Manganeso y cantidades balanceadas de Auxinas, Giberelinas, Citoquininas y Betainas.

Composicion Quimica
Elemento p/p%
Nitrogeno Total 2.5
Amoniacal 2.4
Organico 0.1
Potasio 1.25
Azufre 0.8
Boro 3
Calcio 0.14
Cobre 0.0003
Yodo 0.003
Hierro 0.005
Manganeso 0.8
Zinc 0.5

Wuxal Doble Suspension es un fertilizante foliar super concentrado, especialmente indicado para lograr altos

rendimientos en los cultivos.

e Aplicacion:

Composicion Quimica

Macroelementos gr/lt
Nitrogeno (N) 240
Fosforo (P205) 240
Potasio (K20) 180
Azufre (S) 15
Microelementos mg/It
Boro (B) 300
Cobre (Cu) 750
Hierro (Fe) 1500
Manganeso (Mn) 750
Zinc (Zn) 50
Molibdeno (Mo) 15

La aplicacion se realiz6 con mochilas de 20 litros con las concentraciones sefialadas en los tratamientos.
Dada la altura de los arholes y el método de aplicacion, no fue posible aplicar en todo el arbol.
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Evaluacion

Se evalu¢ la altura como indicador del desarrollo. El ensayo se midié en octubre de 2010, al afio de su
instalacion. Para la determinacion de las alturas se utilizo clindmetro Haglof y se tom6 la distancia a los
arboles con cinta métrica.

Resultados

Sumas de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio F-Ratio P-Valor
Trat 26.3517 4 6.58792 3.19 0.0134
Bloque 0.974706 2 0.487353 0.24 0.7899
Trat*Bloque 23.1219 8 2.89023 1.40 0.1947
Residuos 817.648 396 2.06477

Total (corregido) 868.209 410

El efecto del tratamiento fue significativo (P<0.0134). El efecto del bloque y de la interaccién tratamiento x
blogue, no fueron estadisticamente significativos.

Dado gue el efecto tratamiento es significativo, se presenta las medias de los diferentes tratamientos.
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Medias y 95.0 Porcentajes Intervalos LSD

10.2 — —
10 — —
9.8 — —
9.6 — —
9.4 — —
9.2 — |

9 — —
1 2 3 4 5
Trat
1. Testigo
2. W. Doble
3. W. Ascofol
4, W. doble Repeticion 15 dias.
5. W. Ascofol Repeticion 15 dias.

Los fertilizantes aplicados afectaron el desarrollo en altura de los arboles. Tanto el tratamiento con Wuxal
doble como Ascofol lograron alturas significativamente superiores al testigo. La refertilizacion con
Wauxal(tratamiento 4) no tuvo diferencias significativas con el testigo. Este hecho deberia estudiarse en
posteriores ensayos, dado que podria existir un efecto adverso en aplicaciones reiteras.

Los resultados obtenidos sugieren que al fertilizacién foliar puede acelerar la recuperacion de arboles
afectados por Mycosphaerella.

Consideraciones

o Laaplicacion del fertilizante foliar fue realizada tardiamente. Ademas, no se aplicé en todo el arbol.

e La concentracion de fertilizante utilizada es inferior a la aplicada actualmente por diferentes
empresas forestales. EI aumento se ha basado simplemente en impresiones de los efectos en el
desarrollo, dado que el producto no tiene recomendaciones para plantaciones forestales.

e |laempresa actualmente ha establecido ensayos a mayor escala y con concentraciones superiores.
Se realizan aplicaciones en los plantines antes de la plantacion de forma de facilitar la aplicacion.
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RESISTENCIA GENETICA A LAS ENFERMEDADES: DE LA UTOPIA A LA REALIDAD

Carlos A. Pérez, Oscar Bentancur, Sofia Simeto, Dario Fros y Nora Altier'2

En los dltimos cuatro afios las problematicas sanitarias han ido tomando mayor importancia relativa en el
rubro forestal, principalmente pero no exclusivamente en las plantaciones de eucalipto. Si bien histdricamente
se han reportado algunos eventos importantes de ataques de plagas (por ejemplo Phoracantha semipunctata
y P. recurva en eucalipto y Sirex noctilio y Rhyacionia buoliana en pino), no fue hasta el 2007 donde se pudo
realmente apreciar el poder destructivo de las problematicas sanitarias forestales. Fue en dicho afio cuando
se comenzaron a observar severos ataques de manchas foliares en E. globulus causados mayormente por
Teratosphaeria nubilosa (Pérez et al., 2009a). Luego, el afio 2008 fue predominantemente seco y €so
favorecio el aumento poblacional de algunas plagas conocidas (como por ejemplo Ctenarytaina eucalypti y
Gonipterus spp.) pero a su vez favorecio el aumento poblacional de la chinche del eucalipto (Thaumastocoris
peregrinus) que habia sido observada por primera vez en Uruguay a fines del 2007.

En el afio 2009 nuevamente las condiciones ambientales favorecieron una nueva epifitia de manchas foliares
causadas por T. nubilosa, principalmente en E. globulus, pero a su vez se comenzaron a observar manchas
foliares asociadas a bacterias (especies patogenas no identificadas) en E. grandis (Balmelli et al., 2009).
Paralelamente se observaron importantes niveles de ataque del tizén apical bacteriano causado por Erwinia
psidii principalmente en E. dunnii, aunque también fue observado en E. grandis. Las abundantes
precipitaciones de noviembre del 2009 junto a las de febrero del 2010 permitieron que varias enfermedades
aumentaran su nivel de dafio. Asi fue que a fines del 2009 y comienzos del 2010 se observaron epifitias de
roya del eucalipto (Puccinia psidii) en E. grandis, que afectaron significativamente el crecimiento de los
arboles en las plantaciones afectadas.

Esta resefia evidencia que en los Ultimos afios las principales especies de Eucalyptus han sufrido sucesivos
episodios sanitarios que interfieren en el buen crecimiento de los montes. Era esperable que el aumento del
area forestada resultara en un aumento de las problematicas sanitarias; sin embargo, la falta de informacién
respecto a las pérdidas econdmicas que cada problematica puede causar en las condiciones de Uruguay,
resultaron en que no se tomaran medidas preventivas respecto al manejo de las mismas.

Las caracteristicas de los sistemas de produccion forestal (cultivo extensivo, perenne y de relativamente baja
inversion por hectarea) hacen que el uso de la resistencia genética durable sea la principal medida de manejo
tendiente a minimizar la interferencia de las enfermedades sobre la rentabilidad del cultivo (Manion, 1991).

El mejoramiento genético o seleccion por resistencia genética a enfermedades puede realizarse mediante
inoculacion natural o inoculacién artificial de los patégenos de interés. El método de inoculacion natural es
exponer el germoplasma en estudio ante el indculo natural de los patégenos que estén presente y asi evaluar
en términos relativos el comportamiento de cada material. Este método es el que comlnmente se realiza en
las evaluaciones de procedencias. Tiene como principal ventaja la practicidad; sin embargo, presenta varias
limitantes que deben ser consideradas, como por ejemplo la evaluacidn queda condicionada a la presencia de
indculo y a la ocurrencia de condiciones ambientales favorables para que ocurra la enfermedad.

El método de evaluacion mediante inoculacion artificial se basa en multiplicar el indculo del patégeno en el
laboratorio y luego inocularlo en la planta, asegurando que ocurran las condiciones ambientales para que se
desarrolle la enfermedad. Tiene como principal desventaja el ser mas engorroso; sin embargo, como principal
ventaja otorga seguridad al momento de evaluar los resultados, ya que se tiene certeza de que el patégeno,
el ambiente y el hospedero coincidieron en el tiempo y en el espacio.

El método de evaluacion de la resistencia por medio de la inoculacion artificial no ha sido atn adoptado por el
sector forestal del pais, y se pretende en esta publicacion detallar los fundamentos de modo de promover
dicho método, principalmente debido a los aportes que el mismo puede brindar a los programas de
mejoramiento por resistencia que busquen resistencia durable a las enfermedades.

12 \ng, Aar , Proteccion Veagetal - INIA
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El método de caracterizacion de la resistencia genética por inoculacion artificial tiene cuatro pasos
fundamentales: i) identificacion de la enfermedad o enfermedades a controlar, ii) identificacion del organismo
causal de dicha enfermedad, iii) conocimiento de la estructura poblacional de patégeno en cuestion, iv)
determinacion del comportamiento sanitario del germoplasma disponible frente a la poblacién de dicho
patdgeno.

i) Identificacion de la enfermedad a controlar

El eucalipto presenta un diverso grupo de enfermedades que varian en importancia relativa debido a
numerosos factores. El ideal seria buscar germoplasma de eucalipto resistente a todas las enfermedades; sin
embargo, es claro que eso en la practica es muy dificil y que el mejorador debe priorizar y balancear aquellos
factores de seleccion a incluir en el indice de seleccion. Si se incluye la resistencia a todas las enfermedades,
es probable que el mejorador se quede sin ningin germoplasma en su programa, por lo cual hay que pensar
en una estrategia escalonada, donde en primer lugar se seleccionen materiales resistentes o de buen
comportamiento frente a las principales enfermedades, y luego en una segunda etapa pasar a incorporar
seleccién por resistencia a enfermedades de menor importancia relativa. A su vez esta prioridad dependera
de los objetivos de produccion de cada empresa y de las especies cultivadas. Por ejemplo, la roya del
eucalipto (causada por Puccinia psidii) puede ser la principal prioridad en Eucalyptus grandis; sin embargo, en
E. globulus probablemente la prioridad sea el comportamiento sanitario frente a T. nubilosa.

Por tal razon, cada programa de mejoramiento debe priorizar la lista de enfermedades que afectan a la
especie que esta mejorando, y en base a dicha lista proceder a caracterizar el germoplasma del programa
ante las principales enfermedades.

ii) Identificacion del organismo causal

Generalmente se habla de las enfermedades como si cada enfermedad fuera causada por un Unico
microorganismo; sin embargo, es importante recordar que en algunos casos una enfermedad puede ser
causada por mas de una especie patdgena. Tal es el caso de las manchas foliares del eucalipto. Por lo
general se les llama mancha por Mycosphaerella; sin embargo, se debe tener presente que en Uruguay se
han reportado mas de 13 especies flngicas asociadas al sintoma de “manchas por Mycosphaerella” en
eucalipto (Pérez et al., 2009b).

La importancia de conocer la especie radica fundamentalmente en que distintas especies patégenas pueden
tener distinta agresividad y por consiguiente distinta importancia relativa. Por esta razon, es importante definir
frente a cuales especies se buscara resistencia en el germoplasma a desarrollar.

iii) Estructura poblacional del patégeno

La poblacion de un determinado patégeno puede ser genéticamente homogénea o heterogénea. Cuando la
poblacién esta compuesta por individuos genéticamente idénticos unos a los otros, se le llama poblacién
genéticamente homogénea o clonal, mientras que cuando la poblacién estad compuesta por individuos que no
son genéticamente idénticos, se le llama poblacién heterogénea o diversa.

Pablaciones que se reproducen sexualmente se caracterizan por presentar una alta diversidad genotipica
debido a la recombinacion genética que ocurre en cada generacion. Por consiguiente, reproduccion sexual
generalmente se asocia a poblaciones genéticamente diversas.

Por el contrario, aquellos microorganismos que sélo presentan reproduccion asexual generalmente se
asocian a poblaciones menos diversas o clonales, donde toda la progenie es genéticamente idéntica a su
padre.

El conocimiento de la estructura poblacional de un patégeno es crucial al momento de definir las evaluaciones
del comportamiento sanitario del germoplasma de interés. El riesgo de estar frente a una poblacion variable
de un patégeno cuando se incluyen pruebas de patogenicidad en los programas de mejoramiento genético,
es que la severidad de la enfermedad a cuantificar dependera no sélo de la resistencia de la planta sino
también de la agresividad del aislado del patégeno utilizado. Puede resultar que un germoplasma
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determinado muestre muy bajo nivel de infeccion frente a la inoculacidn con determinada cepa del patgeno,
pero que en realidad esa respuesta se deba a que la cepa es poco agresiva y no a la resistencia del
germoplasma en si.

Por otro lado puede suceder que la cepa utilizada para evaluar al germoplasma en el programa de
mejoramiento no sea precisamente la mas agresiva o el genotipo predominante en la poblacién que tendra
que enfrentar ese germoplasma, una vez que sea transferido a la plantacion en gran escala.

Por esta razén, resulta claro que para implementar programas de mejoramiento genético por resistencia a
determinado patdgeno se debe en primer lugar tener una correcta caracterizacion de la poblacién del
patdgeno, de modo de poder elegir aquellas cepas a utilizar en las inoculaciones, ya sea por su
predominancia en la poblacion como por su agresividad.

iv) Determinacion del comportamiento sanitario del germoplasma de interés

Una vez que se tiene identificada la enfermedad problema, el organismo causal de la misma, y la estructura
poblacional de dicho patégeno, se puede proceder a caracterizar el comportamiento sanitario del
germoplasma. Esta caracterizacion se realiza mediante inoculacion artificial del patogeno en el hospedero a
evaluar. En primer lugar se deben seleccionar los aislados o genotipos del patdgeno que quieran ser
utilizados para la seleccion, y aqui se pueden seleccionar por predominancia de los mismos en la poblacién, o
por agresividad.

Una vez seleccionados los aislados, se debe multiplicar el indculo que sera luego utilizado para las
inoculaciones. Posteriormente se procede a la inoculacién (depdsito del inoculo sobre el hospedero). El
método de inoculacion depende de la estrategia del patégeno para causar infeccion. INIA ha ajustado
distintos métodos de inoculacion para algunos patégenos, y los mismos han sido publicados en Simeto et al.
(2007).

Una vez inoculado el germoplasma se realizan las evaluaciones sanitarias para caracterizar la respuesta del
mismo frente al patégeno inoculado. Este proceso permite no solo caracterizar el germoplasma del programa
de mejoramiento, sino que también se puede caracterizar el germoplasma que esta en produccién de modo
de poder identificar qué materiales son mas susceptibles a determinado patégeno y enfocar los monitoreos
sanitarios con mayor énfasis hacia dichos materiales.

Estudio de caso

A modo de ejemplo del proceso de caracterizacion de la resistencia genética mediante inoculacion artificial, a
continuacién se presenta el proceso que ha transitado este grupo de investigacion tomando como estudio de
caso al grupo de patégenos asociados al sintoma de cancros por “Botryosphaeria”

En primer lugar se definid6 una enfermedad sobre la cual trabajar, en este caso “cancros por
Botryosphaeria”. Posteriormente se procedié a identificar las especies flngicas asociadas a dicha
sintomatologia. Por consiguiente, desde el afio 2005, en el marco del proyecto FPTA 221 ejecutado por
Facultad de Agronomia’, se han estado muestreando numerosas plantaciones de eucalipto en todo el pais
con el objetivo de identificar y caracterizar las especies de patégenos asociados a cancro del tipo
Botryosphaeria.

De dicho muestreo se concluyd que actualmente hay al menos tres especies flingicas asociadas a cancros
por Botryosphaeria en las distintas especies de Eucalyptus, las cuales son: Botryosphaeria dothidea,
Neofusicoccum eucalyptorum y un grupo perteneciente al complejo N. parvum-N. ribis. Paralelamente, estas
tres especies fueron encontradas también en el monte nativo en distintas especies de mirtaceas, junto con la
presencia de tres especies adicionales presentes en las nativas pero aln no encontradas en Eucalyptus:
Diplodia pseudoseriata, Lasiodiplodia pseudotheobromae, y Spencermartinsia uruguayensis (Pérez et al.,
2010). Con esto se pudo conocer con certeza qué especies de patdgenos eran causantes del problema a
resolver.

* Proyecto FPTA 221, “Caracterizacion de las poblaciones de Botryosphaeria y Mycosphaerella presentes en las
plantaciones de Eucalyptus en Uruguay”, Depto. Proteccion Vegeta MAC. Facultad de Agronomia
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Posteriormente se procedid a caracterizar las poblaciones de las distintas especies. Para esto se
realizaron inoculaciones artificiales sobre un clon de E. grandis, de forma de que el hospedero fuese
genéticamente idéntico, y al realizarse en condiciones ambientales controladas, las diferencias en los niveles
de enfermedad se asociasen directamente al genotipo del patdgeno.

En primer lugar se procedié a caracterizar cada una de las tres especies encontradas en Eucalyptus con el
objetivo de conocer si los distintos aislados dentro de una misma especie presentaban variabilidad respecto a
su agresividad (Figuras 1, 2y 3).
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Figura 1: Variabilidad en la agresividad observada entre las cepas de Botryosphaeria dothidea inoculadas en
plantines de 4 meses de edad de un clon de E. grandis. Cada cepa tuvo 5 repeticiones (0 sea, inoculada en 5 plantas).
El tratamiento T representa al testigo donde la lesion corresponde a la herida mecénica de la inoculacién. No se
encontraron diferencias significativas entre el testigo y las distintas cepas.

60



€] " @

1 1A o

Instituta Nacional de Investigacién Agropecuaria INIA TACUAREMBO - Estacion Experimental del Norte
URUGUAY Jornada de Proteccion Forestal

60

50

w £
o o
L L

largo de lesién (mm)

N}
o
L

10 4

= M I~ © N © 0 1 ™M ©O© N~ n o < O o N~ O M © 0 «H <
O M~ 0 0 M O© I~ 0 O S N~ O~ © N~ O M <t O O
E S I GO I N = T == i B e . R R BT
, 223333333353y y5y 5SSy
55555555555

Aislado

Figura 2: Variabilidad en la agresividad observada entre las cepas de Neofusicoccum eucalyptorum inoculadas en
plantines de 4 meses de edad de un clon de E. grandis. Cada cepa tuvo 5 repeticiones y las distintas letras indican el
resultado estadistico analizado por la minima diferencia significativa (LSD, P<0.05). El tratamiento T representa al
testigo donde la lesion corresponde a la herida mecénica de la inoculacion.
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Figura 3: Variabilidad en la agresividad observada entre las cepas del complejo Neofusicoccum parvum- N. ribis
inoculadas en plantines de 4 meses de edad de un clon de E. grandis. Cada cepa tuvo 5 repeticiones y las distintas
letras indican el resultado estadistico analizado por la minima diferencia significativa (LSD, P<0.05). El tratamiento T
representa al testigo donde la lesion corresponde a la herida mecanica de la inoculacion.

Estos resultados indican que para el caso de Botryosphaeria dothidea ninguna de las cepas fue capaz de
causar una lesién mayor a la generada por la propia inoculacién, por lo tanto las lesiones observadas no
difieren significativamente del testigo. Se puede concluir que este grupo de cepas no incluye ninguna cepa de
interés para ser utilizada en un programa de mejoramiento ya que no tienen agresividad suficiente para
avanzar en la planta mas alla que la herida de la inoculacién. Sin embargo, para confirmar esta hipétesis,

61




[ ] X [ )

1 1A
INIA TACUAREMBO - Estacién Experimental del Norte e L S IV AR
Jornada de Proteccién Forestal

estas cepas deberian ser inoculadas en otro germoplasma, ya que puede suceder que el germoplasma
utilizado sea resistente a las cepas evaluadas.

Por el contrario, tanto N. eucalyptorum como el complejo N. parvum-N. ribis muestran una gran diversidad en
la agresividad de las distintas cepas que componen la poblacién de cada especie. Estos resultados indican
que no cualquier cepa va a tener igual importancia al momento de incluirlas en un programa de seleccion por
resistencia. Por ejemplo, si un germoplasma se inocula con UY1233 de N. eucalyptorum y no se observa
lesion, se podria concluir que el germoplasma es resistente; sin embargo, parece ser que dicha cepa presenta
escasa agresividad. En ese caso, cuando el germoplasma evaluado y caracterizado como resistente se
enfrente a individuos similares a UY1246 se puede comportar como muy susceptible, y de aqui la importancia
de ser cautelosos al momento de definir qué cepa seré utilizada para caracterizar al germoplasma.

Con informacion como la expuesta arriba, se logra cumplir el punto “iii", teniendo ahora una poblacién del
patégeno caracterizada, donde se conoce la presencia de variabilidad en la agresividad entre cepas que
componen a la poblacion.

Una vez caracterizada cada una de las poblaciones de las especies asociadas a los cancros por
Botryosphaeria, se puede proceder a caracterizar el comportamiento del germoplasma ante las cepas
mas problematicas (las de mayor agresividad por ejemplo).

En el caso en estudio, se realizaron inoculaciones en distintos germoplasmas de E. dunnii, E. grandis y E.
globulus (Cuadro 1), con dos cepas seleccionadas de cada una de las especies flngicas en cuestion (una
cepa identificada como agresiva y otra como poco agresiva). A su vez se incluyeron en el andlisis tres
especies flingicas asociadas a cancros en mirtaceas en el monte nativo para evaluar la agresividad de las
mismas sobre los distintos materiales.

Cuadro 1: Lista de genotipos de Eucalyptus inoculados

Especie Tipo de plantin Genotipo (c6digo)
Eucalyptus dunnii Seminal
Seminal
Eucalyptus globulus Clonal
Clonal
Clonal
Eucalyptus grandis Clonal
Clonal
Clonal

I|OMMmoO|m| >
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Cuadro 2: Lista de cepas evaluadas segun especie flngica.
Especie Cepa Agresividad *
Botryosphaeria dothidea Uys18 B
UY1065 B
Neofusicoccum eucalyptorum Uy1149 B
uy1177 A
Neofusicoccum parvum-N.ribis Uy118 A
UY1050 B
Spencermartinsia uruguayensis** Uye72 B
Diplodia pseudoseriata** UY1605 B
Lasiodiplodia pseudotheobromae** UY1356 A

(*) Agresividad segun pruebas de patogenicidad realizadas sobre un clon de E. grandis (A: alta, B: baja).
(**) Cepas asociadas a cancros en mirtaceas nativas

Las inoculaciones se realizaron con 5 repeticiones, o sea cada combinacién de germoplasma x cepa fue
repetido 5 veces, y el tratamiento testigo de cada germoplasma consistié en la inoculacion con un disco de
agar estéril, simulando el mismo tratamiento que el resto pero sin la cepa.

La variable evaluada fue el largo de lesion observado a los 10 dias post-inoculacién como estimador de la
resistencia de cada germoplasma ante cada cepa, en caso de comparar entre germoplasmas.

Para el caso de las dos fuentes de semilla evaluadas de E. dunnii, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las mismas, o sea, ambos germoplasmas presentaron similares
comportamientos ante la misma cepa, siendo la cepa UY1356 de Lasiodiplodia pseudotheobromae la de
mayor agresividad, seguida por las cepas UY1149, UY118 y UY1050 respectivamente. El resto de las cepas
no difirieron significativamente del testigo, sugiriendo que las dos fuentes de semilla evaluadas presentan muy
buena resistencia frente a las mismas.
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Figura 4: Largo de la lesién causada por cepa en dos fuentes de semilla de E. dunnii. Valores promedio de 5 plantas.
Bd: Botryosphaeria dothidea, Lp: Lasiodiplodia pseudotheobromae, Ne: Neufusicoccum eucalyptorum, Np-r: N. parvum-
N. ribis, Su: Spencermartinsia uruguayensis, Dp: Diplodia pseudoseriata. Barras con distinta letra difieren
significativamente (Tukey-Kramer, P<0.05).
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Cuando se analiza el comportamiento de los tres clones de E. grandis evaluados se observan resultados
similares a los obtenidos en E. dunnii, donde los distintos clones no difieren estadisticamente entre si al ser
evaluados ante las distintas cepas, a pesar de que por ejemplo frente a la cepa UY1356 se observaron
tamafios de lesion muy diferentes. En este caso, a excepcion de la cepa UY1356, el resto de las cepas no
resultaron en lesiones significativamente mayores al testigo indicando que los clones inoculados presentan
muy buena resistencia a los mismos.

Sin embargo, otra interpretacion de los resultados podria ser que las cepas no son suficientemente agresivas,
pero si se analizan las Figuras 2 y 3 donde las distintas cepas de N. parvum-N. ribis y N. eucalyptorum fueron
inoculadas en otro clon de E. grandis, se observa una gran agresividad de cepas como UY1177 (Figura 2) o
UY118 (Figura 3), confirmando que las cepas son agresivas pero en el caso de los clones evaluados en la
Figura 5 los mismos son capaces de limitar el avance del patdgeno en el tejido.
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Figura 5: Largo de la lesion causada por cepa en tres clones de E. grandis. Valores promedio de 5 plantas. Bd:
Botryosphaeria dothidea, Lp: Lasiodiplodia pseudotheobromae, Ne: Neofusicoccum eucalyptorum, Np-r: N. parvum-N.
ribis, ~ Su: Spencermartinsia uruguayensis, Dp: Diplodia pseudoseriata. Barras con distinta letra difieren
significativamente (Tukey-Kramer, P<0.05).

Al comparar el comportamiento de tres clones de E. globulus frente a las distintas cepas, se encontraron
diferencias significativas entre los clones y una fuerte interaccion con la cepa, donde por ejemplo el clon E es
significativamente mejor que el clon C para la cepa de Neofusicoccum parvum-N. ribis UY118, pero es
significativamente mas susceptible frente a la cepa UY1356 de Lasiodiplodia pseudotheobromae. Estos
resultados demuestran una vez mas la ventaja de este tipo de evaluacion, donde el comportamiento de un
clon frente a una cepa no necesariamente refleja su comportamiento frente a otras cepas de la misma
especie del patdgeno u otras especies relacionadas a la misma enfermedad.

En el caso de E. globulus el tamafio de las lesiones observadas fue significativamente mayor que el
observado en el resto de los germoplasmas evaluados, y cepas como UY118, UY1050, UY1149 y UY1356
fueron capaces de causar lesiones que difirieron significativamente del testigo. Nuevamente la cepa UY1356
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fue la que mostrd las lesiones de mayor tamarfio reafirmando la amenaza que esta especie obtenida de las
mirtaceas nativas representa para la sanidad de las tres especies de Eucalyptus evaluadas.
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Figura 6: Largo de la lesion causada por cepa en tres clones de E. globulus. Valores promedio de 5 plantas. Bd:
Botryosphaeria dothidea, Lp: Lasiodiplodia pseudotheobromae, Ne: Neofusicoccum eucalyptorum, Np-r; N. parvum-N.
ribis, Su: Spencermartinsia uruguayensis, Dp: Diplodia pseudoseriata.

Estos resultados evidencian la importancia de esta herramienta para la caracterizacion del germoplasma de
los programas de mejoramiento de eucalipto en el pais ante los principales patdgenos. La caracterizacion del
comportamiento sanitario de cada germoplasma frente a los distintos patégenos permite planificar areas de
plantacion, diversificando la misma con germoplasma de diversa susceptibilidad combinando materiales
resistentes a diferentes problematicas. Por otro lado, la seleccion de germoplasma resistente a las cepas mas
agresivas permite minimizar el impacto de dicha enfermedad sobre la produccion de eucalipto, y si se evalla
la susceptibilidad ante un diverso grupo de cepas, permite estimar la durabilidad de la resistencia genética en
el campo, ya que se esta estimando el comportamiento actual del germoplasma ante las cepas de mayor
agresividad.

El reciente aumento relativo de la importancia de las enfermedades sobre la produccion de eucalipto sin
dudas redundara en la inclusion de la resistencia a enfermedades dentro de los criterios de seleccién de los
distintos programas de mejoramiento, y en este escenario, el desarrollo de un solido programa de
caracterizacion sanitaria sera un pilar fundamental en la sustentabilidad del sector.
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AVANCES Y POTENCIALIDADES DE LA BIOTECNOLOGIA MOLECULAR
EN LA SANIDAD FORESTAL

Diego Torres Dini
Introduccion

Histéricamente la caracterizacion de patdgenos se ha realizado en base a las caracteristicas macro y
micromorfoldgicas de las muestras colectadas a campo, o de los cultivos obtenidos de los materiales
afectados. Sin embargo, la alta similitud en los caracteres morfol6gicos, la baja tasa de crecimiento y la
limitada capacidad de esporulacion de algunos de estos hongos en medio de cultivo dificultan muchas veces
la identificacion precisa.

Las técnicas de biologia molecular basadas en PCR son una herramienta que complementan los analisis
taxonémicos y tienen la ventaja de ser independientes de las caracteristicas morfolgicas y sintomas
producidos en el hospedero. A nivel del ADN la diferencia entre las distintas especies es analizada segun las
distintas combinaciones de A, C, Ty G que representan las cuatro bases del codigo genético (Figura 1).
Estas metodologias a su vez tienen un gran potencial de uso en el diagndstico, ya que reducen el tiempo del
analisis a unas pocas horas. Adicionalmente pueden ajustarse para la deteccion en muestras colectadas en
distintos puntos la cadena de produccion (semillas, vivero, plantaciones o la propia madera).

Una vez determinado el patégeno en cuestion, puede ser empleado en la caracterizacion de germoplasma
resistente. A su vez esta informacion resulta util desde el punto de vista biotecnoldgico, para el desarrollo de
mapas de ligamiento genético que faciliten la seleccion en los procesos de mejoramiento genético.

Identificacion del Patdgeno problema

El grado de variabilidad genética a evidenciar es el punto de partida de todo anlisis molecular. Dependiendo
de las caracteristicas y el grado de conocimiento previo del problema, se puede plantear como objetivo:
determinar el género, la especie(s) o las cepas en cuestion. Actualmente en nuestro pais se estan empleando
estas metodologias para caracterizacion de mycosphaerellas, teratosphaerias, Puccinia psidii etc

En la caracterizacion de especies han sido ampliamente usadas la secuenciacion del ARN ribosomal, como el
ITS, IGS 0 LSU (White et al 1990; Gardes et al 1993). También se puede optar por ir aumentando el grado de
resolucion llegando a identificar a nivel genético entre las variantes (o cepas), de un mismo patogeno. En este
caso resulta de gran utilidad usar marcadores hipervariables a nivel molecular, como los microsatélites o
SSR (Zhong et al 2007, Hunter et al 2006).

De esta manera se identifica el problema, integrando la informacién molecular con la informacién fenotipica,
obtenida de la caracterizacidn morfoldgica. Asociando un patrén molecular para cada uno de los asilamientos
obtenidos, facilitando asi su identificacion.

Evaluacién de Germoplasma.

Una vez identificado el patdgeno se pueden realizar ensayos de inoculacion evaluando asi como reaccionan
los diferentes clones ante la enfermedad. De esta manera se pueden determinar cuales son las cepas mas
agresivas y cuales son los clones mas resistentes. Esta informacién resulta muy valiosa para mejoramiento
genético ya que permite determinar cuales son los materiales mas promisorios. A su vez estos datos pueden
ser utilizados como insumos en el desarrollo de estrategias de mejoramiento que permitan obtener mas
informacion acerca del mecanismo de resistencia.

Por ejemplo cruzando un clon resistente con uno susceptible se genera una progenie segregante la cual es
nuevamente caracterizada por inoculaciones con el patégeno. De esta manera se puede inferir si se esta ante
una resistencia de tipo monogénica (asociada a un solo gen) o poligénica (varios genes implicados). En caso
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de estar ante una resistencia monogénica tienden a predominar dos estados contrastantes en la
descendencia conocidos como resistencia (R) o susceptibilidad (S) (Torres-Dini 2004; Dalla Rizza 2006). En
caso de ser una resistencia de tipo poligénica predominan los estados intermedios. Contar con una poblacion
segregante fenotipicamente caracterizada, permite la construccion de mapas de ligamiento genético y la
identificacion de marcadores para la seleccion asistida (MAS).

Construccion de Mapas de Ligamiento.

Estos se realizan con el fin de identificar puntos en el Genoma asociados a caracteristicas fenotipicas de
interés para el mejoramiento como ser: resistencia, calidad de madera, DAP etc (Junghans et al 2003;
Thamarus et al 2004; Novaes 2007). Una vez identificados estos puntos, se podran utilizar como marcadores
moleculares en la seleccion asistida.

Para construir un mapa de ligamiento se necesita:

- Contar con una buena metodologia caracterizacion fenotipica, en el caso de sanidad mediante
inoculaciones con el patdgeno.

- Una poblacién de mejora, resultado de un cruzamiento controlado entre individuos fenotipicamente
contrastantes, para la caracteristica de interés, en el caso de sanidad un cruzamiento de RxS.

- Marcadores moleculares hipervariables y de amplia distribucion en el genoma.

Una vez que se relinen todos estos elementos se puede aplicar el marco tedrico que sustenta la construccion
de los mapas de ligamiento. El mismo surge de la genética tradicional, mas precisamente de las leyes de
Mendel (Figura 2).

Equilibrio de Ligamiento: cuando genes de poblaciones segregan de manera totalmente independiente uno
del otro. La frecuencia de recombinacién de estos dos marcadores es exactamente de 50%. Por lo que no se
puede determinar si estan en puntos distantes de un mismo cromosoma 0 en cromosomas separados.

Desequilibrio de Ligamiento: propiedad de algunos marcadores de las poblaciones genéticas de no segregar
de forma independiente, 0 sea que poseen una frecuencia de recombinacion menor del 50%. Esto se debe a
que los dos marcadores se encuentran fisicamente cerca en el mismo cromosoma, lo que imposibilita su
transferencia a la progenie de manera aleatoria. ES precisamente este concepto el que se usa para
construccion de mapas de ligamiento.

Si contamos con un amplio numero de marcadores, equitativamente distribuidos a lo largo del genoma,
podemos generar mapas de alta densidad. O sea, mapas en los cuales la distancia entre un marcador y el
siguiente es muy estrecha (Petroli 2010; Sansaloni 2010a). La unidad empleada para medir la distancia es el
CentiMorgan (1 CM equivale a un 1% de recombinacion entre dos marcadores). Por ejemplo en Eucalyptus
grandis de identificé el gen Pprl que confiere resistencia a Puccinia psidii mediante esta metodologia. Dicho
gen confiere resistencia monogénica y segrega junto con un marcador molecular estrechamente ligado a 3,6
CM. Dicho marcador ha sido usado para asegurar la presencia de Pprl en ensayos de introgresion (Figura 3;
Junghans et al 2003; Mamani et al 2010).

Mediante la incorporacién de mapas de ligamiento en los programas de mejoramiento genético se logra un
conocimiento mas profundo de la poblacidn de mejora. Al analizar como segregan los fenotipos y asociarlos a
los marcadores con los que estén mas estrechamente ligados en la progenie. Una vez identificados estos
marcadores pueden emplearse en las proximas generaciones como marcadores de seleccion asistida
(Torres-Dini 2004; Dalla Rizza et al 2006), reduciendo asi los tiempos del mejoramiento y aumentando la
productividad (Grattapaglia & Kirst 2008, Sansaloni 2010b).
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Seleccion asistida por marcadores (MAS).

Esta es una de las principales aplicaciones de la biotecnologia molecular, se puede aplicar a cualquier
caracteristica fenotipica. En los programas de mejoramiento se puede tardar varios afios hasta que se pueda
desarrollar la seleccion fenotipica. Sin embargo existen antecedentes de programas forestales que mediante
el empleo de MAS lograron reducir a semanas los tiempos de seleccién, en caracteristicas como calidad de
madera (Figura 4; Grattapaglia com pers; Novaes 2007). En la evaluacién de germoplasma resistente a
Puccinia Psidii también han sido utilizadas estas herramientas. Mas precisamente mediante en monitoreo del
gen de resistencia Pprl, asegurando asi la obtencién de clones resistentes (Figura 3; Junghans et al 2003;
Mamani et al 2010).

Discusién

La biotecnologia molecular contribuye asi a generar un mayor conocimiento del problema sanitario. Dicha
informacién surge del abordaje interdisciplinario junto disciplinas como la fitopatologia y mejoramiento
genético.

Los avances en el campo de la Biotecnologia se incorporan a la mejora genética tradicional, y la fitopatologia.
Generando un conocimiento mucho méas profundo sobre las interacciones arbol patégeno (Torres-Dini 2010).
A través del estudio de las relaciones existentes entre la variabilidad genética a nivel del ADN y la diversidad
fenotipica observada tanto a nivel de enfermedades como del germoplasma resistente. Para lograr el maximo
aprovechamiento de la variabilidad fenotipica natural del genero Eucalyptus, no solo se requerird de
incorporar estas nuevas herramientas, sino ademas un trabajo multidisciplinario profundamente
interconectado con los ensayos de campo, el mejoramiento genético y el aporte de otras disciplinas
(Grattapaglia 2004).
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Figura 1. Arriba: Caracterizacion de Mycosphaerella realizado en base a las caracteristicas macro y micromorfoldgicas
de las muestras colectadas a campo, o de los cultivos obtenidos de los materiales afectados (tomado de Alfenas &
Valverde 2007). Abajo. Caracterizacion molecular de la regién ITS del ARN ribosomal de diferentes especies del género
myscosphaerella (secuencias cedidas por Carlos Pérez)

AE

Figura 2: Los marcadores A y B se encuentran en cun cromosoma distinto a C. En otras palabras A y B estaran en
equilibrio de ligamiento con respecto a C. La frecuencia de recombinacién AC y BC sera exactamente de 50%.

En cambio A y B estan en el mismo cromosoma estan en Desequilibrio de Ligamiento si se demuestra que poseen una
frecuencia de recombinacidn menor del 50%. Esto imposibilita su transferencia a la progenie de manera aleatoria. Es
precisamente este concepto el que se usa para construccion de mapas de ligamiento.
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Figura 3. Determinacion de la posicién cromosomita del gen Pprl que confiere resistencia a Puccinia psidii. Dicho
estudio permitié la construccion de un marcador molecular que segrega en la progenie con los fenotipos resistentes
Junghans et al 2003; Mamani et al 2010).
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Figura 4. Esquema general del modelo de seleccion asistida por marcadores en un programa de mejoramiento genético
forestal (Tomado de Grattapaglia et al 2004; Sansaloni 2010)
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