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Resumen

Los bosques andino patagonicos, mundialmente valorados por la belleza de sus paisajes,
constituyen un gran reservorio de biodiversidad al mismo tiempo que albergan recursos
econémicamente explotables como la madera, plantas ornamentales, frutos y hongos con
valor comestible o medicinal. En particular hace unos pocos afios los arboles agrupados en la
familia Proteaceae cobraron visibilidad en nuestro pais a raiz de que incremento la demanda
mundial de plantines para uso ornamental y también el uso de su peculiar madera. Esto

impulsoé, entonces, el estudio de la sanidad de estas plantas.

Con el objetivo de contribuir al conocimiento de los micromicetes patégenos que afectan
protedceas nativas de los bosques andino patagonicos, se estudiaron las especies asociadas

a Lomatia hirsuta ssp. obliqua (Lam.) Diels., vulgarmente conocida como radal.

Las muestras utilizadas fueron hojas y pequefias ramas con sintomas de ataque fungico.
Estas fueron coleccionadas en los bosques andino patagonicos de las provincias del Chubut
y Neuquén entre los afios 2004 y 2010. El andlisis de las mismas se realiz6 bajo lupa binocular,
realizandose cortes a mano alzada con hoja de afeitar, y la observacién de estructuras
diagndsticas mediante microscopio 6éptico de campo claro, lograndose en ambos casos la
toma de fotomicrografias. También se realizaron aislamientos y cultivos en diferentes medios
agarizados. La identificacibn morfolégica de algunas especies fungicas halladas pudo ser
complementada con estudios filogenéticos mediante andlisis de maxima verosimilitud y

bayesiano.

Se registraron y describieron siete especies de ascomicetes. Entre ellas se describen dos
especies nuevas para la ciencia, una en el género Epicoccum y otra en el género
Rhodesiopsis. Ademas, estas dos especies junto con la especie de Phacidium registrada en
hoja, son sugeridas como patégenas y se describen los sintomas observados. Se registra por
primera vez para Sudamérica el género Rhodesiopsis, por primera vez para Argentina el
género Seuratia, representado por la especie Seuratia cfr. millardetii, y por primera vez sobre
radal los géneros Phacidium, Cytospora y Halomassarina. Finalmente se documenta la
presencia de Cryptosporiopsis cfr. lomatiae, ampliando su distribucion dentro de la provincia
del Chubut.



Introduccién

Los bosques andino patagonicos o valdivianos, son formaciones forestales que recorren el
sur de Argentina y Chile entre los 50 y 1600 metros sobre el nivel del mar (Damascos, 1996;
Paz & Raffaele, 2015); forman parte del patrimonio natural mundial y son de especial
importancia para las comunidades locales. En nuestro pais se encuentran ubicados desde el
norte de la provincia del Neuquén hasta el sur de Tierra del Fuego, ocupando también las
provincias de Rio Negro, Chubut y Santa Cruz, en donde forman una fina franja occidental,
delimitada al oeste por la Cordillera de los Andes y al este por la estepa patagonica. En ellos
se pueden encontrar formaciones rocosas de gran porte y numerosos lagos producto de los
deshielos (Donoso, 1993), rodeados de la mas vasta diversidad de plantas, animales y hongos
(Toledo et al., 2014).

Debido a su accesibilidad (Damascos, 1996), los bosques andino patagoénicos estan
sometidos en mayor o menor medida a disturbios de origen antrépico que dificultan la
conservacién de especies nativas. Los procesos naturales de cambio ambiental se ven
acelerados por la actividad humana, principalmente por el uso extensivo e intensivo de la tierra
para agricultura y ganaderia. La fragmentacion de los ecosistemas favorece a corto y largo
plazo la pérdida de diversidad genética, aumentando el riesgo de extinciébn de especies
nativas (Relva et al., 2014), y el ramoneo de especies herbivoras modifica la proporcion y
cantidad de biomasa tanto aérea como subterrdnea de las plantas, afectando las relaciones
de competencia entre especies, favoreciendo indirectamente a aquellas menos palatables
(Paz & Raffaele, 2015). También son de gran importancia los incendios de origen natural y
antropico, cuya frecuencia se espera que aumente como consecuencia del aumento de
temperaturas y sequias (Rago et al., 2023), la urbanizacion y la introduccion de especies
exdticas en los ambientes (Bomhard et al., 2005; Rovere, 2023). Este Gltimo es uno de los
disturbios de mayor impacto, donde finalmente las especies de plantas exéticas introducidas
terminan colonizando gran parte del territorio, incluso dentro de &reas protegidas como el

Parque Nacional Nahuel Huapi (Relva et al., 2014).

Los bosques valdivianos constituyen un gran reservorio de biodiversidad al mismo tiempo que
albergan recursos econémicamente explotables como la madera y todos sus derivados,
plantas ornamentales, frutos y macromicetes con valor comestible y/o medicinal (Toledo et al.,
2014), y se destacan por la belleza de sus paisajes, apreciada por miles de turistas y artistas
afo tras afo. Entre las plantas de mayor porte presentes en los bosques andino patagonicos
predominan las especies de arboles de la familia Nothofagaceae, como la lenga (Nothofagus
pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser) y el coihue (N. dombeyi (Mirb.) Oerst.), entre otras, también
se pueden encontrar representantes de las familias Araucariaceae, como el pehuén

(Araucaria araucana (Molina) K. Koch), Cupressaceae, como el alerce (Fitzroya cupressoides
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(Molina) I.M. Johnst.) y el ciprés de la cordillera (Austrocedrus chilensis (D. Don) Pic. Serm. &
Bizzarri), Celastraceae, como el maitén (Maytenus boaria Molina) y Proteaceae como el
fuinque (Lomatia ferruginea (Cav.) R. Br.), el radal (L. hirsuta ssp. obliqua), entre otras
(Apodaca et al., 2015).

Esta ultima, constituye una de las familias de eudicotiledoneas mas grandes y mas antiguas
de la tierra, a partir de la cual se plantean las hip6tesis actuales de la historia biogeogréfica
vegetal mundial y en particular, sobre la distribucion mundial de las proteaceas, que seria
resultado de la vicarianza gondwanica junto con procesos de dispersion transoceanica mas
recientes (Barker et al., 2007). Su presencia se ve restringida al hemisferio sur (Gonzalez et
al., 2004), contando con la mayor riqueza en diversidad de especies en Australia y Sudéfrica,
aungue también se encuentra representada en América central y Sudamérica (Torres, 1996).
Los representantes patagonicos de Proteaceae se han vuelto recientemente el centro de
atencion en los estudios de sanidad forestal, por la importancia de estas plantas como
ornamentales de exportacién, y por el valor comercial de sus maderas y flores (Lee et al.,
2005). En la region sur de la cordillera argentina cuatro géneros de proteadceas estan
representados por las siguientes seis especies nativas: Embothrium coccineum J.R. Forst. &
G. Forst., Gevuina avellana Molina, Orites myrtoideus (Poepp. & Endl.) Benth. & Hook. f. ex
B.D. Jacks., Lomatia dentata (Ruiz & Pav.) R. Br., L. ferruginea y L. hirsuta ssp. obliqua
(Donoso & Escobar, 1986; Magnin et al., 2012; Zuloaga et al., 2008).

Lomatia hirsuta:

Lomatia hirsuta ssp. obliqua (de ahora en adelante Lomatia hirsuta), vulgarmente conocida
como ‘radal’, es un arbol nativo de los bosques andino patagonicos de Argentina y Chile y del
noroeste de la cordillera de los Andes, desde el centro de Ecuador hasta el norte de Pera
(Kuhn et al., 2021; Magnin et al., 2012). En condiciones éptimas de crecimiento, puede superar
los 20 m de altura y los 80 cm de didmetro, con un fuste practicamente recto, de corteza
grisacea, manchada de claros y oscuros. Presenta hojas simples, alternas y perennes
(Magning et al., 2012), con margenes totalmente aserrados, de dientes simples, separados
por senos redondeados (Gonzalez et al., 2004). Es un colonizador temprano y se propaga
facilmente, por tanto, es usual encontrarlo en forma de renoval, colonizando suelos
perturbados, al costado del camino y en campos abandonados (Cisternas, 2010). Presenta
un amplio rango ecolégico, capaz de crecer en ambientes de temperaturas frias y templadas.
Suele encontrarse en bosques donde dominan otras especies como Austrocedrus chilensis y
Nothofagus dombeyi (Kiihn et al., 2021) entre los 150 y 1.200 metros sobre el nivel del mar
(Torres, 1996).


http://www.darwin.edu.ar/Proyectos/FloraArgentina/DetalleEspecie.asp?forma=&variedad=&subespecie=&especie=coccineum&genero=Embothrium&espcod=2158
http://www.darwin.edu.ar/Proyectos/FloraArgentina/DetalleEspecie.asp?forma=&variedad=&subespecie=&especie=dentata&genero=Lomatia&espcod=2161

Junto con la baja palatabilidad de sus hojas, el radal reline caracteristicas que lo vuelven muy
interesante para la restauracion de bosques; es una especie facilitadora para el crecimiento
de aquellas nativas mas exigentes (Cisternas, 2010). Por la calidad de su madera también
resulta atractivo para la economia, tanto local como mundial. Esta se caracteriza por su color
gris con vetas parecidas a las del avellano; su apariencia general y la flexibilidad que posee
son comparables a las del nogal americano, por lo que ambas maderas tienen usos similares
(Kuhn et al.,, 2021). Se utiliza en muebleria, en artesanias y también se cultiva como
ornamental en Escocia y Espafia (Cisternas, 2010). En nuestro pais, desde hace varios afios,
las provincias patagonicas fortalecieron sus estrategias de desarrollo econémico y productivo
forestal revalorizando el aprovechamiento de los recursos de los bosques nativos, entre los
cuales se encuentran aquellos provenientes de las poblaciones de proteaceas y mas
precisamente el radal para la realizacion de trabajos de ebanisteria y distintas artesanias,
como la tincién de tejidos (Palacios-Ochoa et al., 2021). En este marco, las investigaciones
relacionadas con los organismos asociados a esta planta, entre ellos los hongos beneficiosos

y los patégenos, adquirieron una relevancia estratégica.
Patégenos y diversidad fangica:

Los bosques nativos de la Patagonia Andina ademas del valor econdémico, ecolégico,
paisajistico y social que representan, son fuente de recursos turisticos, forestales,
patrimoniales y de biodiversidad que deben ser preservados. Ellos son amenazados, entre
otros, por microorganismos patégenos que constituyen importantes factores de riesgo para
los paises agricolas como la Argentina. En particular, los hongos cumplen un rol fundamental
en bosques de todo el mundo ya que interactian de forma diversa con los arboles. Entre las
interacciones beneficiosas se pueden mencionar las especies simbiontes formadoras de
micorrizas, que aportan a la planta mayor translocacion de nutrientes y agua, proteccion frente
a sequias y ataques de patdgenos, y conexion entre plantas vecinas permitiendo el
intercambio de sefales que ayudan al establecimiento de las plantulas (Becquer et al., 2019).
Otras especies habitan en forma endéfita en madera y hojas, con roles muchas veces
desconocidos pero que, en algunos casos, protegen a la planta del ataque de animales
herbivoros o insectos. Sin embargo, las interacciones perjudiciales causadas por patégenos

y algunos saprotrofos pueden ocasionar grandes pérdidas a nivel econémico y ecolégico.

La importancia del estudio de los hongos asociados a las proteaceas es valorada no solo por
su aporte a la micologia sino también en relacion a la biogeografia, fitopatologia, ecologia y
conservacion de la diversidad (Hyde et al., 2007). En relacién al aspecto fitopatolégico se
puede mencionar que la ultima revisibn de patdgenos, tanto en partes aéreas como en
subterraneas, de esta familia de plantas indica 57 enfermedades causadas por 140 especies

fungicas (Crous et al., 2011). Ademas, en distintos estudios de patdgenos y sapréfitos foliares
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de estas plantas se encontré que los patdgenos tienen fuerte especificidad por el hospedante
y los saprotrofos un alto grado de recurrencia, con un alto porcentaje (50%) de especies
nuevas para la ciencia (Crous et al., 2006; Lee et al., 2005; Marais & Wingfield 2001; Taylor
etal., 2001).

El estudio de los hongos asociados a las protedceas cuenta con mas de cien afios de historia
en Sudafrica (Crous et al., 2006) y en Australia con al menos treinta afios; sin embargo, en
América del Sur es muy escaso. Particularmente en la regién de los bosques andino
patagonicos las investigaciones comenzaron con el estudio de los patdgenos foliares de
Lomatia hirsuta y Gevuina avellana en la provincia del Chubut alrededor del afio 2000
(Bianchinotti et al., 2002, Bianchinotti & Rajchenberg 2004). Se realizaron diez nuevos
registros fungicos, uno de ellos para Sudamérica (Bianchinotti et al., 2012) y el resto para
nuestro pais (Bianchinotti & Sanchez 2009, Sanchez & Bianchinotti 2010) a partir de dos
muestras de L. ferruginea tomadas en Puerto Blest (Rio Negro) y en Parque Nacional Los
Alerces (Chubut). Hasta el momento, éstos fueron los Gnicos aportes al conocimento de los
patdgenos y la biodiversidad fungica asociada a las protedceas andinas de nuestro pais.
Teniendo en cuenta que varias especies de esta familia son ornamentales y Ultimamente se
exportan con tal fin, el conocimiento de las especies flngicas que viven sobre y a costa de
ellas, es fundamental. La identificacién de pat6genos flingicos sobre radal es esencial para
luego poder plantear estrategias eficientes de conservacion, produccion y explotacion del
recurso, al mismo tiempo que se aportan datos novedosos que enriquecen el conocimiento
genético-molecular de la diversidad fungica, posiblemente describiendo nuevas especies para

la ciencia.
2. Objetivos
2.1 Objetivo general

Contribuir al conocimiento de los micromicetes fungicos que afectan especies forestales

nativas de nuestro pais, con particular interés en la deteccién de especies patégenas.
2.2 Objetivos especificos

a) ldentificar morfolégicamente las especies de micromicetes foliares y caulinares mas

representativas de Lomatia hirsuta ssp. obliqua.

b) Proponer especies patdgenas en base a la sintomatologia encontrada sobre la especie

forestal en estudio.

c¢) Realizar la caracterizacion molecular de las especies determinadas morfolégicamente.



d) Confirmar la identidad de las especies fungicas nativas aln no conocidas para la Argentina.

e) Generar un catalogo de las especies que habitan en L. hirsuta ssp. obliqua incluyendo
descripciones morfologicas detalladas, informacién molecular, distribuciébn geogréfica y
sintomatologia asociada.

Materiales y métodos
3.1 Hospedante seleccionado

Lomatia hirsuta presenta una distribucion geogréafica amplia, que abarca desde el centro de
Ecuador al extremo norte de Perl, pasando por 30°S en el centro de Chile y llegando a casi
43°S tanto en Chile como Argentina (Magnin et. al, 2012) atravesando una amplia variedad
de condiciones climéticas y diversidad de tipos de suelo (Kiuhn et al.,, 2021). En el lado
occidental de la Cordillera de los Andes esta especie convive con un clima de caracter
oceanico, templado y hiumedo; mientras que en la vertiente oriental Argentina el clima es
templado y seco (Cisternas, 2010). Los suelos donde crece se caracterizan por ser desde
rocosos y aridos, pasando por suelos trumaos, hasta metamorficos, variables. El radal puede
incluso encontrarse sobre laderas erosionadas, conviviendo con rumiantes ovinos y bovinos
(Cisternas, 2010).

El radal cumple muchas funciones ecoldgicas, entre ellas la de proteccion del suelo, refugio
para los animales y efecto nodriza para el establecimiento de otras especies mas exigentes e
interesantes desde la perspectiva de la restauracion ecolégica (Cisternas, 2010). Esta especie
muestra un rapido crecimiento durante los primeros 20 afios de desarrollo que, sumado a la
posibilidad de rebrotar y a la poca palatabilidad de sus hojas, la convierten en un excelente
candidato para la convivencia con la cria extensiva de ganado y la practica silvopastoril.
Ademas, el radal es aprovechado econ6micamente por su madera y propiedades quimicas
de su follaje. Aun asi, en la mayoria de los lugares donde su presencia es relativamente
abundante, como en nuestro pais, la madera se utiliza como lefia. El aprovechamiento no
maderero de esta especie, por las comunidades locales, se debe a los taninos y otros
compuestos presentes en su corteza y hojas, que se extraen y utilizan como colorantes, y en

infusiones como anti-inflamatorios, purgantes y antiespasmadicos (Cisternas, 2010).
3.2 Descripcion fitogeogréfica del sitio de muestreo

La regionalizacion biogeografica de la Republica Argentina segun Apodaca y colaboradores
(2015) determina las distintas provincias fitogeograficas en relacibn a los biomas,
representando la relacion entre la historia geografica y la ecologia del lugar. EI mapa
representativo de las provincias fitogeogréficas resultante se basa en los trabajos previos de

Cabrera (1971) y Cabrera & Willink (1980), entre otros, y segun estos trabajos, los sitios de
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muestreo seleccionados pertenecen a la Provincia Subantéartica. La misma comprende una
superficie de aproximadamente 70.000 km? que se extiende en forma de corredor angosto por
el extremo occidental del Neuquén, Rio Negro, Chubut, Santa Cruz y Tierra del Fuego,
interrumpido brevemente al sur del paralelo 45° por la estepa patagonica. La temperatura
media de entre 5,4 °C y 9,5 °C, mas las precipitaciones anuales, presentes tanto como lluvias
0 nevadas, que oscilan entre 700 y 5.000 mm por afio, generan un clima templado a frio y
himedo que determina una ecorregidon de bosques patagénicos en donde predominan la
formacion de bosques templados, caducifolios y perennes junto con praderas y turberas.

Las especies arboreas caracteristicas de estos bosques también se pueden encontrar en
Australia, Nueva Zelanda, y otras regiones australes del mundo. Entre los géneros mas
importantes se encuentran Nothofagus Blume, Lomatia R. Br., Dacrydium Lamb. y Laurelia
Juss., entre los géneros endémicos, que se encuentran exclusivamente dentro de esta
provincia fitogeogréafica, podemos nombrar a Fitzroya Hook. F ex Lind., Austrocedrus Florin &

Boutelje y Pilgerodendron Florin (Apodaca et al., 2015)
3.3 Muestreos

Las muestras fueron recolectadas entre los afios 2004 y 2010, en temporada otofio, para
estudios realizados en el marco de dos proyectos (CONICET PIP 80101000 y PICT 2018-
3234) de investigacion en sanidad forestal, a cargo del Dr. Rajchenberg, la Dra. Bianchinotti
y la Dra. Sanchez, en dos provincias patagénicas de la Argentina: Chubuty Neuquén. Aquellas
correspondientes a la provincia del Neuquén, fueron tomadas a la vera de la ruta nacional 40,
zona perteneciente al Parque Nacional Lanin, cerca de San Martin de los Andes. Las muestras
correspondientes a la provincia del Chubut, fueron tomadas en el Parque Nacional Los

Alerces, en las cercanias del brazo sur del lago Menéndez y sobre el camino al cerro Dedal.

Se recolectaron hojas y ramas pequefas aun sobre arbol en pie, hojas caidas verdes y trozos
de ramas caidas, que presentaban a simple vista signos de posible ataque fungico. Las
muestras fueron secadas a temperatura ambiente y almacenadas en sobres de papel madera
de 15 x 35 cm. Los materiales se encuentran depositados en el herbario de la Universidad
Nacional del Sur de Bahia Blanca (BBB).

3.4 Microscopia 6ptica

Se utilizaron lupas binoculares WILD HEERBRUGG M5A o LEICA EZ4, para la observacion
de los sintomas encontrados en hojas y tallos, y también de los cuerpos fungicos sobre el

sustrato y las colonias en cultivo agarizado.

Se realizaron cortes a “mano alzada” con hojas de afeitar para estudiar las caracteristicas

morfolégicas microscépicas de las especies fangicas que se encontraron asociadas a los
9



sintomas. Los cortes se observaron en un microscopio optico (MO) de campo claro LEITZ SM
LUX o LEICA DM2000. Con un ocular micrométrico se midieron las distintas estructuras
fungicas de interés para la caracterizacion de especies, y se tomaron fotomicrografias con
una camara WILD SEMIPHOTOMAT MPS11 o Leica ICC50 HD, para guardar registro de
ellas.

Como medio de montaje habitual se utilizd agua de red y, en los casos necesarios, hidroxido
de potasio en solucion acuosa al 5% o 4cido lactico. Cuando fue requerido, se utilizaron los
siguientes colorantes y reactivos: floxina (1%), reactivo de Melzer, tinta china y azul de
algodon.

3.5 Técnicas de aislamiento

Los aislamientos se realizaron a partir de cuerpos flngicos presentes en fragmentos de
corteza caulinar y de epidermis foliar. Para evitar la proliferacion de bacterias y otros posibles
contaminantes, los cuerpos fueron previamente desinfectados en etanol 95%, enjuagados en
agua estéril, sumergidos durante 2 minutos en hipoclorito de sodio al 5% y por ultimo
enjuagados nuevamente en agua estéril (Yuan & Mohammed, 2002). El material himedo se
depositod entre papeles estériles para ser secado. Con hoja de afeitar o bisturi se procedi6 a
la diseccion del material en los casos que se considerd necesario y luego con agujas o pinzas

estériles se coloco en cajas de Petri con medio de cultivo, siguiendo normas asépticas.
3.6 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron Agar Papa Dextrosa “APD” (agar papa glucosado 39
g, agua destilada 1000 cc), Agar Extracto de Malta “MEA” (extracto de malta 20 g, dextrosa
20 g, agar 20 g, agua destilada 1000 cc), Agar Avena “OM” (avena arrollada comercial 30 g,
agar 15 g, agua destilada 1000 cc) y Agar Extracto de Levadura “YEA” (extracto de levadura
5 g, glucosa 20 g, agar 15 g, agua destilada 1000 cc). Los medios de cultivo se prepararon en
botellas de vidrio de 250 cc y fueron esterilizados en autoclave eléctrico a 1 atmdsfera de
sobrepresion durante 20 minutos. Luego fueron volcados en cajas de Petri de plastico
estériles. En algunos casos se colocaron trocitos de hojas de radal desinfectados sobre el
agar. Para ello se cortaron con bisturi pequefios rectangulos de hoja y se colocaron en una
caja de petri de vidrio que se paso tres veces por microondas a potencia maxima durante 30
segundos. Entre cada periodo de esterilizacion, la caja se mantuvo abierta por unos minutos

en el flujo laminar para lograr el secado.
3.7 Identificacion molecular

La identificaciébn molecular se realiz6 para cuatro especies fungicas que pudieron ser aisladas

en cultivo. El primer paso fue la extraccion del ADN nuclear que luego fue amplificado
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mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en ciertas regiones de interés para la
discriminacion inter-especifica. Por dltimo, se solicitd la secuenciacion de los fragmentos
obtenidos como servicio a la empresa Macrogen Inc. (Corea del Sur). Se compararon los
resultados en un primer acercamiento mediante el uso de BLASTn (herramienta béasica de
busqueda de alineamiento de nucleétidos) del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
(NCBI, USA). De esa misma base de datos se obtuvieron las secuencias de las especies
utilizadas para el analisis filogenético que se realiz6 a través de dos métodos: méaxima

verosimilitud y bayesiano.
3.7.1 Extraccién de ADN

La extraccion de ADN nuclear se llevé a cabo utilizando el DNeasy Ultraclean Microbial kit
(Mo Bio Laboratories Inc.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se colecté con espatula
metalica estéril el micelio de tres réplicas de colonias incubadas en APD entre dos y tres
semanas. Este se coloco en un tubo plastico estéril de 2 ml y se dejé al menos una noche en
freezer a -20°C. Para el caso de la especie identificada como Cytospora se realiz6 un
tratamiento previo a la extraccion. Este consistio en dejar la muestra por una noche a -20°C
en 100 pul del buffer de extraccion del kit. Al dia siguiente, se agregaron 200 ul de buffer y se

coloco el tubo en un bafno térmico durante una hora a 65°C.
3.7.2 PCR

Se seleccionaron las regiones no codificantes ITS, LSU y SSU, y el gen TEF1 para su
amplificacion mediante los pares de primers ITS4 e ITS5, LROR y LR5, NS1 y NS4, y EF1-
983F y EF1-2218, respectivamente.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 en un termociclador PXE 0.2
(Thermo Electron Corporation) con un volumen total de 25 ul: 12,5 ul de TAQ mastermix (Tag-
DNA Polimerasa, buffer y dNTPs), 1 ul de cada primer, 9,5 pl de agua ultrapura (libre de ADN
y ARN) y 1 ul de ADN.

La reaccion de amplificacién se corrié segun las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 5 minutos (min), 35 ciclos con desnaturalizacién a 95 °C por 90
segundos (s), annealing a 55 °C por 90 s para ITS, LSU y TEF1 y a 48°C por 90 s para SSU,
elongacién a 72 °C por 1 min, y extension final a 72 °C durante 10 min (Wanasinghe et al.,
2017). Para el gen TEF1, ademas, se realizO un segundo protocolo con las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, 35 ciclos con desnaturalizacién a 94°C
por 30 s, annealing a 52°C por 50 s, elongacion a 72°C por 1 min, y extension final a 72°C
durante 10 min (Tibpromma et al., 2017). Los segmentos amplificados fueron secuenciados

por Macrogen Inc., Corea del Sur.
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3.7.3 Analisis molecular

Las secuencias obtenidas se controlaron manualmente mediante BioEdit Sequence Alignment
Editor v.7.2.5 (Hall, 1999). Luego se realizaron alineamientos mdltiples, mediante el uso de
MEGA v.11.0 (Tamura et al., 2021) con Clustal W, para cada gen junto con secuencias
obtenidas a través de una busqueda exhaustiva en la bibliografia y la base de datos GenBank.
Se obtuvo el modelo que describe la evolucion de cada gen mediante el programa Partition
Finder v.2.1.1 (Lanfear et al., 2012) y, para los casos en que resulto util, se realizé la
concatenacion de genes mediante MEGA. El analisis de maxima verosimilitud se hizo a través
del IQ-TREE v.2.2.0 (Mihn et al., 2020) y el bayesiano mediante Mr. Bayes v.3.2 (Ronquist et

al., 2012). Los arboles resultantes se leyeron mediante FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2018).
Resultados y discusion

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos, ordenados en los siguientes items:
descripcion, distribucién, hospedantes, material examinado y comentarios. Los colores de las

colonias, segun la numeracién de la carta de Rayner (1970), se expresan entre paréntesis.
Aclaraciones:

MEA 7d y MEA 14d hacen referencia a colonias incubadas en agar extracto de malta durante
7 y 14 dias respectivamente en oscuridad y a 20°C. OA 7dy 14d corresponden a agar avena
incubadas en las mismas condiciones. MEA 36d son colonias logradas en agar extracto de
malta con trozos de hojas de radal esterilizados en la superficie, e incubadas a temperatura
ambiente (alrededor de 25°C) por 36 dias. PDA 15d hace referencia a colonias incubadas en
agar papa dextrosa en oscuridad y a temperatura ambiente. YEA 20d se refieren a colonias

incubadas en agar extracto de levadura por 20 dias en oscuridad y temperatura ambiente.
4.1 Cryptosporiopsis cfr. lomatiae Bianchin. & Crous 2002. (Fig.1)

Encontrado sobre hojas de L. hirsuta causando manchas de antracnhosis, con cuerpos

emergiendo en ambos lados de la hoja. Descripcién en Bianchinotti et al., 2002.

Distribucion: Argentina

Hospedantes: Lomatia hirsuta

Material examinado: Argentina, Pcia. del Chubut, Parque Nac. los Alerces, sobre el brazo sur

del Lago Menéndez; 42° 43' 41" S, 71° 44’ 45” O. Leg. Mario Rajchenberg, 03 de mayo del

2010, hojas de arbol en pie, muestra n° 827.
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Fig. 1. Cryptosporiopsis cfr. lomatiae. A. Conidioma sobre hojas de radal. B. Corte transversal de conidioma con
parte del mesdéfilo de la hoja. C. Célula conidiégena (flecha). D. Conidios. E. Conidios (floxina). Barras: B= 100 um,
C-E=10 pm.

Comentarios: el material encontrado difiere de la descripcién original de la especie por el
menor tamafio en general [conidiomas 166-196 x 73-118 um (X= 181 x 95,5), células
conidiégenas 6-11 x 3-4 um (X= 8,8 x 3,95) y conidios 12-23 x 2-2,5 um (X= 17,1 x 2,25)], sin
embargo, el material hallado fue escaso y aparentemente no se encontraba totalmente
desarrollado. Se intentaron realizar aislamientos, pero no prosperaron. El material encontrado
fue confrontado con otros géneros como Cryptocline Petrak de cuyas especies difiere por
poseer conidioma con base estromética, conidios cilindricos y siempre hialinos, o
Cryptomycella Hohn., cuyas especies a diferencia de la aqui mencionada, tienen conidiomas

con paredes mucho mas gruesas, en especial la superior.

El género anamorfico Cryptosporiopsis Bubak & Kabat descrito originalmente (Bubak & Kabat,

1912) para especies con cuerpos lenticulares estromaticos, con base pseudoparenquimatica
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y células conidibgenas emergiendo de la capa celular superior del estroma, por varios afios
fue considerado el estadio asexual de dos géneros de Helotiales, Pezicula Tul. & C. Tul. y
Neofabraea H.S. Jacks. (Wang et al., 2007) y finalmente fue sinonimizado bajo Pezicula (Chen
et al., 2016). La identificacion de sus especies no es sencilla de hacer basandose Unicamente
en aspectos morfolégicos, las caracteristicas del conidioma y la morfologia y tamafio de
conidios suelen ser datos poco confiables, incluso las secuencias de ITS pueden mostrar poca
variacion entre especies de Pezicula dificultando la identificacion de taxones (Verkley et al.,
2003).

Algunas especies como C. eucalypti Sankaran & B. Sutton son consideradas patdgenas
especificas de distribucion geogréafica amplia, halladas en climas tropicales y subtropicales.
Esta especie causa variada sintomatologia, tanto en hojas como en corteza, pudiendo causar
defoliacion total en el extremo de ramas, debilitamiento que permitiria la entrada de otros
patdgenos y hasta podria resultar en la muerte del hospedador generando grandes pérdidas
en los cultivos de eucalipto (Cheewangkoon et al.,, 2010; OId et al., 2002). También se
registran pérdidas en la industria de productos citricos debido a la infeccién por C. citricarpa
L. Zhu, K.D. Hyde & H.Y. Li, causante de manchas foliares durante la estacién hiUmeda en las
islas del Pacifico (Zhu et al., 2012).

4.2 Cytospora sp. (Fig.2)

Conidiomas estromaticos, de consistencia carbonacea, negros, errumpentes sobre corteza de
tallos jévenes, 331-685 x 475-665 pm (X= 454,8 x 560,6), multiloculares, con 2-4 l6culos
ostiolados, formados por células dispuestas en textura epidermoidea, de color pardo, 78-186
X 44-191,5 um (X= 131,7 x 104). Conidi6foros tapizando el interior de los léculos, cilindricos,
ramificados, hialinos, 5-11 x 1,5-3 um (X= 7,6 x 2,2). Células conidiégenas percurrentes,
cilindricas, hialinas, 6-14 x 1-3 um (X= 9,8 x 1,8). Conidios unicelulares, oblongos, de extremos
romos, subobtusos, hialinos, 2,5-6 x 0,7-2 um (X= 4,4 x 1,2).

Distribucion: Argentina

Hospedantes: Lomatia hirsuta

Material examinado: Argentina, Pcia. del Neuquén, Parque Nacional Lanin, al costado de la
ruta nacional n°® 40, a 74 kilometros desde San Martin de los Andes llegando al cruce con ruta

provincial n° 65, 40°35’19” S, 71°39'23” O. Leg. Bianchinotti & Sanchez, 16 de mayo del 2008,
arbol joven, muestra n° 676.
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Fig. 2. Cytospora sp. A. Conidioma errumpiendo sobre rama. B. Léculos del conidioma, corte transversal. C y E.
Conidi6foros y células conidiégenas (floxina). D. Conidiéforo (flecha). F. Conidios. Barras: B= 50 um, C-F= 10 um.
Comentarios: Los representantes del género Cytospora se caracterizan por tener un cuerpo
picnidial con disco ectostromatico prominente, aunque algunos carecen completamente de él.
Independientemente de esto, las especies pueden presentar |6culos Unicos, indivisos, 0
multiples (Fan et al., 2020). Entre aquellas especies que carecen de disco ectostromatico y
presentan multiples l6culos se encuentra Cytospora phialidica W.J. Li, Camporesi & K.D.
Hyde, que fue descrita sobre tallos aéreos muertos de una betulacea, Alnus glutinosa (L.)
Gaertn., en ltalia. Las caracteristicas del conidioma de C. phialidica son coincidentes con las
sefialadas para la especie patagénica y, ademas, ambos ejemplares presentan un ostiolo
sobre cada léculo, en lugar de presentar un canal Unico por union de varios ostiolos, como es
usual ver en el género (Li et al., 2020). Y si bien C. phialidica presenta conidiomas bastante
mas altos (950-1100 um), el ejemplar patagénico también se asemeja a esta especie por el
diametro de sus conidiomas (400-500 um), el tamafio de las células conidiégenas (6-15x1-2
pum) y los conidios (3,5-5 x 1-2 um) (Li et al., 2020).
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Segun la basqueda de similitud de secuencia de nucleétidos (BLASTn) en la base de datos
de GenBank NCBI's, a partir del alineamiento del gen SSU, la secuencia obtenida del
espécimen aqui estudiado arroja un 82% (840/1030 pb) de identidad y 2% de gaps (21/1030
pb) con la especie registrada por Li y colaboradores (2020) como Cytospora phialidica
(voucher MFLU:16-2442, GenBank MT177986) proveniente de Tailandia, un 82% (867/1062
pb) de identidad y 2% de gaps (23/1062 pb) con la especie registrada por Berbee & Taylor
(1992) como Cytospora leucostoma (GenBank M83259) proveniente de Estados Unidos, y un
82% (842/1033 pb) de identidad y 2% de gaps (22/1033 pb) con la especie registrada por
Senwanna y colaboradores (2021) como Cytospora thailandica (isolate MFLUCC 17-0353,
GenBank OL780533) también proveniente de Tailandia. Las secuencias de ITS y LSU
obtenidas no fueron de buena calidad por lo que no se utilizaron en la comparacion genética.
Aunque este andlisis esta lejos de ser concluyente, sobre todo por la baja proporcién de
secuencias del gen SSU de las especies del género en las bases de datos, es alentador ver
gue entre las especies con mayor identidad se encuentre C. phialidica, la cual es
morfolégicamente mas similar. En el futuro se espera lograr las secuencias de los otros genes
para poder realizar el analisis filogenético completo y realizar la identificacion definitiva del

espécimen patagonico.

Cytospora es un género dentro del orden Diaporthales, familia Valsaceae, ampliamente
conocido por ser patdogeno de plantas, y a veces también documentado como enddfito o
saprofito (Bettucci & Saravay, 1993; Fan et al.,, 2020; Gardiner & Petterson, 1972). De
distribuciébn cosmopolita, se ha visto asociado a un amplio rango de plantas lefiosas, tanto
angiospermas como gimnospermas (Adams et al., 2005; Fan et al., 2020; Jami et al., 2018) y
su presencia es favorecida en ambientes frios y secos (Fan et al., 2020). Las especies
patégenas se encuentran asociadas a plantas lefiosas, causando en ellas principalmente
sintomas de antracnosis. Afios atras, la identificacion de géneros se basaba Unicamente en
las descripciones morfolégicas segun la asociacion con el hospedador. Al dia de hoy los
grandes avances en la filogenia molecular permiten la identificacion y descripcion de nuevas
especies mediante el cédigo de barras genético ITS (Fan et al., 2015; Fan et al., 2020;
Lawrence et al., 2016); y progresivamente se estan incluyendo otros loci como TUB2, TEF1y
ACT1 que amplian la base de datos genética permitiendo una mejor discriminacion (Lawrence
et al., 2018). Gracias a estos avances se pudo comprobar que varias especies de Cytospora
pueden infectar a un mismo hospedador, resultando por tanto en una relacion de
patogenicidad no especifica (Fan et al., 2013), otras especies infectan un Unico hospedador o
a un abanico de hospedadores dentro del mismo género (Adams et al., 2005) siendo este
ultimo caso una asociacion con el hospedador que no es taxondmicamente informativa. Entre

los dafios que causan se pueden mencionar lesiones en la corteza, con desprendimientos y/o
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cambios de color y manchas en hojas, tipicas de antracnosis, también se lo encuentra
asociado al xilema (Bettucci & Saravay, 1993). El resultado a largo plazo de la infeccién suele
ser el decaimiento y consiguiente muerte de la planta, que se da de forma progresiva (Fan et
al., 2015) afectando su longevidad y productividad (Lawrence et al., 2018). La enfermedad
suele expandirse en primavera, cuando las plantas incrementan su biomasa (Adams et al.,
2005) o cuando sus defensas se encuentran debilitadas por cambios estacionales u otros
estreses, principalmente los causados por sequia en conjunto con niveles bajos de humedad
en la corteza.

Algunas veces los 6rganos no presentan sintomas, pero se han encontrado especies
endofiticas viviendo en ellos (Adams et al., 2005; Bettucci et al., 2004). En las ramas donde
fue encontrado el material descrito no se encontraron sintomas de enfermedad asociados.
Muchas especies del género Cytospora son la fase asexual del ciclo de vida de especies del
género Valsa Fr., pero como el nombre mas antiguo (1818) y ampliamente utilizado para las
enfermedades forestales causadas por estos hongos fue el de la fase asexual, entonces

Cytospora es el que prevalece en la actualidad (Norphanphoun et al., 2017).

4.3 Epicoccum sp. nov. (Figs.3-6)

Esporodoquios pulvinados, errumpentes en condiciones de humedad, causando manchas

foliares adaxiales irregulares, pardo oscuras a negras.

Colonia en MEA 7d: circular de borde irregular, micelio aéreo blanco, pigmentacion sobre el
agar color durazno claro (N°4), pigmentacién en cara inferior salmén (N°41) , 38-45 mm diam.,
en MEA 14d: pigmentacion sobre el agar y en cara inferior rojo carne (37), 41-49 mm diam.,
en OA 7d: circular de borde levemente irregular, micelio aéreo blanco, pigmentacion sobre el
agar color siena (8), pigmentacion en cara inferior amarillo (43) en el centro a ocre (44) en
borde, 33-47 mm diam., en OA 14d: micelio sobre el agar color &mbar (47), pigmentacion
sobre el agar siena (8) a amarillo (43), pigmentacion en cara inferior amarillo (43), 32-52 mm
diam., en YEA 20d: colonia circular, afelpada, pigmentacion sobre el agar color gris violaceo
pélido (127) y borde color amarillo palido (46), pigmentacién en cara inferior liteo (12) a

naranja (7), 9 mm diam.

Esporodoquios pulvinados, circulares a irregulares, en PDA 15d: 125-150 x 75-112,5 pm (X=
137,5 x 93,75), en YEA 20d: 269-866 x 261-689 um (X= 520,2 x 450,7), en MEA 36d: 97-142
X 69-83 um (X= 115 x 75,3). Conidi6foros cubicos o cilindricos a lageniformes, en YEA 20d:
7-9 X 4-7 ym (X= 7,9 x 5,9), en MEA 36d: 3,7-8 x 4,5-5,5 um (X= 5,7 x 4,8). Células
conidiégenas cubicas a cilindricas, en PDA 15d: 4,3-9 x 4-7,5 um (X = 6 x 5,2), en YEA 20d:
0-1 septadas, 4,3-12,5 x 4-8 pm (X= 6,6 x 5,5), en MEA 36d: 4,3-5 x 4-5,5 um (X= 4,4 x 4,8).
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Conidios multicelulares, sub-esféricos, verrucosos, pardos a pardo oscuros, con célula basal
hialina a subhialina, en PDA 15d: 11-37 x 8,5-30 um diam. (X= 18,7 x 15,15), 9-17 um altura
(X=12,5), en YEA 20d: 16-31 x 15-23 um diam. (X= 20,3 x 18,8), 14-29 um altura (X= 21,3),
en MEA 36d: 13,7-18 x 14,4-18 pm diam. (X= 16 x 16), 12-16 um altura (X= 13,6).

Distribucion: Argentina
Hospedantes: Lomatia hirsuta
Material examinado: Argentina, Pcia. del Chubut, Parque Nac. los Alerces, sobre el brazo sur

del Lago Menéndez; 42° 43' 41" S, 71° 44’ 45” O. Leg. Mario Rajchenberg, 03 de mayo del

2010, hojas de arbol en pie, muestra n° 827.

Fig. 3. Epicoccum sp. nov. A. Colonia desarrollando en MEA, vista dorsal. B. Colonia desarrollando en OA, vista
dorsal. C. Colonia desarrollando en YEA, vista dorsal. D-F. Vistas ventrales de los respectivos medios.
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Fig. 4. Epicoccum sp. nov. A-B. Colonia en PDA. A. Conidio ornamentado (flecha). B. Célula conidiégena (flecha).
C. Colonia en MEA, célula basal clara (flecha). D y E. Conidios en YEA. Barras: A, B, Dy E= 10 um, C= 15 pm.

Comentarios: El material examinado a partir de los cultivos en MEA, PDA y YEA, se asemeja
morfolégicamente en general, y particularmente por el tamafio y forma de los conidios a
Epicoccum layuense Q. Chen, Crous & L. Cai (13-26 um) y a E. henanense W. Zhao, Q. Ning,
& J.Y. Yan (18-30 x 13-26 ym), medidas registradas para ambas especies a partir de cultivos
en PDA (Abeywickrama et al., 2023; Chen et al., 2017; Chen & Li, 2019; Xie et al., 2022). Por
otra parte, los conidios del ejemplar patagénico presentan una célula basal clara y bien
distinguible, que no se encuentra en algunas de las especies con las que agrupa
filogenéticamente, como es el caso de E. astragali W. Zhao, Q. Ning, & J.Y. Yan y E. viciae-
villosae W. Zhao, Q. Ning, & J.Y. Yan. A su vez la especie aqui descrita presenta conidios
bastante mayores que los mencionados para E. astragali (11 x 8,6 ym) y mucho menores que
los registrados para E. viciae-villosae (25-68x20-52 um) (Abeywickrama et al., 2023). Para
la especie E. rosae Wanas., Camporesi, E.B.G. Jones & K.D. Hyde se describen

clamidosporas multicelulares y muriformes en lugar de conidios multicelulares, y estas son
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muy diferentes en aspecto y tamafio (22-35 um) a los conidios de la especie patagdnica
(Wanasinghe et al., 2018). La descripcién original de E. tritici Henn. a partir de material in vivo,
menciona conidios de entre 13y 20 um (Hennings, 1904), y el ultimo registro de esta especie,
también a partir de material fresco, amplia levemente estas medidas (10-22 um) (Thambugala
et al., 2017) pero siempre son menores a los de la especie patagdnica. Asimismo, respecto
del habito, la especie argentina y E. layuense han sido encontradas causando manchas
foliares y el resto de las especies antes mencionadas son endofiticas (E. astragali, E.
henanense y E. viciae-villosae) o saprofiticas (E. mezzetti, E. rosae y E. tritici).

Los resultados del andlisis filogenético (Figuras 5 y 6) respaldan la similitud morfoldgica
hallada, agrupando a la especie encontrada sobre radal con las siete especies antes
mencionadas (E. astragali, E. henanense, E. layuense, E. mezzetti, E. rosae, E. tritici y E.
viciae-villosae). Si bien estas comparaciones son dificiles de realizar e interpretar debido a las
variadas condiciones y medios de cultivo utilizados por los distintos autores a lo largo de la
historia del género, es muy probable que la especie patagdnica represente una especie nueva

lo cual hasta el momento va en concordancia con el analisis filogenético logrado.
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La baja proporcién de secuencias del gen TEF para las especies del género en las bases de
datos, impidi6 realizar un analisis filogenético concatenado con los tres genes amplificados
para la especie aqui descrita. Segun la busqueda de similitud de secuencia de nucleétidos
(BLASTN) en la base de datos de GenBank NCBI’s, a partir del alineamiento del gen TEF, la
secuencia obtenida del espécimen aqui estudiado arroja porcentajes muy altos de identidad
(94%) con algunos aislamientos de Epicoccum sorghinum (Sacc.) Aveskamp, Gruyter &
Verkley, diferente de lo esperado segun el analisis de las secuencias ITS y LSU. Esta especie
suele encontrarse en plantas como un parasito débil o invasor secundario, principalmente
asociado con gramineas. La descripcion morfolégica difiere muchisimo con la de la especie

patagonica (Boerema et al., 2004)

Las especies del género Epicoccum son ascomicetes de distribucion mundial, que se agrupan
filogenéticamente en la familia Didymellaceae (Hou et al., 2020). Han sido documentadas en
ambientes acuaticos, de agua dulce y marina (Ahumada-Rudolph et al., 2019), también en

ambientes terrestres y aéreos (Chen et al., 2017). Por otra parte, han sido registradas
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asociadas a animales, causando toxicidad y alergias, y también a tejidos vegetales e incluso
fungicos (Taguiam et al., 2021). Suelen ser consideradas saprofitas (Vigneshwari, 2020)
aunque también se han descrito especies fitopatogenas hospedador-especificas en mas de
20 paises, incluida la Argentina (Colavolpe et al., 2018). La patogenicidad vegetal de estos
hongos afecta tanto hojas (Chen et al., 2017), como tallos, frutos y semillas (Sisterna & Lori,
2005) y son responsables de significantes pérdidas econdémicas (Oliveira et al., 2017). Al igual
que muchos hongos ubicuos, algunas especies de Epicoccum son de naturaleza endofitica,
no causan sintomas aparentes de enfermedad en la planta (Schulz & Boyle, 2005) y
frecuentemente son aprovechados a nivel industrial (Abdel-Azeem et al., 2021). Por ejemplo,
algunas especies no causan enfermedad en el hospedador colonizado y, al contrario, actan
como agentes de control biolégico de otros patégenos (De Silva et al., 2021; Taguiam et al.,
2021; Vigneshwari, 2020). Un caso bien estudiado es el de la vid, en donde la evidencia indica
gue la presencia de E. layuense tendria un efecto antagoénico frente a otros patégenos (Del
Frari et al., 2019), atribuido a la liberacién de metabolitos secundarios de accién antibacteriana
(Del Frari et al., 2019) y de accion antifingica que inhiben el crecimiento y la produccion de
conidios (Braga et al., 2018). Otro ejemplo es el de la cafia de azucar (Favaro et al., 2012) en
donde la presencia de E. nigrum no solo tendria accién antibacteriana frente a otros
patdgenos, sino que también tendria un efecto favorecedor sobre el crecimiento de las raices
de la planta. Un estilo de vida fungicola es otra de las posibilidades para las especies de este
género (Braga et al., 2018), en donde también se destaca su capacidad de producir
compuestos quimicos de interés bioldgico (Guo et al., 2009; Wangun et al., 2007; Zhang et
al., 2007). Asi mismo, algunos representantes se encuentran asociados simbidticamente a
insectos; comunmente en los bosques estas simbiosis se producen entre el hongo e insectos
perforadores de madera (Kostovcik et al., 2015) y en estos casos el hallazgo supone una sefial
de doble amenaza para las plantas del lugar (Vannini et al., 2017).

El ejemplar patagonico fue hallado asociado a manchas de hojas de radal y emergiendo sus
cuerpos al inducirlos mediante condiciones de alta humedad. A su vez en el examen del tejido
vegetal se pudo observar gran cantidad de hifas colonizando un alto porcentaje del espesor
de la hoja. Estas evidencias sugieren la presencia de una especie patdégena o al menos de
una especie patdgena oportunista. En el futuro deberan realizarse estudios de patogenicidad

para poder determinar la naturaleza de esta relacion.

4.4 Phacidium sp. (Fig. 7)

Conidiomas estromaticos, pardo oscuros, subepidérmicos errumpentes sobre hojas,
causando manchas pardo claras a grisaceas, 166-723 x 73-309 um (X= 391,8 x 163,4),
multiloculares, con 2-5 l6culos distribuidos irregularmente, de paredes gruesas, textura

intricata, 29,8-58,5 um diametro (X= 40,3), ostiolos circulares. Coniditforos tapizando el
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interior de los I6culos, clbicos a cilindricos, hialinos, 7-8 x 3-6 um (X= 4,4 x 7,6). Células
conidiégenas subcilindricas, percurrentes, hialinas, 7-9 x 4-6 um (X= 7,9 x 4,4). Conidios
subcilindricos, &pice subobtuso, base roma, con apéndice apical en forma de embudo,
hialinos, 10,5-15,6 x 2,2-3,1 pm (X= 12,7 x 2,7).

Distribucion: Argentina

Hospedantes: Lomatia hirsuta
Material examinado: Argentina, Pcia. del Chubut, Parque Nac. los Alerces, sobre el brazo sur
del Lago Menéndez; 42° 43' 41" S, 71° 44’ 45” O. Leg. Mario Rajchenberg, 03 de mayo del

2010, hojas de arbol en pie, muestra n° 827.

Fig. 7. Phacidium sp. A. Conidiomas sobre manchas foliares. B. Corte transversal de conidioma. C. Corte
transversal de conidioma con dos l6culos. D. Células conidiégenas (floxina). E. Célula conididégena y conidio. F.
Conidios. Barras: B= 100 um, C= 20 um, D-F= 10 um.
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Comentarios: ElI material examinado se asemeja por el tipo de conidioma (estromatico
multilocular) y el tamafio aproximado de los conidios con algunas especies del género como
P. dicosmoanum Tanney & Seifert, P. faciforme Tanney & Seifert y Ceuthospora buxi (Fr.)
Petr., sin embargo los tamafios de los conidioforos (hasta 40, 50 y 25 um de longitud,
respectivamente) y de los conidiomas (1400, 1100 y 1200 um de didmetro, respectivamente)
de estas especies son mucho mayores (Sutton, 1972; Tanney & Seifert, 2018). Por otra parte,
la especie P. grevilleae Crous & M.J. Wingf., descrita sobre hojas de una proteacea, Grevillea
robusta A. Cunn. ex R. Br., en Uganda (Crous et al., 2015), se diferencia de la especie
patagolnica porque presenta conidiéforos septados y conidios, ambos de mayor longitud, 15-
35 umy 15-22 um respectivamente (Crous et al., 2015). A su vez esta especie fue sefialada
como genéticamente cercana a la especie tipo, P. lacerum Fr., y a P. pseudophacidioides
Crous, pero la primera se diferencia de la especie aqui descrita por sus conidiomas mayores,
hasta 1500 um de diametro, conidioforos frecuentemente reducidos a células conidiégenas y
conidios levemente mayores 10-18 x 2,5-4 pum (Crous et al.,, 2014). Por su parte P.
pseudophacidioides, descrita sobre hojas de muérdago en Paises Bajos, es bastante similar
a la especie patagbnica diferenciandose Unicamente por la mayor longitud de sus
conidioforos, hasta 120 um, y mayor longitud de sus células conididgenas, hasta 19 um (Crous
et al.,, 2014). Sin embargo, para poder definir la identidad del material examinado faltaria
lograr, a partir de material fresco, cultivos en medio agarizado para luego realizar estudios

moleculares.

El género Phacidium Fr. fue introducido en 1815 por Fries para ubicar dos especies saprofitas
de hojas y tallos bajo la circunscripcion del orden Helotiales. Afios mas tarde (1825), el mismo
autor introduce el género Ceuthospora Fr., que hoy es considerado como la forma asexual de
Phacidium. La nomenclatura para estos géneros no siempre fue clara, tras afios de discusién
y bajo el consenso de eliminar la nomenclatura dual respetando la descripcion de mayor
antigliedad, y con el apoyo de los analisis filogenéticos que probaron que este género
constituia un orden en si mismo, hermano del orden Helotiales, hoy se describe bajo el nombre
Phacidium a ambos estadios del ciclo de vida (Crous et al., 2014). En la actualidad el género
cuenta con mas de 200 especies y a su vez, mas de 60 especies registradas bajo el nombre

de Ceuthospora de las cuales se desconoce aun su fase sexual (Index Fungorum, 2023).

Tanto la forma asexual como sexual fueron documentadas como fitopatégenos. La forma
asexual de Phacidium ha sido documentada causando infecciones mayormente foliares sobre
diversos tipos de plantas, tanto Gimnospermas como Angiospermas y en distintas partes del
mundo (Crous et al., 2015; Marmolejo Moncivais, 2018). Por ejemplo, la enfermedad causada
por P. lauri Grev. sobre Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden, en Sudéfrica o por P. innumerum
Massee sobre. E. regnans F. Muell., en Australia (Crous, 1991). También se ha registrado

enfermedad sobre frutos no cosechados, esto fue documentado por primera vez en 2013, en
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un estudio de Sanders Wiseman sobre manzanas y peras con sintomas de pudricion
causados por P. lacerum Fr. Por otra parte, el género Phacidium también ha sido
documentado como endofito y saproéfito sobre coniferas (Taney & Siefert, 2018) y en un
estudio de la diversidad de especies sobre cascaras de nueces sanas se identificé al género
como un posible causante de pudricion durante el almacenamiento de dicho fruto (Washington
et al., 1997). Se ha registrado que el desarrollo y la propagacién de los conidiomas, en varias
de las especies del género, se ven favorecidos en climas frios y himedos caracteristicos de
zonas geograficas con frecuentes lluvias y nevadas, como sucede en la distribucion Artica-
Alpina (Ashton & Macauley, 1972; Crous, 1991, Pusz & Urbaniak, 2016). En cambio, los climas
calidos afectan negativamente el crecimiento de estos patégenos y algunas especies
muestran una reduccién en la velocidad de crecimiento cuando la temperatura supera los
20°C y se detienen cuando alcanzan los 30°C (Sanders Wiseman, 2013). Es el caso de P.
lauri Crous & D. Hawksw, que infecta hojas de té en Japén causando manchas coloridas sobre

ellas sélo cuando la temperatura no supera ese limite (Ando et al., 1989).
4.5 Rhodesiopsis sp. nov. (Fig. 8)

Acérvulos de forma irregular, uniloculares, color crema a rojizos, subepidérmicos,
errumpentes a través de una apertura irregular de la epidermis, causando manchas foliares
circulares, concéntricas, de centro necrético, 248-1482 x 43-180 pum (X= 709 x 93,3).
Conidioforos emergiendo del estroma basal, formando un estrato compacto, unicelulares, sub-
cilindricos, hialinos, 5-15 x 3-6,5 pm (X= 9,1 x 4,7). Células conidiégenas unicelulares,
cilindricas, hialinas 4-21,5 x 2,5-10 um (X= 13,4 x 5). Conidios unicelulares, fusiformes,
hialinos, con vaina parcial cuando inmaduros y apéndice apical mucoso a la madurez
resultado de la eversion de la vaina 13-41 x 4-9,5 um (X= 26,2 x 6,6).

Distribucion: Argentina

Hospedantes: Lomatia hirsuta

Material examinado: Argentina, Pcia. del Chubut, Parque Nac. los Alerces, camino al Cerro
Dedal; 42° 52’ S, 71° 37’ O. Leg. Virginia Bianchinotti, 06 de mayo del 2004, muestra n° 40.
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Fig. 8. Rhodesiopsis sp. nov. A. Sintoma en hoja y vista del acérvulo errumpiendo epidermis. B. Corte transversal
del acérvulo. C. Estrato de conidiéforos y células conidiégenas. D. Detalle de célula conidiégena produciendo un
conidio y del conidi6foro (flecha). E. Conidio con vaina parcial (azul de algodén). F. Conidio con apéndice apical
mucoso (flecha). Barras: B= 300 um, C-F= 10 pym.

Comentarios: El material examinado concuerda con la descripcion del género Rhodesiopsis
B. Sutton & R. Campb., pero el tamafio de sus conidiomas y de sus conidios supera
ampliamente a los de la Unica especie descrita para el género R. gelatinosa B. Sutton & R.
Campb. (conidiomas: 400—-700 pum diam., 120-200 pum alto y conidios: 8-12 x 3-5 ym), (Li et
al., 2020). Esto sugiere que el espécimen encontrado en los bosques andino patagénicos es

una nueva especie.

El género Rhodesiopsis ha sido poco estudiado debido a su escasa frecuencia de aparicion y
hasta el momento, la Unica especie que se conoce es R. gelatinosa que fue descrita por
primera vez en 1978 como saprobio en hojas de Phormium tenax J.R. Forst. & G. Forst y Poa
foliosa (Hook.f.) Hook.f. de Inglaterra y Australia respectivamente (Sutton & Campbell, 1978).

El siguiente y ultimo registro del género fue en las islas subantarticas Macquarie, en donde el
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clima maritimo presenta una variacion de temperatura entre 3,1°C y 6,7°C desde julio hasta
enero y R. gelatinosa cumple un rol importante como descomponedor (Kerry, 1990). Hasta el
momento no se registran datos moleculares de R. gelatinosa (Li et al., 2020) y
lamentablemente la extraccion de ADN de la especie patagdnica resulto infructuosa.

Este es el primer registro del género en Sudamérica y Argentina, y se espera poder realizar

futuros estudios filogenéticos a partir de nuevas muestras.

4.6 Seuratia cfr. millardetti (Fig. 9)

Ascomas apoteciales, circulares a lobados en forma estrellada, estipitados, gelatinosos al
hidratarse, pardo oscuros a negros, superficiales sobre cara adaxial de hojas, 145-1956 um
(X= 542,4) de diametro, peridio de células globosas, embebidas en una matriz mucilaginosa
firme. Ascos bitunicados, aovados, inmersos en la matriz mucilaginosa, 8 esporados, 29-40 x
15-24 pym (X= 34,5 x 20,3). Ascosporas bicelulares, con una célula redondeada de mayor
tamafio, elipticas a ahusadas, constrictas a nivel del septo, hialinas a pardo claras, 17-21 x 8-
9,5 um (X= 18,6 x 8,5). Macroconidios pluricelulares, moriformes, holoblasticos, a veces de
apariencia ramificada, células globosas de paredes gruesas, ubicados en grupos, dispersos

dentro de la matriz basal del ascoma, pardo claros, 17-27 x 13-20 pm (X= 22,1 x 16,8).

Distribucion: Argentina

Hospedantes: Abies balsamea, A. grandis, A. pectinata, Anthurium sp., Camellia japonica, C.
sasangua, Cameraria orientensis, Cestrum sp., Citrus limetta, C. limonia, Clethra cubensis,
Coffea sp., Dryopogon jubilum, Escallonia sp., Ficus elastica, F. wrightii, Gardenia sp., llex
macfadyenii, Jacaranda arborescens, Jambosa jambos, Lomatia hirsuta, Lonicera sp.,
Mestrosideros collina subsp. polymorpha, Metrosideros sp., Myoporum sp., Nothofagus sp.,
Picia mariana, Pipturus aldibus, Pseudotsuga menziesii, Psychotria divergum, P. sylvatica,
Rhododendron sp., Roupala veraguensis, Salix sp., Schinus terebinthifolius, Syzygium sp.,
Tilia sp., Wikstroemia sp., Xilopia brasiliensis, Xylosma salzmannii (Cannon et al., 1985;
Eriksson, 1992; Funk, 1981; Gillis & Glawe, 2008; Ginns, 1986; Malloch & Rogerson, 1978;
Meeker, 1975a; Meeker, 1975b; Minter et al., 2001; Rodriguez Hernandez & Camino Vilaro,
1985; Shaw, 1984; Stevenson, 1975).

Material examinado: Argentina, Pcia. del Neuquén, Parque Nacional Lanin, al costado de la
ruta nacional n°® 40, a 74 kilometros desde San Martin de los Andes llegando al cruce con ruta
provincial n® 65, 40°35°19” S, 71°39'23” O. Leg. Bianchinotti & Sanchez, 16 de mayo del 2008,

arbol joven, muestra n°® 677.
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Fig. 9. Seuratia cfr. millardetii. A-B. Ascomas apoteciales. A. Ascoma lobulado. B. Ascomas circulares. C. Ascoma
apotecial, corte transversal. D. Asco bitunicado con ascosporas inmaduras. E. Ascospora madura. F.
Macroconidios. Barras: C= 100 pm, D-F= 20 pm.

Comentarios: El material examinado concuerda morfolégicamente con Seuratia millardetii
(Racib.) Meeker, la especie registrada con mayor frecuencia en América. Los ascomas de S.
millardetii, al igual que el material aqui descrito, presentan ramificaciones en los ejemplares
de mayor desarrollo, son de apariencia cartilaginosa en estado seco y, al humedecerse se
tornan gelatinosos. Ademas, tanto el tamafio de las ascosporas (15-20 x 6-10 um) como el de
los ascos (23-39 x 21-28,5), condice con las medidas obtenidas de la especie patagonica
(Gillis & Glawe, 2008; Rodriguez Hernandez & Camino Vilar6, 1985). Sin embargo, difiere de
la misma en el lugar de produccion de los macroconidios y en el tamafio de estos. En su
revision del género, Meeker (1975a) sefiala que los macroconidios de S. millardetii son
producidos en zonas discretas llamadas esporodoquios, y que logran un mayor tamafio final
variando entre 10 y 60 um cuando son de forma elipsoidal o hasta 90 um si son circulares. A
su vez, la especie produce microconidios unicelulares en forma de bastdén, que no se
encontraron en las muestras analizadas.
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El género Seuratia, Unico dentro de la familia Seuratiaceae, orden Myriangiales, reine hongos
saprofiticos (Rodriguez Hernandez & Camino Vilar, 1985) para el cual se describen seis
especies (Index Fungorum, 2023), distinguidas principalmente en base a la apariencia de sus
conidios y no tanto por su ecologia, que al ser tan diversa no resulta Gtil como indicador
(Meeker, 1975b). La forma anamorfica de Seuratia se describi6é tradicionalmente bajo el
nombre Atichia, sin embargo, tras la eliminacion de la doble denominacion de las especies
(Hyde et al. 2011), aquellas descritas con este nhombre fueron sinonimizadas con el género
Seuratia. En 2016 Rossman y colaboradores sugirieron conservar el nombre Atichia
maunauluana (Meeker) Rossman por sobre S. maunauluana Meeker por ser el primero y mas
cominmente conocido. Esta especie presenta macroconidios producidos en esporodoquios,
de mayor tamafio (27-45 um) y con apéndices celulares hialinos, que la diferencian del
ejemplar hallado sobre radal (Meeker, 1975b). Otra de las especies del género es S. globifera
(Ellis & Everh.) Meeker cuyos macroconidios, también se encuentran dispersos, pero son de
mayor tamafio (hasta 45 um) a los descritos para la especie patagdnica. Ademas, los ascomas
de S. globifera se disponen levemente aplanados contra la hoja y no se ramifican debido a un
menor tamafo, también sus ascosporas son mas pequefias que las de la especie aqui descrita
(11-14 x 3,5 um) (Meeker, 1975b).

Las especies de Seuratia suelen encontrarse en la superficie de hojas y tallos de plantas, en
zonas calidas y mas bien humedas, con habitos de vida epifilos o folicolas (Rodriguez
Hernandez & Camino Vilaré, 1985). La unién a la planta suele ser epicuticular, débil, y debido
a sumodo de dispersion, se la encuentra con mayor frecuencia en hojas adultas, posicionadas
en la base de la copa de los arboles (Meeker, 1975a). Si bien no son consideradas especies
patégenas, en casos excepcionales se documentan cambios de color en las células foliares
ubicadas por debajo de las colonias. La remocion de éstas revela un area amarillenta e incluso
puede arrastrar células epidérmicas con contenido fungico consigo (Meeker, 1975a). Las
especies de Seuratia podrian considerarse patdgenas si el crecimiento de sus colonias llegara
a interferir en la fotosintesis u otros procesos fisiolégicos debido a su tamafio o cobertura,
pero esto aun no ha sido registrado (Gillis & Glawe, 2008).

A pesar de que las especies del género tienen distribucion mundial, este es el primer registro

de una de ellas para la Argentina.

Segun la basqueda de similitud de secuencia de nucleétidos (BLASTn) en la base de datos
de GenBank NCBI’s, las secuencias obtenidas del espécimen aqui estudiado arrojan un 85%
(902/1064 pb) de identidad y 2% de gaps (29/1064 pb) a partir del alineamiento del gen SSU
y un 83% (386/463 pb) de identidad y 3% de gaps (14/463 pb) a partir del alineamiento del
gen LSU, con la especie registrada por Le Renard y colaboradores (2020) como Seuratia cf.
millardetti (isolate VUL.613, GenBank MG844150) proveniente de Canada. Lamentablemente
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no hay secuencias registradas en las bases de datos del resto de las especies descritas para
el género y tampoco la secuencia del gen ITS del espécimen canadiense, lo que impide un
mejor acercamiento a la verdadera identidad de la especie encontrada sobre radal. Estos altos
polimorfismos encontrados entre ambos especimenes parecen indicar que no son la misma
especie, sin embargo, no se puede afirmar que el espécimen patagénico difiere
molecularmente de S. millardetti hasta que no se obtengan secuencias del espécimen tipo, el
cual fue descrito creciendo en hojas de Syzygium cumini (L.) Skeels, en la isla de Java, en

Indonesia.

4.7 Cfr. Halomassarina (Fig. 10)

Ascomas periteciales, subcuticulares, errumpentes en corteza de tallos jévenes, consistencia
carbonosa, color pardo oscuro a negro, 59,5-263,5 x 36,5-92 um (X= 133,3 x 61,1 um), con
peridio superior grueso 8,5-40 pm (X= 20,8 pum), de textura angularis. Ascos bitunicados
cilindricos con apice romo, 61-68 x 13-15 pm (X= 64,3 x 14,1 um); pseudoparéfisis cilindricas,
ramificadas, hialinas, 43-69 x 1,5-3 um (X= 57,1 x 2,1 pum). Ascosporas elipsoidales,
triseptadas transversalmente, con células centrales mayores, con gutulas de color verde;
inmaduras de color hialino con vaina gruesa 2,5-5,5 um (X= 3,5 um), de apariencia gelatinosa,
compacta y de espesor constante; maduras de color pardo claras y sin vaina visible, 21-30 x
9,5-12 um (X= 26,2 x 10,2 pum).

Distribucion: Argentina

Hospedantes: Lomatia hirsuta

Material examinado: Argentina, Pcia. del Neuquén, Parque Nacional Lanin, al costado de la
ruta nacional n° 40, a 74 kilometros desde San Martin de los Andes llegando al cruce con ruta

provincial n° 65, 40°35°'19” S, 71°39°23” O. Leg. Bianchinotti & Sanchez, 16 de mayo del 2008,

arbol joven, muestra n° 676.
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Fig. 10. Halomassarina sp nov. A. Ascomas errumpiendo en rama. B. Corte transversal de ascoma. C. Ascos
bitunicados. D. Ascos bitunicados y ascosporas inmaduras, con vaina. E. Pseudoparéfisis ramificadas. F.
Ascospora madura. Barras: B= 50 um, C-F= 10 pm.

Comentarios: El material examinado coincide con la descripcion del género Halomassarina
Suetrong, Sakayaroj, E.B.G. Jones, Kohlm., Volkm.-Kohlm. & C.L. Schoch, principalmente en
la formacion de ascomas periteciales ostiolados, inmersos a errumpentes en el sustrato, con
presencia de hamatecio, ascos fisitunicados de pared gruesa, con cdmara ocular, pero sin
aparato apical, y ascosporas triseptadas con vaina gelatinosa en la inmadurez. El género
hasta la actualidad cuenta con una sola especie, H. thalassiae Kohlm. et Volkm.-Kohim, la
cual se diferencia del material aqui encontrado por el mayor tamafio de sus ascomas (195-
430 x 165-415 pm), ascos (94-164 x 25-36 um), y ascosporas (28-43 x 9,5-14,7 um)
(Kohimeyer & Volkmann-Kohlimeyer, 1987). Si bien el material examinado no concuerda con
la especie descrita para este género, tampoco puede ser circunscripta en géneros de otras
familias que también poseen ascosporas con vaina gelatinosa, como aquellos agrupados en
Pleomassariaceae, Massariaceae o Massarinaceae debido a la combinacién de diferentes
caracteres. Es por todo ello que se decide describir al ejemplar patag6nico bajo
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Halomassarina hasta tanto se obtenga material fresco para una mejor identificacién. El género
fue propuesto recientemente en base a evidencia molecular que separaba a la especie M.
thalassiae, del género Massarina (Suetrong et al., 2009). Esta especie fue descrita como
saprobia sobre madera de manglar, en aguas marinas tropicales (Kohlmeyer & Volkmann-
Kohlmeyer, 1987; Jones et al., 2006; Suetrong et al., 2009).

5. Conclusién

En este estudio de la diversidad microflingica asociada a partes aéreas de Lomatia hirsuta en
las provincias del Neuquén y Chubut, se identificaron siete taxones fungicos, comprendidos
dentro del Phylum Ascomycota.

Se proponen dos nuevas especies, una para el género Epicoccum y otra para el género

Rhodesiopsis registrandose este Ultimo por primera vez para Sudameérica.

Se sugiere el habito fitopatogénico para las dos especies nuevas descritas y también para la

especie del género Phacidium registrada en hoja.

Se registra por primera vez para nuestro pais el género Seuratia, representado por la especie
Seuratia cfr. millardetii, desarrollando sobre hojas sin aparentes signos de patogenicidad.
Se registra por primera vez sobre hoja de radal el género Phacidium y sobre corteza del

mismo, los géneros Cytospora y Halomassarina.

Se confirma la presencia de una especie del género Cytospora, cuyos representantes tienen
gran importancia fitopatologica forestal y plantea una alarma para las especies de arboles

andino patagonicos.

También se documenta la presencia de Cryptosporiopsis cfr. lomatiae, descrita sobre radal en

estudios previos, ampliando su distribucion dentro de la provincia del Chubut.

Este estudio constituye una observacion y descripcion preliminar de las especies que se
hospedan sobre Lomatia hirsuta, un &rbol que gana valor comercial dia a dia. Teniendo en
cuenta que el niumero de muestras fue limitado, ademas de que las mismas no eran frescas
y por lo tanto los intentos de aislamientos en cultivo agarizado muchas veces fueron
frustrados, la diversidad de especies halladas fue alta. Y cabe destacar que algunas otras
especies encontradas no pudieron ser identificadas a nivel de género. Todo esto sugiere la
necesidad de continuar con la investigacién y plantea la expectativa de todavia poder

descubrir mas especies nuevas o al menos poco frecuentes.
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