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RESUMEN

Los hongos xildfagos son los principales organismos vinculados con la degradacion del
tejido lenoso, lo cual implica la alteracion de la matriz lignoceluldsica, mediada
fundamentalmente por accion ectoenzimadtica. El ataque a la fraccion polimérica de la
pared conduce a la diferenciacion de 2 tipos principales de pudriciones: blancas y
castanas. Las pudriciones patogeénicas (presentes en ejemplares en pie, vivos) pueden
conducir a la muerte de los ejemplares afectados, provocan pérdidas en la calidad y
cantidad de madera y ponen en riesgo la estabilidad de los ejemplares. En Argentina
no se registran estudios que aborden de modo integral las pudriciones como
enfermedades, vinculando las propiedades quimico-anatomicas del hospedante con las
estrategias de degradacion por parte del patogeno. El objetivo general de este trabajo
fue estudiar las interacciones hospedante - patdgeno en drboles en pie con el propdsito
de contribuir al conocimiento de los procesos de degradacion e interpretar su posible
influencia en la alteracion de las propiedades de resistencia de la madera. Se
analizaron 19 interacciones (12 asociadas a pudricion blanca y 7 a pudricion castana)
en su mayoria provenientes de los espacios publicos de la ciudad de La Plata y
alrededores. La identificacion de los hongos xiléfagos fue realizada a partir de los
rasgos macro y microscopicos de los basidiomas, de caracteristicas culturales y
mediante la aplicacion de técnicas moleculares. Los estudios anatomicos de maderas
atacadas y testigos se efectuaron a o0jo desnudo y con microscopios estereoscapico,
optico y electronico de barrido, siguiendo técnicas convencionales. El andlisis quimico
fue realizado seguin norma TAPPI y aplicando FTIR. Se identificaron 13 cepas xilofagas
(12 causantes de pudricion blanca y una de pudricion castana, Laetjporus sulphureus
(Bull.) Murr.), pudridoras del duramen de latifoliadas exdcticas. La preponderancia de L.
sulphureus seria consecuencia de la diferenciacion de abundantes clamidosporas y
conidios en las maderas atacadas, esto sumado a su condicion de patdgeno generalista
y agresivo. A nivel anatomico, en las muestras con pudriciones blancas fueron
observados los siguientes caracteres de diagndstico: coloracion blanquecina;
consistencia esponjosa; separacion celular; diferenciacion de “white pockets” por
completa delignificacion; ataque a la celulosa residual; punteaduras erosionadas;
senderos de erosion; adelgazamiento y deformacion de las paredes celulares. En las
muestras con pudricion castafna se visualizaron rasgos de diagndstico como: fracturas;

contraccion del tejido; perdida de birrefringencia (indicador de celulolisis). Los andlisis



quimicos en el material con pudricion blanca evidenciaron notables reducciones en los
contenidos de holocelulosa y lignina; la degradacion de la lignina por sobre los
polisacdridos resulto indicador de pudricion blanca selectiva. En las muestras afectadas
por pudricion castana se determind el ataque preferencial a los polisacdridos
estructurales. Excepto para las interacciones Cerrena unicolor (Bull.) Murr. / arce y
Laetiporus sulphureus / falsa acacia, los resultados obtenidos constituyen primeros
aportes a nivel mundial en torno a las alteraciones quimico-estructurales en maderas
naturalmente infectadas y la interpretacion de dichos cambios considerando aspectos
vinculados con los hospedantes y las cepas fungicas. Se menciona un nuevo
hospedante para Tyromices fissilis (Berk. & Curtis) Donk (7ifia sp.) en la ciudad de La
Plata; también se aporta una nueva evidencia respecto del posible rol patogénico de
Phlebia brevispora Nakas. Nakas. & Eslyn, ddndose a conocer por primera vez su
presencia en nuestro pais. Lo hallado en este estudio apoya la hipdtesis en cuanto a
que distintos hospedantes pueden ser afectados de modo diferente por la misma
especie fungica, de acuerdo a sus rasgos anatomicos particulares, a las diferencias en
el potencial enzimdtico que pueda presentarse entre cepas fungicas, y a las estrategias
de colonizacion que €stas desarrollen. Los resultados obtenidos mediante este trabajo

constituyen un aporte original en el dmbito de la sanidad forestal.



ABSTRACT

The wood decay fungi are the main organisms related with degradation of woody
tissue, which involves the disruption of lignocellulosic matrix mainly mediated by
ectoenzymatic action. The attack on the polymer fraction of the wall leads to the
differentiation of 2 main types of decay: white and brown. Pathogenic rots may lead to
death of individuals affected, cause losses in quality and quantity of wood and put at
risk the stability of the specimens. In Argentina, no studies addressing integrally rots
as disease linking chemical and anatomical properties of the host with degradation
strategies by the pathogen. The main objective of this work was to study host-
pathogen interactions in standing living trees, in order to contribute to the knowledge
of the processes of colonization and degradation, and to interpret their possible
influence on altering the strength properties of wood. Nineteen interactions were
analysed (12 associated with white rot and 7 with brown rot) mainly found in urban
trees of La Plata city and surroundings. ldentification of wood decay fungi was
performed from the macro and microscopic features of the basidiomata, cultural
features and by applying molecular techniques. The anatomical studies of attacked and
control woods were carried out with naked eye and with stereoscopic, light and
scanning electron microscopes, following conventional techniques. The chemical
analysis was carried out according to the TAPPI standard and FTIR. Thirteen
xylophagous strains (12 causing white rot and one brown rot, Laetiporus sulphureus
(Bull.) Murr.) were identified, located in the heartwood zone of exotic hardwoods. The
preponderance of L. sulphureus would be a consequence of the differentiation of
abundant chlamydospores and conidia in the attacked woods and its condition as a
general and aggressive pathogen. At anatomical level, in the samples with white rot
were observed the following diagnostic characters: whitish coloration; spongy
consistency; cell separation; differentiation of "white pockets" by complete
delignification; attack on residual cellulose; eroded pits; erosion trails; thinning and
deformation of cell walls. In the samples with brown rot, diagnostic features were
visualized as: fractures; tissue contraction; loss of birefringence (as indicator of
cellulolysis). The chemical analyzes in the material with white rot evidenced remarkable
reductions in the contents of holocellulose and lignin; the degradation of lignin over
polysaccharides was an indicator of selective white rot. In the samples affected by

brown rot, the preferential attack to the structural polysaccharides was determined.



Except for the Cerrena unicolor (Bull.) Murr. / maple and Laetjporus sulphureus / black
locust previously reported interactions, the results obtained constitute the first
contributions worldwide regarding the chemical-structural alterations in naturally
infected woods, as well as the interpretation of these changes, thus considering
aspects related to the hosts and fungal strains. A new host is mentioned for Tyromices
fissilis (Berk. & Curtis) Donk (7Tilia sp.) in La Plata city; new evidence of the
pathogenic role of Phlebia brevispora Nakas. Nakas. & Eslyn is also provided, making it
known for the first time its presence in this country. The findings in this study support
the hypothesis that different hosts can be affected in a different manner by the same
fungal species, according to their particular anatomical features, as well as the
differences in the enzymatic potential between fungal strains, and the colonization
strategies that these strains develop. The results obtained through this work constitute

an original contribution in the field of forest health.



INTRODUCCION

Generalidades

Los hongos xilofagos - particularmente Phyllum Basidiomycota - son los
principales organismos vinculados con la degradacion del tejido lenoso de los
ecosistemas naturales (Blanchette, 1995; Schwarze, 2004; Webster & Weber, 2007)
como también de la madera en servicio (Highley, 1987; Zabel & Morrell, 1992; Highley
et al., 1994).

El “status” de estos hongos se debe a su condicion de eficientes colonizadores —
determinada por su fase vegetativa miceliar - y a su capacidad de causar degradacion
en sustratos complejos, como lo son las maderas, en la mayorfa de los casos hasta su
total mineralizacion producto de su gran capacidad ligninolitica. En este sentido, y en
términos generales, la degradacion fuingica del leno es definida como el proceso por el
cual los carbohidratos de la pared celular y la lignina — matriz lignoceluldsica - son
convertidos en dioxido de carbono (CO2) y agua (H20), permitiendo el ciclo del carbono
esencial para el sostén de la vida. De acuerdo con esto, el rol fundamental que
cumplen estos organismos en el ciclo de nutrientes como también en el d@mbito
industrial - textil, papelero, alimenticio - y en procesos de detoxificacion (Chaparro et
al., 2009; Wymelenberg et al., 2011; Rytioja et al., 2014). Asimismo, en los drboles en
pie, la degradacion fungica resulta beneficiosa desde el punto de vista nutricional y del
resguardo de los insectos y animales silvestres (Schwarze, 2007).

En oposicion a los beneficios ecoldgicos que aporta este tipo de biodegradacion,
en los drboles en pie vivos, dicho proceso es considerado una enfermedad — pudricion
patogénica - y los hongos responsables patdgenos y, como tal, existen evidencias -
signos y/o sintomas- que permiten su diagndstico - presencia de basidiomas y/o
micelio, madera podrida expuesta, entre otros -. Las pudriciones patogénicas pueden
conducir a la muerte de los ejemplares afectados, provocan perdidas en la calidad y
cantidad de madera como también ponen en riesgo la estabilidad de los ejemplares
afectados; éstas los predisponen al quiebre y vuelco (Zabel & Morrell, 1992; Deflorio et
al., 2008; Urcelay et al., 2012).

Rayner & Boddy (1988) y Deflorio (2006) consideran que, en los ejemplares
vivos, la severidad de la degradacion fungica depende de numerosos factores. Estos

autores se valen del concepto “tridngulo de la enfermedad” de Agrios (2005) para
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explicar que la severidad resulta de la interaccion hospedante, patdgeno y ambiente
que se establezca y de las caracteristicas de cada componente de dicha interaccion.
Los factores mds importantes vinculados con el hospedante son la vitalidad y las
propiedades quimico-anatdmicas de la madera. Los drboles difieren en sus
caracteristicas anatomicas, rasgos que influyen en el proceso de colonizacion y
degradacion (Schwarze et al., 1997; Schwarze et al., 2000a). En cuanto al patogeno,
los condicionantes son el potencial de indculo, el sistema de degradacion y la
tolerancia a situaciones extremas. Respecto del ambiente, los principales factores son
las condiciones exdgenas - humedad, temperatura del entorno - y las enddgenas, que
tienen que ver con las caracteristicas del sustrato - contenido de humedad, tenor de
oxigeno - (Rayner & Boddy, 1988; Deflorio, 2006; Wymelenberg et al., 2011). De
acuerdo con esto, distintos hospedantes o tipos de madera pueden verse afectados de
diferente modo por una misma especie xildfaga y viceversa, resultando en distintos
patrones de degradacion ' (Schwarze et al., 1997; 2000a; Schwarze, 2007).

Si bien de las distintas interacciones hospedante — patdgeno posibles de
presentarse en la naturaleza resultan diferentes patrones de degradacion, €stos son
agrupados en tres tipos principales de pudricion: pudriciones blancas, castanas y
blandas, cada uno de ellos con rasgos quimico - anatomicos que permiten su
diagndstico (Zabel & Morrell, 1992; Wilcox, 1993a; b; Blanchette, 1995; Anagnost,
1998; Schwarze et al., 2000a; Schwarze, 2007). No obstante, dicha clasificacion es
considerada demasiado rigida teniendo en cuenta la plasticidad que pueden manifestar
distintos aislamientos fuingicos y, en este sentido, producir mds de un tipo de pudricion
en el mismo sustrato. Esto ultimo, entendido como una estrategia de colonizacion
alternativa que desarrolla el patdgeno ante la presencia de algun tipo de barrera y por
ello no implica, por ejemplo, modificaciones en su capacidad ligninolitica (Schwarze et
al., 1997; Schwarze & Fink, 1997; 1998; Schwarze & Baum, 2000; Deflorio, 2006).
Schwarze et al. (2000a) consideran a estas especies como basidiomicetes facultativos.
De igual modo, cuestionando dicha rigidez, Riley et al. (2014) y Floudas et al. (2015)
se refieren a la cldsica organizacion de los hongos xiléfagos en dos grupos principales:
responsables de pudricion blanca y responsables de pudricion castana.
Tradicionalmente estos organismos son agrupados en base a los componentes de la

pared celular que degradan, producto de la conformacion de su sistema enzimdtico. De

' Considerados resultantes del sector del anillo y tipos celulares atacados, del avance de

la degradacion, entre otros.



acuerdo con esto, y a modo de generalidad, los hongos de pudricion blanca -
asociados particularmente con las latifoliadas - degradan los polisacdridos de la pared
celular - celulosa y hemicelulosas - mediante un sistema hidrolitico constituido por
celulasas/hemicelulasas y la lignina mediante un sistema enzimdtico oxidativo
constituido por peroxidasas y lacasas. Por su parte, los hongos de pudricion castana -
asociados a las gimnospermas - degradan los carbohidratos estructurales de la pared
celular mediante un mecanismo enzimatico — hidrolitico - y no enzimdtico — oxidativo -
mientras que la lignina permanece como un residuo parcialmente modificado (Hori et
al., 2013; Riley et al., 2014; Floudas et al., 2015). Segun se indicd, hoy dia, a partir del
estudio de los genomas fuingicos, se considera que la dicotomia establecida no refleja
la complejidad que ocurre en la naturaleza. Existen antecedentes respecto de la
similitud entre especies de pudricion blanca y castana en los genes que codifican la
sintesis de enzimas responsables de la degradacion de la pared celular, genes cuya

expresion estd condicionada por el sustrato (Wymelenberg et al., 2011).

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTACION DEL ESTUDIO

En la Republica Argentina, los hongos xilofagos fueron estudiados
principalmente desde un punto de vista sistemdtico. Los trabajos publicados por Luna
et al. (2007; 2012; 2015) y Murace et al. (2011; 2014b; 2016; 2017) y aquellos a
publicar, producto del desarrollo de esta investigacion, constituyen los primeros
antecedentes relacionados con el estudio de las alteraciones quimico - estructurales
resultantes de algunas de las interacciones patdgeno — hospedante ? identificadas en
nuestro pars.

De acuerdo con esto, en la Argentina, las investigaciones relacionadas con este
grupo de hongos fueron iniciadas por Carlos Spegazzini a fines del siglo XIX (Ibanez,
1995), sentado las bases para posteriores estudios llevados a cabo en distintas
regiones del territorio argentino - Region Pampeana, Mesopotdmica, Chaquena,

Andino-patagonica, entre las mds importantes - (Blumenfeld et al., 1982).

2 Una interaccion (o combinacion) patdgeno — hospedante, en el marco de esta tesis
siempre significa infeccion natural, ocurrida en ejemplares en pie, vivos, por lo tanto, las
maderas bajo estudio, fueron infectadas de este modo.

7



A mediados del siglo pasado, Marchionatto (1948) aporta algunos ejemplos de
hongos xilofagos y hospedantes afectados, antecedentes surgidos de distintos
relevamientos realizados por dicho autor, con el objetivo de identificar los hongos
pardsitos de los drboles cultivados en la Argentina - Ej.: 7rametes trogii, en damos,
acacia blanca y timbd; Polyporus sp., en dlamo, roble y sauce; Ganoderma sessile, en
tipa, eucalipto; G. lorentzianum, en aromo, entre otros -. En esa €poca, ademds,
surgen distintas publicaciones de laconis y Wright reconocidas por fijar los métodos,
las teécnicas y la terminologia castellana para el estudio de los hongos xiléfagos en este
pais como también por presentar descripciones detalladas de las especies,
contribuyendo de este modo con su identificacion (Jauch, 1975, tomado de Sarasola &
Roca, 1975).

En los anos 70, Deschamps & Wright (1975) publican una clave de los
caracteres de cultivo de Basidiomycetes xiléfagos de la Argentina aislados de drboles
en pie -troncos y ramas- como también de rollizos y de madera en obra. Dicha
publicacion fue elaborada en base a las contribuciones de Wright (1948; 1966; 1976),
laconis & Wright (1953), Wright & laconis (1955), Bettucci & Guerrero (1971), Wright
& Deschanps (1972; 1975; 76/77), Wright et al. (1973), Gomez & Loewenbaum
(1976), Gomez (1976), Boidin et al. (1976), entre otros.

Anos mds tarde, Deschamps & Wright (1997) publican la actualizacion de la
clave original - anteriormente citada -, surgida de la recopilacion de los trabajos de
Bazzalo & Wright (1982), Blumenfeld et al. (1982), Rajchenberg (1982; 1983a; 1984;
1987a) y Job (1986) como tambi€n una clave genérica de los Aphyllophorales del Cono
Sur de América. Asimismo para el periodo indicado - segunda mitad del siglo XX -
surgen numerosas contribuciones al estudio de los hongos xiléfagos de nuestro pars,
entre ellas, a modo de ejemplo, se citan las provenientes de los trabajos de
Rajchenberg & Wright (1982; 1987, 1998), Ldpez (1983; 1988), Rajchenberg (1983b;
1985; 1986; 1987b; 1989; 1993; 1996; 1997; 1998), Wright & Blumenfeld (1984),
Blumenfeld (1986; 1992); Rajchenberg & Bianchinotti (1991); Cwielong & Rajchenberg
(1993), Ibdnez (1995; 1998), Greslebin & Rajchenberg (1997a;b; 1998), Sede & Ldpez
(1999), Urcelay & Rajchemberg (1999), entre otros.

Por su parte, para principios de este siglo XXI algunos de los trabajos
vinculados con esta temdtica que se pueden citar son los publicados por Urcelay et al.
(2000; 2012), Gottlieb et al. (2002); Robledo et al. (2003a, 2003b), Urcelay & Robledo
(2004); Robledo et al. (2006), Robledo & Rajchenberg (2007), Robledo & Urcelay

(2009), Robles et al. (2011), Rajchenberg & Robledo (2013), Rajchenberg et al.
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(2015), Pildain et al. (2017) en muchos de ellos con la aplicacion de técnicas
moleculares como herramienta de identificacion y de estudios filogenéticos.

No obstante, los antecedentes enumerados, la identificacion de una especie
xilofaga asociada a un ejemplar, sclo representa una contribucion al conocimiento del
tipo de pudricion que ha de esperarse en el leno de dicho hospedante. Segun se
indicd, una misma especie puede producir patrones de degradacion diversos en
distintas especies botdnicas e incluso tipos de pudricion diferentes en la misma madera
- como estrategia de colonizacion del lefo -, en funcion de las condiciones
prevalecientes - caracteristicas del medio ambiente y del sustrato - cada uno de ellos
con efectos diferentes respecto de la estabilidad de los ejemplares (Schwarze et al.,
1997; Schwarze et al., 2000a; Schwarze, 2001; Schwarze, 2007).

A nivel mundial, entre los antecedentes recopilados en torno a este tema se
pueden citar las investigaciones de Schwarze et al. (1997; 2000a) y Schwarze (2001;
2007). En dichos trabajos son descriptos los patrones de degradacion resultantes de
diferentes combinaciones patdgeno-hospedante como también se discute el posible
impacto de cada uno de ellos sobre las propiedades de resistencia del leno. Dentro del
grupo de hongos responsables de pudricion blanca describen, entre otros, los cambios
microestructurales producidos por: P. squamosus en el lefo de Platanus x hispanica;
Ganoderma sp. en Quercus robur;, G. applanatum en Tilia platyphyllos, Phellinus
robustus en Q. robur'y T. platyphyllos, Fomes fomentarius en Fagus sylvatica 'y Q.
robur, Inonotus hispidus en P. x hispanica y Fraxinus excelsior. Dentro del grupo de
hongos responsables de pudricion castana describen las alteraciones anatomicas
causadas por: Fomitopsis pinicola en Picea ablesy F. sylvatica; Laetijporus sulphureus
en Robiniay Q. robur.

Otros aportes relacionados con este tema son los trabajos de Blanchette (1980;
1983) en los que se describen los cambios microestructurales producido por P.
(Fomes) pini'y Fomitopsis pinicola en madera de coniferas; los de Otjen & Blanchette
(1982; 1984) quienes analizan las modificaciones anatdmicas producidas por /.
dryophilus y Xylobolus frustulatus en distintas especies de Quercus; la publicacion de
Blanchette et al. (1988) quienes analizan los patrones de degradacion causados por P.
kawakamii en Acaclia koa como también las caracteristicas del leno degradado de Acer
saccharumy T. americana.

Los modelos descriptos por estos investigadores constituyeron el respaldo

tedrico de los resultados obtenidos en esta investigacion.



Segun se indicd, en nuestro pais existen escasos antecedentes relacionados con
el estudio de las alteraciones quimico-anatomicas resultantes de las distintas
combinaciones hospedante - patdgeno presentes en nuestro territorio. En este
contexto, la identificacion de los hongos que causan estas enfermedades y la
determinacion del tipo de pudricion y del patron de degradacion que originan -
considerando las caracteristicas quimicas y anatomicas del hospedante - constituyen
un aporte original que permitird comprender las causas de dichos patrones y las
razones por las cuales las propiedades de resistencia de una madera degradada se

alteran en funcion de cada combinacion particular.

Por todo lo expuesto, surge la importancia de generar conocimiento en torno a
este tema, debido a que contribuye con el diagndstico como también con la
interpretacion de los perjuicios que implica la presencia de este tipo de deterioro y, a
causa de ello, con la planificacion y puesta en marcha de planes de manejo con fines

preventivos.

HIPOTESIS

e Las evidencias externas permiten predecir la existencia de pudricion en los
drboles.

e Los hongos de pudricion castana se asocian a maderas de Gimnospermas y los
de pudricion blanca a maderas de Latifoliadas.

o Existen diferentes patrones de degradacion para cada combinacion hospedante
— patogeno.

e Las modificaciones estructurales y quimicas de la madera degradada permiten
determinar el tipo y patron de pudricion y estimar su posible influencia en la

alteracion de las propiedades de resistencia.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar las interacciones hospedante - patdgeno en el leno de especies forestales en
pie, vivas, con el propdsito de contribuir al conocimiento de los procesos de
colonizacion y degradacion e interpretar su posible influencia en la alteracion de las

propiedades de resistencia de la madera.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Capitulo |

Identificar y enumerar los sintomas y signos presentes en los ejemplares
arbdreos afectados por pudriciones.
Determinar sistemdticamente los hongos xildfagos causantes de dichas

pudriciones.

Capitulo 11

Caracterizar los tipos de pudricion a nivel estructural (macro y microscopico).
Determinar la zona en la que se circunscriben los danos: albura, duramen, leno
temprano, tardio, tipos celulares afectados.

Identificar la presencia / ausencia de barreras a la degradacion en las distintas
especies forestales.

Analizar las semejanzas y particularidades de los patrones de degradacion entre

las distintas interacciones hospedante - patdgeno.

Capitulo 111

Determinar los cambios quimicos que presentan las maderas afectadas por
pudricion.
Analizar las semejanzas y particularidades de los cambios quimicos entre las

distintas interacciones hospedante - patdgeno.
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CAPITULO I

HONGOS XILOFAGOS

INTRODUCCION

Generalidades

Gran parte de los hongos xildfagos pertenecen al Phyllum Basidiomycota,
siendo el Orden Poliporales el que posee el mayor nimero de especies; asimismo
existen unos pocos representantes pertenecientes al Phyllum Ascomycota - Familia
Xylariaceae - (Agrios, 2005; Webster & Weber, 2007).

El Phyllum Basidiomycota es un grupo grande y heterogéneo definido por la
produccion de esporas de origen sexual — basidiosporas - de manera exdgena, sobre
esterigmas y, en términos generales, por poseer un poro septal complejo - o doliporo -
como también una fase vegetativa miceliar o filamentosa predominantemente
dicaridtica-heterocarictica y fibulada. Los integrantes de este grupo ademds diferencian
distintas estructuras relacionadas con la dispersion, la reproduccion asexual y con la
supervivencia ante condiciones desfavorables — conidios, oidios, pseudoesclerocios,
clamidosporas, rizomorfas -.

Los Basidiomycota — Basidiomicetes - representan el 32% de los hongos
descriptos. Dentro de este grupo hay formas saprdfitas - responsables de la
degradacion de la materia orgdnica lenosa acumulada sobre el piso de un bosque, de
la madera de drboles en pie muertos o alguna de sus partes bajo esta condicion o bien
de la madera en servicio como lo hace Serpula lacrymans-; formas pardsitas - Ej.
Armillaria mellea quien parasita a un amplio rango de hospedantes arboreos y
herbdceos; las royas y los carbones organismos bidtrofos responsables de
enfermedades de importancia econdmica- como también simbiontes, formadoras de
asociaciones micorricicas - ecto-micorrizas - con ejemplares lenosos - la mayor parte
de los integrantes de las Boletaceae - (Webster & Weber, 2007).

Respecto del Orden Poliporales , considerando su importancia por la cantidad
de especies xilofagas que incluye, sus rasgos salientes son la diferenciacion de basidios
aseptados producidos sobre hifas formando un himenio que tapiza la superficie de los
pequenos poros o tubos que constituyen el himendforo -himendforo poroide - que los
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caracteriza (Webster, 1980; Agrios, 2005; Webster & Weber, 2007; Riley et al., 2014).
Este Orden comprende a los hongos conocidos vulgarmente como poroides o
poliporos, grupo morfoldgico distinguido por su himendforo poroide y por su habito
de crecimiento. Los poliporos constituyen uno de los mayores grupos de hongos
degradadores de la madera - u hongos xildfagos - y son un componente indispensable
de los sistemas boscosos. Por constituir un grupo morfoldgico y no taxondmico,
distintas especies con iguales caracteristicas, pertenecientes a diferentes Ordenes,
forman parte de dicho grupo (Arora, 1986, tomado de Robledo et al., 2003b; Robledo
& Urcelay, 2009). Los poliporos poseen micelio perenne — predominante -, a partir del
cual se originan las fructificaciones -sésiles o pediceladas - en forma anual o bien €stas
pueden ser perennes y cada ano diferenciar un nuevo estrato de tubos - Ej.:
Ganoderma applanatum -. Estos y otros rasgos como la construccion hifal, poseen
importancia taxonomica (Webster & Weber, 2007).

Los hongos xil6fagos deben su nombre a que se alimentan de la madera
previa degradacion quimica o descomposicion ecto-enzimdtica de los componentes
principales - carbohidratos y lignina - en sustancias mds simples, facilmente por ellos
absorbidas y asimiladas (Zabel & Morrell, 1992).

Estos organismos pueden degradar de forma rdpida y eficiente este sustrato
complejo - complejo lignoceluldsico - debido a que su fase vegetativa miceliar
conforma un sistema eficiente de penetracion, digestion externa y absorcion de los
constituyentes del leno. El crecimiento miceliar apical y posterior ramificacion les
permite a estos hongos cubrir en un tiempo relativamente corto la superficie a
colonizar, sumado a que cada extremo hifal es un punto de penetracion y de
importante actividad enzimdtica, mds la capacidad de su cuerpo — talo - de absorber y
traslocar las sustancias que despolimerizan, los convierte en eficientes colonizadores
(Zabel & Morrell, 1992; Schmidt, 2006). En este sentido, Gamauf et al. (2007)
consideran: “..../a descomposicion eficiente de la pared celular de las plantas por los
hongos se debe a su crecimiento hifal el cual provee puntos de penetracion como
tambien a la presencia de un sistema enzimdtico ectocelular altamente especializado
en degradar la pared celular. La descomposicion enzimatica es normalmente sinergica:
enzimas altamente especializadas operan como integrantes de sistermnas multi-
enzimaticos que eficientemente degradan polifneros especificos. Ademds, para la
sintesis y exportacion de estas enzimas un sofisticado sistema de regulacion genetica y
una altamente productiva maquinaria secretora fue desarrollada. Todas estas

caracteristicas determinan que los hongos sean exitosos competidores en sus
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ambientes y los principales agentes de descomposicion en los ambientes terrestres y
acudticos.... .......... en la naturaleza los hongos xiléfagos juegan un importante rol en
el ciclo global del carbono y Nitrdgeno, promoviendo la bio-conversion de la materia
orgdnica (Oses et al., 2006).

Segun se indicd, los hongos xilofagos son unicos debido a su capacidad de
descomponer las paredes celulares lignificadas. Espacialmente, la lignina estd
intimamente interpuesta con las hemicelulosas formando una matriz que rodea a la
celulosa constituyendo una efectiva barrera fisico-quimica a los sistemas de
biodegradacion (Schwarze, 2007).

La degradacion quimica de la madera que producen estos hongos conduce a su
pudricion, desorganizacion del tejido resultante de la descomposicion de los polimeros
estructurales de la pared celular: celulosa, hemicelulosas - en conjunto holocelulosa - y
lignina. De acuerdo al tipo de degradacion que estos organismos causan,
tradicionalmente se reconocen 3 tipos de pudriciones: las blancas, las castanas y las
blandas (Zabel & Morrell, 1992; Schwarze, 2007).

Las pudriciones blancas resultan de la degradacion simultdnea de la lignina,
de la celulosa y de las hemicelulosas o bien de un proceso de delignificacion selectiva
asociada a la descomposicion de las hemicelulosas. Los Basidiomicetes responsables de
este tipo de deterioro son los unicos capaces de degradar completamente la lignina en
CO:2 y H:20, accion llevada a cabo mediante un sistema enzimdtico oxidativo. Estos
organismos ademds pueden superar las dificultades que ofrece la descomposicion de la
madera como lo son el bajo contenido de Nitrdgeno (relacion C:N, aprox. 500:1) y la
presencia de sustancias toxicas (Blanchette et al., 1988; Blanchette, 1991; Blanchette,
1995; Schwarze et al., 1997; 2000a; Gamauf et al., 2007; Schwarze, 2007).

Respecto de las pudriciones castarias, €stas deben su origen a la
degradacion selectiva de la holocelulosa de la pared; la lignina es parcialmente oxidada
y responsable de la coloracion castana que caracteriza y da el nombre a este tipo de
pudriciones (Blanchette et al., 1988; Blanchette, 1991; Blanchette, 1995; Schwarze et
al., 1997; 2000a; Gamauf et al., 2007; Schwarze, 2007).

En referencia a las pudriciones blandas, son producidas por Ascomicetes y
por algunos Basidiomicetes - como facultativos, “facultative soft-rotters” -. En términos
generales, los Ascomicetes responsables de las pudriciones blandas o “soft rot fungi”
colonizan los productos derivados de la madera - madera en servicio - en contacto con
el suelo, provocan la disminucion de sus propiedades de resistencia mecdnica y alteran

parcialmente la estructura de la lignina. Otra particularidad de estos hongos es su
14



capacidad de degradar este sustrato bajo condiciones ambientales extremas -
humectacion extrema del material - situacion que limita la accion de otros xilofagos.

En los drboles en pie vivos el rol mds significativo de los Ascomicetes
responsables de este tipo de deterioro seria el de degradar la base de las ramas
muertas determinando un tipo de poda natural (Butin & Kowalski, 1983, tomado de
Schwarze et al., 1997). Por su parte Ustulina deusta - Xylariaceae, responsable de
pudricion blanca en la zona central del fuste de sus hospedantes - es una especie
reconocida por causar pudricion blanda en las primeras etapas del proceso de
colonizacion y degradacion de drboles en pie vivos. Dicho comportamiento resulta ser
una estrategia de invasion de tejidos con elevado contenido de humedad (Schwarze et
al., 2000a).

En cuanto a las pudriciones blandas producidas por los Basidiomicetes, €stas
resultan de la implementacion de estrategias - bajo la forma de patrones de
colonizacion y degradacion alternativos a los que habitualmente poseen - para salvar
las barreras surgidas del proceso de compartimentalizacion desencadenado por los
tejidos vivos de los ejemplares colonizados - forma de respuesta activa a la infeccion -
0 bien para salvar aquellas barreras pasivas como ser regiones del leno altamente
lignificadas y/o con altos tenores de humedad, como el presente en el tejido xilemdtico
no colonizado - Ej: /nonotus hispidus en Platanus x hispanica y en Fraxinus excelsior -
(Schwarze et al., 1997; 2000a; Schwarze, 2007).

Aspectos ecologicos

1. - Ciclo de vida

El ciclo de vida de los hongos xilofagos — Basidiomycota - comienza con la
germinacion de una basidiospora. Producto de la germinacion se genera una hifa que
con el tiempo origina un micelio regularmente septado - septo simple - y monocariotico
(n) denominado micelio primario. Al poco tiempo, ante la presencia de otro micelio
primario genéticamente compatible, se produce la plasmogamia - por somatogamia - y
como resultado de este proceso de union de citoplasmas y no de nticleos se origina un
micelio secundario, dicarictico - heterocarictico (n + n). El ciclo culmina con la
formacion de un cuerpo fructifero (basidiocarpo) o micelio terciario (n + n).

En el basidiocarpo, puntualmente en el himendforo, se ubica el himenio o
estrato fértil de la fructificacion debido a que en éste se diferencian los basidios y

basidiosporas como también elementos estériles utiles al momento de la
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identificacion de una especie. En el himenio, la ultima c€lula de una hifa generativa se
ensancha y en ella se produce la cariogamia, dando como resultado la formacion de un
probasidio (2n) en el cual por reduccion — meiosis - se originan 4 nducleos (n); en este
estado el probasidio pasa a llamarse metabasidio - probasidio y metabasidio
constituyen estados diferentes de una misma célula -. Los nucleos originados ejercen
presion sobre la pared del basidio hasta que salen y forman su propia pared - es por
esto que las basidiosporas son exodgenas - y sus correspondientes esterigmas. En
cuanto a la reproduccion asexual, es llevada a cabo por oidios y conidios originados a
partir del micelio secundario, el cual ademds origina clamidosporas, pseudoesclerocios
y rizomorfas - estructuras vegetativas de resistencia y/o dispersion - (Webster, 1980;
Webster & Weber, 2007).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de un hongo de k2 madera. Et@pa 1: esporas microscopicas gue se dispersan por
el vientn. Bapa 2: espora que se pone en contacto con la madera y germina. E@pa 3: desarrollo del micelio
primario mono@ridtico dentro de la madera. Etapa 4: |as hifas de micelios de distinta polaridad se conjugan
¥ e nuevo micelio pasa a tener dos nideos (micelio secundario dicaridbico). Efapa 5 desarrollo del
basidiora o aerpo de frudifi@cion (el micelio que lo constituye se denomina terciario). Etapa & en el
himendforo del basidioma se producen |as esporas que seran dispersadas ¥ colonizardn nuevos sustratos
lefiosos (tomado de Robledo & Urcelay, 2009).

2. -Estrategias de colonizacion del sustrato

Los hongos xiléfagos — Basidiomycota - se dispersan y llegan al sustrato bajo la
forma de esporas o como micelio migratorio (Boddy, 1992) y una vez en €l se
establecen mediante alguna de las siguientes estrategias de colonizacion: pudricion del
duramen o “heart rot” patogenesis activa (“active pathogenesis”), oportunismo
especializado (“specialized opportunism”), tolerancia a la desecacion (“desiccation

tolerance”) y oportunismo no especializado (“unspecialized opportunism”) (Rayner &
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Boddy, 1988). En esta etapa, la disponibilidad de sustancias fdcilmente asimilables
como azucares solubles, lipidos y péptidos son criticas para el establecimiento (Boddy
& Rayner, 1983).

Los hongos que pudren el duramen ingresan principalmente bajo la forma de
esporas via heridas ubicadas en troncos y ramas o bien como micelio que penetra a
través de raices heridas o enfermas. En ambos casos las lesiones son lo
suficientemente grandes como para poseer este tipo de tejido. Estos xiléfagos poseen
una estrategia de colonizacion estrés-tolerante la cual consiste bdsicamente en su
capacidad de crecer y causar degradacion en dicha zona del leno carente de células
vivas - y por ello sin inducir en el hospedante algun tipo de respuesta a fin de limitar
Su propagacion -, con bajo contenido de humedad y con una fase gaseosa
relativamente grande y en muchos casos con alta concentracion de
extractivos/extraibles antifuingicos.

La patogénesis activa estd estrechamente vinculada a un alto potencial de
indculo, a la produccion de enzimas pectinoliticas como también implica un
comportamiento necrotrdfico. Los mecanismos de este tipo de estrategia incluyen la
infeccicn ectotrdfica 3 de rafces, la infeccion de heridas y la produccicn de cancros.

El oportunismo especializado estd asociado a hongos que colonizan
sustratos en los que se ha producido una disminucion de la tension microambiental -
remocion de agua en el xilema funcional y desarrollo de una fase gaseosa - causada
por factores independientes a ellos - sequra, infeccion por otros patdgenos, entre otros
-. Estos patogenos se pueden establecer en la albura desde el interior de la corteza en
la cual se encuentran en forma latente, mediante insectos vectores o via
discontinuidades de la corteza.

La tolerancia a la desecacion implica la colonizacion y persistencia del
micelio fungico en las partes secas de un drbol y la recuperacion de su actividad bajo
condiciones de humedad. Dicha estrategia estd relacionada con la inaccesibilidad de
agua en el leno producto de un bajo potencial agua y a la aparente imposibilidad de

muchos Basidiomicetes xilofagos de crecer en estas condiciones.

® Incluye el desarrollo de un extenso micelio fuingico sobre la superficie de un
hospedante, previo al proceso de penetracion; es una forma de lograr una cantidad
importante/extensa y efectiva de indculo con la cual se asegura matar a las c€lulas del
hospedante (corteza externa y cambium) y de este modo poder penetrar (Rayner & Boddy,
1988).
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Por su parte, el oportunismo no especializado involucra la colonizacion de
la albura a traves de heridas superficiales o profundas lo cual conduce al aumento del
disturbio y consecuentemente a la disminucion de la tension en dicha zona del leno -
tejido danado e introduccion de una fase gaseosa en €l -. De acuerdo con la teoria de
la sucesion, la asociacion con bacterias y hongos distintos a los Basidiomicetes es
esencial para el establecimiento de los Basidiomicetes xildfagos.

La mayoria de los hongos xiléfagos atacan el duramen de los drboles en pie
vivos: pudriciones del duramen o “heart rot”. La tolerancia de estos hongos a los bajos
contenidos de humedad * los convierte en eficientes colonizadores. En el duramen,
ademds, factores como la alta tension de oxigeno y la ausencia de algun tipo de
mecanismo de defensa activo contra la colonizacion y degradacion fungica -
compartimentalizacion, Shigo & Marx, 1977 - favorecen el desarrollo de la pudricion en
esta region del drbol (Schwarze et al., 2000a; Schwarze, 2004).

A menudo el establecimiento de dichos hongos puede implicar mecanismos de
patogénesis activa. Un ejemplo lo constituyen las afecciones del duramen de la base
del tronco causadas por Heterobasidiun annosumy Armiflaria. Las mismas se originan
a partir de una infeccion ectotrdfica de raices ya que las heridas que exponen el
duramen raramente se presentan en esta region del drbol.

Ante la ausencia de una herida otro modo posible de establecimiento en el
duramen es via oportunismo especializado. Esta estrategia involucra la incorporacion
de patdgenos que permanecen en forma latente en la albura de ramas intactas - Ej.
Stereum gausapatum se establece en la albura de Quercus spp. por medio de la
mencionada estrategia de colonizacion y desde alli se incorpora al duramen - o bien
implica la incorporacion de aquellos que permanecen en restos de ramas pequenas -
ramas muertas - que son incluidas con el crecimiento en espesor del tronco - Ej.
Echinodontium tinctorium en Tsuga heterophylla, Rayner & Boddy, 1988; Phellinus
andinopatagonicus en Lenga, Rajchenberg, 1998 -.

Las pudriciones del duramen no interfieren en la fisiologia de sus hospedantes,

de modo que los individuos afectados pueden presentar una apariencia sana y, en

* El contenido de humedad -CH- minimo de la madera debe ser el equivalente al punto
de saturacion de las fibras - p. s. f.- el cual, si bien es variable entre las especies, en términos
generales se corresponde con el 25% - 30% respecto de su peso seco, por debajo de este valor
las esporas no germinan; el CH dptimo se ubica en el rango 40% — 80% (Findlay, 1967; Zabel
& Morrell, 1992)
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consecuencia, no manifestar sintomas hasta etapas relativamente avanzadas de
degradacion. En etapas avanzadas las evidencias de que algun tipo de pudricion estd
ocurriendo son: presencia de fructificaciones y/o micelio, necrosis y hundimiento de la
corteza de troncos y ramas, abultamientos en la base de troncos, presencia de
cancros, entre otras. Una excepcion la constituye la pudricion en drboles en pie
causada por Aretzschmaria deusta. La deteccion de este patdgeno es dificultosa debido
a que sus fructificaciones — ascocarpos - son inconspicuas y a que los drboles enfermos
no presentan los tipicos sintomas de abultamiento en la base del tronco (Schwarze,
2007). Otra forma de detectar la presencia de degradacion es a partir de la
visualizacion de la madera podrida, expuesta a través de heridas de origen natural —
desrame - o como producto de podas o el quiebre y vuelco de los drboles (Boyce,
1961; Schwarze et al., 2000a; Thero et al., 2007).

En algunas especies arbdreas la degradacion del duramen puede ser limitada
por un tipo de defensa pasiva como lo es la presencia de extractivos fungitoxicos
(Schwarze et al., 1997). En este sentido, los extractivos del duramen pueden ser
considerados como responsables de la resistencia de la madera a la degradacion —
durabilidad - por ciertas especies. Ademds, éstos pueden actuar como determinantes
de la/s especie/s de hongos capaces de colonizarlo, ya sea porque dichas especies son
tolerantes a los mismos - Ej. Tyromyces amarus sobre Calocedrus decurrens; S.
sanguinolentum sobre Abies balsamea, Laetiporus sulphureus es reconocido por ser
detoxificador de las sustancias fendlicas contenidas en el duramen - o porque los
extractivos promueven el crecimiento de las mismas - Ej. los extractivos de Ulmus spp.
promueven el crecimiento de Pleurotus corrnucopiae, Lyophyllum ulmarium 'y
Rigidoporius ulmarius -. De este modo, los extractivos determinan un tipo de
selectividad hacia los “heart rot fungi” (Rayner & Boddy, 1988; Boddy, 1992).

En cuanto a la albura, pocas especies de hongos son capaces de degradarla. En
este tejido, el alto contenido de humedad y el bajo tenor de oxigeno actuan como
barreras efectivas a la entrada y crecimiento de la mayoria de los hongos xilofagos
(Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al., 2000a). Ademds, ante un dafo o infeccion
fungica los tejidos son compartimentalizados (Modelo CODIT, Shigo & Marx, 1977).

En relacion al establecimiento de los hongos xilofagos en la albura, algunos
patdgenos pueden acceder a este tipo de tejido via patogénesis activa. Un ejemplo lo
constituye H. annosum en Pinus spp: el patdgeno mata las raices de su hospedante
por infeccion ectotrdfica; Hypoxylon mammaturm, patogeno de Populus tremuloides:

este hongo origina cancros en su hospedante y de este modo vias de acceso a la
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albura. Schizopora paradoxa puede colonizar y degradar la albura de distintas especies
de Quercus mediante dicha estrategia de colonizacion. Ciertos hongos responsables de
la pudricion del duramen pueden atacar la albura y provocar su muerte asistido por
este mecanismo - Phellinus spp. e Irpex molfis -. Para las especies con esta estrategia
de colonizacion, el establecimiento de un alto potencial de indculo en el tejido danado,
la tolerancia a situaciones de estrés y la capacidad de dispersarse destructivamente
dentro de la albura constituyen ventajas competitivas adicionales.

En la albura, los hongos xiléfagos también se pueden establecer mediante la
estrategia oportunismo especializado. En este sentido, la colonizacion de drboles en pie
por distintas especies de Hypoxylon esta frecuentemente asociada con factores
predisponentes como la sequia y la infeccion del sistema radical.

Por lo expuesto, los indicios de que algun tipo de degradacion estd ocurriendo
en la albura incluyen: presencia de cancros, de heridas localizadas pequenas, tanto
superficiales como profundas en ramas y troncos, descortezamientos localizados,
muerte de plantas o reduccion en su crecimiento, necrosis radical, perforaciones
producidas por insectos taladradores, entre otros (Rayner & Boddy, 1988; Boddy,
1992; Schwarze et al., 2000a).

3. - Grupos funcionales

Segun se indico, los Poliporales — Basidiomycota - son los principales
degradadores del tejido lenoso - la mayor parte de los hongos xiléfagos pertenecen a
este Orden; la mayoria de las especies que lo integran producen la degradacion total
de la madera -. Como tales, estos hongos liberan el carbono fijado durante la
fotosintesis - almacenado bajo la forma de celulosa, hemicelulosas y lignina - como
también otros nutrientes presentes en dicho sustrato, que son de este modo
incorporados al suelo (Oberwinkler, 1994; Alexopoulus et al., 1996, tomados de
Urcelay & Robledo, 2004). De acuerdo con esto, los poliporos son considerados como
una unica entidad funcional - degradadores de madera - conformada por especies que
pueden degradar distintos tipos y/o estados de la madera - fustes vivos, muertos en
pie o volcados, ramas de diferentes didmetros, entre otros - diferencias consideradas
como “distintivas caracteristicas funcionales” (Rayner & Todd, 1979; Renvall, 1995;
Hoiland & Bendiksen, 1996, tomados de Urcelay & Robledo, 2004). Las especies de
poliporos que degradan la madera de drboles en pie vivos, son denominadas pardsitas
y aquellas que degradan la madera de drboles muertos o bien partes muertas de

drboles vivos son denominadas saprobias (Oberwinkler, 1994, tomado de Urcelay &
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Robledo, 2004). Urcelay & Robledo (2004), en base a un estudio de los poliporos
presentes en madera de Alnus acuminata - frecuencia relativa - plantea la posibilidad
de definir tres grupos funcionales: a.- conformado por especies capaces de colonizar y
degradar fustes de drboles en pie vivos como también por presentar su mayor
frecuencia de fructificacion sobre troncos muertos de grandes didmetros - rango de
didmetro medio, en cm: 29.3-49.1 - y por ello considerados como pardsitas
facultativas; b.- grupo constituido por especies con mayor frecuencia en muestras
muertas - principalmente tocones y troncos -; c.-reune a las especies siempre
asociadas a troncos muertos y principalmente a ramas muertas de didmetro medio
intermedio a pequeno - 1.9 - 27.0 cm ; estos 2 ultimos conformado por especies
consideradas saprobias.

Por su parte, Schwarze (2004) clasifica a los hongos que degradan la madera
de los drboles en pie vivos en 2 grupos en funcion de la parte del drbol por ellos
afectada. De acuerdo con ello, un grupo incluye a los responsables de las pudriciones
de raices; dentro de este grupo ademds distingue especies que frecuentemente se
presentan en raices y especies responsables de las pudriciones de raices y base de
fuste. Este grupo de xildfagos afecta la estabilidad de los ejemplares, pueden parasitar
el cambium del sistema radical o bien permanecer dentro del xilema central. El
segundo grupo reune a las especies responsables de las pudriciones de los sectores
altos de un ejemplar, poniendo en riesgo la resistencia a la fractura - la disminuyen -.

Debe tenerse en cuenta que dicha clasificacion no es estricta; un hongo puede
usar diferentes estrategias de colonizacion sobre diferentes hospedantes o bien
consecuencia de que sus estrategias de colonizacion son naturalmente diversas: Ej.:
Laetiporus sulphureus considerado como patdgeno de fuste puede también destruir la
madera de las raices; G. resinaceurn permanece por debajo del nivel del suelo cuando
coloniza a ejemplares de roble mientras que en dlamo se desarrolla a distintas alturas
del fuste.

Asimismo, tradicionalmente los poliporales como también el resto de los
Basidiomicetes degradadores de la madera - entidad funcional - son clasificados en 2
grandes grupos definidos por el tipo de pudricion que originan: hongos de pudricion
blanca y hongos responsables de pudricion castana (Riley et al., 2014). Segun se
indicd, las pudriciones blandas son producidas por Ascomicetes y en menor medida por
Basidiomicetes y, en este dUltimo caso como una forma/estrategia alternativa de
colonizacion y degradacion fungica a fin de superar las barreras que ofrece el sustrato

- como “facultative soft-rotters” - (Schwarze et al., 2000a).
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Caracteristicas de importancia para la identificacion de los hongos xil6fagos

1. - Aspectos morfoldgicos de la fructificacion

Las caracteristicas macro y microscopicas de la fructificacion de los hongos
xildfagos constituyen un aspecto importante para su identificacion (Robledo & Urcelay,
2009). Los caracteres a considerar al momento de iniciar la identificacion de una

especie son:

1.1 Nivel macroscoépico

Forma: en términos generales las fructificaciones pueden ser estipitadas — con pie - 0
sésiles. En cuanto a las estipitadas, el pie puede tener ubicacion central, lateral o
excéentrica. Respecto de las s€siles, pueden ser demediadas anchamente adheridas al
sustrato, adheridas en un punto como tambiéen flabeliformes. En corte longitudinal los
basidiomas s€siles pueden ser aplanados, incurvados, ungulados, abungulados,

imbricados, triqueros, resupinados, efuso reflejos o pendientes (Figura 2; Fotos 1 a 4).

Fotos 1 a 4: Morfologia del basidioma, algunos ejemplos, Foto 1: basidioma estipitado, pie excéntrico,
Fotos 2 3 4: basidiomas sésiles. Foto 2: demediado, anchamente adherido al susirato. Foto 3: demediado
adherido por un punto. Foto 4: flabeliforme, imbriado (MMurace, 2018).
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Figura 2. Morfologia del basidiorma. Basidiomas estipitados. A: pie central. B: pie excéntrico. C.: pie kteral.
Basidiomas sésiles en vista superior. D-E; semidrcular o demediado. F: flabeliforme. Por punto de adhesidn.
D: anchamente adherido. E-F: por un punto. G: pendente. Basidiomas sésiles en corte longitudinal. H:

aplanado. I convexo. J: ungulado. K: obungulado. L-N: triquetros. O: resupinado. P-Q: efuso-reflejos, R:
imbricado (Tomado de Robledo & Urcelay 2009).

Tamano: las fructificaciones se miden en tres dimensiones: largo (A), ancho (B) y alto
(C) cuyos valores son expresados en centimetros (cm) y siempre estdn referidos al
valor maximo que cada dimension puede alcanzar (Fotos 5 a 7).

Fotos 5 a 7: Dimensiones de una fruchficacion. Foto 5: aspeco

generzl. Foto & largo (A); ancho (B). Fobo 7: attura de |z fructficacion
(C) (MMurace, 2018).
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Pileo: la textura del pileo es otro rasgo de importancia y queda definida por el
desarrollo de pelos en su superficie. En este sentido, se pueden diferenciar texturas
glabras - superficie sin pelos - o bien superficie con pelos. Cuando la superficie del
plleo es glabra, puede ser lisa brillante u opaca, presentar irregularidades como
pequenas verrugas o tener una cubierta muy dura denominada laca. En referencia a la
superficie con pelos, recibe diferentes denominaciones de acuerdo al largo y densidad
de los mismos: pubescente, velutinosa o hispida, vilosa, tomentosa, hirsuta (Figura 3;
Fotos 8 a 11). El color y la zonacion de la superficie del pileo tambi€n deben tenerse en
cuenta. La zonacion puede estar dada por variaciones en el color de la superficie del
pileo o de la pilosidad que a su vez se traduce en variaciones de color por la reflexion
diferencial de la luz; por lo general la zonacion es concéntrica teniendo como centro el

punto de adhesion al sustrato.

E

Figura 3. Diferentes texturas de k3 superficie del pileo. A: glabra.
B: pubescente. C: velutinosa a hispida. D: vilosa. E tomentosa. F:
hirsuta (tomado de Robledo & Urcelay, 2009).

Fotos 8 a 11: Texturas del pileo, algunos gjemplos. Fotos 83 10: glabras, zonadas y verrucosas. Fomo 8:
brilante. Foto 9: opa@. Foto 10: dura (laca), con resquebrajamiento radial. Foto 11: pubescente, hirsuta
(MMurace, 2018).
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Margen: en una fructificacion, el margen es la zona de activo crecimiento y constituye
el borde de la misma; es el limite entre los poros y la superficie del pileo. Por lo general
su color y textura es muy diferente a la superficie del pileo; en corte longitudinal su

forma puede ser aguda o redondeada/obtusa (Figura 4, A1y A2; Fotos 12 a 15).

Fotos 12 a 15: Margenes de una fructificacidn, algunos ejermplos (MMurace, 2018).

Poros (en caso de presentarse): la forma, el tamano y el color de los poros es otro
rasgo de importancia. La forma puede variar de circular a angular; en ocasiones se
fusionan generando un poro irregular de aspecto sinuoso o dedaloide (Fotos 16 a 18),
fenomeno que puede llegar al extremo de adquirir forma de ldminas. En cuanto al
tamano, se refiere al nimero por milimetro (mm); para los poros transformados en
ldminas se considera el ndmero por cm. En referencia al color puede cambiar en
funcion del d@ngulo desde el cual se miren como también al contacto con algun

elemento.
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Fotos 16 a 18: Poros, tipos. Foto 16: ciraulares. Foto 17: irregulares. Foto 18: laberintiformes (MMurace,
2018)
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Contexto: es la zona que estd entre la superficie del pileo y los tubos. El color del
contexto es una caracteristica importante al igual que la zonacion - bandas de diferente

color -. Otro rasgo importante es la medida que alcanza en la base del basidioma.

Capa de tubos (para poliporos): es la zona por debajo del contexto que termina en
los poros; cada tubo termina en un poro; los tubos estdn tapizados por el himenio -
empalizada de elementos fértiles y estériles -. La capa de tubos permite identificar la
estrategia de fructificacion de los hongos poroides. En este sentido, se reconocen
especies con estrategia de fructificacion anual, es decir, producen una fructificacion por
ano y, consecuentemente, una capa de tubos; las especies perennes desarrollan una
fructificacion persistente con capas de tubos que se generan y van superponiendo ano
tras ano. En las fructificaciones perennes, las capas de tubos superpuestas pueden ser
indistintamente estratificadas; solo puede observarse una variacion en el color y
micelio en el interior de los tubos mds viejos. En oposicion, las capas de tubos pueden
verse notablemente estratificadas con o sin desarrollo de contexto entre capa y capa.
Al igual que para el contexto, se deben considerar color y grosor, este ultimo medido

desde la base de la fructificacion (Figura 4, B1y B2).
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Figura 4. A: mdrgenes. Al: agudo. A2: redondeado. B: capa de tubos. B1: uniforme,
no estratificada, de basidioma anual. B2: notablemente estratifi@dos de basidioma
perenne {tomado de Robledo & Urcelay, 2009).

Himenoforo: porta el himenio o empalizada que, en los poliporos, por ejemplo, tapiza
la superficie interna de los tubos. El himenio posee estructuras fértiles — basidios - y
estériles - setas, cistidios, entre otros - cuyos rasgos morfo-biométricos poseen valor
sistemadtico. El himendforo puede ser: liso, dentado, laminar o poroide - tipico de los

poliporales — (Fotos 19 a 21).
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1.2  Nivel microscdpico

Tipos hifales: los basidiocarpos estdn constituidos por hifas generativas en algunos
casos asociadas a hifas esqueletales, a esqueleto-ligadoras o bien a ligadoras. Las
hifas generativas son unidades vivas, en continua division, septadas, con septos
fibulados o simples y pared delgada o bien gruesa. Estas hifas son las unidades bdsicas
de la fructificacion ya que originan a los basidios y restantes tipos hifales y a causa de
ello siempre estdn presentes. Hifas esqueletales: hifas muertas, de pared
engrosada, lumen estrecho, rectas y escasas o ausentes ramificaciones. Hifas
ligadoras: hifas muertas, de pared engrosada, muy ramificadas; €éstas unen y dan
cohesion a los elementos constituyentes del basidioma. Hifas esqueleto-ligadoras:
hifas muertas que combinan caracteristicas de las hifas esqueletales y de las ligadoras;

poseen una seccion sin ramificaciones y otra profusamente ramificada.

Sistema hifal: se denomina sistema hifal a la combinacion de los distintos tipos de
hifas posibles de presentarse en una fructificacion y es considerado un cardcter de
importancia a la hora de identificar especies. El sistema hifal puede ser monomitico,
dimitico y trimitico. El sistema monomitico estd formado solo por hifas generativas
de septos simples o bien fibulados. El sistemma hifal dimitico estd compuesto por
hifas generativas y esqueletales; hifas generativas y esqueleto-ligadoras o bien
generativas y ligadoras. El sistema hifal trimitico estda formada por hifas
generativas, esqueletales y ligadoras. La constitucion del sistema hifal muchas veces se
refleja en la consistencia de la fructificacion. En términos generales las fructificaciones

di y trimiticas suelen ser mds duras, pesadas y consistentes que las monomiticas.

Basidios: es la célula terminal de una hifa himenial. En esta c€lula ocurre la meiosis
nuclear que originard a las esporas — basidiosporas - a partir de proyecciones
denominadas esterigmas. Por lo general son clavados y para su estudio se consideran

sus medidas en alto y ancho madximo.
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Esporas: las esporas son las estructuras de dispersion de los hongos. Estas se
originan con la division meidtica del nucleo del basidio y son consideradas un cardcter
taxonomico importante en la clasificacion de los hongos. Si bien muchas especies
pueden ser determinadas sin observar las esporas, en otras las esporas son
prdcticamente el unico cardcter distintivo por lo que su observacion y caracterizacion
se torna indispensable para la identificacion. Las esporas varfan mucho en forma,
tamano, color y grosor de las paredes que a su vez pueden tener distintos tipos de
ornamentaciones (Figura 5). El tamafo de las esporas se expresa en micrones (um) de

largo por ancho.

Figura 5. Esporas. A ganoderrmatoides, frun@das wn dos paredes inferconeciddas por pilares. B:
glipsoides, Lisas, de pared delgada. C: globosas, lisas, de pared gruesa. D: alantoides, lisas, de pared
delgada. E: olobosas, lisas, de pared delgada. F, L: dlindri@s, lisas, de pared delgada. G: dlindricas,
estrigdas, de pared delgeda. H: elipsoides, de pared gruess, con poro germirgtivo. I sub-globosas, lisas,
de pared gruesa. J: fTuncadas, lisas, de pared gruesa, con poro germinativo apical. K elipsoides, lisas, de
pared gruesa, oon un l2do plano (omzdo de Robledo & Urcelay 2009,

Cistidios: los cistidios son hifas terminales modificadas, estériles, generalmente
dispuestas en el himenio. Pueden tener distintas formas y caracteristicas como la

presencia o ausencia de cristales en la superficie, entre otros.

Setas: son un tipo especial de cistidio, caracteristicas de numerosas especies del
Orden Hymenochaetales - todo poliporo que posea setas pertenece a este orden -. Las
setas son hifas terminales de paredes muy engrosadas y de color castano oscuro y por
lo general forma de flecha - con dpice agudo -. Dependiendo de su ubicacion, éstas

pueden ser himeniales o tramales. En cuanto a su forma, pueden ser rectas,
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ventricosas, ventricosas con base bulbosa, hifas setales - tan largas como una hifa;

generalmente se encuentran en los tubos -.

Clamidosporas: esporas de origen asexual que se forma a partir de fragmentos
hifales. Las paredes de estas esporas generalmente son muy engrosadas y, a causa de
ello, funcionan como estructuras de resistencia, ademds de constituir una de tantas
otras formas de dispersion. Algunas especies desarrollan fructificaciones especiales

para la produccion de clamidosporas denominadas clamidocarpos.

Otro aspecto importa a nivel microscdpico para la identificacion de los hongos
es la reaccion, manifestada con cambios o no en el color de las esporas, basidios,
cistidios, hifas, al ser montadas en el Reactivo de Melzer (IKI) y en Azul de algodon. De
acuerdo con ello, dichas estructuras montadas en IKI se consideran dextrinoides
cuando viran al rojo, amiloides cuando viran a azul o bien IKI- si no reaccionan. Por su
parte son consideradas ciandfilas si viran a azul cuando son montadas en Azul de

Algodan.

2. - Caracteristicas culturales

Para la identificacion de los hongos que causan pudricion en las maderas, la
técnica de Nobles (1948; 1958; 1965) es la mds conocida y tradicionalmente aplicada
si bien existen otras con procedimientos similares (ej: Stalper, 1978; Nakasone, 1990).
La metodologia de Nobles se basa en el estudio de cultivos puros que se desarrollan en
medio agar extracto de malta (AEM) a temperatura ambiente durante 6 semanas. De
acuerdo con esto, semanalmente, las caracteristicas culturales a considerar a los fines

de la identificacion son las siguientes:

Velocidad de crecimiento: para su valoracion se toma el didmetro de la colonia o
el radio de la misma, segun el indculo se halla sembrado en el centro o en el borde de

la caja, respectivamente.

Color: se describe el color de la mata miceliana de acuerdo con una clave de colores.

Olor: esta es una determinacion subjetiva, basada en olores conocidos.

Aspecto del reverso de la caja: en este caso se considera la variacion del color del

agar por la presencia de hifas pigmentadas o sustancias liberadas por el inoculo.
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Borde: para su caracterizacion se tiene en cuenta como se define el limite de
crecimiento en cuanto a forma y posicion del micelio. Los términos usados para
describir la zona de crecimiento son los siguientes: regular, margen liso, sin
irregularidades; festoneado, margen dentado, ondeado, al menos con entradas;
sumergido, micelio que crece a través del agar, debajo de su superficie; postrado,
micelio que crece adherido a la superficie del agar; en muchos hongos es el primer
estado antes de ser a€reo; erecto, formando una elevacion sobre el agar; difuso, en

este caso es casi imposible establecer la verdadera forma del margen.

Topografia y textura de la capa miceliana: agamuzada, suave, textura de
gamuza suave; algodonosa; micelio erecto (3 a 5 mm) dispuesto en todas direcciones;
costrosa, formando una costra, por lo general de color oscuro; afejpada, hifas cortas,
finas, frecuentemente erectas, diseminadas laxamente; farindcea, superficie
pulverulenta, harinosa; afieltrada, micelio algodonoso o lanoso que se entremezcla a
manera de mata; flocosa, pequenos manojos sobre el agar de micelio lanoso o
algodonoso, como flecos; /acunosa, micelio aéreo cubierto con puntuaciones o
depresiones; plumosa, manojos de micelio con un eje central a partir del cual se
desprenden radialmente hifas largas o grupos de hifas a menudo dispuestas en forma
de abanico; sedosa, con hifas o grupos de hifas largas, paralelas, mds o menos
postradas, semejantes a seda peinada; sub-afieltrada, con micelio apretado al agar
formando una mata delgada a menudo escasamente visible; aterciopelado, con una
capa de micelio que consiste de distintos tipos de hifas rectas, erectas, densamente
dispuestas, formando una trama como el terciopelo; /anosa, con micelio compuesto de
hifas o grupos de hifas bastante largas, algo agrupadas, para formar una superficie
semejante a la textura suave de una ropa de lana; empapada, micelio que parece
mojado, generalmente es apretado; vellosa, hifas en forma de pelos cortos y finos,
esparcidos flojamente por toda la superficie del medio; aracnoide, hebras micelianas
largas, tenues, enredadas, que no son suficientemente gruesas para ser lanosas o

afelpadas, ni suficientemente cortas para ser vellosas.
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Reaccion para detectar oxidasas extracelulares

Una de las formas de llevar a cabo esta determinacion es mediante la “reaccién
de oxidasas” propuesta por Bavendamm en el afio 1928. Este autor, a partir del
estudio de unas pocas especies xilofagas, determino que las responsables de pudricion
blanca formaban una zona de difusion oscura - o corona - bajo su micelio cuando
crecian en medio con dcido gdlico o tdnico, producto de la oxidacion de los mismos.
Anos mds tarde Campbell (1938) comprueba lo mismo para especies de Fomes y
posteriormente Davidson et al. (1938) la prueban y confirman sobre un ndmero mucho
mayor de especies - 202 y numerosas repeticiones -. Dicha reaccion aun vigente
(Nakasone, 1990), dada a conocer principalmente a traveés de las publicaciones de
Nobles (1958; 1965) se lleva a cabo en agar extracto de malta mds el agregado de
pequenas cantidades de alguno de los dcidos mencionados. Al cabo de una semana de
incubacion, la presencia de la zona de difusion sobre el medio de cultivo conteniendo el
indculo fungico indica la formacion de oxidasas extracelulares (reaccion +); su
ausencia (reaccion negativa -) indica la falta de las mismas (Fotos 22, Ay B; 23, Ay
B). Debido a que muchos hongos responsables de pudricion blanca no reaccionan del
mismo modo sobre el medio conteniendo uno u otro dcido, ambos deberian ser usados
al momento de determinar el tipo de pudricion producida por una cepa. La presencia
de oxidasas extracelulares tambi€n puede ser determinada mediante guayacol-(o goma
de guacayo -; en este caso la diferenciacion de una coloracion azul sobre la mata
miceliana, las fructificaciones - carpdforos, basidiomas, basidiocarpos - y las maderas
podridas frescas indica la presencia de dicho sistema enzimdtico (Deschamps & Wright,
1975).

Fobos 22 y 23: Reaccion de oxidasas. Fotos 22, en dcido gdlico. Foto 22 A: positiva. Foto 22 B: negativa.
Fotos 23, en addo Enico. Foto 23 A, positiva. Foto 23 B, negativa (MMurace, 2018)
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Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:
e ldentificar y enumerar los sintomas y signos presentes en los ejemplares

arbdreos afectados por pudriciones.

e Determinar sistemdticamente los hongos xildfagos causantes de dichas

pudriciones.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de muestreo

La ciudad de La Plata (34°56’00”S 57°57'00”0) es la cuarta ciudad de Argentina
con mayor ndmero de habitantes (aproximadamente 753.378). Se encuentra a 26
m.s.n.m. y posee una superficie de 893 km2. Respecto de su clima, es templado; la
temperatura media anual (ma) de aprox. 16,3 °C, la precipitacion ma de 993 mmy la
intensidad ma de los vientos llega a los 12 km/h, siendo predominantes aquellos del
Este, Noreste y Suroeste. Por su cercanfa al Rio de La Plata, la humedad es elevada
(80% ma). En cuanto su patrimonio forestal, es conocido el rol esencial de los drboles
dentro del diseno urbano dados los muiltiples beneficios ambientales, paisajisticos y
socio-culturales que aportan a las ciudades (Urcelay et al., 2012). En este contexto,
una de las particularidades que destacan a la ciudad de La Plata desde su €poca
fundacional - ano 1882- es su arbolado publico, pese a la notable regresion en
diversidad y numeros de ejemplares identificada principalmente desde fines del siglo
XX. La presion demogrdfica y la infraestructura que ello demanda afectaron
negativamente la composicion del arbolado de los espacios publicos de esta ciudad, al
igual que su deficiente manejo ya sea por parte del Estado como por particulares
(Municipalidad de La Plata, 1983; Delucchi et al., 1993). Segun datos publicados en el
ano 1982 por la Municipalidad de La Plata - unicos disponibles a la fecha -, resultantes
del censo de nuimero de ejemplares por especie presentes en los espacios urbanos
publicos - parques, plazas, ramblas y calles -, por ese entonces la ciudad poseia cerca
de 65.000 drboles, siendo las especies predominantes el fresno americano, tilo,
paraiso, pldtano, arce y acacia bola, dominancia que se presenta al dia de hoy

(Marquina com. pers.).

Material de estudio

En su mayor parte, el material objeto de estudio provino de las especies
consideradas como las mds representativas del Patrimonio Forestal de los espacios
publicos de la Ciudad de La Plata y alrededores - principalmente arbolado de vereda y
en menor medida parques - por lo tanto, en su totalidad expuestas a algun tipo de

disturbio/intervencion humana.
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Se trabajo con individuos que manifestaron evidencias de pudricion. Las
evidencias consideradas durante el muestreo fueron la presencia de madera podrida en
drboles en pie y volteados - producto de un evento climdtico o a fin de su extraccion,
muestreo oportunista - y la de basidiocarpos - en su totalidad considerados indicadores
directos de este tipo de deterioro - (Tabla 1). Fueron muestreados hasta 3 ejemplares
por especie con iguales signos y sintomas, particularmente entre los meses de
diciembre y mayo durante los anos en que se realizo esta investigacion. De acuerdo
con esto, el muestreo fue dirigido y se considera acorde - especie y ndmero de
ejemplares contemplados - con el objetivo planteado. Al momento de la recoleccion,
ademds se tuvo en cuenta la localizacion de la pudricion y/o basidiocarpos - copa,
fuste, raiz; albura, duramen - como tambi€n la presencia de algun otro tipo de
anormalidad en los individuos - hundimientos, abultamientos, cancros, heridas de poda
y su tamano aproximado o lesiones de otro tipo: vandalismo, carteles, cestos de
basura, vehiculos, construcciones, etc. -, condicion del ejemplar - vivo, muerto, con
evidencias de falta de vigor: copa rala, clorosis, aspecto y tamano de las hojas -,
ataque de insectos, entre las mds importantes, muchos de los cuales forman parte de
los aspectos a considerar en el marco de un VTA (“Visual Assessment of the Tree”)
(Thero et al., 2007; Robles et al., 2011).

34



Tabla 1. Ejemplares muestreados (especie), condicion y evidencias de pudricion.

Condicion

signo y sintomas observados

Acer negunda L.

“arce”

A sacchannum L.

"srce plateado, arce sacaring™

Celtis australis L.

"almez"

Eucalyptus globuis Labill.
E. fareticornis Smith

“eucaliptos”

Fraxinuz excelzsior "Aurea” L

“fresno dorado”

Fraximus pennsylyanica Marsh,

“fresno americana”

Ligustrum fucidum W.T Atan
“ligustra”

Melia azedarach L

'baraisa”

Platanus x acerifoliz
Blitana”

Populus albs L,

"dlama blanco”

Popuilus sp,

Prunus cerssifera var. pissardii(Carrigra) Koshne
(= P. pissardi)

“Giruelo”

Quercus robur L.

“roble europea”

Robinia pseudpacacia L.

‘acacia”

Sslirsp.

"sauce”

Tilia x viriclis (Bayer) Simank. subsp moitkei (Dippel) Xifrada

“tila moltkei”

ajemplares en pie muertos y vivos {ramas musrtas; en general faltos d vigor)

micelia en madera podrids expuests; basidiocarpes

ejemplar &n pie viva

basidiocarpos

sjemplar 2n pie viva

basidiocarpes

ejemplares 2n pie vivos (vigorosos o no), volcados, tocones

micelic en madera podridz expussta; basidincarpos

ejemplar en pie muerto

basidiocarpas

ejemplares en pie vivos
micelio 2n madera podrida expuests
basidiocarpos

ejemplzres en pia vivos y musrtos

basidiocarpes

ejemplaras en pie vivos y volcados

miczlio en madera podrida expuesta

ejemplaras en pia vivos

basidiocarpes

ejemplar en pie viva
micalio an madera podrida axpussts

basidiocarpos

ejemplares en pie vivos
madera podrida expuesta
basidiocarpos

efzmplar en pie vivo

basidiocarpos

=jemplar volcade
i

micelia en maders pedrida expuesta b

sjemplares en pie vivos
micelio en madera podrida expuests

basidiocarpes

ejemplares en pie vivos, muertos y ejemplares volcados
micalio en madera podrida expuesta

basidiocarpes

&jemplares en pie vives, musrtos y ejemplares volcados (ramas)
basidiocarpos

micelio en madera podrida expuests
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El material objeto de estudio - madera podrida y/o basidiocarpos fue obtenido
con navaja, serrucho, formon y maza. En cuanto a los basidiocarpos, su recoleccion
fue realizada cuidando de separarlos del sustrato lo mds completos posible. Cada una
de las fructificaciones fueron utilizadas para la obtencion de cultivos y posteriormente,
estudiadas macro y microscopicamente. Las maderas con evidencias de pudricion

tambien constituyeron fuentes de indculo para la obtencion de cultivos.

1. - Obtencion de cultivos puros; consideraciones para su identificacion

Segun se indicd, los cultivos fueron obtenidos a partir de basidiocarpos y de
maderas con evidencias de pudricion. Pequenos trozos de basidiomas - contexto e/o
himendforo - fueron lavados con Hipoclorito de Sodio al 1% - 1 a 2 min segun
consistencia -, enjuagados en agua destilada estéril - 2 lavados de 2 min. cada uno -,
secados en papel de filtro esterilizado y posteriormente sembrados en cajas de Petri
con 20 cm?® de medio agarizado, 1 ml de antibictico y Benomyl al 0,05% - 48 cm? cada
200 cm? de medio -. Asimismo, se procedic a la siembra directa del micelio presente en
las maderas o bien fueron sembradas pequefas secciones de lefo - previo flameado -
en cajas preparadas del modo descripto. Cumplida esta etapa, las cajas fueron
incubadas en estufa durante 1 a 2 semanas a 25 + 2 °C de temperatura.

El medio de cultivo utilizado fue el agar malta (AM) de composicion: 2 g de
peptona; 20 g de agar; 10 g de extracto de malta en 1000 cm® de agua destilada, todo
esterilizado en autoclave durante 20 m a 1.5 atm. de presion. El antibidtico consistio
en una solucion conformada por 0,5 g de cloranfenicol y 1 g de estreptomicina
disueltos en 200 cm® de agua destilada esteril. El fungicida fue preparado disolviendo 1
capsula de 500 mg de Benomyl en 1| de agua destilada esteril (Saparrat com. pers.).

Obtenidos los cultivos, se procedio a la obtencion de cultivos puros mediante
siembra de punta de hifa para posteriormente repicarlos en el medio de Nobles para el
estudio de sus caracteristicas macro y microscopicas durante 6 semanas considerando
los aspectos descriptos - caracteristicas hifales; presencia de estructuras formadas por
diferenciacion hifal; presencia de conidios, clamidosporas y oidios; color y textura de la
capa miceliana; tipo de margen de la colonia; velocidad de crecimiento, entre otros -
segun las consideraciones de dicho autor (Nobles, 1958; 1965) como tambi€n de
acuerdo con Stalper (1978) a fin de obtener el cddigo de cada especie.

Respecto de la determinacion de oxidasas - de importancia para identificar el
tipo de pudricion que causa cada una de las cepas -, fue realizada del modo siguiente:

cada cepa aislada - cultivo puro - fue cultivada en medio agar malta (AM) mds el
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agregado de &cido gdlico (Acg) o tanico (Act). De acuerdo con esto, 20 g de agar y 15
g de malta fueron disueltos en 850 cc de agua posteriormente esterilizados en
autoclave durante 20 minutos a 1.5 atm de presion. Cumplida esta etapa y constatado
su enfriamiento, fueron incorporados 5 g de &cido - Act o Acg Biopack - disueltos en
150 cc de agua destilada estéril - dcidos y medio no pueden ser esterilizados en
conjunto; ambos &cidos hidrolizan el agar del medio cuando estd caliente -; el medio
con Act adquirio apariencia blanco lechosa; aquel con Acg conservo su transparencia.
Culminada la mezcla, ésta fue dispensada en cajas de Petri. Una vez solidificada, se
procedio a la siembra de porciones de micelio cuidando que la mata miceliana quede
bien adherida a la superficie del medio. Se trabajcd con indculo proveniente de cultivos
de 1 mes de antigliedad, obtenido con sacabocado de 10 mm de didmetro; fueron
realizadas 3 repeticiones por cepa fungica en cada medio. Transcurridos 7 dias de
cultivo a temperatura ambiente (25°C) y luz difusa, fue constatada la
presencia/ausencia de reaccion para la totalidad de las cepas y sus repeticiones. De
acuerdo con Davidson et al. (1938) los términos utilizados para su valoracion fueron:

Ausente (-): reaccion negativa; no se diferencia coloracion castana sobre el agar
o debajo del micelio.

Muy debil (+): zona de difusion color castano claro a oscuro, formada debajo del
centro de la mata miceliana; solo visible por el reverso de la caja. En caso de no
producirse crecimiento, se observa una coloracion castana tenue debajo del indculo.

Débil (++): zona de difusion color castano claro a oscuro, formada debajo de la
mayor parte de la mata miceliana, pero sin extenderse hasta el margen; visible sclo
por el reverso de la caja.

Moderadamente fuerte (+++): zona de difusidn color castafno claro a oscuro
extendiéndose a corta distancia del borde; visible por la parte superior de la caja.

Fuerte (++++): zona de difusion color castano oscuro, opaca, extendiéndose a
cierta distancia del borde; visible por la parte superior de la caja.

Muy fuerte (+++++) zona de difusion muy intensa, color castano oscura, opaca,
formando una corona ancha alrededor de la mata miceliana. En general tales
reacciones intensas se producen en especies que no crecen sobre el medio de cultivo;

ademds son mds comunes cuando se utiliza el medio con dcido gdlico.
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2. - ldentificacion de las cepas xilofagas a partir de las caracteristicas de la
fructificacion

Las caracteristicas morfoldgicas de los basidiocarpos constituyen un aspecto
importante para la identificacion de los hongos xilofagos. Por esto, en laboratorio se
procedio al estudio de las fructificaciones muestreadas tomando en consideracion sus
rasgos macroscopicos, entre otros: forma; tamano; caracteristicas del pileo; margen;
contexto; himendforo, como tambi€n microscopicos: caracteristicas de las esporas; tipo
de sistema hifal; tamano y forma de los basidios; presencia/ausencia de cistidios,
setas, clamidosporas, entre otros, segun lo detallado y siguiendo a Robledo & Urcelay
(2009).

Los rasgos microscopicos fueron identificados sobre cortes histologicos del
contexto y de la capa de tubos realizados a mano alzada y posteriormente montados
en diferentes reactivos quimicos para la mejor observacion de las estructuras
constituyentes de cada basidiocarpo. Los reactivos utilizados fueron: Floxina 1%, de
composicion: 1 g de floxina en 100 ml de agua. Este reactivo fue utilizado para tenir
las células vivas de rojo, de esta manera adquirieron contraste, se hicieron mds visibles
en el microscopio. Hidroxido de Potasio (KOH), de composicion: 5% de hidroxido
de potasio en 100 ml de agua. El KOH fue utilizado para hidratar y aflojar las hifas y de
este modo lograr que las estructuras microscopicas fuesen mds visibles; por lo general
se utilizo con floxina. Reactivo de Melzer (1KI), de composicion: yodo 0.5%; yoduro
de potasio 1.5%; hidrato de cloral 22 g; agua 20 ml. Cuando una estructura - espora,
basidio, cistidio, hifa, entre otras - vir0 a rojiza fue considerada dextrinoide; cuando lo
hizo al azulado, fue considerada amiloide; cuando no reacciond fue considerada IKI -.
Azul de algodon, de composicion: 0.1% de azul de algodon en 60% de dcido ldctico
y 40% de agua. Cuando determinada estructura microscopica - espora, basidio,
cistidio, hifa, entre otros - se tind de azul fue considerada ciandfila. Los estudios fueron

realizados con microscopio HOKENN.

3. - Identificacion a partir de estudios moleculares

Esta instancia fue llevada a cabo solo con algunos de los cultivos, a fin de
identificar o bien confirmar lo obtenido mediante los métodos convencionales
descriptos. Dicha etapa fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia (Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP). Se trabajd con cultivos puros. La extraccion de
ADN genomico total fue realizada siguiendo el protocolo Wizard Genomic DNA

Purification Kit Promega. EI ADN obtenido de cada cultivo fue cuantificado en base a la
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comparacion de su intensidad de banda con las del marcador molecular control
(Genoma del fago Lamba digerido con Hind Ill - Promega Biotech). Las mismas se
resolvieron por electroforesis en geles de agarosa 0.7% P/V suplementado con
bromuro de etidio. Las bandas se visualizaron en un transiluminador de UV. Los geles
se documentaron utilizando el analizador de im&dgenes Syngene y el software
Genetools. Obtenido el ADN molde, se procedio con la amplificacion de la region ITS
(Internal Transcribed Space). La amplificacion se realizo mediante la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) utilizando los primers /754 e /755. Los geles se
observaron y documentaron en un analizador GeneGenius (Syngene) y las bandas se
procesaron mediante GeneSnaps, GeneTools y el software GeneDirectory (Syngene).
Una vez visualizado el producto de PCR (tamano, cantidad y pureza) a traves de los
geles de agarosa, el mismo se precipitd, lavo y se envid a Macrogen Inc. (Sedl, Corea

del Sur), para que sea secuenciado.

4. - Conservacion de cultivos y basidiocarpos

Las fructificaciones recolectadas e identificadas se procesaron a fin de lograr
una correcta conservacion. El procesamiento consistio en su secado en estufa a 25 +
2°C por 15 dias y posterior freezado por 72 h previa colocacion en bolsas de nylon - el
frio esteriliza los materiales; mata a insectos y demds organismos resistentes al
secado-, (Robledo & Urcelay, 2009). Realizado esto, fueron colocadas en sobres de
papel con la etiqueta correspondiente y depositadas en el herbario del Instituto
Spegazzini, Facultad de Ciencias Naturales y Museo (UNLP). Respecto de los cultivos,

éstos fueron ingresados al cepario de dicha Institucion.
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RESULTADOS

Las especies fungicas identificadas junto con el grupo funcional al que
pertenecen, ubicacion y forma bajo la cual se presentaron en sus hospedantes
(indicando para éstos su condicion y sintomas observados) se detallan en las tablas
subsiguientes, agrupadas en base al tipo de pudricion que originan: blanca (Tabla 2) y
castana (Tabla 3).

A continuacion, son descriptos los rasgos culturales y /o de las fructificaciones
que permitieron la identificacion de cada una de las especies. Se anexan figuras

(Anexo A) con las reacciones de oxidasas obtenidas para algunas de ellas.
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Tabla 2. Especies responsables de pudricion blanca y hospedantes

Especie xiléfaga
grupo funcional fubicacién

Hospedante
condicion/sintomas

Brerkandera adusta (Willd.:Fr.) P. Karst
saprétrofo

basidiocarpos y micelio en fuste

Cerrena wricelor (Bull.) Murrill
saprotrof

basidiocarpos y micelio en ramas y fustes

rétrofo
basidiocarpos en fuste

Funaliz gatica (Fr.) Bondartsev & Singer
saprof

Ganoderma australe (Fr.) Pat.
pardsito

basidiocarpos en fuste (base)

G. resinacewn Boud.
pardsito

basidiocarpos en fuste (tercic medio e inferior) y en sistema
radical; esporada abundante

Inocutis jamaicencis (Murrill) Gottlieb
Wright & Moncalvo
pardsito
[=Arambarria cognatxBres.) Rajchenb. & Pildain
comb.nov.]
basidiocarpos en fuste

Phellinus pomaceus (Pers.) Maire
parasito

basidiocarpos en ramas muertas asociados a depresiones

(3-5 om diam.; constituidas por albura considerando evidencias
de reaccién frente a herida)

Philebia brevispora Nakas. Nakas. & Eslyn
saprotrof

micelio en ramas y fustes (base)

Pyenoporus sanguineus (LY. Murrill
saprotrofo

basidiocarpos en tocén y fustes

Rigidoporus tlmarius (Sow.:Fr.) Imazeki
parasito

basidiocarpos en fuste

Schiizopfyllum comrmune Fr.
saprotrofo
basidiocarpos en fuste

Tiromyces fissilis (Berk. & Curtis) Donk
pardsito

basidiocarpos base de fuste

sauce (Safixsp.)
sjemplar muerto en pie; lefio: rasgos de pudricidn
blanca (Zabel & Morrell, 1992)
arce (Acer negundo L)
ligustro (Ligustrum fucidum W.T Aiton)
sauce (Salixsp.)
ramas muertas de ejemplares en pie vivos (faltos de

vigor) y muertos en pie, evidencias de ataque de
Trevrex fuscicoris (Fabricius)

fresno dorado (Fraxinus excelsior "Aurea L)

ejemplar muerto en pie; ausenda de madera podrida
puesta

tilo (77 sp.)
sjemplares en pie vivos (aspecto vigoroso)
hundimientos en base de fuste; ausencia de madera
podrida expuesta
almez (Ceftis australis L.)
arce (A. negunds)
arce plateado (A. saccharimum L)
fresno americano (A pennsylvanica Marsh.)
ligustro (L. Jucidunm)
plétano (Platarus x acerifolha)

roble europeo (Quercus roburl.)

cjemplares en pie vivos; aspecto vigoroso;
hundimientos y abultamientos en base de fuste; raiz
ejemplar volcado; ausencia de madera podrida
expussta

cucalipto (Eucalyptus globulus Labill.)

ejemplares en pie vivos; poco vigorosos segdn
apariencia; cancros, hundimientos en corteza; bolsas
de quino

ciruelo
(Prunus cerasifers var. pissardii (Carriére) Koehne)
ejemplares en pie vivos (faltos de vigor), gomosis;

rajaduras; depresiones; heridas; madera expuesta
con pudricién blanca (Zabel & Morrell, 1992)

paraiso (Melia azedaract L.)
ejemplares en pie cortados; ahuecamiento en fustes
rodeados por lefio castafio-oscuro, aspecto himedo y
moteado.
ramas: lefio aspecto fibrilar y consistencia corchosa;
en ambos casos rasgos de pudricién blanca
(Zabel & Morrell, 1992)

ligustro (L. Jucicum)
ejemplar en pie muerto
eucalipto (Eucalyptus sp.)

tocdn; madera pedrida expuesta con caracteristicas
de pudricién blanca (Zabel & Morrell, 1992)

dlamo (Populus sp)

ejemplares en pie vivos; asociado a ahuecamientos

tilo ( 7z sp.)
ejemplar muerto en pie; ausencia de madera podrida
expuesta
tilo ( 7Hiz sp.)

ejemplar en pie vivo; ausencia de madera podrida
expuesta
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Tabla 3. Especie responsable de pudricion castana y hospedantes

Especie xiléfaga

grupo funcional

Hospedante

condicion/sintomas

Laetiporus stipfiureus (Bull.) Murrill
parasito

basidiocarpos en fustes-ramas primeros ordenes
sobre madera podrida expuesta
o bien bajo la forma de micelio en ambos casos en
duramen

alamo plateado (2 a/bal.)
eucalipto (£ tereticornis Sm.)
falsa acacia (Robinia pseudoacacia )
fresno americano (F. pennsylvanica)
paraiso (M. azedarach)

tilo “moltkei”
[7iia x wirddis (Bayer) Simonk. subsp moltkei
(Dippel) Xifreda]

ejemplares en pie vivos; madera podrida expuesta:
patrén de fractura clbico; evidencias de poda de
ramas que exponen duramen (> 10 cm diam.
aprox.)
ejemplares volcados; lefio castafio rojizo, fractura
cubica
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Hongos de pudricion blanca. Caracteristicas culturales y de la fructificacion

Bjerkandera adusta (Willd.:Fr.) P. Karst
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Meruliaceae, Bjerkandera
(Mycobank)

A. Descripcion del cultivo
Caracteristicas culturales, ver: Nobles (1965); Deschamps & Wright (1976); Stalpers
(1978). Caodigo de la especie: 2.3.7.(26).(34).35.36.38.40.42.50.54.55 (Deschamps &

Wright, 1976). La identificacion fue confirmada mediante estudios moleculares.
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Figura 1a. Bjerkandera adusita.
Caracteristicas culturales. Fotos 1-3: hifas con ensanchamientos vesiculosos (precursores

clamidosporas). Foto 4: clamidospora. Fotos 5: hifa generativa. Foto 6: artrosporas.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: anual; s€sil; pileado a efuso reflejo, rara vez resupinado; a menudo
imbricado; aplanado (Figura 1b, foto: 1); medidas, de hasta 3 x 6 x 0.6 cm. Pileo:
superficie glabra, suave al tacto; crémea a grisdcea, se oscurece hacia el margen;
azonada a concéntricamente zonada, muy débilmente. Margen: agudo, se incurva al
secarse (Figura 1b, foto: 2); castano. Contexto: blanco a crémeo; fibroso; azonado;
de hasta 5 mm de espesor (Figura 1b, fotos: 2, 3). Himendforo: poroide; grisdceo a
negruzco. Poros: circulares a angulares; irregulares, de aspecto laberintiforme,

también fueron observados (Figura 1b, fotos: 4, 5); 6-7/mm.
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Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: monomitico; IKI-. Hifas generativas fibuladas; hialinas; paredes
delgadas; otras amarillentas; paredes engrosadas; de 2.5-6.5 pm (Figura 1b, foto: 6).
Cistidios: ausentes. Basidios: clavados; 4-esterigmas; de 10.5-16 x 4-5.5 pm;
fibulados (Figura 1b, foto: 7). Basidiosporas: elipsoidales, cilindricas; hialinas; lisas;

paredes delgadas; de medidas 4-5 x 1.5-3 pm; IKI-. Clamidosporas: ausentes.

Figura 1b. Bjerkandera adusta.

Rasgos macro y miaroscopicos de la fructificacion.

Material examinado: Argentina. Reserva Punta Lara, sendero El Chiricote (Buenos
Aires), M. L. Luna, 16/08/2016, sobre: fuste de drbol muerto en pie de Salix sp., LPS
49108; LPSC 1387.

Observaciones: el ennegrecimiento de sus tubos, el contexto blanco fibrilar y las
anchas hifas contextuales, de pared engrosada y con grandes fibulas, facilitaron el
diagnostico, en correspondencia con lo citado por Ryvarden & Johansen (1980, tomado

de Mycobank). Distribucion y hospedantes: ver Rajchenber & Robledo (2013).
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Cerrena unicolor (Bull.) Murrill

Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Polyporaceae, Cerrena
(Mycobank)

A. Descripcion del cultivo
Caracteristicas  culturales, ver: Nobles (1965). Coddigo de la especie:
2.3.8.32.36.38.40.42.43.53.54.59. (este dUltimo no determinado). Se confirmd la

identificacion mediante estudios moleculares.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: perenne; pileado, demediado, efuso-reflejo a resupinada; a menudo
imbricado con muchos pileos reflexos desde una base efusa comun (Figura 2a, foto:
1); medidas 7 x 10 x 0.5 cm o mayor; rigido a corchoso. Pileo: aplanado; densamente
tomentoso a hirsuto; concéntricamente zonado en tonos blancos en los mdrgenes a
grisdceo o bien marron claro hacia la base, a menudo con coloraciones verdosas por la
presencia de algas. Margen: agudo y suavemente lobado. Contexto: blanco y
delgado; de mds de 2 mm de espesor; separado del tomento del pileo por una delgada
linea negra (Figura 2a, foto: 2). Himenoforo: poroide; blanco a gris claro ceniciento.
Poros: elongados a sinuosos, laberintiformes; 2-3/mm - medidos tangencialmente -,
mds grandes en especimenes viejos; concoloros con el himendforo; de mds de 5 mm

de longitud.

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: trimitico; IKI-; hifas generativas contextuales de paredes delgadas;
fibuladas; de 2-4 ym de diametro (Figura 2a, foto: 3); esqueletales contextuales de
pared engrosada; sin septos; 2.5-5 pm de didmetro; ligadoras de pared engrosada; sin
septos; de 2-4 pm de didmetro. Cistidios: fusoides; de pared delgada; 16-20 x 4-6
pm:; fibulados (Figura 2a, fotos: 4, 5). Basidios: clavados; 4-esterigmas; de 20-25 x 5-
6 pm; fibulados (Figura 2a, foto: 6). Basidiosporas: elipsoidales, cilindricas; hialinas;
lisas; de medidas 5-7 x 2.5-4 pm; IKI-. Extremos hifales cistidiales en himenios viejos y
disepimentos; clavados en los extremos; con pared engrosada que se adelgaza hacia el
dpice; de medidas 2-3 pm de didmetro y 46 pm de longitud (Figura 2a, foto: 7).

Clamidosporas: ausentes.
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Figura 2a. Cerrena unicolor.

Rasgos macro y microscopicos de la fructificacion.

Material examinado: Argentina, ciudad de La Plata (Buenos Aires), N. Acosta & M.
Murace, 16/02/2014, sobre: rama muerta de drbol vivo, con aparente falta de vigor, de
Acer negundo, LPS 49100, sobre: ejemplar muerto en pie de Salix sp., LPS 49107
(Figura 2b). Berisso, calle Montevideo (Buenos Aires), N. Acosta, 20/02/2014, sobre:
rama muerta Salix sp., LPS 49106; La Plata, M. Murace, 2/03/2014, sobre: ejemplar
muerto en pie de Ligustrum lucidum, LPS 49105. La totalidad de los ejemplares

evidenciaron ataque de Tremex fuscicornis (avispa de la madera de las latifoliadas).

Figura 2b. Cerrena unicolorasociado a orificio de emergencia (flecha) de

I.fuscicornissobre ejemplar de sauce muerto en pie.
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Observaciones: los basidiomas de esta especie fueron facilmente identificados debido
a su pileo hirsuto, la linea negra del contexto y al himendforo laberintiforme en
correspondencia con lo descripto por Ryvarden & Gilbertson (1993, tomado de
Mycobank). Las evidencias de ataque de la avispa de la madera tambi€n contribuyeron
con el diagndstico debido a la simbiosis conocida entre ambas especies, citada entre

otros por Landi et al. (2011). Distribucion y hospedantes: ver Landi et al. (2011).
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Funalia gallica (Fr.) Bond. & Sing.

Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Polyporaceae, Funalia
(Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

No fue realizado. Se trabajd solo con la fructificacion.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: anual; sésil; pileado a efuso-reflejo; aplanado; anchamente adherido;
solitario o en grupos; de hasta 5 x 14 x 2 cm (Figura 3a, fotos: 1 a 5). Pileo:
superficie pilosa, hirsuta a hispida en la base que disminuye hacia el margen; castano
oscuro cuando fresca; zonada en tonos grisdaceos y castano claros cuando madura
(Figura 3a, foto: 4). Margen: delgado y agudo, castano claro. Contexto: castano
oscuro; azonado; de hasta 1 cm de grosor; oscureciéndose hasta tornarse casi negro
con solucion de KOH. Capa de tubos blanquecina a grisdcea, de hasta 8 mm de grosor.
Himendforo: tubular, con tubos desigualmente hundidos en el contexto, 1-20 mm de
largo, disminuyendo de tamano hacia el margen, superficialmente blanquecinos.
Poros: castanos claros a castanos grisdceos (Figura 3a, foto: 5); circulares, ovalados,

ligeramente angulares a laberintiformes; 1-2/mm; de bordes enteros (Figura 3b, foto:

1).

Figura 3a. Funalia gallica.

Rasgos macroscipicos de la fructificacion.
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Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: trimitico, IKI-. Hifas generativas con fibula, hialinas; de paredes
delgadas; de hasta 2.5 pm de didmetro. Hifas esqueletales castanas a castanas
amarillentas; de paredes engrosadas a macizas; de hasta 5 pm de didmetro (Figura 3b,
foto: 2). Hifas ligadoras castario amarillentas; de paredes engrosadas; de hasta 3 pm
de didmetro (Figura 3b, foto: 3). Cistidios: ausentes. Basidios: clavados; 15-30 x 4-5
pm. Basidiosporas: cilindricas; levemente curvadas; 10-13 x 3-4 pm; lisas; hialinas;

de pared delgada (Figura 3b, foto: 4); IKI-. Clamidosporas: ausentes.

Figura 3b. Funalia gallica.

Rasgos microscopicos de la fructificacion.

Material examinado: Argentina, ciudad de La Plata (Buenos Aires), M. Murace & M.
G. G. Ciuffani, 02/02/2012, sobre: fuste de ejemplar muerto en pie, de Fraxinus

excelsior *Aurea” (Figura 3a), LPS 49116.
Observaciones: la fructificacion aplanada con un delgado contexto castafno oscuro

permitio identificar a esta especie en correspondencia con lo citado por Robledo &

Urcelay (2009). Distribucion y hospedantes: ver Rajchenber & Robledo (2013).
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Ganoderma australe (Fr.) Pat.
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Ganodermataceae,

Ganoderma (Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

En esta instancia scdlo se trabajo con el basidioma.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: perenne; firme, lenoso; sésil; pileado a efuso-reflejo; anchamente
adherido al sustrato; aplanado a ungulado; generalmente solitario; de hasta 30 x 18 x
13 cm (Figura 4, fotos: 1 a 3). Pileo: superficie glabra; con laca menor a 1 mm de
espesor; concéntricamente ondulada que se resquebraja concéntrica y radialmente; a
menudo tuberculada; castana a castana grisdcea. Margen: redondeado; blanco a
crémeo. Contexto: castano oscuro; azonado; ausente entre las capas de tubo de cada
ano; de hasta 1 cm de grosor. Himendforo: tubular. Poros: blancos cuando frescos
(Figura 4, foto: 3) torndndose castanos cuando se los toca y castano claro cuando
maduran; circulares a levemente irregulares; 3 a 5/mm; de borde entero; de entre
150-300 pm de didmetro; disepimentos 100-150 pm:; rellenos de micelio blanco (Figura
4, foto: 4). Capa de tubos castaha, mds clara que el contexto; de hasta 3 cm de

grosor.

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal trimitico; IKI-. Hifas generativas con fibula; hialinas; de paredes
delgadas; 2.5-3.5 pm de didmetro. Hifas esqueletales (he) principalmente esqueleto-
ligadoras; profusamente ramificadas, tipo arboriforme, tortuosas; castano oscuras a
amarillentas; de paredes engrosadas; 5-7 pm de didmetro, a levemente menor (Figura
4, fotos: 5, 6). Hifas ligadoras (hl) castano claras a castano amarillentas - podrian
interpretarse como ramificaciones de las esqueletales -; de 2.5-3.5 pm de didmetro
(Figura 4, foto: 5). Cistidios: ausentes. Basidios: clavados; 12-15 x 8-12 pm.
Esporas: ovoides, truncadas en el dpice; 9.2-11.5 x 4.6-6.9 pm; castano claras a
castano amarillentas; con dos paredes interconectadas con pilares que le dan la

apariencia de ornamentadas o reticuladas; IKI-.
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Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires), M. Murace & M.
G. G. Ciuffani, 20/02/2012, sobre: Tilia sp. (Figura 4, fotos: 1 a 3), LPS 49115.

Figura 4. Ganoderma australe.

Caracteristicas macro y microsadpicas de la fructificacion.

Observaciones: a pesar de la gran variabilidad morfoldgica que presenta la
fructificacion, esta especie se caracteriza por la dura laca castana que recubre la
superficie del pfleo y por la superficie de los poros que blanca cuando fresca, se
oscurece inmediatamente al contacto con cualquier elemento. Las caracteristicas
observadas y descriptas coinciden con lo aportado por Robledo & Urcelay (2009)
excepto por el espesor de la laca; ademds se encontraron diferencias en torno a las
hifas esqueletales, las que en este caso se considera oportuno describirlas como
esqueleto-ligadoras, predominantes en el contexto. En cuanto a las ligadoras, fueron
visualizadas predominantemente en el micelio blanco de los tubos, a modo de
estructuras hialinas, delicadas, angostas, de hasta 2-3 pm espesor, de paredes
engrosadas y profusamente ramificadas en coincidencia con Ryvarden et al. (1980;
2004, tomado de Mycobank). Las caracteristicas aportadas por los autores
primeramente mencionados para este tipo de hifas podrian ser consideradas para los
fragmentos de las ramificaciones de las esqueleto-ligadoras, las que, se adelgazan y
aclaran hacia los extremos y en muchos casos se presentan tortuosas. Distribucion y

hospedantes: ver Rajchenberg & Robledo (2013).
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Ganoderma resinaceum Boud.
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Ganodermataceae,

Ganoderma (Mycobank)

A. Descripcion del cultivo
Caracterfsticas culturales, ver: Bazzalo & Wright (1982). Codigo de la especie:
2.3.8.10.34.36.37.39.(42).54. La identificacion de esta especie fue confirmada

mediante estudios moleculares.

Figura 5a. Ganodenma resinaceum.

Caraderisticas culturales. Foto 1: colonia (4 semanas). Foto 2: hifas

generativas. Foto 3: clamidosporas.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: anual; lenoso; demediado — anchamente adherida al sustrato -,
reniforme, circular, espatulado o ungulado; solitario o en grupos, imbricados, muchas
veces varios pileos lateralmente confluentes, con pseudo-estipites libres o fusionados
en uno; sesil, sub-estipitado; de medidas 3.5-55 x 3-18 x 1-8 cm (Figura 5b, foto: 1).
Pileo: superficie aplanada, concava o mds o menos infundibuliforme; lisa,
irregularmente rugosa y concéntricamente surcada, radialmente rugosa o fuertemente
tuberculosa; laqueada, brillante o mate cuando cubierta por una abundante capa de
esporas, rojizo castanas; zona central marron amarillenta, muy clara en especimenes
Jjovenes, oscureciéndose con la edad, desde el centro hacia los mdrgenes, con una
ancha banda color crema marginal; en los especimenes maduros no existe tal
gradiente, la superficie se torna marron rojizo oscuro O marron rojizo claro,
homogéeneo. Margen: esteril; grueso; recto, curvado o incurvado; amarillo crema,
blanco amarillento en especimenes en activo crecimiento y marron rojizo oscuro en
maduros. Pseudo-estipite: lateral o central; muy corto a largo; delgado a grueso;

negro, laqueado, brillante de 4-7 cm de longitud y 2-5 cm de ancho, muchas veces
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rudimentario; seccion delgada a gruesa engrosandose hacia la base, de 1-4 cm en la
mitad del radio. Dermis: de 13-43 pm de espesor. Contexto: corchoso y blando o
duro y lenoso; 2-5 cm de espesor; uniformemente marrdn o con una delgada banda
mds oscura por encima de los tubos. Himenoforo: poroide; blanco a amarillento
transformandose en marron oscuro cuando viejo; con un estrato de tubos decurrente
sobre el tronco; 5-15 mm de longitud; suavemente mds claro que el contexto. Poros:
circulares; grandes a medianos, 2-5/mm; de 89-309 pm de didmetro; disepimentos de
27-267 pm de ancho (Figura 5b, foto: 2).

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: trimitico, IKI-. Hifas generativas de pared delgada; fibuladas; con
septos restringidos a la fibula; de 1-6 pm de didmetro; ramificadas; abundantes en el
margen de crecimiento del pileo y disepimentos. Hifas esqueletales tipo arboriforme;
sin fibula; aseptadas; con una gruesa pared dorada; con pocas ramificaciones limitadas
al extremo distal; de 3-8 pm de didmetro (Figura 5b, foto: 3). Hifas ligadoras tipo
bovista, sin fibula; aseptadas; de crecimiento limitado; pared gruesa, mds delgada y
pdlida que la pared de las esqueletales; muy ramificadas; de 1-4 pm de didmetro; solo
presentes en el contexto (Figura 5b, foto: 4). Cistidios: ausentes. Basidios:
globosos-sub-globosos; de 7-14 x 8-20 pm; colapsan rdpidamente. Basidiosporas:
lisas; ovoides, con el dpice truncado; 9-13 x 5-8 pm; castano claras a castafno
amarillentas; con dos paredes interconectadas con pilares que le dan la apariencia de
ornamentadas o reticuladas, IKI- (Figura 5b, fotos: 5, 6). Clamidosporas: ausentes.
Himenodermis: compuesta de elementos claviformes con lumen escaso y extremo
redondeados, origindndose desde las hifas esqueletales y organizadas como en

himenio; 7-16 pm de didmetro (Figura 5b, fotos: 7, 8).

Figura 5b. Ganoderma resinaceum.

Rasgos macro y microscopicos de la fructificadon.
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Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires), M. Murace & M.
G. G. Ciuffani, 20/03/2009, sobre: ejemplar en pie, vivo de: Acer saccharinum, LPS
49099; Celtis australis, LPS 49101; Ligustrum [lucidum, LPS 49103; Platanus x
acerifolia, LPS 49118. Los Robles 71, Country Abril, Hudson (Bs. As.), M. Murace,
30/04/2012, sobre: Quercus robur. La Plata, M. Murace, 15/12/2016, sobre: Acer
negundo (Figura 5c), LPSC 1389; La Plata, M. Murace, 2017, sobre: Fraxinus
pennsylvanica, LPS 49120.

Figura 5c. Ganoderma resinaceum sobre Acer negundo.

Observaciones: la superficie del pileo cubierta por una laca rojiza brillante hizo a esta
especie inconfundible. Lo observado se corresponde con lo citado por Bazzalo & Wright
(1982) y Robledo & Urcelay (2009). A nivel microscopico las caracteristicas c€lulas del
cutis o himenodermis y la presencia de abundantes clamidosporas en cultivo
permitieron la identificacion y diferenciarla de otras especies en correspondencia con
los antecedentes registrados: Ibdnez (1995); Gottlieb & Wright (1999). Ganoderma
posee una amplia distribucion mundial; este genero fue citado en dreas templadas y
tropicales de Europa, Asia y Ameérica principalmente sobre latifoliadas ya sea vivas,
muertas en pie o en tocones. En nuestro pafs fue citada en iguales condiciones del
sustrato, €stos pertenecientes a especies nativas y exoticas (Bazzalo & Wright, 1982;
Robledo & Urcelay, 2009; Urcelay et al., 2012). Distribucion y hospedantes: ver
Rajchenberg & Robledo (2013).
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Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Hymenochaetales, Hymenochaetaceae,

Inonotus (Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

Caracterfsticas culturales, ver: Wright & laconis (1955). Codigo de la especie:
2.6.8.18.34.37.39.46.47.53.54. La identificacion de la especie fue confirmada mediante
estudios moleculares.

Fase anamorfica (clamidocarpo: Pytchogaster cubensis) se desarrolla como una masa
en forma de cojin, de hasta 20 x 25 x 15 cm, color marron, textura suave,
aterciopelada, humeda, con exudados y consistencia carnosa (Figura 6b, fotos: 1,2);
con el paso del tiempo, dicha estructura se torna seca y firme, fragmentdndose en
trozos de aspecto fibrilar, desmenuzables entre los dedos, producto de la formacion de
abundantes clamidosporas de forma globosa, color marrén a marron amarillento, de

medidas aproximadas 11 x 10 pm (Figura 6b, fotos: 3,4).

Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires). M. Murace & M.
G. G. Ciuffani, 20/03/2013, sobre: fuste de ejemplar en pie, muerto, de Acer negundo
(Foto 6d), LPS 49114; M. Murace & M. G. G. Ciuffani, 04/12/2013, sobre: rama de
drbol debilitado, falto de vigor, de A. negundo, LPSC 1386.

Figura 6a. Inonotus rickii.
Caracteristicas culturales. Foto 1: hifa setal (hs); clamidosporas (cl).
Foto 2: detalle hifa setal. Foto 3: hifa fibrosa (hf).

Fgura 6b. Inonotus rickii en Acer negunde.

Observaciones: para nuestro pais, existen registros de su presencia en tala, visco,
aguaribay, palo borracho, mora, sdfora (Urcelay et al., 2012). Durante el desarrollo de
esta investigacion fue observado en ejemplares de olmo y braquiquito. Distribucion y

hospedantes: ver Rajchenberg & Robledo (2013).
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Phellinus pomaceus (Pers.) Maire
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Hymenochaetales, Hymenochaetaceae,
Phellinus (Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

Caracteristicas culturales, ver: Nobles (1965, como Fomes pomaceus). Codigo de la
especie:2.6.8.26.32.37.38.39.44.46.50.54; Deschamps&Wright(1976):2.6.8.(10).32.37.
39.47.51.54. La identificacion de esta especie fue confirmada mediante estudios

moleculares.

B. Caracteristicas de la fructificacion

Basidioma: perenne; sésil o efuso-reflejo. Pileo: ungulado; solitario o imbricado
(Figura 7a, foto: 1); de 5 x 5 x 6 cm; superficie, inicialmente marron gris claro, lisa,
suavemente tomentosa torndndose ennegrecida, rimosa Yy glabra. Margen:
redondeado; marron claro. Contexto: marrdn amarillento a marron rojizo; brillante;
zonado; lenoso; de mds de 1 cm de espesor. Himenoforo: poroide; amarillo claro a
marron rojizo; estrato de tubos concoloros; estratificados; tubos blanquecinos en su
interior. Poros: circulares; 7-9/ mm; disepimentos enteros y gruesos (Figura 7a, foto:
2).

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: dimitico; [KI-. Hifas generativas del contexto hialinas; paredes
delgadas; simple septo; de 2-3 pm de didmetro; hifas tramales similares; algunas con
pared delgada marron pdlido a hialinas. Hifas esqueletales del contexto marrones en
KOH; pared engrosada; ramificacion frecuente o escasa; septo simple; de 2.5-5.5 ym
de diam. (Figura 7a, fotos: 6, 7). Cistidios: ausentes. Setas: raras; subuladas a
ventricosas; pared engrosada; 14-25 x 4.5-7 pm (Figura 7a, foto: 3). Basidios:
clavados; 4-esterigmas; 10-13 x 5-5.6 pm; simple septo basal. Basidiosporas:
ovoides a elipsoidales; hialinas; lisas; pared engrosada; IKI-; de 4-5 x 3-4.5 pm (Figura

7a, fotos: 4, 5). Clamidosporas: ausentes.
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Fgura 7a. Phellinus pomaceus.

Rasgos macro y microscopicos de la fructifiacion.

Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires). M. Murace & M.
G. G. Ciuffani, 04/12/2014, sobre: ejemplar en pie, vivo de Prunus ceracifera var.

pissardii (Figura 7b), LPS 49109 como P. tuberculosus.

Figura 7b. Phellinus pomaceus en Prunus ceracifera.

Observaciones: los caracteres observados coinciden con lo descripto por Ryvarden &
Gilbertson (1994, tomado de Mycobank), excepto en torno a la cantidad de poros por
mm - en este caso fue menor: 5-6 - y en cuanto al tamano de las esporas - en este
caso fue mayor: 4.6-6.9 x 4.6-6.9 pm -, caracteristicas que coinciden con Niemella
(1977, tomado de Mycobank). P. pomaceus estd ampliamente distribuida en Europa;
especie circunpolar y probablemente presente donde ocurren las especies nativas de
Prunus; responsable de pudricion blanca de duramen en drboles frutales en pie vivos
(Ryvarden & Gilbertson, 1994, tomado de Mycobank). Distribucion y hospedantes:
ver Rajchenberg & Robledo (2013).
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Phlebia brevispora Nakas. Nakas. & Eslyn

Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina; Agaricomycetes, Polyporales, Meruliaceae, Phlebia
(Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

Caracteristicas culturales, ver: Nakasone & Esly (1981); Nakasone et al. (1982);
Nakasone (1990). Cadigo de la especie: 2.4.13.14.21.(27).33.34.36.40.41. 48.54.55.59
(este dltimo no determinado). La identificacion de esta especie fue realizada mediante
estudios moleculares realizados con cultivos obtenidos de micelio recuperado de

madera de ejemplar volcado. No fueron observados basidiomas.
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Figura 8. Phlebia brevispora.
Caracteristicas culturales. Foto 1: damidospora. Foto 2: blastoconidios.
Foto 3: extremo hifal clavado. Foto 4: hifas sumergidas.

Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires). M. Murace & M.
G. G. Ciuffani, 04/02/2014, sobre: fuste de ejemplar volcado de Melia azedarach, LPSC
1391.

Observaciones: saprotrofa; causante de pudricion blanca en postes de angiospermas
y gimnospermas; citada principalmente en postes telefonicos de pino (Nakasone &
Eslyn, 1981). Por su parte Suhara et al. (2002) citan a esta especie asociada a
pudriciones de la base del fuste de Chamaecyparis obtusa (Sieb. & Zucc.) Endl. (ciprés
_japones), patogenicidad no comprobada. Distribucion y hospedantes: Suhara et al.
(2002) aportan el primer registro para Japon, fuera de su acotada drea de distribucion
-sudeste de USA: Florida. lllinois, Louisiana, Maryland, Mississippi, Oklahoma, South

Carolina y Virginia-, (Nakasone & Eslyn, 1981).
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Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Polyporaceae, Pycnoporus
(Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

No fue realizado. Se trabajo sdlo con la fructificacion.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: anual; sésil; pileado; aplanado, semicircular, anchamente adherido o
demediado, en grupos pocos numerosos; rojo-anaranjado a bermellon; delgado;
coridceo cuando fresco torndndose bastante duro al secarse; medidas de hasta 5 x 6 x
1 cm. Pileo: superficie glabra; color naranja, ocasionalmente rojiza, aclardndose con la
edad; azonada. Margen: redondeado. Contexto: naranja pdlido; zonado; de hasta 7
mm de grosor; oscureciéndose - no intensamente - con KOH. Himendoforo: tubular,
con los tubos en un solo estrato; de 0.2 a 0.3 mm; anaranjado. Poros: circulares a
angulares (Figura 9a, foto: 1); concoloros o mds oscuros que la superficie del pileo;
mds pequenos hacia los bordes; 4 a 6/mm; disepimentos gruesos; color anaranjado

oscuro.

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: trimitico, IKI-. Hifas generativas con fibulas; hialinas de paredes
delgadas, 2-3 pm de diam. Hifas esqueletales (he) amarillentas; no muy abundantes;
de pared engrosada, 2-6 pm (Figura 9a, foto: 2). Hifas ligadoras (hl) hialinas a
amarillentas; de paredes engrosadas o generalmente macizas; muy ramificadas; 1-3
pm (Figura 9a, foto: 3). Basidios: clavados; 10-13 x 3-5 pm. Basidiosporas:
cortamente cilindricas; lisas; hialinas; inamiloides; 4-5 x 2-3 pym; de pared delgada

(Figura 9a, foto: 4). Clamidosporas: ausentes.

Figura 9a. Pyaroporus sanguineus.

Rasgos microscopicos de la fructificacidn.
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Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires). M. Murace,
04/12/2014, sobre: ejemplar en pie, muerto de L. /ucidum 49123; LPS; M. Murace &
M. G. G. Ciuffani, sobre: tocon de Eucalyptus sp. LPS 49122 (Figura 9b).

Figura 9b. Pycnoporus sanguineusen tocon de Fucalyptussp. asociado a

madera blanquecina, fibrilar, consistencia corchoza y «zones lines.
Observaciones: la forma demediada y el color rojo-anaranjado de la fructificacion

tornaron a esta especie inconfundible. Distribucion y hospedantes: ver
Rajchenberg & Robledo (2013).
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Rigidoporus ulmarius (Sow.:Fr.) Imazeki
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Meripilaceae, Rigidoporus
(Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

No fue realizado. Se trabajo sclo con la fructificacion.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: perenne; sésil; pileado, anchamente adherido al sustrato a efuso-reflejo,
aplanado; de hasta 6 cm de espesor y 30 cm de largo; frecuentemente solitario;
corchozo cuando fresco y lenoso, duro al secarse Pileo: superficie crémea a rosdcea
destenida; glabra a finamente tomentosa; lisa o tuberculada; azonado o
concentricamente surcado. Margen:grueso, redondeado, notablemente recurvado
cuando seco. Contexto: crémeo, blanquecino cuando seco; fibroso a firme,
endurecido; azonado/zonado; myor a 5 cm de espesor. Himendéforo: poroide; color
avellana a la madurez; capa de tubos no estratificada; concolora con la superfiie de los
proros. Poros: circulares a angulares; 5 a 8 /mm; disepimentos enteros (Figura 10a,

foto: 1).

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: monomitico, IKI-. Hifas generativas con septos simples, hialinas, de
pared delgada a engrosada; raramente ramificadas; de 3-4 pm (Figura 10a, foto: 2).
Cistidiolas: hialinas; pared delgada (Figura 10a, foto: 3). Basidios: clavados; 14-21
x 10-11 pm. Basidiosporas: globosas a subglobosas; 7-11 x 7-10 pm; lisas; hialinas;
de pared delgada a ligeramente engrosadas; frecuentemente con gotas de lipidos; IKI

- (Figura 10a, foto: 4).

Figura 10a. Rigidoporus ulmarius.

Rasgos microscopicos de la fructificacicn.
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Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires). M. Murace,

04/03/2016, sobre: ejemplar en pie, vivo, de Populus sp. (Figura 10b), LPS 49113.

Figura 10b. Rigidoporus ulmariusen Populussp.

Observaciones: el endurecimiento notable del basidioma y el color avellana del
himendforo, contrastante con el color blanquecino del contexto, facilicito su

identificacion. Distribucion y hospedantes: ver Rajchenberg & Robledo (2013).
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Schizophyllum commune Fr.
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Agaricomycetidae, Agaricales,

Schizophyllaceae, Schyzophyllum (Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

No fue realizado. Se trabajo sclo con la fructificacion.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: anual; sésil; pileado, en ocasiones efuso-reflejo o resupinado; aplanado;
flaveliforme; solitario o en grupos imbricados; de hasta 5 x 6 x 0.3 cm (Figura 11,
fotos: 1 a 3). Pileo: superficie vilosa; gris cenicienta a blanquecina; concéntricamente
zonada y radialmente surcada. Margen: agudo, desflecado, hendido; concoloro con la
superficie del pileo; incurvado. Contexto: grisdceo; muy delgado, de hasta 1T mm de
grosor. Himendoforo: sin poros; con ldminas concoloras con la superficie del pileo, con

bordes que se dividen en dos a lo largo y se incurvan hacia la superficie del pileo.

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: monomitico, IKI-. Hifas generativas fibuladas; muy variables: desde
hialinas con paredes delgadas hasta castano amarillentas con paredes engrosadas;
hasta 6 pm de didmetro. Cistidios: ausentes. Basidios: clavados; 15-20 x 5-7 pm.
Basidiosporas: cilindricas; 4-7 x 2-3 pm; lisas; hialinas; de paredes delgadas; IKI-.

Clamidosporas: ausentes.

Figura 11. Schizophylfum communeen Tilia sp.

Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires). M. Murace,
10/03/2015, sobre: ejemplar en pie, muerto de 7ilia sp; LPS 49121 (Figura 11).
Observaciones: Schizophyllum commune es fdcilmente identificable por sus

laminillas.
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Tyromyces fissilis (Berk. & Curtis) Donk
[=Aurantiporus fissilis (Berk. & M.A. Curtis) H. Jahn ex Ryvarden]

Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Polyporaceae, Tyromyces
(Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

No fue realizado. Se trabajo sclo con la fructificacion.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: anual; pileado, anchamente adherido al sustrato; aplanado a semi
ungulado; triquero en seccion; solitario o en grupos imbricados; de mds de 10 cm de
ancho, 20 de largo y 5 de espesor (Figura 12b, fotos: 1 a 3). Pileo: superficie
azonada; hispida a tomentosa; crémea, gris o castana cuando seca. Margen:
redondeado o agudo; delgado o grueso. Contexto: blanco o bien amarillento naranja
cuando seco; 4-20 mm de espesor. Himendforo: poroide; superficie de los poros
blanca cuando fresca, a menudo con tintes rosados; ocre cuando seca. Poros:
circulares a angulares; 2-3/mm; disepimentos enteros o lacerados (Figura 12b, foto:
4).

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: monomitico, IKI-. Hifas generativas fibuladas; hialinas; con paredes
delgadas a gruesas; hasta 6 pm de didmetro (Figura 12b, foto: 5); frecuentemente con
diminutos cristales (Figura 12b, fotos: 6, 7). Basidios: clavados; 15-20 x 4-6 pm
(Figura 12b, foto: 8). Basidiosporas: elipsoidales a subglobosas; 4-5 x 2-3 pm; lisas;
hialinas; de paredes delgadas; IKI-. Clamidosporas: hialinas; de paredes engrosadas;

globosas a subglobosas; 4-10 ym; abundantes en el contexto (Figura 12b, foto: 9).

Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires). M. Murace,
04/03/2016, sobre: ejemplar en pie, vivo, de 7ifia sp., LPS 49117.
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Figura 12b. Tyromyces fissilis.

Rasgos macaro y microscopicos de la fructificadén.
Observaciones: las caracteristicas macroscopicas del basidioma, en conjunto con la

presencia de cristales y clamidosporas permitieron la identificacion de la especie.

Distribucion y hospedantes: ver Rajchenberg & Robledo (2013).
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Arambarria cognata (Bres.) Rajchenb. & Pildain comb. nov.
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Hymenochaetales, Hymenochaetaceae,

Inocutis (Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

No fue realizado. Se trabajo sclo con la fructificacion.

B. Descripcion de la fructificacion

Basidioma: anual; dimidiado, triquero, resupinado, a veces efuso-reflejo; sesil; simple
o imbricado, sujeto por una amplia base; 2-4 x 3-7 x 1.5-2.5 cm (Figura 13, fotos: 1,2;
Foto 2: basidioma (B) asociado a discontinuidad cortical (*) y pudricion blanca (Pb) en
albura). Pileo: subungulado, convexo; velutino; castafio-amarillento cuando joven;
glabro y castano-rojizo cuando madura, oscureciéndose con el tiempo. Margen:
castano amarillento, incurvado cuando seco. Contexto: fibroso; suavemente zonado;
con tenues lineas negras dispersas en el tejido; castano—rojizo oscuro a chocolate; 5
mm aprox. de espesor. Himenodforo: poroide; capa de tubos concolora al contexto,
de hasta 2 cm de espesor. Poros: poligonales a irregulares; 3-5/mm (Figura 13, foto:
3).

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: monomitico, IKI -. Hifas generativas con septos simples; de hialinas;
con paredes delgadas a castanas con paredes gruesas; 2-6 pm de didmetro (Figura 13,
fotos: 5,6). Hifas setales y setas: ausentes. Basidios: clavados; 13-15 x 7-8 pm
(Figura 12b, foto: 8). Basidiosporas: elipsoidales a ovoides, con un lado plano, 5-6 x
4-5 pm; lisas; castano-rojizas oscuras, muy abundantes, pared engrosada, IKI —

(Figura 13, foto: 4). Clamidosporas: ausentes (Figura 12b, foto: 9).
Material examinado: Argentina. Buenos Aires, Pdo. de Loberia, Estancia Santo

Domingo. F. Achinelli 04/11/2016, sobre: ejemplar en pie, vivo, de £. globulus de 13
anos de edad, LPS 49119.
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Figura 13. Inocutis jamaicensis.

Rasgos macro y microsoopicos de la fructificadon.

Observaciones: Rajchenberg et al. (2015) citan que la ausencia de contexto granular
en Arambarria cognata es clave para distinguirla de /nocutis jamaicensis, especie
citada para Eucalyptus spp. (Gottlieb et al., 2002; Martinez 2005; 2006), ambas
caracterizadas por la ausencia de setas y el color castano rojizo de sus esporas
montadas en KOH. A fines del 2017 en base a estudios filogenéticos realizados entre
aislamientos procedentes de Argentina, Uruguay y Chile dichos autores consideran que
A. cognata (Bres.) Rajchenb. & Pildain comb. nov. es la denominacion del patogeno
presente en el hemisferio sur y por ello es la considerada en esta investigacion.
Distribucion y hospedantes: ver Robledo & Urcelay (2009); Rajchenberg & Robledo
(2013); Rajchenberg et al. (2015); Pildain et al. (2017).
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Hongo de pudricion castana. Caracteristicas culturales y de la fructificacion

Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.
Fungi, Dikarya, Basidiomycota, Agaricomycotina, Agaricomycetes, Polyporales, Fomitopsidaceae,

Laetiporus (Mycobank)

A. Descripcion del cultivo

Para la totalidad de los aislamientos fueron identificados los caracteres que conforman
la clave patron de la especie , entre los cuales particularmente facilitaron el
diagnadstico: la reaccion de oxidasas negativa en dcido tdnico y gdlico (Anexo A, fotos:
5y 14); el aspecto del micelio a€reo (farindceo/granuloso) (Figura 13a, foto: 1); el
color de la colonia (salmon, naranja); la presencia de artrosporas (Figura 13a, foto: 2);
clamidosporas (Figura 13a, foto: 3); conidioforos con ramificacion racimosa a simpodial
y conidios (blastoconidios) (Figura 13a, foto: 4). No se registraron cristales.
Caracteristicas culturales, ver: Stalper (1978; 1984)

Cadigo de la especie (Stalper, 1978; 1984): (7). (8). (9). 11. 13. 14. 18. 19. (21). (22).
23. 31. (32). 35. 48. 50. 52. 53. 54. 55. (78). 80. (82). 83. 84. 85. 86. 87. (89). (90).
96.

Figura 13a. laetiporus sulphureus.

Caracteristicas culturales.

B. Caracteristicas de la fructificacion

Basidioma: anual; sésil a lateralmente sub-estipitado. Pileo: simple o en grandes
racimos imbricados; de un metro o mds de extension; demediado a flabeliforme; de
hasta 40 cm de ancho; superficie color amarilla o anaranjada cuando fresco y marron
pdlido cuando envejece y se seca; glabro; azonado (Figura 13b, foto: 1). Margen:
concoloro; a menudo ondulado, redondeado; esteril o fertil debajo; pdlido claro cuando

se seca. Contexto: blanco; azonado; frdgil, meduloso y suculento cuando fresco; de
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mds de 2 cm de espesor; quebradizo y seco cuando viejo. Himendforo: poroide;
estrato de tubos amarillos cuando fresco y pdlido cuando seco; espesor superior a 4
mm. Poros: circulares a angulares; 2-4 por mm; con delgados disepimentos que

rdpidamente se tornan lacerados (Figura 13b, foto: 2).

Caracteristicas microscopicas

Sistema hifal: dimitico, IKI -. Hifas generativas contextuales de paredes delgadas;
hialinas; septadas; con escasas ramificaciones; de 6-12 pym de didmetro. Hifas
ligadoras contextuales de paredes engrosadas; hialinas; no septadas; muy ramificadas;
de 3-20 pm de diametro (Figura 13b, foto: 3). Trama hifal con hifas de pared delgada;
firme; ocasionalmente ramificada; septadas; de 4-6 pm de didmetro. Cistidios y otros
elementos himeniales ausentes. Basidios: clavados; 4-esterigmas; 20-25 x 6-9 pm;
simplemente septados en la base. Basidiosporas: ovoides a elipsoides; hialinas; lisas;
de 5-8 x 4-5 pm; IKI —.

Figura 13b. L seliporus sulphivreus.

Rasgos macro y microscopicos de la fructificacion.

Material examinado: Argentina. Ciudad de La Plata (Buenos Aires), M. Murace & M.
G. G. Ciuffani, 02/04/2012, sobre: ejemplar volcado de Eucalyptus sp., LPS 49110;
sobre: ejemplar en pie, vivo, de Eucalyptus sp., LPS 49111; La Plata (Bs. As.), M.
Murace, 15/02/2014, sobre: ejemplar en pie, vivo, de Fraxinus pennsylvanica 'y Melia
azedarach, LPSC 1388; La Plata (Bs. As.), M. Murace & M.L. Luna, 20/03/2014, sobre:
ejemplar en pie, vivo, de Populus alba, LPS 49102 (Figura 13c); LPSC 1392; La Plata
(Bs. As.), M. Murace, 04/12/2016, sobre: ejemplar en pie, vivo, de Robinia
pseudoacacia.; Tilia “moltkei”, LPSC1390.
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Figura 13c. Laetiporus sulphureus en Populus alba.

Observaciones: la forma, el gran tamano y la coloracion amarilla o bien naranja
pdlido de la fructificacion hacen de esta especie que sea fdcilmente identificable.
Distribucion y hospedantes: ver Rajchenberg & Robledo (2013). La identificacion

de esta especie fue confirmada mediante estudios moleculares.

70



ANEXOA

Reacdon de oxidasas en medio acido galico.
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Fotos 1 a 9: reaccidn de oxidasas en medio acido galico de algunas de las especies estudiadas;
postiva (+): pudricidn blanca; negativa (-): pudricidn castafia. Foto 1: £. adusta. Foto 2: C

unicolor. Foto 3: G. resinaceumn. Foto 4: L rickii. Foto 5: L. sulphureus. Foto 6: Ph. pomaceus
Foto 7: PhL brevispora. Foto 8: G. gustrale. Foto 9: T. Assifis(MMurace, 2018)
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Reacdon de oxidasas en medio acido tanico.

Fotos 10 a 18: reaccion de oxidasas en medio acido téanico de algunas de las especies
estudiadas; positiva (+): pudricion blanca; negativa (-): pudricion castafia. Foto 10: 8. adusta.
Foto 11: € wmicolor. Foto 12: &, resinacewm. Foto 13: L mckil Foto 14: [ sulphureus Foto 15:
Fh. pomaceus. Foto 16: Ph. brevispors. Foto 17: &. australe. Foto 18: T. Assiis(MMurace, 2018).
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DISCUSION

Las interacciones hongo xilofago-hospedante identificadas (Tablas 2 y 3) se
corresponden con los antecedentes recopilados para los espacios urbanos de nuestro
pais y de aquellos existentes a nivel mundial (Sede & Lopez, 1999; Schwarze et al.,
2000a; Thero et al., 2007; Robles et al., 2011; 2012; Schmidt., et al 2012; Urcelay et
al.,, 2012; Rajchenberg & Robledo, 2013, Heredia et al., 2014). De igual modo
concuerdan el grupo funcional determinado para cada una de las especies fuingicas, su
ubicacion en el ejemplar, pudricion que originan y sintomas asociados (Bazzalo &
Wright, 1982; Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al., 2000a; Thero & Hallaksella,
2005; 2008; Robledo & Urcelay, 2009). Para Ganoderma resinaceum y Laetiporus
sulphureus en particular, la baja especificidad observada y su presencia en ejemplares
exaticos (Tablas 2 y 3) es compatible con lo indicado para dichos patdgenos en este
tipo de contexto de nuestro territorio (Sede & Ldpez, 1999; Heredia et al., 2014).

En términos generales, la totalidad de las especies fungicas pudieron ser
facilmente identificadas a partir de las fructificaciones y/o cultivos obtenidos. Esto
dltimo en particular muy promisorio frente a la necesidad de diagnosticar estas
problemdticas careciendo de basidiomas y prescindiendo de las costosas técnicas
moleculares. No obstante, la visualizacion de sobrecrecimientos, hundimientos,
discontinuidades en la corteza, entre otros, - sintomas observados en esta instancia -,
constituyen evidencias indirectas que permiten realizar un primer diagndstico (Sede &
Lopez, 1999; Gottlieb et al., 2000; Schmidt et al., 2012).

Lo hallado respecto de la preponderancia de Poliporales coincide con su
reconocimiento de grupo que incluye a la mayor parte de los hongos degradadores de
la madera (Webster & Weber, 2007; Robledo & Urcelay, 2009). Por su parte, el mayor
numero de especies responsables de pudricion blanca identificadas se corresponde con
su conocida preponderancia por sobre los de pudricion castana (Schwarze et al.,
2000a; Riley et al., 2014). Rajchenberg & Robledo (2013), arribaron a iguales
resultados al realizar una recopilacion de los poliporos patogenos presentes en
distintas regiones fitogeogrdficas de nuestro pais, incluyendo ecosistema urbano y en
€ste, a los hospedantes nativos y excticos. De igual modo, Heredia et al. (2014) al
estudiar las interacciones hongos de la madera-drboles de los espacios publicos
presentes en la ciudad de Cdrdoba.

En los ambientes urbanos, los drboles aportan mdltiples beneficios ambientales,

esteticos, sociales y economicos frecuentemente afectados por los distintos factores de
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estrés propios de este ambiente - polucion, disponibilidad limitada de espacio, agua y
nutrientes, danos antropicos siendo el mds relevante el surgido de las malas prdcticas
de poda: tipo de corte y didmetro de las heridas —. Dichos factores reducen el vigor de
los drboles - acentudndose con la mayor edad de los individuos - lo cual afecta
negativamente algun posible mecanismo de defensa o bien generan vias de entrada
para los agentes bicticos de dano (Schwarze et al., 2000a; Urcelay et al., 2012).

Dentro de las adversidades bidticas, las causadas por los hongos xildfagos son
consideradas las mds importantes por su frecuencia de manifestacion y perjuicios que
ocasionan. Estos organismos descomponen la madera y, a causa de ello, los
ejemplares - o alguna de sus partes - disminuyen su estabilidad - resistencia al quiebre
y vuelco - poniendo en riesgo a la poblacion, sus bienes, a la diversidad bioldgica del
medio y a los beneficios que los drboles aportan a las ciudades (Novak & Dwyer, 2007,
tomado de Robles et al., 2011; Deflorio et al., 2008). Varios estudios a nivel mundial
reflejan el impacto negativo de las pudriciones en los drboles del contexto urbano,
impacto que en algunas situaciones implica su muerte paulatina producto del ataque al
tejido fisiologicamente activo (Thero & Hallaksella, 2005; 2008; Thero et al., 2007) tal
como fue observado en algunos hospedantes con el desarrollo de esta investigacion
(Tabla 2). En nuestro pais, investigaciones en torno a los hongos xildfagos que forman
parte de este tipo de ambiente y el potencial peligro que significa su presencia —
tomando como referencia el tipo de pudricion que generan, su localizacion en el
ejemplar y capacidad degradativa “in vitro” fueron realizadas por Wright & laconis
(1955), Sede & Lopez (1999), Robledo & Urcelay (2009), Urcelay et al. (2012), Robles
et al. (2014).

Hongos responsables de pudricion blanca

En cuanto a Bjerkandera adusta (Figura 1b, foto: 1), Funalia gallica
(Figura 3a) y Schizophyllum commune (Figura 11), lo hallado (Tabla 2) es
compatible con lo mencionado por autores como Wright & Deschamps (1976/77),
Bazzalo & Wright (1982), Urcelay et al., (2012): especies asociadas a ejemplares
muertos o saprotrofas, responsables de pudricion blanca particularmente en el
duramen de latifoliadas. No obstante, en nuestro pais tambi€én se ha registrado su
presencia en fustes y ramas vivos, como patogenos, sobre especies nativas y exaticas
(Robledo et al., 2006, tomado de Robledo & Urcelay, 2009; Robles et al., 2011; 2012;
Rajchenberg & Robledo, 2013; Murace, 2017, datos no incluidos en este trabajo). A

causa de ello, tomando lo definido por Robledo et al. (2003b) y Urcelay & Robledo
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(2004), poseerian un comportamiento pardsito facultativo. Segun estos autores, las
especies pertenecientes a este grupo funcional poseen la capacidad de colonizar y
degradar fustes de drboles en pie vivos como tambi€én de presentar su mayor
frecuencia de fructificacion sobre troncos muertos de grandes didmetros — 29.3 a 49.1
de diam. medio —. La presencia de estos xilofagos en los ejemplares bajo estudio, con
fustes muertos de medidas dentro del rango propuesto, indicaria un comportamiento
similar. Por su parte, S. commune es citada ademds como patdgeno responsable de
pudricion en albura y cambium danados - patdgeno de heridas - (Schmidt, 2006). De
acuerdo con ello y segun Rayner & Boddy (1988) podria ser considerada poseedora de
una estrategia de colonizacion oportunismo no especializado: colonizacion de la albura
a través de heridas superficiales o profundas lo cual conduce al aumento del disturbio
y consecuentemente a la disminucion de la tension en dicha zona del leno, lo cual en
esta instancia no fue observado.

Respecto de Cerrena unicolor, en primera instancia su identificacion en fustes
y/o ramas muertas (Tabla 2) concuerda con su consideracion prdcticamente
generalizada de especie saprotrofa (Ryvarden & Gilbertson, 1993, tomado de
Mycobank), responsable de “top rot” - pudriciones de fuste y ramas - (Rayner &
Boddy, 1988). No obstante, la totalidad de antecedentes recuperados reflejan
controversias en cuanto al posicionamiento de esta especie dentro un grupo funcional.
Si bien escasas, existen evidencias de su rol patogénico y como tal, responsable de la
produccion de cancros - como dreas localizadas de corteza y cambium necrosados - y
posterior muerte de los individuos (Boyce, 1961; Enebak & Blanchette, 1989;
Greifenhagen & Hopkin, 1998, tomado de Palma et al., 2005). Autores como Rayner &
Boddy (1988) y Thero & Hallaksella (2008) mencionan la presencia de este xildfago en
ejemplares faltos de vigor y por tanto comportdndose como pardsito debil al igual que
en alguno de los ejemplares bajo estudio, €stos atacados por Tremex fuscicornis
(Hymenoptera, Siricidae) o “avispa de la madera de las latifoliadas/avispa taladradora
de las latifoliadas” (Figura 2b).

Cerrena unicolor es considerada hasta el momento el unico poliporo simbionte
de una avispa, asociacion esencial para el ciclo de vida del himendptero. Las avispas
hembras acarrean el hongo en sus micangios® bajo la forma de esporas o como

fragmentos de micelio - indculo fungico -. Durante la oviposicion, en el estrato cambial

5 Micangios: glandulas adosadas al sistema reproductor, situados en la cavidad abdominal

de la hembra y que desembocan en la base del ovipositor del insecto.
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de drboles estresados, el indculo es depositado en la madera junto con los huevos y un
mucus fitotoxico producido por el insecto - fenoles, proteasas y polisacdridos - que en
conjunto van acentuando el decaimiento de los drboles hasta causar su muerte.
Ocurrida la inoculacion, el hongo coloniza y degrada la madera al tiempo que las larvas
cavan galerfas y se alimentan del lefio degradado y del micelio fungico; la simbiosis es
esencial para el desarrollo larval (Palma et al., 2005; Pazoutova & Sritka, 2007; Landi
et al., 2011). Si bien en este estudio no se comprobd dicha simbiosis - los aislamientos
fungicos no fueron obtenidos de avispas -, la secuencia de las regiones ITS resultaron
con un 99 % de similaridad con especimenes de C. wnicolor, incluido un espécimen
(EF577058) aislado de micangias de 7. fuscicornis (Robledo, com. pers.). Por lo
expuesto, en el material bajo estudio C. wnicolor provendria de una asociacion
simbidtica con las avispas y a causa de ello, estarfa comportandose como patdgeno
debil, pardsito facultativo, con estrategia de colonizacion oportunismo especializado y
establecimiento exogeno tomando en consideracion a Rayner & Boddy (1988).

El oportunismo especializado estd asociado a hongos que colonizan sustratos en
los que se ha producido una disminucion de la tension microambiental - remocion de
agua en el xilema funcional y desarrollo de una fase gaseosa - causada por factores
que producen un estrés fisioldgico - sequia, por ejemplo; en este caso el estrés que
poseerian los hospedantes y que provoca la atraccion de la avispa se veria acentuado
por el mucus fitotoxico que €ésta segrega -. Estos patdgenos se pueden establecer en la
albura mediante insectos vectores - sin asociarse a una herida obvia -, entre otras
formas posibles. Estos hongos no solo capitalizan la disminucion del estrés micro-
ambiental producido por factores ajenos a ellos sino ademds su condicion de pioneros
(Rayner & Boddy, 1988). En los ambientes urbanos, son numerosos los factores de
tension, entre ellos y considerado por algunos autores como el mds importante, es el
limitado suplemento de agua (Saeebo et al., 2003; Holopainen et al., 2006, tomados de
Thero & Hallaksella, 2008). En cuanto a los perjuicios que ocasiona este xildfago Thero
& Hallaksella (2005; 2008) y Thero et al. (2007) mencionan que secciones
transversales de fustes de ejemplares de Betula, tomadas a 2 m del nivel del suelo, se
vieron afectadas en mds de un 70% por la pudricion blanca que causa esta especie,
pudricion en algunos casos asociada a ahuecamiento, sintomas indicadores de la
posibilidad del quiebre y vuelco de los drboles atacados por Cerrena.

En referencia a las interacciones que incluyen a Ganoderma spp Yy los
signos/sintomas observados — esporada abundante, abultamientos, ejemplares de

aspecto vigoroso, entre otros (Tabla 2) - son compatibles con la estrategia de
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colonizacion “heart rot” citada para dichos hongos como asi también con su capacidad
de causar pudricion blanca selectiva. Las esporas visualizadas sobre fustes y
fructificaciones como también la presencia de heridas que exponen al duramen,
frecuentes en el lugar de implantacion de los ejemplares bajo estudio, son rasgos
asociados a dicha estrategia de colonizacion del sustrato (Rayner & Boddy, 1988). Las
distintas especies de Ganoderma son pardsitas facultativas, responsables de pudricion
blanca de duramen principalmente en la base de fustes y raices - “butt rot”- (Figura 4,
foto: 1; Figura 5b, foto: 1) (Schwarze, 2004; Deflorio et al., 2008) mediante
patogenesis activa/invasion ectotrdfica de raices (Rayner & Boddy, 1988). No obstante,
pasado un largo tiempo desde su establecimiento - en etapas muy avanzadas de
degradacion — estos hongos pueden alcanzar la albura y dreas proximas al cambium
circundante, tal vez asistidos por un mecanismo de patogenesis activa u oportunismo
especializado, estrategias dificiles de distinguir (Rayner & Boddy, 1988). Ante dicha
situacion, dependiendo de la especie forestal y de su vigor, los drboles forman un
nuevo tejido lenoso - madera de compensacion - (Sterken, 2005). El propdsito de ello
es contrarrestar las pérdidas causadas por la pudricion mediante la diferenciacion de
gruesos anillos en algunos casos asociados a crecimientos adaptativos o “bottle butt”,
los cuales fueron observados (Tabla 2), considerados evidencias indirectas de pudricion
(Schwarze et al., 2000a; Sterken, 2005; Thero, 2009) utiles para la identificacion de las
pudriciones mediante “Visual Tree Assessment” (VTA, Mattheck & Breloer, 1994). Un
drbol vital es capaz de establecer un equilibrio entre la formacion de madera de
compensacion y la destruccion del material causada por el xilofago; la albura y
cambium intactos garantizan que el drbol pueda crecer en didmetro y compensar de
esta manera la destruccion desarrollada por el hongo xilofago (Sterken, 2005).
Respecto de los abultamientos, constituyen sintomas de pudricion blanca selectiva,
segun se indicd, pudricion causada por G. resinaceum, resultante de un proceso de
delignificacion y del consecuente pandeo celular (Schwarze et al., 2000a). Este tipo de
deterioro es considerado el menos riesgoso de las pudriciones blancas. Si bien la
madera pierde rigidez, resistencia a la compresion, por la descomposicion de la lignina,
conserva su tenacidad producto de la celulosa residual - la preservacion de las
microfibrillas de celulosa tiene importantes consecuencias desde el punto de vista
biomecdnico -. La destruccion de la laminilla media altamente lignificada conduce a
que las fibras se plieguen — pandeo -; cuando esto ocurre, las microfibrillas que corren
en espiral se enderezan y a causa de ello aumenta su resistencia a la tension

(Schwarze, 2007). Asimismo, debe tenerse en cuenta que luego de la delignificacion,
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puede ocurrir la destruccion de la celulosa y, en consecuencia, la madera pierde su
tenacidad - pierde resistencia a la tension - al tiempo que se forman cavidades
(Schwarze et al., 2000a). Las Ganoderma spp., como patdgenos presentes en la base
de fustes y raices ponen en riesgo la estabilidad de los individuos atacados en grado
variable en funcion de la interaccion hospedante - patdgeno que se establezca (Boyce,
1961; Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al., 2000a; Sterken, 2005; Thero et al.,
2007; Deflorio et al., 2008).

En cuanto a Arambarria cognata, su presencia en Eucalyptus globulus y 10s
sintomas asociados (Tabla 2) concuerda con lo mencionado por Martinez (2005).
Dicho autor cita la presencia de este patdgeno (como /nocutis jamicensis) en
plantaciones de E. globulus, E. maideniiy E. grandis ubicadas en Uruguay, causando
en la corteza de sus hospedantes rajaduras, hundimientos y deformaciones/cancros
como las observadas. En Argentina fue identificada principalmente sobre latifoliadas
nativas y exdtica, incluidos £. globulus 'y E. viminalis, tanto vivas como muertas y en
tocones, antecedentes que no mencionan algun tipo de deformacion cortical. En
nuestro parfs este xildfago es particularmente reconocido por su rol patogenico en Vitis
vinifera en la cual ademds de la pudricion de fuste y ramas causa un caracteristico
sintoma foliar conocido como ‘'hoja de malvon, problemdtica tambi€n presente en
Uruguay y Chile (Gottlieb et al., 2002; Perez et al., 2008; Lupo et al., 2009;
Rajchenberg & Robledo, 2013; Rajchenberg et al., 2015). Arambarria cognata es una
especie neotropical, responsable de pudricion blanca fibrilar en duramen, no obstante,
las deformaciones — cancros — observados resultarfan de su avance hacia la zona
cortical, colonizacion mediada por un mecanismo de patoge€nesis activa (Rayner &
Boddy, 1988).

Respecto de /nonotus rickii (estado anamdrfico Ptychogaster cubensis Pat,
forma bajo la cual frecuentemente se presenta), lo hallado en este estudio (Tabla 2)
(Figura 6b, fotos: 1, 2) se corresponde con los aspectos ecoldgicos conocidos para la
especie. /nonotus rickii tipicamente se manifiesta en ambientes urbanos, sobre
latifoliadas, mediante clamidocarpos presentes en fustes y ramas de ejemplares
debilitados o muertos. Esta especie es reconocida mundialmente como un patdgeno
agresivo, caracteristico de regiones tropicales y subtropicales, responsable de pudricion
blanca de duramen, pudricion que frecuentemente progresa hasta la albura y cambium
provocando necrosis cortical, posiblemente asistidos por un mecanismo de patogénesis
activa (Boddy, 2001; Cui et al., 2014). Los drboles que poseen afectado su tejido

fisiologicamente activo reducen notablemente su vigor; los ejemplares enfermos
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invariablemente declinan, sus copas se tornan ralas, presentan una muerte progresiva
descendente - tal como fue observado - (Wright & laconis, 1955; Melo et al., 2002;
Intini & Tello, 2003; Annessi et al., 2003; Robles et al., 2014). Alteraciones en la
estabilidad mecdnica de los ejemplares enfermos tambi€n son mencionadas (Ramos et
al.,, 2008; Cui et al., 2014). Este patdgeno se dispersa mediante basidiosporas y
clamidosporas, siendo esta ultima forma la predominante. Las esporas son
transportadas por el viento como también por herramientas de poda, insectos, - entre
otros - y de este modo se depositan sobre heridas producidas naturalmente (desrame,
producto del envejecimiento de los ejemplares) y/o antrdpicas (podas, vandalismo)
danos siempre presentes y con alta frecuencia en el entorno urbano (Annessi, et al.,
2010).

En cuanto a Phellinus pomaceus, tal como se presentd (Tabla 2, Figura 7b),
es un pardsito facultativo principalmente reconocido por causar pudricion blanca en
ejemplares de la familia Rosaceae - particularmente Prunus spp - (Karadelev et al.,
2008; Urcelay et al., 2012) no obstante ello, existen antecedentes acerca de su
presencia sobre otras latifoliadas (Ryvarden & Gilbertson, 1994, tomado de Mycobank;
Heredia et al., 2014). Asimismo, si bien es considerado un ‘heart rot fungus?’ los
sintomas visualizados y su ubicacion (Tabla 2) son compatibles con los antecedentes
recopilados para distintas especies del género respecto de su capacidad de atacar
zonas vivas del leno a nivel fuste y copa — o “top rot” -. En este sentido, Phellinus spp
afectan la albura posiblemente asistidos por patogénesis activa, mecanismo en el cual
el alto potencial de indculo es critico para llevar a cabo dicha estrategia - o
comportamiento necrotrofo - (Rayner & Boddy, 1988; Boddy, 2001). Si bien los “heart-
rot fungi” dificilmente atacan la albura, Phellinus spp lo llevan a cabo al momento de
fructificar, ante la falta de duramen expuesto. Bajo estas circunstancias es necesario el
desarrollo de una densa mata miceliar que destruya la albura y presione la corteza a
fin de generar vias de fructificacion, todo lo cual puede conducir a la muerte de la
rama o del ejemplar atacado (Mattheck et al., 2015; Rayner & Boddy, 1988) en
correspondencia con lo descripto para dicha interaccion (Tabla 2).

En referencia a Phlebia brevispora, o obtenido (Tabla 2) indicaria su rol como
patdgena, tipica “heart rot fungi”. En este sentido, Kubayashi & Maekawa (2001) y
Suhara y colaboradores (2002) aportan el primer registro respecto de la presencia de
P. brevispora en ejemplares en pie vivos y sugieren su rol patogénico. En dicha
oportunidad fue aislada de Chamaecyparis obtusa (Sieb. & Zucc.) Endl, asociada a una
pudricion blanca en duramen de base de fuste -“butt rot”. Hasta entonces este
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xildfago sdlo fue reconocido como saprotrofo, responsable de pudricion en postes de
madera de angiospermas y gimnospermas - particularmente postes telefonicos de pino
- (Nakasone & Eslyn, 1981). Por su parte los autores mencionados confirmaron la
accion patogenica de una especie afin - P. chrysocrea - mediante inoculaciones
artificiales en C. obtusa. Un ensayo de patogenicidad es requerido para confirmar su
comportamiento. La identificacion de esta especie constituye el primer registro para
nuestro pais y fuera del sudeste de Estados Unidos y Japon unicos sitios al momento
en los que fue reportada (Nakasone & Eslyn, 1981; Suhara et al., 2002).

La presencia de Pycnoporus sanguineus en tocones con evidencias de
pudricion blanca (Tabla 2) concuerda con el comportamiento saprotrofo y tipo de
deterioro citados para esta especie (Blanchette, 1984; Otjen & Blanchette, 1987; Luna
et al., 2004; Urcelay et al., 2012). Al aspecto blanquecino y fibrilar y a la consistencia
corchosa de la madera — rasgos tipicos de este tipo de deterioro -, se suma la
presencia de 'zones lines” lineas caracteristicas en las “white rots” (Figura 9b). La
manifestacion de estas lineas estrechas y oscuras se asocia a la reaccion del micelio a
la desecacion del sustrato, también son consideradas como proveedoras de estructuras
de resistencia, poseedoras de propiedades antimicrobianas y de disminuir fendmenos
de competencia, delimitar la madera sana-degradada o bien de definir zonas de
interaccion fungica. Desde un punto de vista morfoldgico, resultan de la agregacion de
hifas muy ramificadas y anastomosadas — hifas pseudoparénquimatosas -, por sectores
infladas, deformadas y a menudo melanizadas (Zabel & Morrell, 1992; Boddy, 2000;
Smith, 2001). Pycnoporus sanguineus posee distribucion pantropical como tambien se
encuentra en regiones templadas, y si bien es preferentemente citada en latifoliadas,
puede colonizar gimnospermas. Asimismo, en oposicion a su reconocido
comportamiento saprotrofa, Banerjee (1956, tomado de Nobles & Frew, 1962) sugiere
que podria atacar drboles vivos. Este autor obtuvo infecciones de ramas sanas de
Shorea robusta mediante inoculaciones de micelio a campo.

En cuanto a Rigidoporus ulmarius, |0 obtenido respecto de su presencia en
ejemplares en pie, vivos (Tabla 2), pertenecientes a ambientes urbanos, se
corresponde con los antecedentes hallados (Sede & Lopez, 1999; Urcelay et al., 2012;
Rajchenberg & Robledo, 2013). Esta especie, de distribucion mundial, es reconocida
por causar pudricion blanca en el duramen de numerosas latifoliadas, particularmente
en el tercio inferior de fustes y en raices, no obstante, en esta instancia, fue

encontrada en oquedades ubicadas en el tercio superior de troncos.
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Tyromyces fissilis, si bien sclo fue hallada en una especie - y sdlo en
1ejemplar - (Tabla 2), en nuestro pais es reconocida por su baja especificidad hacia las
latifoliadas exdticas; a la fecha solo un registro se conoce para nativas: Salix
humboldtiana (Urcelay et al. 2012). Este hongo, introducido del hemisferio Norte, es
citada como pardsito responsable de pudricion blanca en el duramen de especies que
forman parte del arbolado urbano de nuestra region — Salix babylonica, en la ciudad de
Cordoba, Celtis australis, en la ciudad de La Plata, Sa/ix sp, CABA - (Wright et al. 1973;
Urcelay et al., 2012) como tambien fue identificada en las selvas subtropicales en
galeria de los rios Parand y Uruguay (Rajchenber & Robledo, 2013). Su presencia en
ejemplar en pie vivo de tilo aportarfa un nuevo hospedante para el contexto urbano de

nuestro pars.

Hongo responsable de pudricion castaria

Lo hallado para Laetiporus sulphureus (Tabla 3) concuerda con la estrategia
de colonizacion, el tipo de pudricion y amplio rango de hospedantes conocidos para la
especie (Rajchenberg & Robledo, 2013). En cuanto a esto ultimo, L. sulphureus es
reconocido por su poca selectividad del sustrato lo cual es compatible con su capacidad
de descomponer los extraibles de la madera (Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al.,
1997). Este xilofago es un pardsito facultativo responsable de pudricion castana en el
duramen de fustes y copas - “top rot” - (Figura 13c), que tambien puede atacar la
madera del sistema radical, presentarse en tocones y madera en servicio (Boyce, 1961;
Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al., 2000a; Banik et al., 2010). Esta especie se
dispersa via esporas y se establece mediante una estrategia de colonizacion “heart-rot
- estrés tolerante - la cual, segun se indico, estd vinculada con la presencia de heridas
que exponen el duramen. Como “heart-rot fungi” rara vez alcanza la albura y a causa
de ello, la ausencia de sintomas que puedan dar indicio del curso de un proceso de
degradacion, excepto cuando se observan fructificaciones y/o madera podrida.
Opuesto a este concepto generalizado, Schwarze et al. (1997) destacan que esta
especie puede penetrar en madera con elevado contenido de humedad mediante la
formacion de varios tipos de esporas que parecen estar adaptadas para su distribucion
dentro de la columna de agua y por largo tiempo permanecer en forma latente. Este
modo de crecimiento podria permitir la colonizacion de la albura y alli permanecer a la
espera de las condiciones que le permitan causar degradacion. Rayner & Boddy (1988)
consideran a este tipo de estrategia como oportunismo especializado, con

establecimiento enddgeno. L. sulphureus es un patdgeno frecuente del arbolado
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urbano, reconocido por disminuir notablemente la capacidad resistente de las maderas
naturalmente infectadas (Schwarze & Fink, 1998; Schwarze, 1995, tomados de
Schwarze et al., 2000a). Este hongo afecta la estabilidad y resistencia a la fractura de
sus hospedantes. Como xiléfago responsable de pudricion castana, los carbohidratos
de la pared celular de sus hospedantes son despolimerizados y la lignina es
parcialmente oxidada (Green & Highley, 1997; Gamauf et al., 2007; Riley et al., 2014).
La despolimerizacion de la celulosa y las hemicelulosas afecta negativamente las
propiedades de resistencia de la madera desde las primeras etapas del proceso de
degradacion, y a causa de ello el riesgo que significa su presencia en los drboles
(Schwarze et al., 2000a). Debe tenerse en cuenta que ante situaciones de pudricion
total del duramen, si bien el riesgo de quiebre y vuelco es elevado, depende de
numerosos factores. Segun se indicd, en un drbol vigoroso el cambium y la albura
intacta garantizan que un drbol crezca en didmetro y de este modo es compensada la

destruccion causada por un hongo xiléfago (Boddy & Rayner, 1983; Sterken, 2005).

CONCLUSIONES

La mayor parte de las interacciones identificadas resultaron de la combinacion
de Poliporales, responsables de pudricion blanca, con latifoliadas exdticas. En base a
los antecedentes recopilados — obtenidos mediante busqueda bibliogrdfica y/o el
desarrollo de este trabajo -, la totalidad de las especies pueden ser consideradas
pardsitas facultativas y como tales capaces de colonizar y causar degradacion en
ejemplares en pie vivos, con distinto grado de vigor - y en este caso comportarse como
patogenas - o presentarse en ejemplares muertos. La totalidad de los hongos
resultaron colonizadores del duramen, no obstante, y de acuerdo con la bibliografia
consultada, con potencialidad para alcanzar la albura circundante posiblemente
asistidos por patogenesis activa — particularmente los responsables de la formacion de
cancros — u oportunismo especializado provocando en casos extremos la muerte de sus
hospedantes. Se menciona un nuevo hospedante para 7yromices fissilis en la ciudad
de La Plata como asi tambi€n se aporta una nueva evidencia del rol patogénico que
estaria cumpliendo Phlebia brevispora, constituyendo ademds un primer registro de la

presencia de esta especie en nuestro pars.
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CAPITULO II

MODIFICACIONES ANATOMICAS CAUSADAS POR LOS
HONGOS XILOFAGOS

LA MADERA COMO SUSTRATO DE COLONIZACION FUNGICA

Elementos constituyentes del lefio de Coniferas y Latifoliadas como vias de

colonizacion.

Los drboles difieren en sus caracteristicas anatomicas segun al grupo al que
pertenezcan (Gimnospermas-Angiospermas), diferencias tambien existentes entre
generos y especie dentro de dichos grupos. Ello condiciona el modo de colonizacion y
degradacion por los hongos xildfagos, traduciéndose en diferentes patrones de
degradacion e incluso en diferentes tipos de pudricion causados por una misma
especie fungica — Ej.: Basidiomycetes facultativos de pudricion blanda -, alteraciones
que afectan de modo distinto las propiedades resistentes del leno (Schwarze et al.,
2000a).

Las c€lulas del leno o xilema secundario se organizan en dos sistemas: el axial -
longitudinal o vertical - y el radial - transversal u horizontal -. El sistema axial es
originado por las iniciales fusiformes del cdmbium y contiene cé€lulas con sus ejes
mayores orientados verticalmente, es decir, paralelos al eje principal del tallo. El
sistema radial, originado por las iniciales radiales del cambium, estd formado por
filas de celulas orientadas horizontalmente, perpendiculares al eje del tallo (Esau,
1982).

A modo de generalidad, en las Coniferas el sistema axial estd constituido por
traqueidas — conductoras de agua y que aportan resistencia -, fibrotraqueidas —
vinculadas con la resistencia del tejido - y en algunos generos por parénquima; el
sistema radial presenta c€lulas parenquimdticas y, en algunas ocasiones, traqueidas
radiales. En aquellas especies poseedoras de canales resiniferos, €stos se disponen en
ambos sistemas. Respecto de las Latifoliadas, poseen un leno mds complejo que las
Confferas debido a la mayor diversisdad de tipos celulares / elementos anatomicos que
lo constituyen. En las Latifoliadas el sistema axial estd constituido por elementos de
vaso - conductores de agua -, fibras y en ocasiones traqueidas, que aportan
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resistencia, y parénquima — apotraqueal, paratraqueal - y el sistema radial por cé€lulas
parenquimdticas — formando frecuentemente radios multiseriados -. En este grupo la
colonizacion de la madera ocurre principalmente via sistema axial, por los elementos
de vaso; la ausencia de este tipo celular en las Coniferas determina que su leno
constituya un sistema poco eficiente para dicho proceso (Zabel & Morrell, 1992;
Schwarze et al., 2000a; Schwarze, 2007).

Pared celular: Estructura y ultraestructura de la pared de las células del lefo

En la mayoria de los tipos celulares del lefio (excepto en algunos casos en las
celulas parenquimdticas) se diferencian en las paredes celulares las siguientes capas:
la laminilla media, \a pared primaria y \a pared secundaria constituida por tres
estratos - S1, S2, S3 -, paredes que al formarse de afuera hacia adentro van ocluyendo
el lumen celular (Figura 1, foto: A). Cada uno de estos tres componentes principales -
laminilla media y ambas paredes - tienen una estructura y composicion quimica unica
que tambien difiere entre las especies (Rytioja et al., 2014).

La /laminilla media (Lm) es la capa mds externa; es una zona estrecha entre
células contiguas que puede medir desde unas décimas de micrometros hasta mds de
5pm en los d@ngulos celulares. La Lm ademds se caracteriza por su isotropia y aspecto
homogeneo bajo microscopio electronico de barrido (MEB). Desde el punto de vista
quimico, dicha zona estd principalmente compuesta por sustancias amorfas como lo
son la lignina y pectatos de calcio; la celulosa estd ausente y a causa de ello la Lm no
exhibe birrefringencia bajo luz polarizada. Por lo general a la Lm se la asocia a la pared
primaria; en este caso ambas zonas son considerados como una unidad denominada
laminilla media compuesta (Lmc). Desde el punto de vista mecdnico esta
estructura le imparte a la pared resistencia a la compresion y rigidez producto de su
alta lignificacion (Schwarze et al., 2000a; Gamauf et al., 2007).

La pared primaria (Pp) es una zona delgada, dificil de distinguir de la Lm
adyacente bajo microscopio dptico (MO) o MEB, y a causa de ello, segun se indicd, se
la considerada constituyente de la Lmc. La Pp estd compuesta por polisacdridos y
glicoproteinas; la celulosa sclo constituye el 2,5% y se presenta bajo la forma de una
trama de microfibrillas sin orientacion definida (Figura 1, fotos: A, B) (Schwarze et al.,
2000a; Gamauf et al., 2007).

En cuanto a la pared secundaria (Ps), provee soporte y estd constituida

principalmente por celulosa y lignina como también por compuestos no estructurales
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que constituyen menos del 10% del peso seco de la madera. Dichos compuestos
incluyen extraibles con solventes orgdnicos, los que pueden ser polares como los
fenoles y los taninos o no polares como lo son las grasas y esteroles, proteinas y
cenizas. A diferencia de la Pp, en la pared secundaria las microfibrillas de celulosa se
disponen con igual direccion. Segun se indicd, en esta pared se diferencian 3 estratos:
S1, S2 y S3. El S1 y S3 se presentan a modo de zonas estrechas en las que las
microfibrillas de celulosa estdn organizadas como una hélice plana u horizontal - mayor
dngulo microfibrilar -; en las coniferas, el S3 tiene el mayor grado de lignificacion.
Respecto del S2 consiste de microfibrillas con disposicion helicoidal y orientacion casi
paralela respecto del eje longitudinal de la célula - menor dngulo microfibrilar -. Este
estrato constituye la zona mds importante de la pared ya que es el responsable de la
mayoria de las propiedades de resistencia de la madera debido a su mayor espesor, al
alto contenido de celulosa y al pequefo dngulo microfibrilar (Figura 1, fotos: A, C),
(Schwarze et al., 2000a; Gamauf et al., 2007).

Segun el modelo cldsico, las microfibrillas del estrato S2 se presentan formando
capas superpuestas siguiendo la circunferencia de la célula. Existen otros modelos que
muestran a las microfibrillas de celulosa orientadas radialmente con respecto al eje
longitudinal de la c€lula y en sentido perpendicular a la laminilla media. Dicha
disposicion favoreceria la degradacion de la madera por hongos de pudricion blanda y
castana. En este sentido, la ausencia de estructuras radiales en las paredes de los
elementos de vaso y de las c€lulas parenquimaticas dificultaria la degradacion por
estos hongos (Schwarze et al., 2000a).

En cuanto al /umen, es un espacio inerte ocupado por aire y/o agua que
representa la zona critica en la cual los hongos inician el proceso de colonizacion y
degradacion. Entre c€lulas, la conduccion de agua y de varios solutos ocurre a traves
de las punteaduras. Las punteaduras son interrupciones de la pared secundaria que
contienen una porcion modificada de la pared primaria adyacente llamada membrana
de la punteadura. En las etapas iniciales de la colonizacion de la madera, dichas
estructuras constituyen la principal via de pasaje fungico (Schwarze et al., 2000a;
Gamauf et al., 2007).
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Figura 1. Modelo simplificado de la estructura de la pared celular. A: la edtructura consgste de
tres estratos principales: laminilla media, pared primaria y pared secundaria con sus estratos
correspondientes (51, 52 y 53). B y C: principales polisacaridos de la pared y lignina (disposicion)
en la pared primaria (B) y secundaria (C); en la pared primaria (B) la lignina no es ilustrada
debido a que su contenido varia considerablemente entre las especies (tomado de Rytioja et al.,
2014).

Colonizacion fungica

Los hongos xildfagos llegan y penetran en sus hospedantes principalmente bajo
la forma de basidiosporas y/o micelio siguiendo algunas de las estrategias de
colonizacion mencionadas en el Capitulo | — 'heart rot”, oportunismo especializado,
oportunismo no especializado, patogenesis activa -.

Una vez en la madera, la colonizacion se produce a través de los distintos tipos
celulares que conforman el sistema longitudinal y el sistema radial del lefo (Figura 2).
Los hongos colonizan la madera mds rdpidamente en direccion longitudinal, a través de
los luimenes de los elementos xilemadticos. El acceso radial estd restringido en particular
por el espesamiento de las paredes celulares del leno tardio y en ciertos casos por el
elevado contenido de nutrientes de las c€lulas parenquimdticas de los radios. La
dispersion tangencial estd limitada por la falta de un tipo de sistema de comunicacion
entre ce€lulas, excepto cuando se produce la muerte en alguna zona del estrato
cambial, lo cual facilita la dispersion subcortical. En todos los casos, el pasaje entre
células ocurre a través de las punteaduras y/o de perforaciones que ellos originan en
las paredes celulares (Wilcox, 1968; Boddy, 1992; Schwarze et al., 2000a; Schwarze,
2007).
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Figura 2. Lefio de Angiospermas, vias de colonizacidn fingica: a, sentido longitudinal (axial); b,
sentido radial; ¢, sentido tangencial (tomado de Monteoliva, 2010, adaptado por Murace, 2017).

La colonizacion del leno presenta diferencias entre Latifoliadas y Coniferas
producto del tipo, abundancia y distribucion de sus cé€lulas. Estos aspectos también
determinan diferencias en la colonizacion fungica entre generos pertenecientes al
mismo grupo botdnico. A modo de generalidad, se considera que la madera de las
Gimnospermas representa un sistema poco eficiente para la colonizacion debido a la
ausencia de vasos, a la presencia de torus en las punteaduras y a la escasez o
ausencia de c€lulas parenquimdticas en el sistema longitudinal. Asimismo, la
disponibilidad de nutrientes orgdnicos y minerales - celulosa, hemicelulosas, proporcion
y tipo de lignina, niveles de Nitrdgeno, entre otros -, el microclima - temperatura,
composicion gaseosa, contenido de humedad, pH -, la presencia de extraibles - grasas,
dcidos orgdnicos, alcaloides, aceites, resinas, compuestos fendlicos, azicares - como
tambien la interaccion con otros organismos constituyen factores a tener en cuenta al
momento de analizar los procesos de colonizacion (Boddy, 1992; Schwarze et al.,
2000a).

Las hifas de los hongos colonizan ampliamente la madera antes de que se
registre alguna evidencia de degradacion. La degradacion incipiente se caracteriza por
la presencia de al menos una hifa en las cé€lulas del leno lo cual sugiere que las
enzimas no pueden difundir fuera de las c€lulas en las que son secretadas. De acuerdo
con esto, cualquier atributo de la madera que limite el desarrollo fungico - tilides,
compuestos gomosos, cristales - influye en su resistencia a la degradacion fuingica

(Zabel & Morrell, 1992).
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En cuanto a la degradacion de las paredes celulares, es producida de dos
maneras diferentes. Una forma es mediante el adelgazamiento de la hifa y posterior
penetracion en la matriz lignoceluldsica provocando la disolucion enzimdtica de estas
sustancias. Las enzimas son segregadas a lo largo de las superficies laterales de las
hifas. En el segundo caso el grosor de la hifa no se modifica; €sta permanece adherida
al estrato mds interno de la pared secundaria (S2 o S3) y las enzimas son liberadas a
traves de su extremo apical (Deschamps & Wright, 1997; Schwarze, 2007).

Como todo organismo vivo, los hongos poseen ciertos requerimientos para su
crecimiento y supervivencia en la madera; entre los mds importantes se pueden
enumerar:

e agua libre sobre la superficie del lumen celular;

e oxigeno atmosférico a relativamente bajos niveles para la mayoria de los
hongos;

e temperatura favorable; el dptimo se encuentra entre los 15°C — 45 °C;

e un sustrato que provea de energia y metabolitos para la sintesis via metabdlica;

e pH adecuado; el dptimo estd entre 3 y 6;

o factores quimicos de crecimiento, como ser compuestos de Nitrogeno,

vitaminas y elementos esenciales.

En términos generales, la fuente de nutricion mds importante para los hongos
xilofagos son los hidratos de carbono de la pared celular - polimeros estructurales:
celulosa, hemicelulosas -. La degradacion de la lignina ocurre en presencia de
carbohidratos; desde el punto de vista nutricional dicho polimero tiene poca
importancia para los hongos. No obstante, el establecimiento exitoso de estos
organismos depende de su habilidad para utilizar los componentes no estructurales
enumerados (Boddy & Rayner, 1983; Zabel & Morrell, 1992). El Nitrdgeno (N) juega el
rol mds importante dentro de los constituyentes no estructurales de la madera. Su baja
concentracion - 0.03% - 0.10% - indica que estos organismos tienen un eficiente
mecanismo para su metabolismo y reutilizacion. Los Basidiomycota pueden funcionar
con pequenas cantidades de este elemento; esto lo logran mediante la autolisis y la
reutilizacion del N de su propio micelio o por la lisis del talo de otros hongos, en
asociacion con el uso extremadamente econdmico del mismo en el metabolismo. EI N
proveniente de la fijacion bacteriana puede ser necesario para la formacion de las
fructificaciones. Con respecto a las vitaminas, la tiamina presente en la madera es

considerada esencial para el crecimiento de la mayoria de los hongos; su destruccion
88



mediante tratamientos alcalinos fue considerada como estrategia de aumento de la
durabilidad de la madera aserrada. Asimismo, la ausencia de extraibles toxicos es
necesaria para la mayoria de estos organismos. Sin embargo, existen antecedentes en
torno al desarrollo preferencial de Ganoderma adspersum dentro de un ambiente rico
en polifenoles (Schwarze & Baum, 2000). Rayner & Body (1988) observaron que
algunos volatiles pueden estimular el desarrollo de Ganoderma spp como tambien la
direccion de crecimiento; Fries (1961, tomado de Schwarze & Baum, 2000) observa el
crecimiento preferencial de G. applanatum en vasos conteniendo el voldtil nonanal®. La
luz visible es importante en algunas especies fungicas para el desarrollo de las
estructuras reproductivas; los altos niveles de luz UV son letales para la mayoria de

estos organismos (Highley, 1987; Zabel & Morrell, 1992; Schwarze et al., 2000a).

Barreras a la colonizacion fungica

En la albura de ejemplares sanos, vigorosos, los tejidos danados por los hongos
xilofagos pueden ser compartimentalizados. De acuerdo con esto, la colonizacion y
degradacion fungica son restringidas mediante la produccion de barreras fisicas —
depdsitos de gomas y resinas, tilides, estratos suberizados - y/o quimicas - extractivos
fungicidas - que surgen en respuesta a dicho proceso - barreras de tipo activa -,
reacciones no solo condicionadas por la vitalidad del ejemplar sino tambi€n por la
época del ano y temperatura asociada. EI duramen en cambio, por su condicion de
tejido xilemdtico muerto, queda excluido de algun mecanismo de defensa o respuesta
activa contra el avance de los hongos. No obstante, en esta zona del lefio suelen
presentarse barreras, consideradas de tipo pasivas (todas aquellas modificaciones
quimico anatomicas que surgen durante el proceso de duraminizacion) que no solo
incrementan la resistencia de las maderas a la degradacion, sino que ademds
determinan que especie/s fungica/s es/son capaces de colonizarla (Rayner & Boddy,
1988; Boddy, 1992; Schwarze et al., 1997; Schwarze, 2001).

Uno de los primeros modelos que surgieron para describir el desarrollo y la
restriccion de la degradacion en drboles en pie vivos fue el propuesto por Shain (1967,
1971, 1979). Segun dicho autor, ante un dano, las c€lulas parenquimadticas diferencian

barreras en la interface tejido degradado / tejido sano - zona de reaccion - que son

® Aldehido alquilo con un sabor a fruta fuerte u olor floral, utiliza en aromatizantes y
perfumerra.
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interpretadas como un tipo de defensa que restringe al frente de avance de la
infeccion.

Posteriormente surge el Modelo CODIT - 'Compartmentalization of Decay in
Trees” - de Shigo & Marx (1977). Este modelo es propuesto sobre la base de los
patrones de decoloracion y degradacion observados en maderas de Latifoliadas. CODIT
opera con “paredes” que asumen el rol de barreras fisicas y/o quimicas las cuales
pueden estar presentes al momento de producirse la herida o bien ser formadas luego
de un dano - respuesta activa - con el fin de detener el avance de la
infeccion/colonizacion fungica. Estas paredes son:

Pared 1 (W1): surge en respuesta al avance de la infeccion; resiste la difusion
en direccion axial por oclusion del tejido orientado axialmente, ej.: tilides en los vasos;
deposicion de sustancias antifungicas; en coniferas, el cierre de las punteaduras
areoladas por el torus.

Pared 2 (W2): representada por el lefio tardio, el cual resiste la difusion en
direccion radial; los elementos celulares del leno tardio poseen a menudo paredes
engrosadas, mds lignificadas. Es una barrera preexistente al dano, por lo tanto, no
inducida. En algunas especies las células parenquimaticas organizadas en el borde del
anillo anual participan activamente en las respuestas de defensa.

Pared 3 (W3): establecida por las cé€lulas parenquimdticas de los radios, que
pueden resistir la difusion tangencial mediante la produccion de sustancias de defensa
- barrera inducida -; €stas no constituyen obstdculos continuos por representar
paredes bajas, a modo de cintas, organizadas radialmente en la madera.

Las W1 a W3 implican una modificacion de naturaleza quimica y/o anatomica
en las celulas constituyentes de la madera. Estas dependen de las c€lulas
parenquimdticas con limitado nuimero de respuestas y son equivalentes a las zonas de
reaccion previamente definidas por Shain (Rayner & Boddy, 1988; Pearce, 2000;
Schwarze, 2001).

Pared 4 o zona de barrera (Bz): formada por el cambium en el anillo anual
luego de ser danado. La Bz o 'barrier zone” es un tejido con una pequena proporcion
de vasos y una alta cantidad de células parenquimdticas con capacidad de reaccion -
oclusion de fibras, parénquima y vasos por polifenoles y tilides -. Dichas cé€lulas
ademds poseen suberina - material corchozo, fungistdtico, en proporcion variable en
funcion de la especie arbdrea - dispuesta a modo de laminillas superpuestas al estrato
mds interno de la pared celular, la cual contribuye con la resistencia a la degradacion.

De acuerdo con esto, la zona de barrera es un tejido formado de novo por el cambium
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en la vecindad de la herida y, en contraste con las W1, 2 y 3, no sdlo presenta una
modificacion quimica sino tambi€n anatomica. Esta barrera es la mds efectiva por ser
estructuralmente homogénea; forma un verdadero obstdculo para el ataque fungico y
marca un limite abrupto entre la madera degradada y la sana en la zona de la albura.
La Bz estd intimamente ligada a la vitalidad y dinamica del cambium del drbol (Figura
3) (Shigo & Marx, 1977; Boddy & Rayner, 1983; Rayner & Boddy, 1988; Pearce, 2000;
Schwarze, 2001).

Por su parte debe tenerse en cuenta que los hongos que infectan la albura y/o
cambium y que activamente inducen la diferenciacion de las zonas de reaccion y la
zona de barrera son excepciones. La mayoria de los hongos que degradan la madera
de los drboles en pie vivos - pardsitos, responsables de pudriciones patogenicas -,
afectando su resistencia y estabilidad, son especies de duramen — ‘heart rot fungi”-.
Estos ingresan via grandes ramas o raices danadas y se desarrollan en el tronco, por lo
general sin causar dafo a la albura y al cambium (Schwarze, 2001).

Existen algunos hongos capaces de salvar las barreras mencionadas mediante
un mecanismo dual de degradacion; un ejemplo de ello lo constituye /nonotus
hispidus. Este patdgeno, si bien es responsable de pudricion blanca en base a su
habilidad ligninolitica, en Platanus x hispanica degrada la madera con un patron de
pudricion blanda - o soft rot - a fin de salvar la presencia de gomas, tilides y
compuestos fendlicos que obstruyen el lumen de los vasos y fibras adyacentes al
parénquima de la zona de reaccion. Por su parte G. adspersum, responsable de
pudricion blanca, supera las barreras diferenciadas por fagus sylvatica a través de un
mecanismo enzimdtico que le permite la degradacion de tilides suberizadas y

polifenoles (Schwarze et al., 1997; Schwarze, 2001).

Figura 3: Izguierda, representacion esquematica de las paredes (walls) del sistema CODIT.
Derecha, seccidn transversal de fuste de Tifiz sp conteniendo una zona de barrera (punta de
flecha), la cual separa la madera degradada y decolorada de la albura sana; la madera formada
antes de iniciado el dafio contiene una zona de reaccion (flecha) (tomado de Schwarze, 2007).
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TIPOS DE PUDRICIONES CAUSADAS POR LOS HONGOS XILOFAGOS

En términos generales, las pudriciones del leno pueden ser clasificadas como
patogénicas, presentes en drboles en pie vivos, o como saprofiticas, con desarrollo en
ejemplares muertos o en algunas de sus partes bajo esta condicion, denominacion que
tambien incluye a las pudriciones que afectan a los productos de madera. Existen
ademds clasificaciones que contemplan la ubicacion de las pudriciones en el ejemplar
y, a causa de ello, son denominadas pudriciones de albura, de duramen, de raiz, fuste
o de copa. Asimismo, en base al aspecto, consistencia y alteraciones quimico-
estructurales que adquiere la madera atacada se distinguen las denominadas
pudriciones blancas, castanas y blandas (Zabel & Morrell, 1992; Schwarze, 2004;

Schwarze, 2007), clasificacion ampliamente utilizada y a considerar en esta seccion.

Pudriciones blancas

El rasgo saliente de este tipo de deterioro - o 'White rots ™, es la degradacion
de la lignina, polimero que sdlo puede ser mineralizado por los “hongos de pudricion
blanca”, término que incluye a especies pertenecientes al grupo de los Basidiomycota y
Ascomycota (Xylariaceae) (Janusz et al., 2017).

A modo de generalidad, a nivel macroscopico, la madera con Pb se caracteriza
por su color blanquecino producto de la destruccion de sus pigmentos y por la
acumulacion de la celulosa residual. Comunmente presenta lineas oscuras - o 'zone
lines ”- definidas como lineas delgadas que delimitan la region atacada de la sana
(Zabel & Morrell, 1992), indicadoras de fenodmenos de interaccion fungica (Boddy,
2000) o relictos de zonas de reaccion (Smith, 2001; Pearce, 1991). Distintos tipos de
Pb son distinguidos en base al aspecto o bien a los rasgos microscopicos que adquiere
el lefo: alveolares — con cavidades -; fibrilares o 'White stringy rots ” “white pocket
rots ” — con dreas blanco brillantes por acumulacion de celulosa producto de selectiva
delignificacion -; moteadas o 'white mottled rots” — pudricion blanca simultdnea
interpuesta entre sectores con delignificacion selectiva -; pudriciones laminares o
“laminated rots” — con desarrollo en la zona de transicion lefio temprano-tardio-;
anulares o “ring rots” - presentes a la altura del anillo -. Los tipos enumerados resultan
de la interaccion entre el hongo responsable del deterioro, la anatomia del leno, la
estructura y composicion quimica de la pared de los distintos tipos celulares y de las

condiciones ambientales. Otro rasgo caracteristico es la consistencia esponjosa -
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'Spongy rot”™ que adquiere el material en los estadios avanzados de pudricion
(Blanchette et al., 1985; 1988; Otjen & Blanchette, 1986; Blanchette, 1991; 1995;
Schwarze et al., 2007). Dentro del grupo “pudriciones blancas” (Pb) se distinguen las
blancas simultdneas y las selectivas. Las primeras resultan de la degradacion
simultdnea de la matriz lignoceluldsica de la pared celular. Las pudriciones blancas
selectivas surgen de un proceso de selectiva delignificacion. Asimismo, ambos tipos
pueden presentarse en un mismo sustrato o bien una misma especie de hongo puede
producir uno u otro, variantes condicionadas por la cepa fungica, el medio y las
caracteristicas del sustrato (Blanchette et al., 1985; Blanchette, 1991; 1995; Martinez
et al., 2005). Pudriciones blancas simultdneas: durante su desarrollo el micelio
coloniza y permanece en el lumen celular. La degradacion ocurre en el punto de
contacto hifa/pared - la difusion de las enzimas estd limitada a la proximidad de la hifa
- e involucra la formacion de senderos de erosion (se). Los se - o dreas de erosion
localizada de la pared - pueden alcanzar la laminilla media compuesta (Lmc) y provocar
la formacion de agujeros o ‘holes” o bien pueden coalescer, provocar el
adelgazamiento generalizado de la pared celular y la formacion de vacios que se llenan
de tejido fungico (Figura 4) (Blanchette, 1995; Schwarze et al., 1997; Schwarze, 2007).
De acuerdo con ello, a nivel microscdpico, los caracteres utilizados para diagnosticar
este tipo de deterioro incluyen la formacion de agujeros; el adelgazamiento de la
pared; la diferenciacion de senderos redondeados, con forma de U, en corte
transversal; la presencia de abundante micelio en dreas con total degradacion como
tambien la erosion perfectamente circular de las punteaduras o “roundered pit erosion”
y la presencia de pequenas perforaciones, menores a 4 pm de diam. — o 'bore holes ™
(Anagnost, 1998).

Figura 4: Pudricidn blanca smultdnea; desarrollo. Las primeras etapas del proceso de
degradacidn ocurren en la proximidad de las numerosas hifas ubicadas en el lumen celular. La
pared as progresivamente degradada desde el lumen (de modo centrifugo); cada una de las hifas
penetra la pared en dngulo recto respecto del eje axial formando drea localizadas de erosidn gue
por coalescencia conducen al adelgazamiento generalizada de la pared. Aasimismo se diferencias
pequefias perforaciones entre células. En etapas avanzadas sélo quedan restos de la Lmc
altamente lignificada (tomado de Schwarze, 2007).
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Pudriciones blancas selectivas: su rasgo relevante es la separacion celular
consecuencia de un proceso de selectiva delignificacion (Srebotnik & Messner 1994;
Anagnost, 1998). Si bien la lignina estd distribuida en la totalidad de los estratos de la
pared, su mayor concentracion en la Lmc y dngulos celulares determina que en dichas
zonas se concentre el ataque con la consecuente manifestacion de la separacion de las
células. En la pared secundaria, el colapso lamelar y la acentuacion de las estructuras
radiales cuando presentes - solo fueron identificadas en las fibras - también es posible
(Blanchette, 1991; Schwarze et al., 1997; Schwarze, 2007).

Este tipo de pudricion puede evolucionar de modo centrifugo - desde el lumen -
o0 bien centripeto - desde la Lmc -. En el primer caso, las hifas ubicadas en la cavidad
celular producen una intensa delignificacion en la totalidad de la pared incluidos los
dngulos celulares; la lignina es degradada mds alld del estrato adyacente a la hifa, a
“grandes distancias de la hifa fungica” (Figura 5). De acuerdo con ello, la
descomposicion de este polimero es mediada por un sistema ligninolitico difusible al
tiempo que ocurre la degradacion de las hemicelulosas. La descomposicion de la
celulosa es limitada o bien esta inhibida, todo lo cual conduce a su acumulacion. En
etapas avanzadas del proceso puede o nd ser atacada. En referencia a la
delignificacion centripeta, estd asociada al crecimiento hifal entre cé€lulas, a nivel Lmc,
region a partir de la cual ocurre el proceso de fragmentacion del polimero aromético.
La madera con este tipo de deterioro adquiere aspecto fibrilar, pierde su rigidez y
dureza, no obstante, mantiene su resistencia a la tension producto de la celulosa
residual (Blanchette, 1991; Srebotnik & Messer, 1994).

Figura 5: Pudricion blanca selectiva; desarrollo. Inicialmente, sustancias de bajo peso molecular
difunden en la pared secundaria desde las hifas ubicadas en el lumen e inician la degradacion de
las hemicelulosas y lignina alcanzando la laminilla media compuesta (Lmc). En etapas avanzadas,
la degradacion preferencial de la Lmc resultan en la separacidn celular; la celulosa permanece
intacta (tomado de Schwarze, 2007).
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Pudriciones castanas

Las pudriciones castanas o 'brown rots ”constituyen un tipo de desorganizacion
del leno causada exclusivamente por miembros de los Basidiomycota, rango
taxondmico dentro del cual los Poliporales incluyen la mayor parte de las especies
responsables de este tipo de pudricion (Gamauf, 2007; Schwarze, 2007).

Las pudriciones castanas (Pc) se inician con unas pocas hifas dispersas en el
lumen celular y toman lugar particularmente en el S2 de la pared, estrato con mayor
contenido de celulosa debido a su espesor. Inicialmente la degradacion ocurre
mediante un sistema celulolitico altamente difusible — distintas especies de oxigeno
reactivo o ERO- que le permite a los hongos salvar la barrera que constituye la lignina
(Figura 6), (Highley, 1987; Zabel & Morrell, 1992; Curling et al., 2001; Janusz et al.,
2017).

Durante el curso de este tipo de deterioro, los carbohidratos de la pared celular
son despolimerizados; la lignina solo parcialmente modificada principalmente por
demetilacion (Fackler et al., 2010). El intenso ataque a la celulosa determina el patron
de fractura cubico y la fragilidad del material — se transforma en polvo bajo presion -
que las caracterizan. La lignina modificada es la responsable de la coloracion castana
de la madera, y de la cual surge su denominacion (Schwarze, 2007).

Macroscdpicamente, las pudriciones castanas son consideradas mds
homogeneas que las pudriciones blancas. No obstante, microscopicamente, fueron
reportados distintos patrones de colonizacion y degradacion fungica (Wilcox, 1993a;
Schwarze et al., 2003; Murace et al., 2017). Las caracteristicas anatomicas del
sustrato, la ultraestructura de sus c€lulas constituyentes, las estrategias que desarrolla
una especie para salvar las barreras a la colonizacion presentes en el tejido, entre
otros, explicarfan dicha heterogeneidad (Wilcox, 1993a; Schwarze et al., 2003;
Schwarze, 2007).

A nivel microscopico, el adelgazamiento y deformacion de las paredes celulares,
la contraccion del tejido, la presencia de fracturas perpendiculares a la pared y de
pequenas perforaciones - 0.5um a 4pym de diam. o 'bore holes ”“— y principalmente la
perdida de birrefringencia, constituyen elementos de diagndstico (Wilcox, 1993a;
Anagnost, 1998; Schwarze et al., 2000a; 2003; Schwarze, 2007). La mayor
susceptibilidad a la degradacion que poseen las fibras del leno temprano respecto de
los elementos de vaso y parénquima tambi€én son rasgos que las caracterizan. La

diferente disposicion espacial de las microfibrillas de celulosa entre dichos tipos
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celulares seria la causa. A diferencia de lo que ocurre en los vasos y en el parénquima,
en las fibras las microfibrillas se disponen en el espacio formando estructuras radiales
disposicion que favoreceria la difusion de las enzimas y demds agentes de degradacion
(Schwarze, 2007).

Figura 6: Pudricidn castafia; desarrollo. Inicialmente, sustancias de bajo peso malecular san
secretadas por las hifas fingicas ubicadas sobre el estrsto S3; dichas sustancias difunden
radialmente en la pared celular. En un estado mas avanzado, las ena@mas han penetrado en la
totalidad de la pared determinado el quiebre generalizmde de la celulosa y hemicelulosas y el
consecuente encegimiento de la madera; éste Gltimo conduce a la formacidn de numerosas
rajaduras. En el 53 permanece intacto; en la totalidad de la pared persiste una matriz de lignina
modificada (tomado de Schwarze, 2007).

Pudriciones blandas

Este tipo de deterioro, producido por Ascomicetes, es poco frecuente en
ejemplares arbdreos, no asi en los productos derivados de la madera - madera en
servicio, bajo condiciones de alta humectacion del material -.

Los hongos responsables de pudricion blanda o 'Soft-rot fungi” atacan la
celulosa y hemicelulosas y alteran parcialmente la estructura de la lignina. Asimismo,
ciertos Basidiomicetes pueden causar patrones de degradacion tipicos de pudricion
blanda como parte de una estrategia de adaptacion al sustrato, para salvar las
barreras a la colonizacion que se les presentan, circunstancia bajo la cual se comportan
como 'Facultative soft-rotters” (Schwarze & Fink, 1997; 1998; Schwarze & Baum,
2000; Schwarze et al., 2000a). La madera con este tipo de pudricion se caracteriza por
su consistencia blanda cuando humeda, por su color oscuro y por diferenciar rajaduras

al secarse. Las formas de ataque a la pared celular son ilustradas en la Figura 11.
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Figura 7: Pudricidn blanda; evolucion. Inicialmente las hifas penetran en la pared secundaria
(52); éstas se ramifican y orientan en forma paralela a las microfibrillas de celulosa. La
degradacidn en las proximidades de las hifas conduce a la formacidn de cavidades de extremos
cdnicos. En estados avanzados de degradacion la pared secundaria es completamente destruida
y la Lmc rica el guayadcil lignina persiste (tomado de Schwarze, 2007).

Alteraciones estructurales que causan los hongos xil6fagos en maderas

naturalmente infectadas: Antecedentes a la fecha

Para nuestro pafs es escasa la informacion relacionada con las alteraciones
estructurales que causan los hongos xilofagos en maderas naturalmente infectadas
(Luna et al., 2007; 2012; 2015; Murace et al., 2011; 2014b; 2016; 2017). A nivel
mundial, si bien Schwarze et al., 2000a; Schwarze, 2007 recopilan informacion de este
tipo, en pocos casos hacen referencias a las interacciones consideradas en esta
investigacion (Tabla 1). Este conocimiento se considera de importancia a los fines de
aportar informacion respecto del dano posible de presentarse en los ejemplares
atacados y a partir de ello poder explicar y estimar el impacto - con apoyo en el
conocimiento de las alteraciones quimicas que provocan los hongos en estas maderas-
en la capacidad resistente del ejemplar. Lo expuesto en particular considerando la alta
frecuencia con la que se presentan las interacciones bajo estudio en los ambientes
urbanos (Sede & Ldpez, 1999; Schwarze et al., 2000a; Thero et al., 2007; Robles et
al., 2011; 2012; Schmidt., et al 2012; Urcelay et al., 2012; Rajchenberg & Robledo,
2013, Heredia et al., 2014).
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Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:
e Caracterizar los tipos de pudricion a nivel estructural (macro y microscopico).
e Determinar la zona en la que se circunscriben los danos: albura, duramen, lefo
temprano, tardio, tipos celulares afectados.
e ldentificar la presencia / ausencia de barreras a la degradacion en las distintas
especies forestales.
e Analizar las semejanzas y particularidades de los patrones de degradacion entre

las distintas interacciones hospedante — patogeno.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras de madera

El material de estudio (Tabla 1) provino mayoritariamente de las especies

consideradas representativas de los espacios publicos de la Ciudad de La Plata y

alrededores (Libro Municipalidad de La Plata, 1983).

Tabla 1. Interacciones estudiadas.

Especie arborea Especie xilofaga Tipo de pudricion
Acer negundo L. Cerrena unicolor (Bull.) Murr, blanca
“arce” Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid blanca
A saccharinum L. Ganoderma resinaceum Boud. blanca
Celfis australis L. G. resinacetm blanca
“almez”
Fucalyptus globuius Labill Arambarria cognata (Bres.) Rajchenb. blanca
“eucalipto blanco” & Pildain comb. Nov.
E. tereticornis Sm. Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr. castafia
“eucalipto colorado”
Fraxinus pennsylvanica Marsh. L. sulphureus castafia
“fresno americano” G. resinaceum blanca
Ligustrum lucidum W.T Aiton C. unicolor blanca
ligustro” G. resinaceum blanca
Melia azedarach L. L. sulphureus castafia
“paraiso” Phiebia brevispora blanca
Nakas. Nakas. & Eslyn
Popuilus alba L L. sulphurous castafia
“alamo plateado”
Prunus cerasitera var. pissardii Phellinus pomaceus (Pers.) Maire blanca
(Carriere) Koehne
(= P. pissardii)
"ciruelo de jardin”
Quercus robur L. G. resinaceum blanca
“roble europeo”
Robinia pseudoacacia L. L. sulphureus castafia
“falsa acacia”
Salix sp C. unicolor blanca
“sauce” Bejerkandera adusta blanca
(Willd.: Fr.) P. Karst
castana

[ Tilia x viridis (Bayer) Simonk. subsp

moltkei (Dippel) Xifreda] “tilo moltkei”

L. sulphurous
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La identificacion botdnica de dichas especies fue realizada a campo y en
laboratorio, empleando los caracteres diagndsticos observados en las hojas, flores y/o
frutos, cortezas (Dimitri & Parodi, 1977). En laboratorio, el material muestreado fue
comparado con aquellos depositados en el Herbario de la Facultad de Ciencias
Naturales y Museo (LP) y de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (LPAG),
(UNLP). Materiales examinados: ARGENTINA. PROV. BUENOS AIRES. Acer negundo
L. Pdo. La Plata: Gonnet, 21-04-1996, G. Delucchi 1248 (LP); La Plata, 20-X-1983, C.
Guido 117 (LP). Acer saccharinum L. Pdo. Tigre, Tigre, 08-111-1959, A. E. Lanfranchi
1500 (LP). Celtis australis . Pdo. La Plata. La Plata: Paseo del Bosque, 24-111-1986,
G. Delucchi 79 (LP); Parque Saavedra 01-V-2003, G. Delucchi 2.712 (LP). Eucalyptus
tereticornis Smith. Pdo. La Plata, Isla Martin Garcfa, 16-111-2000, Delucchi 2.365 (LP).
Fraxinus pennsylvanica Marshal. Pdo. La Plata. Isla Martin Garcfa, 14-1-1994, Hurre/
et al., 1674 (LP); 15-111-1993, Hurrel et al., 1459 (LP). Ligustrum lucidum Ait. Pdo.
La Plata, Isla Martin Garcia, 15-111-1993, Hurrel et al., 1.480 (LP). Melia azedarach \..
Pdo. La Plata. Gonnet, 20-1V-1997, M. Hernandez 54 (LP); 13-X-1989, Rovella 78 (LP).
Prunus ceracifera fo. Atropurpurea Rehder. Pdo. La Plata, La Plata, Bosque, 14-IX-
1943, D. Albatte s.n. (LP). Quercus robur L. Dpto. La Plata. La Plata. Gonnet, 17-111-
1996, G. Delucchi 1.236 (LP); 26-111-1995, G. Delucchi 940 (LP). Robinia pseudo-
acacia L. Pdo. La Plata, City Bell, 19-X-1994, G. Delucchi 798 (LP). Salix babylonica
L. Pdo. Berisso, Isla Paulino,1-V-2009, M. P. Hernandez 32 (LP). Salix humboldtiana
Willd. Pdo. Berisso, Isla Paulino, 5-XI1-2009, M.P. Hernandez 5 (LPAG). Tilia moltkei
Spaeth. Pdo. La Plata, La Plata, 20-X/-1983, C. Guido 48 (LP). Pdo. Mar de Plata, Mar
del Plata, 04-X1-1944, A. L. Cabrera 9.979 (LP). Tilia viridis (Bayer) Simonk. ssp. x
moltkei. Pdo. Ensenada, Isla Santiago, 18-111-2011, M.P. Hernandez 79 (LPAG).
PROV. ENTRE RIOS. Salix humboldtiana Willd. Coldn, Parque Nacional El Palmar,
03-X1-2008, G. Delucchi y F. Buet 3.397 (LP).

Se muestrearon aquellos ejemplares con evidencias directas de pudricion -
madera podrida expuesta y/o presencia de basidiocarpos -. De cada uno de ellos
también se obtuvo una muestra testigo (del mismo ejemplar en la mayor parte de los
casos; cuando no fue posible por el avance del deterioro se muestred otro individuo).
Ante la presencia de fructificaciones como unica evidencia de deterioro, el material fue
obtenido con barreno de Pressler. En este caso, las muestras de madera degradada
fueron tomadas segun un muestreo en 4 puntos (en cruz) alrededor de la fructificacion
(Boyce, 1961).
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Recuperadas las muestras de madera, en laboratorio se comenzo con la tarea
de observacion y descripcion, inicialmente a ojo desnudo (macroscdpicamente) y luego
microscopicamente (con lupa, microscopio optico y electronico de barrido) previo

procesamiento segun se detalla a continuacion.

Estudios anatomicos

Para las observaciones anatomicas del material con evidencias de deterioro, se
consideraron las publicaciones de Blanchette (1980; 1983; 1995), Otjen & Blanchette
(1982; 1984), Blanchette et al. (1985; 1988), Wilcox (1993 a; b), Anagnost (1998),
Schwarze et al. (1997; 2000a), Schwarze (2001; 2007). Estos trabajos contribuyeron a

la interpretacion de los rasgos macro y microscopicos presentes en las muestras.

Procesamiento del material

Para los estudios con microscopio dptico (MO), porciones de madera fueron
fijadas en formaldehido -dcido acetico - alcohol (FAA), deshidratadas a traveés de una
serie de etanol-xilol y embebidas en Paraplast. Los cortes (10—12 pm de espesor en los
tres sentidos de estudio del lefio) fueron tenidos con safranina-fast Green, donde
coloraciones rojizas de las paredes celulares indican lignificacion y las verdosas,
presencia de celulosa = delignificacion selectiva (D’Ambroggio de Argiieso 1986;
Srebotnik & Messner, 1994). Porciones de leno tambien fueron fijadas en una solucion
2,5% de glutaraldehido en buffer fosfato 0.1 M pH 7.5, infiltradas en vacio durante 2
hs, lavadas 3 veces en el mismo buffer y post-fijadas durante 3 h en tetroxido de
osmio 1%. El material fue deshidratado luego en una serie de etanol-acetona e
infiltrado en resina Spurr. Las secciones (2-2,5 ym de espesor) fueron teridas con
dcido fucsinico-azul de toluidina. En algunas ocasiones se realizaron ademads cortes con
hojas de afeitar. A fin de detectar celulolisis (manifestada como pérdida de
birrefringencia, rasgo de diagndstico de pudricion castafna), secciones sin tincion fueron
observadas con luz polarizada. Las observaciones se realizaron en un microscopio
Nikon E200.

Las técnicas descriptas también fueron aplicadas para las descripciones del
material testigo, las cuales fueron realizadas tomando en consideracion los caracteres
de diagndstico de la IAWA (1989).

Ademds, se recurrio a la Xiloteca de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales
(FCAYF, UNLP) como asi tambi€n a la base de datos INSIDEWOOD-DATABASE.
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Respecto de los estudios con microscopio electronico de barrido (MEB), los cortes
obtenidos con cuchillas descartables fueron montados sobre platinas y cubiertos con
oro. Las observaciones se realizaron en microscopios FEI, modelo Quanta 200 (Servicio
de Microscopia Electronica de Barrido y Microandlisis del LIMF-Facultad de Ingenierfa-
UNLP) y JEOL, JSM-35 CF (Facultad de Ciencias Naturales y Museo, UNLP).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Descripcion anatémica de las maderas sanas (testigo)

Acer negundo L. (arce negundo)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad difusa, vasos solitarios y radiales
mdltiples cortos predominantes, 40-100/mm?, placa de perforacion simple,
punteaduras alternas, poligonales, punteaduras radio-vaso areoladas, espesamientos
helicoidales, gomas y otros depdsitos en vasos del duramen; fibras con punteaduras
simples a diminutamente areoladas, de paredes delgadas; parénquima axial
paratraqueal, radios 1-3 c€lulas de ancho, bajos (200 a 500 pm), procumbentes, 4-12

/mm; duramen claro, no distinguible de la albura circundante.

Figura 1. Acer megundo: rasgos relevantes con MO y MEB. Fotos a-c: MO. Foto a: corte transversal (CT); anillo de
crecimiento demarcado; porosidad difusa; vasos =olitarios (V) y radiales multiples cortos (Va) predominantes. Foto b! corte
longitudinal radial (CLR); radio (R} homocelular (procumbentes). Foto c: corte longitudinal tangencial (CLT); punteaduras de
los vasos poligonales, alternas; radio (R), ancho. Foto d: MEB, CLT; radios bajos, homogéneos; espesamientos helicoidales
en vaso (Vh).
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Acer saccharinum L. (arce sacarino, plateado)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad difusa, vasos solitarios y radiales
mudiltiples cortos, 20-40/mm?, placa de perforacion simple, punteaduras alternas,
poligonales, espesamientos helicoidales, punteaduras radio-vaso areoladas, gomas y
otros depdsitos en vasos; fibras con punteaduras simples a diminutamente areoladas,
de paredes delgadas; parénquima axial paratraqueal; radios 1 seriados y multiseriados
(4 celulas de ancho), bajos (200 a 500 pm), cuerpo del radio con cé€lulas

procumbentes, 4-12 /mm; duramen mas oscuro que la albura circundante.

Figura 2.1. Acer ssccharinum.: rasgos relevantes con MO, Foto a: corte transversal (CT); anillo de
crecimiento demarcado; porosidad difusa; wasos (V) solitarios vy radiales multiples cortos,
predominantes. Foto b: corte longitudinal radial (CLR); radios (R) homocelulares (procumbentes).
Foto c: corte longitudinal tangencial (CLT); espesamientos helicoidal en wvaso (Vh); radio (R},
ancho.

Rgura 2.2 Acer saccharinym: rasqos relevantes con MEB. Fotos a-b: corte transversal
[CT), Foto a: poroddad difusa; contenides en wvasos (Vo). Foto by espesamientos
helicoidales en vasos (Vh).

104



Celtis australis L. (almez)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad anular, vasos solitarios y
agregados (predominante), en bandas tangenciales y con disposicion ulmoide, placa de
perforacion simple, punteaduras alternas, poligonales, punteaduras radio-vaso
areoladas, espesamientos helicoidales, traqueidas vasicentricas; fibras con punteaduras
simples a diminutamente areoladas, de paredes delgadas a gruesas; parénquima axial
confluente; radios multiseriados, bajos (200 a 500 pm), procumbentes y c€lulas
cuadradas, 4-12 /mm, con cristales; duramen claro, de color blanco, amarillento o

grisdceo.

Figura 3. Celtis sustralis: rasgos relevantes con MO. Foto a: corte transversal (CT); anillo demarcado;
porosidad circular, lefic temprano (LT} y tardio (Lt); vasos en bandas tangenciales {vb) y disposicidn diagonal
{vd); solitarios y agrupados. Foto b: corte longitudinal radial (CLR); radio (R) heterocelular; cristales (c) en
radio (R); vasos agrupados; traqueida vasicéntrica (Tr); fibras (F). Foto c: corte longitudinal tangencial (CLT);
radios anchos (R); cristales (c) en radio (R} y parénguima axial (P); vasos agrupados.
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Eucalyptus globulus Labill. (eucalipto blanco)
Anillos de crecimiento no demarcados; porosidad difusa, vasos solitarios, en disposicion

diagonal y/o radial, de dos clases de didmetro, 5-20/mm?, placa de perforacicn simple,
punteaduras areoladas, alternas, ornadas, areola circular u oval, punteaduras radio-
vaso diminutamente areoladas, aparentan simples, tilides, traqueidas vasicéntricas;
fibras con punteaduras simples a areoladas, de paredes delgadas a espesas;
parénquima axial vasicéntrico, apotraqueal difuso y difuso en agregados, cristales;
radios en su gran mayoria uniseriados y en menor proporcion radios parcialmente 1-3
seriados, bajos (200 a 500 pm), con contenidos, procumbentes, ocasionalmente se
observan células cuadradas y/o erectas en el cuerpo del radio o en el margen, 4-

12/mm; duramen pardo amarilo a pardo — rosado.
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Figura 3.1. Eucalyptus globulus: rasgos relevantes con MO. Fotos @ - b: corte transversal (CT);
aspecto general y detalle, respectivamente; porosidad difusa; vasos (V) solitarios; tilosis (Vt);
fibras (F); parénguima axial (P}; contenidos en radios (Rc); cristal (). Foto c: corte longitudinal
radial (CLR); tilide en vaso (Vt); radio (R) heterocelular; parénquima (F); traqueidas vasicéntricas
(Tr). Foto d: corte longitudinal tangencial (CLT); fibras (F); vaso (V); radio (R), ancho; traqueidas

(Tr).

Figura 3.2. Eucalyptus globulus: rasgos relevantes con MEB. Fotos a - o corte longitudinal
tangendial (CLT). Fote a: tlides en vasos (Vt). Fotos b, o vasos, punteaduras ornadas (Vpo),

gspecto general y detalle respectivamente,
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Eucalyptus tereticornis Smith (eucalipto colorado)

Anillos de crecimiento no demarcados; porosidad difusa, vasos solitarios, con
disposicion radial o diagonal, de dos clases de didmetro, 5-20/mm? placa de
perforacion simple, punteaduras areoladas, alternas, poligonales, ornadas,
punteaduras radio — vaso muy reducidas (aparentan simples), tilides, gomas y otros
depdsitos en vasos del duramen, traqueidas vasicéntricas; fibras con punteaduras
areoladas, poligonales, de paredes espesas; parénquima axial difuso y vasicéntrico;
radios biseriados predominantes, con contenidos, bajos (200-500 pm), constituidos
principalmente por células procumbentes, >12/mm; duramen rojo o en tonos de

rojizos.

Figura 4. Eucalyptus tereticornis: rasgos relevantes can MO. Fotos & - bi corte transversal {CT).
Foto a: anillos de crecimiento no demarcadoss; porosidad difusa; vasos con disposicion diaganal
(vVd). Fote b: vasos solitarios (V); radios (R) bi-seriados con contenidas (cn). Foto c: corte
longitudinal radial (CLR]; radios homocelulares, can contenidos (Rc); tilides en vasos (Vt). Foto d:
corte longitudinal tangencial (CLT); vasos solitarios con tilides (Vt); radios (R) fusifammes.
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Fraxinus pennsylvanica Marsh. (fresno americano)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad anular, vasos solitarios y
radiales mdltiples cortos, tilides, placa de perforacion simple, punteaduras alternas,
poligonales, punteaduras radio-vaso areoladas, similares a la de los vasos en forma y
tamano a nivel c€lulas radiales, traqueidas vasicéntricas; fibras con punteaduras
simples a diminutamente areoladas, pared de las fibras delgada a gruesa; parénquima
axial vasicéntrico, parénquima axial en bandas marginales o aparentemente
marginales; radios 1-3 seriados, bajos (200 a 500 pm), constituidos por c€lulas

procumbentes, 4-12/mm; duramen blanco a gris.

Figura 5.1. Faxinus pennsylvanica: rasgos relevantes con MO. Fotos a - b: corte transversal (CT).
Foto a: lefio temprano (LT) y tardio (Lt}; porosidad circular; tilides (t) en vasos parénguima axial en
bandas (Pb). Foto b: lefio temprana (LT); vasos radisles miltiples cortos (Vr); parénguima axial
vasicéntrico (F). Fotos ¢ — di corte longitudinal radial (CLR). Foto C: radio (R); tragueidas (Tr)
vasicentricas. Foto d: vasos radiales miltiples {Vr); parénquima axial vasicéntrico (F); radio
homaocelular. Escala: 0

Figura 5.2. Fraxinus pennsyivanica: rasges relevantes con MEB. Fotos a - b: corte transversal
(CT). Foto a: lefic temprano (LT) y tardio (Lt); porosidad circular; poros solitarios (V) y radiales
miltiples cortos (Va); tilides (t) en vasos Foto b: lefio temprano (LT); parénquima axial
vasicentrico (P); tillde (t) en vaso.
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Ligustrum lucidum L. (ligustro)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad semi anular a difusa, vasos
solitarios, 40-100/mm?, placa de perforacion simple, punteaduras alternas,
punteaduras radio-vaso areoladas, espesamientos helicoidales en elementos de vaso;
fibras con punteaduras areoladas, en paredes radiales y tangenciales, de paredes
delgadas a espesas; parénquima paratraqueal, escaso-ausente; radios de 1-3 c€lulas
de ancho, bajos (200 a 500 pm), c€lulas procumbentes con 2-4 o mas series

marginales de c€lulas erectas o cuadradas, 4-12/mm, cristales; duramen claro.

5
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Figura 6. Ligustrum lucidum: rasgos relevantes con MO. Foto a: corte transversal (CT); anillo de
crecimiento demarcade; porosidad anular; vasos (V) solitarios. Foto b: corte longitudinal radial
(CLR); radio (R) heterocelular; vaso (V). Foto c@ corte longitudinal tangencial (CLT); radio (R],
ancho; vaso (V).
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Melia azedarach L. (paraiso)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad anular, vasos solitarios y
radiales muiltiples largos predominantes (mas de 4 poros), placa de perforacion simple,
punteaduras alternas, poligonales, punteaduras radio-vaso areoladas, engrosamientos
helicoidales en los elementos de vaso, gomas y otros depdsitos en los vasos del
duramen, predominantes en el leno temprano; fibras con punteaduras simples a
diminutamente areoladas, de paredes delgadas a espesas; parénquima axial
vasicentrico, confluente, cristales en cé€lulas del parénquima axial; radios multiseriados
(4-10), bajos (200 a 500 pm), constituidos por cé€lulas procumbentes y 1-2 hileras
marginales de c€lulas cuadradas, <4/mm; duramen de color mds oscuro que la albura,

duramen de color basicamente marrdon o tonos de marron.

Figura 7. Meliz azedaraci rasgos relevantes con MO. Fotosa - c: corte transversal (CT). Foto a: anillo
de crecimiento con limite definido; lefio temprano (LT) y tardio (Lt). Foto b: vasos radiales miltiples
(Vr), con contenidos gomosos (Vg); radio multiseriado (R). Foto c: vasos agrupados, radiales maltiples
{Vr); parénquima axial vasicéntrico (P); fibras de paredes espesadas (F). Foto d: corte longitudinal
tangencial (CLT); fibras (F); vasos radiales multiples (Vr); parénquima axial vacicéntrico (P); radio
multiseriado (R).
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Populus alba L. (dlamo blanco)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad semi-anular a difusa, vasos
solitarios o radiales mudltiples cortos predominantes (2,3), 40-100/mm?, placa de
perforacion simple, punteaduras alternas, poligonales, punteaduras radio-vaso
areoladas, aparentemente simples; fibras con punteaduras simples a diminutamente
areoladas, pared delgada; parénquima axial ausente; radios uniseriados, constituidos

por células procumbentes, >12/mm; duramen blanco.

wapill

Figura 8. Poplius alba: rasgos relevantes con MO. Fatos @ - o corte transversal (CT). Foto a: aniilo
de crecimiento con limite definido; lefio temprana (LT) y tardio (Lt); porosidad semi-anular; vasos en
diagonal (Wd}. Foto b: wasos solitanos (V) y radiales miltiples (Vrm); transicion lefio temprano —
tardio (2t). Foto o radio unisenado (R); fibras de paredes delgadas (F). Foto d: corte longitudinal
radial (CLR); vaso {V), punteaduras alternas (pa); radio homocelular (R).
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Prunus cerasifera var. pissardii (Carriére) Koehne (ciruelo de jardin)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad semi-anular a difusa, vasos en
diagonal y/o con un patrdn radial, predominantemente solitarios, > 100/mm?, placa de
perforacion simple, punteaduras alternas, poligonales, punteaduras radio-vaso
areoladas, engrosamientos helicoidales en los elementos de vaso, gomas y otros
depdsitos en los vasos del duramen; fibras con punteaduras areoladas, de paredes
delgadas a muy espesas; parénquima apotraqueal y vasicéntrico difuso; radios 1 a
multiseriados (4-10 series de ancho), bajos (200 a 500 pm), constituidos por c€lulas
procumbentes y mds de 4 filas de células marginales cuadradas, 4-12/mm; duramen

de color marrdn o tonos de marron.

Figura 9. Prunus ceracifera: rasgos relevantes con MO y MEB. Fotos a-c MO. Foto a: corte transversal (CT); porosidad
difusa; vasos (V) solitarios; patrdn radial y/o diagonal; multiples cortos, predominantes. Foto b: corte longitudinal radial
(CLR); radios (R), multiseriados, bajos. Foto ¢ corte longitudinal tangencial (CLT); radio (R]), ancho; altura (bajos).
Foto d: MEB, detalle espesamiento helicoidal en pared del vaso (Vh), en CLT.
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Quercus robur L. (roble europeo). Material correspondiente a raiz.

Anillos no demarcados; vasos en disposicion dendritica, predominantemente solitarios,
placa de perforacion simple, punteaduras alternas, espesamientos helicoidales, con
contenidos, punteaduras radio-vaso areoladas, traqueidas vasicéntricas; fibras con
punteaduras simples a areoladas, de paredes espesas; traqueidas vasicentricas

presentes; parénquima axial abundante, con contenidos, cristales; radios de dos

tamanos diferentes: 1-seriados predominantes y radios multiseriados de mas de 15

células de ancho, bajos (200 a 500 pm), procumbentes, con contenidos.

Fgura 10. Quercus robur: rasgos relevantes con MO. Fotos a-b: corte transversal (CT). Foto a: vasos (V) solitarios, disposicion radial; radio (R).
Foto b: parénquima (P) axial abundante; fibras (F) de paredes espesas; radio (R) uniseriado. Foto c: corte longitudinal radial (CLR); radios
homocelulares (R); vaso con contenido (Vcn); traqueidas (Tr) vasicéntricas; parénquima axial (P); fibras (F).
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Robinia pseudoacacia L. (falsa acacia)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad anular, vasos solitarios y/o
agrupados, en bandas tangenciales, placa de perforacion simple, punteaduras alternas,
poligonales, punteaduras radio-vaso areoladas, espesamientos helicoidales en los
vasos de menor didmetro, tilosis; fibras con punteaduras simples a diminutamente
areoladas, pared delgada a muy gruesa; parénquima axial vasicéntrico, confluente,
células parenquimadticas fusiformes, cristales en parénquima axial; radios 2-
multiseriados (4-10 c€lulas de ancho), bajos (200-500 pm), constituidos por c€lulas

procumbentes, 4-12/mm; duramen en distintos tonos de color marron.

Fgura 11. Robinis pseudoscacia: rasgos relevantes con MO. Fotos a - b: corte transversal (CT);
agpecto general y detalle, respectivamente; porosidad anular; vasos (V) solitarios ¥ agrupados (Va),
en handas tangendiales; tilides en vasos (Vt); parénguima axial (F) confluente; lefio temprano (LT) ¥
tardio (Lt). Foto c: corte longitudinal radial (CLR); vasos agrupades (Va); radio (R) homocelular
(procumbentes); fibras (F); células parenguimaticas fusiformes (Pf). Foto di corte longitudinal
tangencial (CLT); fibras (F); vasos agrupados (Va); celulas parenguimaticas fusiformes (Pf); radio
multiseriado (R).
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Salix sp. (sauce)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad difusa, vasos solitarios y radiales
muiltiples, 40-100/mm?, placa de perforacion simple, punteaduras alternas, poligonales,
punteaduras radio-vaso diminutamente areoladas, de apariencia simple; fibras con
punteaduras simples a diminutamente areoladas, de paredes delgadas; parénquima
axial muy escaso - ausente; radios uniseriados, bajos (200 a 500 pm), cuerpo con
células procumbentes y filas marginales de c€lulas cuadradas, >12/mm; duramen de

color basicamente blanco.

Figura 12. Salix sp.: rasgos relevantes bajo MO. Fotos at corte transversal (CT); anillo de crecimiento
con limite definido (Zt); vasos (V) solitarios y radiales miltiples; lefio temprano (LT) y tardio (Lt). Foto
b: corte langitudinal tangencial (CLT); radios (R) heterogéneos; de 1 célula de ancho. Foto c: corte
longitudinal radial (CR); radios (R) bajos; heterocelulares.
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Tilia x viridis (Bayer) Simonk. subsp moltkei (Dippel) Xifreda (tilo moltkei)

Anillos de crecimiento con limites definidos; porosidad difusa, vasos solitarios o
agrupados (predominantes), 40 a 100/mm?, placa de perforacicn simple, punteaduras
alternas, poligonales, tilides, punteaduras radio-vaso areoladas, espesamientos
helicoidales en vasos; fibras con punteaduras simples a diminutamente areoladas,
pared delgada; parénquima axial presente; radios de 1-3 c€lulas de ancho, bajos (200
a 500 pm), 4-12/mm, constituidos por c€lulas procumbentes; duramen blanco a

grisdceo.
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Fgura 13.1. Tilia & wvirigis subsp moftkel; rasgos relevantes con MO. Fotos a - b: corte transversal
(CT); aspecto general y detalle, respectivamente; anillos de crecimiento con limites definidos (Zt);
porosidad difusa; vasos solitarios (V) y agrupados (Va); lefio temprano (LT) y tardio (Lt). Foto c:
corte longitudinal radial (CLR); wvasos con espesamientos helicoidales (Vh); radies (R}
hemocelulares (procumbentes); fibras (F). Foto d: corte longitudinal tangencial (CLT); vasos can

Figura 13.2. Tilig x wiridis subsp moitkei: rasgos relevantes con MEB. Fotos a - b: corte transversal (CT); aspecto
general y detalle, regpectivamente. Foto a: porosidad difusa; vases agrupados (Va) predominantes. Foto b
espesamientos helicoidales en vasos (Vh); fibras (F), pared delgada; parénquima axial (P).
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Alteraciones anatomicas en las maderas atacadas

En el material lefioso de las interacciones estudiadas (Tabla 1), fueron
identificados caracteres de diagndstico de pudriciones blancas y castanas. Asimismo,
dentro de cada tipo principal de deterioro, las diferentes combinaciones leno-especie
xilofaga evidenciaron patrones de colonizacion y degradacion fungica distintos,
compatibles con las caracteristicas anatomicas del sustrato, con los aspectos
quimico/anatomicos de cada tipo celular y el potencial enzimdtico conocido de cada
especie fungica. A continuacion, se describen los rasgos macro y microscopicos de

cada madera, agrupadas por tipo de pudricion y especie fungica.
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1.- Pudriciones blancas
Bejerkandera adusta (Willd.: Fr.) P. Karst
Salix sp.

Material muestreado: madera proveniente de fuste de ejemplar muerto en pie, con
evidencias de deterioro definidas por su aspecto — color notablemente blanquecino y
alteracion estructural -, consistencia corchosa, por la presencia de basidiocarpos y

micelio (Figura 1, fotos: a, b).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vista transversal fue observado micelio a nivel de radios y vasos -
particularmente en aquellos de didmetro ligeramente mayor -. En correspondencia con
ello, sectores del tejido presentaron un caracteristico patron de ruptura cubico. Los
planos de fractura se presentaron a la altura de los radios — sitios de mayor debilidad -
y en las proximidades del limite del anillo anual (Figura 1, fotos: c, d).

Con microscopio optico, en secciones transversales coloreadas con safranina-
fast green, sectores lignificados — coloracion rojiza — , deformados y/o colapsados y
con abundante micelio (Figura 2, fotos: a — e) se presentaron entre dreas con
selecticva degradacion de la lignina — coloracion verdosa — (Figura 3, fotos: a — d). En
dreas lignificadas, la deformacion y adelgazamiento de las paredes celulares afecto a
los vasos, radios y fibras (Figura 2, foto: a). En los vasos agrupados, el rasgo saliente
fue el colapso de las paredes contiguas (Figura 2, foto: b). En los radios se observa la
presencia de agujeros (Figura 2, foto: c). Por sectores de las muestras, el
adelgazamiento celular pronunciado condujo al colapso del tejido, otorgdndole al leno
aspecto agujereado. Estos “agujeros” aparecieron colonizados por abundante tejido
fungico entremezclado, por sectores, con restos de d@ngulos intercelulares. Dicho rasgo
particularmente comprometid a radios y fibras (Figura 2, fotos: d, e). La degradacion
preferencial de la ligina también se manifestd en la totalidad de los tipos celulares
(Figura 3, fotos: a — d). La delignificacion progresd de modo centrifugo, desde el
lumen celular, sin involucrar a los dngulos intercelulares, los cuales persitieron entre
celulas con paredes completamente delignificadas (Figura 3, fotos: a, b). La separacion
celular, rasgo caracteristico de este tipo de deterioro, no fue observada. Culminada la
delignificacion, el adelgazamiento y colapso de las cé€lulas - dreas de celulosa residual
o white-pocket — (Figura 3, foto: c) tambi€n determind el aspecto perforado del tejido

particularmente debido a la destruccion de fibras y radios. En correspondencia con los
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descripto, en corte logngitudinal radial, se observaron ambas formas de degradacion
de la madera (Figura 3, foto: d).

Pudricidn blanca en Salixsp (Sauce)
Aspecto general
TS

Figura 1. Fotos a - b: interaccidn Sauce - 8. adusta bajo estudio. Foto a: aspecto general. Foto b: fructificacion (B) de
B. adusta. Fotos c — d: vista con lupa (16X) de szcciones transversales de lefio con evidencias de pudricidn; micelio
(m) en radios y particularmente en vasos del lefio temprano (LT) de diametro ligeramente mayor; porosidad
semicircular.

Sauce: pudricion blanca. Observaciones con MO

Figura 2. Fotos a - e: corte transversal (CT) de secciones de lefio con evidencias de pudricion blanca. Fotosa - b:
adelgazamiento y deformacion de vasos (V) y fibras (F); colapso de vasos agrupados (Va), a la altura del tabigue
celular; micelio predominante en vasos. Fotos ¢ - e: pudricidn avanzada. Foto c: agujeros en radio (Rh). Fotos d -
e: colapso generalizado de la pared en radio (R®) y fibras (F¥); persigencia de angulos intercelulares (ac);
abundante micelic en vases (Vm) notablemente deformados y adelgazades y en dreas con avanzada degradacidn
(m™), aspecto general y detalle, respectivamente.
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Sauce: pudricion blanca. Observadones con MO

Fgura 3. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricion blanca. Fotos a - c: corte transversal (CT).
Foto a: delignificacidn selectiva, de avance centrifugo, en fibras (F); persistencia de angulos
intercelulares (ac). Foto b: adelgazamiento y deformacidn de fibras carentes de lignina (Fd);
colapso generalizado de la pared de las fibras (F*). Foto c: delignificacidn en vasos agrupados (Vd)
y fibras (Fd). Foto d: corte longitudinal radial (CLR): @reas con delignificacion selectiva (d)
interpuestas entre células lignificadas (I); preferente degradacién de lignina por sectores de un
radio (Rd). Notese el colapso acentuado del tejido, la ausencia de micelio y de separacidn celular
en areas con selectiva delignificacian .
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DISCUSION

Para la interaccion Bjerkandera aadusta — Salix sp. el tipo de pudricion
identificado y la condicion del hospedante se corresponden con los antecedentes
registrados en nuestro pais. Esta especie se presenta en fustes y ramas de Salicdceas
como también en distintas Latifoliadas nativas y exdticas, tanto vivas como muertas en
pie, causando pudricion blanca de duramen (Wright & Deschamps, 1976/77; Bazzalo &
Wright, 1982; Urcelay et al., 2012; Robles et al., 2012; Rajchenberg & Robledo, 2013).

A nivel microscopico la presencia de micelio en radios y vasos se corresponde
con las principales vias de colonizacion fungica de la madera. Los radios y los vasos de
mayor didmetro en las maderas con porosidad circular y semi circular - como la del
sauce - son preferentemente colonizados por los hongos. Ellos constituyen las vias que
facilitan la invasion del leno en sentido radial y axial, respectivamente (Schwarze,
2007).

La persistencia en el tejido de cé€lulas lignificadas resulta compatible con la
consistencia corchosa detectada, caracteristica de un estado intermedio de deterioro.
La lignina aporta rigidez y resistencia a la compresion; su mayor concentracion se
presenta en la laminilla media compuesta (Lmc) y dngulos entre c€lulas. La Lmc
mantiene la integridad del tejido y perdura hasta etapas avanzadas del curso de una
pudricion blanca simultdnea o bien selectiva de avance centrifugo, desde la cavidad
celular (Schwarze et al., 2000a; Gamauf et al., 2007; Schwarze, 2007). De acuerdo con
Zabel & Morrel (1992), la madera con estados intermedios de deterioro presenta
evidentes cambios en su color y textura, no obstante, conserva su estructura. La
consistencia esponjosa y el aspecto fibrilar, rasgos caracteristicos de las pudriciones
blancas en estado avanzado, solo se logran con una acentuada y extendida alteracion
micro-estructural, rasgo que no presentaron las secciones bajo estudio.

El adelgazamiento y deformacion de paredes lignificadas, los agujeros, la
persistencia de dngulos celulares en sectores con colapso celular acentuado y
abundante micelio, se corresponden con el curso de una pudricion blanca simultdnea
(PBSi). Las PBSi se inician con la presencia de micelio en los lumenes celulares y con
ataques localizados, limitados al punto de contacto hifa-pared. La degradacion de la
matriz lignoceluldsica progresa de modo centrifugo, originando senderos de erosion.
Alcanzada la Lmc, se produce la perforacion de la pared celular, rasgo caracteristico de
las PBSi. En otros casos, la coalescencia de los senderos de erosion produce el
adelgazamiento generalizado de las paredes celulares. La Lmc y los dngulos

intercelulares son los dltimos en ser atacados debido a su mayor lignificacion,
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perdurando hasta las ultimas etapas del proceso, entremezclados con micelio
(Schwarze et al., 1997; Anagnost, 1998; Schwarze, 2004; Schwarze, 2007).

Respecto de la preferente degradacion de la lignina y el posterior colapso de las
paredes celulares delignificadas, €sto se corresponde con el curso de una pudricion
blanca selectiva (PBSe). En las PBSe, son atacadas tanto las hemicelulosas como la
lignina. La lignina es degradada mds alld del estrato adyacente a la hifa, y a ello se
debe la ausencia o escasez de micelio en dreas con este tipo de deterioro, tal como fue
observado en este trabajo. El residuo de celulosa resultante puede o no ser degradado
(Worrall et al., 1997; Schwarze, 2007). Srebotnik & Messner (1994) y Anagnost (1998)
consideran la separacion entre cé€lulas como el rasgo mds importante para el
diagnostico de las PBSe, rasgo particularmente asociado al avance centripeto de la
delignificacion — desde la Lmc -. De acuerdo con ello, su ausencia en las muestras
aqui observadas podria deberse al patrdn centrifugo identificado y a una PBSe en
etapa intermedia de desarrollo, donde aun la Lmc no ha sido completamente
degradada. Segun Blanchette (1991), este estrato es atacado progresivamente desde
su parte central hacia los d@ngulos celulares; €stos son los ultimos en ser degradados.
Las paredes celulares se separan unas de otras, solo luego de que la mayor parte de la
Lmc es degradada.

La resistencia de los vasos — o tendencia en este sentido — y la susceptibilidad
de las fibras y las c€lulas parenquimdticas frente al avance de ambos tipos de
pudricion son compatibles con los rasgos quimicos y/o anatomicos. La lignina varia en
teérminos de cantidad y composicion entre tipos celulares (Saito et al., 2012; Skyba et
al.,, 2013). La siringil lignina, predominante en fibras y parénquima (con paredes
secundarias) es considerada la mds susceptible a la descomposicion por especies
responsables de pudricion blanca. Los vasos como asi también la Lmc y los @ngulos
celulares poseen una alta relacion lignina/carbohidratos con predominio de lignina del
tipo guayacil. En los vasos, su delgada capa S2 y anchas S1 y S3, mds lignificadas,
contribuyen a ello, afectando en consecuencia la delignificacion (Blanchette et al.,
1988; Blanchette, 1995; Skyba et al., 2013; Pramod et al., 2015). Autores como Robles
et al. (2014) y Pramod et al. (2015) mencionan la resistencia de los vasos y la
susceptibilidad de las fibras al analizar las alteraciones microestructurales en las
interacciones Platanus acerifolia - B. adusta y Ailanthus excelsa - B. adusta,
respectivamente. En cuanto a los radios, Pramob et al. (2015) observan su colapso en
etapas avanzadas de pudricion blanca; Robles et al. (2014) determinan su resistencia,

rasgo que atribuyen a la presencia de extraibles.
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La identificacion de dreas selectivamente delignificadas entre sectores con
pudricion blanca simultdnea se corresponde con el tipo de pudricion moteada =
“mottled rot” definida por Otjen y Blanchette (1986). Estos autores, junto con
Blanchette (1991) y Schwarze (2007) entre otros, aportan evidencias sobre los
procesos de delignificacion selectiva que ocurren sdlo por sectores o tipos celulares de
la madera, patron de ataque frecuente en hongos capaces de degradar lignina de
modo selectivo, como lo hace B. adusta (Blanchette, 1984a).

La identificacion de pudricion moteada causada por B. adusta difiere de los
antecedentes registrados respecto del tipo de pudricion blanca que causa este hongo.
De este modo, constituye un indicio mds respecto de la influencia del sustrato, de las
caracteristicas del medio ambiente y del potencial enzimdtico de una cepa fungica en
los patrones de degradacion. En este sentido, Blanchette (1984a) cita a este xilofago
como responsable de PBSe en madera de Betula papyrifera. Anagnost (1998) y Robles
et al. (2014) describen un patron de PBSi en madera de Betula alleghaniensis y
Platanus acerifolia, respectivamente. Pramob et al. (2015), en ejemplares de A.
excelsa, mencionan a B. adusta como causante de PBSi junto con alteraciones
estructurales tipicas de pudricion blanda o 'Soft-rot” como estrategia para salvar las
barreras a la colonizacion impuestas por su hospedante. Schwarze (2007) considera
como ‘'facultative soft-rotter” a los hongos capaces de causar estos 2 tipos de
pudricion en un mismo sustrato.

A la fecha, lo descripto constituye el primer antecedente relacionado con las
alteraciones estructurales que causa B. adusta en madera de Salix sp. naturalmente
infectada. Esta especie fungica es considerada un patdgeno muy agresivo en los
ambientes urbanos de nuestro pais (Robles et al., 2011; Robles et al., 2014), como
tambien a nivel mundial (Pramob et al., 2015) el cual, por atacar principalmente a las

fibras, pone en riesgo la capacidad resistente de la madera.
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Cerrena unicolor (Bull.) Murrill

Acer negundo L.

Material muestreado: madera proveniente de rama muerta, con evidencias de
deterioro definidas por su aspecto, consistencia corchosa, por la presencia de
basidiocarpos (Figura 1, fotos: a, b) y abundante micelio (Figura 1, fotos: b-e), estos
dltimos asociados a orificios de 5-6 mm de didmetro, caracteristicos de T7remex

fuscicornis.

Estudios a nivel microscapico

Con lupa, en las proximidades y/o a nivel de los radios se observd el colapso y
la deformacion acentuada del tejido (Figura 1, fotos: b, c) otorgdndole a sectores de
las muestras un caracteristico aspecto laminar por la separacion del tejido en el sentido
de los radios. Presencia de micelio en vasos y en zonas con total destruccion del leno
(Figura 1, fotos: b - e).

Pudricion blanca en Acer negundo L. (Arce)
Aspecto general y con lupa

Figura 1. Fotos a - e: lefio con evidencias de pudricidn blanca. Foto a: basidiomas (B) de & unicolor.
Fotos b — e: vista con lupa (16x). Fotos b - d: vista transversal. Fotos b, c: colapso celular {cc)
proximo/a nivel de los radios; deformacidn del tejido; apariencia laminar; presencia de micelio;
basidioma (B); aspecto general y detalle, respectivamente. Foto d: micelio en vasos (Vm). Foto e:
vista longitudinal; colapso celular () y micelio en dreas degradadas (m).
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Con microscopio Optico, la totalidad de los tipos celulares presentaron
evidencias de colonizacion y ataque fungico. Caracteres como abundante micelio
asociado a paredes notablemente adelgazadas y lignificadas, agujeros en la pared
celular y punteaduras erosionadas fueron identificados en vasos, parénquima y fibras
(Figura 2, fotos: a, b, ¢, d). Zonas con total destruccion o sdlo persistencia de @ngulos
celulares entremezclados con tejido fungico (Figura 2, fotos: a, b) tambien fueron
visualizados. Si bien con poca frecuencia, la separacion entre células — por destruccion
de la laminilla media compuesta (Lmc) y dngulos intercelulares - y el colapso de
paredes con evidencias de selectiva delignificacion centrifuga — tonos claros del color
azul - se presentaron en fibras y parénquima axial.

Por sectores de cortes transversales tenidos con safranina-fast-green, se
evidencid delignificacion diferencial entre células: vasos y radios permanecen
lignificados — tonos rojizos - entre dreas con fibras y parénquima axial con selectiva
degradacion de la lignina — tonos verdosos - (Figura 3, foto: a). No obstante, fueron
observadas zonas completamente delignificadas, comprometiendo a la totalidad de los
tipos celulares tambieén (Figura 3, foto: b). La pérdida selectiva de lignina avanzo de
modo centrifugo, alcanzando la Lmc y en algunos casos a los dngulos entre c€lulas
(Figura 3, foto: a) culminando con la deformacion y la degradacion de la celulosa
residual. En estas muestras no fue observada separacion entre células. Circundante a
dichas zonas con acentuada degradacion de lignina, vasos y radios permanecen
lignificados, con acentuado adelgazamiento, deformacion y colapso de la pared celular
(Figura 3.1, fotos: a, b). En corte longitudinal radial (Figura 3, fotos: c, d) tambien se
identificaron los caracteres descriptos.

Con microscopio electronico de barrido, fue notable el colapso de fibras y
parénquima proximos a los radios (en corte transversal), el cual avanzo en sentido
radial otorgandole al tejido una apariencia laminar caracteristica (Figura 4, fotos: a, b).
Asimismo, se observaron vasos, fibras y parénquima deformados y abundante micelio
en vasos. Las tilides, cuando presentes, aparecen perforadas (Figura 4, foto: c). Por su
parte, en corte longitudinal se visualizo: el aspecto laminar en sentido radial y micelio
en los distintos tipos celulares (Figura 5, fotos: a, b) y en dreas totalmente
degradadas, punteaduras erosionadas y agujeros en fibras, parénquima y vasos
(Figura 5, fotos: a-d). La colonizacion fungica se produce principalmente a travées de

las punteaduras (Figura 5, fotos: c, d).
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Arce negundo: pudricién blanca. Observaciones con MO
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Figura 2. Fotosa - d: lefio con evidencias de pudricion blanca. Fotos a - b: corte transversal (CT). Foto
a: areas totalmente degradadas (*) colonizadas por micelio (m); persigencia de los angulos celulares
(ac) en zonas con degradacidn total de la pared; agujeros en paréngquima radial (Rh). Foto b: fibras
(F), separacidn celular (sc), adelgazamiento y deformacidn de la pared; colapso celular (*) en fibras
(F) y parénquima vasicéntrico (Pv); colonizacion fingica en fibra (Fm). Fotos ¢ — d: corte longitudinal
radial (CLR). Foto c: agujeros en fibras (Fh). Foto d: micelio en vasos (Vm), parénguima radial (Rm) y
vasicéntrico (Pvm); agujeros en vaso (Vh) y parénquima axial (Ph); punteaduras vaso-parénquima
erosionadas (VPpe).
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Arce negundo: pudricién blanca. Obseraciones con MO
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Figura 3. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricidn blanca. Fotes a-b: corte transversal (CT). Foto
a: delignificacidn diferencial entre tipos celulares; vasos (V) y particularmente, radio (R) y angulos
entre células (ac) permanecen lignificados (tonos rojizos); fibras (F) con delignificacion generalizada.
Foto b: delignificacidn generalizada; fibras (F), adelgazamiento, deformacidn y colapso de la pared
celular (*). Fotos ¢ — d: corte longitudinal radial (CLR). Foto c: delignificacion diferencial entre tipos
celulares, aspecto general; vasos (V) y radios (R} permanecen lignificados. Foto d: Vasos (V),
deformacidn, recorrido sinuoso y colapso (*).
Arce negundo: pudricion blanca. Observaciones con MO

permanecen lignificados entre dreas con notable delignificacidn. Vasos, adelgazamiento, deformacidn, colapso ().
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Arce negundo: pudridon blanca. Observadones con MEB
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Figura 4. Fotos & - d: lefin con evidencias de pudricidn blanca. Fotos a - @ corte transversal (CT).
Fotos &, b: apariencia laminar por colapso de fibras (F*) proximas a los radios (R); colapso de avance
radial (cc); aspecto general y detalle, respectivamente. Foto ct vasos deformados (V), colonizados por
micelio (m); degradacidn de tilides (t); fibras, deformacion (F). Foto d: corte longitudinal rmdial (CLR);
aspecto laminar del lefio (al); dreas degradadas colonizadas por micelio (m).
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Arce negundo: pudricién blanca. Observaciones con MEB

Figura 5. Fotos & - d: lefio con evidencias de pudricidn blanca en corte longitudinal radial (CLR). Foto a:
aspecto laminar (al); micelio en vasos (Vm) con tilides (t) y en radios (Rm); agujeros en radios (Rh).
Foto b: fibras, agujeros (Fh); separacion celular (sc) y presencia de micelio (Fm). Foto c: radios (R),
colonizacidn fingica (cf) a través de punteadura radio - vaso; punteaduras erosionadas (pe). Foto d:
colonizacidn fingica (cf) por punteaduras radiales; punteaduras erosionadas en fibras (Fpe).
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Cerrena unicolor (Bull.) Murrill

Ligustrum luciadum L.

Material muestreado: madera proveniente de fuste de ejemplar muerto en pie, con
basidiocarpos de C. unicolor (Figura 6, fotos: a-b), orificios de emergencia de 7remex
fuscicornis y consistencia corchosa. El material fue obtenido mediante barreno de

Pressler.

Estudios a nivel microscopico

En esta interaccion, con microscopio optico y en secciones transversales tenidas
con azul de toluidina, fue notable la delignificacion selectiva — tonos claros - de avance
centrifugo en la totalidad de los tipos celulares, en algunos casos comprometiendo la
laminilla media compuesta (Lmc) y dngulos celulares, provocando la separacion celular.
En estados mds avanzados evidencias de ataques localizados a la pared — senderos de
erosion — fueron frecuentes en las fibras. En otras zonas de las muestras, los vasos y
fibras manifestaron adelgazamiento generalizado, deformacion y, en casos extremos,
el colapso de su pared delignificada, esto ultimo mds pronunciado en radios (Figura 6,
fotos: ¢, d) provocando la ruptura del tejido en sentido radial (Figura 6, foto: d). En
corte longitudinal radial, tambien fue evidente la delignificacion selectiva. Ademds, se
visualizaron agujeros en radios (Figura 6, foto: €) como tambi€n abundante micelio en

vasos, radios y fibras (Figura 6, foto: f).
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Pudridon blanca en Ligustrum lvadem L. (Ligustro)

Figura 6. Fotosa - b: basidiomas de C unicolor. Fotos c — f: lefio con evidencias de pudricidn blanca.
Fotos ¢, d: corte transversal (CT); delignificacidn por sectores de las muesras. Foto ¢ separacidn
celular (sc); degradacidn localizada en fibras (Fd); adelgazamiento, deformacidn y colapso de vasos
(V); destruccidén acentuada de radios (R®). Foto d: colapso (*) del tejido en sentido radial;
deformacidn de vasos (V); colapso de la pared de las fibras (F*). Fotos e, f: corte longitudinal radial
(CR). Foto e: agujero (h) en radio (R). Foto f: micelio {m) en vaso (V); fibra (F) y radio (R).
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Cerrena unicolor (Bull.) Murrill

Salix sp.

Material muestreado: madera proveniente de rama de primer orden, tejido
muerto, con evidencias de deterioro fungico dadas por la presencia de micelio y
basidiocarpos de C. unicolor — éstos asociados a orificios de emergencia de 7remex
fuscicornis - (Figura 7, fotos: a, b), asf como por su color y consistencia corchosa. La
madera se caracterizo por presentar un patron de ruptura laminar, perpendicular a los
radios, producto de la acentuada destruccion observada en el anillo anual (Figura 7,
fotos: b, c, d, e).

Pudriddn blanca en Salixsp (Sauce)
Aspecto general

Fgura 7. Fotos a - e: lefio con evidencias de pudricion blanca. Foto a: basidiomas de C wmicolor
asociados a orificios de emergencia de Tremex fuscicornis. Fotos b —e: aspecto laminar de la madera
(al); colonizacidn flingica (m); degradacidn en lefio temprano (LT®); lefio tardio (Lt).
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Estudios a nivel microscopico

Secciones de madera observadas con lupa permitieron corroborar lo descripto
respecto de la diferenciacion de “laminas” por el colapso en el anillo anual delimitado
por el crecimiento tardio. El micelio se concentrd en dreas con degradacion total del
tejido y en vasos, particularmente los de didmetro mayor - leno temprano -
confiriéndole una textura caracteristica. El colapso del tejido en sentido radial, si bien
poco frecuente y acentuado, tambi€n se presentd.

Con microscopio Optico, muestras de madera tenidas con azul de toluidina
permitieron identificar dos patrones de degradacion del tejido en corte transversal. Uno
de ellos comprendio el adelgazamiento y deformacion de la pared de vasos y fibras sin
evidencias de delignificacion selectiva — tonos azul oscuro - deterioro que en algunas
zonas condujo a la completa degradacion de estas cé€lulas y a la diferenciacion de
dreas colonizadas por micelio; solo algunos &dngulos celulares persistieron entre el
micelio fungico. La degradacion progresd desde los radios evidentemente colapsados
(Figura 8, fotos: a, b). Dichos rasgos se presentaron entre dreas con delignificacion
selectiva — color azul claro — comprendiendo vasos Yy fibras, en etapas aparentemente
mads incipientes — persistencia de la laminilla media compuesta o Lmc -. Por sectores, el
avance centrifugo y/o centripeto de la degradacion alcanzd la Lmc y los dngulos
intercelulares provocando separacion celular, rasgo en general poco frecuente en estas
muestras. De igual modo, ocasionalmente se visualizo el adelgazamiento vy

deformacion de paredes con avanzada delignificacion selectiva (Figura 8, fotos: c, d).

133



Sauce: pudricion blanc. Observaciones con MO

Figura 8. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricién blanca. Fotos a - c: corte transversal (CT).
Foto a: vaso (V) con pared lignificada, adelgazada, deformada, colonizado por micelio (m); colapso
en radio (R*). Notese el avance de la degradacidn desde el R. Foto b: pronunciado adelgazamiento
y deformacidn de la pared de un vaso (V); colapso en vaso (V®), radio (R®) y fibras (F=); persistencia
de @ngulos celulares (ac) en dreas con avanzada degradacidn. Foto c: delignificacidn y deformacicn
de |a pared de un vaso (V) y en fibras (F); separacidn celular (sc). Foto d: delignificacion avanzada
en sectores del tejido - vaso (V), fibras (F) y radio (R); colapso en radio (R*) y fibras (F¥). La
ausencia de separacion celular indica persistencia de Lmc; no s ha completado el proceso de
delignificacidn selectiva — etapas incipientes del proceso -.
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En secciones transversales y longitudinales de muestras observadas con
microscopio electronico de barrido fueron identificados vasos con abundante micelio,
particularmente en aquellos de didmetro mayor, correspondientes a las zonas del lefio
temprano, y micelio en zonas con avanzada degradacion del tejido (Figura 9, foto: a;
Figura 10, foto: b). Punteaduras erosionadas, agujeros y senderos de erosion se
identificaron en vasos, radios, fibras y parénquima axial y radial (Figura 9, fotos: b, c;
Figura 10, fotos: a, c). La colonizacion fungica se produce principalmente a traves de
las punteaduras (Figura 10, foto: d).

Sauce: pudriddén blanca. Observaciones con MEB

200 mip

Figura 9. Fotos @ - d: lefio con evidencias de pudricidn blanca. Fotos a - b: corte transversal (CT). Foto
a: micelio en vasos (Vm). Foto b: vaso (V), punteadura erosionada (pe) y agujero (h). Fotos: c — d:
corte longitudinal radial (CLR). Foto c: agujeros (h) y sederos de erosidn (se) en radio (R); areas
degradadas colonizadas por micelio (m). Foto d: aspecto general.
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Sauce: pudricion blanca. Observaciones con MEB
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Hgura 10. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricidn blanca. Foto a: corte longitudinal radial (CLR);
degradacion de radios (R*); fibras (F), erosidn de punteadura (pe), agujero (h), sendero de erosidn (se).
Fotos b — d: corte longitudinal tangencial (CLT). Foto b: apariencia laminar (al); micelio {(m) en dreas
degradadas. Foto c: radio (R), colapso (¥}, sendero de erosign (Rse); parénquima axial (P), sendero de
erogon (se) y punteadura erosionada (pe). Foto d: colonizacion fingica (cf) a través de punteaduras.
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DISCUSION

En todas las maderas atacadas por Cerrena unicolor - arce, sauce y ligustro - se
registraron los caracteres diagnosticos de pudricion blanca. Este hongo es un
reconocido simbionte de Tremex fuscicornis, insecto cuya presencia fue diagnosticada
en todos los ejemplares estudiados. Esta avispa, conocida vulgarmente como “avispa
taladradora del leno”, ataca Latifoliadas bajo estrés a las que provoca su muerte
paulatina, producto de la inyeccion de un mucus fitotoxico al tiempo que ovipone e
inocula esporas y/o micelio fuingico en la region cambial (Klasmer & Parra, 2011; Landi
et al., 2011).

El aspecto laminar en sentido radial en arce y perpendicular a los radios en
sauce se corresponde con sus diferencias anatomicas. Otjen & Blanchette (1986)
mencionan que, a nivel macroscdpico, el patron de colonizacion y degradacion
observado en las maderas resulta de la interaccion hongo-hospedante que se
establezca. Las caracteristicas quimico-anatdmicas del sustrato determinan dichos
patrones, en particular entre los hongos que selectivamente delignifican el leno como
lo hace C. unicolor (Blanchette, 1984a; Otjen & Blanchette, 1987). La apariencia de la
madera del sauce se corresponde con el concepto de 'fing rot” o pudricion anular y
con su porosidad semicircular, mientras que en arce la porosidad es difusa. En este
tipo de deterioro, la degradacion se concentra en el lefio temprano del anillo anual
(Otjen & Blanchette, 1986; Zabel & Morrell, 1992). Los vasos de mayor didmetro son
preferentemente colonizados por los hongos (Schwarse, 2007).

En cuanto a la consistencia corchosa registrada en la totalidad del material, €sta
resulta compatible con el concepto de estado intermedio de degradacion. De acuerdo
con Zabel & Morrel (1992), en este estado de deterioro, si bien el tejido presenta
notables cambios en color y textura debido a la distribucion del micelio en la madera,
su estructura no ha sido lo suficientemente alterada como para transformarlo en un
material esponjoso y de aspecto fibrilar, rasgos caracteristicos de las ultimas etapas del
proceso de degradacion.

A nivel microscapico, la persistencia en las muestras de sectores lignificados, en
particular de la laminilla media compuesta (Lmc) y dngulos celulares tambien resulta
compatible con la consistencia y el estado de degradacion de las maderas. La lignina
aporta rigidez y resistencia a la compresion; su mayor concentracion se presenta en la
Lmc. La Lmc mantiene la integridad del tejido y perdura hasta etapas avanzadas del
curso de una pudricion blanca simultdnea o bien selectiva de avance centrifugo

(Schwarze et al., 2000a; Gamauf et al., 2007; Schwarze, 2007).
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Respecto de la separacion celular observada por sectores, es un cardcter tipico
de la ocurrencia de pudricion blanca selectiva (PBSe). Durante el curso de las PBSe,
son atacadas preferentemente las hemicelulosas y lignina. El residuo de celulosa
resultante puede o nd ser atacado (Worrall et al., 1997; Schwarze, 2007). Srebotnik
& Messner (1994) y Anagnost (1998) consideran la separacion entre c€lulas como el
rasgo mds importante para el diagnostico de las PBSe, asociado principalmente al
avance centripeto de la degradacion de la lignina. De acuerdo con ello, la baja
frecuencia con la que se presento dicho cardcter se corresponde con la preponderancia
de un patron centrifugo de delignificacion y de un estado intermedio de deterioro. En
cuanto a los senderos de erosion observados, Worrall et al. (1997) y Anagnost (1998)
mencionan que estos pueden presentarse en maderas con este tipo de pudricion
blanca.

La resistencia a la delignificacion selectiva observada en los vasos estd dada por
sus cualidades quimico-anatdmicas. Segun fue mencionado para la interaccion B.
adusta - Salix sp., la siringil lignina es predominante en fibras y parénquima y
considerada el tipo de lignina mds susceptible a la descomposicion por especies
responsables de pudricion blanca. Tanto los vasos como la Lmc y los dngulos entre
células poseen una alta relacion lignina/carbohidratos con predominio de lignina del
tipo guayacil, mds resistente a la degradacion. En los vasos, ademds, su estrecha capa
S2 y anchas S1 y S3, éstas dltimas mds lignificadas, contribuyen con ello y en
consecuencia son mds resistentes a la delignificacion (Blanchette et al., 1988;
Blanchette, 1995; Saito et al., 2012; Skyba et al., 2013; Pramod et al., 2015). Autores
como Levin & Castro (1998), Luna et al. (2004) y Robles et al. (2014) entre otros,
arribaron a resultados similares en maderas expuestas a pudricion blanca.

En cuanto a la resistencia de los radios, existen evidencias sobre la mayor
concentracion de N en los mismos con respecto a otros tipos celulares (Otjen &
Blanchette, 1982). Autores como Dill & Kraepelin (1986), Agosin et al. (1990) y Singh
et al. (2012) definen al N como elemento regulador del curso de la delignificacion
selectiva. Los hongos de pudricion blanca degradan menos lignina a medida que
aumenta el tenor de N, de modo que altas concentraciones de N promueven la
degradacion de los polisacdridos.

Debe tenerse en cuenta que no todos los hongos ligninoliticos se comportan de
igual modo (Buswell, 1991). Asi, la identificacion en muestras de arce de dreas
completamente delignificadas - “white pockets” - evidencian la capacidad de C.

unicolor de causar la preferente degradacion de la lignina en la totalidad de las c€lulas.
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El ataque a la celulosa residual que en casos extremos condujo a la formacion de
“agujeros” donde se alojo en micelio fungico, dandole a las muestras un aspecto
“perforado”, es también un rasgo frecuente de este tipo de deterioro (Otjen &
Blanchette 1984b).

Por otro lado, el adelgazamiento y deformacion de paredes lignificadas, los
senderos de erosion, los agujeros, la persistencia de @ngulos entre c€lulas en sectores
con colapso acentuado y abundante presencia de micelio, resultan compatibles con el
curso de una pudricion blanca simultdanea (PBSi). Anagnost (1998) considera a dichos
rasgos como claves para el diagndstico de este tipo de deterioro, cuyo desarrollo fue
descrito anteriormente para la interaccion B. adusta - Salix.

La identificacion de dreas selectivamente delignificadas entre sectores con
pudricién blanca simultanea se corresponde con el tipo de pudricion “mottled rot”
definida por Otjen y Blanchette (1986). Estos y otros autores - Blanchette, 1991;
Schwarze, 2007 -, mencionan que es frecuente el desarrollo de pudriciones moteadas
en interacciones que incluyen a hongos capaces de degradar selectivamente a la
lignina, como es el caso de C. unicolor (Blanchette, 1984a). Existen reportes previos
sobre la capacidad de C. unicolor de producir ambos tipos de pudricion blanca en el
mismo sustrato (Blanchette et al., 1985; Otjen & Blanchette, 1986), en coincidencia
con los observado en el presente trabajo.

En todas las maderas analizadas, la visualizacion de micelio en vasos y radios y
de punteaduras erosionadas se correspondid con su rol de principales vias de
colonizacion fungica en sentido axial, radial y tangencial, respectivamente (Schwarze et
al., 2000a).

Desde el punto de vista mecdnico, en las maderas aqur estudiadas, atacadas
por C. unicolor, seria de esperar una notable fragilidad o disminucicn de la capacidad
de resistencia en las zonas con deterioro avanzado, como producto de la degradacion

de la celulosa durante la pudricion blanca (Schwarze et al., 2000a).
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Ganoderma resinaceum Boud.

Quercus robur L.

Material muestreado: raices de 2 cm de didmetro provenientes de drbol volcado, con
evidencias de pudricion en cuanto a su aspecto y consistencia. Basidiocarpos y micelio

en el sistema radical (Figura 1, fotos: a, c).

Macroscdpicamente la madera presentd color blanquecino uniforme y aspecto fibrilar.
El tejido ademds se caracterizd por su consistencia esponjosa al presionarlo entre los

dedos (Figura 1, fotos: b, c).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, secciones longitudinales del material evidenciaron colonizacion
fungica en elementos de vaso como tambi€én abundante micelio en dreas totalmente
degradadas (Figura 1, fotos: d, e). Por sectores, fueron observados depdsitos oscuros
en los vasos tambien (Figura 1, fotos: f, g).

Con microscopio optico, secciones transversales tenidas con safranina fast-
green mostraron el curso de un proceso de delignificacion selectiva. En este caso, las
fibras y el parénquima axial — sin contenidos - resultaron ser los elementos mds
susceptibles - color verdoso - (Figura 2, fotos: a, c¢). La degradacion de la lignina
progreso principalmente de modo centrifugo, alcanzando la laminilla media compuesta
(Lmc) y por dltimo a los dngulos entre c€lulas (Figura 2, foto: b). La delignificacion
selectiva provocd separacion celular - muy extendida entre las fibras y el parénquima
axial - (Figura 2, fotos: c, d; Figura 3, foto: a) diferencidndose sectores con elevada
concentracion de celulosa o 'Wwhite pockets ” (Figura 2, foto: d; Figura 3, foto: b). El
ataque a la celulosa residual también fue diagnosticado por la presencia de senderos
de erosion (Figura 3, foto: b) y el adelgazamiento generalizado de las paredes
celulares (Figura 3, foto: c). La total degradacion de la celulosa determing en el tejido
la formacion de cavidades, otorgdndole aspecto “perforado”, rasgo muy extendido en
las muestras (Figura 3, foto: d). Ocasionalmente se observaron vasos, fibras y
parénquima con paredes lignificadas — tonalidades rojizas -. Asimismo, se visualizaron
contenidos oscuros en vasos, parénquima radial y axial, estos ultimos tambi€n con
cristales (Figura 4, fotos: a —c) como tambieén micelio en vasos.

Secciones de madera observadas con microscopio electrénico de barrido

permitieron identificar caracteres como punteaduras erosionadas y agujeros en las
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paredes de las c€lulas parenquimdticas radiales, de las fibras (Figura 5, foto: a),
parénquima axial, vasos (Figura 5, foto: c) y traqueidas (Figura 5, foto: d), asi como
senderos de erosion en fibras (Figura 5, foto: a). Otros rasgos identificados incluyeron
el colapso generalizado de sectores del tejido, la separacion entre cé€lulas, colonizacion
via punteaduras y la concentracion de micelio particularmente en vasos - incluidos
aquellos con contenidos — como tambien en dreas totalmente degradadas (Figura 5,
fotos: b, d). Con EDAX se detectd la presencia de manganeso (Mn) en las muestras, en

correspondencia con la visualizacion de depdsitos oscuros en los vasos (Grdfico 1).

Pudricion blanca fibrilar en raiz de Quercus roburl. (Roble europeo)
Aspedo general y con lupa

Figura 1. Fotos a - e: raiz con evidencias de pudricién blanca. Foto a: fructificacidn (B) asociada a la
madera podrida. Fotos b, c: aspecto fibrilar (af) y coloracidn blanquecina (cbl) de parte del sistema
radical 47 sifu y en muestra bajo estudio, respectivamente. Fotos d - g: vista longitudinal del lefio
bajo lupa (16x). Foto d: aspecto fibrilar y micelio (m) en dreas degradadas. Foto e: vaso con
contenidos (Vc) colonizado por micelio (m). Fotos f, g: vasos con depdsitos oscuros por sectores del
tejido.
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Roble europeo: pudricion blanca fibrilar en raiz. Observaciones con MO

Figura 2. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricion blanca, corte transversal (CT). Foto a:
delignificacion y colapso diferencial entre tipos celulares; aspecto general; ndtese delignificacion
generalizada y colapso en fibras y parénquima axial (*); radios (R) y en particular los vasos (V)
permanecen lignificados. Foto b: detalle delignificacion centrifuga en fibras (Fd) y parénquima (Pd).
Fotos c: delignificacion en traqueidas (T); separacidn celular (sc) por perdida de la Lmc; colapso de
células parenguimdticas con cristales (c). Foto d: delignificacidn generalizada en fibras (F) y
parénguima (F); separacidn celular (sc).
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Roble europeo: pudricién blanca fibrilar en raiz. Observaciones con MO

Fgura 3. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricion blanca, corte transversal (CT). Foto a:
delignificacidn selectiva, centrifuga, en traqueidas (Tr) y parénquima (P); separacidn celular;
persistencia de laminilla media (Lm) en tragueidas (Tr); cristal {c) en célula parenguimatica. Foto b:
fibras (F), erosidn localizada-senderos de erosidn (se) en paredes delignificadas. Foto c:
adelgazamiento, deformacidn y colapso de la pared de fibras (F), paréngquima (P) y radio (R). Foto d:
colapso {*) generalizado por sectores del tejido; aspecto “agujereado”.

Roble europeo: pudricién blana fibrilar en raiz. Observaciones con MO

Figura 4. Fotos a - c: contenidos en lefio con evidencias de pudricidn blanca. Fotos a, b: corte transversal (CT); contenidos
en radio (R) y parénguima axial (P), respectivamente. Foto c: corte longitudinal radial (CLR); cristales (c) en radio (R).
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Roble europeo: pudriddn blanca fibrilar en raiz. Observaciones con MEB

Figura 5. Fotos & - d: secciones de lefio con evidencias de pudricidn blanca. Foto a: corte radial (CLR),
punteaduras erosionadas (pe) y agujeros (h) en parénquima radial (R); senderos de erosion (=) y
separacidn celular (sc) en fibras. Fotes b —d: corte longitudinal tangencial (CLT). Foto b: vaso (V) con
contenidos (c), colonizado por micelio (m). Foto c: parénquima axial (P) y vaso (V) con punteaduras
erosionadas (pe); agujeros (h} en vaso (V). Foto d: punteaduras erosionadas en tragueidas (Trpe);
colonizacidn fingica (cf) a traves de las punteaduras de los vasos; micelio en vasos (Vm).

Gréfico 1. Identificacidn de Manganeso (Mn) en muestras afectadas por pudricion blanca,
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Ganoderma resinaceum Boud.

Fraxinus pennsylvanica Marsh.

Material muestreado: madera proveniente de base de fuste, de ejemplar en pie, vivo,
con evidencias de deterioro en cuanto a su aspecto y consistencia relativamente
corchosa; presencia de basidiocarpos (Figura 5, fotos: a, c¢). Muestras obtenidas con

barreno de Pressler.

Estudios a nivel microscapico

Con microscopio optico, los rasgos salientes en cortes transversales tenidos con
safranina fast-green fueron la delignificacion selectiva — paredes celulares color
verdoso - y el colapso del tejido por sectores de las muestras, caracteres
particularmente acentuados y extendidos en el lefio temprano (Figura 6, foto: a). La
degradacion de la lignina fue mds pronunciada en las fibras, registrandose
principalmente un patron de delignificacion de avance centripeto, desde la laminilla
media compuesta (Lmc). La delignficacion progresa de los radios hacia las fibras
definiendo sectores totalmente delignificados o 'Wwhite pockets ” (Figura 6, fotos: a, b,
c) con separacion celular (Figura 6, foto: d). En etapas mds avanzadas, la celulosa
residual fue degradada (Figura 7, foto: a), ataque que se evidencia por la formacion de
“cavidades” / dreas con total degradacion, otorgandole al tejido aspecto “agujereado”.
Proximas a dichas dreas con delignificacion selectiva, fueron observadas
ocasionalmente células con paredes lignificadas y adelgazadas — vasos y parénquima
radial en particular — las cuales por sectores aparecieron colapsadas (Figura 7, fotos: b,
c). En corte longitudinal radial, también fue notable la resistencia de los radios a la
delignificacion — tonalidades rojizas — y la degradacion de las fibras luego del ataque a
la lignina (Figura 7, foto: d).

Con microscopio electronico de barrido, punteaduras erosionadas y agujeros
fueron observados en la totalidad de los tipos celulares; el micelio se alojo en las dreas
completamente degradadas y en particular en los elementos de vaso (Figura 8, fotos:
a—d).
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Fresno americano: pudricién blanca base de fuste. Observaciones con MO
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FHgura 6. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricién blanca, corte transversal (CT). Foto a: colapso () y
delignificacidn (d) diferencial entre lefio temprano (LT) y tardio (Lt); colapso pronunciado por sectores del lefio
temprano (LT); delignificacidn selectiva en fibras (Fd), particularmente extendida en el lefio temprano (LT).
Foto b: delignificacidn de avance centripeto en fibras (Rd); radios (R), vasos (V) y parénguima vasicéntrico (Pp)
permanecen lignificados en dreas con evidencias de degradacion selectiva de lignina. Foto c: progreso de la
delignificacion radio (R) — fibras (F). Foto d: separacion celular (sc) por destruccidn de la laminilla media
compuesta; degradacidn centripeta, paulatina de la lignina.
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Fresno americano: pudricion blanca base de fuste. Observaciones con MO

Figura 7. Fotos a - d: lefie con evidencias de pudricion blanca. Fotos a — c: corte transversal (CT). Foto a;
adelgazamiento, deformacion y colapso de fibras selectivamente delignificadas; delignificacion de avance
centrifugo. Foto b: vasos (V), adelgazamiento y deformacidn de paredes lignificadas. Foto c: fibras (F) y
radios (R}, adelgazamiento, deformacion y colapso (*) de paredes lignificadas entre fibras con delignificacian
selectiva (Fd). Foto d: corte longitudinal radial (CR); resistencia de |os radios (R) a la selectiva delignificacicn;
adelgazamiento y colapso de fibras completamente delignificadas.
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Fresno americano: pudricion blanca en base de fuste. Observadones con MEB

Figura 8. Fotos a - d: secciones de lefio con evidencias de pudricion blanca; corte longitudinal radial { CLR).
Foto a: coalescencia de punteaduras erosionadas en radio (Rpe); agujeros en elemento de vaso (Vh). Fotos
b: agujeros (h) y punteaduras erosionada (pe) en fibra (F) y radio (R). Foto c: vaso, coalescencia de
punteaduras erosionadas (Vpe); agujero en parénguima vasicéntrico (Ph); punteaduras erosionadas en fibra
(Fpe). Foto d: vaso con tilide, colapso y colonizacion fingica (Vm).
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Ganoderma resinaceum Boud.

Acer saccharinum L.

Material muestreado: madera proveniente de base de fuste de ejemplar en pie, vivo,
con basidiomas de Ganoderma resinaceun (Figura 9, fotos: a — c¢). Muestras

recuperadas con barreno de Pressler.

Macroscopicamente (a ojo desnudo), las muestras de barreno se caracterizaron por
presentar 3 zonas claramente diferenciadas por su aspecto y rigidez: zona interna
(hacia la medula, Ma), con evidencias de pudricion debido a su consistencia corchosa
compatible con su alteracion estructural, de color castano claro pdlido, circundada por
madera decolorada (Md), oscura, de 3 ca. mm de espesor y una zona externa (hacia la
corteza, Me) de color blanco (Figura 9, foto: d), las dos ultimas rigidas bajo presion.

Pudricién blanca en Acer saccharinum L. (Arce sacarino, plateado)
Aspecto general

Fgura 9. Fotos a - c: ejemplar de arce con evidencias (sintoma y signo) de pudricidn blanca;
basidioma (B) de &. resinaceum (signo) asociado a hundimiento (h, sintoma) en base de fuste.
Foto d: muestras de barreno analizadas; madera interna con evidencia de pudricidn (Ma); madera
decolorada (Md), con limite definido; madera externa (Me).
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Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en las vistas transversales y radiales, la zona Ma se caracterizG por
presentar sectores completamente colapsados colonizados por micelio. En ella ademds
se observaron contenidos en radios y vasos, comparativamente en menor cantidad y
de tonalidad mds clara respecto del leno de la zona Md (Figura 10, fotos: a, e). En la
zona Md fue notable la abundancia de depdsitos rojizos en el parénquima radial y
vasos, €stos ultimos colonizados por micelio. Hacia la porcion mds externa, el color de
los contenidos se fue atenuando al igual que la cantidad de micelio (Figura 10, fotos:
b, f). La Me contigua presentd, solo por sectores, micelio y depdsitos pardo-
amarillentos (Figura 10, fotos: ¢, f), cuya cantidad fue disminuyendo hasta su total
desaparicion - albura sana - (Figura 10, foto: d).

Con microscopio optico, en cortes transversales y longitudinales radiales a
mano alzada y sin tenir fue identificada igual tendencia respecto del color de la madera
en las distintas zonas, la alteracion estructural del tejido y la cantidad y color de los
depositos celulares (Figura 11, fotos: a — g). En la Md, los depdsitos fueron
visualizados en vasos, radios asi como en fibras, parénquima paratraqueal y en el
Iimite del anillo (Figura 11, fotos: a - b, f - g). El color de los depdsitos se hizo menos
intenso y su distribucion menos extendida en los distintos tipos celulares hacia la zona
Me, hasta su total desaparicion (Figura 11, fotos: ¢, d). En la zona Ma, se pudo
identificar en cortes tenidos con safranina fast-green la delignificacion selectiva —
coloracion verdosa — diferencial entre tipos celulares. Las fibras resultaron las méds
susceptibles (Figura 12, fotos: a — d). La degradacion de la lignina progresc de modo
centrifugo; la laminilla media compuesta (Lmc) y los @ngulos entre c€lulas fueron los
dltimos en ser atacados (Figura 12, foto: c). La delignificacion completa de la pared
condujo a la diferenciacion de 'Wwhite pockets “o zonas completamente delignificadas y
a la separacion celular, esto ultimo poco extendido en el tejido. Se observo tambien el
adelgazamiento y la deformacion de estas paredes delignificadas selectivamente hasta
su completa degradacion, determinando el aspecto “agujereado” del lefio.

Con microscopio electronico de barrido, sectores con aspecto “desfibrado” se
presentaron entre zonas con total colapso celular y abundante micelio y cristales
(Figura 13, fotos: a, b; Figura 14, foto: c). Punteaduras erosionadas, agujeros y
senderos de erosion fueron rasgos extendidos en vasos, fibras y radios. La separacion
celular por destruccion de la Lmc se identifico entre las fibras, no obstante, fue un

cardcter poco frecuente (Figura 13, foros: ¢, d; Figura 14, fotos: a, b). En los
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contenidos gomosos de los vasos tambien se identificaron senderos de erosion y

agujeros (Figura 14, foto: b).

Arce saaarino: pudricién blanca - zona de reaccion. Observaciones con lupa.

Figura 10. Fotos a - f: muestras de barreno observadas con lupa. Fotos a — d: vista transversal (VT).
Foto a: seccidn interna (Ma); colapso generalizado (*) por sectores del tejido; radios (R) sin
contenidos; micelio en vasos (Vm). Foto b: madera decolorada (Md) contenidos gomosos en radios
(Rg); micelio en vasos (Vm); margen de la decoloracidn con depdsitos en vasos (Vg) y radios (Rg).
Fotos ¢, d: seccidn externa (Me). Foto c: tejido circundante a la Md; radio (R) libre de contenidos;
vasos con contenidos (Vg) y micelio (Vm). Foto d: tejido libre de depdsitos (albura sana). Fotos e —f:
vista radial (VR). Foto e: seccidn interna; micelio (m) en drea con colapso total del tejido; contenidos
en radio (Rg). Foto f: madera decolorada (Md); margen de la decoloracidn y seccidn externa (Me);
depositos en radios (Rg) y vasos (Vg). Ndtese el cambio de color del tejido en comespondencia con la
disminucidn de los depdsitos.

Arce sacarino: pudridén blana - zona de reaccién. Observaciones con MO.
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Figura 11. Fotos a - g: muestras de barreno; secciones de tejide observadas con MO. Fotos a — d: corte
transversal (CT). Fotos a, b: sector decolorado (Md); aspecto general y detalle, respectivamente;
contenidos gomosos en vasos (Vg), radios (Rg), fibras (Fg), parénquima axial (Pg) y en limite del anillo
de crecimiento (Lg). Fotos ¢, d: sector externo (Me). Foto ¢ zona circundante a la Md; depdsitos en
vaso (Vg); radios con/sin contenidos (R). Foto d: ausencia de depdsitos en vasos (V), radio (R} y fibras
{F); albura sana. Fotos e, g: corte longitudinal radial (CLR). Foto e: sector Ma; colapso (*); contenidos
pardo-amarillentos por sectores de los radio (R), en fibras (Fg) y en vaso (Vg). Fotos f, g: sector
decolorado (Md); contenidos en vasos (Vg) y radios (Rg); ndtese el cambio de color hacia el margen
(foto g).




Acer sacarino: pudridén blanca. Observaciones con MO.

Figura 12. Fotos a - d: seccidn Ma, evidencias de delignificacidn selectiva en
corte transversal (CT). Fotos a, b: resistencia de los vasos (V) y radios (R)
a la preferente degradacion de la lignina, aspecto general y detalle,
respectivamente. Foto b: vaso con depdsitos gomosos (Vg), parénguima
paratragueal (F) y radio (R) entre fibras completamente delignificadas ( Fd).
Foto c: delignificacién de avance centrifugo en fibras (Fd); persistencia de
angulo celular (ac) entre células delignificadas. Foto d: separacion celular
{=c), adelgazamiento, deformacion y colapso de fibras (F*) selectivamente
delignifcadas.
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Arce sacarino: pudriddn blanca. Observaciones con MEB

Figura 13. Fotos a - d: seccidn Ma; evidencias de pudricidn blanca en corte longitudinal radial (CLR).
Fotos a, b: micelio (m) en sectores con colapso generalizado del tejido entre dreas con aspecto
desfibrado (f). Foto c: fibras (F), separacidn celular (sc), agujero (h), senderos de eroddn (se) y
punteadura erosionada (pe). Foto d: radio (R}, agujero (h) y punteadura erosionada (pe).

Arce sacarino: pudricién blanca. Observaciones con MEB.

Figura 14: Fotos a - ¢: seccidn Ma; evidencias de pudricidn blanca en corte longitudinal radial (CLR). Foto a: vaso,
punteaduras erosionadas (Vpe). Foto b: micelio (m) y contenidos gomosos {g) en vasos (V); sendero de erosidn (s2)
en depdsito celular y fibra (Fse). Foto c; cristales (cr) entremezclados con micelio (m).
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Ganoderma resinaceum Boud.

Celtis australis L.

Material muestreado: madera proveniente de base de fuste, de ejemplar en pie, vivo,

con basidiocarpos (Figura 15, fotos: a, b). Muestras obtenidas con barreno de Pressler.

Pudricion blanca en Celtis australis L. (Almez)

Figura 15. Fotos a - b: basidiomas de G. resinacevm en base de fuste de ejemplar de
almez.

Estudios a nivel microscapico

Con microscopio optico, en cortes transversales tenidos con safranina fast-
green fue identificada delignificacion selectiva — color verdoso - por sectores del leno
temprano y tardio (Figura 16, fotos: a, b). En ambos, la preferente degradacion de la
lignina se presentd en vasos, fibras, parénquima axial y traqueidas no obstante con
diferente intensidad y extension en las muestras. De acuerdo con ello, fue mds
pronunciada y extendida entre los vasos agrupados y las fibras; los radios y las fibras
“aplastadas tangencialmente” del limite del anillo evidenciaron cierta resistencia (Figura
16, fotos: a — c; Figura 17, fotos: a, b). El patron de delignificacion fue
predominantemente centrifugo, con origen en la cavidad celular. En los vasos y
ocasionalmente en las fibras del leno temprano, la perdida de lignina se manifestd en
la totalidad de la pared, lo cual condujo a su separacion (Figura 17, foto: a, d). El
colapso de las paredes completamente delignificadas de los vasos determind el aspecto
“agujereado” del tejido (Figura 17, foto: b). Entre las fibras de la madera tardia se
visualizo una incipiente separacion celular producto de un proceso de delignificacion

centripeta que solo afectd a parte de la Lmc; en aquellas con delignificacion centrifuga
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fue notable el “desprendimiento” de su grueso estrato S2 de la Lmc. Respecto de las
traqueidas vasicéntricas y parénquima axial, si bien en ambas zonas del anillo
evidenciaron delignificacion, la pérdida de lignina se presentd con baja frecuencia y
predominantemente en etapas incipientes (Figura 17, foto: c). En algunos casos (con
baja frecuencia) fueron identificadas fibras con paredes lignificadas y erosion

localizada; cristales en parénquima axial y radial.

Almez: pudricion blanca base de fuste. Observaciones con MO

A : i L Vs

Figura 16. Fotos a - c: lefio con evidencias de pudricion blanca, corte transversal (CT). Foto a: delignificacidn selectiva
en fibras (Fd) y vasos agrupados (Vd) del lefio temprano. Foto b: lefio tardio, delignificacidn selectiva en fibras (Fd);
colapso de vasos delignificados (V*). Foto c: lefio temprano, delignificacidn de avance centrifugo en fibras (Fd); radios
(R) y fibras del limite del anillo (la) ofrecen la mayor resistencia a la degradacidn de la lignina.
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Almez: pudricién blanca base de fuste. Observaciones con MO

Figura 17. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricion blanca, corte transversal (CT). Foto a:
delignificacidn selectiva en vasos agrupados (Vd) de la madera temprana y consecuente separacion
celular (sc); radios (R) permanecen lignificados. Foto b: colapso de va=sos (V*) de la madera
temprana con evidencias de total pérdida de lignina; parénquima axial (P) y radial (R) permanece
lignificado. Foto c: lefio tardio, separacion entre fibras (sc) por delignificacion centripeta (Rd);
desprendimiento del estrato S2 por delignificacion de avance centrifugo (Fd®); traqueidas
vasicéntricas (Tr) y parénguima axial con incipiente delignificacion. Foto d: lefio temprano,
delignificacidn centrifuga en fibras (Fd); deformacién y colapso de la pared residual.
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DISCUSION

Las interacciones muestreadas, Ganoderma resinaceum - roble europeo/fresno
americano/arce/almez y sus caracteristicas — tipo y ubicacion del deterioro y condicion
de los hospedantes - resultan compatibles con los antecedentes registrados.
Ganoderma resinaceum es citada como pardsita facultativa responsable de pudricion
blanca de duramen, particularmente en base de fustes y raices — o “butt rot” — de
numerosas latifoliadas, entre las que se encuentran los hospedasntes bajo estudio
(Pearce & Woodward, 1986; Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al., 2000a; Deflorio
et al., 2008).

En roble, el aspecto fibrilar y la consistencia esponjosa de las muestras se
corresponden con la intensidad y la extension de las alteraciones micro-estructurales
observadas en el tejido y con el concepto de estado avanzado de pudricion blanca.
Autores como Zabel & Morrel (1992), Worrall et al. (1997) y Schwarze & Ferner (2003)
indican que las maderas con este tipo y estado de pudricion se caracterizan por su
transformacion en un material esponjoso y fibrilar, consecuencia de la extendida y
completa degradacion de sectores del leno, tal como fue observado particularmente
debido a la destruccion de la celulosa residual (residuo originado por delignificacion
selectiva). La presencia de depdsitos oscuros por sectores de las muestras tambi€n es
caracteristica del tipo de pudricion diagnosticado y compatible con la identificacion de
manganeso (Mn) en las muestras. Blanchette (1984c) identifica manchas negras por
sectores del leno de 7suga canadensis (L) Carr. con pudricion blanca selectiva (PBSe)
causada por G. tsugae. Schmidt et al. (1997) describen lo mismo en Pinus sylvestris
atacada por Rigidoporus vitreus (Pers.: Fr.) Donk. Segun estos autores, su origen
resulta de la precipitacion de oxidos de manganeso, rasgo frecuente en maderas
degradadas por hongos responsables de PBSe o moteada, entre los que menciona a
distintas especies de Ganoderma. Estos depdsitos estarian vinculados con la
degradacion de la lignina. Los agentes no enzimdticos que participan de la oxidacion
inicial de la lignina también causarian los oxidos de Mn en dreas donde ocurre
delignificacion selectiva. Por su parte, el Mn*3 es un agente difusible relacionado con la
degradacion de este polimero aromdtico, y que surge del Mn*2, sustrato reductor de la
enzima manganeso peroxidasa, constituyente del complejo enzimdtico que degrada
lignina presente en los hongos de pudricion blanca (Reid, 1995).

En fresno, el ataque pronunciado al lefo temprano es compatible con el
concepto de 'fing rot “o pudricion anular, tipo de deterioro en el cual la degradacion se

concentra en dicho sector del anillo (Otjen & Blanchette, 1986; Zabel & Morrell, 1992).
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Blanchette (1984b) y Schwarse et al. (2000a) mencionan este patron de ataque en
ejemplares de Quercus sp. naturalmente infectados por G. pfeiffers.

En las muestras de arce, el margen coloreado (Md) delimitando la madera
atacada y sus rasgos anatomicos — presencia de depdsitos en vasos, fibras,
parénquima axial y radial - se corresponden con el concepto de zona de reaccion (zr).
Las zr resultan de una respuesta activa de la albura a fin de limitar un disturbio/el
avance de la disfunsion del tejido fisioldgicamente activo (Shain, 1971; 1979; Pearce,
2000). Pearce & Woodward (1986) observan en ejemplares de esta especie
nauralmente infectados por G. adspersurm una zr de caracteristicas similares a las
descriptas tanto por la presencia y distribucion de sus contenidos como por su
diferente coloracion. Estos autores interpretan al limite externo de la zr como un sector
de tejido vivo en el cual estd ocurriendo una activa invasion fungica y una paulatina
tranformacion en un drea totalmente necrosada, rasgo, entre otros, que caracteriza a
las zr. Respecto de la presencia de micelio en este sector (zr o Md) y en Me (o albura
de apariencia sana) es compatible con el status de hongos moderadamente invasivos a
muy invasivos que poseen muchas de las especies que conforman este género, debido
a su capacidad de salvar las barreras a la colonizacion presentes en sus hospedantes.
En este sentido, si bien las zr suelen ser barreras efectivas contra el avance de la
infeccion fungica, existen evidencias respecto de la capacidad de Ganordema
adspersum y G. resinaceum, entre otras, de superarlas en hospedantes como tilo,
pldtano, abedul y arce (Schwarze & Baum, 2000; Baum & Schwarze, 2002; Schwarze &
Ferner, 2003). Ganoderma spp son reconocidas por degradar las tilides suberificadas y
los depositos celulares de naturaleza fendlica que poseen las maderas (Pearce &
Woodward 1986; Schwarze, 2001; Schwarze, 2007). Asimismo, la colonizacion de la
Me observada se corresponde con el modelo estdtico de zr mencionado por Pearce
(1991; 1996). De acuerdo con este autor, las zr normalmente constituyen limites
estdticos frente a una infeccion. Cuando una zr es superada, cierto volumen de madera
es colonizado con poca o nula expresion de una tipica zona de reaccion hasta que un
nuevo limite es establecido, situacion que fue observada en las muestras. De acuerdo
con ello, con el avance de la colonizacion fungica en la albura funcional, es esperable
observar en esta madera la diferenciacion de una nueva zr delimitando un drea con
evidencias de pudricion blanca y zr relictos, rasgos que caracterizan a este modelo, y
que permitirian confirmar su presencia como también constituiria una nueva evidencia
de la invasividad moderada de G. resinaceum en correspondencia con lo mencionado

por Schwarze & Ferner (2003).
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En la totalidad de las muestras, lo observado en cuanto a la preferente
degradacion de la lignina, la separacion celular y la diferenciacion de 'Wwhite pockets ”—
particularmente notable en roble - resulta compatible con estados avanzados de
pudricion blanca selectiva (PBSe). Durante el curso de las PBSe, hemicelulosas y
lignina son atacadas preferentemente. La total delignificacion por sectores del tejido
determina la diferenciacion de 'white pockets ”o dreas con elevada concentracion de
celulosa (Blanchette, 1984a; Otjen & Blanchette, 1984; Blanchette, 1991) y separacion
entre células por destruccion de la laminilla media compuesta, sector altamente
lignificado. La separacion celular es considerada el rasgo mds significativo para el
diagndstico de este tipo de deterioro (Srebotnik & Messner, 1994; Anagnost, 1998).
Los senderos de erosion identificados en roble y arce, la completa degradacion de la
celulosa residual y el aspecto “agujereado” del tejido también son rasgos descriptos
por autores como Otjen & Blanchette (1984; 1986); Anagnost (1998) y Schwarze
(2007) para este tipo de pudricion blanca. Ademds, la identificacion de PBSe se
corresponde con la conocida habilidad de Ganoderma spp en degradar polifenoles,
quimicamente similares a la lignina.

La resistencia a la delignificacion observada en los vasos de roble, fresno y arce
es compatible con sus rasgos quimicos y/o anatomicos. Los vasos, al igual que la Lmc
y los dngulos celulares poseen una alta relacion lignina/carbohidratos con predominio
de guayacil lignina, considerada la mds resistente a la degrdadacion por hongos de
pudricion blanca. En los vasos, ademds, su estrecho S2 y anchos S1 y S3, mds
lignificados, contribuyen con ello y en consecuencia afectan la delignificacion
(Blanchette et al., 1988; Blanchette, 1995; Saito et al., 2012; Skyba et al., 2013;
Pramod et al., 2015). En almez, el ataque a los vasos por sobre las fibras y traqueidas
es compatible con las diferencias en el espesor de sus paredes. En este ejemplar, las
gruesas paredes de las fibras y traqueidas afectarian la delignificacion y colonizacion
axial determinado que sean los vasos intensamente colonizados y delignificados esto
dltimo considerando el sistema difusible involucrado en los procesos de la degradacion
selectiva de la lignina (Kim et al., 2015; Gao et al., 2018). Schwarze (2007) menciona
la concentracion de la lignina como condicionante de la degradacion.

En cuanto a la resistencia a la delignificacion selectiva observada en los radios,
podria ser explicada a partir de las elevadas concentraciones de Nitrdgeno (N) que los
caracterizan. Respecto de otros tipos celulares, los radios poseen la mayor
concentracion de N. Altas concentraciones de N, entre otros factores vinculados con las

condiciones ambientales y caracteristicas del sustrato, inhiben la degradacion selectiva
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de la lignina (Otjen & Blanchette, 1982; Dill & Kraepelin, 1986; Agosin et al., 1990;
Singh et al., 2012).

El adelgazamiento de paredes lignificadas, los senderos de erosion presentes en
ellas como también las punteaduras erosionadas y los agujeros observados en la
totalidad de las muestras resultan compatibles con el curso de una pudricion blanca
simultdnea (PBSi). Anagnost (1998) considera a dichas alteraciones estructurales como
caracteres para el diagndstico de este tipo de deterioro. Desde el punto de vista
anatomico, el desarrollo de las PBSi implica la presencia de abundante micelio en la
cavidad de las c€lulas. La degradacion se inicia mediante ataques localizados, en el
punto de contacto hifa-pared, y progresa de modo centrifugo, hacia la Lmc,
conformando senderos de erosion (se) — evidencias de la despolimerizacion simultdnea
de la fraccion polimérica -. Los se pueden alcanzar la Lmc y diferenciar
agujeros/perforaciones en la pared tipicas de este tipo de deterioro o bien pueden
coalescer y conducir al adelgazamiento generalizado de la pared. La Lmc y los dngulos
entre células son los dltimos en ser completamente degradados. A causa de ello,
sectores constituidos por restos de Lmc y dngulos intercelulares entremezclados con
micelio son rasgos frecuentes en estados avanzado de deterioro. La completa
destruccion de las ce€lulas por zonas del tejido define la apariencia agujereada/la
formacion de cavidades en las muestras (Schwarze et al., 1997; Anagnost, 1998;
Schwarze, 2004; Schwarze, 2007).

La identificacion de dreas con PBSe entre sectores con PBSi se corresponde con
el concepto “mottled rot” o pudricion moteada definida por Otjen & Blanchette (1986),
abordado en apartados previos. Segun se indico, este tipo de deterioro es frecuente
entre hongos capaces de causar selectiva delignificacion como lo hacen distintas
Ganoderma spp, incluida G. resinaceum (Blanchette, 1984a; Blanchette et al., 1985;
Otjen et al., 1987; Adaskaveg et al., 1990; Agosin et al., 1990; Schwarze & Ferner,
2003). Especificamente, la presencia de ambos tipos de pudricion blanca en un mismo
sustrato fue descripta para distintas interacciones hospedante — patdgeno que incluyen
a Ganoderma spp, entre otras: G. lobatum - arce (Blanchette, 1984a); G. tsugae —
tsuga (Blanchette, 1984b); G. lucidum'y G. tsugae — roble (Adaskaveg & Gilbertson,
1986); G. australe — roble de Chilo€ (Barrasa et al., 1992); G. pfeifferi - roble
(Schwarze, 2007); G. applanatum - tilo (Schwarze, 2007).

Para muchas de estas interacciones, el desarrollo de pudricion moteada es
justificado desde distintos puntos de vista, entre ellos: inestabilidad de las condiciones

ambientales que promueven la preferente degradacion de la lignina - las mds
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importantes: elevada humedad, bajas temperaturas, bajos niveles de oxigeno o
condiciones micro-aerdbicas -; incapacidad de la cepa de mantener constantes los
requerimientos ambientales enumerados, que promueven delignificacion selectiva - o
incapacidad de generar en una madera en descomposicion microambientes/sistemas
cerrados mediante la produccion de placas pseudoesclerociales -; distribucion
heterogénea del N en el leno — sectores con altas/bajas concentraciones que
inhiben/favorecen la degradacion de la lignina de modo selectivo -; cantidad y tipo de
lignina predominante - bajos contenidos de lignina y del tipo siringyl promueven la
delignificacion selectiva -; diferencias en el potencial enzimdtico entre cepas de una
misma especie; requerimientos fisioldgicos del hongo xildfago - la necesidad de
generar sectores de produccion, almacenamiento y transporte de nutrientes para la
fructificacion, sectores representados por dreas con Pbm — (Blanchette, 1984b; Dill &
Kraepelin, 1986; Otejen & Blanchette, 1986; Agosin et al., 1990; Blanchette, 1991).

Respecto del micelio presente en los vasos, del avance del deterioro desde los
radios - fresno - y de la presencia de punteaduras erosionadas se corresponden con su
rol de principales vias de colonizacion fungica de la madera en sentido longitudinal,
radial y tangencial, respectivamente (Schwarze, 2007).

De acuerdo con Schwarze et al. (2000a), en estados avanzados y generalizados
de deterioro, las maderas atacadas por G. resinaceum poseerian una notable
fragilidad; reducirian notablemente su resistencia producto de la completa degradacion
de la matriz lignoceluldsica que producen ambos tipos de pudricion blanca en estados
avanzados. La degradacion de la celulosa principalmente disminuye la resistencia a la
tension y la flexion dindmica de las maderas; el ataque a la lignina disminuye su rigidez
y dureza. No obstante, en las muestras bajo estudio, la preponderancia de PBSe
determinaria que la disminucion de la capacidad resistente sea menos drdstica, al
menos en los primeros estados de deterioro. El residuo de celulosa surgido con la
preferente degradacion de la lignina contribuiria con ello. Las maderas con PBSe - en
tanto no se produzca la degradacion de la celulosa - incrementan su valor de flexion

dindmica y tension (Schwarze et al., 1997).
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Arambarria cognata (Bres.) Rajchenb. & Pildain comb. nov.

Eucalyptus globulus Labill.

Material muestreado: madera proveniente de fuste de ejemplar en pie, vivo, con
evidencias de pudricion dadas por su color blanquecino y consistencia corchosa —

presentd notable rigidez al presionarla entre los dedos -; presencia de basidiocarpos.

Macroscopicamente, en vista transversal, las muestras presentaron una pudricion
central — sector correspondiente al duramen -, de avance centrifugo, de apariencia
blanquecina y rugosa, delimitada por un margen oscuro e irregular, de 1 a 2 mm de
espesor aprox. Rodeando a esta zona de madera podrida fueron identificadas “islas” o
sectores de tejido atacado, similares en apariencia a la pudricion central, los cuales por
zonas de las muestras alcanzaron la region cortical. Bajo estas circunstancias se
presentaron asociados a hundimientos, discontinuidades/rajaduras en la corteza,
cancros y basidiomas. La pudricion central y cicundante definieron un patron complejo
de deterioro “inmerso” en un drea decolorada, color castano-rojizo. Ademds, fueron
observadas lineas castano oscuras o 'zones lines ”(zl), delgadas, de 1 mm espesor en

la madera podrida y bolsas de quino en la zona decolorada (Figura 1, fotos: a - f).

Estudios a nivel microscopico

Con microscopio dptico, en cortes transversales tenidos con safranina 7ast-
green, el rasgo saliente fue la delignificacion selectiva — color verdoso - y el colapso
diferencial entre tipos celulares. El parénquima radial y axial resultaron los mds
susceptibles; la delignificacion de estas c€lulas fue la mds extendida en el tejido
(Figura 2, fotos: a, b). En los radios, la degradacion de la lignina ocurrid
centrifugamente, progresando hacia las c€lulas circundantes, particularmente al
parénquima axial (Figura 2, foto: a). En zonas mds alteradas la degradacion de la
celulosa residual fue evidente (Figura 2, foto: b). Respecto de las fibras y traqueidas,
en ellas fueron observados 2 patrones de delignificacion: uno centripeto, que comenzo
en la laminilla media compuesta (Lmc), lo cual condujo a la separacion celular (Figura
2, foto: c¢) y otro centrifugo con persistencia de los dngulos intercelulares (Figura 2,
foto: d) no obstante, y segun se indicd, dichos rasgos en fibras y traqueidas fueron
poco generalizados. Tambien se visualizaron c€lulas con paredes adelgazadas, sin
evidencias de delignificacion selectiva. En corte longitudinal radial (CLR) fue notable la

mayor susceptibilidad del parénquima radial (Figura 3, fotos: a - c¢) indicando el posible
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inicio de la degradacion en estas c€lulas. Indicios de un proceso de delignificacion y
colapso fueron observados también en fibras. Las traqueidas manifestaron resistencia
a la degradacion selectiva de la lignina (Figura 3, fotos: c, d).

En cuanto al margen de la pudricion (m), la zona decolorada (de) y a las 'zones
lines” (zl), en ellos fueron identificados contenidos en vasos — tilides, compuestos
gomosos -, parénquima axial, traqueidas y radios. La mayor cantidad de depdsitos se
presentd en el m y en la zI, en particular respecto de la albura sana circundante
(Figura 4, fotos: a — I; material sin tincion). En m los contenidos determinaron una
intensa coloracion castano-rojiza en correspondencia con la coloracion que presento a
nivel ma|crosco’pico; en la zl dicha coloracion se presento entremezclada con depdsitos
que podrian ser melaninicos (Figura 4, fotos: h — k). En m y en la zl se evidencio

colonizacion fungica particularmente en los vasos.

Pudricién blanca en Fucalyptus globulusLabill. (Eucalipto blanco)
Aspecto general

Hgura 1. Fotos a - f: lefio con evidencias de pudricion blanca a nivel macroscdpico. Fotos a-d: vista
transversal; albura (a); decoloracidn en albura (de); color blanquecino y textura rugosa (pudricidn)
central (p); "zone lines®(zl); cancros (c); basidiomas (B); bolsas de quino (*); discontinuidades en
corteza (**); margen de la pudricidn/ frente de avance fingico (m). Fotos e-f: vista longitudinal;
basidiomas (B); albura decolorada (de); pudricién (p); margen (m). Mdtese el avance
predominantemente axial del deteriora.

163



Eucalipto: pudricién blanca. Observadones con MO

Fgura 2. Fotos a - d: corte transversal (CT) de sectores con evidencias de pudricién blanca. Foto a:
delignificacion diferencial entre tipos celulares; vasos (V), fibras (F) y tragueidas vasicéntricas (Tr)
resultaron las de mayor resistencia; delignificacidn en parénquima radial (Rd) y axial (Pd). Foto b:
colapso de radios (R™) y parénquima axial (P*); delignificacidn, adelgazamiento y deformacién de
células parenguimaticas circundantes a los radios (Pd). Foto c: delignificacidn centripeta en fibras (Rd);
separacidn celular. Foto d: fibras, delignificacidn centrifufa (Fd); persistencia de los angulos
intercelulares.
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Figura 3. Fotos a - d: corte longitudinal radial (CR); evidencias de delignificacion y colapso
diferencial entre tipos celulares. Foto a: radios con contenidos (Rc) por sectores colapsados,
rasgo contrastante con el tejido que lo circunda; aspecto general. Fotos b, c: delignificacidn
en radio (R} y parénguima {P); elementos de vaso (V), traqueidas vasicéntricas (Tr) y fibras
(F) conservan la lignina; aspecto general y detalle respectivamente. Foto d: degradacion
generalizada en radio (R) circundado por fibras (F) y tragueidas (Tr) con evidencias de
delignificacion (d) incipiente; tragueidas (Tr), resistencia diferencial a la pérdida de lignina
respecto de lasfibras, las cuales por sectores evidencian degradacion de la celulosa residual

(F).
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Eucalipto: madera decolorada-zona de reaccion. Observaciones con MO

2 T1B\Y S | B "y

Figura 4. Foto a: albura, corte longitudinal tangencial (CLT); vasos (V) libres de tilides

ausentes a escasos; notese el color claro del tejido. Foto b: duramen, corte transversal (CT); contenidos en
radios (Rc); tilide en vaso (Vt). Fotos c - d: decoloracién del tejido (albura). Foto c: aspecto general, corte
longitudinal radial {LR). Foto d: corte longitudinal tangencial (CLT); contenidos en radios (Rc) y en parénquima
axial (Pc). Fotos e-g: frente de avance de la colonizacion fingica/margen de la pudricién (m). Foto e: corte
longitudinal tangencial (CLT); contenidos en radios (Rc); tilides en vasos (Vt); contenidos en parénquima axial
(Pc). Fotos f-g: corte longitudinal radial (CLR); aspecto general y detalle, respectivamente; tilides en vaso (Vi);
contenidos en radio (Rc), vaso (Vc) parénquima axial (Pc) y traqueidas (Trc).
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Fucalipto: “"zone line ™~zona de reacdén. Observaciones con MO

Fgura 4 (continuacion). Fotos h - j: "zones flines” Fotos h — it corte transversal (CT); aspecto general y detalle,
respectivamente; depdsitos de melanina en el tejido (vasos, V; fibras, F; radios, R). Foto j: corte longitudinal
radial (CLR); melanina en radiosy elementos axiales. Fotos k — I: zona de reaccion; corte transversal (CT). Foto
k: depdsitos en el margen (m) de la madera degradada; frente de avance de la colonizacidn flngica. Foto i:
madera decolorada (de); tilides en vaso (Vt); depasitos en radios (R) y células del sistema axial (*).

Con microscopio electronico de barrido, también fue notable la mayor
susceptibilidad de los radios a la degradacion, no obstante, la totalidad de los tipos
celulares manifestaron evidencias de pudricion blanca (Figura 5, foto: a). De acuerdo
con ello, fueron observados agujeros en radios, paredes de las fibras (Figura 5, foto:
b), parénquima axial y vasos (Figura 5, foto: c), como también erosion de
punteaduras, particularmente en aquellas de la interseccion radio-vaso (Figura 5, foto:
c). En cuanto a la colonizacion fungica, la concentracion de micelio fue evidente en los
limenes de los vasos y radios, tanto en las zonas deterioradas como en el margen de
la pudricion/frente de avance fungico (m) (Figura 5, foto: d), estando ausente en la

zona decolorada (de).
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Eucalipto: pudricion blanca. Observaciones con MEB

¢
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Figura 5. Fotos a - ¢ corte longitudinal radial {CLR); sectores con evidencias de pudricién blanca. Foto a:
aspecto general corte longitudinal radial (CLR). Foto a; aspecto general. Foto b: agujeros en radio (Rh) y
fibra (FH); micelio en vaso (Vm). Foto c: agujero en vaso (Vh); erosidn de punteaduras radio-vaso (RVpe).
Foto d: corte longitudinal tangencial (CLT), evidencias de colonizacidn fiingica en el margen de |a madera
deteriorada (m); vaso con tilides (Vt) colonizadas por micelio (m); contenidos en radios (Ren).
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DISCUSION

Los sintomas descriptos para la interaccion Arambarria cognata - Eucalyptus
globulus identificada — tipo de pudricion y alteraciones a nivel corteza - se
corresponden con lo mencionado por Martinez (2005). Dicho autor cita para Uruguay
las interacciones  Arambarria cognata (como /nocutis_jamaicensis) - E. globulus, E.
maideniiy E. grandis asociadas a pudricion blanca en duramen y anormalidades en la
corteza similares a las observadas. Respecto de estas ultimas, su diferenciacion en las
secciones de fuste muestreadas es compatible con la identificacion de ataque fungico
en la region cortical y con la presencia de basidiomas.

Entre los ‘'heart rot fungi “como lo es Arambarria cognata (Rajchenberg et al.,
2015; Pildain et al., 2017), ante la falta de duramen expuesto, el avance de la
degradacion hacia la region cortical constituye una estrategia que permite generar vias
de fructificacion mediante ataques localizados a la region del cambium y corteza, los
que provocan la formacion de hundimientos/cancros, constituyendo tambi€n sitios de
sucesivas invasiones fungicas (Boyce, 1961; Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al.,
2000a; Mattheck et al., 2015). Las pudriciones cancerosas o 'tanker rots” pueden
conducir a la muerte de los hospedantes (Blanchette, 1982b). Balmelli & Resquin
(2005) y Bettucci et al. (2006) (tomados de Lupo et al., 2009) mencionan la muerte de
ejemplares de £. globulus afectados por este patdgeno, con diferente grado de
susceptibilidad en funcion del clon y la procedencia. En cuanto a la complejidad que
presentd la interaccion aqui estudiada — pudricion central rodeada por “islas o
columnas” de madera degradada — tambien es compatible con la presencia de un
'heart rot fungi”y la estrategia de colonizacion del sustrato que poseen estos hongos.
Las especies pudridoras del duramen ingresan a sus hospedantes principalmente via el
duramen de ramas, sector expuesto a partir de heridas de origen natural y/o artificial,
de lenta cicatrizacion, las que se producen frecuentemente durante el desarrollo de los
ejemplares. Via ramas, el patogeno ingresa al duramen del fuste y luego se extiende,
de forma radial, hacia la albura. Alternativamente puede “escapar” de las ramas, y
colonizar la albura y/o duramen mds externo del fuste, no colonizado, dando origen a
complejos patrones de deterioro. La colonizacion y degradacion fungica son
compartimentalizadas, con éxito variable, en ambos tipos de tejido — barreras activas /
pasivas, respectivamente -. La zona de barrera (zb o W4) scdlo se forma en caso de ser
atacado el cambium y su diferenciacion depende en parte del vigor del ejemplar y la
época del ano en que ocurre la lesion (Shigo & Marx, 1977; Schwarze et al., 2000a;

Deflorio et al., 2011). Quizds debido a ello no se observd en las muestras analizadas.
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Barry et al. (2000), describen igual ingreso y apariencia del deterioro en ejemplares de
E. nitens afectados por pudricion blanca.

Por su parte Blanchette (1982b) describe un patron complejo de degradacion y
decoloracion en ejemplares de Betula papyrifera infectados naturalmente por el
“canker-rot fungi” /nonotus obliquus. Segun dicho autor, los cancros producidos en los
sitios de infeccion y fructificacion del patdgeno, producto del avance centripeto de la
colonizacion fungica, constituyen vias de reinfeccion que determinan en el lefo la
alteranancia de sectores degradados y decolorados, con disposicion similar a la
visualizada en las muestras bajo estudio.

La presencia de lineas delgadas y oscuras y sus particularidades microscopicas
son compatibles con el tipo de pudricion diagnosticado y el concepto de 'zone line”
(zl). Las zl son definidas como lineas delgadas, oscuras, simples o bien ramificadas,
resistentes a la degradacion, constituidas por hifas deformadas, muertas o
esclerosadas, a veces melanizadas y por c€lulas del leno con alta cantidad de
contenidos como melaninas, gomas, resinas y compuestos fendlicos. En dreas con
degradacion avanzada éstas retienen su estructura, tal como fue observado aqui. La
diferenciacion de zl es un rasgo tipico de pudricion blanca, frecuentemente indicador
de sitios de interacion fuingica intra o interespeciffica, tambi€n vinculado con funciones
de resistencia, antimicrobianas, entre otras que se les atribuyen (Zabel & Morrell,
1992; Boddy, 2000; Smith, 2001; Tudor et al., 2014; Gantz et al., 2017).

Respecto de los sectores circundantes a la madera con pudricion (m y de), la
presencia de contenidos en particular abundantes en los elementos axiales del sector
m - ausentes en duramen y albura sana — se corresponde con el concepto de zona de
reaccion (zr). La zr resulta de la respuesta activa de las cé€lulas parenquimadticas de la
albura a un dano o infeccion, mediante la generacion de barreras quimico-anatémicas
— tilides, compuestos fendlicos, entre otros - a fin de aislar / evitar el avance del estrés
o disfunsion ocasionado por un dano o colonizacion fungica (Shigo & Hillis, 1973;
Shain, 1971; 1979; Boddy & Rayner, 1983; Bamber & Fukazawa, 1985; Pearce, 1991).
Existen evidencias respecto de la diferenciacion de tilides y de la biosintesis de
compuestos fendlicos en Eucaluyptus spp relacionadas con el proceso de
compartimentalizacion (Shortle, 1979; Mireku & Wilkes, 1988; Barry et al., 2000;
Deflorio et al., 2011). Deflorio et al. (2011) describen una zr de similares
caracteristicas a las identificadas en m y en de, en ejemplares de E£. nitens y E.
globulus: tilides y/o depdsitos oscuros en vasos, €stos Ultimos tambi€n presentes en

parénquima axial, radial y traqueidas vasicéntricas, responsables del color que
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adquiere el tejido en dicho sector, como también la diferenciacion de venas de Kino, tal
como fueron observadas.

De acuerdo con ello, distintos antecedentes avalan lo hallado durante este
estudio. Las modificaciones observadas solo podrian resultar de la reaccion de la albura
frente a un dano, lo cual no ocurre en el tejido muerto del duramen. La coloracion
intensa en el limite de la madera con evidencias de deterioro - m o frente de avance
de la colonizacion fungica - es compatible con la presencia de micelio y la reconocida
accion de las fenoloxidasas fungicas (Shortle, 1979).

Las caracteristicas de la zr de la interaccion estudiada, como escasa presencia
de contenidos en fibras, evidencias de colonizacion fungica y la extension del deterioro
a la region cortical, son compatibles con un proceso de compartimentalizacion ineficaz.
Barry et al. (2000) sugieren que en £. nitens la zr no constituye una barrera continua y
por tanto efectiva frente a un dano o colonizacion fungica, debido a la ausencia de
depositos en las fibras. A iguales conclusiones arriban Baum & Schwarse (2002) en
ejemplares de 7ilia platyphyllos infectados naturalmente por otros hongos responsables
de pudricion blanca. Deflorio et al. (2009) demostraron la relacion existente entre la
cantidad y distribucion del parénquima axial y sus contenidos y la efectividad de la zr
en madera de Quercus robur, Acer pseudoplatanus, Fagus sylvatica y Pseudotsuga
manziesii infectadas artificialmente con hongos de pudricion blanca. En este sentido,
Deflorio et al. (2011) sugieren la poca efectividad de la zr esperable en ejemplares de
E. globulus y E. nitens, debido a la baja proporcion y distribucion irregular de las
células parenquimdticas y traqueidas vivas en el tejido. Dichos rasgos anatomicos
determinarian respuestas débiles al ingreso de aire o invasion fungica, favoreciendo,
en caso de infeccion, que dicha zr sea superada por hongos muy invasivos, como
parece serlo A. cognata.

En referencia a la zona de, en base a sus caracteristicas anatémicas, este sector
podria ser interpretado como una zr en formacion o zona de transicion, de progresiva
transformacion de la albura, rasgo caracteristico del modelo dindmico de zr. Barry et
al. (2000) demostraron la presencia de este modelo en E. nitens afectado por pudricion
blanca.

Respecto de la separacion entre c€lulas y el posterior colapso de paredes con
total delignificacion observados — si bien poco extendidos - es compatible con el curso
de una pudricion blanca selectiva (PBSe) avanzada (Otjen & Blanchette, 1984b; Worrall
et al., 1997; Schwarze, 2007).

171



La resistencia a la delignificacion selectiva observada en los vasos se
corresponde con sus rasgos quimico-anatomicos, como fue senalado con anterioridad
(Blanchette et al., 1988; Blanchette, 1995; Skyba et al., 2013; Pramod et al., 2015).
La resistencia observada en las traqueidas se debe al espesor de su pared celular y al
sistema difusible involucrado en los procesos de degradacion selectiva de la lignina.
Kim et al. (2015) y Gao et al. (2018) arriban a iguales resultados - mayor resistencia
de las traqueidas - en maderas de latifoliadas expuestas a degradacion por Pycrnoporus
sanguineus, responsable de PBSe.

El adelgazamiento y deformacion de paredes lignificadas, las punteaduras
erosionadas y los agujeros en las paredes celulares y sectores del tejido registrados en
las muestras analizadas, son caracteristicos de una pudricion blanca simultdnea (PBSi)
(Anagnost 1998). La identificacion de dreas selectivamente delignificadas entre
sectores con pudricion blanca simultanea se corresponde con el tipo de pudricion
“mottled rot” (Otjen & Blanchette 1986). Estos autores como tambien Blanchette
(1991) y Schwarze (2007), entre otros, aportan evidencias en torno a procesos de
delignificacion selectiva que ocurren sclo por sectores o tipos celulares de la madera,
patron de ataque frecuente en hongos capaces de degradar selectivamente a la
lignina, como lo hace A. cognata.

La visualizacion de micelio en vasos y radios y la presencia de punteaduras
erosionadas indican que estas serfan las principales vias de colonizacion fungica del
lefo por parte de A. cognata (Schwarze et al., 2000a).

Lo descripto constituye el primer antecedente respecto de las alteraciones
anatomicas que provoca este patdgeno en el leno de ejemplares de E. globulus
naturalmente infectados. Se evidencia aqui la escasa habilidad de estos individuos para
compartimentalizar el frente de avance de A. cognata, un patdgeno agresivo capaz de

colonizar y degradar los depdsitos presentes en el tejido.
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Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid

Acer negundo L.

Material muestreado: madera proveniente de rama de 1er. orden de ejemplar en pie,
vivo, con evidencias de deterioro en cuanto a su aspecto y consistencia; presencia de

micelio.

Macroscdpicamente, a ojo desnudo, y en vista transversal, la madera presentd una
caracteristica coloracion castana, excéntrica, de textura rugosa (duramen
patoldgico=dp), consistencia corchoza a esponjosa en la proximidad de la médula y
humeda al tacto, con margen irregular, de color oscuro, el cual gradualmente se aclara
hacia la corteza, de cerca a 3 mm. El deterioro progresd de modo centrifugo,
alcanzando la region cortical, por sectores asociado a una depresion o cancro (Figura
1, foto: a). La zona dp se aclard con la perdida de humedad, no obstante, persistid

mds oscura que la madera sana circundante.

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vista longitudinal, fueron identificados en el margen de la
pudricion, contenidos y un gradiente cromdtico que permitio distinguir 3 zonas: una
externa (me), clara, circundada por madera sana; una central/media (mm), oscura, en
correspondencia con su mayor cantidad de depdsitos; y una interna (mi) de color
rosado, contigua a la madera visiblemente atacada (dp) (Figura 1, foto b). Respecto de
esta dltima (dp), en ella se visualizd micelio en vasos y en sectores con total
degradacion, esto ultimo compatible con la consistencia corchoza-esponjosa y el
aspecto fibrilar del tejido (Figura 1, fotos: c, d).

Con microscopio optico, y en los 3 planos de estudio (corte transversal,
longitudinal radial y tangencial), el rasgo predominante en la madera atacada (dp) fue
la delignificacion selectiva del tejido, la cual se evidencid por el color verdoso de las
paredes celulares (de avance centrifugo, desde el lumen), en secciones tefnidas con
safranina fast-green (Figura 2, foto: a). La degradacion preferencial de la lignina se
presentd con mayor extension en las paredes de las fibras. Asi, se observaron
sectores de fibras con paredes totalmente delignificadas — o 'Wwhite pockets ”- o bien
con la sola persistencia de sus dngulos intercelulares. Estas paredes se presentaron
también adelgazadas y en casos extremos colapsadas, definiendo el aspecto

agujereado de sectores del tejido (Figura 2, fotos: a, b). En las fibras ademds fueron
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observados senderos de erosion en serie, formando canales de erosion (Figura 2, foto:
e). Los radios, vasos y fibras del Iimite del anillo (lefio tardio) manifestaron mayor
resistencia a la delignificacion; estas cé€lulas permanecieron lignificadas en sectores con
total delignificacion de las fibras (Figura 2, fotos: b, ¢, d, €). En cuanto a la separacion
entre células, cardcter tipico de un proceso de delignificacion selectiva, solo fue
observada en radios (Figura 2, foto: f) y en las fibras del Iimite del anillo anual,
producto de la degradacion centripeta de la lignina — con origen en la laminilla media
compuesta o Lmc —. En estadios mds avanzados, las paredes del parénquima radial y
las fibras aparecieron adelgazadas y luego colapsadas. Tambi€n fueron visualizados
sectores con paredes profundamente adelgazadas y defomadas de color rojizo, lo cual
indicaria la presencia de lignina (Figura 2, foto: g), y restos de depdsitos en los
lumenes de los distintos tipos celulares.

En referencia al margen de la pudricion (m), en material sin tenir tambien fue
identificada coloracion y abundancia de contenidos diferenciales entre sectores (Figura
3, foto: a — e). La mayor cantidad de depdsitos se presentd en la zona media/central
(mm) mds oscura (Figura 3, fotos: b, d), perdiéndose gradualmente los mismos desde
la zona central de pudricion hacia la albura sana (sin contenidos). La colonizacion
fungica solo fue observada en la zona mm. En muestras de esta mm, y tenidas con
safranina fast-green, se observd un modo de ataque similar al descripto para la
madera visiblemente podrida (dp): sectores delignificados — color verde - interpuestos
entre dreas con aparente degradacion simultdnea — color rojo - y restos de contenidos
celulares (Figura 4, fotos: a - d).

Con microscopio electronico de barrido, en cortes longitudinales radiales y
tangenciales, se visualizo por sectores de las muestras degradacion completa del
tejido. Otros rasgos observados fueron: punteaduras erosionadas (“roundered pit
erosion”); agujeros (“holes”) y senderos de erosion en fibras (Figura 5, foto: b) y
parénquima radial (Figura 5, fotos: ¢, d). El micelio se presentd en la totalidad de los
tipos celulares y en dreas completamete degradadas junto con cristales (Figura 5, foto:

c) y contenidos. La colonizacion se produjo principalemnte a traves de las punteaduras.
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Duramen patolégico en rama de Acer negundo L. (Arce)

Aspecto general y con lupa

0.35 mm

Figura 1. Fotos a - d: lefo con evidencias de colonizacion y degradacion fungica. Foto a:
vista transversal del material bajo estudio; duramen patolégico (dp) y margen de la
pudricion (m). Foto b: margen bajo lupa (bajo lupa (16x); notese el gradiente cromatico
y distribucién diferencial de contenidos entre el sector extemo (me), medio (mm) e
interno (mi). Fotos ¢, d: vista longitudinal del leno bajo lupa (16x); degradacion en radios
(R*); concentracion de micelio en vasos (Vm) y en areas totalmente degradadas (md).
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Arce: pudriciéon blanca en duramen patoldgico. Observaciones con MO

ik ! 5 | N b DR——

. '1 . t i i :
Figura 2. Fotos a - f: evidendias de delignificacién selectiva. Fotos a — c: corte transversal (CT).
Foto a: delignificacién de avance centrifugo en fibras (F); persistencia de dngulos intercelulares
(ac). Foto b: colapso de fibras (F*) delignificadas y con adelgazamiento acentuado; elemento de
vaso (V) lignificado. Foto c: resistencia a la delignificacion de las fibras del limite del anillo (Fla).
Fotos d - e: corte longitudinal radial (CLR). Foto d: delignificacion diferendal entre tipos celulares;
elementos de vaso (V) y radios (R) permanecen lignificados entre fibras con delignificacion total.
Foto e: canal de erosidn en fibra (Fee) delignificada; vaso con espesamientos helicoidales (Vh) y
parénquima radial (R) lignificados. Foto f: corte longitudinal tangencial (CLT); delignificacion
centripeta en parénquima radial (R) y consecuente separacion entre células (sc). Foto f: corte
transversal (CT); fibras, adelgazamiento y colapso de paredes lignificadas.
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Arce: zona de reaccién en lefio. Observaciones con MO

Figura 3. Fotos a - e: margen de la pudricion — zona de reaccion en lefio de arce; aspecto general. Fotos a, b:
corte transversal (CT); margen, zona externa (me) y media (mm) identificadas; notese la diferencia en color y
cantidad de depdsitos en radios (R), fibras (F) y vasos (V). Fotos ¢, d: corte longitudinal radial (CLR); disminucion
en la cantidad de depdsitos desde mm hacia la regién cortical (me, albura sana). Foto e: corte longitudinal
tangencial (CLT); zona interna (mi) rosada con depdsitos en elemento de vaso (V) y fibras (F).

Arce: pudricién blanca en zona de reaccién. Observaciones con MO

Figura 4. Fotos a - d: evidendas de pudricién blanca en zona de reaccion. Foto a: corte transversal (CT); fibras con
contenidos (Fcn), colapso de paredes lignificadas; delignificacién selectiva en fibra (Fd); colapso generalizado por
sectores del tejido (*). Foto b: corte longitudinal tangendial (CLT); fibras con contenidos (Fcn), paredes lignificadas y
colapsadas; nétese el aspecto fibrilar de la muestra. Fotos ¢, d: corte longitudinal tangencial (CLT); radio (R),
separacion celular (sc) por delignificacion centripeta; delignificacion selectiva en parénquima radial (Pd); contenidos
en fibras (Fen).
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Arce: duramen patolégico. Observaciones con MEB

Figura 5. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricion blanca en duramen patologico; corte
longitudinal radial (CLR). Foto a: aspecto general; evidendias de degradacion en la totalidad de los
tipos celulares: radios (R), vaso (V) y fibras (F). Foto b: punteadura erosionada (pe), agujeros (h) y
senderos de erosién (se) en fibras (F). Foto c: serie de senderos de erosidén en parénguima radial
(Rse); micelio (m); cristales (cr). Foto d: agujero (h) y punteadura erosionada (pe) en parénquima
radial (R).
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DISCUSION

El tipo, ubicacion y la expansion del deterioro identificado en la interaccion
Inonotus rickii — arce negundo, resulta compatible con lo descripto para las
combinaciones hospedante-patogeno que involucran a esta especie fungica. A nivel
mundial, /. rickii es reconocido como responsable de pudricion blanca de duramen — o
zona del duramen — en distintas latifoliadas: Albizia_julibrissin'y Acer negundo (Annesi
et al., 2003); Celtis australis (Ramos et al., 2008); Acacia richii (Cui et al., 2014);
Hevea brasiliensis (Dai et al., 2010), entre otras citadas (Barnard, 1993). En los
ejemplares enfermos, la pudricion frecuentemente progresa hasta la region cortical —
tal como fue observado —, provoca su necrosis como también el debilitamiento y la
muerte de los individuos con ataques severos al tejido fisiologicamente activo (Wright
& laconis, 1955; Melo et al., 2002; Intini & Tello, 2003; Annessi et al., 2003; Dai et al.,
2010).

La ubicacion de la madera podrida en la zona del duramen, su apariencia (color
mds oscuro que el de la especie) y la presencia de micelio y contenidos (ausentes en la
madera sana) son compatibles con el término “duramen patoldgico” (dp) - o falso
duramen, entre otras denominaciones que recibe (Hornfeldt et al., 2010) - descripto
por Hillis (1987). Este autor define al dp como aquel que posee un contorno irregular,
color alterado por la incorporacion de depdsitos y micelio. Este tipo de duramen
comunmente se presenta en especies arboreas que no forman duramen regular/
verdadero o duramen coloreado — como el arce - y resulta de la reaccion del tejido vivo
frente a una infeccion; su formacion es estimulada en la albura por la colonizacion
fungica (Schwarze et al., 2000a; Luna et al., 2012). Good et al. (1955) describen un
“falso duramen” en A. sacharinum con caracteristicas similares a las observadas en el
material de estudio: presencia de depdsitos oscuros, minerales y de pudricion, color
anormal y porcentaje de humedad elevado.

Respecto del margen (m) del dp, su localizacion y particularidades anatomicas
son compatibles con el concepto de zona de reaccion (zr) o zona decolorada presente
entre el xilema sano — xilema danado (Shain, 1979; Schwarze et al., 1995). Shortle &
Smith (1990) proponen denominar “column boundary layer” a este sector alterado,
ubicado alrededor del xilema disfuncional. La zr se origina en respuesta a un dano
mecdnico como también a una infeccion — respuesta no especifica — con la finalidad de
limitar el avance del disturbio/disfunsion en el tejido fisioldgicamente activo (Shain,
1971; 1979; Pearce, 2000). Ohman (1968), en ejemplares de A. saccharinum, describe

un tipo de pudricion central y una zr circundante semejantes a las descriptas para la
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madera en estudio. Pearce & Woodward (1986) observan en ejemplares de A.
saccharinun naturalmente infectados por G. adspersum una zr de caracteristicas
similares a las descriptas tanto por la presencia, color y localizacion de sus contenidos
como por su gradiente cromadtico. Baral et al. (2016) mencionan una zr en ejemplares
de A. negundo constituida por polifenoles y depdsitos oscuros en los Iimenes
celulares. Shortle & Smith (1990) y Deflorio et al. (2009) describen lo mismo para
maderas de A. saccharinum y A. pseudoplatanus, respectivamente, afectadas por
pudricion blanca.

En la zr ademds, la identificacion del sector externo (me), sus rasgos
anatomicos y la ausencia aparente de colonizacion fuingica resultan compatibles con la
“zr en formacion o externa” (zre) y con el modelo dindmico de formacion de la zr
(mdzr) mencionados por Baum & Schwarze (2002) para Tilia platyphyllos infectada
naturalmente por especies de pudricion blanca. Estos autores describen la zre como un
sector carente de micelio y con depdsitos en la totalidad de los tipos celulares, aunque
menos abundantes y mas claros — castano amarillentos - que los de la madera de
reaccion circundante, contenidos cuya cantidad disminuye gradualmente hacia la
albura sana. Respecto del mdzr - hasta entonces considerado prdcticamente exclusivo
de las coniferas - implica la migracion paulatina de la zr en la albura funcional producto
del avance del frente de infeccion y los danos que ello ocasiona (Shain, 1967; 1971;
Pearce, 1996; Barry et al., 2000). En base a ello, Baum & Schwarze (2002) consideran
que la diferenciacion de una zre sumado a la ausencia de zr relictos — tal como ocurrio
en el material aqui analizado - constituyen evidencias del curso del mdzr, modelo que,
segun lo hallado, tambie€n estaria expresandose en el ejemplar de arce bajo estudio.
No obstante, serian necesarias nuevas observaciones para su confirmacion.

La presencia de micelio en el sector mm, su notable colapso y la ausencia de zr
relictos, no sclo son compatibles con el mdzr (Baum & Schwarze, 2002) sino ademds
con el status de hongo muy invasivo que posee /. rickii (Robles et al., 2014) y la
conocida agresividad de especies afines: /. dryophillus e 1. hispidus (Pearce, 1991;
Schwarze & Fink, 1997; Schwarze et al., 2000a; Schwarze, 2001). La extencidn del
deterioro a la zona cortical y la menor cantidad de depdsitos observada en el dp
también dan cuenta de ello (Schwarze et al., 2000a). /nonotus rickii no fue
compartimentalizado por el A. negundo, determinando que el leno se transforme en
una gran zona de reaccion colonizada por micelio - o bien en un extenso dp -.

De acuerdo con Schwarze (2001) esto acerca a la zr con la funcion principal de

mantener la integridad hidrdulica del tejido — y no con la de contrarrestar un frente de
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infeccion - como fue sugerido por distintos autores quienes en base a ello proponen
reemplazar el término degradacion por disfuncion en el modelo CODIT (Boddy &
Rayner, 1983; Rayner & Boddy, 1988; Deflorio et al., 2009).

El grado de efectividad de la zr frente a la colonizacion fungica — o grado en
que un hongo pueda ser compartimentalizado - depende, entre otros, de la habilidad
del patdgeno para superar las barreras quimico-anatomicas presentes en dicha zona —
capacidad para degradar gomas y/o compuestos fendlicos; utilizar un modo alternativo
de ataque a la pared celular (“facultatives soft-rotters”; €poca del ano en que ocurre
la invasion del tejido — en el periodo de dormancia no se diferencian las zr -; del vigor,
del contenido de sustancias de reserva y de las caracteristicas anatomicas del
hospedante - tipos de c€lulas que constituyen el tejido, abundancia y distribucion,
particularmente del parénquima axial - (Deflorio et al., 2009).

En referencia al tono rosado del sector interno o mi, su manifestacion en la zr
se corresponde con lo citado por Morse & Blanchette (2002). Segun los autores, este
tipo de tincion surge en respuesta a un dano, su color resulta de la oxidacion de
compuestos polifendlicos y se presenta con alta frecuencia en fustes, raices (> a 5 cm
diam.) y ramas (> 2.5 cm diam.) a tal punto que es utilizado para la identificacion de
A. negundao.

Lo observado en cuanto a la preferente degradacion de la lignina -
particularmente extendida entre las fibras -, la diferenciacion de 'white pockets”y la
separacion celular — identificada en radios y fibras de limite del anillo por
delignificacion centripeta - resultan compatibles con el curso de una pudricion blanca
selectiva (PBSe). En las PBSe, hemicelulosas y lignina son preferentemente atacadas.
La total delignificacion por sectores del tejido determina la diferenciacion de 'white
pockets ” o dreas con elevada concentracion de celulosa (Blanchette, 1984a; Otjen &
Blanchette, 1984; Blanchette, 1991) y separacion entre cé€lulas por destruccion de la
laminilla media compuesta (Lmc), sector altamente lignificado. La separacion celular es
considerada el rasgo mds significativo para el diagndstico de este tipo de deterioro
(Srebotnik & Messner, 1994; Anagnost, 1998) y estd particularmente asociada al
avance centripeto de la degradacion de la lignina tal como se presentd por sectores de
las muestras. Robles et al. (2014) en madera de Platanus x acerifolia expuestas a
degradacion por /. rickii., observada con microscopio optico, identifican separacion
celular poco extendida entre las fibras y frecuente en los radios y en el limite del anillo.
Schwarze et al. (1995) y Baum & Schwarze (2002) describen delignificacion centripeta

y consecuente separacion celular en radios de Fraxinus excelsior y T. platyphyllos,
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respectivamente, expuestas a degradacion por /. Aispidus. Los senderos de erosion
identificados, la completa degradacién de la celulosa residual y el aspecto “agujereado”
del tejido tambien son rasgos descriptos por autores como Otjen & Blanchette (1984;
1986); Anagnost (1998) y Schwarze (2007) para este tipo de pudricion blanca.

La resistencia a la delignificacion observada en los vasos, fibras del limite del
anillo, @ngulos intercelulares y radios es compatible con sus rasgos quimicos y/o
anatomicos, segun fue descripto en interacciones previas. Robles et al. (2014) también
mencionan la resitencia de los radios en P. x acerofolia expuesta a este patdgeno.

El adelgazamiento de paredes lignificadas, los senderos de erosion presentes en
ellas como también las punteaduras erosionadas y los agujeros observados resultan
compatibles con el curso de una pudricion blanca simultdanea (PBSi). Anagnost (1998)
considera a dichas alteraciones estructurales como caracteres para el diagndstico de
este tipo de deterioro, el cual fue desarrollado en interacciones previas (Schwarze et
al., 1997; Anagnost, 1998; Schwarze, 2004; Schwarze, 2007).

La identificacion de dreas con PBSe entre sectores con PBSi se corresponde con
el concepto “mottled rot” o pudricion moteada definida por Otjen & Blanchette (1986),
abordado en apartados previos. Segun se indico, este tipo de deterioro es frecuente
entre hongos capaces de causar selectiva delignificacion como lo hace /. rickii y
distintos integrantes del geénero /nornotus (Otjen & Blanchette, 1982; Blanchette,
1984a; Robles et al., 2014).

Respecto del micelio presente en los vasos, y de la presencia de punteaduras
erosionadas se corresponden con su rol de principales vias de colonizacion fungica de
la madera en sentido longitudinal, radial y tangencial, respectivamente (Schwarze,
2007).

A la fecha, los resultados obtenidos constituyen los primeros antecedentes
respecto de la identitificacion y caracterizacion a nivel microscdpico del duramen
patoldgico en A. negundo naturalmente infectado por /. rickii; la notable agresividad
que posee el patogeno en ejemplares en pie, vivos; el modo en que este patdgeno
supera las barreras diferenciadas por el hospedante aporta indicios acerca del modelo
que rige la diferenciacion de la zr en el tejido vivo del arce negundo, modelo a la fecha
considerado dindmico el cual resulta compatible con la agresividad manifestada por la

cepa fungica.

182



Phellinus pomaceus (Pers.) Maire

Prunus cerasifera var. pissardii (Carriere) Koehne

Material muestreado: rama muerta, proveniente de ejemplar en pie, vivo, debilitado;
de 3 cm de diametro aprox.; con evidencias de pudricion definidas por el color
blanquecino de la madera, su textura rugosa, la consistencia corchosa del tejido y la

presencia de basidiocarpos; zona decolorada asociada a herida (Figura 1, fotos: a - d).

Macroscdpicamente, a ojo desnudo y en vista transversal, el material presentd un
sector castano rojizo intenso asociado a una herida en corteza — zona de reaccion -
dispuesto excéntricamente, con desarrollo centripeto, de textura suave, consistencia
rigida y Iimite definido irregularmente. Circundante a este sector, se identific0 madera
notablemente blanquecina, de consistencia corchosa hacia la zona cortical de la rama.
Por sectores, la destruccion en esta zona, incluyendo la zona cambial, fue evidente
(Figura 1, foto: c). La zona de reaccion desaparecio progresivamente en sentido axial -

de modo acrdpeto - lo mismo que en sentido radial (Figura 1, foto: d).

Estudios a nivel microscapico

Con lupa se identifico, tanto en vista transversal como longitudinal, la
presencia de depdsitos gomosos de color castano rojizo oscuro, predominantemente
en los vasos de la zona de reaccion. Ademds, fue notable el cambio de color del
material - de castano rojizo a blanco -, en correspondencia con la disminucion relativa
de los contenidos - particularmente notable bajo microscopio dptico - (Figura 1, fotos:
e - i), la mayor cantidad de micelio y la intensificacion de la consistencia corchosa al
presionar las muestras entre los dedos.

Con microscopio dptico, el rasgo saliente en preparados del sector blanquecino
tenidos con safranina fast-green, fue la delignificacion selectiva diferencial entre tipos
celulares, si bien ésta se presentd con baja frecuencia. Esta caracteristica fue
identificada en las paredes de las fibras y del parénquima axial — tonalidad verdosa -
(Figura 2, fotos: a, b). La delignificacion progreso de modo centrifugo, desde el lumen
celular, alcanzando la laminilla media compuesta (Lmc) y por dltimo a los dngulos
entre células, provocando la separacion de las mismas (Figura 2, foto: b). Culminada la
completa delignificacion, el ataque a la celulosa residual origind zonas totalmente
colapsadas y con abundante micelio (Figura 2, fotos: a, b). Interpuestos entre estas

dreas con selectiva delignificacion, sectores con vasos, parénquima y fibras con
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paredes lignificadas — tonalidades rojizas - fueron tambien observados (Figura 2, fotos:
a — d). En dichas zonas, el adelgazamiento, la deformacion y en casos extremos el
colapso de paredes lignificadas fue particularmente acentuado en fibras, parénquima
axial y vasos sin contenidos (Figura 3, fotos: a, ¢). En los dltimos estadios de
degradacion, solo persistieron dngulos celulares entremezclados con micelio fungico.
En esta etapa la madera adquirio aspecto agujereado (Figura 3, fotos: b, d). El rol de
los vasos como via principal de colonizacion fungica fue evidente (Figura 2, foto: d),

incluso en aquellos con contenidos, depdsitos también presentes en los radios.

Pudricién blanca en Privnus ceracifera (Ciruelo de jardin)

Aspecto general y con lupa

Figura 1. Fotos a - f: pudricién blanca en rama de ciruelo de jardin. Foto a: basidiomas (B) de F.
pomaceus (signos) asociados a ramas. Fotos b - d: secciones transversales de la madera bajo
estudio. Foto b: madera testigo (T). Foto c: zona de reaccidn (zr), madera con evidencias de
deterioro (ma) y colapso a nivel cortical (cc). Foto d: basidioma (B) asociado a madera atacada.
Fotos e — f: seccion longitudinal de la madera bajo lupa (16x). Foto e: cambio de color, de avance
centrifugo. Foto f: contenidos en vasos (Veon) pertenecientes a los sectores identificados. Notese,
entre zonas, el cambio de color y concentracion de los contenidos, también notable con
microscopio optico (MO), fotos g - i. Fotos g — i: corte longitudinal radial (CLR) con MO. Fotos g
— h: zona de reaccidn (zr), aspecto general y detalle. Foto i: madera con evidencias de deterioro.
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Ciruelo: sector blanquecino. Observaciones con MO

Hgura 2. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricidn blanca. Fotos a - b: corte transversal (CT). Foto
a: colapso y delignificacidn diferencial entre tipos celulares: vaso (V); fibra (F); parénguima axial (F);
radio (R); fibras, colapso acentuado (F*); delignificacidn centrifuga en fibras (Fd). Foto b: vaso (V),
deformado, lignificado; delignificacion en parénguima axial (Pd) y fibras (Fd); adelgazamiento y
deformacidn de paredes celulares delignificadas (*); separacidn celular (sc). Fotos ¢ y d: corte
longitudinal radial (CLR). Foto c: vista general; delignificacidn total en fibras (Fd); radio (R) y vaso (V)
permanecen lignificados. Foto d: detalle; delignificacidn en fibras (Fd) y degradacién de la celulosa
residual; contenido gomoso en vaso (Vg); radio (R), permanece lignificado; micelio (m) en vaso.
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Ciruelo: sector blanquecino. Observaciones con MO

i ) - by W ..
Fgura 3. Fotosa - d: lefio con evidencias de pudricidn blanca, en corte transversal (CT). Foto a: vasos
V), radio (R) y fibras (F), lignificados; adelgazamiento, deformacidn y colapso parcial de la pared de
los vasos; colapso de fibras lignificadas (F*). Foto b: persistencia de dngulos intercelulares (ac) en
dreas con degradacidn avanzada. Fotos c: colapso en radio (R*) lignificado; adelgazamiento y
deformacidn pronunciada en vasos carentes de contenidos; vasos con contenidos (Vg) conservan su
estructura. Foto d: colapso acentuado en fibras (F¥) y vasos (V™) lignificados.

Con microscopio electronico de barrido los sectores identificados - zona
reaccion y madera blanquecina - presentaron las mismas alteraciones estructurales
(Figuras 4 a 6). Segun lo esperado, se evidencio un colapso mds pronunciado del
tejido en las dreas blancas, en correspondencia con la mayor colonizacion fungica, la
notable disminucion de los contenidos y la consistencia corchosa descripta (Figuras 5,
6). En seccion transversal y por sectores de las muestras, ambas zonas evidenciaron
que los elementos de vasos, incluso aquellos vasos con contenidos, predominantes en
la zona de reaccion, constituyeron la principal via de colonizacion del leno (Figura 5,
foto: a). En corte longitudinal radial, se evidencio que la colonizacion y degradacion
alcanzg a la totalidad de los tipos celulares. Los vasos, fibras, parénquima axial y radial
presentaron punteaduras erosionadas, agujeros y senderos de erosion (Figura 4, fotos:
b, d; Figura 5, foto: c). Entre c€lulas, el avance del micelio ocurrid particularmente a
través de las punteaduras (Figura 5, foto: d). Areas con avanzada degradacion (Figura

6) — si bien poco frecuentes - se caracterizaron por su alta concentracion de micelio y
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el pronunciado colapso de vasos, fibras y parénquima, causando en la madera un

caracteristico aspecto fibrilar (Figura 6, fotos: a - d).

Ciruelo: zona de reaccion-falso duramen. Observadones con MEB

Figura 4. Fotos a - d: muestras de lefio pertenecientes a zona de reaccidn (sector castafio rojizo). Fotos
@, b: corte longitudinal radial (CLR). Foto a: aspecto general; radio (R); vaso con contenidos (Ven). Foto
b: punteadura erosionada envaso (Vpe); agujero en vaso (Vh) y radio (Rh). Fotos ¢, d: corte longitudinal
tangencial (CLT). Foto c: radio con contenidos (Ren). Foto d: fibras, punteadura erosionada (Fpe) ¥
sendero de erosion (Fse); agujero en parénquima axial (Ph).
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Ciruelo: sector blanquecino. Observaciones con MEB

Figura 5. Fotos a - d: sector blanquecino; lefic con evidencias de pudricidn blanca. Foto a: corte
transversal (CT); vaso con contenido colonizado por micelio fiingico (Ven-m). Fotos b, d: corte
longitudinal radial (CLR). Foto b: colapso de la pared de las células del lefio; ausencia de contenidos;
aspecto general. Foto c: agujero en fibra (Fh); parénquima radial, sendero de erosion (Rse) y
punteadura erosionada (Fpe); vaso con resto de contenido (Ven). Foto d: colonizacidn fingica (cf) a
través de la punteadura erosionada de un vaso (V).
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Ciruelo: sector blanguecino, pudricion avanzada. Observaciones con MEB

Figura 6. Fotos @ - d: lefio, sector blanquecino con evidencias de pudricion blanca avanzada. Fotos a,
b: corte longitudinal radial (CLR), aspecto general y detalle, respectivamente; ndtese el colapso
pronunciado del tejido, la ausencia de contenidos en vasos (V) y radios (R) y la colonizacidn fingica
(m) en sectores totalmente degradados. Fotos ¢, d: corte longitudinal tangencial (CLT); aspecto
general y detalle, respectivamente. Foto ¢: colapso pronunciade en radios (R*) hasta su total
degradacidn (=); separacidn celular (sc) y consecuente aspecto fibrilar del tejido. Foto d: ausencia de
contenidos y colapso en vase (V*); radios (R), ausencia de contenidos; adelgazamiento de la pared
celular, colapso generalizado y separacion celular (R™®); evidencias de degradacidn en la pared de las
fibras (F) y parénguima axial (P); separacidn celular entre fibras (F); aspecto fibrilar.
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DISCUSION

La interaccion analizada, Phellinus pomaceus - Prunus ceracifera, y sus
caracteristicas - tipo y ubicacion del deterioro en el ejemplar- resultan compatibles con
los antecedentes registrados, tanto a nivel mundial como en nuestro parfs. Phellinus
pomaceus es reconocido por causar pudricion blanca en fuste y copa - o 'top-rot”- en
ejemplares de la familia Rosaceae, particularmente Prunus spp (Rayner & Boddy,
1988; Karadelev et al., 2008; Urcelay et al., 2012). Si bien P. pomaceus es considerado
"heart rot fungus’, su presencia en albura se corresponde con lo mencionado para esta
y otras especies de este genero fuingico. Rayner & Boddy (1988) y Mattheck et al.
(2015) mencionan que, en ausencia de duramen expuesto, Phellinus spp. puede
colonizar la albura al momento de originar los basidiomas. Bajo estas circunstancias, es
clave el desarrollo de una densa mata miceliar que destruya el tejido del huésped —
esencial para el desarrollo de patogénesis activa - para luego producir ataques
localizados en la region cambial, degradar la corteza de modo centrifugo y de este
modo generar vias de fructificacion. El ataque al tejido fisioldgicamente activo puede
conducir a la muerte de la rama — tal como se presento - o del ejemplar atacado.
Schwarze et al. (2000a) atribuyen la presencia de necrosis y de hundimientos
corticales asociados a basidiomas, a la extension de las pudriciones hasta la zona
cambial, tal como fue observado aquir.

La demarcacion de una zona coloreada proxima a una herida concuerda con el
concepto de zona de reaccion (zr) o madera de herida - "wound wood” - y con la
capacidad de Prunus spp. de responder a un dano. Como ya se comentd, la zr resulta
de la reaccion de la albura a un dano, por ejemplo, mediante la acumulacion de
extraibles (Shigo & Hillis, 1973; Boddy & Rayner, 1983; Bamber & Fukazawa, 1985).
Prunus spp. generan gomas en respuesta a una lesion como también en ejemplares
moribundos (Hillis, 1987). Debido a la similitud de la zr con el duramen, autores como
Hillis (1987) la consideran como una extension del “duramen regular” en la albura,
definiendo un “falso duramen”. Rayner & Boddy (1988) mencionan en ramas de menor
orden, la formacion de una zona con tilides y contenidos, homdloga a la zr, a la cual
denominan “heartwood wings”. En correspondencia con lo expuesto, el ciruelo de
jardin posee contenidos gomosos coloreados en el duramen similares a los que fueron
identificados en la zr o “falso duramen”. A causa de esto, la degradacion progresiva de
la zr evidencia la agresividad de P. pormaceus. Asimismo, es compatible con la

estrategia ‘'heart rot” conocida para P. pomaceus reflejando indirectamente su
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capacidad para salvar las barreras a la colonizacion y degradacion fungica que
presenta el duramen de P. ceracifera.

El color y la consistencia corchosa de la madera circundante a la zr y las
caracteristicas anatomicas observadas — escasas dreas con total degradacion del
tejido; persistencia de estructuras lignificadas - resultan compatibles con estados
intermedios de pudricion blanca. De acuerdo con Zabel & Morrel (1992), en este
estado de degradacion el tejido presenta notables cambios en color y textura, no
obstante, su estructura no estd lo suficientemente alterada como para transformarlo
en un material esponjoso y de aspecto fibrilar como sucede en la madera con estados
avanzados de pudricion blanca. Ademds, la persistencia de lignina aporta rigidez (Zabel
& Morrell, 1992; Blanchette, 1995; Schwarze, 2007; Daniel, 2016). La Lmc y los
dngulos entre células contribuyen con la integridad del tejido e imparten resistencia a
la compresion y rigidez (Schwarze et al., 2000a; Gamauf et al., 2007).

La preferente degradacion de la lignina y la separacion celular observada —
aunque poco extendida y solo presente en fibras y parénquima axial -, son
caracteristicas de pudricion blanca selectiva (PBSe). La degradacion del residuo
celuldsico - 'Wwhite pockets ” o zonas con alta concentracion de celulosa - también fue
observada en las muestras de Prunus ceracifera. Esta caracteristica es mencionada
por Blanchette (1991) como rasgo frecuente en las PBSe y responsable del aspecto
“agujereado” del tejido. Respecto de la resistencia de los vasos y radios a la
degradacion selectiva de la lignina, lo hallado coincide con sus rasgos quimicos y/o
anatomicos, rasgos mencionados previamente (i.e. Otjen & Blanchette, 1982;
Blanchette et al., 1988; Agosin et al., 1990; Blanchette, 1995; Singh et al., 2012; Saito
et al., 2012; Skyba et al., 2013; Pramod et al., 2015).

El adelgazamiento de las paredes celulares y la deformacion del tejido
observados, como también los senderos de erosion, agujeros, punteaduras
erosionadas y la presencia de abundante micelio fungico, son compatibles con el curso
de una pudricion blanca simultdanea (PBSi) (Anagnost 1998). Su origen y desarrollo se
trataron previamente en este trabajo. La resistencia a la deformacion y colapso
identificada en los elementos de vaso con contenidos — notable respecto de lo que
sucede en las fibras y el parénquima axial - se asocia al rol que ejercen dichos
compuestos como barreras fisicas a la colonizacion del sustrato, condicionando la
velocidad de colonizacion y degradacion fungica (Schwarze et al., 1997; Schwarze,

2004; Schwarze, 2007). Si bien se registran compuestos gomosos tambien en el
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parénquima de los radios, estas c€lulas son menos resistentes a la degradacion, dadas
las caracterfsticas quimicas y estructurales ya mencionadas.

La identificacion de dreas selectivamente delignificadas entre sectores con
pudricion blanca simultdnea define el tipo de pudricién “mottled rot” descripto por
Otjen & Blanchette (1986). Luna et al. (2012) observaron este patron moteado en
madera de Schinopsis haenkeana infectada naturalmente por P. chaquensis. Segun se
explicd, distintos autores sostienen que las pudriciones moteadas resultan de las
condiciones ambientales, de las caracteristicas quimico-anatomicas del sustrato y del
potencial enzimdtico del hongo presente en la madera (Blanchette, 1984b; Dill &
Kraepelin, 1986; Otejen & Blanchette, 1986; Agosin et al., 1990; Blanchette, 1991).

La presencia de micelio en vasos y la visualizacion de punteaduras erosionadas
se corresponde con el rol de vias de colonizacion fungica que ellos cumplen (Schwarze
et al., 2000a).

De acuerdo con Schwarze et al., (2000a), para la madera de esta interaccion,
en estadios avanzados y generalizados de deterioro habria de esperarse una notable
fragilidad o disminucion en su resistencia a la flexion dindmica, principalmente debida a
la degradacion de la celulosa. No obstante, puede ser detectada cierta rigidez por la
permanencia de la Lmc, rasgo que caracteriza a las PBSi en estados avanzados de
deterioro, pudricion predominante en el material.

A la fecha, lo descripto constituye el primer reporte del patron de degradacion
que produce P. pomaceus en P. ceracifera naturalmente infectado, y una evidencia
concreta de su agresividad como patogeno por presentarse en albura degradando la

zona de reaccion.
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Phlebia brevispora Nakas. Nakas. & Eslyn

Melia azedarach L.

Material muestreado: secciones de duramen proveniente de fuste de &rbol volcado,
con evidencias de pudricion en cuanto a su aspecto y consistencia. Porcion del tercio
superior del fuste con pérdida total del leno — ahuecamiento - en un 50%
aproximadamente (Figura 1, foto: a); notable disminucion del drea ahuecada hacia la
base (Figura 1, foto: b). Ausencia de basidiocarpos; presencia de micelio (Figura 1,

fotos: c, d).

Macroscopicamente, el duramen presentd una coloracion castafio rojiza (su color
natural es castano rosado segun Inside Wood Database), asociado a un elevado
contenido de humedad determinado al tacto (Figura 1, fotos: a, b). Se registrd una
textura moteada - dreas blanquecinas distribuidas azarosamente por el leno humedo,
circundante al ahuecamiento central - (Figura 1, fotos: ¢, d) como tambi€n consistencia

corchosa — el material ofrecio notable resistencia al ser presionado entre los dedos -.

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en secciones transversales y longitudinales de las muestras, se
observaron depositos oscuros en vasos, predominantemente en aquellos del leno
temprano. Respecto al moteado, €ste resultd de la concentracion de micelio en zonas
totalmente degradadas y en los vasos del leno temprano (Figura 1, fotos: e, f).
Sectores con aspecto fibrilar tambien fueron identificados. En términos generales, en la
totalidad del anillo, fue evidente la mayor resistencia al colapso de los elementos de
vaso con contenidos y la de los radios (Figura 1, fotos: e, f).

Con microscopio oOptico, en corte transversal, si bien fueron observadas
alteraciones anatomicas en la totalidad de los tipos celulares, los mds resistentes al
ataque fueron los elementos de vaso de didmetro menor y con contenidos, el
parénquima vasicéntrico y los radios del lefo temprano (Figura 2, foto: a, b). En
muestras tenidas con safranina fast-green, en sectores del leno temprano fue
observada la delignificacion selectiva en direccion centrifuga, en las paredes de las
fibras y del parénquima circundante — color verdoso -, sin afectar la laminilla media
compuesta (Lmc) (Figura 2, fotos: a, b). Interpuestas entre dichas dreas con
preferente degradacion de la lignina, ademds fueron identificados vasos con paredes

lignificadas — color rojo -, adelgazadas y en casos extremos colapsadas (Figura 2,
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fotos: a, b) como tambien punteaduras erosionadas y agujeros en radios (Figura 2,
foto: ¢). Respecto del micelio, fue abundante en vasos libres de contenidos o bien
escasos Yy en dreas con total degradacion.

En cortes longitudinales radiales y tangenciales, se visualizo el colapso total por
sectores del tejido el cual aparecio colonizado por micelio, rasgo extendido
principalmente en el leno tardio (Figura 2, foto: d; Figura 3, foto: h). En dreas menos
atacadas, fueron identificados agujeros y punteaduras erosionadas en los elementos de
vaso (Figura 3, foto: e), erosion tambi€n presente en el parénquima axial y las fibras

(Figura 3, fotos: e, f, g). No se registro un ataque preferencial a la lignina.

Pudricion blanca moteada en Melia azedarach L. (Paraiso)
Aspecto general y con lupa

Fgura 1. Fotos a - f: lefio con evidencias de pudricion blanca. Fotos a, b: ejemplar bajo estudio;
duramen sano (Ds), con pudricidn incipiente (pi) y ahuecamiento (h). Fotos ¢, d: moteado por
concentracidn miceliar; aspecto general y detalle, respectivamente. Fotos e, f: vista longitudinal del
lefio bajo lupa (16x). Foto e: radios (R) inalterados; concentracidn miceliar en vasos (Vm). Foto £
micelio (m) y contenido (cn) en vaso (V); micelio en areas totalmente degradadas (md).

Con microscopio electronico de barrido, en corte longitudinal radial, también fue
observada la mayor resistencia a la destruccion de los elementos de vaso y radios, en
particular los del lefo temprano (Figura 4, fotos: a, b). Ademds, el tejido se caracterizd

por presentar mayor concentracion de micelio en dreas con total degradacion y en los
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vasos carentes de depositos del lefo temprano como también punteaduras
erosionadas, agujeros y senderos de erosion en vasos, fibras y c€lulas parenquimaticas

(Figura 4, fotos: a, c - e).

Paraiso: pudricion blanca moteada. Observaciones con MO

Figura 2. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricién blanca. Fotos a - ¢: corte transversal (CT). Foto
a: colapso diferencial entre lefio temprano (LT) y tardio (Lt), acentuado (*) en Lt; delignificacion
diferencial entre tipos celulares; vasos (V) y radios (R) lignificados aun en zonas con total degradacion
{*); vasos, contenidos gomosos (Vg); vasos del Lt libres de contenidos, agrupados (Vr); fibras,
delignificacidn (Fd); vista general. Foto b: detalle lignificacidon en radios (R); parénguima vasicéntrico
(Pv) y vasos (V) del LT; degradacidn total de fibras y parénguima circundante (FP¥); micelio (m) en
vasos y dareas totalmente degradadas. Foto ¢: radio, punteaduras erosionadas (Rpe). Foto d: corte
longitudinal radial (CLR); dreas del lefio totalmente degradadas (D*), colonizadas por micelio (m);
degradacion de radios (R¥); agujeros en paréngquima vasicéntrico (Ph); vasos (Vr), parénguima
vasicéntrico (Pv) y radios (R) conservan lignificacidn.
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Paraiso: pudriddn blanca moteada. Observaciones con MO
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Figura 3. Fotos e - h: cortes longitudinales radiales (CLR). Foto e: vasos, punteaduras erosionadas (Vpe)
y agujeros (Vh); agujeros en parénquima axial (Ph). Foto f: fibras, senderos de erosién (Pse; U-shaped
otches) y agujeros (Fh). Foto g: punteaduras erosionadas en parénquima axial (Ppe); coalescencia de
punteaduras erosionadas en fibras (Fpe). Foto h: degradacidn total del tejido (D¥); colonizacidn flingica
en dreas degradadas (m).

196



Paraiso: pudricion blanca moteada. Observaciones con MEB

Figura 4. Fotos a - e: cortes longitudinales radiales (CLR} de lefio con evidencias de pudricién blanca.
Foto a: destruccidn diferencial entre células del sistema radial (SR) y longitudinal (SL), aspecto general;
agujeros en parénguima radial (Rh). Foto b lefio, estructura fibrilar. Foto c: agujeros en elemento de
vaso (Vh). Foto d: parénguima axial, punteaduras erosionadas (Ppe) y agujeros (Ph). Foro e:
punteaduras erosionadas en fibras (Fpe); canal de eroson (Fce) y agujeros (Fh).
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Esta interaccion también fue encontrada en rama de primer orden de otro
ejemplar de parafso (Figura 5, fotos: a, b). En esta instancia, a nivel macroscadpico, la
madera presentd un estado de pudricion mds avanzado respecto de la pudricion
moteada descripta: color blanquecino generalizado, apariencia fibrilar y consistencia
esponjosa circundante a un sector central, ahuecado (Figura 5, fotos: a, b). Con lupa
se determind que el aspecto fibrilar estaba dado por la persistencia de vasos con
contenidos. En sectores con pudricion menos avanzada junto a los vasos fueron
visualizados radios; vasos y radios determinaron en el lefo una estructura/entramado

caracteristico (Figura 5, fotos: ¢ - e).

Pudricién blanca fibrilar en rama de Melia azedaradh L. (Paraiso)
Aspedo general y con lupa

Figura 5. Fotos a - e: lefio con evidencias de pudricidn blanca. Fotos a, b: duramen sano (Ds), con
pudricidn incipiente (pi) y avanzada (pa), aspecto general y detalle, respectivamente. Fotos c:
aspecto fibrilar por persistencia de vasos (f\); entramado resultante de la persistencia de los radios
(R). Foto d: resistencia de los radios (R) a la degradacidn, detalle a nivel macroscdpico. Foto e: vista
longitudinal bajo lupa (16x): vaso (v) con contenido gomoso (g) y micelio (m) y radios (R), ambos
inalterados.
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Estudios a nivel microscopico

En términos generales, con microscopio optico y electronico, en el material
correspondiente a la rama se visualizo una mayor destruccion del tejido. En corte
transversal y longitudinal radial, los elementos de vaso con contenidos, el parénquima
vasiceéntrico y radios resultaron los mds resistentes al colapso y a la delignificacion
selectiva, principalmente por zonas del lefo temprano (Figura 6, fotos: a — d, f). De
acuerdo con esto, con microscopio dptico, la preferente degradacion de la lignina de
modo centrifugo se presentd en las fibras y el parénquima circundante, en esta
instancia comprometiendo a la Lmc, con la consecuente separacion entre cé€lulas y
posterior ataque a celulosa residual (Figura 6, fotos: b, c, e).

Con microscopio electrénico de barrido, fueron observados los mismos rasgos
que en las muestras de fuste con estadios intermedios de deterioro: punteaduras
erosionadas, agujeros, senderos de erosion y adelgazamiento de paredes celulares.

(Figura 7, fotos: a — d).
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Paraiso: pudridén blana fibrilar en rama. Observaciones con MO

i LR e £8 = 0 i . =
Figura 6. Fotos a - f: lefio con evidencias de pudricién blanca. Fotosa - b: corte transversal (CT). Foto
a: colapso diferencial entre lefio temprano (LT) y tardio (Lt); delignificacion diferencial entre tipos
celulares; colapso (™) acentuado en la madera tardia (Lt); aspecto general. Foto b: lignificacion en
vasos en racimo (Vr) y radios (R); delignificacidn centrifuga en fibras (Fd) y parénguima axial (Pd);
degradacidn de la celulosa residual y persistencia de angulos intercelulares (*). Fotos ¢ —f: corte
longitudinal radial (CLR). Foto c: persistencia de la lignina en vasos (V), radio (R) y parénguima
vasicéntrico (Pv); delignificacidn completa en fibras (F) y parénquima (P) circundante y aspecto fibrilar;
vista general. Foto d: detalle de vasos (V) agrupados con espesamientos helicoidales y  lignificados.
Foto e: delignificacion en parénguima axial (P); detalle. Foto f: radios xilematicos (R) conservan la
lignina adn en dreas con intenso colapso; detalle.
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Paraiso: pudricidn blanca fibrilar en rama. Observadones bajo MEB

Figura 7. Fotos & - d: cortes radiales (CLR) de lefio con evidencias de pudricidn blanca. Fotos a, b:
resistencia diferencial de los vasos y radios a la degradacidn, aspecto general y detalle, respectivamente.
Foto c: vasos agrupados (Vr) sin contenidos, con agujeros (Vh); agujeros en parénquima vacicéntrico
(Ph). Foto d: parénquima axial (P} y radial (R) con punteaduras erosionadas (pe) y agujeros (h).
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DISCUSION

La interaccion Phlebia brevispora con ejemplares vivos y su estrategia “heart rot
fungi” concuerda con lo mencionado por Kubayashi & Maekawa (2001) y Suhara et al.
(2002). Dichos autores aportan el primer registro de su presencia en individuos vivos,
en dicha oportunidad en ejemplares de Chamaecyparis obtusa (Sieb. et Zucc.) Endl.
“cipres japonés” causando pudricion blanca de duramen. Hasta entonces P. brevispora
solo era reconocida como saprotrofa, responsable de pudricion en postes de madera
de angiospermas y gimnospermas (Nakasone & Eslyn, 1981). Asimismo, mencionan a
una especie afin - P. chrysocrea (Berk. & Curt.) Burd - como patdgena de C. obtusa
como también de distintas especies de robles entre otras latifoliadas.

El aspecto y la consistencia de la madera — moteado y corchosa; fibrilar y
esponjosa — es compatible con los estadios intermedios y avanzados de pudricion
blanca definidos por Zabel & Morrell (1992) y Schwarze, (2007), ya descriptos aqui
para otras interacciones.

En las muestras con estados intermedios de deterioro, el moteado por
concentracion de micelio en dreas totalmente degradadas se corresponde con el
concepto de “mottled appearance” de Otjen & Blanchette (1986). Barrasa et al. (1992)
y Kubayashi & Maekawa (2001) reportan una apariencia/sintoma de igual origen en
otras latifoliadas naturalmente infectadas por P. chrysocrea. Respecto de la humedad
determinada al tacto, posiblemente resulte de la mayor permeabilidad e
higroscopicidad que adquieren las maderas con pudricion blanca producto de la
degradacion de la matriz lignoceluldsica (Zabel & Morrell, 1992). En estas muestras, la
consistencia corchosa es compatible con la persistencia de sectores lignificados, asi
como de contenidos. Tanto la lignina como los contenidos aportan rigidez a la madera
(Zabel & Morrell, 1992; Blanchette, 1995; Schwarze, 2007; Daniel, 2016). Como se
mencionara previamente en este Capitulo, las paredes secundarias de los vasos como
tambien la laminilla media compuesta y los dngulos intercelulares son estructuras
altamente lignificadas, constituidas por lignina tipo guayacil, de mayor resistencia a la
degradacion por hongos de pudricion blanca (Schwarze et al., 2000a; Gamauf et al.,
2007).

Respecto de las muestras con estados avanzados de deterioro, su apariencia
fibrilar y consistencia esponjosa estd dada por la persistencia de vasos con contenidos,
los cuales cumplen un rol de barreras fisicas y/o quimicas a la invasion fungica. Los
contenidos condicionan la velocidad de la colonizacion y degradacion. Aquellos de

naturaleza fendlica poseen efectos fungistaticos, inhibiendo el metabolismo de muchas
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especies xilofagas (Schwarze & Fink 1997; Schwarze & Ferner, 2003; Schwarze 2004).
Las caracteristicas quimico-anatomicas de los vasos también contribuirian con ello.
Blanchette et al. (1988) mencionan el aspecto fibrilar de maderas con avanzada
pudricion blanca debido a la resistencia de los vasos a la degradacion fungica. Para
estos autores, su alto contenido de guayacil lignina contribuiria con ello.

La degradacion preferente de la lignina identificada por sectores de las
muestras es compatible con el curso de una pudricion blanca selectiva (PBSe) (Otjen &
Blanchette, 1984; Blanchette, 1991; Daniel, 2016). La persistencia de la Lmc en c€lulas
con evidente pérdida de lignina se corresponde con una etapa incipiente de PBSe de
avance centrifugo (Srebotnik & Messner, 1994; Anagnost, 1998; Schwarze, 2004). La
separacion entre células y el posterior adelgazamiento de paredes delignificadas hasta
su total degradacion — particularmente acentuada en el leno tardio — es compatible con
estados avanzados de PBSe que incluyen la remocion de la celulosa residual (Otjen &
Blanchette, 1984). Segun fue descripto para interacciones previas, la resistencia a la
degradacion preferencial de la lignina entre tipos celulares resulta de sus
particularidades quimicas. A diferencia de los vasos, en fibras y parénquima predomina
la lignina del tipo siringyl, mds susceptible al ataque por hongos de pudricion blanca
(Blanchette, 1991; Saito et al., 2012; Skyba et al., 2013; Pramod et al., 2015).
Respecto de los radios, lo observado seria consecuencia de su elevado contenido de
Nitrdgeno (Otjen & Blanchette, 1982; Dill & Kraepelin, 1986; Agosin et al., 1990; Singh
et al., 2012).

El adelgazamiento de la pared de los vasos como también los senderos de
erosion, agujeros, punteaduras erosionadas, rasgos presentes en células sin evidencia
de delignificacion selectiva, como también la presencia de abundante tejido fungico,
son compatibles con el curso de una pudricion blanca simultanea. Anagnost (1998)
considera dichos rasgos como claves para el diagnostico de este tipo de pudricion,
cuyo origen y desarrollo fueron tratados previamente.

La identificacion de dreas selectivamente delignificadas entre sectores con
evidencias de pudricion blanca simultdnea es caracteristica del tipo de pudricion
“mottled rot” definida por Otjen y Blanchette (1986). Segun fue descrito, este tipo de
pudricion es frecuentemente entre especies consideradas delignificadoras selectivas
como lo es P. brevispora (Otjen et al., 1987).

La preponderancia del micelio en los vasos de didmetro mayor, con depdsitos
escasos-ausentes, indica su rol de principales vias de colonizacion fungica del sustrato.

En maderas con porosidad anular, como la de paraiso, el micelio inicialmente se
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presenta en los vasos del leno temprano. La visualizacion de punteaduras erosionadas
y de agujeros surgidos por la coalescencia de dichas punteaduras tambi€n senalan su
participacion en la colonizacion del lefo (Levin & Castro, 1998; Schwarze et al., 2000a;
2003; Gao et al., 2018).

Segun lo descripto, P. brevispora causa una intensa pudricion blanca en el
duramen del paraiso, no obstante, el progreso de la colonizacion y degradacion fungica
estd condicionado por la presencia de depdsitos; los vasos poseedores de contenidos
persistieron en estados avanzados de pudricion.

La identificacion de esta especie asociada a pudricion blanca de duramen en
ejemplares de paraiso en pie, vivos, y la descripcion de las alteraciones anatomicas
que produce en la madera constituyen el primer registro para nuestro pafs y a nivel

mundial.
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CONCLUSIONES

En términos generales, las pudriciones blancas consideradas en esta
investigacion presentaron la consistencia corchosa/esponjosa, el color blanco y las
alteraciones micro-estructurales caracteristicas de este tipo de deterioro y por ello
considerados claves para su diagnostico. No obstante, ciertas particularidades fueron
identifcadas, principalmente notables en sectores de las muestras con estadios
incipientes a intermedios de deterioro, particularidades compatibles con las diferencias
anatomicas de las maderas y la agresividad manifestada por la cepa fungica. En este
sentido, la diferenciacion o nd de un verdadero duramen, el tipo, abundancia y
distribucion de las c€lulas que constituyen el leno, las caracteristicas quimico-
anatomicas de dichas cé€lulas, la capacidad del patogeno para salvar las barreras de
tipo pasivas o bien activas presentes en sus hospedantes determinaron patrones de
colonizacion y degradacion fungica unicos para cada combinacion hospedante-
patdgeno. De acuerdo con ello, dentro del gran grupo de las pudriciones blancas
habrd tantos patrones de degradacion como combinaciones hospedante-patdgeno
existan - sin dejar de lado la influencia del medio en dicho proceso -, y
consecuentemente, habria de esperarse diferencias en la alteracion de las propiedades
de resistencia mecdnica, particularmente en las etapas iniciales.

Por su parte, ante la ausencia de madera podrida expuesta, la presencia de
una fructificacién y/ o micelio asociado a un ejemplar, su identificacion y, en particular,
su reaccion (positiva 0 negativa) en acido galico y tanico (la reacciéon de oxidasas),
permiten diagnosticar el tipo de pudricion que lo afecta, los perjuicios posibles de
presentarse serian unicos para cada combinacién y de aqui el valor de los estudios

Microscopicos.
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2.- Pudriciones castanas
Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Fraxinus pennsylvanica Marsh.

Material muestreado: madera de ramas de primer orden de ejemplar en pie, vivo, con
evidencias de pudricion en cuanto a su aspecto y consistencia - se transformd en polvo
al presionarla entre los dedos - en mds del 50% del duramen expuesto (Figura 1, foto:

a); ausencia de basidiocarpos; micelio abundante.

Macroscdpicamente, a ojo desnudo, la madera presentd un cambio de color notable:
de blanco-amarillento a castano rojizo (Figura 1, fotos: b, ¢) con manifestacion de
deterioro por intemperismo - tonos grisdceos del lefio -. La pudricion avanzo de modo
centrifugo (Figura 1, fotos: b, ¢, d) provocando en el tejido la coloracion descripta y un
patron de fractura cubico dado por la diferenciacion de rajaduras longitudinales y
perpendiculares al eje mayor de las c€lulas; rajaduras colonizadas por micelio (Figura
1, foto: d).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vista transversal, sectores de las muestras se caracterizaron por
presentar rajaduras paralelas a los radios con abundante micelio, abarcando el ancho
de los anillos (Figura 1, foto: e). Los vasos del lefo temprano y tardio presentaron
tilides y micelio en sus ldmenes, este dltimo predominante en los de la madera
temprana (Figura 1, fotos: e, f). En vista longitudinal, fueron observadas ademds
pequenas rajaduras perpendiculares al eje principal de las cé€lulas (Figura 1, foto: g).

Con microscopio Optico, se observd por sectores de las muestras en corte
transversal la deformacion del tejido, particularmente a nivel leno temprano (Figura 2,
foto: a). En cuanto a los vasos, €stos aparecieron deformados y/o colapsados, rasgos
mds pronunciados en los de mayor didmetro (Figura 2, fotos: a, b). Algunas fibras
mostraron fracturas perpendiculares a su eje axial; otras presentaron deformacion o
colapso (destruccion) de la pared, esto ultimo principalmente en aquellas proximas a
los radios (Figura 2, fotos: a, b, ¢). En el parénquima radial se registrd por sectores
separacion celular y colapso, definiendo rajaduras (Figura 2, foto: a). El parénquima
vasicéntrico del leno temprano y tardio aparecio, en términos generales, inalterado. En
ocasiones, el parénquima proximo a los vasos de mayor didmetro presento

destruccion. De este modo, en términos generales, el parénquima axial y los vasos del
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leno tardio no evidenciaron ataque; las fibras de ambos sectores del anillo
manifestaron mayor destruccion al igual que algunos vasos del lefo temprano, dafno
que se extendio al parénquima axial acompanante. Los radios fueron atacados por
sectores mostrando un patron muy caracteristico de separacion celular. En cortes
longitudinales radiales y tangenciales, el tejido aparecio contraido, adquiriendo las
células un recorrido sinuoso (Figura 2, foto: d). Se identifico abundante micelio en los
vasos del leno temprano. En algunos sectores se observo la destruccion total del
parénquima radial, asi como el colapso de los vasos, el cual se extendid al parénquima
axial acompanante (Figura 2, foto: d).

Con luz polarizada, el leno temprano presento pérdida total de birrefringencia
evidenciando la degradacion pronunciada de esta zona del anillo. En este sector, solo
algunos vasos mantuvieron un brillo muy tenue; en oposicion, aquellos del leno tardio
y el parénquima acompanante se presentaron birrefringentes. Lo descripto puso de
manifiesto la descomposicion diferencial de la celulosa entre tipos celulares, por
sectores del anillo de crecimiento anual (Figura 2.1, fotos: ¢ - e).

Con microscopio electronico de barrido, en corte transversal, se observaron las
siguientes caracteristicas: rajaduras definiendo un patron de fractura cubico (Figura 3,
foto: a); vasos del lefio temprano y tardio con tilides y colonizados por micelio
fungico, particularmente aquellos de mayor didmetro del lefio temprano (Figura 3,
fotos: a, b, ¢); fibras con fracturas; las proximas a los radios con destruccion total de
su pared, definiendo rajaduras (Figura 3, fotos: a, b, c; Figura 4, foto: e); por sectores,
separacion celular a la altura de los radios - entre sus c€lulas parenquimdticas - y
agujeros en sus c€lulas (Figura 3, foto: d; Figura 4, foto: e). En términos generales, el
parénquima axial aparecio inalterado. En corte longitudinal radial y tangencial fueron
observadas fracturas en radios parenquimdticos y vasos (Figura 4, foto: f); vasos del
leno temprano con tilides y micelio (Figura 4, foto: e; Figura 5, foto: I); fibras con
punteaduras erosionadas, agujeros y fracturas (Figura 4, foto: g; Figura 5, fotos: i, j);
parénquima radial con evidencias de separacion celular y agujeros (Figura 4, fotos: f,
g; Figura 5, foto: i); traqueidas con agujeros y punteaduras erosionadas (Figura 4,
foto: h), €éstas dltimas tambien presentes en el parénquima axial (Figura 5, foto: j);
colonizacion fungica a traveés de las punteaduras de las fibras, traqueidas y de los
elementos de vaso (Figura 5, foto: k); presencia de micelio y conidios en la totalidad
de los tipos celulares que constituyen el tejido, no obstante con mayor concentracion

en los vasos del lefo temprano; tilides perforadas por hifas fungicas (Figura 5, fotos: j,
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). No fueron visualizados “bore-holes” o pequefias perforaciones asociadas a hifas de

didmetro pequeno —ca. 1.2 pm -.

Pudridon castaiia en Fraxinus pennsylvanica Marsh. (Fresno americano)
Aspecto general y con lupa

Figura 1. Fotos a - g: pudricidn castafia en fresno americano. Foto a: ejemplar con evidencias de
pudricidn en fuste y cuello de ramas. Fotos b - d: pudricidn en cuello de ramas de primer orden.
Fotos e- g: vista de la madera con lupa (16X). Fotos e, f: vista trensversal. Foto e: rajaduras
paralelas a los radios, con abundante micelio. Foto f: vasos del lefio temprano con tilides y micelio.
Foto g: viga longitudinal; rajadura perpendicular (rp) y fracturas longitudinales (fl) al eje mayor
de las células, estas dltimas con abundante micelio.
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Fresno americano: pudricion castaiia. Observaciones con MO

“H ."l'l'.?z\ .

Figura 2. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricidn castafia. Fotos a - ¢: corte transversal (CT).
Foto a: vasos del lefio temprano (VLT) deformadesy con tilides (t); colapso de lasfibras (F); apertura
de radios definiendo rajaduras (r}; vasos del lefio tardio (VLt) inalterados. Foto bt vasos del lefio tardio
(VLt) turgentes, con tilides (t); colapso total de las fibras (F7). Foto c: detalle vaso del lefio temprano
(VLT) con tilides (t}; fracturas en fibras (Ff}; deformacién (Fd). Foto d: corte longitudinal radial (CLR):
elementos del tejido con recorrido sinuoso (*); interseccién radio-vaso (RV=) con evidencias de
destruccion de Iz pared.
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Fresno amercano: pudricién castaiia. Observadones con MO uz polarizada

Figura 2.1. Fotos a - e: secciones de lefio bajo luz polarizada. Fotos a, b: madera testigo. Foto a: corte
transversal (CT); lefio temprano (LT) y tardio (Lt); vasos (V). Foto b: corte longitudinal radial (CLR);
vasos del lefio temprano (VLT) y tardio (VLt); parénquima vasicéntrico (P); radios parenquimaticos (R).
Fotos c — e: madera con evidencias de pudricidn castafia. Fotos ¢, d: corte transversal (CT). Foto c
pérdida de birrefringencia en fibras, traqueidas y parénguima axial; birrefringencia parcial en vasos del
lefio temprano (VLT). Foto d: birefringencia en vasos del lefio tardio (VLt) y parénguima axial
vasicéntrico (F). Foto e: corte longitudinal radial (CLR); birrefringencia parcial en vasos del lefio temprano

(VLT).

210



Fresno americano: pudricion castaiia. Observaciones con MEB

Figura 3. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricidn castafia; corte transversal (CT). Fotos a, b aspecto
general y detalle, respectivamente; vasos del lefio temprano (VLT) y tardio (VL) con tilides (t); fractura
con patrdn clbico (fc); rajadura paralela a los radios (r) con micelio (m), surgidas del colapso de lasfibras
(F*). Fota c: detalle micelio (m) en vasos del lefio tardio (VLt) y tilides (t); destruccidn (colapso) de parte
| totalidad de la pared de las fibras (F*) prdximas a los radios (R); rajadura (r). Foto d: separacidn de
células radiales definiendo rajaduras colenizadas por micelio (Rrm).
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Fresno americano: pudricién castaiia. Observaciones con MEB

Fgura 4. Foto e: corte transversal {CT). Rbras, colapso (F¥) y fractura (Ff); células radiales con agujeros
(Rh). Fotos f - h: corte longitudinal radial (CLR). Foto f: fractura longitudinal (fl) y perpendicular (fp) en
radios y vasos; vaso del lefio temprano (VLT) con tilides (t) y micelio (m). Foto g: fractura perpendicular
(fp) en fibras; agujero en radio (Rh) y micelio; punteadura erosionada en fibra (Fpe). Foto h: agujeros
(h}, punteadura emsionada (pe) y micelio en tragueidas (T).
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Fresno americano: pudricion castaiia. Observaciones con MEB

-lCI |:n1
Figura 5. Fotos i - I: corte longitudinal radial (CLR). Foto i: agujeros en fibras (Fh) y radios (Rh); micelio
{m) en radios. Foto j: punteaduras erosonadas en parénguima axial (Ppe) y fibras (Fpe); micelio (m)
en fibras; clamidospora (dl). Foto k: pasaje de hifa fingica (cf) a través de punteadura de traqueidas
(T). Foto I: vasa del lefio temprano (VLT) con tilides perforadas (pt), micelio (m) y clamidosporas (cl).
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Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Populus alba L.

Material muestreado: madera de ramas de primer orden de ejemplar en pie, vivo, con
evidencias de pudricion en cuanto a su aspecto y consistencia - se transformd en polvo
al presionarla entre los dedos - en la totalidad del duramen expuesto; presencia de

basidiomas (Figura 6, fotos: a, b).

Macroscdpicamente a ojo desnudo, la madera se caracterizo por su coloracion castano
rojiza (Figura 6, foto: c) y patron de fractura cubico producto de la presencia de
rajaduras longitudinales y perpendiculares a la direccion del grano, colonizadas por

micelio (Figura 6, foto: c).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, el rasgo generalizado fue la presencia de fracturas y/o rajaduras
colonizadas por micelio y conidios (Figura 6, fotos: d, e). En cuanto al micelio,
predomind en los vasos del leno temprano, acentuando la demarcacion de esta zona
del anillo (Figura 6, foto: f).

Con microscopio dptico, en corte transversal y por sectores de las muestras, se
observo la deformacion y el colapso del tejido, comprometiendo a la totalidad de los
tipos celulares (Figura 7, fotos: a, b, c¢). La presencia de micelio se observo en los
vasos del leno temprano (predominante) y tardio (Figura 7, fotos: a, b, c). Se
registraron tambien fracturas en vasos, radios y fibras (Figura 7, foto: c). En cortes
longitudinales radiales y tangenciales, la contraccion y el recorrido sinuoso de vasos,
fibras y radios fueron notables (Figura 7, foto: d).

Observaciones del material con luz polarizada puso de manifiesto la
descomposicion diferencial de la celulosa entre tipos celulares: solo los vasos
presentaron birrefringencia (Figura 7.1, fotos: ¢ — d).

Con microscopio electronico de barrido, en corte transversal fue evidente la
deformacion en vasos y fibras, en particular en el leno temprano. Agujeros, fracturas y
desarrollo de micelio en ambos tipos celulares también fueron observados (Figura 8,
fotos: a, b, ¢). En cortes longitudinales radiales y tangenciales, sectores de las
muestras presentaron: fracturas, particularmente frecuentes en fibras (Figura 8, foto:
d); punteaduras erosionadas y agujeros en las intersecciones radio-vaso (Figura 9,

foto: e) y radio-fibras (Figura 9, fotos: e, f, g, h). En las paredes de las fibras ademds
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fueron visualizados senderos de erosion producto de la completa degradacion de la
pared (Figura 9, foto: g) asf como “bore-holes” o pequefias perforaciones asociadas a

hifas de didmetro pequerio, no obstante, con baja frecuencia (Figura 8, foto d).

Pudricidn castafia en Populus albaL. (Alamo blanco)
Aspecto general y con lupa

Fgura 6. Foto a: ejemplar de alamo blanco con evidencias de pudricidn castafia en fuste y ramas.
Foto b: fructificacidn de [. sujphureusasociada a la madera podrida. Foto c: aspecto macroscdpico
de la madera con pudricidn; coloracién castafia y patrdn de fractura cibico. Fotos d - f: vista
transversal de |la madera con lupa (16X). Fotos d, e: rajaduras (r) colonizadas por micelio (m);
clamidosporas (cl). Foto f: vasos del lefio temprano con micelio (Vm).
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Alamo blanco: pudridén castaria. Observaciones con MO

Figura 7. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricion castania. Fotos a - c: corte transversal (CT); lefio
tardio (Lt); vasos del lefio temprano (VLT) deformadoes, colonizados por micelio fingico (m) y evidencia
de destruccién de la pared (V=); fracturas en fibras (Ff); fibras, colapso parcial a total (F*). Foto d:
corte longitudinal radial (CLR). Vasos (V), radios (R) y fibras (F) con recorrido sinuoso; micelio (m) en
Vasos.
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Alamo blanco: pudridén castafia. Observaciones con MO-Luz Polarizada

Figura 7.1 Fotos a - d: secciones de lefio bajo luz polarizada. Fotos a, b: madera testigo; corte
transversal (CT) y longitudinal radial (CLR), respectivamente; lefio temprana (LT) y tardio (Lt); vasos
(), fibras (F) y radios (R) birrefringentes. Fotos ¢, d: madera con pudricidn; corte transversal (CT) y
longitudinal radial (CLR), respectivamente; pérdida de bimefringencia en fibras y radios; vasos
birrefringentes (V). Escala: sl
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Alamo blanco: pudricion castaiia. Observaciones con MEB

Figura 8. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricién castafia. Fotos a - c: corte transversal [ CT). Foto
a: vasos colonizados por micelio (Vm). Foto b: agujeros en la pared de los vasos (Vh) y deformacidn
(vd); fibras, colapso parcial a total de la pared (F®) y fracturas (F). Foto c: detalle deformacidn de la
pared de los vasos (Vd) y fibras (Fd). Foto d: corte radial (CLR). Viasos colonizados por micelio (Vm);
fractura longitudinal (f) y perpendicular en fibra (Frp); bore holes (bh).
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Alamo blanco: pudridén castafia. Observaciones con MEB

Figura 9. Fotos e - h: corte longitudinal radial (CLR). Foto e: punteaduras erosionadas en la
interseccidn vaso-parénguima radial (VRpe); clamidospora (cl); agujercs en células radiales (Rh). Foto
f: agujeros en fibras (Fh) y micelio (m). Foto g: fibras, erosidn de la pared definiendo "senderos,
canales” (F*) y agujeros (Fh); punteaduras erosionadas (Fpe); rajaduras (Fr). Foto h: detalle de
punteadura erosionada en parénguima radial (Rpe).
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Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Eucalyptus tereticornis Smith

Material muestreado: leno de fuste de ejemplar en pie, vivo, con evidencias de
pudricion dadas por su notable alteracion estructural, consistencia fragil y presencia de

abundante micelio (Figura 10, foto: a).

Macroscdpicamente a ojo desnudo, el material presentd coloracion castana-rojiza
(Figura 10, fotos: b, c, d), un patron de ruptura cubico debido a la presencia de
fracturas y /o rajaduras longitudinales y perpendiculares al eje mayor de las células
(Figura 10, fotos: b, ¢) y micelio abundante en las fracturas y/o rajaduras (Figura 10,
foto: d).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vistas transversales y longitudinales se visualizaron las fracturas
con mayor detalle (Figura 10, foto: e). Las rajaduras en direccion radial mostraron
abundante micelio y conidios (Figura 10, foto: e), €stos ultimos estuvieron tambien
presentes en los vasos con tilides, en particular en aquellos proximos a las rajaduras
y/o fracturas colonizadas por el tejido fungico (Figura 10, fotos: f, g, h).

Con microscopio dptico, en secciones transversales y longitudinales, si bien se
identificd deformacion y colapso en la totalidad de los tipos celulares, dichos rasgos
estuvieron acentuados en vasos, fibras y en el parénquima radial con contenidos
(Figura 11, fotos: a, b, c, d).

Con luz polarizada, se observé que sclo algunos vasos mantuvieron un brillo
tenue, lo cual puso en evidencia la descomposicion diferencial de la celulosa entre

tipos celulares (Figura 11.1, fotos: c, d).
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Pudricién castaiia en Fucalyptus tereticornis Smith (Eucalipto colorado)
Aspecto general y con lupa

Figura 10. Fotos a - h: lefio con evidendias de pudricidn castafia. Foto a: ubicacidn. Fotos b - d:
aspecto macroscépico: color, patrdn de ruptura, fracturas y rajaduras con micelio (fm). Fotos e -
h: vista con lupa (16X). Fotos e - g: vista transversal. Foto e: rajaduras con micelio (rm) y fractura
longitudinal (fl). Fotos f, g: vasos con tilides (Vi) y micelio (Wm), aspecto general y detalle,
respectivamente. Foto h: vigta radial; micelio en vasos (Vm).
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Eucalipto colorado: pudridon castaiia. Observadones con MO

Figura 11. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricidn castafia. Fotos a - ¢: corte transversal (CT).
Foto a: deformacidn en vaso (Vd); colapso del parénquima radial (R™®). Foto b tilides en vaso (VE);
colapso en parte | en la totalidad de la pared de las fibras (F¥) y células parenguiméticas radiales
(R¥). Foto c: tilides en vaso (Vt), detalle; fractura en fibra (Ff); contenidos en radios (Ren). Foto d:
corte longitudinal tangencial {CLT). Fracturas perpendiculares al eje mayor de las células (fp);
deformacidn (d) y colapso () de células parenguimaticas radiales (R).
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Eucalipto colorado: pudricién castaiia. Observaciones con MO-Luz Polarizada

Figura 11.1. Fotos a - d: lefic de eucalipto bajo luz polarizada. Fotos a, b: corte transversal (CT) y
longitudinal radial (CLR) respectivamente, de madera testigo; vasos (V), fibras (F) y radios (R)
birrefringentes. Fotos ¢, d: corte transversal (CT) y longitudinal radial { CLR) respectivamente, de madera
con evidencias de pudricidn; pérdida de birrefringencia en fibras y radios; vasos deformados conservan
su birrefringencia (V). Escala: 100 um

Con microscopio electronico de barrido, en corte transversal, se observaron los
mismos rasgos identificados con microscopio dptico — deformacion y colapso de los
distintos tipos celulares - constatdndose la presencia de micelio y clamidosporas en
vasos (Figura 12, foto: a). En corte longitudinal radial y tangencial, se visualizaron
fracturas en todos los tipos celulares (Figura 12, foto: b). Se identificaron ademds los
siguientes caracteres: vasos con tilides perforadas por las hifas fungicas y
clamidosporas (Figura 12, fotos: b, c, d; Figura 13, fotos: e, f); punteaduras
erosionadas y agujeros en vasos, fibras y parénquima; radios notablemente
deformados (Figura 12, foto: c; Figura 13, fotos: e - h). Tambien se identifico pasaje
entre cé€lulas a través de las punteaduras vaso-radio (Figura 12, foto: d) y las
punteaduras de las fibras (Figura 13, foto: h). No fueron visualizados “bore-holes” o

pequenas perforaciones asociadas a hifas de didmetro pequeno (1.2 pm).

223



Eucalipto colorado: pudricién castaiia. Observaciones con MEB

Figura 12. Fotosa - d: lefio con evidencias de pudricidn castafia. Foto a: corte transversal (CT). Vasos
del lefio temprano (LT} con micelio y clamidosporas (Vm-cl). Fotos b - d: corte longitudinal tangencial
(CLT). Foto b: fractura perpendicular (fp); tlides (t), micelio (m) y clamidosporas (cl) en vaso; radios,
separacidn celular [Rsc). Fote o perforacidn de tilide (tp); deformacidn de radio (Rd). Fotos d:
clamidospaoras (cl); colonizacidn fingica (cf) por punteadura radial y tilide.
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Eucalipto colorado: pudricién castaiia. Observaciones con MEB

Figura 13. Fotos e - h: corte longitudinal radial (CLR). Foto e: micelio en vasoes (Wm); agujeros en radio
(Rh) y parénguima axial (Ph). Foto f: fractura perpendicular al eje (fp); punteaduras erosionadas en
fibra (Fpe) y vaso (Vpe). Foto g: células radiales con agujeros (Rh) y punteaduras erosionadas (Rpe).
Fotos h: rajaduras en fibra (Fr} a nivel pared y punteadura; agujeros en parénguima axial (Ph);
clamidosporas (cl); colonizacion fingica (cf) por punteadura de fibra (F).
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Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Eucalyptus sp.

Material muestreado: madera proveniente de raiz de ejemplar volcado, con evidencias
de pudricion en cuanto a su aspecto y consistencia — se transformd en polvo bajo

presion —; presencia de basidiocarpos y micelio abundante (Figura 14, fotos: a - d).

Macroscdpicamente a ojo desnudo, el material se caracterizo por su color castano-
rojizo y la presencia de fracturas y /o rajaduras longitudinales y perpendiculares al eje
mayor de las células determinando un patron de fractura cubico (Figura 14, fotos: c,
d).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vistas transversales y longitudinales de sectores de la madera se
visualizo ademds la presencia de tilides y de micelio en vasos, como también la
presencia de clamidosporas (Figura 14, fotos: e, f).

Con microscopio Optico, en corte transversal, el rasgo mds relevante fue la
deformacion generalizada del tejido (Figura 15, foto: a). En cortes longitudinales
radiales y tangenciales fueron observadas células contraidas, de recorrido sinuoso y
con fracturas (Figura 15, fotos: b, ¢, d). Con luz polarizada se detectd birrefringencia
solo en algunos vasos, en correspondencia con lo descripto para el material

proveniente de fuste.
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Pudridon castafia en raiz de Fuaalyptus sp (Eucalipto)
Aspecto general y con lupa

Figura 14. Fotos a - f: pudricidn castafia en sistema radical. Foto a: ejemplar muestreado;
basidiocarpo. Foto b: basidiecarpo identificado sobre el material. Fotos ¢, d: rasgos macroscdpicos
de pudricidn castafia: color, patrén de ruptura, fracturas y rajaduras con micelio (fm). Fotos e, f:
vigta transversal de la madera con lupa (16X); micelio (m]) en vasos; clamidosporas (cl).
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Raiz de euaalipto: pudricién castafia. Observaciones con MO

Figura 15. Fotos a - d: lefio con evidencias de pudricidn castafia. Foto a: corie transversal (CT); vaso
deformado (V); colapso de fibras (F¥). Fotos b, c: corte longitudinal tangencial (CLT). Foto b: vasos
(V), recorrido sinuoso; fracturas perpendiculares (fp), aspecto general. Foto c: vasos con tlides
deformados (Vt); deformacidn de radios (R); fracturas perpendiculares (fp). Foto d: corte longitudinal
radial (CLR); vaso con tilides (Vt) y radios (R) de recorrido sinuoso; colapso en radio (R™).

Con microscopio electrénico de barrido, en corte transversal, fueron rasgos
caracteristicos la presencia de fracturas en las paredes de los vasos, fibras y
parénquima, como asi tambi€n la presencia de tilides perforadas producto del ataque
fungico (Figura 16, fotos: a, b). En cortes longitudinales tangenciales y radiales,
ademds de los caracteres mencionados (Figura 16, foto: c; Figura 17, fotos: e, g, h)
fueron identificados: la deformacion y separacion celular en radios (Figura 16, fotos:
¢, d); agujeros y micelio en la totalidad de los tipos celulares (Figura 17, fotos: f, g,
h), como asi tambign evidencias de colonizacion a traves de sus punteaduras (Figura

17, fotos: f, h).
228



Raiz de eucalipto: pudricién castafia. Observaciones con MEB

Figura 16. Fotos & - d: lefio con evidencias de pudricién castafia. Fotos a, b: corte transversal (CT).
Vasos con tilidesy micelio (Vim); tilides perforadas (tp); fracturas (f) afectando vasos, radiosy fibras;
fractura en la pared de vaso (Vf). Fotos ¢, d: corte longitudinal tangencial (CLT). Foto c: fracturas
perpendiculares al grano comprometiendo la integridad estructural del tejido (fp); separacion celular
a la altura de los radios (Rsc). Fotos d: deformacidn celular en radio (R); separacian celular a la altura
de los radios (Rsc).
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Raiz de eucalipto: pudricién castaiia. Observadones con MEB

Figura 17. Fotos e a h: corte lengitudinal radial (CLR) con evidencias de pudricidn castafia. Foto e:
vasos con tilides (Vt); fracturas paralelas (fl) y perpendiculares (fp) al grano; tilides perforadas (tp).
Foto f: colonizacidn fingica (cf) a través de punteadura de fibra (F). Foto g: agujeros en fibras (Fh) y
parénquirma axial (Ph); fracturas perpendiculares al grano (fp). Foto h: fractura perpendicular al grano
colonizada por micelio (fpm); agujeros en parénquima axial (Ph); colonizacidn fingica (cf) a través de
punteadura de vaso (V).
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Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Melia azedarach L.

Material muestreado: madera proveniente de rama de 2do. orden con evidencias de
pudricion en cuanto a su aspecto y consistencia fragil; pudricion en mds del 70% del

duramen expuesto; ausencia de basidiocarpos, presencia de micelio.

Macroscdpicamente, a ojo desnudo, la madera presentd color castano-rojizo, patron de
ruptura cubico producto de la presencia de rajaduras longitudinales y perpendiculares
a la direccion del grano, por sectores colonizadas por micelio; pudricion de avance

centrifugo (Figura 18, foto: a).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vista transversal, las muestras se caracterizaron por presentar
rajaduras en direccion radial y tangencial. En cuanto a las radiales, se observo su
origen en el leno tardio, progresando hacia el leno temprano; otras mds largas y
profundas abarcaron mds de un anillo de crecimiento. Las rajaduras tangenciales
fueron particularmente notables en la transicion lefio temprano-tardio, asociadas con
un estado avanzado de degradacion. En términos generales se evidencio una mayor
destruccion en el lerio tardio (Figura 18, foto: b). Otras caracteristicas registradas
fueron: vasos con depdsitos de color marron-rojizo oscuro, predominantes en los de
mayor didmetro de la madera temprana (Figura 18, foto: c); micelio fungico ausente a
escaso, en este Ultimo caso asociado a vasos de ambos sectores del anillo sin
contenidos y a las rajaduras de la madera tardia; abundantes clamidosporas. En vista
longitudinal fueron visualizadas rajaduras longitudinales y perpendiculares al eje mayor
de las células y los contenidos gomosos mencionados (Figura 18, fotos: d, e, f).

Con microscopio dptico, en corte transversal, fueron observadas alteraciones
anatomicas — deformacion, fracturas, colapso generalizado de la pared - en la totalidad
de las c€lulas de ambas zonas del anillo anual, siendo mayor la destruccion en el lefo
tardio, en la proximidad de los vasos, afectando al parénquima y particularmente a las
fibras circundantes. En cuanto a los vasos, aquellos con contenidos — rasgo
predominante en el lefio temprano - mantuvieron su forma (Figura 19, fotos: a, b). El
micelio estuvo ausente a escaso, con mayor desarrollo en los vasos sin contenidos del

leno tardio, no obstante, fueron observados depdsitos con evidencias de ataque
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fungico (Figura 19, foto: c). Los rasgos descriptos tambien se identificaron en cortes
longitudinales radiales y tangenciales (Figura 19, foto: d).

Con luz polarizada, en correspondencia con lo descripto, se evidencid mayor
birrefringencia en el leno temprano. En dicha zona, los vasos, las fibras y el
parénquima proximo a ellos conservaron su brillo; los radios parenquimdticos perdieron
completamente esta propiedad (Figura 19.1, fotos: ¢, d). Respecto al lefio tardio, solo

algunos vasos aparecieron birrefringentes.

Pudricion castafia en Melia azedarach L. (Paraiso)
Aspecto general y con lupa

Figura 18. Fotos a - f: madera de paraiso sana y con evidencias de pudricidn castaria. Foto a: color
caracteristico del duramen sano (s) e indicios de pudricidn (p); seccién de rama con evidencia de
pudricidn, aspecto general. Fotos b - f: vista de la madera con lupa (16X). Fotos b, c: vista
transversal. Foto b: rajaduras en la transicidn lefio temprano (LT) — lefio tardio (Lt) y paralelas a los
radios. Foto c: vasos del lefio temprano obturados. Fotos d - f: vista longitudinal. Foto d: presencia
de micelio (m) en rajaduras (r). Foto e: rajaduras paralelas (rl) y perpendiculares (rp) a la direccion
del grano, definiendo patrdn de fractura cdbico. Foto f: elementos de vaso obturados (Vo).
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Paraiso: pudricién castaiia. Observadones con MO

Lyt l 7 j ) o Y g ’

Figura 19. Fotos a — d: lefic con evidencias de pudricidn castafia. Fotos a- c: corte transversal (CT). Fotos
a, b: lefio temprano (LT) y tardio (Lt); vasos deformados (V), con contenidos (Vg) y fracturas (Vf);
rajaduras por destruccidn del tejido (r), colapso en parénquima axial (P*), aspecto general y detalle,
respectivamente. Foto c: fracturas en fibras (Ff); colapso y deformacidn de la pared de las fibras (F®),
radios (R®) y vasos del |efio tardio (VLt™); vasos con micelio (m) y contenidos gomosos (g), éstos dltimos
perforados por accidn flingica (gp). Foto d: corte longitudinal tangencial (CLT). Parénquima radial con
evidencias de destruccidn de parte de la pared (R*); cristales (c) en parénguima axial.
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Paraiso: pudricidn castaiia. Observaciones con MO—Luz polarizada

Figura 19.1. Fotos a - d: lefio de paraiso bajo luz polarizada. Fotos a, b: secciones de madera testigo.
Foto a: corte transversal (CT); lefio temprano (LT) y tardio (Lt); vasos (V). Foto b corte longitudinal
radial (CLR); vasos del lefio temprano (VLT); radios parenguimaticos (R); fibras (F). Fotos c — d:
madera con evidencias de pudricidn castafia. Foto c: corte transversal (CT); pérdida de birrefringencia
en lefio tardio (Lt); lefio temprano (LT), birrefringencia en vasos y fibras; pérdida de birefringencia en
radios (R). Foto d: corte longitudinal radial (CLR); pérdida de birrefringencia en vasos del lefio temprano
(VLT), radios (R) y parénguima axial con cristales (c).
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Con microscopio electronico de barrido, en corte transversal, por sectores de las
muestras se identificaron rajaduras con escaso micelio (Figura 20, fotos: a, b). En
cuanto a los vasos, se evidencid aqui tambi€n su mayor resistencia a la degradacion —
en particular los de la madera temprana- respecto de las fibras y parénquima radial
(Figura 20, fotos: a, b, ¢). El micelio fue predominante en los vasos sin contenidos y en
el parénquima vasicéntrico del leno tardio, en correspondencia con su mayor
destruccion en esta zona del lefo; se detectaron cristales en parénquima axial (Figura
20, fotos: ¢, d). En cortes longitudinales radiales y tangenciales se observaron
rajaduras longitudinales y perpendiculares al eje mayor de las células comprometiendo
la integridad de todos los tipos celulares (Figura 21, foto: e; Figura 22, fotos: j, k); en
ocasiones fueron observadas pequenfas rajaduras en la pared de las fibras con origen
en las punteaduras o bien siguiendo la direccion de las microfibrillas (Figura 21, foto:
g; Figura 22, fotos: ). Se registraron ademds punteaduras erosionadas, agujeros -
producto de la coalescencia de dichas zonas erosionadas - y senderos de erosion en
vasos y en parénquima axial y radial (Figura 21, fotos: f, g, h; Figura 22, fotos: i).
Entre dichos tipos celulares, la colonizacion fungica ocurrid a través de las punteaduras
(Figura 22, foto: k). No fueron visualizados “bore-holes” o pequefas perforaciones

asociadas a hifas de didmetro pequefo (1.2 pm).
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Paraiso: pudricién castaiia. Observadones con MEB

Fgura 20. Fotos a - d: corte transversal (CT) de lefio con evidencias de pudricién castafia. Foto a:
rajadura (r); vasos del lefio temprano (VLT) con contenidos gomosos perforados (gp) y micelio (m);
colapso de radio (R¥). Foto b: fractura (f) comprometiendo la pared del radio y de las fibras (FF);
colapso del parénquima radial (R™) definiendo rajaduras incipientes. Foto c: detalle de micelio (m) en
vaso del lefio tardio (VLt); cristales en parénguima axial (Pc); colapso de la pared de las fibras (F¥)

definiendo rejadura incipiente. Foto d: detalle micelio (m) en vasos del lefio tardio (VL) y cristales en
parénquima axial (Pc).
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Paraiso: pudricién castaiia. Observadones con MEB

Figura 21. Fotos e - h: corte longitudinal radial (CLR) de lefio con evidencias de pudricion castafia.
Foto e: rajaduras longitudinales (rl) y perpendicular (rp); vasos del lefio temprano (VLT} con
contenidos gomosos (g). Foto f: parénquima axial, agujeros (Ph) y punteaduras erosionadas (Ppe);
agujeros en vasos (Vh) por coalescencia de punteaduras erosionadas. Foto g: vasos del lefic tardio
{VLt) con sintomas de erosion de la pared (V=), micelio (m) y punteaduras erosonadas (pe); rajaduras

en fibras (Fr; Frh: helicoidales). Foto h: agujeros en interseccidn radioc-vaso (RVh); punteaduras
erosionadas en células radiales (Rpe).
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Paraiso: pudricion castaiia. Observaciones con MEB

Figura 22. Fotos i - |: corte longitudinal de lefio con evidencias de pudricidn castafia. Foto i: corte radial
(CLR); agujeros en parénguima radial (Rh); punteaduras erosionadas en parénquima axial (Ppe). Fotos i
- |: corte tangencial (CLT). Foto j: fractura lengitudinal (fI) y perpendicular (fp) al eje mayor de las células.
Foto k: fractura perpendicular (fp) a nivel vaso, radio y fibras; agujero en vaso (Vh) por erosion de
punteadura; colonizacion fangica (cf); separacidn celular a la altura de los radios (Rsc). Foto I: fibras
rajadura a nivel punteadura (Fr); rajaduras siguiendo el @ngulo microfibrilar {Fra).
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Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Robinia pseudoacacia L.

Material muestreado: madera proveniente de fuste de ejemplar en pie, vivo, con
evidencias de deterioro en cuanto a su aspecto y consistencia, en mds del 50% del
duramen expuesto; ausencia de basidiomas; micelio por zonas del material (Figura 23,

foto: a).

Macroscdpicamente, a ojo desnudo, la madera presentd color castano rojizo (Figura
23, foto: b) y patron de fractura cubico dado por la presencia de rajaduras
longitudinales y perpendiculares a la direccion del grano, las cuales aparecieron

colonizadas por micelio (Figura 23, foto: c).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vistas transversales y longitudinales, se identifico escaso desarrollo
miceliar limitado a las rajaduras. No obstante, se registraron abundantes
clamidosporas, a modo de eflorescencias pardas, ferruginosas. Los vasos presentaron
tilides en ambos sectores del anillo y aparecieron libres de colonizacion fungica (Figura
23, foto: d, e, f).

Con microscopio optico, en corte transversal, fue observada mayor deformacion
y colapso en vasos y c€lulas circundantes — fracturas y en casos extremos destruccion
generalizada de la pared celular - por sectores del lefio tardio. En la zona de la madera
temprana, el parénquima evidencio mayor resistencia al ataque fungico. El desarrollo
de micelio fue muy escaso a ausente (Figura 24, fotos: a, b, c). En cortes
longitudinales radiales y tangenciales, se observd el recorrido sinuoso de todos los
elementos celulares, mds acentuado en las fibras del lefo tardio, en correspondencia
con la deformacion observada en corte transversal. En dicha zona fueron registradas
ademas “islas” de destruccion total del tejido comprometiendo a los vasos, las fibras, y
al pareénquima axial y radial (Figura 24, foto: d).

Con luz polarizada, tanto los vasos como el parénquima axial y radial, en
particular los pertenecientes al leno temprano, presentaron birrefringencia, lo cual
puso de manifiesto la descomposicion diferencial de la celulosa entre tipos celulares y

sectores del anillo de crecimiento (Figura 24.1, fotos: c, d).
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Pudricion castaiia en Robinia pseudoacacia L. (Falsa acacia)
Aspecto general y con lupa

Figura 23. Fotos a - f: evidencias de pudricidn cagtafia. Foto a: ejemplar con pudricidn en fuste y
ramas. Foto b: duramen sano (s) y con evidencias de pudricidn (d). Foto ¢: aspecto macroscdpico
de la madera deteriorada; coloracidn cagtafia, patrén de fractura cibico y micelio (m). Fotos d - f:
vistas con lupa (16X). Foto d: vista transversal; micelio limitado a las mjaduras (rm). Fotos e y f:
vista longitudinal. Foto e: rajaduras colonizadas por micelio (rm). Foto f: va=os con tilides (Vt),
carentes de micelio.
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Falsa acacia: evidencias de pudricién castafia. Observaciones con MO

Fgura 24. Fotos a — d: lefio con pudricion castafia. Fotos @ - c: corte transversal (CT). Foto &
deformacidn y colapso diferencial entre zonas del anillo, agpecto general; lefio temprano (LT) y tardio
(Lt); vasos deformados (V); total degradacidn del Iefio (D). Foto b: zona de transcidn lefio temprano
(LT} y tardio (Lt}, detalle; ndtese deformacidn diferencial entre sectores y tipos celulares: parénguima
axial (P} y radial ( R ), deformacidn menos pronunciada respecto de las fibras (F) y parénguima (R) del
Lt. Foto o lefie temprano (LT); deformacidn de vasos (V) y células parenguimaticas (P); colapso
parénquima vasicéntrico (P=); fractura en fibra (Ff} y parénguima (Ff). Foto d: corte longitudinal radial
{CLR); recorrido sinuoso mas pronunciado en las fibras (F) del lefio tardio (Lt), respecto del parénguima
radial (R) y axial (F) del lefio temprana (LT); dreas del Lt con evidencias de completa degradacidn (D¥);
colapso de vasos (V=).
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Falsa acacia: evidendas de pudricién castaiia.

Observaciones con MO-Luz Polarizada

Figura 24.1. Fotos & - d: lefio de falsa acacia bajo luz polarizada. Fotos a, b: corte transversal (CT)
¢ longitudinal radial (CLR) respectivamente, de madera testigo; lefio temprano (LT) y tardio (Lt);
vasos solitarios con tilides (Vt), agrupados (Va), fibras (F) y radios (R) birrefringentes; cristales (c)
abundantes. Fotos ¢, di corte transversal (CT) y longitudinal radial (CLR) respectivamerite, de
madera con evidencias de pudrician; vasos (V), parénquima axial (P} y radial (R} conservan su
birrefringencia; cristales (c).
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Con microscopio electronico de barrido, en corte transversal, se observo en los
vasos tanto del lefo temprano como del tardio escaso micelio asociado a
clamidosporas y, cuando presentes, tilides perforadas por el tejido fungico (Figura 25,
foto: a). Asimismo, fracturas en la totalidad de las c€lulas (Figura 25, foto: b) y colapso
celular por zonas de la madera tardia (Figura 25, foto: b). En cortes longitudinales
radiales y tangenciales los vasos, las fibras y el parénquima axial y radial presentaron
agujeros, fracturas y punteaduras erosionadas (Figura 25, foto: d; Figura 26, fotos: e,
f). No fueron visualizados 'bore-holes ” o pequenas perforaciones asociadas a hifas de
didmetro pequeno (1.2 pm). EI micelio y las clamidosporas estuvieron presentes en

vasos y en el parénquima axial y radial de la madera temprana y tardia.

Falsa acacia: evidencias de pudricion castafia. Observaciones con MEB

Figura 25. Fotos a — d: lefio con evidencias de pudricidn castafia. Fotos a - b: corte transversal (CT).
Foto a: vasos del lefio temprano (VLT) con tilides perforadas (tp), colonizados por micelio (m); fracturas
en parénguima axial (Pf} y micelio (Pm). Foto b: fracturas en fibra (Ff); colapso del parénguima axial
(P=); fracturas (Pf) y punteaduras erosionadas (Ppe) en parénquima axial; clamidosporas (cl). Fotos c
- d: corte longitudinal radial (CLR). Foto c: vasos del lefio tardio (VLt) colonizados por micelio (m) y
clamidesporas (cl); agujero en vaso (Vh). Foto d: vaso del lefio temprano (VLT) con tilides (t),
colonizados por micelio (m); fracturas (f) y micelio (m) en parénquima (F); fracturas en fibras (Ff).
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Falsa acacia: evidencias de pudricion castafia. Observaciones con MEB

Figura 26. Fotos e, f: rasgos de pudricion castana en corte longitudinal radial. Foto e! parénguima axial, fracturas
longitudinales (Pfl)y perpendiculares (Pfp) ala direccion del grano:agujeros enla pared celular (Ph); punteaduras
erosionadas (Ppe). Foto f: agujeros (h) y fracturas (f) en radios xilematicos (R).

244



Laetiporus sulphureus (Bull.) Murr.

Tilia x viridis (Bayer) Simonk. subsp moftkei (Dippel) Xifreda

Material muestreado: madera proveniente de rama de primer orden de ejemplar
volcado con evidencias de pudricion en cuanto a su aspecto y consistencia - se
transformd en polvo al presionarla entre los dedos -; deterioro en la totalidad del

duramen expuesto; ausencia de basidiomas; micelio en madera deteriorada.

Macroscdpicamente, a ojo desnudo, la madera presentd color castano y un patron de
fractura cubico debido a la presencia de rajaduras longitudinales y perpendiculares a la

direccion del grano, colonizadas por micelio (Figura 27, foto: a).

Estudios a nivel microscopico

Con lupa, en vistas transversales y longitudinales, el rasgo caracteristico fue la
presencia de fracturas colonizadas por micelio, el cual también fue observado en los
vasos (Figura 27, fotos: b - e).

Con microscopio dptico, en corte transversal y por sectores de las muestras, se
identificd la deformacion de la totalidad de los tipos celulares: vasos, fibras y
parénquima radial (Figura 28, fotos: a - c), los cuales ademds presentaron fracturas o
bien colapso generalizado definiendo zonas con total destruccion (Figura 28, fotos: a -
c). En cortes longitudinales radiales y tangenciales el recorrido sinuoso producto de la
deformacion celular fue en particular evidente en vasos y fibras (Figura 28, foto: d). La
colonizacion fungica se produjo principalmente a traves de los vasos.

Con luz polarizada, por sectores del tejido, solo los vasos presentaron
birrefringencia lo cual puso de manifiesto la descomposicion diferencial de la celulosa

entre tipos celulares (Figura 28.1, fotos: c, d).
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Pudricion castaiia en Tilia x viridissubsp molftkei (Tilo moltkei)

Aspedo general y con lupa

Figura 27. Fotos @ — e: madera con rasgos de pudricion castafia. Foto a: aspecto macroscopico
(coloracidn castafia, patron de fractura cibico, micelio en rajadurasy evidencia de su fragil consistencia;
bajo presion se transformd en polvo). Fotos b - e aspecto del lefio deteriorado con lupa (16X). Fotos b
- d: vista transversal. Fotos b, c: micelio en rajaduras (mr), aspecto general y detalle, respectivamente.
Foto d: micelio en vasos (Vm). Foto e: vista longitudinal; micelio en zona de fractura paralela a los
radios; patrdn de fractura cibico por diferenciacion de rajaduras (r) paralelas y perpendiculares al eje
longitudinal.
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Tilo moltkei: pudricion castafia. Observadones con MO
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Figura 28. Fotos a - di lefio con evidencias de pudricidn castafia. Fotos a - ¢ corte transversal (CT). Fato
a: deformacidn generalizada del tejido; vasos (V) y fibras (F) deformados; radios (R) con recomido
sinuoso; colapso celular (D *), aspecto general. Fotos by ¢ detalle CT. Foto br deformacion de |z pared
de los vasos (V) y fibras (F); zonas del lefio totalmente colapsadas (D). Foto c: recomdo sinuoso del
parénquima radial (R); fibras, colapso (F=) y fractura (Ff) de la pared celular; colapso de vasos (V*). Foto
d: corte longitudinal radial (CLR). Vasos (V), con recorrido sinuoso; fractura en vaso (Vf); colapso de
radios (R); areas con destruccion total de los distintos tipos celulares (D).
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Tilo moltkei: pudridon castaiia. Observaciones con MO-Luz Polarizada

Figura 28.1. Fotos a - d: lefio de tilo moltkei bajo luz polarizada. Fotos &, b corte transversal (CT)
¥ longitudinal tangencial (CLT) respectivamente, de madera testigo; birefringencia en la totalidad
de la muestra, particularmente notable en los vasos agrupados (Va), en sus espesamientos
helicoidales, y en las fibras (F). Fotos ¢, d: corte transversal (CT) y longitudinal tangencial ( CLT)
respectivamente, de madera con evidencias de pudricidn; pérdida de birrefringencia en fibras y
parénguima; birrefringencia en elementos de vaso (V); birrefringencia en punteaduras (Vp)} ¥
espesamientos helicoidales (Vh).

Con microscopio electronico de barrido, en corte transversal fue observado,
como ya se indico, el patron de fractura cubico del tejido, su deformacion, como asf
tambien la presencia de fracturas y el colapso generalizado de vasos, fibras y
parénquima (Figura 29, fotos: a, b). En cortes longitudinales radiales y tangenciales,
ademds de las caracteristicas enumeradas, punteaduras erosionadas y agujeros fueron
tambien observados (Figura 29, foto: ¢, d). Si bien el micelio y las clamidosporas se
presentaron en la totalidad de las cé€lulas, €stos fueron particularmente abundantes en
los vasos libres de tilides. No fueron visualizados “bore-holes” o pequefias

perforaciones asociadas a hifas de didmetro pequeno (1.2 pm).
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Tilo moltkei: pudricidn castaiia. Observaciones con MEB

Fotos a — d: caracteres de diagndstice de pudricidn castafia en lefio de tilo. Fotosa - b: corte transversal
(CT). Foto a: patrdn de fractura cibico, aspecto general. Foto b: deformacidn del tejido; vasos (V) y
fibras (F) deformados; micelio en vaso (Vm); fractura en fibra (Ff). Fotos ¢ - d: corte longitudinal radial
(CLR). Foto c: fracturas paralelas (fl) y perpendiculares (fp) al grano, aspecto general. Foto d: fibras,
punteaduras erosionadas (Fpe) y fracturas (Ff).
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DISCUSION

En las especies lenosas abordadas en esta seccion, fue identificado sclo el
hongo xilofago Laetijporus sulphureus causando pudricion castana en duramen. Lo
observado en cuanto al tipo y localizacion de las pudriciones, se corresponde con lo
citado por diversos autores sobre el dano producido por este patdgeno en especies de
latifoliadas y gimnospermas de otras regiones del mundo, asi como en &mbitos
urbanos de nuestro pais (Rayner & Boddy, 1988; Sede & Lopez, 1999; Schwarze,
2004; Urcelay et al.,, 2012). La ubicacion de los basidiomas, la localizacion del
deterioro, como también las heridas observadas - en particular las que evidencian
prdcticas de poda - son compatibles con el tipo de pudricion y la estrategia de
colonizacion conocida para la especie. Laetiporus sulphureus es considerado
principalmente como patdgeno responsable de pudriciones de copa — ramas como
lugar de origen de la pudricion y evolucion descendente —, con estrategia de
colonizacién “heart rot” - pudricion del duramen -, en la cual el establecimiento se
inicia con la llegada de esporas a heridas con duramen expuesto (Rayner & Boddy,
1988).

Los caracteres macroscopicos observados en las maderas analizadas — color
castano, patron de fractura cubico, presencia de micelio — asi como su fragilidad, son
considerados indicadores de estadios avanzados de pudricion castana (Wilcox, 1968;
Anagnost, 1998; Schwarze, 2007). En este tipo de deterioro, la despolimerizacion de
los carbohidratos provoca la deshidratacion del tejido y, como consecuencia, su
encogimiento y ruptura siguiendo un patron cubico caracteristico. La madera
degradada queda constituida por un fragil marco de lignina que se desintegra bajo
presion. Por su parte, la oxidacion parcial de la lignina otorga la coloracion castana —
parda - que caracteriza y da el nombre a este tipo de deterioro (Zabel & Morrell, 1992;
Blanchette, 1995).

A nivel macro y microscopico, la visualizacion de agregaciones de conidios,
clamidosporas y abundante micelio en los lefos analizados también es indicador de
pudricion avanzada, y coincide con lo observado por Schwarze et al. (2000b) en el
duramen de Robinia pseudoacacia naturalmente infectado por L. sulphureus. Segun
Blanchette (1995), durante los primeros estadios del proceso de degradacion por cepas
de pudricion castana, las hifas son escasas y dispersas dentro de los Iumenes
celulares, torndndose mds abundantes a medida que la degradacion avanza.

La estrategia y el patron de colonizacion del hongo estarfan relacionados con su

capacidad enzimadtica y con la estructura de la madera (Zabel & Morrell, 1992).
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En el presente estudio se evidencio una mayor concentracion de micelio en los
vasos y radios en todas las muestras (incluidos los poseedores de contenidos), con un
predominio en los vasos de mayor didmetro del leno temprano en dlamo, fresno y
acacia, causando en las dos primeras la demarcacion pronunciada de esta zona del
anillo. Este patron de colonizacion coincide con lo observado por Schwarze et al.
(2000b) en madera de otras latifoliadas degradadas por L. sulphureus.

Las caracteristicas del leno — tipos celulares, distribucion, didmetro de los
vasos, contenidos celulares, grado de lignificacion — condiciona la presencia miceliar
(Boddy & Rayner, 1983; Schwarze et al., 1997; Schwarze & Fink, 1998; Schwarze,
2007). En términos generales, en las latifoliadas, la colonizacion de la madera se
produce a traves del sistema axial (vasos particularmente) y de las células
parenquimdticas radiales (sistema radial). En especies de porosidad circular, los vasos
del leno temprano constituyen una ruta rdpida para la colonizacion axial; en oposicion,
en el leno tardio, el mayor espesor de la pared de las fibras afecta negativamente la
dispersion radial del hongo, teniendo en cuenta que el ataque inicial a la celulosa es
mediante un sistema difusible que concentra su accion en el estrato S2 de la pared
(Schwarze et al., 1997; 2000b). Caracteres como la destruccion completa de la pared
celular originando agujeros y la presencia de senderos de erosion - en dlamo - podrian
asociarse a la coalescencia de punteaduras erosionadas, también reconocidas vias de
colonizacion del sustrato y rasgos tipicos de estadios avanzados de degradacion
(Wilcox, 1968, 1993a, b; Anagnost, 1998).

La presencia de extraibles en los lumenes celulares — situacion frecuente en el
duramen y observada en algunas de las muestras analizadas — conforman barreras a
la colonizacion, si bien existen antecedentes en torno a la capacidad de ciertos hongos
de superarlas mediante su destruccion o con estrategias alternativas de degradacion
(Shigo & Marx, 1977; Boddy & Rayner, 1983; Schwarze & Fink, 1997; 1998). En la
madera de paraiso, los vasos del leno temprano mostraron obstruccion por contenidos,
por lo cual se infiere que el micelio se concentrd en el lefo tardio. No obstante, L.
sulphureus es reconocido por su capacidad de degradar los extraibles de la madera
(Rayner & Boddy, 1988; Schwarze et al., 2000b). En este estudio, la perforacion de los
contenidos gomosos y de las tilides por parte del micelio constituyen evidencias de
ello.

Asimismo, la deformacion y el colapso del tejido resultantes de la actividad
fungica se corresponden con las particularidades anatomicas de cada leno. En este

sentido, la mayor deformacion y colapso observados en la madera de dlamo y tilo
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podrian asociarse a la ausencia de contenidos celulares, el poco espesor de las paredes
de las fibras (muy delgadas, InsideWood Database) y a los estrechos radios
parenquimadticos. Por su parte, la menor deformacion y colapso registrados en fresno,
eucalipto, acacia y paraiso coincide con la presencia de contenidos en los vasos y en el
parénquima axial y radial — tilides, compuestos gomosos, cristales —, asi como con el
mayor espesamiento de las paredes de sus fibras (delgadas a espesas, InsideWood,
Database) y con el mayor ancho de sus radios parenquimdticos. Los contenidos
celulares, el grado de lignificacion y las caracteristicas de los radios limitan la
contraccion del tejido (Hillis, 1987; Rivera & Lenton, 1999).

La separacion celular es una caracteristica observada ocasionalmente en
maderas con pudricion castana causada por distintas especies xilofagas (Wilcox, 1968;
Murace et al., 2006). En el presente trabajo, la misma fue identificada en eucalipto —
raiz - y en la madera de fresno a la altura de los radios parenquimdticos — entre sus
células constituyentes — como también en la interseccion radios/fibras circundantes,
posiblemente como producto de la accion mecdnica del micelio en esa zona del tejido.
Schwarze et al. (2000b) tambi€n observaron colapso mecdnico a nivel radios
parenquimdticos en madera de R. pseudoacacia naturalmente infectada por L.
sulphureus. Por su parte, Wilcox (1993a) considera que esta caracteristica no puede
ser considerada como rasgo de diagndstico ya que no se manifiesta con regularidad,
en correspondencia con lo observado en esta investigacion.

En relacion a la birrefringencia, la pérdida de esta propiedad fue practicamente
total en las maderas analizadas, en asociacion con estadios avanzados de pudricion
castana. Autores como Wilcox (1968; 1993a; b) y Anagnost (1998) consideran la
perdida de esta caracteristica como la evidencia mds relevante para el diagndstico de
pudricion castana. Existen antecedentes sobre el comportamiento diferencial de la
degradacion dentro del anillo anual, asi como entre distintos tipos celulares, debidos a
diferencias en el grado de lignificacion de las paredes y en la disposicion de las
microfibrillas de celulosa. En el leno tardio, la mayor lignificacion de las células
conforma una barrera fisica que limita/retarda la difusion de los hongos de pudricion
castana, dada su actividad mediante un sistema difusible que concentra su accion
sobre los carbohidratos del estrato S2 de la pared (Rayner & Boddy 1988; Schwarze et
al., 2003; Schwarze, 2007). Respecto de las microfibrillas, su disposicion radial en el
estrato S2 de la pared de las fibras y traqueidas contribuye con la difusion de los
agentes de degradacion, rasgo ausente en el parénquima y en los elementos de vaso

(Schwarze et al., 2000a; b; 2003). Esto permitiria explicar la perdida de birrefringencia
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en las fibras de la totalidad de los lefios y, cuando presentes, en las traqueidas, en
ambos sectores del anillo, y su persistencia en los vasos. Respecto del parénquima —
tanto axial como radial — la perdida de birrefringencia fue prédcticamente total en las
muestras analizadas lo cual también se asociaria con el avanzado estado de
degradacion y el rol del parénquima en la colonizacion fungica (Boddy & Rayner,
1983). No obstante, en ocasiones el parénquima vasicentrico conservd su brillo en
muestras de fresno, paraiso y acacia. La pérdida de birrefringencia — celuldlisis -
causada por estos hongos, principalmente en las paredes de las fibras, constribuye a
comprender y explicar la perdida de resistencia de las maderas afectadas por este tipo
de deterioro y a pensar en los efectos negativos en la estabilidad de un ejemplar o
alguna de sus partes.

En las pudriciones castanas, la rdpida e incipiente destruccion de los
carbohidratos determina la disminucion drdstica de las propiedades de resistencia de la
madera, lo cual atenta contra la estabilidad de los ejemplares, poniendo en riesgo a la
poblacion, sus bienes y servicios en el contexto urbano (Schwarze et al., 2000a).
Laetijporus sulphureus es un patogeno frecuente del arbolado urbano, reconocido por
disminuir notablemente la capacidad resistente de las maderas naturalmente
infectadas (Schwarze & Fink, 1994; Schwarze, 1995, tomados de Schwarze et al.,
2000b). Debe tenerse en cuenta que, ante situaciones de pudricion total del duramen,
si bien el riesgo de quiebre y vuelco es elevado, €ste depende de numerosos factores.
En un drbol vigoroso, el cambium y la albura intacta garantizan que un drbol crezca en
didmetro y de este modo sea compensada la destruccion causada por el hongo
xilofago (Boddy & Rayner, 1983; Sterken, 2005).

CONCLUSIONES

Las pudriciones castanas consideradas en esta investigacion resultaron
homogeéneas en cuanto al color, patron de ruptura, consistencia y a las alteraciones
quimico/micro-estructurales que presentaron. La totalidad de las maderas presentaron
el color castano, el patron de fractura cubico, la consistencia frdgil, evidencias de
celuldlisis y la contraccion del tejido considerado clave para el diagndstico de este tipo
de deterioro. No obstante, cada combinacion hospedante-patdgeno estudiada presentd
ciertas particularidades en cuanto a la distribucion del micelio, su abundancia relativa,
ubicacion, patron de ataque (tipo de c€lula y sector del anillo) y severidad del dafo

que se correspondieron con las caracteristicas anatomicas de cada madera (porosidad;
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abundancia y distribucion de los tipos celulares; grado de lignificacion; presencia de
depdasitos).

Lo hallado suma evidencias a la hipdtesis que plantea que distintos
hospedantes pueden ser afectados de modo diferente por la misma especie fuingica
segun sus rasgos anatomicos sumado a las diferencias en el potencial enzimdtico que
pueda presentarse entre cepas fungica y a las estrategias de colonizacion que dichas
cepas desarrollen, todo lo cual conduce a pensar en un impacto diferente sobre la
capacidad resistente de las maderas y sobre el riesgo que determina su presencia.

La identificacion de este tipo de deterioro sdlo en latifoliadas, se opone a lo
identificado en las regiones templadas del hemisferio norte para las cuales se
menciona una elevada afinidad de los hongos responsables de pudricion castana por
las Gimnospermas. No obstante, se corresponde con lo citado por Rajchember (1989)
para el sur de Sud Ameérica (especificamente provincia biogeogrdfica subantdrtica),
durante un relevamiento de especies fuingicas en los bosques de Nothofagus. Segun
dicho autor, el pequeno numero de taxas de Gimnospermas en la zona pudo haber

forzado el cambio de un grupo a otro con el tiempo.
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CAPITULO 111

ALTERACIONES QUIMICAS CAUSADAS POR LOS HONGOS
XILOFAGOS

LA MADERA COMO SUSTRATO DE DEGRADACION FUNGICA

Fraccion polimérica de la pared celular. Generalidades.

La pared de las células del xilema secundario consiste principalmente de
celulosa, hemicelulosas, pectinas y lignina. Los polisacdridos - holocelulosa y
sustancias peécticas - junto con la lignina forman una estructura rigida y compleja
denominada lignocelulosa. De todos ellos, la celulosa y las hemicelulosas constituyen la
fuente nutricional mds importante de los hongos xildfagos (Gamauf et al., 2007).

La celulosa es el componente mds abundante del leno; constituye
aproximadamente el 45% del peso seco de la mayoria de los tejidos lenosos. La
celulosa es un polimero de alto peso molecular - 8000 a 12000 unidades de 1,4-B-D-
glucopiranosa - que forma el marco estructural o esqueleto de la pared, interpenetrado
por la matriz constituida por los hidratos de carbono no celuldsicos — principalmente
hemicelulosas - y la lignina.

Las cadenas de celulosa se organizan en unidades visibles con microscopio
optico (MO) denominadas macrofibrillas, que se disponen dejando espacios inter-
fibrilares donde se alojan los materiales no celuldsicos enumerados. Con microscopio
electronico de transmision (TEM) puede observarse que las macrofibrillas estdn
constituidas por microfibrillas - agrupamientos de cadenas de celulosa unidas por
puentes de hidrdgeno -. Segun se indicd, en la pared secundaria (Ps) las microfibrillas
estdn dispuestas en forma helicoidal con respecto al eje longitudinal de la célula y con
distinto @ngulo en los estratos S1, S2 y S3. La disposicion de las microfibrillas
prdcticamente paralela con respecto al eje axial — con pequeno @ngulo microfibrilar —
en la S2 contribuyen con la alta resistencia a la traccion de esta capa. En este sentido,
las microfibrillas le aportan a la madera resistencia a la tension, propiedad que también
es debida a la longitud de las cadenas de celulosa — o grado de polimerizacion -.

Asimismo, la celulosa tiene propiedades cristalinas debido a la disposicion ordenada de
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las cadenas de celulosa en las microfibrillas. Esta disposicion estd restringida a las
zonas conocidas como micelas. La estructura cristalina determina que la pared celular
sea anisotropa y birrefringente bajo luz polarizada. Entre las micelas se presentan
zonas para-cristalinas - o amorfas - donde las moléculas de glucosa se disponen menos
regularmente; dichas zonas son mds reactivas con el agua y susceptibles a la
degradacion (Martinez et al., 2005; Gamauf et al., 2007; Rytioja et al., 2014).

Las hemicelulosas constituyen alrededor del 30% de la biomasa de la pared
celular - 25-30 % en madera de coniferas; 20-43 % en madera de frondosas -. Estos
carbohidratos son heteropolimeros y como tales constituidos por distintos tipos de
azucares: pentosas (D-xilosa y L-arabinosa: arabinopiranosa; arabinofulanosa),
hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) y azticares dcidos (4-O-metilglucuronico,
D-galacturénico 'y D-glucurdnico) unidos por enlaces glucosidicos B-1,4 'y
ocasionalmente por enlaces B-1. El enlace entre moléculas origina cadenas cortas,
ramificadas, carentes de alguna organizacion espacial — estructura amorfa - todo lo
cual determina que sean menos recalcitrantes que la celulosa. Dichos rasgos junto a su
localizacion expuesta alrededor de las microfibrillas de celulosa, determina que sean los
primeros componentes de la pared en ser degradados por los hongos. La funcion mds
importante de estos polisacdridos es la conexion que establecen entre la lignina y las
fibras de celulosa, otorgandole mayor rigidez a la red celulosa-hemicelulosas-lignina. La
lignina y las hemicelulosas se mantienen unidas principalmente mediante enlaces del
tipo éster entre la arabinosa y los hidroxilos de la lignina - a traves de dcido ferdilico
involucrando enlaces covalentes -, en tanto que la union con la celulosa es a travées de
puentes de hidrogeno (Quiroz-Castaneda & Folch-Mallol, 2011). En cuanto a tipos, se
reconocen como mds importantes a los xilanos, a los xiloglucanos y a los (galacto)
glucomananos, (Martinez et al., 2005; Gamauf et al., 2007).

Las pectinas constituyen un grupo complejo y heterogéneo de polisacdridos no
celuldsicos que aportan uniones adicionales entre la celulosa y hemicelulosas;
aglutinan, aportan consistencia. Estos carbohidratos son amorfos, no son
birrefringentes y se encuentran en mayor proporcion relativa en la laminilla media (Lm)
y en la pared primaria (Pp). En la Lm su concentracion disminuye durante la
lignificacion. Desde el punto de vista quimico, las pectinas se caracterizan por su
contenido  significativo de dcidos galacturcnicos  (uniones 1,4-a-D-dcidos

galacturonicos) y sus derivados (Gamauf et al., 2007; Rytioja et al., 2014).
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La /ignina constituye entre el 15% y 36% del material lignoceluldsico de la
pared. Dicho componente estructural se caracteriza por ser un heteropolimero
aromdtico, de alto peso molecular, amorfo, altamente insoluble y tridimensional que
forma un entramado dentro de la pared. La lignina confiere soporte estructural, aporta
rigidez y resistencia a la compresion, disminuye la permeabilidad al agua y protege a
los componentes fdcilmente degradables - constituye el principal obstdculo para la
eficiente despolimerizacion de la celulosa y hemicelulosas -. La lignina y las
hemicelulosas crean una matriz amorfa donde las fibras de celulosa estan embebidas y
protegidas de la degradacion (Quiroz-Castaneda & Folch-Mallol, 2011). La lignificacion
ocurre luego de la incorporacion de los polisacdridos, de manera centripeta, progresa
hacia el lumen celular; durante la maduracion de las c€lulas de la madera la pared se
impregna con lignina.

La polimerizacion de la lignina se da a partir de la oxidacion enzimdtica -
deshidrogenacion mediada por una peroxidasa - de los precursores fenil-propanoides
(o monolignoles con distinto grado de metoxilacion): coniferil o guayacil propanol
(precursor de las unidades G lignina), p-cumaril o p-hidroxifenilpropanol y sinapil o
siringil propanol (precursor de las unidades S) a fenoxi-radicales, los que
posteriormente se unen mediante enlaces C-C y aril-eter. Las Gimnospermas contienen
principalmente coniferil alcohol (o unidades G) y, en menor proporcion, cumaril
alcohol; carecen de sinapil alcohol. Dicha composicion determina la formacion de la
guayacil lignina (G) presente en dicho grupo botdnico como también en algunos tipos
celulares de Angiospermas. Las Latifoliadas contienen iguales cantidades de coniferil y
sinapil alcohol (46%) y en menor proporcion cumaril alcohol (8%) lo cual determina la
formacion de la siringil-guayacil lignina (o ligninas SG) (Schwarze et al., 2000a;
Martinez et al., 2005; Gamauf et al., 2007).

La concentracion y el tipo de lignina afecta la degradacion de la madera por los
hongos de pudricion blanca. Las unidades S son las preferentemente degradadas. A
diferencias de las Gimnospermas, las Angiospermas poseen concentraciones diversas
de unidades G y S entre los distintos tipos celulares: los elementos de vaso contienen
altas concentraciones de G lignina; en las fibras, la Lm contiene alta concentracion de
G lignina y la pared secundaria de S lignina. Por su parte, si bien la S lignina es
preferentemente degradada por los “white rot fungi”, muchas especies de hongos de
pudricion blanca estdn a menudo asociados con la degradacion de las maderas de

Gimnospermas carentes de S lignina (Blanchette, 1995).
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Degradacion del complejo lignoceluldsico del lefio. Alteraciones quimicas

como elementos de diagndstico de las pudriciones blancas y castanas.

La degradacion de la madera implica la descomposicion de la fraccion
poliméerica de la pared celular - lignina, celulosa y hemicelulosas - mediante procesos
predominantemente enzimdticos. Estos biopolimeros no pueden ser usados por los
hongos como sustrato para el crecimiento producto de su alto peso molecular y, a
causa de ello, es necesaria su despolimerizacion a compuestos simples y difusibles.
Este proceso de transformacion, mediado principalmente por ectoenzimas, es llevado a
cabo por hidrolasas y oxidasas (Fackler & Schwanninger, 2012; Naidu et al., 2017).
Debido a que la biodegradacion es un proceso ectocelular, es indispensable que el
contenido de agua en la pared sea equivalente al punto de saturacion de las fibras -
25% - 30% respecto del peso seco del material -, valor que posibilita la formacion de
una pelicula de agua en el lumen. El agua contribuye con la difusion de las enzimas a
los sitios activos de las moléculas como también con la difusion - hacia el interior de las
hifas - y el transporte de los productos de la despolimerizacion (Zabel & Morrell, 1992;
Gamauf et al., 2007). En este sentido Highley (1987) y Tuor et al. (1995) destacan el
rol de las vainas hifales como estructuras que contribuyen con la liberacion de los
agentes de degradacion y el mantenimiento de bajos valores de pH, fundamental para
la degradacion de la lignina y el crecimiento fuingico.

En la naturaleza, solo los hongos superiores — en su mayoria Basidiomycota -
han desarrollado un sistema que permite degradar la matriz lignoceluldsica y de este
modo lograr la mineralizacion de la madera o de algunos de sus componentes —
transformacion en dioxido de carbono y agua - mediante diferentes estrategias las

cuales son descriptas a continuacion.

1.- Hongos responsables de pudricion blanca

Los hongos responsables de pudricion blanca o 'Wwhite rot ”pertenecen al grupo
Basidiomycota y Ascomycota (Xylariaceae). Estos 'Wwhite rot fungi”se caracterizan por
degradar el complejo lignoceluldsico de la pared celular; su rasgo mds saliente es su
capacidad de mineralizar la lignina (Gamauf et al., 2007; Quiroz-Castaneda & Folch-
Mallol, 2011; Fackler & Schwanninger, 2012).

Si bien muchas clasificaciones fueron utilizadas para organizar los diferentes
modos de degradacion producidos por los ‘'white rot fungi” Blanchette (1991)

considera que la forma mds apropiada es la de agrupar a todas las especies
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degradadoras de lignina en una categorfa amplia de hongos de pudricion blanca. Bajo
este concepto, dicho autor propone diferenciar a las especies que simultdneamente
degradan la holocelulosa y la lignina — especies responsables de pudriciones blancas
simultaneas - de aquellas que delignifican la madera — especies responsables de
pudriciones blancas selectivas -. No obstante, una misma especie puede producir uno u
otro tipo de pudricion e incluso ambos en un mismo material, comportamiento
dependiente del sustrato, de las condiciones del medio y de la cepa fuingica.

Las especies responsables de las pudriciones blancas poseen un sistema
ligninolitico constituido por enzimas que actuan sobre la lignina (LDE) y otras con una
funcion auxiliar (LDA) que, si bien no atacan dicho polimero, son esenciales para
completar el proceso de degradacion. Dentro de las LDE, las peroxidasas o PODs:
lignin peroxidasas, manganeso peroxidasas, peroxidasa versdtil, peroxidasas
decolorantes de tintes y las lacasas son las mds importantes. Ademds, compuestos de
bajo peso molecular como las especies de oxigeno reactivo o ROS, taninos,
flavonoides, entre otros, poseen un importante papel en las etapas iniciales de este
proceso (Quiroz-Castaneda & Folch-Mallol, 2011; Janusz et al., 2017; Naidu et a.,
2017), ver Anexo A.

Respecto de la degradacion de la holocelulosa, estos hongos poseen una
extensa bateria enzimdtica constituida por enzimas carbohidrato activas o CAZimas -
endoglucanasas, celobiohidrolasas, betaglucosidasas, enzimas activas en hemicelulosas
y pectinas - capaces de actuar sobre la celulosa cristalina 7 - y por esto considerados
verdaderos celuloliticos - y demds carbohidratos de la pared (Gamauf et al., 2007;
Baldrian & Valdskovd, 2008; Quiroz-Castafieda & Folch-Mallol, 2011), ver Anexo B.
Dentro de la degradacion de los carbohidratos, la descomposicion de las hemicelulosas
constituiria un paso esencial en el desarrollo del deterioro. Dicho proceso permitiria el
acceso de las enzimas degradadoras de la lignina, de mayor peso molecular, y
proveeria de energia ya que la lignina no sirve como sustrato energético para el
crecimiento. Por su parte, debido a que las hemicelulosas forman una cubierta
incrustante alrededor de las microfibrillas, la degradacion de la celulosa y la remocion
de los productos resultantes dependen de su destruccion. A causa de ello también
constituiria un paso critico en el establecimiento de los hongos de pudricion castana
(Boominathan & Reddy, 1992; Tuor et al., 1995; Schmidt, 2006).

" Recientemente fueron descubiertas oxidasas que contribuyen con la degradacion de la
celulosa, mediante una actividad enzimdtica auxiliar.
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Proteinas conocidas como expansinas y Swol1 o swollenina tambi€n contribuyen
con la degradacicn. Estas inducen la extension o relajacion de la pared celular por
ruptura no enzimdtica de los puentes de hidrdgeno que unen a los filamentos de
celulosa y a la celulosa con otros polisacdridos. De este modo se logra que la celulosa
sea mds accesible para las celulasas y, consecuentemente, se vea favorecida la
degradacion de la pared celular (Figura 1) (Gamauf et al., 2007; Quiroz-Castaneda &
Folch-Mallol, 2011; Rytioja et al., 2014).

Los hongos de pudricion blanca atacan las fibrillas de celulosa produciendo una
erosion progresiva. Sus enzimas celuloliticas atacan las mol€éculas en su interior
mediante endoglucanasas - endo 1,4-D-glucano-4-glucanohidrolasa que catalizan en
forma aleatoria la hidrdlisis de los enlaces glucosidicos de la cadena de celulosa - y en
los extremos no reductores mediante exoglucanasas - celobiohidrolasas; exo 1,4-D-
glucano-4-celobiohidrolasa que liberan celobiosa o glucosa desde extremos no-
reductores de la celulosa -. Ademas actuan B-glucosidasas, tambi€n conocidas como
celobiasas, que hidrolizan celobiosa y otras celodextrinas solubles a glucosa. Estos
despolimerizan dicho componente sdlo a medida que los productos de la
despolimerizacion son usados para cumplir con sus funciones metabdlicas. Lo expuesto
produce una reduccion paulatina del grado de polimerizacion durante los distintos
estados o etapas del proceso de degradacion y, en consecuencia, gradualmente
cambian las propiedades de solubilidad y resistencia mecdnica de la madera afectada

por este tipo de deterioro (Highley, 1987; Schwarze et al., 2000a; Janusz et al., 2017).
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Figura 1. Esquerma de |a degradadon enzimatca de |3 celulosa (celulolisis). Referencias: enzimas Swol;
EGs: endoglumnasas; BGs: [-glucosidasas; CBHs: celobiohidrolasas; CDHs: celobiodeshidrogenasa;
LPMOs: monoaxidasa palisac@ridos-lfoms; ® oxidacidn por midorreductasas (MM, adaptado de Gamauf et
al., 2007).

2.- Hongos responsables de pudricion castana

Los hongos responsables de pudricion castana o ‘'brown rot” pertenecen al
grupo Basidiomycota, rango taxonomico dentro del cual los Poliporales incluyen la
mayor parte de las especies responsable de este tipo de deterioro (Schwarze, 2007;
Gamauf et al., 2007).

Si bien las especies responsables de este tipo de pudricion son capaces de
descomponer eficientemente la celulosa y hemicelulosas, solo pueden modificar la
lignina por demetilacion. A causa de ello, iniciado el proceso, este heteropolimero se
caracteriza por su reduccion en el contenido de grupos metoxilos y aumento en el de
grupos hidroxilos (Fackler et al., 2010). En términos generales los genes de estas
especies fungicas no codifican enzimas vinculadas con la degradacion de la lignina -
PODs y lacasas - (Riley et al., 2014). No obstante, existen antecedentes acerca de la
presencia de enzimas ligninoliticas (lignin peroxidasa o LiP y manganeso peroxidasa o
MnP) en algunas especies responsables de 'brown rot” entre ellas Laetijporus
sulphureus (Kirk, 1975; Goni et al., 1993, tomados de Schwarze, 2007; Schmidt, 2006;

Mtui & Masalu, 2008). Asimismo, actividad lacasa fue encontrada en Coniophora
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puteana (Lee et al., 2004, tomado de Schmidt, 2006), Gloeophyllum trabeum y
Oligoporus placenta (Goodell, 2003, tomado de Schmidt, 2006).

Respecto del ataque a la celulosa, a diferencia de los hongos de pudricion
blanca, los 'brown rot fungi” despolimerizan la fraccion cristalina mediante moléculas
altamente oxidantes — ROS, principalmente el radical hidroxilo (OH") surgido de la
reaccion de Fenton: H,O, + Fe? + H- —»H,O + Fe® + OH- (Figura 2) - que actuan
conjuntamente con las endoglucanasas. Las ROS penetran la pared celular a través de
sus microporos al tiempo que van quebrando/rompiendo las uniones glicosidicas de la
celulosa como también de las hemicelulosas circundantes. Cortada la cadena en sus
zonas cristalinas, las endoglucanasas clivan la molécula y posteriormente las
glucosidasas transforman la celobiosa y los oligosacdridos en glucosa. De acuerdo con
esto, la degradacion de la celulosa por los ‘'brown rot fungi” involucra dos
vias/mecanismos: una via oxidativa no enzimdtica y otra hidrolitica mediada por
endoenzimas. La etapa no enzimdtica es necesaria debido al mayor tamano de las
enzimas celuloliticas respecto de los capilares de la pared celular — 3-5 nm o 0.003-
0.005 pm -lo cual determina que no puedan penetrarla sin esta oxidacion previa de los
carbohidratos. No obstante, ensayos de laboratorio permitieron determinar la
capacidad de algunas especies de producir celobiohidrolasas — CAZImas que atacan
celulosa cristalina - (Yoon & Kim, 2005; Gamauf et al., 2007; Baldrian & Valaskova,
2008; Rytioja et al., 2014).

Los hongos de pudricion castana atacan las microfibrillas de celulosa
simultdéneamente, a lo largo de toda su extension. A causa de ello la despolimerizacion
ocurre rdpidamente, a altas tasas, desde los estadios iniciales del proceso, estadios en
los que predomina la descomposicion por sobre la utilizacion de los productos
resultantes. La rdpida e intensa destruccion de los carbohidratos se ve reflejada con el
incremento de la solubilidad en dlcali (NaOH al 1%) del residuo resultante y en las
notables perdidas de la capacidad resistente del material, en las primeras etapas del
proceso, con bajas perdidas de masa (Wilcox, 1978; Highley, 1987; Highley & llliman,
1991; Zabel & Morrell, 1992; Green & Highley, 1997; Gamauf et al., 2007).

Si bien inicialmente la fuerte reduccion en la resistencia de la madera era
atribuida sdlo a la destruccion de la celulosa, a la fecha existen numerosos
antecedentes en torno a la remocion de azucares hemiceluldsicos previo a la
descomposicion de dicho polisacdrido. En este sentido, investigaciones en torno al
andlisis quimico de madera con este tipo de pudricion pone en evidencia que los

arabinanos y galactanos son descompuestos en primer término, mds rdpidamente que
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los mananos y xilanos. La posterior despolimerizacion de los glucanos - predominantes
en la celulosa - queda en evidencia ante pérdidas de resistencia del 80-90%, secuencia
logica al considerar que las hemicelulosas conforman una envoltura incrustante de las
microfibrillas de celulosa. De acuerdo con esto, y segun se menciond, la degradacion
de la celulosa depende de la previa remocion de las hemicelulosas, descomposicion
que constituye un paso inicial critico para el desarrollo de estos hongos en la madera
como asi también queda en evidencia que la destruccion de ambos polimeros afecta la
capacidad resistente del material (Highley, 1987; Winandy & Morrell, 1993; Green &
Highley, 1997; Curling et al., 2002; Fackler et al., 2010).

COOH
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—p H20: l“_‘-l:‘-‘a-.-:-—’ HO~

ofibrille
\H{! . micrafibrille
de celulosa

Figura 2. Origen de radicales hidroxlos @ pardr de la Reacoon de Fenmn;: frRgmentscion oxidadva de |3

celulosz (MM, adaptado de Deschamps & \Wright 1997

De acuerdo con lo desarrollado, existe un vasto conocimiento sobre los
mecanismos de transformacion quimica del lefio por los hongos xildfagos. No obstante,
a la fecha, para nuestro pais, no se registran antecedentes relacionados con las
alteraciones quimicas que estos organismos causan en maderas naturalmente
infectadas. Este conocimiento se considera de importancia a los fines de aportar
informacion respecto del dano que los hongos causan y de este modo comprender -
junto con el conocimiento de las alteraciones microestructurales que provocan - el
impacto en la capacidad resistente del sustrato particularmente considerando su
presencia en ejemplares en pie, vivos. Lo expuesto siempre teniendo en cuenta que en
el marco del tipo de pudricion que causa una especie —blanca o castana- existen
variaciones en el modo e intensidad de la degradacion determinadas por el sustrato,

las condiciones del medio e incluso la cepa fuingica.
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Los objetivos planteados para este capitulo son los siguientes:
e Determinar los cambios quimicos que presentan las maderas afectadas por
pudricion.
e Analizar las semejanzas y particularidades de los cambios quimicos entre las

distintas interacciones hospedante — patdgeno.

264



ANEXO A

Ligninolisis (secuencia segun Martinez et al., 2005). Las /acasas o bien las peroxidasas
ligninoliticas (LiPs, MnPs y VP) producidas por los “white rot fungi” oxidan el polimero de lignina
generando radicales aromadticos (a), lo cual determina/desencadena diferentes reacciones no
enzimdticas incluyendo el quiebre C4-eter (b), el clivaje del anillo aromatico (c), el quiebre Ca-
CB (d) y demetoxilacion (e). El aldehido aromatico liberado del quiebre Ca-CB (d) o sintetizado
de novo por lo hongos (f, g) constituye el sustrato para la generacion de H202 por la AAO
mediante reacciones redox ciclicas que tambien involucran a la AAD. Los fenoxi radicales
surgidos del clivaje C4-eter (b) pueden ser re-polimerizados sobre el polimero de la lignina (h)
si no son reducidos por oxidasas (AAO) a compuestos fendlicos (i), lo cual, de ser asf, dichos
compuestos pueden ser nuevamente oxidados por lacasas o peroxidasas (j). Por su parte, los
fenoxiradicales (b) también pueden quebrar a nivel Ca-CB (k) y originar p-quinonas. Las
quinonas provenientes de k o g contribuyen con la activacion del oxigeno en las reacciones
ciclicas redox que involucran a las QR, lacasas y peroxidasas (I, m). Esto resulta en la reduccion
del hierro (Fe*3) presente en la madera (n) ya sea por el cation radical superdxido o por el
radical semiquinona y su re oxidacion con la concomitante reduccion del H:0: a radicales
hidroxilos libres (OH") (0). Este dltimo es un fuerte agente oxidante que puede iniciar el ataque
de la lignina (p) en las etapas iniciales del proceso de degradacion de la madera, cuando el
pequerio tamano de los poros de la pared celular intacta dificulta la penetracion de las enzimas
ligninoliticas. Iniciado esto, la degradacion de la lignina procede mediante despolimerizacion
oxidativa mediada por las enzimas descriptas; el paso final implica la difusion de los productos
resultantes a la hifa fungica y su incorporacion a la ruta catabdlica intracelular.
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ANEXO B

La biomasa de las plantas constituye la fuente de carbono (C) renovable mds abundante sobre
la Tierra. Por su parte, dentro de los Basidiomicetes (Phyllum Basidiomycota) se ubican los
organismos considerados los degradadores mds eficientes de la biomasa lefosa y por ello
esenciales para el ciclo C. Estos hongos estdn especializados en el uso de dicha fuente de C
mediante la produccion de enzimas que degradan, entre otros, los polisacdridos de la matriz
lignoceluldsica y los transforman en azucares metabolizables. Dichas enzimas son de gran
interés en biotecnologfa; los productos de sus catdlisis pueden ser usados como precursores en
los procesos generadores de combustibles, papel, alimento y quimicos. Las enzimas que
degradan o bien modifican los polisacdridos de las plantas son denominadas enzimas
carbohidrato activas (CAZimas). Las CAZimas estdn agrupadas en familias en base a su
secuencia de aminodcidos y similitud estructural (Rytioja et al., 2014).

TABLE 2 Plant- polviacehuride- degrading enrynes

Subikrate Engyme activily FC nan® Abbrnialion CAZyme fmilky{so)

Cellubose f-14-Endoglucanae LA R EG GHY, -5 -6 75
Celiobtohydroloe (redudng aadh SLLITE CRHI GHT
Cillobiohydralaes inonreducing ond) 321 RN GHe
Bl A Glacoiidine SEL BGL GHI, A
Cellobions debydrogenine 1199 1 COH AAT |, AAE
Lytic polyrsichaside monooxygrrame MNA EPMCY ALD

Xyl P14 Endemplismine 1ELA XN GH, 11
Nyketiobydeolase 3LL-~ XEBH
B-14-Xvlmidase SELAT BXL aHA, -4

Galsctomannan B-14-Endoman nanae LLLTE MAN GHY, -2
P14 Mianmidiee LELIS MM GH2
P18 Calactonidane LELLIY EAC GHL -5
ca-1,4 Galstoahdase LA ] AGL GHI7, 36
a-Aritaacfuranaidar 35155 ARF GHH, -5
Gabtomannan sodtil odmase 3.0 GMAE

Nyloghacan Hyboghocan | A-mhdoghscaas LENNTE XEG GHIL T4
o-Arabinofuranoidase 3L ABF GHH, -
- Nyloaidae LELITT AXL GH3]
-Fecmidee 3 LL51 ARG CRHI, 55
o-1.4-Galasoidase ALl AGL GHIT, -6
B4 Galscealdase 32123 LAC GHE, 35

Arabinoxyian Asabincerylan arabinoturanold olise/witssofuanosidee JELSS AXH GHar
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Pectin Endopabypilstursnn SELIS PGA GHH
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Exoeham mopalactue onase 2L~ EHX GHHE
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o -Rhamnoidan HLLAL BilA GHT
o Arbisofuranoidse LEL3S AEF GHE, =M, 62
Endearabinanase 1L ARN GHaF
Exoarabin s L1~ ARX GG
B L0 Endogalnonin e 11189 GAL GHSY
Unsriurabed glusurcey] hydrodue LA FY UGH GHsz
Unsaturated rhasaegalactoren m bydrolise 3L URH GHHS
B4 Xylaidane 1.E1.37 BXL GHE, g3
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Pectin hyase 211G PEL FLI
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Pectin methyl eterase L Phil CEs
Pectin svetyl oecrne X1= FAE
Ehammogalacturonan acetyd esterane 311~ RGAE CEi
Ferulond ester e 31.L73 FAE CE

" N met osteporiaed by the lsderastiond Vaken of Rievbe madry snd boleoalar Beodogy ( [LTME)

CAZFimas involucradas en |a degradacion de los polisac@ridos de la pared celular (tomado
de Ryticja etal., 2014).
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MATERIALES Y METODOS

Muestras de madera

El material de estudio consistic en muestras de madera de especies
representativas de los espacios publicos de la Ciudad de La Plata y sus alrededores
(Municipalidad de La Plata, 1983) (Tablas 1 y 2). Fueron muestreados aquellos
ejemplares con evidencias directas de pudricion: madera podrida expuesta y/o
presencia de basidiocarpos. Ante la presencia de fructificaciones como unica evidencia
de deterioro, el material fue obtenido con barreno de Pressler. En este caso, las
muestras de madera degradada fueron tomadas segun un muestreo en 4 puntos (en
cruz) alrededor de la fructificacion (Boyce, 1961). Respecto del testigo (madera sana),

fue obtenido a la misma altura y del lado opuesto al basidioma.

Estudios quimicos

El material degradado y testigo fue procesado y analizado segun dos
metodologfas, de acuerdo a la cantidad de material obtenido y tiempo requerido para
su andlisis: Norma TAPPI (adaptada por Rodriguez, 1978) y Espectroscocopfa Infraroja
Transformada de Fourrier (FT-IR).

La teécnica especificada por Norma TAPPI (Rodriguez, 1978) requiere mayor
cantidad de material, por lo cual la mayor parte de las maderas fue analizada aplicando
FT-IR.

1.- Normas TAPPI

Las maderas con evidencias de pudricion (p) y testigos (t) procesadas y

analizadas segun lo indica dicha normativa son enumeradas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Material analizado (especie, lugar de muestreo y tipo de pudricion) mediante

normativa TAPPI

Especie Muestreo / Pudricion*
Acer negundo L. rama ejemplar en pie, vivo
“arca” Inonotus rickii (Pat.) D.A. Reid (bl)
Eucalyptus sp. raiz ejemplar volcado; tocon
“eualipto” Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill (c)

Fraxinus pennsylvanica Marsh.

“fresno americano”

Melia azedarach L.

W para I'SOn

Prunus cerasifera var. pissardii (Carriere) Koehne

(= P. pissardii)

"tiruelo de jardin”

Q. roburl.

“roble europeo”

Salix sp

\\Sa UCE"

Pycnoportis sanguineus (L). Murrill (bl)

rama ejemplar en pie, vivo

L. sulphureus

ejemplares volcados

rama: L. sulphureus
rama: Phlebia brevispora
Nakas. Nakas. & Eslyn (bl)

rama de ejemplar en pie, vivo

Phellinus pomaceus (Pers.) Maire (bl)

raiz ejemplar volcado

Ganoderma resinaceum Boud. (bl)

rama muerta, ejemplar en pie vivo

Cerrena unicolor (Bull.) Murr. (bl)

Referencias. *pudricion; bl: blanca; c: castana
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1.1 Procesamiento del material

El material (t y p) fue astillado en forma manual (empleando gubia) y luego
procesado en molino Thomas Wiley Laboratory Mill Model 4 Thom, Scientific TM USA.
Las muestras de aserrin obtenidas (Figura 1) fueron tamizadas entre mallas 40/60 y
utilizadas para la determinacion de su contenido de humedad y caracterizacion quimica

segun se indicd.

Figura 1. Muestras de aserrin de las maderas bajo analisis guimico (Morma TAPFI); t:
testige; bl: pudricion blanca; c: pudricion castafia. Foto 1: roble europeo. Foto 2@ ciruglo de
jardin. Foto 3: paraiso. Foto 4: eucalipto.

1.2 Determinacion del contenido de humedad

Debido a que todas las maderas tienen un contenido de humedad (CH%) variable,
fue necesario su determinacion para poder referir los resultados de los andlisis a “peso
seco” (Ps). De acuerdo con esto, un gramo (1 g) de aserrin seco al aire por madera y
condicion - t y p - fue colocado en recipiente de aluminio tarado, posteriormente
colocado en estufa a 105 °C hasta Ps constante - obtenido al cabo de 24 horas -

(Figura 2); culminada esta etapa, el CH (%) fue determinado a partir de la ecuacion:

CH (%) = (P2 =P3 /P2 - P1) x 100 (1)

Donde:
P1 (g): peso del recipiente vacio
P2 (g): peso del recipiente mds muestra humeda

P3 (g): peso del recipiente mds muestra seca
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Figura 2. Procedimiento aplicado para la determinacidn del contenido de humedad de las muestras. Foto 1:

chtencidn del peso seco al aire del material. Foto 2: colocacidn de las muestras en estufa. Foto 3: determinacidn del
peso seco de la madera.
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1.3 Anadlisis quimico
Las determinaciones quimicas realizadas fueron las siguientes: contenido de
celulosa, contenido de lignina insoluble en &dcido y contenido de extraibles en alcohol

benceno y en agua caliente.

1.3.1 Determinacion del contenido de extraibles
A. Extraibles en alcohol-benceno (alcohol-tolueno)

Determinar el contenido de solubles en alcohol-benceno implica obtener
informacion sobre la cantidad de ceras, grasas, resinas, aceites, colorantes orgdnicos
(clorofila), taninos, gomas e inclusive materiales solubles en agua.

Dicha determinacion fue realizada con una mezcla de 60 ml de alcohol Etilico al
95% y 120 ml de Tolueno al 100% dispensada en baldn de vidrio. Paralelamente 2 g
de aserrin seco al aire fueron introducidos en un dedal de extraccion posteriormente
cubierto con tapon de algodon para evitar pérdidas de la muestra debido a posibles
salpicaduras. El dedal fue colocado dentro de un extractor Soxhlet conectado al balon
de extraccion con la mezcla Alcohol-Tolueno. Realizado ésto, se procedid a la
extraccion durante 4 - 5 horas a una velocidad que permitic que el Soxhlet se
descargue 6 veces por hora. Finalizado este proceso, se dejo descansar el extracto y el
solvente durante una noche. Luego, el solvente retenido en la cdmara del extractor fue
recuperado en el balon y dispensado en caja de Petri colocada sobre plancha
calefactora a fin de su evaporacion. El residuo obtenido fue llevado a estufa para su
secado a 105 °C durante una hora; se dejo enfriar en un desecador de silica gel y se
peso con una aproximacion de 0.1 mg (Figura 3).

Nota: no es aconsejable secar hasta peso constante a causa de la volatilidad o
cambios quimicos producidos por calentamiento prolongado.

Los porcentajes de las sustancias solubles en Alcohol-Tolueno se expresaron en
base al peso de la madera seca y en el cdlculo se tuvo en cuenta la humedad
determinada (CH %) para cada muestra. De acuerdo con esto, la ecuacion utilizada
fue:

Extraibles en Alcohol — Tolueno (%) = R x 100 / W (2)

Donde:

R: peso del residuo (extracto)

W: peso seco de la muestra, calculado segun la ecuacion 3

Peso seco (W) = peso humedo (g) x 100 - CH / 100 (3)
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Se realizaron dos repeticiones por condicion de material que fueron
consideradas como validas cuando la diferencia entre ambas fue < a 0,1%; ante la

obtencion de diferencias mayores fueron realizadas nuevas determinaciones.

Figura 3. Secuenda de extracddn de solubles en alcohol-benceno. Foto 1: madera a analizar. Foto 2: mezda alcohol
etflico 959 - toluano (1:2) en balones de exracddn. Fotos 3 a3 5 dedsles para exdra cddn con aserrin molido dentro de
extractores Soxhlet conectados a balones de extracddn; distintas etapas del proceso. Foto 6: evaporacion de solventes
sobre plancha @lefactora. Foto 7: residucs obtenidos (extrables).
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B. Extraibles en agua caliente

La técnica con agua caliente permite extraer sales orgdnicas, gomas, mucilagos,
pectinas tales como galactanos, porciones de taninos y pigmentos. El agua caliente
hidroliza los polisacdridos e incrementa la solubilidad. Para la determinacion de
extractivos solubles en agua caliente se procedio a colocar una muestra de 2 g de
aserrin seco al aire por condicion de la madera - testigo y degradada - y 100 ml de
agua destilada en un Erlenmeyer. Dicho recipiente fue colocado en un condensador a
reflujo y mantenido en un bafno de agua a temperatura de ebullicion durante 3 horas.
Cumplida esta etapa, se procedid a filtrar el material en un crisol previamente tarado y
el residuo obtenido fue lavado con agua caliente, se llevd a estufa a 105 °C hasta peso

constante, se dejo enfriar en desecador y finalmente fue pesado (Figura 4).

Nota: esta determinacion fue indirecta, es decir, el residuo que se obtuvo al filtrar estd

libre de las sustancias solubles en agua caliente.

La expresion de cdlculo fue:

Solubles en agua caliente (%) = 100 R x 100 / W (4)
Donde:
R: es el peso del residuo seco, libre de solubles en agua caliente

W: peso seco de la madera, calculado segun la ecuacion (3)
Se realizaron dos repeticiones por condicion de material que fueron

consideradas como validas cuando la diferencia entre ambas fue < a 0,1%; ante la

obtencion de diferencias mayores fueron realizadas nuevas determinaciones.
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Figura 4. Secuencia aplicada parz k& determinacidn de extraibles en agua caliente. Fofo 1@ muestra de aserrin
empleado. Foto 2 aserrin mas 100 mi de agua destlada. Fotos 33 5: muestras colocadas en condensador a reflujo y
expuestas a bafio de aguz a ebullicidn. Foto 6: filtado; de@ntaddn del liguido sobrenadante con bomba de wado.
Fotos 7, 8: residuo obtenido seco en estufa a 105 °C has@ peso constante.

1.3.2 Determinacion del contenido de celulosa

El contenido porcentual de celulosa fue determinado mediante el método de
Karshner — Hoffer con las modificaciones siguientes: extension a una hora del tiempo
de bano Maria y la realizacion de 3, de los 4 filtrados que considera la técnica, con
papel de filtro debido a que se comprobd que con esta modificacion se ajustan los
valores a los esperados; el cuarto filtrado fue realizado seguin lo indica la normativa,
con crisol previamente tarado. De acuerdo con esto, un gramo de material libre de
extraibles por madera y condicion - testigo y degradada - fue incorporado en un
erlermeyer junto con el agregado de 25 ml de dcido nitrico - etanol (1:4) vy,
posteriormente, colocado a reflujo en bano Maria durante una hora. Al cabo de este
tiempo la muestra se dejo decantar. Este procedimiento fue realizado cuatro veces. En
cuanto al filtrado, segun se indico, en los 3 primeros se considerd filtrar el
sobrenadante en papel de filtro y en el cuarto, el sobrenadante mds la muestra
decantada en crisol tarado e incluyd el lavado del material con agua destilada caliente,
luego con solucion saturada de acetato de sodio y por Ultimo un nuevo lavado con

agua caliente hasta reaccion neutra. El sdlido de este modo obtenido se puso a secar
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en estufa a 105 °C hasta peso constante, se dejo enfriar en desecador y finalmente fue

pesado (Figura 5).
La determinacion de celulosa se realizo mediante la formula:
Celulosa (%) = Rx 100 /W (5)
Donde
R: Peso del residuo seco
W: Peso de la muestra seca, calculado segun la ecuacion (3)
Se realizaron dos repeticiones por condicion de material que fueron

consideradas como validas cuando la diferencia entre ambas fue < a 0,1%; ante la

obtencion de diferencias mayores fueron realizadas nuevas determinaciones.

Figura 5. Procedimiento aplicado para la determinacidn del contenido de celulosa. Foto 1: muestras de
aserin libres de extraibles. Foto 2: muestras con dcido nitrico — etanol (1:4). Fotos 3, 4! aserrin mas
mezcla reactiva a reflujo en bafio Maria. Foto 5: decantacidn de la muestra. Fotos 6, 7: embudo
Buchner, kitasato y papel utilizado para el filtrado del sobrenadante, para los tres primeros filtrados de
la muestra con bomba de vacio. Foto 8: residuc obtenido luego del cuarto filtrado del liquide
sobrenadante con crisol filtrante. Foto 9 residuo —celulosa- s2ca en estufa.
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1.3.3 Determinacion de lignina insoluble en acido

Para la determinacion del contenido de lignina presente en las muestras, se
empled como reactivo una solucion 24 + 0.1N de dcido sulfdrico la cual fue preparada
colocando cuidadosamente 665 ml de dcido concentrado (95,5-96,5%, g esp. 1,84) en
300 ml de agua, se dejo enfriar y luego fue diluido a un litro. Preparado el reactivo, fue
colocada la muestra (1 g de aserrin seco al aire por condicion de la madera) de
humedad conocida en un vaso de precipitado. Posteriormente, y en forma lenta, fue
agregado el dcido (15 ml) y se procedio al macerado del material con varilla de vidrio.
Luego, se cubrid el conjunto con un vidrio reloj y se mantuvo en un bafno a 20°C =1 °C
durante la dispersion de la muestra (dos horas agitando frecuentemente). Al cabo de
este tiempo, el contenido del vaso fue pasado a un erlenmeyer, y fue diluido con agua
destilada hasta obtener una concentracion de &dcido del 3% - correspondiente a un
volumen total de 600 ml - y se hirvio durante cuatro horas a reflujo para mantener el
volumen constante. Realizado esto, se dejd que el material insoluble — lignina -
sedimente durante la noche y el liquido sobrenadante se decantd sobre el crisol
filtrante previamente tarado. Cumplida esta etapa, se transfiric la lignina
cuantitativamente al crisol filtrante usando agua caliente y varilla de vidrio. A
continuacion, se lavo el residuo con agua caliente hasta eliminar completamente el
dcido, se procedic a secar en estufa hasta peso constante, se dejo enfriar en

desecador y se peso (Figura 6).

El contenido de lignina fue determinado sobre el residuo seco empleando las
siguientes expresiones:
Lignina (%) = R x 100 / W (6)

Donde
R: es el peso del residuo seco

W: peso seco de la muestra, calculado segun la ecuacion (3)
Nota: el resultado obtenido de lignina debe ser corregido por la cantidad de extraibles

tanto en agua caliente como en alcohol-benceno. Dichas determinaciones se describen

a continuacion:
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Para calcular lignina corregida, se determina con la siguiente ecuacion (7):

Lignina corregida (%):

[100 - (% ROH-Benceno + % Agua caliente) / 100] x % Lignina sin corregir (6)

Figura 6. Procedimiento aplicado para la determinacion de lignina insoluble en
acido. Foto 1: muestras de aserrin. Fotos 2, 3: maceraciéon de las muestras en
acido sulfurico frio colocadas en un bario a 20 © C. Fotos 4, 5: muestra macerada
y diluida expuesta a hervor a reflujo. Foto 6: lignina insoluble sedimentada y
crisol filtrante. Fotos 7, 8: filtrado, decantacion del liquido sobrenadante con
bomba de vacio. Foto 9: lignina seca en estufa.
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2.- Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FT-IR)

En esta instancia, material particulado de cada especie y condicion — testigo y
con evidencias de ataque fungico (Tabla 2) -, fue obtenido mediante lima metdlica (<
0,4 mm), luego triturado con Nitrdgeno liquido en un mortero de porcelana y
posteriormente se homogeneizo el tamano de sus particulas utilizando un lienzo de
voile. Con el fin de eliminar los extraibles hidro y liposolubles de cada muestra
obtenida, éstas fueron expuestas a una serie de lavados secuenciales utilizando Triton
X-100, agua, etanol, metanol y acetona siguiendo el procedimiento reportado por
Espineira et al. (2011). EI material resultante fue secado a 60 © C y mantenido en una
atmasfera libre de humedad hasta el momento de proceder al armado de las pastillas
para FT-IR. Para obtener los espectros FT-IR fueron elaboradas pastillas de 13 mm de
didmetro con 2 mg de cada muestra seca y 20 mg de bromuro de potasio grado
infrarrojo, asi como también pastillas blanco con sdlo 22 mg de bromuro de potasio.
Los espectros de absorcicn FT-IR fueron registrados entre 1800 y 800 cm™' empleando
un espectrometro modelo Spectrum (Perkin- Elmer-Instruments). El andlisis espectral
se realizé a una velocidad de 1 cm s con 4 cm™' de resolucion bajo atmdsfera de aire
seco (cdmara con silicagel), siendo obtenido un espectro promedio resultado de 64
escaneos. Se trabajo con 3 repeticiones x muestra testigo y atacada. Para el
procesamiento de los datos se utilizo el software EZ-OMNIC y se llevd a cabo la
correccion de cada espectro sustrayendo automdticamente aquel correspondiente a la
pastilla blanco obtenido inmediatamente antes del registro de cada muestra. Se
seleccionaron bandas de referencia dentro de la region 800-1800 cm™' (Cuadro N°1),
que reflejan grupos funcionales caracteristicos de los polimeros de la madera, y se
estimaron sus intensidades relativas siguiendo a Luna et al. (2015) y a Pandey &
Pitman (2003).
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Cuadro 1. Asignacion de bandas de absorcion en los espectros FT-IR de las muestras
de madera analizadas.

Numero onda Grupos funcionales Referencia
(cm-')
896+3 vibraciones grupos C1-H en celulosa (Hinterstoisser et al., 2001)
1164+3; 1158 vibraciones grupos glicosidicos C-O-C (holocelulosa) (Saparrat et al., 2010; Fackler

etal., 2010)

1268+2 vibraciones C-O del anillo guaiacyl (lignina) (Pandey & Pitman, 2003;
2004)

13353 vibraciones C-O del anillo syringyl (lignina) gg?}l‘;ey £ el 2,

1420-1430 celulosa cristalina (Polleto et al., 2014)

1508+3 vibraciones esqueletos aromaticos (lignina) (Shi etal., 2012; Jelle & Hovde

2012; Saparrat et al., 2010)
1734 grupos carbonilos no conjugados de pectinas y hemicelulosas (Luna et al., 2015)
(xilanos)
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Tabla 2. Material analizado (especie,
mediante FT-IR.

lugar de muestreo y tipo de pudricion)

Especie Muestreo/Pudricion*
A. negundo L. ejemplares en pie, vivos
“arce” rama muerta: Cerrena unicolor (Bull.) Murr. (bl)
rama viva: Inonotus rickif (Pat.) D.A, Reid (bl)
Eucalyptus globulus Labill. fuste ejemplar en pie, vivo
“eucalipto” Arambarria cognata (bl)

£. terelicornis Sm.
“eucalipto colorado”

Fraxinus pennsylvanica Marsh.,
“fresno americano”

L. lucidum W.T Aiton
"ligustro”

M. azedarach L.
“paraiso’”

P. alba L.
“alamo plateado”

Prunus cerasitera var. pissardii (Carriere) Koehne
“ciruelo de jardin”

Quercus roburl.

"roble europeo”

Robinia pseudoacadia L.
“falsa acacia”

Salix sp.
“sauce”

fuste ejemplar en pie, vivo
Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill (c)

rama ejemplar en pie, vivo
L. sulphureus

fuste ejemplar en pie, muerto
. uricolor
base fuste ejemplar en pie, vivo
Ganoderma resinaceum Boud. (bl)

ejemplares volcados
rama: L. sulphureus
rama y fuste: Phlebia brevispora
Nakas. Nakas. & Eslyn (bl)

rama ejemplar en pie, vivo
L. sulphureus

rama ejemplar en pie vivo
Phellinus pomaceus (Pers.) Maire (bl)

raiz ejemplar volcado
G. resinaceum

fuste ejemplar en pie vivo
L. sulphureus

rama muerta ejemplar en pie, vivo
C. unicolor
fuste ejemplar volcado
Bjerkandera adusta (Willd.:Fr.) P. Karst
(bl)

Referencias. *pudricion: bl: blanca; c: castana
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RESULTADOS

La composicion quimica de las muestras resultd compatible con su condicion de
material lignoceluldsico y sus modificaciones (muestras p) lo fueron con el modo de
degradacion que poseen las especies xilofagas asociadas al material (Tablas 1y 2). En
este sentido, 2 tipos de pudriciones fueron identificados aplicando las metodologias

TAPPI1 y FTIR: pudriciones blancas y pudriciones castanas.

Analisis quimico segun Normas TAPPI

1.- Pudriciones blancas

En términos generales y sin establecer relaciones entre los componentes, en las
muestras p de cada combinacion sustrato-hongo se registré un menor porcentaje
relativo de lignina (L) - excepto en paraiso y roble - y de celulosa (C), y un mayor
porcentaje relativo de extraibles (E) particularmente los solubles en agua caliente (AC)
(Tabla 3).

En cuanto a las relaciones C/L y R/A, las muestras t vs p evidenciaron la
degradacion preferencial de ciertos constituyentes del leno. En arce, sauce, roble y
paraiso primd la degradacion de C por sobre L, particularmente notable en las 2
dlitimas maderas. En eucalipto y ciruelo fue identificado un proceso de selectiva
delignificacion. En arce no se encontraron diferencias entre R/A(t) y R/A(p) que
permitieran identificar la preferente degradacion de un tipo de extraibles. En eucalipto,
ciruelo y sauce, un valor menor en la R/A(p) evidencid particular degradacion de los
solubles en alcohol benceno en correspondencia con el menor porcentaje de EROH-
B(p) obtenido para cada una de ellas. En paraiso y roble, la mayor R/A(p) obtenida
respecto de su correspondiente t reflejo la descomposicion preferencial de los EAC,

resultado compatible con el incremento en el porcentaje relativo de los EROH-B(p).

2.- Pudriciones castanas

En referencia a las pudriciones castanas (Tabla 4), para la totalidad de las
muestras p, respecto de sus correspondientes t, se obtuvo una notable disminucion en
el porcentaje relativo de C e incrementos en los porcentajes de L y E, principalmente
los solubles ROH-B. Las relaciones C/L permitieron arribar a iguales resultados. Las R/A
(p) evidenciaron una tendencia hacia el ataque a la fraccion soluble en AC, valores

acentuados en eucalipto y paraiso. Esta ultima resulto la mds resistente a la
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degradacion considerando que la totalidad de las muestras evidenciaron estadios

avanzados de pudricion castana segun lo obtenido mediante los estudios anatomicos.

Tabla 3. Pudriciones blancas: resultados de las determinaciones quimicas realizadas
en las muestras de madera.

Muestra Celulosa Lignina Cc/L2 Extraibles 3 R/A*
interaccion analizada % % %
ROH-B AC
t 58.35 @ 28.55a 2.04a 1.71a 543 a 0.31a
A.  negundo
L rickii

p 51.39b 2740 b 187 b 290 b 11.96 b 0.24a
Eucalyptus sp. t 60.87 a 3098 a 1.96a 6.83 a 18a 0.38 a

P. sanguineus
p 4941 b 18.74 b 263 b 480 b 1843 b 0.26 b
WP e B t 4765 a 29.63 a 1.60a 72214 6.74 a 033 a

Ph. brevispora
p 264 b 38.35b 0.68 b 3.22b 5.73b 0.56 b
P. pissardii t 48.08 a 2321 a 2.07 a 5.33a 7.03 a 0.76 a

Phellinus pomaceus

p 46.41 b 1911 b 242 b 284b 6.35b 045b
Q. robur £ 60.26 a 18.11 a 3.33a 57a 126a 045 a

G. resinaceum
p 46.12 b 21.36 b 216 b 116 b 1740 b 0.66 b
Salix sp. t 55.62 a 2150 a 259 a 470a 6.31a 0.74 a

Cerrena unicolor

p 50.25 b 20.89 b 240 b 3.87b 12.95b 0.30b

Referencias. ': t, testigo; p, muestras con evidencias de deterioro. 2: relacicn celulosa / lignina. 3:
ROH-B, alcohol benceno; AC, agua caliente. *: relacion ROH-B / AC. 5: letras distintas indican
diferencias; no se consideran como tal, diferencias < a 0.10 (Rodriguez, 1978; Pandey & Pitman,
2003).
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Tabla 4. Pudriciones castanas: resultados de las determinaciones quimicas
realizadas en muestras de madera.

Muestra Celulosa Lignina c/L2? Extraibles * R/A?
interaccion analizada % % %
ROH-B AC
Eucalyptus sp. i 60.87 a° 30.98a 1.96a 6.83 a 18 a 0.38 a
L. sulphureus
p 4.75 b 7154 b 0.06 b 11.20b 7.63b 1.47b
= pgﬁﬂsy}yaﬁfca t 60.30 a 2498 a 241a 5.85a 10.58 a 0.55a
L. sulphureus
p 6.51 b 4452 b 0.14 b 18.28 b 20.76 b 0.88 b
T R t 47.65a 29.63 a 1.60a 2.21a 6.74 a 033 a
L. sulphureus
p 13.06 b 56.64 b 0.23b 10.33 b 7.70b 1.34b

Referencias. ': t, testigo; p, muestras con evidencias de deterioro. 2: relacion celulosa / lignina. 3:
ROH-B, alcohol benceno; AC, agua caliente. *: relacion ROH-B / AC. °: letras distintas indican
diferencias; no se consideran como tal, diferencias < a 0.10 (Rodriguez, 1978; Pandey & Pitman,
2003).

Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FTIR)

1.- Pudriciones blancas

Segun se detalla en la Tabla 5, la totalidad de las muestras p presentaron
evidencias de ataque a la matriz lignoceluldsica, no obstante, con diferente patron
entre las combinaciones consideradas - especie xilofaga/hospedante -.

En las muestras (p) correspondientes a la interaccion Bejerkandera adusta —
sauce, los indices de absorbancia relativa (IAR) l1s0s/l1164 (ignina/ holoceluiosa) € 11508/ 11429
(lignina/celulosa cristalina, dato no mostrado) PErMItieron diagnosticar un proceso de delignificacion
selectiva. La degradacion de la lignina ademds quedd en evidencia a partir de las 1AR
1508/ 11335 (iignina/unidades syringyl, s) € 1508/ 11268 (ignina/unidades guayacit, ). Para este polimero, si bien
no se encontraron diferencias entre p y t (testigo) para el 1AR l1335/l1268, tiende a ser
mayor el ataque a las unidades S l133s, unidades syringyy. EN cuanto a los carbohidratos,
predomind la degradacion de la celulosa amorfa (lggs) por sobre el resto de los

constituyentes de la holocelulosa (l1164).
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Las muestras (p) correspondientes a las interacciones con Cerrena unicolor -
arce negundo, ligustro y sauce - presentaron un patron similar al descripto. La
totalidad de las especies evidenciaron la preferente degradacion de lignina (o
tendencia en este sentido) a traves de los valores de las AR l1ss/ 11164 (ignina/holocelulosa),
|1734/|1508 (hemicelulosas/lignina) |896/|1508 (celulosa amorfa/lignina sdlo en ligustro), |1508/|1429 (lignina/celulosa cristalina,
no publicados). EN €Stas muestras el ataque a la lignina también fue diagnosticado a partir
de los IAR: |1508/|1335 (lignina/unidades syringyl, S) € |1508/|1268 (lignina/unidades guayacil, G) ~- En sauce se
encontraron diferencias entre p y t para el IAR l133s5/l126s que indicaron la degradacion
de las unidades S (l1335) por sobre las G (l12es); el resto del material presento igual
tendencia. Ademds, fue observado el ataque preferencial a la fraccion paracristalina de
las fibrillas de celulosa (lsgs /11164; lsgs /11734) (Figura 7).

Respecto de las interacciones que involucran a Ganoderma resinaceum, en
términos generales, las maderas reflejaron el ataque de los carbohidratos por sobre la
lignina (o tendencia) lo cual en arce sacarino fue identificado a partir de li734/l1508
(hemicelulosas/lignina); en almez pOF las IAR: |896/|1508 (celulosa  amorfa/lignina), |1508/|1164
(lignina/holocelulosa), 11734/ 11508, 11508/11429 (iignina/ celulosa cristalina, dato no publicado); €N fresno solo a partir
de lgoe/l1508; €n roble europeo por lsee/l1508 € l1734/11508. EN arce, fresno y roble, no se
encontraron diferencias, respecto de sus correspondientes t, en los IAR: lis0s/l1164,
|1508/|1429, |1508/|1335 (lignina/unidades syringyl, S)r |1508/|1268 (lignina/unidades guayacil, G) € |1335/|1268 (unidades
s/unidades 6)- Las muestras ademds reflejaron el ataque preferencial a la celulosa amorfa
(Is96) respecto del resto de la holocelulosa (l1264) y a las unidades G (l126s, unidades guayacil)
(esto dltimo particularmente en almez).

Las muestras pertenecientes a las interacciones Arambarria cognata -
eucaliptus y arce negundo — /nonotus rickii, manifestaron un comportamiento similar al
descripto previamente en cuanto a la degradacion de la celulosa amorfa por sobre la
lignina (lsss/l1508), 1as hemicelulosas (lsss/11734) Y holocelulosa (lges/l1164) COMO tambien
por la falta de diferencias, respecto del material t, en las AR lis08/l1164, 11508/ 11429,
l1508/ 11335, 11508/ 11268, 11335/ l1268.

En Phellinus pomaceus — ciruelo fue diagnosticada degradacion selectiva de
lignina (y tendencia en este sentido) - IAR: lggee/l1s0s; l1s08/l1164 -. Para Phlebia
brevispora - paraiso, el valor de la 1AR lges/l1508 reflejo el ataque a la celulosa amorfa
por sobre la lignina como tambi€én se presentd cierta tendencia a la preferente

degradacion de los carbohidratos a partir del 1AR 11508/ 11164.
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Tabla 5. Pudriciones blancas: resultados de las determinaciones quimicas realizadas

en muestras de madera banda 1800 y 800°™".

Interacddn analizada - Tratamiento Intensidades de Absorbancia Relativas (IAR) !

Tese/Tiiea Loe/lisne  Iesellimas  Lison/Tiaes Tiz3a/ Tisog Tisoe/Tizas Tiso/Tizes Timss/Tizes

= 0.309 @° 0.476 a 0.512 a 0.649 a 0930 a 0.864 a 0.805a 0.932 a
B. adusta — Salixsp.
p 0.188 b 0.418 a 0.506 a 0.448 b 0828 b 0748 b 0653 b 0.873 a
t 03303 0.446 3 0.653 a 0.745 a 0.679 a 1.074 a 0.8793a 0.818 a
A. negundo
P 0.156 b 0.315b 0345b 0.498 b 0.920 b 0744 b 0.669b 0.864 a
t 0.228 a 0.405a 0.599 a 0.564 a 0.676 a 0.832 a 0.806 a 0.968 a
C. unicolor L. lucidum
p 0.267 a 0.517 b 0.574a 0.516 a 0.902 b 0.768 a 0.7253 0.942 a
t 0.308 a 0.476a 0.512a 0.649 a 0930 a 0.864 a 0.805a 0.932 a
Salixsp.
p 0.216 a 0.447 a 0.427 a 0.488 b 1.061 b 0.769 a 0.634b 0.824b
t 0330 a 0.638 3 0.536a 0518 3 1190 a 0711 2 0.626 3 0.881 a
A. saccharinun
p 0.366 a3 0.677 a 0.638b 0.541 a 1.062b 0710 a 0.662a 0.932 a
t 0419 a 0.885a 0.657 a 0.474 a 1.346 a 0.658 a 0.569 a 0.865 a
C. australis
p 0.255 b 0.385 b 0.365b 0.664 b 1.053 b 0.764 b 0.790b 1.034 b
G. resinaceum
t 0485 a 0.762 3 1.1814a 0.636 a 0.645 a 0915z 0.798 3 0.872 a
F. pennsylvanica
p 0313 b 0492 b 0.508 b 0.635 a 0.969 b 0.877 a 0.758 a 0.864 a
£ 0.365 a 0.648 a 0.514a 0.563 a 1261 a 0.768 a 0.6724a 0.875a
Q. rebur
p 0201 b 0.380 b 0343 b 0.530 a 1107 b 0.779 a 0.685a 0.878 a
t 0459 a 0.846 3 0.851a 0.543 a 0.994 a 0.776 a 0.687 a 0.885 a
I. jamaicensis— E. globulus
p 0323 b 0.624 b 0553 b 0.518 a 1129b 0.731 a 0.664 a 0.909 a
t 0330 a 0.446 a 0.653 a 0.745 a 0679 a 1074 a 0.879a 0.818 a
Lrickii — A. nequndo
p 0.266 a 0.371a 0.496 b 0.717 a 0.750 a 1053 a 0.817 a 0.776 a
t 0487 a 0.764 3 0.630a 0.638 a 1212 a 0.764 2 0.720 3 0.943 a
P. pomaceus - P. ceracifera
p 0412 a 0.842 a 0.658 a 0.489 b 1.281 a 0.639 b 0.628 a 0.983 a
t 0.440 a 0.650 a 1.188a 0.677 a 0547 a 0983 a 0.848 a 0.863 a
P. brevispora - M. azedaradh
p 0268 b 0371 b 0.518b 0724 3 0716 b 0930 a 0.833a 0.895 a

Referencias.:ls9s/l1164, celulosa/holocelulosa; Isss/l1s08, celulosa/lignina; Isse/l1734, celulosa/hemicelulosa;
l1s08/11164, lignina/holocelulosa; l1734/11508, hemicelulosa/lignina; lises/l133s, lignina/syringyl (S); l1sos/l126s,
lignina/guaiacyl (G); l133s/l126s, Syringyl (S)/guaiacyl (G). 2: t, testigo; p, madera atacada. 3: letras

distintas indican diferencias significativas (> 0.10, Pandey & Pitman, 2003).
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A

Figura 7. Espectro de absorcion FTIR
promedio de Acer negundo (A), Ligustrum
lucidum (B) y Salix sp. (C) atacada por
Cerrena unicolor. limea gris madera sana;

Iinea negra madera degradada.
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2.- Pudriciones castanas

En cuanto a las pudriciones castanas (Tabla 6), excepto en eucalipto, en las
muestras p, respecto de sus correspondientes t, fue determinado un incremento en el
indice de absorbancia relativa (1AR) l1s0s/ 11164 (igninasholocelulosa) que evidencid el curso de
un proceso de degradacion acentuada de la fraccion de carbohidratos de la pared. De
igual modo se interpretd la reduccion en la relacion li1734/l1508 (hemicelulosas/lignina) Y €N
ls96/11508 (celulosa amorfasiignina) d€ cada muestra. En eucalipto, fresno, falsa acacia y dlamo, el
menor 1AR para |896/|1164(celuIosaamorfa/holocelulosa) e |896/|1734 (celulosa amorfa/hemicelulosas) y el mayor
para li2o/l896 (celulosa cristalina/celulosa amorfay COMO tambi€én en paraiso la ausencia de un
registro lsee (celuiosa amorfa) INiCO la degradacion de este carbohidrato por sobre el resto
de la holocelulosa. En cuanto a la lignina, el tipo siringyl (S, li33s) fue el
preferentemente atacado, €sto puesto en evidencia por la ausencia de registros en
eucalipto y fresno, por el mayor IAR l1s08/11335 (ignina/unidades syringyy Obtenido en dlamo

como también por lo hallado para la relacion l13ss/l12es (unidades syringyl/guayaci).
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Tabla 6. Pudriciones castanas: resultados de determinaciones quimicas realizadas en muestras de madera banda 1800 y 800°™".

Intensidad de Absotbanda Relativa (].AR)]'
Interaccion analizada -Tratamiento

Isosli164 Tgos/I1508 Tsos/T1734 Iisog/l1164  Iizaalasoe Iisoslizss  Iisos/Iizes  lizssylizes  liazo/Ises  Iiazo/miiss

E tereticomis i 0618 o 0.772 3.170a 0.800 2 0.244 & 0.976 1,107 1.134 1.297 3 0.801 3
p 0.232 b 0307 b 0.715b 0.755 a 0.429 b 0.735b 4931 b 1.143 b
t 0.485a 0.762 1.181a 2,636 a 0.645 a 0.915 0.797 3 0.871 1,486 a 0.744 3

F. pennsylanica
p 0.246 b 0191 b 0.427b 1.284 b 0.448 b 1.076b 4.649 b 1.129 b
Laetijporis t 0.440 0.650 1.188 0.677 a 0.547 0.983a 0,848 3 0.863 a 1.618 07123

sulphiureus M. azedarach
p 1.136 b 0.337 b 0.986a 0.990 b 1.004 b 1.027 b
t 0.489 a 1.101 a 1.197a 0.444 a 0.920 a 0.596a 0.524 3 0.378 a 1.579a 0.7733
F. aba

p 0,214 b 0389 b 0.928 b 0.551 b 0.420 b 1.179 b 0.902b 0.765 b 3494 b 0.749 3
t 0.3% a 0.664 a 0.563a 0.594 a 1180 a 0.740a 0.637 3 0.861 a 20113 0.6723

R. peeudoacacia
p 0.232 b 0210 b 0.326 b 1.102 b 0.646 b 0.991 b 1.008 b 1.018 b 4396 b 1.018 b

Rererences. ': lIso/l1164, CelUlOSa/Nolocelulosa; Isg9s/l1508, Celulosa/lignina; Isgb/11734, Celulosa/nemicelulosa; I1sos/11164, ligNINa/snolocelulosa; 11734/11508,

hemicelulosa/lignina; l1s08/1133s5, lignina/syringyl (S); l1sos/l126s, lignina/guaiacyl (G); l133s/l12es, syringyl (S)/guaiacyl (G). 2: t, testigo; p, madera atacada. 3:

letras distintas indican diferencias significativas (> 0.10, Pandey & Pitman, 2003).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos por ambas metodologias como lo son las alteraciones
en la fraccion polimérica estructural (Tablas 3 a 6), son compatibles con los de
sustratos lignoceluldsicos expuestos a pudricion blanca y a pudricion castana, tipos de
deterioro que originan las especies fungicas asociadas a las maderas (Tabla 1).

Los hongos xildfagos atacan los componentes estructurales de la pared -
celulosa, hemicelulosas y lignina -, de diferentes modos y en proporciones distintas lo
cual determina 3 tipos principales de pudriciones: blancas, castanas y blandas — estas
dltimas quimicamente semejantes a las pudriciones castanas y poco frecuentes en
drboles en pie, vivos — (Blanchette, 1995).

Las pudriciones blancas resultan de la despolimerizacion simultdanea del
complejo lignoceluldsico - pudriciones blancas simultdneas (PBSi) - o bien de un
proceso de selectiva delignificacion - pudriciones blancas selectivas (PBSe) - luego del
cual la celulosa puede o no ser degradada. Las pudriciones castanas resultan de la
degradacion de los polisacdridos del lerio; la lignina solo es modificada (Martinez et al.,
2005; Fackler & Schwanninger, 2012; Rytioja et al., 2014).

Pudriciones blancas

Lo obtenido mediante TAPPI (Tabla 3) en cuanto a la preferente degradacion
de la celulosa en arce, paraiso, roble y sauce infectados por hongos reconocidos como
delignificadores selectivos (Blanchette, 1984a; b; Blanchette et al., 1985; Otjen et al.,
1987; Adaskaveg et al., 1990; Robles et al., 2014), resulta compatible con la
importancia de la degradacion inicial de la celulosa como tambien de las hemicelulosas®
para el crecimiento fungico y la metabolizacion de la lignina. Ander & Eriksson (1977)
demostraron que ciertas especies son altamente dependientes de la celulosa para
lograr la degradacion de la lignina. Coriolus versicolor y Phanerochaete chrysosporium
requieren glucosa o celulosa para metabolizar la lignina (Blanchette, 1984b). Ejechi y
colaboradores (1996) obtuvieron resultados similares para las maderas T7iplochiton
scleroxylon (samba) y Khaya ivorensis (caoba africana) expuestas a Pleurotus
ostreatus, especie responsable de PBSe. Respecto de las hemicelulosas, su

descomposicion es considerada un paso previo esencial para la degradacion de la

8 Se incluyen las hemicelulosas pensando en la poca precision de la metodologia; los porcentajes

de celulosa determinados podrian incluir cierto porcentaje de otros carbohidratos.
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lignina; facilitaria el acceso a las enzimas ligninoliticas como también proveeria de
energia ya que la lignina no sirve como sustrato energetico para el crecimiento
(Martinez et al., 2005).

Factores como el sustrato — estructura y composicion quimica - y el medio
ambiente — condiciones de humedad y temperatura — son reconocidos como
determinantes de la distribucion y extension de la delignificacion (Blanchette et al.,
1985; Agosin et al., 1990; Blanchette, 1991; Martinez et al., 2005) y por ello, podrfan
estar afectando los resultados obtenidos. Asimismo, existen evidencias de procesos de
delignificacion que quedan enmascarados al analizar quimicamente las maderas. Segun
Blanchette (1984a) y Otjen et al. (1987) la presencia de sectores con diferentes modos
y grados de degradacion serian la causa, rasgo que se identificd en estas maderas
durante los estudios anatomicos: sectores con PBSe y ataque a la celulosa residual
interpuestos en dreas con PBSi, tipos de deterioro que se presentaron con diferente
intensidad por sectores del tejido. Este tipo de pudricion blanca, conocida como
“mottled rot”, es frecuente entre especies capaces de delignificar selectivamente la
madera (Otjen & Blanchette, 1986), como lo son los hongos asociados a las muestras
analizadas. Por su parte, en paraiso y roble, el notable incremento en el porcentaje
relativo de lignina se corresponde con lo identificado en el material: la resistencia a la
delignificacion que presentaron los radios (particularmente anchos y altos en paraiso),
la persistencia de los elementos de vaso, tipo celular caracterizado por su alto
contenido de lignina y del tipo guayacil - considerada la mds resistente a la
degradacion — (Blanchette et al., 1988; Skyba et al., 2013; Pramod et al., 2015), el
ataque a la celulosa residual y la alta densidad de la madera del parafso.

Autores como Otjen et al. (1987) y Van Heerden et al. (2008) mencionan
diferencias en los modos de degradacion entre aislamientos de una misma especie
fungica; €sto tambieén podria explicar lo obtenido.

En cuanto a la delignificacion identificada en eucalipto, se corresponde con lo
citado para Pycnioporus sanguineus (Luna et al., 2004; Levin et al., 2007; Kim et al.,
2015; Naidu et al., 2017; Gao et al., 2018). Para la combinacion ciruelo de jardin —
Phellinus pomaceus, la PBSe diagnosticada es compatible con el tipo de pudricion
blanca que originan distintas Phellinus spp. (Blanchette, 1991; Luna et al., 2012) y con
las alteraciones anatomicas observadas en el material: delignificacion diagnosticada
por la coloracion verdosa de sectores del tejido tenido con safranina fast-green y

separacion celular.
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En referencia a los extraibles, los mayores porcentajes obtenidos en las
muestras p (Tabla 3) resultan compatibles con las evidencias de ataque a la fraccion
polimérica y con la acumulacion de los productos resultantes por falta/lento consumo
por parte de las cepas (Kirk & Highley, 1973). La mayor R/A en roble y paraiso, se
corresponden con la conocida actividad lacasa — enzimas presentes en los hongos de
PB - sobre la fraccion soluble en agua caliente de las maderas y con el blanqueamiento
evidenciado en las muestras (Figura 1: fotos 1y 4). Los extraibles en agua caliente
incluyen sales orgdnicas, gomas, mucilagos, pectinas tales como galactanos, porciones
de taninos y pigmentos (Rodriguez, 1978; Hillis, 1987). La madera del roble y del
paraiso diferencian verdadero duramen, coloreado, constituido por taninos Yy
compuestos gomosos pigmentados (Hillis, 1987; Inside Wood Database). Las lacasas
transforman compuestos fendlicos como parte de una estrategia de detoxificacion para
facilitar la degradacion del leno como también se le atribuyen propiedades relacionadas
con la decoloracion de tintes, entre otras, (Nyanhongo et al., 2010). Es conocida
ademds la capacidad que posee Ganoderma spp. para degradar polifenoles (Schwarze,
2007). Lo expuesto permitiria obtener maderas “blanqueadas”, con bajos contenidos
de extraibles como ocurric en las muestras bajo estudio. Existen registros del
blanqueamiento de maderas colonizadas por Coriolus versicolor debido a la destruccion
de sus materiales pigmentados (Cartwright & Findlay, 1958, tomado de Ejechi et al.,
1996).

Respecto de la técnica FTIR (Tabla 5), lo hallado en las muestras
pertenecientes a las interacciones con Bejerkandera adusta, C. unicolor y P. pomaceus
se corresponden con el curso de una PBSe, modo de ataque citado para estos hongos
(Blanchette, 1984a; Blanchette et al., 1985; Otjen et al., 1987; Robles et al., 2014) e
identificado anatdmicamente durante el desarrollo de esta investigacion.

En cuanto a las muestras que forman parte de las interacciones que incluyen a
Ganoderma resinaceum, Arambarria cognata, Inonotus rickii Yy Phlebia brevispora —
responsables de PBSe -, la preferente degradacion de la fraccion de polisacdridos por
sobre la lignina identificada, coincide con lo mencionado previamente en cuanto a: la
importancia de la degradacion inicial de la celulosa y hemicelulosas para el crecimiento
fungico y la degradacion y metabolizacion de la lignina; la influencia del sustrato y del
medio ambiente en el proceso de delignificacion; el desarrollo de un patron moteado
de deterioro que podria enmascarar la degradacion de la lignina acentuado por el
pequefno tamano de la muestras analizadas y la presencia de diferentes estados de

degradacion por sectores del tejido; la persistencia de células/sectores del tejido
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altamente lignificados, como lo son los vasos y laminilla media compuesta; diferencias
en el modo de degradacion entre aislamientos de una misma especie. Ademds, la
generacion de nuevos polimeros aromdticos, posiblemente derivados de la
repolimerizacion de los productos de deslignificacion y la sintesis eventual de
melaninas fungicas que interaccionan equivalentemente a la lignina via FTIR,
comparado con el material de partida, también puede ser la causa de los resultados
detectados (Saparrat, com. pers.). En este sentido, la presencia de extraibles en roble
y paraiso como también de una zona de reaccion en arce negundo, arce sacarino y
eucaliptos contribuirian con la deteccion de niveles de absorbancia que no reflejan el
contenido real de lignina en la madera.

La pronunciada degradacion de la celulosa amorfa por sobre el resto de la
fraccion de polisacdridos es compatible con lo enunciado por distintos autores en torno
al direccionamiento inicial de la actividad enzimdtica — endoglucanasas - hacia dicha
region de la molécula reconocida por su mayor susceptibilidad a la degradacion y
afinidad por las moléculas de agua (Baldrian & Valdskovd, 2008; Quiroz-Castareda &
Folch-Mallol, 2011; Gawron et al., 2012).

Respecto de la preferente degradacion de las unidades S o syringyl ligninas,
distintos estudios sugieren su baja resistencia a la degradacion por especies de
pudricion blanca (Schwarze, 2007; Saito et al., 2012; Skyba et al., 2013). En cuanto a
las reducciones relativas de las unidades G o guayacil, podria resultar de procesos de
metoxilacion mediados por lacasas. Distintas lacasas son reconocidas por causar la
oxidacion de grupos hidroxilos (OH) de mono y difenoles como también de varias
reacciones redox que conducen a la metoxilacion y a otras alteraciones quimicas en las
unidades de lignina. En las unidades G, los grupos (OH") son mds accesibles a las

lacasas que en las unidades S (Skyba et al., 2013; Munk et al., 2017).

Pudriciones castarnas

En referencia a las pudriciones castanas, lo hallado mediante TAPPI (Tabla 4)
en las muestras p en cuanto a la disminucion, respecto de su correspondiente t, en los
porcentajes relativos de celulosa y los aumentos en los de lignina y extraibles, resulta
compatible con el desarrollo de este tipo de deterioro. Los ‘“brown rot fungi”
despolimerizan los polisacdridos estructurales a velocidad mayor a la que los productos
resultantes de la degradacion pueden ser absorbidos y metabolizados — prima el clivaje
por sobre su utilizacion -. La lignina es modificada principalmente por

metoxidacion/demetoxilacion. A causa de ello, el residuo resultante posee un bajo
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contenido de grupos metoxilos y alto de hidroxilos como tambiéen es responsable de la
coloracion castana caracteristica del material (Blanchette, 1995; Fackler et al., 2010;
Rytioja et al., 2014) rasgo observado en las muestras (Figura 1, fotos: 3 y 4). La
intensa despolimerizacion de los polisacdridos - celulosa, hemicelulosas, pectinas -
determina aumentos relativos en los porcentajes de lignina y extraibles (Kirk & Highley,
1973; Pandey & Pitman, 2003; Karppanen et al., 2008; Fackler et al., 2010), tal como
fue identificado. En el caso de los extraibles los incrementos resultan de la
concentracion de los carbohidratos fuingicos, de los productos resultantes de la
descomposicion y por la presencia de contenidos — tilides, taninos, gomas - en el
duramen de las maderas (Kirk & Highley, 1973), compuestos observados en el material
bajo estudio. Fabiyi y colaboradores (2011), en maderas expuestas a degradacion
fungica, determinaron que la quitina de estos organismos contribuye con el incremento
en el contenido de polisacdridos. Por su parte, los mayores valores obtenidos en cada
una de las R/A(p) respecto de R/A(t) tambi€n se corresponden con la preferente
degradacion y posterior metabolizacion de los carbohidratos. Los extraibles solubles en
agua caliente constituyen una medida de la cantidad de sales orgdnicas, gomas,
taninos y pectinas (galactanos), contenidos en la madera, entre otros compuestos
(Rodriguez, 1978).

La mayor resistencia a la degradacion identificada en paraiso (Tabla 4) resulta
compatible con sus caracteristicas anatomicas. Esta especie posee compuestos
gomosos pigmentados en los Iimenes de los elementos de vaso, predominantes en los
del leno temprano (InsideWood Database). En las maderas con porosidad circular,
como la de esta especie, los vasos del leno temprano — de didmetro mayor -
conforman la principal via de colonizacion fungica. La presencia de contenidos en las
cavidades celulares constituye una barrera a la colonizacion y degradacion (Shigo &
Marx, 1977; Schwarze et al., 1997; Schwarze et al., 2000a). De acuerdo con ello, estos
rasgos condicionarfan la colonizacion de esta madera, limitdandola a los sectores del
anillo considerados menos eficientes desde el punto de vista de la invasion fungica —
lefo tardio -. Kirk & Highley (1973) mencionan la influencia del sustrato por sobre las
cepas xilofagas en las tasas de remocion de los principales componentes estructurales
de la pared celular. No obstante, existen antecedentes en torno a la habilidad de ..
sulphureus para superar dichos obstdculos/barreras mediante su destruccion
(Schwarze et al., 2000a; Murace et al., 2017). La capacidad de degradar extraibles que
posee esta especie, entre ellos, compuesto fendlicos (Schwarze et al., 1997; Schwarze

et al., 2000a; Mtui & Masalu, 2008), tambien contribuye a explicar la eficiente
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descomposicion identificada en eucalipto — poseedora de taninos - (Hillis, 1987;
InsideWood Database).

En cuanto a lo obtenido mediante FTIR (Tabla 6) — incremento relativo de la
lignina respecto de la holocelulosa, celulosa amorfa y hemicelulosas en las muestras p
- tambieén es compatible con el ataque preferencial de los polisacdridos que realizan los
hongos de pudricion castana, como lo es Laetiporus sulphureus, mediante un sistema
enzimdtico y no enzimdtico difusible — agentes oxidantes o ROS, particularmente OH-,
que causan la despolimerizacion inicial de dichos compuestos -. Pandey & Pitman
(2004) y Fabiyi et al. (2011) arribaron a resultados similares mediante esta técnica,
utilizada para la caracterizacion quimica de lenos de Latifoliadas expuestos a
Coniophora puteanay Gloeophyllum trabeurn, respectivamente.

La pronunciada degradacion de la celulosa amorfa identificada, se corresponde
con lo enunciado previamente: alta susceptibilidad a la degradacion y afinidad por las
moléculas de agua (Baldrian & Valdskovd, 2008; Quiroz-Castarfieda & Folch-Mallol,
2011; Gawron et al., 2012).

El notable incremento en el indice de cristalinidad (IC) estaria asociado a la
preponderancia de una fraccion amorfa de polisacdridos, mds susceptible a la
degradacion. De acuerdo con Fackler et al. (2010), si bien este tipo de deterioro
reduce la cantidad de celulosa cristalina, menos de un tercio de los polisacdridos de la
pared celular poseen esta propiedad. En este tipo de pudricion la intensa
despolimerizacion de la fraccion amorfa — hemicelulosa, pectinas, celulosa
paracristalina —, tal como fue determinado, conduce inevitablemente a un incremento
relativo del IC. Howel et al. (2009) encontrd en madera de pino con 50 % de pérdida
de peso incrementos en la cristalinidad relativa de dicha madera. De igual modo
Hastrup et al. (2012) en madera de arce expuesta a Gloeophyllum trabeum.

La ausencia o disminucion relativa de las unidades siringyl lignina (S)
determinada podria deberse a la preferencia de L. sulphureus por dicho sustrato o por
su oxidacion. Skyba et al. (2013) sugiere que la disminucion relativa de S en madera
de dlamo expuesta a Coniophora puteada — especie de pudricion castana - podria
deberse a una acentuada demetoxilacion y consecuente transformacion en G o
guayacil lignina. Durante el curso de las pudriciones castanas la lignina es
notablemente modificada por metoxilacion y/o demetoxilacion, entre otros mecanismos
existentes de transformacion de este heteropolimero aromdtico (Jin et al., 1990; Yelle

et al., 2011). No obstante, la metoxidacion/demetoxilacion es considerada la principal
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estrategia empleada por los hongos de pudricion castana en la transformacion inicial
de la lignina (Eriksson et al., 1990; Fackler & Schwanninger, 2012).

En las maderas bajo estudio, lo hallado en torno a la degradacion de los
carbohidratos también se corresponde con la consistencia frdgil detectada en la
totalidad de las muestras y con lo observado mediante los estudios anatomicos:
contraccion generalizada del tejido, presencia de fracturas y péerdida de birrefringencia
como indicador indirecto de celulolisis.

Laetjporus sulphureus es un patogeno frecuente en el arbolado urbano,
reconocido por disminuir notablemente la capacidad resistente de las maderas
naturalmente infectadas, propiedad particularmente debida a la celulosa — grado de
polimerizacion, puentes de hidrdgeno intermoleculares, estructura cristalina y por su
disposicion, respecto del eje longitudinal de las células, formando un pequeno dngulo
microfibrilar - (Schwarze & Fink, 1994; Schwarze, 1995, tomados de Schwarze et al.,
2000a; b).

CONCLUSIONES

La totalidad de las muestras — sanas y expuestas a degradacion - presentaron
la composicion quimica caracteristica de un sustrato lenoso. En las muestras atacadas,
la modificacion de la matriz lignoceluldsica resulto acorde al tipo de pudricion que
causa la cepa xilofaga integrante de la combinacion hospedante-patogeno considerada.

Las pudriciones castanas, en la totalidad de las interacciones, resultaron mds
homogeneas en cuanto al ataque preferencial de los carbohidratos por sobre la lignina.
En este tipo de deterioro las modificaciones anatomicas manifestaron igual tendencia.
Las diferencias en la intensidad de la degradacion de cada uno de los componentes de
la pared celular se correspondieron con sus diferencias anatomicas.

En cuanto a las pudriciones blancas, los resultados obtenidos para cada una de
las combinaciones analizadas fueron mds variables (implicaron mds especies xildfagas),
en particular respecto del ataque a la lignina, esto teniendo en cuenta que todas las
especies fungicas identificadas son delignificadoras selectivas. En cada una de las
muestras y por ende interacciones hongo-madera, diversos factores contribuyeron a
esa variabilidad, como la intensidad de ataque por sectores del tejido (en las
pudriciones moteadas), las distintas etapas o grados de pudricion registrados, factores
del medio y del sustrato, la posible generacion de compuestos resultantes de

fenomenos de repolimerizacion y/o precipitacion que enmascaren el ataque a la
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lignina, la acentuada degradacion de los polisacdridos y por dltimo la disponibilidad de
material para los andlisis. Debido a ello, nuevas repeticiones aportarian informacion
valiosa para este tipo de estudios.

Si bien ambas metodologias permiten determinar el curso y tipo de deterioro
presente en un ejemplar, la técnica FTIR brinda mayor detalle con menor cantidad de
muestra, respecto al modo en que ocurren las alteraciones quimicas en un sustrato

lignoceluldsico afectado por pudricion blanca y castana.
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CONCLUSIONES FINALES

A través de este trabajo se estudian por primera vez para la Argentina
interacciones entre hongos xiléfagos/especies arboreas de modo integral, incluyendo la
identificacion de las cepas fungicas a nivel morfologico y molecular, la actualizacion
nomenclatural/taxonomica, asi como las alteraciones anatdmicas y quimicas que
causan las mismas en las maderas. Excepto para las interacciones Cerrena
unicolor/arce y Laetiporus sulphureus/falsa acacia, los resultados obtenidos constituyen
primeros aportes a nivel mundial en torno a las alteraciones quimico-estructurales en
maderas naturalmente infectadas y la interpretacion de dichos cambios considerando
aspectos vinculados con los hospedantes y las cepas fuingicas.

Se identificaron 13 cepas xilofagas, en su mayor parte Poliporales asociadas a
drboles en pie vivos, con comportamiento pardsito facultativo, 12 de ellas causantes de
pudricion blanca y sdlo una de pudricion castana, L. sulphureus. La preponderancia de
L. sulphureus seria consecuencia de la diferenciacion de abundantes clamidosporas y
conidios en las maderas atacadas a lo que se suman su condicén de “heart rot fungi” y
como tal su ingreso via heridas que exponen al duramen - danos frecuentes en los
ambientes urbanos -, su condicion de patogeno generalista y agresivo (capaz de
colonizar y degradar los extraibles presentes en el tejido).

Se analizaron un total de 19 interacciones (12 correspondientes a pudricion
blanca y 7 a pudricion castana). La totalidad de las interacciones presentaron las
consideradas evidencias externas de pudricion (heridas que exponen madera,
basidiomas, hundimientos, deformaciones de la corteza, entre otros) corrobordndose la
hipotesis planteada: ...... "las evidencias externas permiten predecir la existencia de
pudricion en los arboles...”

Las asociaciones identificadas resultaron de la combinacion hongos xildfagos
responsables de pudricion blanca o bien de pudricion castana con Latifoliadas exdticas
(14 taxones del contexto urbano de la ciudad de La Plata y sus alrededores),
hallandose en la zona de muestreo solo una combinacion hospedante/patogeno con
Gimnospermas (Cupresus sp.) para la cual si bien no fue posible aislar a la cepa
fungica, dicha cepa fue considerada como responsable de pudricion castana en base a
los rasgos de la madera atacada. De acuerdo con ello la conformacion de las
interacciones que incluyen a L. sulphureus conducen a rechazar lo planteado......"/os

hongos de pudricion castaria se asocian a maderas de Gimnospermas y los de
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pudricion blanca a maderas de Latifolladas...” afinidad que si se presenta en las
regiones templadas del hemisferio norte, y es la tradicionalmente considerada. Por su
parte, los resultados obtenidos se corresponden con lo citado para los bosques de
Nothofagus ubicados en la provincia biogeogrdfica subantdrtica. En el drea de
muestreo considerada en esta investigacion como asf también en la mencionada region
sur de Sud Ameérica, la baja proporcion de taxa pertenecientes a las Gimnospermas
contribuiria con ello.

Se menciona un nuevo hospedante para T7yromices fissilis en la ciudad de La
Plata (7ilia sp.), como asi tambi€én se aporta una nueva evidencia del rol patogenico
que estaria cumpliendo Phlebia brevispora, constituyendo ademds un primer registro
de la presencia de esta especie en nuestro pais.

En los lefios analizados, las pudriciones blancas (selectivas y simultdneas) y las
castanas fueron identificadas a través de caracteres diagndsticos como delignificacion,
separacion celular, adelgazamiento de paredes, agujeros, acumulacion de micelio,
fracturas, decoloracion, perdida de birrefringencia, entre los mds relevantes. Dentro de
cada tipo, las diferentes combinaciones madera-especie xildfaga mostraron patrones
de colonizacion y degradacion fungica particulares, compatibles con las caracteristicas
anatomicas del sustrato, con los aspectos quimico/estructurales de cada tipo celular
(pared y contenidos) y la agresividad y el potencial enzimdtico de la especie fungica,
incluyendo la capacidad del patdogeno para salvar las barreras pasivas o activas
impuestas por los hospedantes, todo lo cual permitio aceptar que ... “existen diferentes
patrones de degradacion para cada combinacion hospedante — patdgeno......"

En las muestras con pudricion blanca, analizadas mediante TAPPI, para cada
combinacion sustrato-hongo se registré en general un menor porcentaje relativo de
lignina - excepto en paraiso y roble - y de celulosa, y un mayor porcentaje relativo de
extraibles, particularmente los solubles en agua caliente. En referencia a las
pudriciones castanas, para la totalidad de las muestras se obtuvo una notable
disminucion en el porcentaje relativo de celulosa e incrementos en los porcentajes de
lignina y extraibles, principalmente los solubles en alcohol benceno. Los andlisis con
FTIR en maderas con pudricion blanca permitieron detectar casos de delignificacion
selectiva, por ejemplo, en la interaccion Bejerkandera adusta — sauce, en las
interacciones Cerrena unicolor - arce negundo, ligustro y sauce y en la interaccion
Phellinus pomaceus — ciruelo. Muestras con pudricion castana también evidenciaron el
curso de un proceso de degradacion acentuada de la fraccion de carbohidratos de la

pared. La rdpida e incipiente destruccion de los polisacdridos determina la disminucion
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drdstica de las propiedades de resistencia de la madera, lo cual atenta contra la
estabilidad de los ejemplares, poniendo en riesgo a la poblacion, sus bienes y servicios
en el contexto urbano.

Por lo expuesto, lo hallado en este estudio suma evidencias a favor de la
hipdtesis que plantea que distintos hospedantes pueden ser afectados de modo
diferente por la misma especie fungica, de acuerdo a sus rasgos anatomicos
particulares, a las diferencias en el potencial enzimdtico que pueda presentarse entre
cepas fungicas, y a las estrategias de colonizacion que dichas cepas desarrollen. Todo
esto se traduce en distintos impactos sobre la capacidad resistente de las maderas, asf
como sobre el riesgo que significa la presencia de determinados hongos en el arbolado
urbano. En suma lo obtenido permite aceptar que........ “las modificaciones estructurales
Y quimicas de la madera degradada permiten determinar el tipo y patron de pudricion

y estimar su posible influencia en la alteracion de las propiedades de resistencia....”
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