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Resumen

Dentro de la economia Chilena, las exportaciones tienen un rol importante, siendo la
industria forestal, una de las més relevantes con una amplia gama de productos y
diversas actividades econdémicas, con mas de 6 mil empresas que participan en la
industria. Las exportaciones en este sector correspondieron a casi 6.100 millones de
dolares el afio 2013, es decir, un 8,1% de las exportaciones totales del pais. La
calidad de la madera se basa en su composicion estructural, la cual se ve
amenazada por enfermedades que afectan a la estructura y su produccion, como por

ejemplo los llamados fitopatégenos.

Actualmente, el control de fitopatdbgenos se basa en medidas que pretenden
enfrentar el deterioro de madera. Sin embargo, no existe un control preventivo de
estos, a menos que sea la aplicacion de pesticidas e impregnantes, con un alto

impacto econdmico para empresa y ademas dafios ambientales.

Una deteccion temprana de patégenos forestales de la madera, favorece la toma de
medidas efectivas antes de que el proceso infectivo sea irreversible. Evitando la
disminucién en la calidad de la madera, manteniendo el valor del recurso comercia y

disminuyendo la carga de pesticidas que controlan los fitopatdégenos.

El objetivo general de esta investigacion es establecer un protocolo de identificacion
de patogenos de Pino Insigne utilizando técnicas microbioldgicas. Con el que es

posible desarrollar un servicio de deteccion temprana para empresas forestales.

Se realiz una caracterizacidon morfolégica de hongos degradadores de la madera de
pino Insigne. Encontrando 5 hongos pertenecientes a los géneros: Ceratocystis sp,
Trametes sp, Diplodia sp, Macrophomina sp y Schizophyllum sp. Obteniendo como
producto de la investigacién, un protocolo microbiolégico para la identificacion

morfolégica de hongos degradadores de Pino Insigne.



CAPITULO |

Introduccion

1.1 Antecedentes

La region del Biobio concentra la mayor parte de la industria forestal del pais y el
38% de las plantaciones forestales nacionales (INFOR, 2014), la superficie de suelos
potencialmente disponibles para la forestacién corresponde al 9,5% de la superficie
regional (3,71 millones de hectareas) y las exportaciones en la industria
corresponden a casi 6.100 millones de ddlares, es decir, a un 8,1% de las
exportaciones totales del pais (Corma, 2014), abarcando mercados en los cinco
continentes, destacando Estados Unidos, China y Japon como los mas importantes
(Cuneo Chile, 2007).

El Pino Insigne (Pinus radiata D. Don), la especie mas importante para la industria
forestal chilena, la cual es originaria de California, Estados Unidos y fue introducid en
Chile en 1887 por un agricultor de la Octava Region, plantandolas en el cerro
Caracol. Posteriormente, debido a su valor comercial, sobre todo de sus resinas, la
especie se cultivd también en Lota, Chiguayante y zonas cercanas (Contesse, 1986;
Serra & Garay, 1990).

El éxito del Pinus radiata se debe a su alta rusticidad, rapido crecimiento y facil
manejo de las plantaciones si se dan las condiciones de clima y suelo apropiado
(Corma, 2014). Sin embargo, para el sector forestal, mantener la madera de Pinus
radiata con altos estandares de calidad es un problema complejo, ya que se ve
afectada por factores abioticos, como los cambios en la temperatura, radiacion UV,
precipitaciones y concentraciones atmosféricas de CO, (Garay, et. al, 2012). Estos
factores climaticos alteran la fisiologia de los arboles de tal forma que afectan su
resistencia ante herbivoros y patégenos (Moore. B y Allard, 2008). Los factores de
estrés causados por la sequia pueden impactar también en la sanidad forestal,
aumentando la vulnerabilidad ante alteraciones tales como parasitos de insectos e
incendios forestales (FAO 2008).



En condiciones desfavorables, la madera puede ser dafiada y destruida facilmente
por factores bidticos como herbivoros, insectos, nematodos y hongos, atacando de
variadas formas y causando diferentes anomalias, que al no ser detectadas
tempranamente provocan irregularidades que modifican su estructura y los
parametros de calidad, originando cuantiosas pérdidas econdmicas (Islam et al.
2008).

Las precipitaciones pueden ser un factor muy importante en la epidemiologia de
muchos agentes patégenos que dependen de la humedad para su propagacion, tales

como el hongo que dafia los brotes y aciculas de los pinos (FAO 2008).

Un alto porcentaje (15-20%) del deterioro de la calidad de la madera es provocada
por hongos, generando importantes pérdidas economicas (Dias, 2008). Los hongos
responsables del deterioro de la madera se les conocen como hongos Xilofagos o de
pudricion, que literalmente se alimentan de madera digiriendo todas las estructuras
celulares. Estos hongos en su gran mayoria suelen atacar zonas vivas con alto
contenido de azucares y almidones, como lo es la albura, pero de prosperar, pueden
continuar internamente con el duramen, generando pudriciones. Los que atacan a la
celulosa generan pudricion parda la que afecta a su resistencia al esfuerzo vy la
pudricion blanca ataca lignina lo que en algunos casos origina un cancro, el cual
ataca tejidos corticales sanos, penetrando en el huésped a través de heridas de
distinta naturaleza. El sintoma mas caracteristico consiste en la presencia de
tumores sobre el tronco, ramas o0 renuevos, los cuales provocan un anillamiento
impidiendo asi la circulacion de la savia, dando como resultado la muerte de brotes o

ramas por encima de la lesion (Luley. J, 2006).

Dentro de los hongos degradadores, uno de los mas importantes es el causante de la
pudricion blanca, corresponde a un Basidiomicete, Trametes versicolor el cual es
comun verlo en bosques de Pinos, alimentdndose de la lignina, dejando la celulosa
de color blanco (Pefa de la Parra, 2010), la madera se rompe en fibras, por lo que

también se denomina pudricion fibrosa (Corma, 2014). La figura 1 muestra la pared



celular de una conifera y su estructuras ligniliticas, que estan infectadas por diversos

patdgenos que pudren y manchan la madera hasta perder su funcionalidad.

Figura 1. Seccion transversal de la madera con presencia de degradacion de las fibras desde el
lumen hacia el interior de la célula, observada con un microscopio electrénico de barrido en aumento
1000X y 5000X respectivamente. Fuente: FAO, 2014.

Otro de los patogenos degradadores de la madera de importancia, son los hongos
Cromaogenos, los cuales dan lugar a la variacion de color, pero no afectan en forma
significativa la resistencia de la madera. Las empresas forestales se han preocupado
desde hace mucho tiempo de esta clase de hongos, especialmente de las especies
del género Ceratocystis, que pertenecen al grupo de ascomicetes, estos hongos
producen el manchado de la madera del hospedante, reconociéndose por lo general,
un ataque superficial o el desarrollo de una mancha (Butin y Peredo, 1986; Gonzalez
y Opazo, 2002). En el caso especifico de los pinos, genera un serio problema
denominado mancha azul, la cual, si bien, no afecta sustancialmente la estructura de
la madera, disminuye la velocidad del secado y la madera se hace mas susceptible a
la pudricién, por lo tanto, se debe considerar el azulado de la madera como una

advertencia para evitar problemas mayores.

El producto mas empleado para evitar el manchado de la madera es el
pentaclorofenato de sodio. No obstante, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG, 2016)
prohibi6 su venta y utilizacién, lo cual ha creado un grave problema a los
productores, quienes han debido buscar nuevos productos, menos toxicos, los que

involucran un alto costo (Mayorga, S. Col, 2000).



enfermedades asociadas a este tipo de madera.

La Tabla 1 muestra un resumen de las principales agentes causales de

Tabla 1. Hongos degradadores de la madera de Pino Insigne en Chile.

las

NOMBRE LUGAR DE
ESPECIE SINTOMATOGIA
COMUN CHILE
Ceratocystis Mancha azul Genera una coloracion azulada en Zona centro-sur
pilifera la madera cortada en especial en
P. radiata
En plantulas: amarillo y seca de
) aciculas inferiores. En cuello
Fusarium Cancro
o ] produce un cancro. En Adultos se Zona sur
circinatum Resinoso
forman chancros secretores de
resina
Neonectria Revirado del
fuckeliana pino En el tronco, areas longitudinales
hundidas numerosas costillas. Zona centro-sur
Corteza de algunos arboles se
pueden desarrollar fructificaciones
del hongo, de color anaranjado.
Pudricién cubica marrén en el
duramen en las raices, La base y
Laetiporus Pollo de los el vastago. Al principio, la madera
. ) ) ) Zona centro-sur
sulphureus bosques esta descolorida amarillento a rojo.
Luego se vuelve de color marrén
rojizo y quebradizo.
En el campo, las plantas adultas
muestran lesiones de color gris
Macrophomina Pudricién ceniciento en el tallo, el pecioloy
} ] Zona centro-sur
phaseolina carbonosa las vainas, que corresponden a

estructuras de supervivencia del

hongo conocidas como picnidios

Schizophyllum

commune

Genera pudricion blanca en la

madera, debilitando la estructura

Zona sur




de la celula vegetal

Sphaeropsis marchitez de Suele permanecer como saprofito,
sapinea (Diplodia los brotes varios factores como la sequia,
pinea) dafios fisicos y otros estreses de Zona centro sur

origen medioambiental, pueden
desencadenar su caracter parasito

y generar infecciones severas.

Trametes Hongo cola de Descompone lignina de troncos y
versicolor pavo ramas muertas, dejando una
pudricion marrén. Zona centro-sur

1.2 Planteamiento del problema

Los monocultivos forestales son en si mismos generadores de plagas y/o
enfermedades, ya que al estar compuestos por una sola especie, se dan las
condiciones idoneas para que alguna especie de hongo o insecto pueda propagarse
de manera muy rapida sin barreras por toda la masa forestal, de esta manera se
puede convertir rpidamente en una grave amenaza para el cultivo en su conjunto
(Dajoz, 2001). Los monocultivos que poseen una alta densidad de plantacion dan
lugar a las condiciones para la propagacion de enfermedades fungicas (Iturritxa &
Ganley 2007). Ademas, la deficiencia nutricional de los terrenos por perdidas de
suelo, terminan por debilitar las plantaciones y favorecen la aparicion de estas y otras
enfermedades (Mufioz et al. 2003).

Actualmente, el control de hongos patégenos de la madera se basa en medidas que
pretenden enfrentar su deterioro, entre algunas medidas para enfrentar este
problema, esta el control preventivo desarrollado en todo tipo de aduanas a nivel
nacional, consiste en una declaracion e inspeccion de los productos ingresados al
pais, con el objetivo de prevenir la introduccién de enfermedades exéticas, plagas
cuarentenarias y especies invasoras de todo tipo, para evitar dafios a la produccion
del pais, los que finalmente se traducen en pérdidas econdémicas, se suma a lo
anterior, la disminucion de la confianza de los mercados en los cuales Chile participa
(SAG, 2016).



Una vez que se ha verificado la introduccion del patégeno en la madera, comienza el
control activo, destacando el manejo silvicola con el fin de evitar la propagacién de
los hongos fitopatbgenos. Complementariamente, a la actividad anterior, estan los
controles quimicos y biolégicos que intentan reducir el dafio (Lignum, 2014). Un
ultimo recurso para aplicar a la madera ya cortada es el método de impregnacion, en
donde se aplican preservantes y, retardantes de fuego o ambos, con el fin de
controlar el deterioro por hongos y destruccion por combustiéon (Seminario
Impregnacién de Pino Radiata en Chile, 2008).

La mayoria de los impregnantes son de naturaleza quimica y de uso indiscriminado,
por ejemplo, un compuesto a base de Cobre, Cromo y Arsénico, llamado CCA, es el
preservante hidrosoluble para maderas mas utilizado a nivel mundial, ya que penetra
profundamente y perdura por largo tiempo en la madera tratada a presion (Osmose,
2015). Sin embargo, parte de este producto quimico puede pasar de la madera al
suelo circundante a traves del tiempo y también puede desprenderse de la madera y
pegarse a la piel del que la ha rozado o tocado. (Osmose, 2015). Desde 2003, la
Comunidad Europea limita el uso de este protector a aplicaciones industriales en las
gue sea estructuralmente necesario y no haya probabilidades de entrar en contacto
con personas (Barreiro. S & Hirsch. T, 2011).

Estos productos quimicos o el uso de estos esta fiscalizado por el Servicio Agricola 'y
Ganadero, SAG, a través del Departamento de Plaguicidas y Fertilizantes, que regula
la fabricacion, importacidén, exportacion, distribucién, comercio, uso y manejo de
estos productos segun El Decreto Ley N°3.557 de 1980 (SAG, 2016).

Una deteccion temprana de patégenos en la madera, acompafiado de medidas de
control de estos, puede favorecer la toma de medidas efectivas y agilizar la
mitigacion antes de que el desarrollo infectivo sea irreversible. Pudiendo evitar la
propagacion dentro de lugares de acopio, transporte y comercializacion, logrando de
esa forma la contencién del dafio provocado a la masa forestal. Debido a esto, una
importante innovacién en la deteccion de los patdgenos de la madera, es la
identificacion morfologica de estos fitopatégenos, que por si solo, como herramienta

de deteccion es muy Uutil e innovadora con respecto a lo existente en el mercado



actual y ademas es la base para estandarizar un servicio de deteccion molecular de

patdgenos forestales.

Estas técnicas de deteccién generan una fuente de informacién a las empresas
forestales, permitiendo elevar los estdndares de inocuidad de la madera a nivel
nacional e internacional, limitar el uso de pesticidas e impregnantes gracias a la
focalizacion de estos, ademas de una aplicacién eficiente de controladores biol6gicos
lo que reduciria el gasto de las empresas, ademas de disminuir la contaminacién

guimico ambiental.
1.3 Pregunta de Investigacion

¢, Qué técnicas microbiologicas permiten la identificacion temprana de patdégenos en

madera de Pino Insigne?
Preguntas especificas

¢,Cudles son los patdgenos degradadores y manchadores de la madera de Pino

Insigne de mayor importancia en la regién del Biobio?

¢La metodologia disefiada sirve para la caracterizacion morfologica de patdgenos

forestales degradadores de madera de Pinus radiata?

Para responder la pregunta de investigacion se plantea la siguiente hipotesis de

trabajo:

Es posible disefiar un protocolo microbioldgico para la identificacion de potencials

patégenos que atacan al Pino Insigne, en la Region del Bio-Bio.



1.4 Objetivos
Objetivo general:
El objetivo general de esta investigacion es:

Establecer un protocolo microbiolégico para la deteccion e identificaciébn de
potenciales patdgenos que atacan al Pino Insigne en la Regién del Bio Bio.

Objetivos especificos:

1.- Realizar una busqueda bibliografica acerca de los principales patégenos

causantes de las enfermedades en madera de Pino Insigne en Chile.

2.- Describir morfolégicamente patdgenos presentes en madera de pino insigne a

traves de técnicas microbiologicas.

3.- Validar las técnicas microbiologicas utilizadas en la identificacion morfolégica de

los hongos degradadores de la madera.
1.5 Justificacion

En la actualidad un tema muy importante es la eficiencia de los recursos en el
desarrollo tecnoldgico, mas aun, en el ambito forestal que tiene un alto costo
economico y generacion de dafios ambientales, debido a que se ocupan
impregnantes quimicos y plaguicidas dafinos para el ambiente a toda la madera de

exportacion sin excepcion.

Es necesario evitar el sobreconsumo de impregnantes en la industria forestal,
mejorar las técnicas de deteccion de patégenos con el fin de tener un control en la
inocuidad de la madera y realizar una deteccion temprana de estos fitopatdgenos.
Ademas de la aplicacion consiente de estos productos basados en la carga
microbiolégica real de la madera y finalmente asegurar a los productores madereros
mediante un analisis de laboratorio la real condicién sanitaria de su producto y asi

asegurar sus caracteristicas comerciales durante el tiempo.



1.6 Limitaciones del estudio

Las limitaciones que presenta ese estudio son diversas, una de las mas importantes
es la cantidad de variables que tiene el hecho de trabajar con microorganismos, ya
gue es necesario tener conocimientos y experiencia en la metodologia de cultivo de
hongos, debido a que en algunos casos es dificil encontrar la forma mas adecuada
de aislarlos e identificarlos, ademas de generar una base bibliografica de las
caracteristicas morfolégicas y estados que poseen los hongos patégenos forestales.
Otra de las limitantes, es que al trabajar con microorganismos, estos pueden estar

presentes, pero en estado de latencia.

Es importante también en este estudio, el aspecto econdémico, ya que es posible que
las empresas no estén dispuestas a destinar presupuesto para realizar un muestreo
y posterior analisis, lo que se resuelve con un correcto plan de marketing del servicio
a entregar que asegure que el costo del analisis es inferior a las perdidas por
desconocimiento de la carga de patdgenos. También existe la posibilidad de que las
empresas no estén dispuestas a someter sus muestras a analisis de patdégenos,
debido a sus politicas internas, ante lo cual las politicas de privacidad de las
empresas deben ser consideradas, ademas la informacién de cada servicio debe ser
altamente confidencial y desarrollar protocolos de trabajo que aseguren el resguardo

de la informacion de cada cliente.



CAPITULO II

Marco Tedrico
2.1 Descripcion de la especie

El Pino Insigne es un &rbol talla media a alta, aproximadamente de unos 30 metros
de altura, posee un crecimiento rapido en climas templados como es la zona centro
de Chile, alcanzando un diametro de tronco de alrededor de 1 metro, con un ciclo de
vida de 25 a 35 afos. Esta dividido en tres sistemas, raiz tronco y copa. La funcion
de la raiz es anclar y estabilizar la planta en el terreno, asi como de la absorcion de
agua y sales minerales del suelo; el tronco es el soporte mecanico de la copa, en
donde se desarrolla la conduccion de los minerales absorbidos por la raiz hasta la
parte superior, donde se lleva a cabo el proceso de la fotosintesis, fundamental para
la vida de las plantas (Robles y Echenique, 1983).

El ciclo de vida del pino representa el de la mayoria de las coniferas, como muestra
la figura 2. Siendo las gimnospermas, plantas que producen semillas desnudas o

expuestas, no encerradas dentro de un fruto (Gonzalez. A, 2012).

Micrasporocitos  MEIOSIS

Inflorescencia femenina

Estambre o
micrasporofilo

“ Micrasporas
Flor masculina o cono MITOSIS

portador de polen

y Grano de Folen o
Plantula gametofito masculing

Escama seminifera . y
) ( > FECUNDACION  Arquegonios
\‘ Semilla

Esporofito diploide Cono maduro

Embrién

Figura 2: Esquema del ciclo de vida del Pino Insigne y las estructuras de reproduccion (Gonzalez. A,
2012).
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La relevancia economica del Pino Insigne radica en su madera, de la cual se
obtienen diversos productos tales como: tableros y chapas, papel, astillas, postes y
polines, la que es principalmente un producto de exportacion. Las propiedades
fisicas de esta madera la vuelven atractiva para su uso comercial, pero a su vez, la
elevada contraccion volumétrica la hace susceptible al ataque de diferentes agentes
biolégicos, por lo cual es importante realizar un secado cuidadoso, controlando los
parametros temperatura y humedad (Maderas Aguirre, 2016).

Como se indicé anteriormente, un importante factor en la baja calidad de la madera
de pino insigne, se debe a ataques fungicos. Los hongos realizan la tarea de
desintegrar la materia organica presente en la naturaleza, son organismos
unicelulares o multicelulares, con nucleos definidos, no poseen clorofila, de tal forma

gue deben tomar sus nutrientes de otros seres organicos (Cuesta. J, 2013).
2.2 Caracteristicas de los hongos

Los hongos son generalmente considerados como una clase de organismos
altamente especializados (Zaid, 2004). Pertenecen al reino Fungi, no poseen la
capacidad de sintetizar azucar y almidén a partir del dioxido de carbono presente en
la atmdsfera, asi que buscan materia organica para alimentarse, (Ainsworth. C,
1976). Debido a su alta adaptabilidad, pueden degradar practicamente cualquier
material organico obtenido de plantas o animales (Findlay, 1967).

Sin la accién de los hongos, la vida sobre la tierra desapareceria por falta de dioxido
de carbono, fertilizacién y aireacién del suelo. Sin embargo, cuando el hongo de la
madera ataca a un arbol o producto de madera, esta pierde su valor comercial lo que
genera pérdidas econdmicas (Stegel y Sisler, 1977).

2.2.1 Estructuras y forma de reproduccion de los hongos

Los hongos se reproducen por cuerpos microscopicos llamados esporas,
desarrolladas en gran cantidad. En condiciones adecuadas de humedad vy
temperatura, las esporas germinan dando origen a una hifa, que en conjunto forman
una trama de tejido denominada micelio, una vez que el hongo ha desarrollado
suficiente micelio, forma cuerpos fructiferos (esporoforos) en el que se producirdn

nuevas esporas, para asi completar el ciclo.
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2.2.2 Habitat de desarrollo de los hongos

Son cuatro las condiciones esenciales para el desarrollo de los hongos: la existencia
de sustrato, humedad, temperatura y oxigeno donde en general, la ausencia o
eliminacion de cualquiera de estos requerimientos evitaria o inhibiria en gran medida
el crecimiento del hongo cabe destacar que el oxigeno no ser necesario en hongos
con metabolismo fermentativo.

2.2.3 Oxigeno y temperatura

Los hongos, como seres vivos necesitan respirar, es decir, producir la oxidacion de
los azlcares que utilizan para crecer y para su suministro de energia. Como
resultado de su respiracion los hongos producen diéxido de carbono. (Findlay,
1967). Al igual que las plantas, crecen mas rapido en climas céalidos que en climas
frios. La tasa de crecimiento de los hongos aumenta gradualmente desde
temperaturas cercanas a la de congelacion hasta un rango 6ptimo entre 24°y 32°C.
En el caso de los hongos pudridores, si la temperatura aumenta sobre los 32°C, la
tasa de crecimiento disminuye (Ramirez, 2001).

A temperaturas bajo el punto de congelacion, los hongos pasan a un estado de
latencia, no asi al superar los 38°C que para la mayoria de los hongos es letal (Eslyn
y Clark, 1979).

2.2.4 Sustrato

Es necesario tener una fuente constante de carbono para la sintesis de los
constituyentes protoplasmaticos, ademas de otros elementos como hidrégeno,
nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre. A diferencia de las plantas superiores, el hongo
utiliza una fuente de carbono organico en lugar de diéxido de carbono (Smith, 1970).
Su crecimiento también se ve afectado por el grado de acidez o alcalinidad del
sustrato. En general, los hongos prosperan en materiales que son ligeramente
acidos, con pH entre 4,5 y 5,5, como el normal de las maderas. Los hongos de
pudricion producen generalmente cantidades apreciables de acidos organicos como
resultado de su crecimiento, lo que tiende a aumentar la acidez del sustrato en el que

se desarrollan (Findlay, 1967).
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2.2.5 Humedad

Es el factor mas importante para el desarrollo de los hongos en la madera, con
humedad superior a 28-30% los hongos se desarrollan con mayor facilidad, cuando
la madera contiene una humedad inferior al 20% queda inmune al ataque de

patdgenos degradadores (Smith, 1970).

2.3 Hongos degradadores de la madera

Los efectos de la pudricion de madera generan cambios quimicos y fisicos en la
estructura, entre los cambios quimicos se puede mencionar la transformacién de la
celulosa en glucosa por accion de las enzimas hidroliticas de los hongos, y la
descomposicion de la lignina mediante enzimas oxidativas, provocando pudricion
café y blanca en el caso del area forestal, y los efectos desarrollados a nivel de la
madera se pueden clasificar en dos tipos de dafio: pudriciones y manchas (Zaid,
2004).

2.3.1 Hongos que causan pudriciones

La pudricidon es considerada una enfermedad de mucha importancia, porque causa
un deterioro progresivo de las paredes celulares y de la resistencia de la madera y
puede interrumpir el flujo de savia en la albura cuando las células mueren o
reaccionan al avance de la pudricion. Puede afectar a las raices lignificadas, troncos,

y ramas. (Luley, 2006)

Existen diferentes formas pudricion, en las que destaca la pudricion blanca y
pudricion marrén. Estas pudriciones ocasionan un atague enzimatico en la madera,
debilitAndola al degradar la celulosa y la lignina de las paredes celulares y
sustrayendo la lignina de entre sus células (ISA Hispana, 2015). El ataque fungico
sobre la celulosa en las paredes celulares reduce la resistencia al pandeo, mientras
gue la degradacién de la lignina afecta a la resistencia a la compresion de la madera
(Luley, 2006). Es importante destacar que una pérdida significativa de esta
resistencia ya ocurre incluso antes de que la pudricion sea detectada en la madera
(Wilcox, 1978).
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2.3.1.1 Hongos que causan pudricion parda

La pudricion parda es provocada por los hongos pertenecientes a la division de los
Basidiomicetes, los cuales depolimerizan y metabolizan la celulosa y hemicelulosa, al
igual manera alteran la lignina aunque no la metabolizan (Luley, 2006). Caracteriza a
la pudricion parda, una rapida pérdida en el grado de polimerizacion de la celulosa
total, esta se contrae formando hendiduras perpendiculares u oblicuas que le dan
una apariencia cubicada. La figura 3 muestra como actia la pudriciébn parda,
generando pérdida de peso y una estructura quebradiza, similar a la apariencia de un

material pulverulento oscuro (Juarez. E, 1995).

Figura 3: Madera de pino Insigne con presencia de pudricién parda (Fuente: Shaner et al., 1999).

En este grupo de hongos causante de la pudricion parda, encontramos a
Macrophomina phaseolina, agente causal de la enfermedad “pudricién carbonosa
de la raiz”, que ataca alrededor de 500 especies de plantas entre cultivos agricolas y
forestales. En Chile, el patdgeno fue detectado en viveros de Pinus radiata D. Don y
en los afios siguientes en plantaciones jovenes de la especie. Entre los factores mas
importantes para el desarrollo de la enfermedad estan las altas temperaturas y el
bajo contenido de humedad del suelo (Shaner et al., 1999). El patégeno infecta a la
plantas dentro de un amplio rango de temperaturas (20 a 35 °C) y esta influenciado
por condiciones de estrés hidrico (Kending et al., 2000). Los primeros sintomas se
observan en la plantula, a la altura de los cotiledones y posteriormente el patogeno
comienza a avanzar hacia el cuello de la raiz como se observa en la figura 4.
Posteriormente ocurre la necrosis y muerte del tejido en toda la plantula (Castellanos,

2016). En el campo, las plantas adultas que desarrollan esta enfermedad, muestran
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lesiones de color gris ceniciento en el tallo, que corresponden a estructuras de

supervivencia del hongo conocidas como picnidios(FAO, 2006).

5365954

Figura 4. Tallo de madera atacado por Macrophomina phaseolina, Imagen tomada de Howard F.

Schwartz, Colorado State University, Bugwood.org

Otro hongo que causa pudricion parda, es Diplodia pinea (sphaeropsis sapinea), el
cual es el agente causal de la “Muerte regresiva de los pinos”. Pertenece al grupo de
los Ascomycetes (Hibbett et al. 2007), es uno de los hongos que genera mayores
pérdidas econdmicas al sector forestal de Pinus radiata (Iturritxa 2001& Mufoz,
2003). Los dafios producidos por este hongo pueden llegar a producir la muerte de
los arboles infectados. Aunque Diplodia pinea suele permanecer como saprofito,
varios factores como la sequia, dafios fisicos y otros estreses de origen
medioambiental, pueden desencadenar su caracter parasito y generar infecciones
severas (Swart et al., 1987). Entre los primeros sintomas se puede ver que las
aciculas y los brotes nuevos se tornan de color marron, se atrofian y se retuercen. La
decoloracion marrén comienza en la base de las aciculas y avanza hasta la punta.
Es posible que aparezcan cancros resinosos en los tallos mas joven y la aparicion
de resina en las zonas infectadas (Hortanswers, 2014). Posteriormente se presenta
necrosis del follaje, lo que ocurre meses después de la penetracion e incubacién de
la enfermedad. Este hongo puede atacar plantaciones de P. radiata de distintas
edades (Peterson, 1981).

Otro de los hongos que causan pudricién parda, es Fusarium circinatum, agente

causal del cancro resinoso de los pinos (pitch canker). Fue caracterizado por primera
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vez por Heptig y Roth en 1946, en Carolina del Norte, sobre Pinus virginiana. El
género al que pertenece este hongo, se caracteriza por la produccién de
macroconidias y microconidias en mono o polifidlides y clamidosporas. Durante afios,
la identificacion de las especies se ha realizado por caracteristicas morfologicas
debido a la singularidad de las estructuras que desarrolla, por ejemplo el tipo de
esporas, forma, tamano, etc. Fusarium circinatum, es uno de los agentes patégenos
mas virulentos de las coniferas, siendo capaz de infectarla por diferentes via
directas, como por ejemplo, heridas o insectos vectores, ademas de las vias
indirectas que seria el agua o el viento. Se caracteriza por generar coloraciones en
las aciculas que parten de un color amarillo, hasta pardo, lo que finalmente resulta en
su caida, como muestra la siguiente figura. Ademas, el eje central del arbol generan
chancros exudantes de resina, desde donde proviene su hombre comun (Aegerter &
Gordon, 2006).

UGA1361164

Figura 5. Tallo de madera atacado por Fusarium circinatum. (Fuente: Grassamericano.com).

Debido al estado cuarentenario de Fusarium circinatum el cultivo y manipulacion de
este patdgeno forestal estd prohibido, segun la ley Chilena a cargo del Servicio
Agricola y Ganadero (SAG).

2.3.1.2 Hongos que causan la pudricion blanca

La pudricion blanca es una forma de degradacion biologica de la madera cuyo
resultado es el blanqueamiento de ésta (Eaton et al, 1993), la cual es causada por
hongos basidiomicetos que degradan y metabolizan todos los polimeros

estructurales de la madera. Los hongos causantes esta pudricion, producen enzimas
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lignoliticas, inespecificas y altamente oxidativas. La figura 6 muestra la capacidad de

esos hongos parar degradar variado material organico (Carabajal, 2014).

Figura 6. Madera con aspecto que semeja un material fibroso, fractura con facilidad y con una

significativa pérdida de peso. (Fuente: Blog simbolo calidad, 2014).

Una de las especies fungicas que provoca podredumbre blanca, es el Trametes
versicolor el cual fructifica sobre madera de arboles planifolios, coniferas, e incluso
sobre algunos frutales (Fungipedia, 2014). En fases avanzadas de pudricion, las
paredes celulares de la madera, son extensamente erosionadas, y con frecuencia se
observan numerosas perforaciones en las paredes de las células adyacentes (Akhtar
et al, 1997), como muestra la figura 7. Es un hongo muy frecuente, cosmopolita, y
puede fructificar en cualquier época del afio si las condiciones ambientales son

adecuadas, por eso su complejidad a la hora de querer mitigar su efecto degradador.

Figura 7. Tronco cortado con ataque de pudricién blanca producida por Trametes versicolor (Fuente:
Red Demon, 2012).
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Otro agente causal de la pudricion blanca, es el Schizophyllum commune,
perteneciente al grupo de los Basidiomicetes, posee un carpéforo de pequefias
dimensiones, que generalmente no supera los 3 cm en su zona mas ancha, su
morfologia se asocia a una concha o de abanico. Normalmente se encuentra

agrupado, aunque a veces desarrolla carpéforos individuales (Micoroda, 2015).

Schizophyllum commune, es una de las setas mas comunes y abundantes que hay
en la tierra, fructifica sobre madera o restos lefiosos de todo tipo de arboles y tiene la
capacidad de estar presente en el ambiente todo el afio, como muestra la figura 8
(Fungipedia, 2010).

Figura 8. Tronco de Pinus radiata con presencia de cuerpos fructiferos de Schizophyllum commune

(Fuente: Blog Sporesmouldsandfungi, 2013).

El efecto que provoca este tipo de pudricion es la degradacién y metabolizacion de
la holocelulosa (celulosa y hemicelulosa), ademas de alterar la estructura de la
lignina. El dafio se presenta con mayor frecuencia en la madera de angiospermas
donde la madera en estado avanzado de pudricion suave suele adquirir coloraciéon

blanquesina (Juarez, 1995).
2.3.2 Hongos que causan manchas

Las manchas en la madera de pino insigne, son generadas por hongos cromégenos
correspondientes al grupo de Ascomycetes, los cuales producen cambios aparentes
en la coloracion de la madera, puesto que las manchas se originan a partir de la
difraccion de la luz en sus filamentos coloreados, y estas pueden apreciarse de

colores azul, negro, rojo, castafio, amarillo o gris. Estos hongos posen un ciclo de
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vida corto, y al cabo de una semana pueden infectar madera en rollo, aserrada o
astillada, con un importante cambio en el sentido estético (Forest Products
Laboratory, 1999), como se muestra en la figura 9. La importancia en este tipo de
hongos es su forma de dispersion, ya que la infeccion se ve facilitada por corrientes

de aire o transmitida por insectos que diseminan sus esporas.
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Figura 9. Madera apilada y trozada con infeccion de hongos cromdégenos. (Fuente: InfoMaderas,
2013).

2.3.2.1 Hongos que causan la mancha azul

En la madera cortada de Pino Insigne, es usual la aparicion de hongos cromégenos
de coloracién azul en la zona de la albura, en los casos donde su humedad es

superior al 18-22% (Arriaga et al. 1994, Rodriguez y Arriaga 1988).

La especie de hongo cromdégeno mas comun en chile, denominada como “La
mancha azul” (Butin, 1973), es causada por el hongo Ceratocystis pilifera, este
hongo utiliza el contenido fitocelular, del pino para su desarrollo, crece
vigorosamente en troncos recién cortados y madera aserrada, o que a veces resulta
en una decoloraciéon desagradable a la vista. La madera afectada es inaceptable
para muchos usos finales, lo que representa una enorme pérdida de valor
econdmico. Ademas, aumenta la posibilidad de sufrir restricciones cuarentenarias
(Wood export chile, 2016).

En materia de proteccion de la madera aserrada, se han utlizado diversas
sustancias, que son aplicadas por inmersion o aspersion. Todos estos

compuestos anti manchas contienen compuestos quimicos, que son actualmente
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objeto de restriccion por aspectos ambientales, por lo que el control biolégico de la
mancha azul aparece como una alternativa ambientalmente compatible (Quarmby,
2001).

Como se dijo anteriormente, los estudios realizados se han orientado
fundamentalmente al control de la mancha, dejando de lado los aspectos
relacionados con los agentes causales de la misma (Osorio, 1985). Es debido a esto
que el estudio debe ir dirigido hacia la identificacion de los patégenos que estan
causando dafio, para focalizar la aplicacion de tratamientos en la madera, evitando el

sobre consumo de estos.

2.4 Importancia de la descripcién morfologica

La clasificacion de los hongos esta basada en las diversas formas de los cuerpos
fructiferos, que generalmente se desarrollan en la superficie externa del sustrato en
donde el hongo crece (Osorio, 1985). Es por eso que la identificacion morfologica de
microorganismos es muy importante y ha sido una herramienta fundamental para la
biologia, en especial en el estudio de hongos, que son microorganismos imposibles
de diferenciar a simple vista, salvo que sea por estructuras macroscopicas como es
el caso de sus cuerpos fructiferos.

El método de identificacion de hongos es a través de claves dicotomicas, las que se
basan en definiciones de los caracteres morfolégicos, macroscopicos o
microscopicos; de ella parten dos soluciones posibles, en funcién de si tienen o no
determinado caracter, repitiéndose el proceso de definiciones de caracteristicas,
hasta llegar al organismo en cuestién. En el caso de los hongos, se debe diferenciar
caracteristicas micro y macroscoépicas, como el tamafio y forma de las estructuras
gue se desarrollan, como es el caso fructificaciones o de estructuras sexuales como
las esporas (Haro y Melic, 2002). Ademas de la formas y medidas de las esporas,
conidias, peritecios, conexiones en hebilla, que son caracteristicas distintivas entre

los hongos inclusive a nivel de especie (Pfenning & Abreu, 2000).
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2.5 Técnicas utilizadas para la identificacion morfoldgica

Para realizar una identificacion morfologia es necesario seguir un protocolo, el cual

cuenta con variados pasos en los que destacan los siguientes:
2.5.1 Medio de cultivo

Es una solucion que permite el desarrollo de microorganismos, son ampliamente
utilizados en el area de la microbiologia, los cuales contienen los nutrientes
suficientes para asegurar el desarrollo y reproduccion de los microorganismos que
generalmente necesitan carbono, nitrégeno, vitaminas, oligoelementos, etc. Ademas
de un pH ligeramente acido que varia entre 6-6,3 para facilitar su crecimiento e
inhibir al mismo tiempo el desarrollo de otros microorganismos, ademas de emular el
pH acido del Pino, para asi adecuarse a las exigencias de los hongos degradadores
de la madera (Cafedo. V & Ames. T, 2004).

El medio de cultivo debe dar las condiciones de humedad para el desarrollo de los
hongos, porque cuando ésta comienza a disminuir, la formacion de micelio también
disminuye y el hongo tiene que asegurar su perpetuidad formando estructuras

propagativas (esporas, conidias) y de conservacion (clamidosporas).

Existen diferentes tipos de medios de cultivo, los cuéles pueden ser sdlidos, liquidos,
o semiliquidos entre otras, para conseguir un medio sdlido se debe agregar una
sustancia solidificante como el agar, el cual no tiene valor nutritivo sino que sirve

simplemente para mantener la humedad por un tiempo prolongado. (FAO, 2001)

Existe la posibilidad de afiadir antibioticos antibacterianos al medio de cultivo para
inhibir el crecimiento de bacterias saprofitas que suelen contaminar las muestras,

siendo uno de los mas utilizados, el cloranfenicol.
2.5.2 Camaras humedas

Se define como camara humeda a un sistema cerrado, capaz de mantener una
atmosfera saturada de humedad bajo condiciones estables de temperatura. Posee
multiples aplicaciones entre las cuales destaca la simulacibn ambiental,

envejecimiento acelerado, control de calidad, estabilidad de productos e

21



investigacion de especies animales y vegetales (Cardona. J et. al, 2013). Ademas es

un buen método simulador de la madera embarcada durante un tiempo prolongado.

En el caso de los hongos, les proporciona las condiciones de temperatura y humedad
necesarias para aumentar su metabolismo. En este caso se utilizan recipientes
plasticos cerrados con papel absorbente humedecido con agua destilada, separando
la muestra y el papel con una malla plastica, de modo que no tengan contacto

directo.
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CAPITULO I

Materiales y métodos

Este trabajo de investigacion se realizd0 en los Laboratorios de Fitopatologia del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias, INIA Quilamapu, Chillan y en el
Laboratorio de Ingenieria en Recursos Naturales de la Universidad del Bio-Bio,

Campus Fernando May.
3.1 Material biolégico

La madera se obtuvo a partir de muestras colectadas en la empresa Arauco S.A
Planta Nueva Aldea, pertenecientes a la especie Pinus radiata. Se tomaron muestras
aleatorias dentro de un terreno destinado al almacenaje de madera, una vez
seleccionado los trozos de madera, se dispusieron en bolsas herméticas rotuladas y

fueron trasladadas al Laboratorio en frio.
3.2 Preparacion de muestras

Se tomaron trozos de madera de las muestras colectadas y se redujeron a un
tamafno de aproximadamente 4 cm de largo, luego de esto, se guardaron y rotularon

en bolsas plasticas individuales, a 4°C hasta el momento de su utilizacion.
3.3 Camaras humedas

Las muestras se limpiaron con una brocha para eliminar el exceso de tierra, fueron
lavadas con una solucién comercial de hipoclorito al 1%, enjuagadas dos veces con
agua destilada por 30 segundos y secadas con papel absorbente previamente

esterilizado.

Para el favorecer desarrollo de los hongos presentes en las muestras, estas se
dispusieron en camaras humedas desinfectadas de 40 x 30 x 20 cm con tapa
hermética. Donde se incubaron durante 7 dias a temperatura ambiente, previo al

sembrado cultivo en medio.
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3.4 Cultivo de hongos

Para preparacion el medio solido se dispuso de placas Petri de vidrio de 10 cm de
didmetro, las cuales fueron esterilizadas a 121°C por 15 minutos en el autoclave del
el departamento de ciencias basicas de la Universidad del Bio-Bio.

En la investigacion se usaron dos medios de cultivo solido, Agar Agua y PDA (Agar
de papay dextrosa).

Para la preparacion de Agar agua, se disolvié el preparado de agar agar en agua
destilada a una concentracion de 15 g/L en un frasco de rosca de 500 mL. Para el
agar PDA, se disolvié en agua destilada a una concentracion de 39 g/L. con el fin de
aumentar la solubilidad del soluto, se dej6 a bafio Maria hasta que la solucion quedd
homogénea.

Para comprobar si el material autoclavado llego a la temperatura y presion de vapor
esperada, se utilizé un trozo de cinta indicadora de vapor, de ese modo, si la cinta
cambia de color por una reaccién quimica de liberacién de plomo, se afirma que llego

a la temperatura esperada.

Luego cuando la temperatura esta a aproximadamente 50°C se procedio a trabajar
bajo campana, donde se esterilizo el lugar de trabajo con Etanol al 70% y se utilizd
un mechero para generar un campo estéril. Luego se prepararon las placas,
llenandolas con una fina capa de agar, se dejaron enfriar y se sellaron con parafilm

para su posterior uso.

En esta parte de la metodologia se utiliz6 medio de cultivo Agar agua, el cual tiene la
ventaja de que al no poseer nutrientes extras, evita el crecimiento de
microorganismos no deseados en el estudio y ademas de retarda el ciclo de vida de

los hongos, haciendo mas facil su manipulacién y posterior aislamiento.

Para controlar la contaminacién en los medios de cultivo, se utilizd cloranfenicol a
una concentracion de 0,05 g/L. como antibiético para evitar el crecimiento de

bacterias en las placas.
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Una vez seleccionados las muestras de interés, se llevaron a una camara de flujo
laminar para realizar el cultivo. Con el extremo de una jeringa de 1mL se tomé punta
de hifas, microesclerocios, exudados de peritecios o parte de cuerpos fructiferos
segun lo recomienda la bibliografia para hacer el sembrado, luego se rotularon, se
sellaron con Parafilm y se llevaron a una estufa a 20°C por aproximadamente 7 dias.

3.5 Aislamiento de patégenos

Para purificar los patdégenos cultivados en medio Agar agua, se dispusieron las
placas presentes en la estufa y fueron colocadas bajo una camara de flujo laminar,
donde se esteriliz6 con Etanol al 70% la zona de trabajo, ademas de utilizar un
mechero. Con la ayuda de una lupa estereoscoépica, se aislaron los hongos de
interés con una jeringa de 1 mL, tomando punta de hifa y sembrandola en placas
Petri con medio solido PDA. Posteriormente se rotularon de acuerdo a la observacion
morfologica de las colonias, se sellaron con Parafilm y se llevaron nuevamente a

cultivo en una estufa a 20°C por aproximadamente 7 dias.
3.6 Identificacion Morfologica

Una vez obtenidos los cultivos puros de los hongos de interés, cada aislamiento se
cultivd en triplicado, utilizando dos para la caracterizacion morfolégica uno para
reserva. A partir de los aislamientos puros realizados, se procedio la identificacion

morfoldgica.

Para realizar la descripcion macroscopica se utilizé un protocolo fitopatologico con el
fin de obtener una un resultado preciso en el lenguaje. Ademas de la utilizacion de
una camara fotogréafica. En el caso de la descripcidon de estructuras reproductivas de
mayor tamafio se utilizé una Lupa estereoscopica con un ocular milimétrico para la

realizacion de las medidas.

A partir del micelio que se desarrollaba en la superficie del la placa Petri se recogi6
una porcién con una jeringa de 1 mL, se realizaron preparaciones, las que fueron
observadas en un microscopio Optico de campo claro de la marca Heitz, con visor
milimetrico, con el propdsito de describir de manera precisa las estructuras

observadas.
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La identificacion, se centr6 en la busqueda de estructuras vegetativas y
reproductivas, de acuerdo a cada aislado, utilizando claves dicotébmicas, articulos
cientificos etc, que estan descritos para cada género en los resultados.
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CAPITULO IV

Resultados
4.1 Aislamiento de Patogenos

Tras el cultivo en cdmara himeda se seleccionaron los trozos de madera con mayor
crecimiento microbioldgico para realizar el aislamiento de fitopatégenos. Una vez
seleccionados las muestras de interés se realizaron los analisis macroscépicos y

microscopicos para su identificacion con el uso de claves dicotémicas.

La figura 10 muestra las camaras de cultivo tras 7 dias de incubacion, los ensayos se
realizaron en triplicado independiente para cada muestra seleccionada.

Figura 10. Cdmaras humedas, Laboratorio de fitopatologia del INIA.

Posteriormente se realiz6 un analisis macroscopico con una lupa estereoscopica con
el fin de ver las diferentes estructuras que se formaron en la madera con patégenos.
De esta observacion se obtiene informacion sobre el crecimiento de
microesclerocios, micelio de diferentes coloraciones, el crecimiento de cuerpos
fructiferos y el desarrollo de diferentes coloraciones en la madera, como se muestra
en la figura 11.
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Figura 11. En la fotografia 11a se observa un trozo de madera con presencia de mancha azul, lo que
hace presumir que exista algun hongo del género Ceratocystis. En la fotografia 11b, se observa un

trozo de madera de Pino Insigne con desarrollo de un cuerpo fructifero de color blanco.

Figura 12. En la fotografia 12a, se observa el crecimiento de micelio blanco ramificado que es de

lento crecimiento, en la fotografia 12b, se observa la presencia de picnidios en la corteza.

4.2 Cultivo microbiolégico

Se procedi6 a la siembra de los microorganismos en placas de Petri que contenian
medios de cultivos Agar agua bajo una camara de flujo laminar. Las estructuras de
los hongos se sembraron en el centro de la placa, posteriormente fueron dispuestas
en una camara de incubacién a 20°C por 7 dias. Luego para aislar las cepas y
asegurar un sembrado monospadrico se sembré punta de hifa de las cepas en PDA.
Realizandose al menos 30 cultivos en placas Petri, de los diferentes hongos

encontrados en las muestras de madera de Pino Insigne. Destacando el crecimiento
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de 5 hongos de interés para el estudio. La siguiente figura muestra el crecimiento de

los hongos en las placas Petri.

\

Figura 13. Placas Petri utilizadas en el cultivo de estructuras reproductivas de hongos presentes en

madera de Pino Insigne.

4.3 Caracterizacion morfoldgica de los patdgenos encontrados

Una vez aislados los hongos de interés, se procedio al analisis macroscopico y
microscopico de las cepas, con el fin de caracterizar los patégenos degradadores de
la madera de Pino Insigne. La técnica microbioldgica utilizada para las descripciones
fue la realizacion de preparaciones con porta y cubre objetos. Estas se hicieron sobre
una gota de agua destilada y con la ayuda de una jeringa se extrajo una pequefa
parte de las estructuras a analizar, posteriormente se llevaron al microscopio 6ptico
utilizando los diferentes objetivos. Es muy importante el uso de claves dicotomicas

para la correcta identificacion.

Cabe destacar que no fue necesaria la utilizacion de tinciones como por ejemplo,
lactofenol o floxina, debido a que la identificacion fue en general de baja complejidad,
no se pretendia diferenciar dos especies de un mismo género. En algunos casos,
con la lupa estereoscopica bastd para la identificacion del fitopatégeno.
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4.3.1 Aislamiento 01

Se tomé un trozo de la corteza con crecimiento de picnidios, los cuales fueron
sembrados con la punta de una jeringa de 1mL en Agar agua. Luego se tomd punta
de hifa de la placa Petri y fue aislado en una placa con medio de cultivo PDA.

Descripcion macroscopica

La colonia desarroll6 un micelio rastrero denso, que se distribuye de manera regular
sobre el medio solido PDA, en un comienzo mostré una coloracion gris y al cabo de

una semana se torné mas oscuro, como muestra la figura 14.
Descripcion microscopica

Al cabo de una semana se empezaron a desarrollar microesclerocios de forma
esférica a irregular, de coloracion negra, de textura lisa, duros y de 80-130 um de

diametro. No se observo la formacion de picnidios en medio de cultivo PDA.

Para observar los picnidios se utilizé el tejido infectado presente en las muestras de
las camaras humedas, donde los picnidios hallados fueron usualmente solitarios,
globosos y de coloracidon negra, con un tamafio que oscilaba entre 160-260 um y
con ostiolo truncado. La aparicion de conidios maduros se produjo de manera
esporadica, presentando una coloracion café, con una pared de consistencia

granular y con apéndices mucoides como muestra la Figura 14b.

Figura 14: Fotografia 14a, muestra el crecimiento micelio de crecimiento uniforme, con coloracién gris
oscuro en una placa Petri con agar PDA. La fotografia 14b muestra la formacién de microesclerocios

vistos al microscopio objetivo 40X.
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Las caracteristicas de las colonias y de las estructuras de reproduccion asexual
coincidieron con las descripciones de Macrophomina sp. segun las claves

dicotdbmicas reportadas por Crous et al. 2006.

4.3.2 Aislamiento 02

Se tomo un trozo de la corteza con signos de descomposicion, presencia de picnidios
de coloracion negra, los cuales fueron sembrados con la punta de una jeringa de
1mL en Agar agua. Luego se tomo punta de hifa de la placa Petri y fue aislado en
una placa con medio de cultivo PDA.

Descripcion macroscopica

La colonia desarrollada en la placa Petri 002 muestra el desarrollo un micelio aéreo
abundante de color blanquecino al comienzo de su desarrollo, tornandose de color

gris oscuro al cabo de una semana.

Descripcion microscopica

Se observa micelio septado, conidios elipticos de color café oscuro, bicelulares de
20 ym x 35 um, que se encuentran dentro de picnidios aislados globosos de una

coloracion mas oscura.

Las caracteristicas de las colonias y de las estructuras de reproduccion asexual
coincidieron con las descripciones de Diplodia sp. Segun las claves dicotomicas
reportadas por Barnet y Hunter (1972) y Sutton (1973). La Figura 15 muestra las

estructuras presentes el cultivo donde destaca el crecimiento de picnidios.
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Figura 15: Fotografia 15a muestra una placa de PDA con crecimiento uniforme de micelio de
coloracién gris oscuro velloso, a su derecha en la fotografia 15b se muestra la presencia de picnidios

vistos de manera microscépica en el objetivo 40X.

4.3.3 Aislamiento 03

Se tom6 un trozo de micelio con blanco cremoso, el cual se sembré con la punta de
una jeringa de 1mL en Agar agua. Luego se tomé punta de hifa de la placa Petri y fue

aislado en una placa con medio de cultivo PDA.
Descripcion macroscopica

Al cabo de una semana el hongo en la placa mostré crecimiento homogéneo del
micelio, el haz tuvo una tonalidad blanquecina y de gran densidad, el envés tuvo una

tonalidad amarilla cremosa.
Descripcion microscopica

La muestra presento esporas de 2 um x 5 ym aproximadamente, ligeramente curvas,
cilindrica lisa, hialina. La Figura 16 muestra las estructuras presentes el cultivo donde

destaca el crecimiento de esporas.
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Figura 16. Fotografia 16a muestra el crecimiento de un micelio blanco cremoso en una placa Petri con
medio de cultivo PDA. A su derecha, en fotografia 16b se observa las conexiones en hebilla vistas en

un microspico en el objetivo 40X.

Las caracteristicas de las colonias y de las estructuras de reproduccion asexual
coincidieron con las descripciones de Trametes sp. Segun las claves descritas por
Sutton (1973).

4.3.4 Aislamiento 04

Se tomo6 un trozo de la corteza con micelio de coloracion azul y la presencia de
peritecios, de los cuales se tomé su exudado y se sembré con la punta de una
jeringa de 1mL en Agar agua. Luego se tomo6 punta de hifa de la placa Petri y fue

aislado en una placa con medio de cultivo PDA.
Descripcion macroscopica

El cultivo en la placa Petri mostré una colonia que en un principio tuvo una apariencia
algodonosa, que al cabo de 2 a 3 dias se torn6 de una coloracion pardo oscuro,
posteriormente se torné mas oscura, crece formando un corddn constituido por varias

hifas.
Descripcion microscopica

Posee hifas que estan sumergidas en el medio de cultivo son de color café oscuro
gue se encuentran ramificadas, de pared delgada, septadas con un diametro de 1,5 a

3,8 um.
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Para la observacién del estado perfecto del hongo se utilizaron peritecios, los cuales
se desarrollaron superficialmente el medio de cultivo. La base del peritecio es
globosa, de una coloracién negra, de 130 a 245 uym de diametro. Acompafiado con
hifas septadas, de coloracién parda. Se observé ademas, como muestra la figura 17,
el cuello del peritecio, presenté una forma delgada, de coloracion negra, en la

mayoria de los casos se encontraba erecto, de 500 a 1750 ym de largo.

Figura 17: Fotografia 17a izquierda muestra una placa de PDA con crecimiento de micelio de
coloracion blanquecina, a su derecha la fotografia 17 b muestra un peritecio visto en un microscopio

Optico en el objetivo 40X.

Las caracteristicas de las colonias y de las estructuras de reproduccion asexual
coincidieron con las descripciones de Ceratocystis sp. Segun las claves dicotomicas

reportadas segun Hunt 1969 y Upadhyay 1981.
4.3.5 Aislamiento 05

El cultivo del hongo se realiz6 a partir de un trozo del cuerpo fructifero que se

encontré bajo y sobre la corteza de la muestra.
Descripcion macroscopica

Al cabo de una semana el envés mostré crecimiento irregular del micelio de
coloracion blanquecina, que al cabo de una semana se torné de coloracion amarilla

cremosa, el revés mostré una tonalidad amarilla cremosa uniforme.

Descripcidon microscépica
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Posee clamp conection o conexiones en hebilla, como muestra la figura 17. Con
esporas de forma cilindrica con bordes suaves, de un tamafio que varia entre 5.0-7.0

X 2-2,5 ym. Sin presencia de cistidios.

Figura 18. Fotografia izquierda 18a muestra una placa de PDA con crecimiento de micelio de
coloracién blanquecina irregular, a su derecha una fotografia 18b muestra conexiones en hebilla vistas

en un microscopio con el objetivo 100X.

Las caracteristicas de las colonias y de las estructuras coincidieron con las
descripciones de Schizophyllum sp. Segun las claves dicotomicas reportadas
segun Seaver 1951, Guzman 1970, Moser 1978.
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4.4 Discusion

En la presente investigacion se realizé una busqueda bibliogréfica acerca de los
principales patégenos causantes de las enfermedades en madera de pino insigne en
Chile. Encontrando a 8 patdgenos de importancia, Sphaeropsis sapinea (Diplodia
pinea), Trametes versicolor, Ceratocystis pilifera, Fusarium circinatum, Neonectria
fuckeliana Laetiporus sulphureus, Macrophomina phaseolina y Schizophillum

commune.

Posteriormente se realiz6 la busqueda de estos patégenos en muestras de madera
de Pino Insigne, mediante técnicas microbiolégicas, donde se describieron e
identificaron morfolégicamente 5 cepas, pertenecientes a los géneros; Ceratocystis,

Trametes, Diplodia, Macrophomina y Schizophyllum.

Las descripciones se llevaron a cabo gracias a claves dicotomicas y descripciones

hechas en articulos cientificos.

En el caso del aislamiento 01, se comparo los resultados con una descripcion, segun
Santos G. Leyva-Mir et, al. 2015. Donde los microesclerocios observados en la base
de los tallos de cafia de azucar presentaron forma irregular, color negro y la
superficie lisa. Los microesclerocios fueron de forma esférica a irregular, negros,
lisos y de 85-130 um de diametro. Los picnidios observados en la base de los tallos
de cafia de azucar presentaron forma irregular, color negro y la superficie lisa. Los
picnidios que se encontraron globosos, negros, de 165-260 uym y con ostiolo
truncado. No existiendo diferencias significativas en los tamafios de las estructuras,
por ende se condice y se reafirma la descripcion morfolégica desarrollada en la

investigacion para Macrophomina.

El valor de Macrophomina phaseolina a nivel fitopatolégico se debe a que es el
agente causal de enfermedades a mas de 500 cultivos, encontrandose presente en
cultivos econémicamente importantes, como son las legumbres y en especial, en la
soya, siendo una de las cinco enfermedades mas importantes en esa especie,
provocando enormes pérdidas econdémicas anuales en los principales paises

productores. Sin embargo se han reportado varias pérdidas en importantes especies
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forestales como Pinus sp. Produciendo pudricion del tallo y raiz en bosques de

coniferas, arboles frutales y malezas (Seymour, 1969).

En viveros de Florida, Estados Unidos, se reportaron pérdidas de 20 millones de
plantulas de pino durante el afio 1976 atribuidas a la pudricién carbonosa de la raiz
(Seymour y Cordell 1979). Aunque Macrophomina phaseolina es mayormente una
enfermedad de los pinos en viveros, se ha observado en asociaciébn con otros
hongos generando la mortalidad en plantaciones de pino ya maduras (Barnard y Gilly
1986).

En el caso del aislamiento 02, se comparo los resultados con una descripcion, segun
Mattes. H, Col., 2010 al realizar un analisis microscopico de las fructificaciones y de
los cortes transversales de aciculas infectadas, observo picnidios oscuros y esporas
hialinas, amarillentas, café oscuro, de pared gruesa, de forma ovoide. Con un
tamafio medio de los picnidios que varié entre 250 a 300 ym y esporas con un
tamafno medio de 18 x 30 um. No existiendo diferencias significativas en los tamafos
de las estructuras, por ende se condice y se reafirma la descripcion morfologica

desarrollada en la investigacion para el Genero Diplodia.

Una especie de ese género es Diplodia pinea, que comiunmente se le conoce como
un hongo saprofito, pero dependiendo algunos factores climaticos, puede convertirse
en parasito y generar infecciones severas. Por eso su clasificacion como un
patdégeno oportunista, esta especie aprovecha heridas o cicatrices, siendo la
humedad su medio mas favorable (SAG, 2009).

Esta enfermedad puede causar considerables dafios en el caso de producirse
infecciones sucesivas, ya que retrasa el crecimiento de los arboles. Con respecto a
sus sintomas, hacen que sea facil confundirlo con la enfermedad causada por
Fusarium circinatum (FAO, 2008).

Los ataques a Pinus radiata son comunes, donde se puede desarrollar facilmente,
pudiendo generar la muerte de los individuos en aproximadamente 2 afos. No

obstante, en ensayos actuales, se demostré que las especies de Pinus pinaster y
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Pinus nigra muestran una resistencia superior a esta enfermedad. (Martinez-Hilders.
A & Laurentin. H, 2012).

En el caso del aislamiento 03, se compard los resultados con una descripcién, segun
la descripcion que realizé Lloyd, L (1921). ElI himenio estd formado por unos tubos
cortos y blanquecinos que con la edad se hacen amarillentos o cremosos; los poros
son al principio blancos, pequefios y redondeados, pero se hacen mas angulosos al
madurar. Las esporas son cilindricas, ligeramente curvas, de 5.5-7 ym x 2 ym.

Una especie de este Género es Trametes versicolor, cuya importancia radica en su
actividad enzimatica, propia de los hongos descomponedores de madera, teniendo
aplicaciones ecoldgicas e industriales, ya que su complejo enzimatico especializado
de peroxidasas, lacasas y celulasas, como la celobiosa deshidrogenasa (CDH),
participa dentro del ciclo del carbono (Fernandes. C & Loguercio-Leite, M 2005).

Por otra parte, pueden causar grandes perjuicios a nivel econémico en la industria
maderera, ya que al alterar los componentes celulares cambian las propiedades
fisicas y quimicas de la madera. Produciendo perdidas de madera por no cumplir los
requisitos establecidos en el mercado maderero, lo que finalmente conlleva a

pérdidas econdmicas. (Wainwright. M, 1995).

En el caso del aislamiento 04, se comparo los resultados con una descripcion, segun
Osorio. M 1985, El estado perfecto esta representado por un peritecio desarrollado
superficialmente en el medio de cultivo, excepcionalmente aparece levemente
sumergido. La base del peritecio es globosa, de color negro, de 140 a 250 um de

didmetro.

El cuello del peritecio es delgado, de color negro, en general erecto salvo en algunos
casos donde se presenta levemente curvado, de 600 a 1800 um de largo, con un

diametro de 18 um en su punta y de 18 a 32 um en su base.

Al comprar las dos descripciones se observa que las estructuras descritas por Osorio
son un 9% mas grandes y esto se puede deber a el medio de cultivo utilizado. Ya

gue en su caso tanto para los aislamientos como para el manejo de cultivos puros se
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utilizaron placas Petri que contenian Agar-Malta al 2,5%, en la proporcién sefialada
por Hunt (1956).

En Chile, existen varios tipos de madera de uso comun que sufren esta alteracion,
siendo la especie Pinus radiata, donde se manifiesta con mayor frecuencia e
intensidad. En madera de especies autéctonas del pais, se han realizado estudios
para determinar los agentes manchadores (Butin 1968; Butin, Peredo 1968) en
cambio en pino insigne no ha ocurrido tal cosa y los estudios realizados solo se han
orientado fundamentalmente al control de la mancha, dejando de lado los aspectos

relacionados con los agentes causales de la misma.

Sin embargo, investigaciones mas modernas sefalan que algunos hongos
manchadores como el Ceratocystis pilifera, ocasionan cierto grado de degradacion
de la pared celular y por lo tanto cambios en las propiedades de resistencia de la
madera (Encinas et al., 1998). Es por eso que la madera con manchas estd mas

propensa a sufrir posteriores ataques de pudricion.

En el caso del aislamiento 05, se comparo los resultados con una descripcion, segun
la descripcidn realizada por Volk, T (2000), el Schizophyllum commune se identifica
facilmente por las branquias de su cuerpo fructifero en forma de abanico que mide
entre 1 a 4.5 cm de ancho con una coloracion gris blanquecino en su superficie. Las

basidiosporas son 5,0-7,5 x 2,3 ymy la presencia de conexiones en hebilla.

Schizophyllum commune es un hongo lignicola que forma cuerpos fructiferos
coriaceos y delgados en forma de concha de hasta 5 cm de didmetro, blancos e
hirsutos por encima y con un margen revoluto, irregularmente lobado, que esconde la
cara inferior. A diferencia de la mayoria de setas, los cuerpos fructiferos se
mantienen por un afio entero. Se secan en condiciones de sequedad, pero se
rehidratan si vuelve el tiempo himedo (Institut d’Estudis Catalans, 2010) puede
causar una rapida podredumbre en la madera. Siendo un hongo cosmopolita que
puede afectar cualquier especie de arbol, preferentemente caducifolios, del bosque o

de los cultivos por igual.

Como se muestra en la discusion, existieron 3 hongos de importancia descritos e
bibliografias como patdgenas recurrentes que no se encontraron ni identificaron
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morfolégicamente en las muestras de la empresa Arauco.SA. Estos corresponden a
las especies Laetiporus sulphureus y Neonectria fuckeliana no se encontraron
teniendo como hipotesis que:

1.- No existe presencia de esos hongos en las muestras recolectadas.

2.- No se utilizé el medio de cultivo necesario para su desarrollo, este punto en muy
importante pues es la principal limitante de la técnicas microbiologicas actuales. Esto
se puede solucionar realizando andlisis moleculares para estos patdégenos dado que
de esta manera, no se requiere de condiciones de cultivo particulares o0 no se

requiere del microorganismo vivo o viable para su deteccion.

El tercer hongo que no se aislo fue Fusarium circinatum, el cual desde 2002 la EPPO
(Organizacion Europea para la Proteccion de las Plantas) lo considera un organismo
de cuarentena, debido a su gran su potencial de dafio en caso de introduccion en el
territorio europeo. Este patdogeno, originario de Norteamérica y se encuentra

actualmente ampliamente distribuido por Latinoamérica.

A fines del afio 2001 se detecta por primera vez en el pais la presencia del hongo
Fusarium circinatum en tres viveros de Pinus radiata de la Region del Bio-Bio.
Debido al dafio potencial que este hongo puede causar a las plantaciones
comerciales forestales presentes en el pais, el SAG a través de la resolucion N°
1.742 de 2003 y sus modificaciones (resoluciones N° 1.424 de 2008, N° 4.310 de
2008 y N° 1.754 de 2011) declar6 a esta plaga bajo control oficial para las especies y
variedades de Pinus spp. y Pseudotsuga spp. y establecieron medidas fitosanitarias
para los viveros positivos a la plaga. El estricto control del SAG ha evitado la
dispersion de la plaga a plantaciones, circunscribiéndola a determinados viveros, en

los cuales se aplica un riguroso control fitosanitario (SAG, 2011).

Al estar en estado cuarentenario, Fusarium circinatum tiene su cultivo y manipulacion
prohibida, segun la ley Chilena a cargo del Servicio Agricola y Ganadero (SAG).
Debido a esta situacion, si se cultivaba y aislaba esta cepa, habia que eliminarla, por

ende la descripcion morfolégica no fue posible de realizar. Pero cabe destacar la
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importancia de este fitopatbgeno, como uno de los mas importantes para el rubro

forestal.

Existen muy pocos datos de las pérdidas econémicas a causa de los hongos, pero
algunas empresas forestales manejan valores estimados para algunas plagas. Como
por ejemplo, el caso de Neonectria fuckeliana, se ha estimado que puede generar
una pérdida de US$4.228 por hectarea afectada (Lignum, 2014). Siendo necesario
tomar medidas efectivas, como por ejemplo el desarrollo de un protocolo
microbioldgico, para la identificacion y control de patdégenos que atacan la madera.

En materia de control de fitopatégenos, en los ultimos afios, la investigacion de
controladores biolégicos en hongos manchadores se oriento a la utilizacion de cepas
albinas de Ophiostoma spp., donde se desarroll6 un producto comercial, denominado
Cartapip TM. Este producto hecho a base de una cepa albina de O. piliferum, es
capaz de prevenir las pérdidas ocasionadas por los hongos manchadores, ademas
de mejorar la eficiencia del proceso de pulpaje en P. taeda y P. virginiana (Farrell,
Col. 1993). Estos resultados, generaron el interés de investigadores en Nueva
Zelanda y Chile por utilizar cepas albinas nativas de Ophiostoma spp., para la
aplicacion en P. radiata (Blanchette. Col, 2000). Los estudios realizados en Chile
arrojaron que las cepas albinas de O. piliferum alcanzaron proteccion de al menos
70% durante ocho semanas, en piezas de madera aserrada mantenidas a la
intemperie (Navarrete, 2008). Estos primeros resultados indican el potencial de uso
del Control Biologico del manchado de madera mediante aislamientos albinos de

Ophiostoma.

La complicacién que tuvo la busqueda de fitopatdgenos forestales fue tener
muestras limitadas de madera de pino insigne. Por ende el desarrollo de cadmaras
hamedas fue indispensable para el crecimiento de los microorganismos presentes en
la madera, pero a su vez, al cabo de unas tres semanas, las muestras mostraban tal
deterioro y contaminacion de diferentes hongos que era imposible seguir buscando
mas hongos, ya que al momento de cultivar, era comun el desarrollo de mas de un

microorganismo, obteniendo cultivos impuros.
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El andlisis dicotomico tiene un grado de inexactitud a la hora de realizar la
descripcion debido a diversos factores, con la posibilidad de confundirse con otra
clase de hongo (Hernansaez, 1971).

Al comparar la tabla de fitopatbgenos mas importantes en Chile y los patdégenos
aislados en la investigacién, se da cuenta de la relevancia que tiene la realizacion de
la identificacibn morfolégica, donde se aislaron 5 de un total de 8 patégenos de
importancia econémica en Chile. Lo que afirma la presencia de estos hongos en el
pais. Ademas, de la investigacion posee implicancias practicas, por ejemplo el
desarrollo de un protocolo microbiolégico para la identificacion de hongos
degradadores de la madera.

El protocolo microbiolégico consta de 6 pasos, los cuales son: La recopilacion del
material biolégico, preparacion de muestras, utilizacion de camaras humedas, cultivo
de hongos de interés, luego el aislamiento monosporico de los hongos para la

posterior identificacion morfolégica en base a claves dicotomicas.

La deteccion estimula el uso de fungicidas, por ende es beneficioso desarrollar un
tratamiento ojala biologico para disminuir o evitar la aparicion de patdégenos y de esa

forma limitar el uso de quimicos contaminantes.

Para poder desarrollar un protocolo de identificacion para las empresas forestales, es
necesario contar con un método de toma de muestras rapido y eficiente, obteniendo
resultados representativos con respecto al tamafio de los troncos de madera
acerrada. Es posible realizar muestreo aleatorio simple, con los métodos utilizados
en Ecologia, ocupando herramientas estadisticas para darle peso a la seleccion de
muestras a analizar. Es posible, ademas de utilizar los trozos de madera acerrada
como muestras, realizar toma de muestras a partir de viruta o aserrin, lo que
proporcionaria un método mas rapido para seleccionar las muestras, utilizando el
material sobrante en las cuchillas y cepillos de los aserraderos.

Tal como se pretende utilizar el protocolo microbiolégico para identificar hongos
degradadores de madera de Pinus radiata, también es posible ocuparlo para

identificar hongos degradadores de la madera de otras especies forestales, como por
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ejemplo otras especies del Genero Pinus o incluso del Genero Eucaliptus, que
también son de importancia para el rubro forestal Chileno.

El protocolo de identificaciéon de hongos degradadores de Pino Insigne, nombrado
anteriormente podria ser utilizado no solo para hongos descritos, sino que también
en nuevas especies, utilizando técnicas moleculares, como por ejemplo la técnica
Metagenoma, que es el estudio del material genético, que es recuperado
directamente de muestras ambientales (De la Puente, R. 2013), la cual permite la
amplificacion de todo el material genético presente en las muestra, con el fin de
realizar un Blaster con la informacién de las secuencias amplificadas y compararlas
con la que se encuentra en el Genbank. De esa forma, si existen secuencias
amplificadas que no se logran identificar, se puede afirmar que se esta en presencia
de una especie desconocida. Pero esta investigacion tiene como fin poder utilizar
partidores especificos de los hongos degradadores, es por eso que se requiere saber
con exactitud los patégenos que se buscan en la madera, de lo contrario la

identificacion tomaria mucho tiempo.
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CAPITULO V

Conclusion

A partir de bibliografia consultada se puede concluir que son 8 los principales
patégenos en la madera de Pino Insigne presentes en Chile, que causan importantes
dafios y pérdidas econdmicas en la industria forestal.

Se aislaron e identificaron morfolégicamente 5 hongos degradadores de la madera
de Pino Insigne, pertenecientes al género Ceratocystis sp., Trametes sp, Diplodia sp,
Macrophomina sp y Schizophyllum sp.

El protocolo utilizado en la identificacion morfologica de patégenos forestales de Pino
Insigne, tuvo resultados satisfactorios, donde destaca el uso de medios de cultivo,

camaras humedas, uso de claves dicotdmicas etc.

Un producto obtenido en la investigacion es la implementacion de un protocolo
microbiolégico para la identificacion morfolégica de 5 hongos degradadores de la

madera de Pino Insigne.

Es posible utilizar este protocolo para otras especies forestales como por ejemplo,
otros especies de del Genero Pinus o incluso en el Género Eucaliptus, que son de

importancia para las forestales.

Estos resultados son muy preliminares como para elevar estandares comerciales en
el area forestal, pero son un primer paso para la implementaciéon de un protocolo
para la identificacion molecular de patdgenos forestales, ya que estos hongos
pueden ser utilizados como control positivo en una eventual identificacion mediante

partidores especificos.

Siendo necesario realizar el disefio de los partidores, posteriormente, la extraccion
de ADN a cada hongo encontrado. Posteriormente se deben hacer ensayos con
madera comercial, estableciendo un método eficaz de muestreo, con el fin de
minimizar el error al momento de realizar los analisis a la madera. De esa forma se

podra obtener un método para una deteccion temprana de patdgenos forestales,
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favoreciendo la toma de medidas efectivas y agiliza asi, los procesos de control

antes de que el desarrollo infectivo sea irreversible.

Generando eventualmente, la disminucién en la utilizacion de pesticidas e
impregnantes y generando beneficios econdmicos para la empresa, ademas de la

reduccidon de contaminantes liberados al ambiente.
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Recomendaciones

Es indispensable la utilizacion de técnicas de conservacion luego de los

aislamientos de hongos.

Realizar el sembrado de hongos en diferentes medios de cultivo, con el fin de

ver el comportamiento de las estructuras frente al cambio de alimentacion.

Resaltar la importancia de la técnica de hacer camaras humedas a la hora de

cultivar hongos en madera de Pino Insigne
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