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RESUMEN

Phyla nodiflora var. minor y Alternanthera philoxeroides (lagunilla) son plantas
invasoras consideradas malezas en Australia. Este pais propuso el estudio de los
enemigos naturales en el ambiente nativo, Argentina y Bolivia, con el fin de
seleccionar posibles agentes de control bioldgico. Con este fin se llevaron a cabo
viajes exploratorios para colectar plantas sintomaticas y aislar hongos patégenos.
Asociados a Phyla nodiflora se encontraron Puccinia lantanae, Cercospora
lippiae y Colletotrichum spp. En lo que se refiere a lagunilla los patogenos
hallados fueron Uredo pacensis, Alternaria sp., Wilsoniana blitti y Colletotrichum
spp. Se realizaron ensayos experimentales de inoculacion, germinacién, shock
térmico, almacenamiento y velocidad de crecimiento con los patdgenos hallados.
Para P. nodiflora, Puccinia lantanae y C. lippiae podrian utilizarse como agentes
de control clasico y las especies de Colletotrichum como agentes de control
inundativo. Uredo pacensis y W. blitti podrian considerarse como agentes de
control clasico de la forma terrestre de lagunilla una vez completados los estudios
de especificidad. Se recomendaria el uso de Alternaria sp. y Colletotrichum spp.
como micoherbicidas. Cuando se aclare la situacion taxonémica de Phyla
nodiflora en Australia y Argentina, se podran definir con certeza los agentes de

biocontrol de la variedad minor.



ABSTRACT

Phyla nodiflora var. minor and Alternanthera philoxeroides (alligator weed) are
considered weeds in Australia. Studies of its natural enemies were realized in the
native range, Argentina and Bolivia to select pathogenic fungi as biocontrol
agents. Exploratory trips were carried out to collect diseased plants and to isolate
pathogenic fungi. Puccinia lantanae, Cercospora lippiae and Colletotrichum spp.
were found in P. nodiflora. Uredo pacensis, Alternaria sp., Wilsoniana blitti and
Colletotrichum spp were found in alligator weed. Experimental assays
(inoculation, germination, storaging, growth rate) were performed with the
pathogens. For P. nodiflora, Puccinia lantanae and C. lippiae might be used as
classical biocontrol agents and Colletotrichum species as inundative agents.
Uredo pacensis and W. blitti would be considered as classical biocontrol agents
after specificity is determined. Alternaria sp. and Colletotrichum spp. could be
recommended as bioherbicides. Biocontrol agents of P. nodiflora var. minor will
be thoroughly confirmed once taxonomic discrepancies between Argentina and

Australia can be elucidated.



I. INTRODUCCION GENERAL

Una de las principales causas de pérdida de biodiversidad en ecosistemas
naturales son las invasiones bioldgicas (Williamson, 1996; Mack et al., 2000;
Keane & Crawley, 2002). Los riesgos de una comunidad a ser invadida han
aumentado en los ultimos afos, debido a la expansion del transporte aéreo, del
comercio internacional, de la migracion y el turismo (Mullin et al., 2000).
Miembros de todos los reinos de organismos (incluso virus) pueden actuar como
agentes de invasiones o invasores.

Tres factores contribuyen principalmente a la tasa de crecimiento poblacional de
una especie invasora: la disponibilidad de los recursos (Davis et al., 2000;
Blumenthal 2006), el escape a los enemigos naturales (EN) (Mack et al., 2000) y
el ambiente fisico (Stokes & Cunningham, 2006), todos estos varian en tiempo y
espacio. Respecto al segundo factor, cuando organismos exoticos son liberados de
sus EN se vuelven ecologicamente mas “adaptables” que sus competidores
nativos. En ausencia de esta presion y bajo condiciones ambientales favorables
estos inmigrantes pueden adquirir el nivel de maleza invasora (Evans, 2002a).
Ambos conceptos, invasor y maleza estan estrechamente relacionados.

En el caso particular de las plantas, se definen como malezas a aquellas que
crecen en un determinado lugar y tiempo donde no son deseadas, y que, por ende,
son perjudiciales en esos sitios ya que interfieren en la utilizacion de los recursos
o afectan adversamente el bienestar humano (Sabbatini et al., 2004). Todas las
plantas invasoras son consideradas malezas, si bien no todas las malezas acttan
como plantas invasoras (Culliney, 2005). Asi, pueden actuar como malezas tanto

plantas introducidas como autoctonas, pero es raro que una planta catalogada



como maleza en un ecosistema, también lo sea en su centro de origen. En el
ambiente nativo esas mismas plantas pueden ser econOmicamente Utiles y
ecologicamente importantes (Cronk & Fuller, 1995).

Entonces, las plantas invasoras son malezas en el amplio sentido de la palabra
porque producen efectos indeseables para el hombre (Radosevich et al., 2007). En
los agroecosistemas, compiten con los cultivos por espacio y/o nutrientes o
perjudican las pasturas mediante la invasion de campos destinados a la ganaderia.
En este Gltimo caso puede ser tanto por competencia con plantas que sirven de
alimento al ganado y/o por sus efectos nocivos directos sobre este. En areas de
vegetacion natural o seminatural, una vez establecidas, pueden dispersarse sin la
asistencia humana y provocar alteraciones en las comunidades preexistentes,
desplazando a especies nativas 0 provocando efectos indirectos indeseables en
estos ambientes (Randall, 1997).

Para mitigar los efectos producidos por las malezas, se utilizan tres estrategias:
prevencion, erradicacion y control (Mack et al., 2000). La prevencidn consiste en
la promulgacion y ejecucion de leyes que prohiban la entrada de malezas o
restrinjan su movimiento dentro de un pais. La eficacia de estas leyes ha sido
fuertemente cuestionada (Schmitz & Simberloff, 1997). Una vez que una maleza
ha alcanzado una densidad y extension tal, que es reconocida como un problema,
la erradicacion es dificil de lograr. Su eliminacion total se convierte en una
imposibilidad econémica y practica (Radosevich et al., 2007).

Una vez que la prevencion falla y la erradicacion deja de ser una opcién, deben
aplicarse medidas de control con el fin de minimizar el impacto economico y
ambiental producido por la maleza. Existen cuatro tipos de control: fisico,

quimico, biologico y cultural.



Los métodos de control fisico pueden ser efectivos en pequefas infestaciones. En
este tipo de control se incluyen métodos manuales de extraccion de malezas,
métodos mecanicos por medio de herramientas y maquinarias, labranza, quemado
y mulching (Sheley et al., 2003). Algunos autores agregan a esta lista otras
estrategias como la inundacion, la rotacion y lo engloban bajo el nombre de
control cultural (Akobundu, 1987). El uso de herbicidas sintéticos (control
quimico) es una parte integral del control de malezas en sistemas agricolas y
pastizales (DiTomaso, 2000). Esta estrategia no es aplicable en ecosistemas
naturales (Mc Fadyen, 1998). Los controles mecanico y quimico son costosos,
laboriosos y precisan repetidas aplicaciones, sobretodo donde la maleza ocupa
extensas areas y el valor de la tierra es bajo o en areas de dificil acceso. A su vez
el control mecanico tiene la desventaja de perturbar el habitat y contribuir a la
compactacién y erosion del suelo (Tu etal., 2001).

El control bioldgico (CB) es el uso de organismos vivos para contener la
poblacién de una maleza haciéndola menos abundante o menos dafina (Eilenberg
et al., 2001). El control bioldgico de malezas con insectos ha sido empleado por
mas de un siglo (Julien & Griffiths, 1999), mientras que el control con hongos
comenzd a implementarse a partir de los afios 1970. Este ultimo enfoque se
constituye en una alternativa valiosa de control con el fin de reducir el uso de
herbicidas (Evans et al., 2001a). Por otra parte el CB con insectos muchas veces
resulta dificultoso debido a la imposibilidad de hallar organismos que cumplan
con los requisitos necesarios de un agente de biocontrol (Evans & Ellison, 1990).
Existen distintas estrategias de CB. El control bioldgico clasico (CBC) tiene
como objetivo reestablecer el “balance natural” que controla a la maleza en su

ambiente nativo (Hajek, 2004). Este tipo de CB, a veces llamado inoculativo



(Evans et al., 2001a), es el enfoque mas aplicado para controlar malezas exoticas.
Consiste en introducir un enemigo natural ex6tico en un nuevo ambiente para que
el mismo pueda establecerse y regular la maleza a largo plazo (Mortensen, 1986;
Evans & Ellison, 1990; Barreto & Evans, 1997) sin necesidad de una intervencion
ulterior (Hajek, 2004). Esta premisa se denomind “hipotesis de liberacion de
enemigos” (enemy release hypothesis, ERH). El requisito mas importante es que
el agente seleccionado sea altamente especifico de la maleza “blanco” (o “target”)
(Evans, 2002b). Los patdgenos son generalmente especificos a una especie o
inclusive a una variedad de planta (Hasan, 1972) producto de la coevolucion a lo
largo de un periodo prolongado de tiempo (Whapshere, 1989). En una asociacion
coevolucionada, el enemigo natural se adapta a los cambios genéticos del
hospedante, pero es genéticamente estable por fuera de esta asociacién (Evans,
2002b). Como agentes de CBC se utilizan hongos patégenos coevolucionados
provenientes del centro de origen de la maleza.

Los pasos a seguir para identificar patdgenos que sean candidatos de biocontrol
clasico son los siguientes: realizar estudios taxondémicos y de diversidad del
hospedante, blsquedas bibliograficas de EN, viajes exploratorios en el ambiente
nativo, seleccion de candidatos, coleccion de distintas razas de patogenos. Para
optar por un candidato, se realizan estudios de patogenicidad, de taxonomia y
ciclo de vida, asi como también se determina el impacto, la agresividad y
especificidad de las distintas razas de patégenos (Morin et al., 2006).

Una busqueda combinada de patdgenos y artropodos al comienzo de un programa
de control clasico es la mejor estrategia para identificar los candidatos mas

promisorios (Charudattan, 2005).



El CBC es considerado una alternativa de manejo segura, econdémica Yy
sustentable (Watson, 1991; TeBeest et al., 1992; Evans 1995; Evans, 2002a). Sin
embargo, todavia siguen existiendo algunas dudas por parte de las autoridades
regulatorias acerca de la seguridad de transferir patdgenos entre paises o regiones
geograficas (Evans et al., 2001b), a pesar de que, como ya se ha explicado,
exhaustivos ensayos de rango de hospedantes y estudios fundamentales de
biologia y ecologia de los potenciales agentes son requisitos esenciales para que
un patdgeno pueda ser introducido (Adams, 1988). Las controversias acerca de los
riesgos ecoldgicos que produce el CBC (Louda et al., 2003; Thomas et al., 2004),
se refieren a insectos introducidos que atacan plantas nativas (Louda et al., 1997).
Por el contrario, de acuerdo a nuestro conocimiento, ninguno de los hongos
patdgenos introducidos, hayan sido exitosos o no en el control, ha causado un
dafio significativo a plantas “no blanco” (Barton, 2004). Ademas, es dificil que un
patdgeno acceda a nuevos hospedantes ya que la compatibilidad esta controlada
por varios genes que codifican factores de patogenicidad (Frank, 1993). Un
ejemplo es el caso de la roya Puccinia chondrillina introducida para el control de
yuyo esqueleto (Chondrilla juncea) en Australia que ataco Unicamente la forma
“hoja angosta”. Por este motivo, otra raza de esta roya debid introducirse con el
fin de controlar las formas “hoja intermedia” y “hoja ancha” (Hasan, 1981).

En el control bioldgico inundativo, los hongos fitopatégenos son aplicados por
lo general en forma de pulverizacion para matar o reducir el crecimiento de una
maleza (“micoherbicida”). Tanto algunos hongos exoticos como endémicos
pueden poseer potencial micoherbicida pudiendo controlar malezas exoticas y
autoctonas (Templeton et al., 1979). Los micoherbicidas se producen por medio

de un aumento artificial del patdgeno y se aplican de la misma manera que un



herbicida (Mortensen, 1986), pudiendo requerirse varias aplicaciones anuales
(Evans et al., 2001b). La aplicacion debe coincidir con el momento mas
susceptible de la maleza y con las condiciones ambientales 6ptimas de infeccion
del agente (Evans, 1995). Generalmente se seleccionan especies de patdgenos
endémicas, por lo que la importancia de la especificidad es menor respecto al
CBC. A pesar de esto, la habilidad del patdgeno para dispersarse largas distancias
debe ser limitada lo que disminuira la posibilidad de que se infecten otras especies
de plantas (Evans, 1992). A su vez, el registro comercial de estos bioherbicidas es
un requisito necesario por lo que se necesita demostrar cierta especificidad y
seguridad de que esas grandes cantidades de inoculo no dafardn otras especies
(Charudattan, 1982; Templeton, 1992). Aunque los micoherbicidas se contintan
investigando, problemas en la produccion, formulacién y comercializacion han
reducido su utilizacion (Morin, 1996).

A pesar de los obvios requerimientos de especificidad, hongos polifagos como
Sclerotinia sclerotiorum (Brosten & Sands, 1986) y Chondrostereum purpureum
(de Jong et al., 1990) se estudiaron como bioherbicidas para controlar a Cirsium
arvense en Norteamérica y a Prunus serotina en Holanda, respectivamente. En el
caso de C. purpureum se logré desarrollar un micoherbicida denominado Biochon
(de Jong, 2000). Respecto a S. sclerotiorum no se observo un control continuo de
C. arvense (Bourdot et al., 2006).

Otro método de control biolégico es aquel Ilamado “control de conservacion” (o
“fomento”), en este caso los EN no son liberados, en cambio se modifica el
ambiente o las practicas existentes para proteger y favorecer la poblacion de EN
especificos (Hajek, 2004). Esta técnica esta relacionada con la identificacion de

los factores que limitan la efectividad de un enemigo residente, estos deben



modificarse de manera tal de beneficiar la accion del mismo con el fin de
aumentar su impacto sobre la invasora (Muller-Scharer & Frantzen, 2000).

En 1984 en Australia se desarrollé la primer Acta de Control Bioldgico que
establecio una base legal para la introduccion de agentes exoticos de biocontrol
(Harris, 1991). Los cinco paises mas activos, respecto al nimero de malezas
seleccionadas como blanco de control y a los agentes liberados, son U.S.A
(incluye Hawaii), junto con Australia y luego Sudéfrica, Canada y Nueva Zelanda
(Hoffmann, 1995). Histéricamente Australia ha participado activamente en el
desarrollo de protocolos y en el financiamiento de proyectos de control bioldgico
con enfoque clasico usando hongos patdgenos (Evans, 2000).

En ese pais, dos plantas herbaceas sudamericanas, Alternanthera philoxeroides
(Mart.) Griseb. (Amaranthaceae) y Phyla canescens (Kunth) Greene
(Verbenaceae), fueron introducidas durante el siglo pasado y se transformaron en
malezas invasoras que ocasionan graves perjuicios ambientales y econémicos,

tanto en ambientes terrestres como acuaticos.

Hipotesis general
Enemigos naturales introducidos, entre ellos hongos patégenos, pueden limitar las

poblaciones de especies de plantas invasoras exéticas.

Objetivo general
Investigar los hongos patdgenos asociados a Phyla nodiflora y Alternanthera
philoxeroides en sus sitios de origen para evaluar su uso como agentes de control

bioldgico cléasico.
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Objetivos Especificos

Estudiar la distribucion geografica de las enfermedades que afectan las

poblaciones de Phyla nodiflora y Alternanthera philoxeroides, estimar su

incidencia y/o severidad y el impacto que producen a nivel individual y

poblacional.

e Aislar, cultivar in vitro e identificar los hongos hallados. Estudiar la biologia
de los patdgenos que intervienen en la etiologia de las enfermedades.

e Probar patogenicidad en hongos seleccionados como posibles candidatos para
biocontrol.

e Analizar la especificidad de los hongos patdégenos en plantas cercanamente
emparentadas a las especies blanco.

e Seleccionar potenciales agentes patégenos de biocontrol en funcién de su

especificidad y agresividad.
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Capitulo 1.

ESTUDIOS DE PATOGENOS SOBRE Phyla nodiflora

1. Introduccion

La hierba conocida vulgarmente como “yerba del mosquito” es una amarantacea
perenne de origen sudamericano. En Argentina, su nombre cientifico es Phyla
nodiflora var. minor (Hook.). En Australia, la taxonomia es diferente, la
mencionada especie, P. nodiflora var. minor, es denominada P. canescens y su
nombre vulgar es “lippia”. Esta ultima, es una importante maleza en Australia.
Fue introducida como ornamental durante la segunda parte del siglo XIX, ahora
ocupa 5.3 millones de has de la planicie de inundacion de la cuenca “Murray
Darlin”. Su extension estd en aumento fundamentalmente debido al efecto
producido por las inundaciones (Earl, 2003). Esta especie es una importante
amenaza a la biodiversidad e impacta sobre los sistemas de pastoreo, aumenta la
erosion, reduce la calidad del agua, no es palatable para el ganado y las pérdidas
estimadas para la ganaderia han sido de 38 millones de dolares australianos
anuales con un costo ambiental de 1.8 billones por afio (Julien et al., 2004).

En la actualidad, los métodos de control utilizados son a corto plazo, deficientes y
no sustentables, entre ellos se pueden mencionar la aplicacién de herbicidas, el
manejo del pastoreo y el uso de pasturas perennes. El control biolégico ha sido
propuesto como la Unica opcién sustentable para controlar esta maleza en
bosques, selvas y en la orilla de los rios (Earl, 2003; Julien et al, 2004).

La situacion taxonémica y nomenclatural de lippia es confusa. El género Phyla
fue introducido en 1790 por Loureiro (O’Leary & Mulgura, 2012). Pertenece a la
tribu Lantaneae, la mas numerosa dentro de la familia Verbenaceae, ésta cuenta

con representantes mayormente del continente americano y constituye el clado
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hermano a la tribu Verbeneae (Marx et al., 2010). Dentro de la tribu, Phyla se
presenta como un género monofilético; siendo los géneros mas cercanos
Burroughsia, Lantana y Lippia.

En el ultimo anélisis del género, basado solo en caracteristicas morfoldgicas,
O’Leary & Mulgura (2012) reconocen cinco especies: Phyla betulifolia (con
distribucion desde Brasil y Paraguay hasta Costa Rica y Cuba), P. cuneifolia
(USA), P. lanceolata (USA), P. linearis (Venezuela) y P. nodiflora, la Gnica que
crece en la Argentina.

Phyla nodiflora, se distribuye desde el sur de Ecuador, abarcando los paises de
Pert, Chile, Argentina, Uruguay, Paraguay, Bolivia y Brazil (Collantes et al.,
1998; Mulgura de Romero et al., 2003; O’Leary & Mulgura, 2012). Su
crecimiento es rapido, florece durante la primavera hasta el otofio, se propaga por
semillas y asexualmente por fragmentacion; los fragmentos asexuales y las
semillas son dispersados principalmente por el agua. El hallazgo de polen fésil en
Argentina — en Santa Fé y Buenos Aires (Alzugaray et al., 2003; Fontana, 2005) —
refuerza la idea de este area como “centro de origen”.

O’Leary & Mulgura (2012) distinguen tres variedades de P. nodiflora (minor,
nodiflora y reptans) que pueden diferenciarse por su habito y por las
caracteristicas morfoldgicas de sus hojas y frutos (Lam. 1).

Phyla nodiflora var. minor tiene habito postrado, hojas pequefias pubescentes,
elipsoidales con apices agudos que pueden ser serrados, vena principal
prominente e inflorescencias globosas u ovoides. Se encuentra principalmente en
las regiones templadas de America del Sur, desde Chile, Argentina, Uruguay y sur
de Brasil hasta Ecuador y Peru (Collantes et al., 1998; Mulgura de Romero et al.,

2003; O’Leary & Mulgura, 2012). Esta es la variedad mas ampliamente
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distribuida en Argentina, donde puede hallarsela creciendo desde Chubut hasta
todas las provincias del norte, salvo Misiones (O’Leary & Mulgura, 2012). Ha
sido introducida a otras partes del globo (Ameérica del Norte, Europa, Oceania,
etc.) comportandose como planta invasora en Australia y otros paises, se ha
naturalizado en Francia, Espafia, Italia, Algeria, Botswana, Senegal, Egipto,
Sudafrica, Nueva Zelanda y Australia (Kennedy, 1992). En la Argentina esta
especie ha sido tradicionalmente denominada P. canescens. Sus otros sinénimos
incluyen a Lippia canescens, L. nodiflora var. minor, etc.

Phyla nodiflora var. nodiflora tiene habito postrado, a veces erecto, sus hojas son
grandes obovadas, espatuliformes y serradas, con 4&pice subobtuso y una
conspicua vena principal y sus inflorescencias son cilindricas. Esta variedad posee
distribucion mundial. En América se encuentra desde Argentina y Chile hasta
Estados Unidos de América. Este es el taxon que hasta ahora generalmente ha
sido reconocido como P. nodiflora. Su distribucion documentada en Argentina
incluye desde el norte de las provincias de Buenos Aires y La Pampa a todas las
provincias del centro, Cuyo, NOA y NEA vy Litoral, con excepcion de La Rioja,
Catamarca y Misiones (O’Leary & Mulgura, 2012). En Australia, esta especie,
segun estudios morfologicos, es considerada nativa hasta el momento (Munir,
1993; Earl, 2003;).

Phyla nodiflora var. reptans (Kunth) Moldenke A. St Hill es la Gnica variedad
que so6lo crece en Ameérica, desde el norte y centro de la Argentina (norte
bonaerense, Entre Rios, Santa Fe, Corrientes, Chaco, Formosa, Salta, Jujuy,
Tucuman y Santiago del Estero) hasta México y sur de Estados Unidos de

Ameérica. Su habito es erecto, sus hojas son ovadas a rémbico-ovadas, con
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margenes dentados o al menos dentados desde la linea media de la hoja y

venacion muy marcada (O’Leary & Mulgura, 2012).

Lamina 1. A-H. Phyla nodiflora (L.) Greene var. nodiflora. —A. Aspecto
general de la planta. —B. Superficie adaxial de la hoja—C. Flor con bracteas
florales —D. Bractea —E. Corola —F. Caliz. —G. Fruto —H. Ginecéo. I, J.
Phyla nodiflora var. minor. —I. Aspecto general de la planta. —J. Superficie
adaxial de la hoja. K, L. Phyla nodiflora var. reptans. —K. Aspecto general de la
planta —L. Superficie adaxial de la hoja. (Extraido de O’Leary & Mulgura,
2012).

Para iniciar un programa de control biolégico de una maleza es imprescindible el
estudio de sus enemigos naturales. Es escasa la informacién acerca de los

enemigos naturales de los miembros americanos de la Tribu Lantanae en general y
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de las especies de Phyla en particular. S6lo unos pocos hongos se han descripto.
Entre los biotrofos puede mencionarse la roya Puccinia lantanae Farl., capaz de
infectar tanto a especies de Phyla como a otros géneros afines a éste (p.e. Aloysia,
Lantana, Lippia, Priva y otros); “oidios negros” como Meliola lippiae Maubl. y
Meliola lantanae Syd. & P. Syd., en P. nodiflora y Lippia stoechadifolia en
Norteamérica y en P. nodiflora en Sudamérica, respectivamente (Viégas, 1961,
Farr et al., 1989; y un oidio verdadero (Oidium sp.) que se registro en P. nodiflora
en Norteamérica (Farr et al., 1989). Dentro de los hongos necrotrofos puede
mencionarse a Cercospora lippiae Ellis & Everh. en P. lanceolata y P. nodiflora
en Norteamérica y, en otras especies de Phyla y Lippia en el Caribe, Asia y Africa
(Ellis, 1976). También Cercospora phylae S. Narayan, P. N. Singh & G. P. Rao
(incluida en la especie colectiva C. apii Fresen. emend. Crous & Braun) se
describié en P. nodiflora en India (Crous & Braun, 2003). Sphaceloma lippiae
Baines & Cumm. (“antracnosis™) y Sclerotium rolfsii Sacc. han sido encontrados
en P. nodiflora y/o P. lanceolata (Farr et al., 1989). Phoma zappaniae Speg. ha
sido descripta en P. nodiflora (como Lippia nodiflora) en Buenos Aires
(Spegazzini, 1911) desconociéndose si se trata de un hongo patégeno ya que fue
hallado en tallos secos.

Otras royas han sido descriptas asociadas con los géneros Aloysia, Lantana,
Lippia y Priva. Por ejemplo, Puccinia mariae Jacks., una roya que forma uredos y
telios ha sido encontrada en Lippia en Brazil (Jackson, 1932). También al menos
cinco especies de Prospodium han sido encontradas en Verbenaceae en Argentina
y paises vecinos: P. lippiae (Speg.) Arth. en Aloysia, Lippia, Junellia y
Xeroaloysia; P. paraguayense (Speg.) Speg. en Aloysia, Lippia y Junellia; P.

perodiosum Cumm. en Aloysia (Lindquist, 1982); P. peruvianum (Sydow) Cumm.
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en una Verbenaceae no determinada taxonomicamente (Lippia?) (Berndt, 2002) y
P. tuberculatum (Speg.) Arth. en Lantana spp.

Teniendo en cuenta que Aloysia, Lantana, Lippia y Priva forman junto con Phyla
un clado en la subfamilia Verbenoideae, puede ser que algunas de las royas
mencionadas se encuentren también sobre P. nodiflora y especies emparentadas.
Asimismo, dada la escasez de estudios fitopatoldgicos en Phyla spp., y en el caso
particular de Phyla nodiflora var. minor, su habito de crecimiento y el tamafo
pequefio de sus hojas pueden haber contribuido a que sintomas de enfermedad no
hayan sido detectados, se postula la hipotesis de que existen hongos patégenos de
Phyla nodiflora que pueden ejercer un eficiente control biolégico sobre sus
hospedantes.

Objetivos especificos

Estudiar la distribucion geografica de las enfermedades que afectan las

poblaciones de Phyla nodiflora, estimar su incidencia y/o severidad y el

impacto que producen a nivel individual y poblacional.

e Reunir informacion sobre la epidemiologia de las enfermedades tratadas,
teniendo en cuenta supervivencia, diseminacion, condiciones ambientales, etc.

e Aislar, cultivar in vitro e identificar los hongos hallados. Estudiar la biologia
de los patégenos que intervienen en la etiologia de la enfermedad.

e Probar la patogenicidad de aquellos hongos posibles candidatos de biocontrol
en la especie blanco.

e Analizar la especificidad de los hongos patdégenos en plantas cercanamente
emparentadas a la especie blanco.

e Seleccionar potenciales agentes patogenos de biocontrol en funcion de su

especificidad y agresividad.



17

2. Materiales y Métodos

2.1. Viajes de exploracion.

El estudio de los enemigos naturales (patdgenos e insectos) de Phyla nodiflora
(Verbenaceae) en el ambiente nativo se llevo a cabo en el marco de un convenio
entre la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca y la Fundacion para el
Estudio de Especies Invasivas (FUEDEI, antes South American Biological
Control Laboratory, SABCL, Buenos Aires) con el Commonwealth Scientific and
Industrial Research Organization de Australia (CSIRO) para el desarrollo de los
proyectos “Consultancy-Surveys for plant pathogen natural enemies of Lippia
(Phyla canescens)”, “Surveys for and selection of plant pathogens as biological
control agents for Lippia (Phyla canescens)”.

Se realizaron viajes de exploracion y muestreo con el fin de estudiar la identidad
taxondémica de las plantas hospedantes (y formas cercanas), esclarecer su
distribucion geografica, como asi también colectar sus posibles enemigos
naturales (principalmente patdgenos e insectos).

Los viajes abarcaron desde la provincia de Rio Negro, en el sur del pais, hasta las
provincias fronterizas del norte. Fitogeograficamente incluyen a las provincias
Pampeana, Espinal, Monte, Yungas, Chaquefia y Paranense (Cabrera, 1971).

Los viajes de recoleccion se planificaron y realizaron con el Dr. Alejandro Sosa
(entomdlogo, SABCL) vy, una vez por afio, durante las camparias 2007, 2009 y
2010 se incorporé el Dr. Mic Julien (CSIRO). La mayor parte de las colecciones
de plantas enfermas estudiadas en esta tesis, fueron colectadas por G. Traversa y
A. Sosa. Otras fueron aportadas por R. Delhey y otros colegas.

Los detalles de los viajes realizados (lugar, fecha, objetivos, participantes) se

presentan en el Anexo 1 (Tabla 1).
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2.2. Recoleccion de muestras

Se coleccionaron plantas con sintomas de enfermedad (manchas, clorosis,
senescencia, cancros, pustulas) en hojas y tallos. De cada sitio donde se
recogieron muestras se registrd la coordenada geogréafica, asignandole un numero
de identificacion mediante un GPS (Garmin e-Trex, ver Anexo 2). La mayor parte
del material que se seleccion6 en el campo se acondicion6é en una prensa con
abundante papel de diario que se reemplazé al fin de cada jornada. Otra parte del
material se transportd vivo en macetas o se coloco en bolsas de plastico
humedecidas en el caso de viajes de corta duracion. A posteriori se transporto
hasta el laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Agronomia (UNS)
donde se lo analiz6. Para la conservacion del material con sintomas, se
confecciond un herbario tomando muestras representativas de cada sitio
explorado. Dicho herbario ha sido incorporado al herbario de la catedra de
Fitopatologia (Dto. de Agronomia, UNS).

Las distintas variedades de Phyla nodiflora se identificaron en el campo segun sus
caracteristicas morfoldgicas. En aquellos casos en los cuales la identificacion
taxondmica de las plantas colectadas resultaba dificultosa se recurrido a
especialistas del Instituto de Botanica Darwinion (San Isidro, Argentina) (Dres.
M. E. Mulgura y N. O’Leary). Paralelamente, se estudiaron los registros del
herbario de dicho Instituto a fin de visitar sitios previamente documentados con
existencia de ese hospedante en Argentina.

A partir de los sintomas observados en planta se estimé la intensidad de cada

enfermedad en los distintos sitios y momentos de muestreo.
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2.3. Busqueda de hongos patogenos

El material recolectado del campo, en estado fresco o herborizado, se revisé
macroscopicamente con lupa de mano. Los distintos 6rganos del material se
observaron bajo lupa binocular Olympus SZ61 registrandose los sintomas y
signos en cada caso. Las estructuras reproductivas fértiles se estudiaron
microscopicamente.

Cuando no se observaron signos de hongos en el material vegetal o aparecieron
signos leves se realiz6 una cdmara humeda con el fin de fomentar la esporulacion.
Para esto, se acomodaron las hojas y tallos en bandejas plasticas con el piso
recubierto por algodon himedo sobre el cual se coloco el papel absorbente. Las
bandejas se colocaron dentro de bolsas plasticas a temperatura ambiente bajo luz
natural (Waller, 2002). Al cabo de 24h de incubacion se realizd un preparado
microscopico a partir del material esporulado.

2.4. Identificacion

La identificacion de los hongos encontrados se realizd sobre la base de la
sintomatologia, morfologia, el comportamiento en medio de cultivo y la respuesta
a distintas condiciones ambientales (luz, temperatura, etc.). Los cortes se
realizaron a mano alzada con hoja de afeitar. Como medio de montaje de rutina se
utilizé agua de red o hidroxido de potasio en solucion acuosa al 5%. Cuando los
tabiques fueron dificiles de distinguir se realizé una tincién con azul de anilina
mas glicerina &cida (Waller, 2002). Las mediciones se realizaron preferentemente
en materiales montados en agua. Las medidas de las estructuras morfoldgicas de
los hongos fueron tomadas in vivo del material de herbario, de camara himeda y/o

in vitro. Se tomaron entre 15 y 50 medidas de acuerdo a la cantidad de estructuras
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fangicas encontradas, se fotografiaron (Camara Olympus SP 350 con adaptadores
a lupa y microscopio) y se dibujaron las estructuras mas importantes.

2.5. Aislamiento y cultivo

Se intentd el aislamiento y cultivo de los posibles patdgenos fangicos
coleccionados. Todos los procedimientos se realizaron asépticamente en cdmara
de flujo laminar. Se emplearon distintos medios de cultivo (ver Anexo 1). La
incubacion se realiz6 a temperatura ambiente. Para inhibir el crecimiento
bacteriano se utilizo estreptomicina (Ritchie, 2002) o se agregaron 2 o 3 gotitas de
acido lactico al 25% cada 15 ml de medio de cultivo (Waller, 2002).

Con el fin de eliminar la mayor cantidad de hongos sapréfitos y evitar la
proliferacion de bacterias y otros contaminantes, antes de intentar los
aislamientos, primero se lavd y desinfectd el material vegetal colectado con una
solucion de lavandina comercial (0,8 % cloro activo) durante 1’ para el caso de
hojas, tallos y peciolos (tejidos tiernos) o mediante una solucion al 2 % de cloro
activo durante 2’ para los tejidos lenosos. El material hiimedo se seco con papel
estéril antes de cortarlo (Dhingra & Sinclair, 1985).

a) Aislamiento directo: Con bisturi flameado a la llama se procedi6 a la diseccién
del material, teniendo la precaucién de ir desde areas menos contaminadas hacia
las més contaminadas y de tomar pequefios trozos de la zona de transicion entre lo
sano y enfermo. Luego el material se coloco en forma equidistante en cajas con
medio de cultivo para evitar la superposicion de las colonias y facilitar los
repiques del hongo buscado. Cuando las colonias comenzaron a crecer, se realizo
su transferencia, “repique”, por medio de un ansa estéril, a tubos con medio

agarizado en pico de flauta (Dhingra & Sinclair, 1985).
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b) Transferencia de conidios: A partir de cuerpos reproductivos, provenientes de
hojas incubadas en camara humeda o de herbario, se tomaron conidios con ansa
estéril depositdndolos mediante suaves toques (8-12) sobre la superficie del medio
agarizado. Al cabo de 24 h los conidios germinados se repicaron bajo lupa a tubos
picos de flauta.

2.6. Ensayos de inoculacion

Para realizar estos ensayos fue necesario contar con suficiente cantidad de plantas
sanas en invernaculo. Estas plantas se obtuvieron por propagacion vegetativa de
plantas sanas coleccionadas a campo. Se seleccionaron plantas turgentes de las
cuales se obtuvieron esquejes de 3-4 nudos con hojas, los cuales fueron enterrados
dejando un nudo subterraneo y 2/3 nudos en superficie. Los esquejes fueron
plantados utilizando una mezcla 50:50 de sustrato organico Growmix y suelo
tamizado (16 mesh) de textura arenosa obtenido del campo experimental del
Departamento de Agronomia de la UNS. A fin de minimizar la evapotranspiracion
las hojas fueron cortadas a la mitad para reducir el area foliar. Los esquejes fueron
mantenidos en camara humeda (CH), a 25°C con fotoperiodo de 12h durante 15
dias a fin de conservar la turgencia de los tejidos y asi evitar el marchitamiento.
Cuando fue necesario las plantas se regaron con fertilizante. Se preparé una
solucién madre con nitrato de calcio (50 g.L™!) mas nitrato de potasio (50 g.L™?).
Se tomaron 10 ml de la solucion madre que luego se diluyeron en 990 ml de agua.
A cada maceta se le adicionaron 5 ml de dicha solucion.

En todos los métodos se utilizaron plantas de dos o tres meses de edad, las cuales
fueron incubadas en cdmara himeda a 23°C durante 72 h con fotoperiodo de 12h.
La cantidad y origen de plantas a inocular fueron seleccionadas segun la

disponibilidad de material.
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2.7. Estudios especiales sobre Puccinia lantanae

El comportamiento de Puccinia lantanae a partir de material de herbario en
camara humeda fue igual al observado en medio agar agua (AA), por lo tanto, se
decidié utilizar este Gltimo medio en los ensayos de germinacion que se describen
a continuacion.

Para su conservacion, las hojas infectadas provenientes tanto del campo como del
laboratorio se conservaron en bolsas de papel entre diarios en camara fria a 5°C
con silicagel (Smith, 2002). De esta manera se evitd que las teleutosporas
germinaran.

2.7.1. Evaluacién de la germinacion de las teleutosporas

a. Condiciones estandar de incubacion

Las esporas de 20 dias de edad fueron raspadas del telio de una hoja y suspendidas
en un volumen de 5 ml de agua destilada estéril. De esa suspensién se tomaron
alicuotas de 0,10 ml y se sembraron en cajas de Petri con agar agua (AA). Las
cajas se incubaron en camaras de crecimiento a temperaturas constantes de 5, 20,
25 y 30°C bajo un fotoperiodo de 12 horas luz UV/fluorescente. Se registré la
germinacion al cabo de 0, 4, 7, 11, 20, 24 y 48 horas de incubacion. El ensayo se
realizd por triplicado para cada combinacion de temperatura y tiempo de
observacion. La germinacion de las teleutosporas fue registrada mediante la
observacion con un microscopio éptico Olympus CX 31, utilizando oculares 16X
y objetivo 40X. Se calcul6 el porcentaje de germinacion de una submuestra de 50
teleutosporas, seleccionada al azar.

b. Efecto del shock térmico

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la capacidad germinativa de las

teleutosporas y la produccion de basidiosporas, se sometio a las esporas a un
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shock térmico. Las esporas (50 por caja) fueron expuestas a 30°C durante 3 6 6
horas, luego se incubaron a 20°C durante 21 y 18 horas respectivamente. Las cajas
del tratamiento testigo se incubaron a 20°C durante 24 horas. Se registro el
porcentaje de germinacion a las 0, 4, 7, 11, 20 y 24 horas de incubacion. La
experiencia se realizo por triplicado.

c. Efecto del tiempo de almacenamiento

Se evaluo el efecto del tiempo transcurrido entre la cosecha (campo o laboratorio)
sobre la germinacion de las teleutosporas. Teleutosporas almacenadas entre 2 y 18
meses se incubaron en AA a 20°C durante 48 horas, luego se evalud el porcentaje
de germinacidn. El tratamiento se realiz6 por triplicado.

2.7.2. Ensayos de inoculacion

Los experimentos de inoculacion fueron disefiados en funcién del inéculo y los
hospedantes disponibles. Los telios que se utilizaron para inocular Pn provenian
tanto del campo como de plantas Pn inoculadas en el laboratorio. Se evalud la
capacidad germinativa de los mismos antes de ser utilizados en los experimentos
de inoculacion.

a. Procedimiento: inoculacion con “Discos de hoja” Morin et al (1993).

Se cortaron 10 trocitos circulares de hoja con telios de 2 mm de diametro, los
cuales se dispusieron en forma concéntrica en una caja de AA. La base de dicha
caja de Petri se sell6 con parafina en la zona basal agujereada de una maceta (Fig.
1, maceta superior). Las plantas (1 mes de edad) previamente rociadas se
colocaron también en una maceta (Fig. 1, maceta inferior). La maceta superior se
sell6 a la maceta inferior de manera tal que la caja de Petri quedara ubicada a 2 cm
de las plantas. Este dispositivo se introdujo en una camara de crecimiento a 20°C

y en oscuridad, fotoperiodo de 12h a 23°C +/- 2°C durante 48 h.



24

Figura 1. Cémara de inoculacion

(Morin et al., 1993)

Telios

b. Evaluacién

Al cabo de 15 dias de la inoculacion se observé periédicamente el avance de la
infeccion en las plantas. Se contabilizaron las pustulas por planta definiendo una
categoria de infeccion segun Ellison et al. (2008):

0: sin sintomas macroscépicos.

1: clorosis.

2: entre 1-5 pustulas en hojas y tallos, infeccion localizada.

3: mas de 5 pustulas hasta infeccion semi-sistémica.

2.8. Estudios especiales sobre Cercospora lippiae y Colletotrichum spp.

2.8.1. Aislamientos monosporicos

Método I. Con ansa estéril se tomaron cirros de las estructuras reproductivas del
hongo creciendo en cajas de Petri con APD y se agregaron a un tubo de ensayo
con 10 ml de agua destilada. Luego se transfirio 1 ml de esa solucion concentrada
de esporas a un tubo con 9 ml de agua destilada estéril y asi sucesivamente para
obtener distintas diluciones. Se realizaron diluciones hasta el momento en que se
lograron observar 10 conidios con el aumento 10x. Cada dilucion se dispensé en

una caja con 5ml de AA (Leslie & Summerell, 2006).
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Método Il. Se coloco una gota de agua destilada estéril (0,1ml) en el centro de un
portaobjetos esteril, por medio de un ansa se transfirieron conidios a la gota, se
mezcld hasta obtener una nube de conidios. Se pipete6 una gota de la suspension
sobre la superficie de una caja de AA. Esta operacion se repitio tres veces en cada
caja, luego se dibujaron estrias con un ansa dispersando las gotas (Smith, 2002).
En ambos métodos las cajas se envolvieron con film y se colocaron a temperatura
ambiente (25°+/-3°C). Al cabo de 24h de incubacion se identificaron al
microscopio las esporas germinadas las que se transfirieron a tubos con APD.
2.8.2. Ensayos de germinacion

Se realizaron preparados microscopicos de conidios (en agua) provenientes de
cultivos de un mes de edad, se colocaron en cdmaras humedas (cajas de Petri
estériles y algodon humedo selladas con parafilm). Se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 24h. Se calcul6 el porcentaje de germinacion a partir de la
observacién de 50 esporas. Se considerd espora germinada cuando se observé la
presencia incipiente del tubo de germinacién. También se documenté la septacion
del conidio germinado.

2.8.3. Velocidad de crecimiento

Con un sacabocado de 1 cm de diametro se obtuvo un disco de micelio del medio
de cultivo. Este disco se coloco en el centro de una caja de Petri con APD. Se
midio el didmetro de la colonia cada 72 h.

2.8.4. Ensayos de inoculacion

a. Método de Transferencia de conidios

Se atomizaron las plantas con agua destilada con Tween 20 0,01%.% Luego, se

transfirieron los conidios provenientes de caja o de cdmara humeda mediante

! Para obtener una solucion de Tween 20 al 0,01%, se agregd una gota pequefia (20 ul) de Tween
20 a 200 ml de agua destilada estéril.



26

aguja (con agar en la punta). Se pulverizaron las plantas nuevamente con agua
destilada.

b. Técnica pipeta

Se coloco una gota de agua con una masa de conidios sobre un portaobjetos. Se
midié la cantidad de conidios con un hemacitometro (ver Tabla 13). A partir del
preparado, se tomaron gotas con pipeta de 1ml que se apoyaron delicadamente
sobre las hojas marcando con un fibron el lugar donde se dejaron caer. Se atomizé
con agua destilada estéril.

c. Suspension de conidios

Con la finalidad de obtener una suspension de conidios, cajas de Petri con el
hongo creciendo en APD se inundaron con 5ml de agua destilada con Tween 20 al
0,01%. Con varilla de vidrio estéril se rasp6 delicadamente la colonia para
desprender los conidios del estroma (Beckman & Payne, 1983). La solucién de
conidios y/o fragmentos de micelio se filtrd con gasa estéril (Médica N° 1) y el
filtrado se colocd en un vaso de precipitado. Se tomé una alicuota de solucion y se
contaron los conidios con el hemacitdmetro. Luego se atomizé la planta con una

solucién de concentracion conocida.
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3. Resultados

3.1. Distribucién de Phyla nodiflora en Argentina

Una de las finalidades de los viajes exploratorios fue precisar la distribucién de P.
nodiflora y sus variedades, ya que su conocimiento era esencial para comprender
la distribucion de los patdgenos encontrados en P. nodiflora. Cabe aclarar que
dichos viajes se realizaron antes de la publicacion de O’Leary y Mulgura (2012)
que detalla la distribucion histéricamente documentada de las tres variedades de
P. nodiflora. Las tres variedades de P. nodiflora fueron halladas durante los
viajes exploratorios en Argentina.

Phyla nodiflora var. minor se encontré desde la costa atlantica hasta 66°0, su
limite austral de distribucion fue 40°S; en cuanto a la altitud se la encontrd desde
el nivel del mar hasta 2100m (Jujuy). En coincidencia con O’Leary y Mulgura
(2012) fue la Unica variedad en la vasta region patagonica y pampeana; domino
ademas en Cuyo, centro y el Litoral y estuvo presente en el NOA, Chaco y
Formosa. Phyla nodiflora var. nodiflora s6lo se encontré en las provincias de
Chaco, Formosa, Jujuy, Salta y Tucuman. Phyla nodiflora var. reptans se
encontré en Chaco, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Salta y Santiago del Estero (Lam.

2).
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Lamina 2. Presencia de Phyla nodiflora en Argentina.

Todas las poblaciones de Phyla nodiflora se encontraron en areas disturbadas
como banquinas, vias del tren, en los alrededores de las ciudades, en cursos de
agua, y en el césped de jardines. Esta planta crece en pequefios parches menores
de 2 m de diametro o en parches de varios metros. La mayoria de las veces se
observaron numerosos parches desarrollandose en el mismo sitio como pequefias
poblaciones discontinuas. Esto ocurrié tanto en ambientes himedos como en
zonas de sequia, donde se observo a la planta creciendo en distintos tipos de
suelos, arenosos, pedregosos y arcillosos.

3.2. Hongos encontrados en Phyla nodiflora

Se visitaron 220 sitios, de los cuales se recogieron 67 muestras con sintomas
(Tabla 16, Anexo 2) para ser estudiadas en detalle en el laboratorio. En esas

muestras se reconocieron 20 taxa fungicos asociados con P. nodiflora. En la Tabla
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2 se detallan los hongos encontrados, su distribucion, su estado tréfico y los

sintomas registrados.

Tabla 2. Hongos asociados con plantas sintomaticas de Phyla nodiflora en

Argentina.
Hongo Hospedante |Habito |Sintomas Distribucion
Puccinia lantanae | Pnn, Pnr, B Pustulas ERI, FOR, JUJ,
SAL
Bipolaris spicifera | Pnm, Pnr Hb Manchas oscuras en hoja | BAI, JUJ, SLU
y en tallo
Cercospora Pnm, Pnr, Pnn | HDb Manchas en hoja BAI, CHA, ERI,
lippiae FOR, JUJ, RNE,
SAL, SDE, TUC
Colletotrichum Pnm, Pnr, Pnn | Hb Manchas en hoja | BAI, FOR, SAL
grupo 1 circulares oscuras
Colletotrichum Pnr Hb Mancha circular irregular | SAL
grupo 2
Colletotrichum Pnn Hb Ampolla en hojas CHA
grupo 3
Pyrenophorasp. | Pnm Hb Manchas en hojas, hojas | BAI, JUJ, SLU
necréticas, lesiones en
tallo
Cladosporium sp. | Pnm N Manchas en hoja BAI, JUJ, SLU
Fusarium spp. Pnm, Pnr N Manchas en hoja, tallos |BAI, JUJ, SAL
necroticos
Pestalotia sp. Pnr N Mancha en hoja y tallo SAL
Phoma sp. Pnm, Pnr N Manchas en hoja, lesiones | BAl, CHA, FOR,
en tallo JUJ, SAL, SDE
Phomopsis sp. Pnm N Manchas en hoja, lesiones | BAIl, FOR, SDE
en tallo
No identificado Pnm, Pnr N Manchas en hoja BAI, SAL, SDE
Alternaria sp. Pnr, Pnm S Manchas en hoja y tallos | BAI, ERI, JUJ,
necréticos SAL, SDE, SLU
Epicoccum sp. Pnm S Manchas circulares | BAI
oscuras en hoja, otras con
borde oscuro
Nigrospora sp. Pnm S Tallos y hojas necréticas | BA, ERI
Podospora sp. Pnr, Pnm S Manchas en hojas BAI, SAL
Sordaria sp. Pnm S Cancro en tallo BAI

Referencias: Pnm: Phyla nodiflora var. minor, Pnn: Phyla nodiflora var. nodiflora, Pnr:
Phyla nodiflora var. reptans, B:biétrofo, Hb:hemibiotrofo, N: necrétrofo, S:saprétrofo.
BAI: Buenos Aires, CHA: Chaco, ERI: Entre Rios, FOR: Formosa, JUJ: Jujuy, RNE:
Rio Negro, SAL: Salta, SDE: Santiago del Estero, SLU: San Luis, TUC: Tucuman.

En base a las observaciones en el campo y teniendo en cuenta los antecedentes

bibliograficos, Puccinia lantanae y Cercospora lippiae fueron seleccionados para

ser evaluados como posibles agentes de control bioldgico clasico, mientras que las
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especies de Colletotrichum fueron elegidas como posibles agentes de control
inundativo.

3.3. Distribucion de Puccinia lantanae

Esta especie fue encontrada en cinco sitios pertenecientes a las provincias de
Jujuy, Salta, Formosa y Entre Rios (Lam.3), mayormente en la variedad reptans (4
sitios) y solo en 1 sitio asociada a la variedad nodiflora Pnn (para detalles ver
Tabla 2). La intensidad de ataque oscilé entre baja y alta, observandose

fluctuaciones muy grandes entre las distintas fechas de visita a los sitios (Tabla 3).
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Lamina 3. Distribucion geogréafica de Puccinia lantanae en Phyla nodiflora.
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Tabla 3. Coleccion de Puccinia lantanae e intensidad de la enfermedad en
funcién del sitio y fecha de muestreo.

Sitio Hosp | Fecha Intensidad
estimada

205. Rt 34.11km S | Pnr 12 Dic 2005 Baja
Pichanal. Salta. 20 Jun 2007 Media

26 En 2008 Ne

23 Jul 2008 Baja

30 Mar 2009 Ne

13 Nov 2009 Ne

22 Jul 2010 Ne

13 En 2011 Ne

28 Ago 2011 Media
264. Entrada del Pnr 1 Jun 2006 Ne
Parque Nacional 24 Feb 2009 Alta
Predelta, Entre 10 Nov 2009 Ne
Rios 10 En 2011 Ne
292.7km N Gral. | Pnr 28 Ag 2006 Media
San Martin. PN 11 Nov 2006 Baja
Calilegua. Jujuy. 11 Feb 2007 Baja

20 Jun 2007 Ne

27 En 2008 Ne
300. Dique Itiyuro. | Pnr 21 Jun 2007 Baja
3 km S Salvador
Mazza. Salta.
350. Rt 81, Km Pnn 24 Jul 2008 Alta
1682, 60 km NO 22 Feb 2009 Ne
Guillermo Juarez 12 Nov 2009 Ne
Formosa. 17 Feb 2010 Ne

22 Jul 2010 Ne

12 En 2011 Ne

Ne: no se encontro roya.

3.4. Descripcion de Puccinia lantanae

Se observaron teleutosoros en forma de pustulas almohadilladas, de hasta 4 mm
de didmetro, castafias, descubiertas, agrupadas en circulos, principalmente en el
envés de las hojas. Se observd que las hojas muy afectadas eventualmente se
necrosaban, produciéndose defoliacion (Lam. 4).

Cuando existian condiciones de alta humedad, se registrd la germinacion de las
teleutosporas, observandose los soros cubiertos por una masa hialina constituida

por las hifas de germinacion, los promicelios (0 metabasidios) y las basidiosporas.
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Lamina 4. Sintomas de infeccién a campo producidos por Puccinia lantanae.

Se observaron dos tipos de teleutosporas (Tabla 4 y Lam. 5). Las unicelulares
subglobosas, obovoides a elipsoidales, 17-28,5 x 13,5-23 um. Las bicelulares
elipsoidales a clavadas, constrictas en el tabique, 23-36 x 12-23 pm; con cierta
frecuencia se observaron esporas bicelulares con el tabique oblicuo resultando en
una forma doblada de la espora. Pared finamente ornamentada, del tipo M
“pseudoreticulado” de Cummins & Hiratsuka (1983); grosor de la pared 1,5-2 pm
en la zona lateral, hasta 5-7 um en la apical. Pedicelo persistente, fusco, a veces
insertado excentricamente en la base de la espora. Basidiosporas (in vitro)

hialinas, ovaladas a cortamente elipsoidales (Lam. 6).
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Tabla 4. Comparacion del tamafio y de la cantidad de teleutosporas unicelulares y
bicelulares de P. lantanae segun los distintos origenes de roya encontrados en el
campo e inoculados artificialmente.

Teleutosporas
Hospedante | Origenroya | Infeccién Unicelulares Bicelulares
% Largo | Ancho Largo | Ancho
(um) | (um) (um) | (um)
Pnr 205 Natural 70 | 18,5- 12,5- 18,5- 12,5-22
28 15,5 34,5
Acrtificial* | Nd | 15,5- 12,5- 24,5- 15,5-
24.5 18.5 31 21,5
292 Natural 74 | 22- 12-16 30,5- 14
24,5 32
264 Natural 69 |17- 13,5-23 | 23-36 | 12-33
28,5
Pnn 350 Natural 75 | 15,5- 12,5- 20-30 | 12,5-
24,5 18,5 24,5
Artificial | Nd | 18,5- 12,5- 21,5- 12,5-
31 21,5 30,8 18,5

*El origen de la planta inoculada coincide con el de la roya.

3.5. Estudios experimentales en Puccinia lantanae
A. Ensayos de germinacién
a) Estimacion de la germinacion de teleutosporas, formacion de metabasidios

y basidiosporas bajo diferentes condiciones.

En los estudios experimentales, se observaron dos procesos: (i) germinacion de la
teleutospora con generacién de tubo germinativo, y (ii) formacidén de metabasidio
mediante tabicamiento transversal y aparicion de basidiosporas. De acuerdo a lo
observado, no todas las teleutosporas germinaron y no todas las hifas germinativas
formadas desarrollaron un metabasidio con basidiosporas.

La germinacion de las teleutosporas se inicié en un lapso de tiempo comprendido
entre las primeras cuatro y siete horas de incubacion (Tabla 5). Los tubos
germinativos emergieron a traves de los poros preformados en la parte apical de
las teleutosporas unicelulares y en la célula distal de las bicelulares (Laminas 7 y

8). En las esporas bicelulares se observd la formacion de tubos germinativos en
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una o ambas células. En algunos casos se observo la ramificacion de las hifas
germinativas que siguieron creciendo, con frecuencia sin desarrollar metabasidios.
Las primeras basidiosporas se formaron en los esterigmas después de 11 horas de
incubacion a 20°C. A esta temperatura se desarroll6 una alta cantidad de
metabasidios cerca del poro germinativo (Lam. 9), es decir, se formaron muy
pronto luego de la germinacion. A medida que aumentd la temperatura, 25°C y
30°C se observé una mayor proporcion de tubos germinativos largos, que se
alejaban del poro germinativo (LA&m. 10). También se observaron metabasidios
anchos con largos esterigmas que aparentemente no formaban basidiosporas
(Lam. 11). La mayor parte de las basidiosporas observadas germinaron unidas al
esterigma o cerca del mismo. También se registro la formacion de basidiosporas

con dos tubos germinativos (Lam.12).
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Laminas 5-12. Puccinia lantanae. 5. Grupo de teleutosporas unicelulares y
bicelulares. 6. Basidiosporas. 7. Tubo germinativo emergiendo de teleutospora
unicelular. 8. Tubo germinativo emergiendo de teleutospora bicelular. 9.
Formacion de metabasidios. 10. Tubos germinativos largos. 11. Esterigmas
estériles. 12. Una basidiospora con dos tubos germinativos. Barra escala 5, 7, 8, 9,
10y 11=20 pum; 6 y 12= 10 um. 5-11, Objetivo 40x. 12, Objetivo 100x.
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Tabla 5. Germinacion de teleutosporas de Puccinia lantanae bajo diferentes
condiciones de temperatura y tiempos de incubacion (% promedio de germinacion
de 50 teleutosporas).

Tiempo de incubacion (horas)
0 4 |7 11 20 24 48
Temperatura | 5 0 0 0 0 0 0 0
(°C) 20 0 0 13,3 | 20 24,7 | 32,7 |38
25 0 0 |47 |8 14 21,3 | 20,7
30 0 0 |33 |73 |10 12 10

Ninguna teleutospora germing a 5°C; a los 20°C, 25°C y 30°C se alcanzd un
plateau de germinacion luego de 24 horas de incubacion, el cual tuvo distinto

nivel de acuerdo a la temperatura del tratamiento (Fig. 2).
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Figura 2. Germinacion acumulada de teleutosporas de P. lantanae en funcién de
la temperatura y tiempo de incubacién. Barras indican ES.

Las teleutosporas incubadas a 20°C evidenciaron la mayor velocidad y el méximo
porcentaje final de germinacion. A 30°C se obtuvieron los menores porcentajes de
germinacion.

En el mismo experimento se determind el porcentaje de las teleutosporas
germinadas que produjeron basidiosporas a 20°C, 25°C y 30°C (Fig. 3). Se

observo que a 20°C casi todas las teleutosporas que germinaron formaron
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metabasidios y produjeron basidiosporas. A medida que aumento la temperatura
disminuyd el porcentaje de germinacion y se redujo drasticamente la produccién

de metabasidios y basidiosporas.
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Fig. 3. Porcentaje de germinacion de teleutosporas y produccion de basidiosporas.
Barras indican ES.

b) Efecto del shock térmico sobre la germinacion de las teleutosporas
Paralelamente, se evaluo el efecto de las altas temperaturas (shock térmico) sobre
la capacidad germinativa de las teleutosporas. Una incubacion a 30°C durante tres
horas fue suficiente para provocar un descenso significativo en la germinacién de

las teleutosporas comparado con el testigo a temperatura 6ptima (20°C) (Tabla 6).
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Tabla 6. Porcentaje de germinacion de las teleutosporas sometidas a distintos
tratamientos de shock térmico: incubadas a 20°C durante 24 horas (testigo), 3
horas a 30°C + 21 horas a 20°C o 6 horas a 30°C + 18 horas a 20°C.

Tiempo |0 4 7 11 |20 |24
(horas)

20°C 0 0 14 |20 |27,3 313
3horasa |0 0 10 8 86 |73
30°C

6 horasa |0 0 6 10 53 193
30°C

El maximo porcentaje de germinacion de teleutosporas sometidas al tratamiento
térmico fue de un 10%. A 20°C los porcentajes de germinacion de las

teleutosporas (Fig. 4) fueron similares a los obtenidos en el ensayo anterior (ver

Fig. 2).
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Figura 4. Germinacion acumulada de teleutosporas de P. lantanae en funcion del
tratamiento de shock térmico. Barras indican ES.
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En todos los tratamientos de shock térmico se registrdé una disminucion

considerable en la produccion de basidiosporas respecto al testigo (Tabla 7, Figs.

5y Fig. 6).

Tabla 7. Formacion de basidiosporas por teleutosporas (expresado en %)
sometidas a distintos tratamientos de shock térmico a 30°C (exposicion/tiempo de

incubacion)

. ] 10 4 7 11 20 24
Tiempo de incubacion

(horas)

20°C (testigo) 0 0 0 14,6 42,6 68

3 horas a 30°C 0 0 0 4,6 14,6 28

6 horas a 30°C 0 0 0 12,6 12,6 23,3
__80
X
@ 70
8
2 60 & o
5 / —8—202C
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Figura 5. Porcentaje de teleutosporas de P. lantanae que producen basidiosporas
en funcion del tratamiento de shock térmico. Barras indican ES.
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Figura 6. Efecto del shock térmico sobre el porcentaje de germinaciéon de
teleutosporas y produccion de basidiosporas. Barras indican ES.

c) Efecto del almacenamiento sobre la germinacion

El almacenamiento tuvo un efecto negativo sobre la germinacion de las

teleutosporas, registrdndose una disminucion cercana al 50% a los 7 meses

(respecto al testigo sin almacenamiento, ver Tabla 8) y mayor al 90% a los 18

meses (Fig. 7).

Tabla 8. Germinacion promedio de teleutosporas luego de distintos tiempos de
almacenamiento (sobre 50 teleutosporas, luego de 48 h de incubacion a 20°C).

Tiempo de | 2 meses 5 meses 7 meses 12 meses 18 meses
almacenamiento

Germinacion 27,3 24,6 15,3 5,3 2,6

(%)
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Figura 7. Porcentaje de germinacion de las teleutosporas de P. lantanae en
funcion de la edad del inoculo. Barras indican ES.

B. Ensayos de inoculacion

En los experimentos de inoculacion artificial se observaron infecciones
semisistémicas, con sintomas de engrosamiento del tallo a lo largo de varios
centimetros y la formacion de brotes axilares engrosados, con tintes rojizos y
proliferacion de teleutosoros. En general cuando se observaron sintomas, estos
aparecieron 15-20 dias después de inoculadas las plantas. Inicialmente se
desarrollaron manchas cloroticas. Luego aparecieron pequefias pustulas en el
envés de las hojas como puntos color herrumbre rodeados por un halo clor6tico.
Mas tarde se observd un hundimiento rojizo en el haz acompafado por clorosis y
en el envés se desarrollaron telios en forma concéntrica.

Siguiendo los criterios de Ellison et al. (2008), se distinguieron 4
comportamientos o tipos de reaccion luego de la inoculacion: (0) plantas sin
sintomas, (1) formacién s6lo de manchas cloroéticas, (2) clorosis y bajo nivel de
esporulacién (infeccion localizada con 1-5 pustulas) y (3) elevada intensidad de la

enfermedad (més de 5 pustulas hasta infeccion semisistémica).
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Los resultados de las inoculaciones (método de discos de hoja) para plantas de las
tres variedades de Phyla nodiflora con teleutosporas provenientes de distintos
sitios de muestreo se detallan en la Tabla 9. Se puede resumir que la cepa de P.
lantanae obtenida de Pnn (R350n) logré infectar a plantas de las tres variedades
de P. nodiflora: Pnn, Pnm y Pnr y la cepa obtenida de Pnr (R205r) a plantas de
Pnry Pnm.

Tabla 9. Resultados de las inoculaciones con Puccinia lantanae en Phyla
nodiflora (método discos de hoja).

Experimento In6culo | inoculado | Reaccion Pls. inoc.
original en 0! 1 2 3 | (N)
1 R205r? Pnr2052 0 0 6 0 6
Pnr292 2 0 0 4 6
2 R205" 205 [ 0 | 0 3 0 3
Pnr292 0 0 0 7 7
3 R205r Pnr205 0 0 0 7 7
Pnm345 6 0 1 0 7
Pnr292 2 0 0 1 3
4 R350n Pnm345 2 0 1 0 3
Pnn350 0 0 3 0 3
Pnm345 0 3 0 0 3
5 R264r Pnn258 3 0 0 0 3
Pnr264 3 0 0 0 3
Pnn258 0 4 0 0 4
6 R350N —p3s0 [0 [ 2 | 0 | o 2
7 R205r Pnr205 5 0 1 0 6
Pnn258 2 0 0 0 2
8 R3O0 5350 [ 2 | o 0 0 2
9 R205r Pnr205 2 0 1 0 3
10 R350n Pnn350 3 0 0 0 3
Pnr205 0 0 2 0 2
11 R205r Pnm345 0 2 0 0 2
Pnm92 0 2 0 0 2
12 R205r Pnr205 2 0 1 0 3

1) Reaccion 0: sin sintomas; 1: clorosis, 2: entre 1-5 pustulas en hojas y tallos, infeccion
localizada, 3: méas de 5 pustulas hasta infeccion semisistémica.

2) Cepa del hongo, ejemplo: R205r significa cepa de Roya (R) encontrada originalmente
en el sitio 205 sobre plantas de Pnr

3) Plantas inoculadas, ejemplo: Pnr205 significa Phyla nodiflora reptans obtenida de sitio
205

Se evaludé también el exito de la inoculacion en funcion del tiempo de

almacenamiento de las teliosporas (medido en semanas de almacenamiento a
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5°C). Se considero exitoso a las plantas con reaccion 2 ¢ 3. A partir de las 4
semanas se observd una importante disminucion en la capacidad infectiva,
perdiéndose esta totalmente en las teliosporas de 56 0 mas semanas (Tabla 10).

Tabla 10. Estimaciéon del éxito de la inoculacion en funcién del tiempo de
almacenamiento del indculo.

Edad del | Experimento |Plantas con sintomas %
indculo (2063)

(semanas)
1 3 15/21 71
2 2,4 12/18 67
3 1,9 7/9 78
4 5 3/9 33
8 11 206 33
20 12 1/3 33
48 6,7 1/12 8
56 8 0/4 0
72 10 0/3 0
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3.6. Distribucidén de Cercospora lippiae

Cercospora lippiae Ellis & Everh. (Capnodiales, Dothideomycetes, Ascomycota)
fue encontrada en 20 sitios pertenecientes a las provincias de Buenos Aires,
Chaco, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Rio Negro, Salta, Santiago del Estero,
Tucuman, en Pnn (5 sitios), Pnm (11 sitios) y Pnr (4 sitios) (Lam. 13). El hongo

fue aislado de plantas sintomaticas de 9 sitios (Tabla 11).
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Lamina 13. Distribucién geogréfica de Cercospora lippiae en Phyla nodiflora.

3.7. Descripcion de Cercospora lippiae

Manchas foliares circulares a irregulares, de tamafio diverso, pardo oscuras a
grises, a veces con tintes rojizos, tipicamente de borde difuso. Estas manchas se
expandian, limitadas finalmente por la nervadura o llegando hasta el borde de la
hoja (L&m. 14). Hojas cloréticas y necréticas; con defoliacion. Manchas similares

se observaron en peciolos y tallos.
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Lamina 14. Sintomas de infeccion por Cercospora lippiae.

Se observaron estromas subcuticulares pequefios, los conidiéforos emergentes
eran fasciculados, de color pardo claro, 12,5-71 x 3-4,5 um, rectos o geniculados,
tabicados, sin ramificar, con 1-2 cicatrices apicales. Conidios subhialinos,

filiformes, 2-8 septados, 20-188 x 3 um (Lam.15).

Lamina 15. Conidios de Cercospora lippiae. Barra escala= 10 um.
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La variacion en las dimensiones de los conidioforos y conidios de las distintas

poblaciones del hongo estudiadas se muestra en la Tabla 11. En esta lista solo se

han incluido los casos donde positivamente se ha constatado la presencia del

hongo ya sea por la observacion de conidios o por el aislamiento a partir de los

sintomas.
Tabla 11. Caracteristicas de Cercospora lippiae de diversas poblaciones
Sitio Prov. | Fecha Hosp. | Intens. | Conidiéforos! Conidios! aislado
11 BAI | 21/3/06 | Pnm | alta 35,5-61 x 3-4 43,5-103 x| si
3
(22-53 x 3)
204 JUJ | 12/12/05 | Pnr alta ND? ND no
221 RNE | 3/2/06 Pnm | baja ND 28-128x3 | no
258 CHA | 29/5/06 | Pnn | baja ND 28-625x3 | no
262 ERI | 31/5/06 | Pnm | alta ND 25-87,5x3 | no
284 BAI | 28/12/06 | Pnm | alta ND 15,5-37,5 x | no
3
287 FOR | 11/1/11 | Pnm | ND ND ND no
294 TUC | 29/3/09 | Pnn | ND ND ND Si
295 TUC | 29/3/09 |Pnn | alta 18,5-40 x 3 215-80x3 | si
299 SAL | 21/6/07 | Pnr baja ND 18,5-43x3 | no
345 BAI | 17/11/05 | Pnm | baja 15,5-22 x 3 25-94 x 3 no
352 FOR | 11/1/11 | Pnm | ND ND ND no
390 SDE | 29/3/09 | Pnm | ND ND (20-86 x3) |si
391 SAL | 29/3/09 | Pnr ND (21,5-74 x 3-|34-154x3 |si
5,5) (30-172,5 x
3)
403 TUC | 31/3/09 | Pnm | alta 18,5-40 x 4,5-6 | 18,5-67,5 x | si
(18,5-61,5x4,5- | 3
6)
405 SDE | 1/4/09 Pnm | alta (12,5-71 x 3-|185-71x3 |si
4,5) (21,5-108 x
3)
440 FOR | 23/7/10 | Pnn | alta 20,5-45x3-4,5 | 18,5-89,5 x | si
3
441 FOR | 23/7/10 | Pnr ND ND ND no
443 FOR | 23/7/10 | Pnn | ND ND ND no
Ensenada | BAI | 7/5/09 Pnm | alta 15,5-34 x 3 20-188x 3 | si

1) Largo y ancho, en um; datos sin paréntesis = in planta, con paréntesis = in vitro
2) ND = no hay datos
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3. 8. Estudios experimentales en Cercospora lippiae
En medio de cultivo, se observaron colonias de crecimiento lento con centro

blanco y borde gris oscuro, a veces con tintes verdosos, que se desarrollaron en

bandas concéntricas (Lam.16).

Lamina 16. Aspecto de una colonia de Cercospora lippiae en medio de cultivo.

El aislado 11 esporul6é abundantemente en los medios APD con &cido lactico y
agar zanahoria decoccion. Los aislados 294, 295, 391, 403 y 405 esporularon en
diversos medios (V8, agar hoja zanahoria, APD con acido lactico y agar hoja
phyla). No se obtuvo esporulacién con los aislados 440 y Ensenada.

Se realizaron inoculaciones con el aislado 11 (Pnm). En las hojas inoculadas por
el método suspension de conidios, en Pnm (345) y Pnr (205 y 292) se observé
necrosis, amarillamiento y esporulacion. De las mismas se reaislo C. lippiae.

Sintomas similares, pero sin esporulacion, aparecieron en 258 (Pnn), inoculada
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por transferencia de conidios. No se observaron sintomas en plantas de Pnm (345

y 92) inoculadas por el método de micelio.

3.9. Distribucion de Colletotrichum spp.
Especimenes con sintomas y signos de antracnosis se recolectaron de cinco sitios
de muestreo (Lam. 17). En todos los casos se aislaron hongos del género

Colletotrichum.
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Lamina 17. Distribucién geogréfica de Colletotrichum spp. en Phyla nodiflora.
Actualmente, la taxonomia del género Colletotrichum estd siendo revisada
(Damm com. pers.). Ante esta situacion consideramos mas apropiado presentar las
descripciones con una asignacion abierta. Estamos en contacto con una de las
especialistas del género, Ulrike Damm (Senckenberg Museum of Natural History
Gorlitz), para resolver la identificacién en el futuro cercano.

De acuerdo a su similitud, se distinguieron tres grupos:

1: integrado por los aislados 186, 277 y 350. Se los adjudico tentativamente al

complejo de Colletotrichum gloeosporioides, sensu Weir et al. (2012).
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2: aislado 205. Adjudicado al complejo Colletotrichum truncatum s.lat. (Damm et

al., 2009).

3: aislado 259. Este hongo difiere de las especies descriptas, por lo que podria

tratarse de una nueva especie del género Colletotrichum.

En todos los casos las descripciones morfologicas presentadas se basan en las

estructuras fungicas observadas en cultivo in vitro.

3.10. Descripcion de Colletotrichum spp.

A.Grupo 1l

a. Distribucion

La precedente descripcion se refiere a la infeccion hallada sobre una poblacion de

Pnm, en Silveyra, provincia de Buenos Aires (sitio 186). Las poblaciones de Pnr

(sitio 277, Parque Nacional El Rey, Salta) y de Pnn (sitio 350, Guillermo Juarez,

Formosa) también mostraron infeccién de un Colletotrichum, con sintomas,

comportamiento cultural y morfologia similar al n® 186 (Tabla 12). En todos los

casos, la intensidad de la enfermedad fue baja. Es de particular interés que en el

sitio 350, las plantas simultdneamente sufrieron un fuerte ataque de roya

(Puccinia lantanae).

Tabla 12. Caracteristicas de Colletotrichum spp. aislados de Phyla nodiflora

Hospe-

Conidios

Sitio | Prov dante | Forma | Medidas | Tabigue Setas | Apresorios | Grupo
186 | BAI |Pnm | recto 3;85 s 1 352;365- ig:;&s L
277 | SAL | Pnr recto 32§Q5 1 i%83 i&%é 1
350 | FOR | Pnn recto )1(33'_159 1 - )7(2;295 1
205 | SAL | Pnr falcado )1(8255248 1 2;1255 31555155 2
259 | CHA | Pnn | falcado 3’2:28 1 38’35' 3'61.51’3,5 3
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b. Descripcion.

Manchas foliares circulares con borde oscuro y centro claro, de hasta 3 mm de
diametro (Lam. 18). No se observaron acérvulos en hojas. Se logré aislar el hongo
y las colonias obtenidas desarrollaron un denso micelio gris verdoso oscuro con el
micelio aéreo gris claro teniendo la colonia una estructura sectorial. Se observé
formacion de estromas blandos y de estructuras acervulares con setas oscuras, con
las células basales mas claras, 62,5-156 x 3 um (Lam. 19). Conidios cilindricos
rectos hialinos, 9-15.5 x 2,5-4, gutulados, con los extremos redondeados, la parte
basal estrechandose levemente hacia la punta, con un tabique transversal luego de
la germinacion (Lam. 20). Apresorios de forma y tamafio muy variables, desde
elipsoidales, claviformes a muy irregulares, frecuentemente con contornos

angulares, 4.5-15.5 x 3-6 um; a veces formando estructuras complejas (Lam. 21).

Laminas 18-21. Colletotrichum grupo 1. 18. Aspecto de mancha foliar. 19.

Acérvulo, se observan setas, células conidiégenas y conidios. 20. Detalle de
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conidios. 21. Apresorios. (Sitios de coleccion a: 186, b: 277, ¢: 350). Barra escala
19a21=20 um.

c. Ensayos de inoculacion

Se realizaron inoculaciones (método pipeta) del aislado 186 (Pnm) en plantas de
la poblacion 345 (Pnm) asi como del aislado 277 (Pnr) en plantas de 205 (Pnr). En
ambos casos se logro infeccidn y se reaislo el hongo inoculado.

B. Grupo 2

a. Distribucion

Este hongo se hallé sobre Pnr, en Pichanal, Salta, sitio 205. Las plantas de la
poblacién sufrieron simultdneamente un ataque leve de roya (Puccinia lantanae).
La intensidad de las manchas asociadas con Colletotrichum fue baja.

b. Descripcién

Manchas foliares oscuras angulares, hasta 5 mm, sin acérvulos (Lam. 22). En
medio de cultivo, micelio gris oscuro levemente verdoso, con micelio aéreo gris
claro. Formacion de acérvulos bien definidos (Lam 23). Setas oscuras 64,5-132,5
pum. Conidios falcados, fusoides, con los extremos puntiagudos, en la base algo
mas redondeado, 18,5-28 x 2,5-4 um, gutulados, formando un tabique transversal
luego de la germinacion (Lam. 24). Apresorios globosos, obovoides, elipsoidales,
lobulados (guante de box) a irregulares, a veces formando complejos, 6-15,5 x
4,5-15,5 um (L&am. 25).

c. Ensayos de inoculacién

Este aislado se inoculd (meétodo pipeta) en plantas de Pnr, del mismo sitio 205, y
en plantas de Pnm del sitio 345. En ambos se desarrollaron sintomas de infeccion

y se recuperoé al hongo inoculado.



Laminas 22-25. Colletotrichum grupo 2. 22. Sintomas. 23. Detalle de acérvulo.

24. Conidio germinado con tabique y formacion de apresorio. 25. Detalle de

apresorios. Barra escala 23 = 20 pum, 24, 25 =10 pum.

C. Grupo 3

a. Distribucion

Se hallo sobre Pnn, en Makallé, Chaco, sitio 259, con una alta intensidad de
ataque.

b. Descripcién

Manchas foliares circulares a irregulares necréticas casi negras, hasta 3 mm, con
la parte central elevada blancuzca (Ldm. 26). Colonias en medio de cultivo de
crecimiento lento, micelio aéreo floculoso, en el principio blancuzco, luego gris
oscuro. Se formaron acérvulos con abundantes setas oscuras, 90,5-203 pum (Lam.
27). Conidios subhialinos a levemente verdosos, sumamente variables en forma y

tamanfo; los mas pequefios subglobosos a obovoides; los mas grandes asimétricos,
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con un lado recto a levemente curvado en forma concava o convexa, el otro lado
curvado en forma convexa, ambos extremos terminando en punta, 9,5-28 x 3-6
pum; con superficie algo granulosa, con un tabique transversal luego de la
germinacién (Lam. 28). Apresorios obovoides, elipsoidales, claviformes, a veces

lobulados, 6-15,5 x 6-12,5 um (Lam. 29).

Laminas 26 a 29. Colletotrichum grupo 3. 26. Sintomas en hoja. 27. Detalle de

acérvulo. 28. Conidios. 29. Apresorios. Barra escala 27, 29 = 20 um, 28 = 10 um.

c. Ensayos de inoculacién
Las plantas inoculadas (método Pipeta) de Pnr 205 desarrollaron necrosis foliar

que avanzaba desde la punta hacia la base. A pesar de que no se observaron
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estructuras reproductivas en las plantas inoculadas, se reaisld el Colletotrichum
inoculado.
Se evaluaron caracteristicas culturales y el porcentaje de germinacion de los

conidios de los aislados recuperados (Tabla 13).

Tabla 13. Caracteristicas culturales de aislados de Colletotrichum obtenidos de
Phyla.

Aislado Velocidad de Produccion de conidios in Porcentaje
crecimiento de la | vitro (conidios por ml) en medio | de
colonia (cm/dia) | liquido germinacion

de conidios

Colletotrichum 1 | 2 2,7x10* 62

(186)

Colletotrichum 1 | 2 3,9 x10* 45

(350)

Colletotrichum 1 | 2 7,8 x10* 29

(277)

Colletotrichum 2 | 2 5,8x10* 35,5

(205)

Colletotrichum 3 | 2 3,4 x10* 58

(259)

4. Discusion

La roya Puccinia lantanae fue el Unico organismo biotrofico encontrado sobre
Phyla nodiflora. Los restantes taxa fangicos hallados fueron estadios
teleomorficos o anamorficos de ascomicetes. De estos, siete eran paréasitos
esencialmente hemibidtrofos, siete fueron clasificados como necrotrofos y cinco
como saprotrofos. Los agentes seleccionados como posibles controladores fueron
P. lantanae, Cercospora lippiae y Colletotrichum spp.

Puccinia lantanae Farl. (Pucciniales, Basidiomycota) es una roya microciclica.
Fue identificada por primera vez en Lantana odorata L. (Farlow, 1883). De

acuerdo al concepto especifico aqui adoptado (fide Lindquist, 1982), entre sus
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sinénimos se cuentan Puccinia accedens Syd., P. privae Syd., Uromyces lantanae
Speg. y U. lippiae Speg. Spegazzini (1909) describié Uromyces lippiae (hoy
sinénimo de P. lantanae) como “Ad folia Lippiae canescens ad marginis Rio
Sora, Salta, Apr. 1905”. Dado que Lippia canescens Kunth. es uno de los
sinénimos de Phyla nodiflora var. minor (“Phyla canescens”) (segun O’Leary &
Mulgura, 2012), es posible que el especimen estudiado por Spegazzini pertenezca
a cualquiera de las otras variedades de P. nodiflora presentes en la zona del rio
Sora, ubicado en realidad en la provincia de Jujuy y no en la de Salta, como
Spegazzini dice erréneamente. En el viaje realizado en agosto del 2006 a esa
localidad, no se encontraron, sin embargo, plantas de Phyla en ese sector (Sosa et
al., 2008a). Previamente esta roya habia sido registrada en Lippia dulcis (Cuba y
Sudamérica), en Lippia stoechadifolia (Norte y Sudamérica), asi como en otras
especies de los géneros Lantana y Lippia (Jackson 1932; Viégas, 1961; Lindquist
& Da Costa 1963; Lindquist 1982; Schmiedeknecht 1984; Farr et al., 1989). En
Argentina, segun Spegazzini (1909, 1923, 1925), Lindquist (1982) y Hernandez y
Hennen (2002), el rango de distribucion geografica de P. lantanae (sobre varios
hospedantes) abarcaba las provincias de Buenos Aires, Entre Rios, Corrientes,
Misiones, Tucuman y Salta.

La intensidad de la enfermedad en el campo fue muy variada, hasta en ciertos
momentos, llegar a desaparecer. Esto pudo deberse a las condiciones de sequia
registradas durante el periodo de muestreo (2005-2011). Segun lo observado, la
ausencia de la roya tambien estaria relacionada con la presencia de insectos y
otros factores de disturbio de origen antropico (desmonte, quema, asentamientos
rurales). Las royas al ser parasitos obligados necesitan plantas sanas para

alimentarse.
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Los estadios de aecios y uredos no se conocen para esta especie (Lindquist, 1982;
Barreto et al., 1995). En esta roya se observan dos tipos de teleutosporas, uni y
bicelulares. Las unicelulares fueron siempre las méas abundantes (entre 69 y 75%).
Koutsidou (2000), sobre Lantana camara, registr0O mayor dominancia de
teleutosporas unicelulares (96%), mientras que en los aislados de P. nodiflora el
promedio fue de 72%.

Spegazzini (1909) también menciona las unicelulares como el tipo dominante, con
un rango de tamafio similar al aqui observado (22-24 x 18-19 um). El tamafio de
las teleutosporas (en especial las del aislado 205) coincidio con el descripto
originalmente por Farlow (1883). Teleutosporas bicelulares de mayor tamario,
aunque de ancho de pared similar, fueron descriptas por Lindquist (1982) en L.
camara (hasta 42 um long.).

Con respecto a los ensayos de germinacion, los resultados fueron similares a los
obtenidos por Koutsidou (2000) a partir de un aislado peruano de P. lantanae
proveniente de Lantana camara. Si bien Koutsidou (2000) observo que la
germinacion de las teleutosporas se iniciaba anticipadamente, dentro de las
primeras 3 horas de incubacién, el porcentaje final de germinacion a temperatura
Optima fue menor al registrado en esta tesis (38%).

En los experimentos realizados, la temperatura 6ptima de germinacion de las
teleutosporas (aislado 205) fue de 20°C, a mayor temperatura (25°C) los
porcentajes de germinacién disminuyeron. En cambio Koutsidou (2000)
determind una temperatura 6ptima de germinacion de 24°C. Estos resultados son
esperables al comparar un aislado de origen subtropical como el nuestro con uno
tropical. Las diferencias hasta aqui expuestas entre los aislados de P. nodiflora y

el estudiado por Koutsidou (2000) sugieren la existencia de dos subespecies de P.
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lantanae. Para establecer con certeza la existencia de posibles diferencias
genéticas entre ambos se requerird la realizacién de estudios moleculares
comparativos.

En el aislado 205 como en otras Puccinia spp., se observd produccién del tubo
germinativo tanto desde el poro ubicado en la célula apical como a partir de
ambas células simultdneamente, en coincidencia con Morin et al. (1992) y
Koutsidou (2000). Basidios anchos con largos esterigmas que no producian
basidiosporas fueron observados al igual que en Morin et al. (1992).

En coincidencia con lo observado por Gold & Mendgen (1991), las basidiosporas
germinaron en pocas horas, por medio de tubos de germinacion o formando
basidiosporas secundarias. Una aberracion citoldgica comdn en basidiosporas de
algunas royas es su germinacién aun unidas al basidio (p.e. en Uromyces
appendiculatus, fide Gold & Mendgen, 1984). Esta germinacion in situ de
basidiosporas también se observo en algunos aislados de P. lantanae (p.e. el 205).
En algunas ocasiones también se formaron dos tubos de germinacion al igual que
en Gymnoporangium yamadae (Fukushi, 1925).

En la literatura se menciona la delicada y fragil constitucion de las basidiosporas,
la cual afecta la supervivencia de las mismas durante la cosecha (Morin et al.,
1992). Inoculaciones con basidiosporas de P. lantanae en Justicia procumbens
resultaron en un bajo porcentaje de produccion de telios (Ono, 2002). Otros
autores (Ellison et al., 2004; Evans & Ellison 2005; Morin et al., 1993, Hasan,
1991; Parker et al., 1994) mencionan métodos de inoculacion utilizando
teleutosporas de Puccinia spp. microciclicas que han resultado exitosos.
Infecciones muy severas se han conseguido, por ejemplo, utilizando el método de

adherir hojas infectadas con P. xanthii a hojas sanas (Julien et al., 1979b). El
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método “discos de hoja” utilizado en el presente estudio simula mejor lo que
ocurre en la naturaleza, donde la inoculacién se produce por la descarga natural de
basidiosporas. El éxito de la inoculacion con dicho método dependeria de las
especies de Phyla inoculadas, la procedencia y edad del indculo.

El método de conservacion de las teleutosporas utilizado permitio la
supervivencia de las mismas por mas de un afio, pero con la edad del indculo se
observo un descenso importante en la germinacion. Anikster (1986) trabajando
con teleutosporas de varias especies de Puccinia - otras que P. lantanae -
preservadas en seco a 2-4°C determind que las mismas eran capaces de retener
buena capacidad germinativa por el plazo de un afio, perdiendo progresivamente
dicha capacidad hasta hacerse nula luego de tres afos.

Las teleutosporas de edad avanzada (48-72 semanas) mostraron una baja
capacidad germinativa, lo que se tradujo en una muy baja infeccion en el control
positivo. Se infiere que los telios de edad avanzada pierden capacidad de
germinacion, probablemente debido a condiciones de stress (&caros,
hiperparasitos) durante el almacenamiento.

A altas temperaturas (30°C) las teleutosporas produjeron tubos de germinacion
largos, sin produccién de basidiosporas. Asimismo, resultaron permanentemente
dafiadas luego de los tratamientos de shock térmico. Similares observaciones
consigna Koutsidou (2000). EI mismo efecto observaron Morin et al. (1993) en P.
xanthii. Se infiere que temperaturas iguales 0 mayores a 30°C serian altamente
perjudiciales para la supervivencia de las teleutosporas. Desprez-Loustau (1986)
determinaron, ademas, que temperaturas entre 30 y 32°C producian la muerte de

las basidiosporas.



59

Para la roya objeto de la presente investigacion, sera necesario estudiar el estado
nuclear del micelio que se forma a partir de tubos largos para conocer su
capacidad efectiva de infeccion, si éste es una hifa abortiva o si da lugar a micelio
dicaridtico, con posibilidad de formar telios.

Estudios en Puccinia lantanae realizados por Barreto et al. (1995) en Brasil y por
Renteria & Ellison (2004) en Per(, sugieren su uso como posible agente de
control bioldgico de la maleza L. camara. En la presente tesis, los aislamientos
con los que se realizaron los ensayos experimentales de infeccion no mostraron
igual especificidad respecto a las variedades de Phyla nodiflora, la cepa R350n
infectd a plantas de las tres variedades de P. nodiflora, mientras que la cepa
R205r fue infectiva solo frente a plantas de las variedades reptans y minor. Esto
reforzaria la hipotesis de la existencia de dos subespecies de P. lantanae.
Obviamente la falta de especificidad no es un atributo deseable para un agente de
control bioldgico clasico, teniendo en cuenta que, hasta el momento, en Australia
se busca preservar la variedad nodiflora. Por ello, sélo podria considerarse como
agente la cepa R205r.

Respecto a Cercospora lippiae, es el patogeno mas ampliamente difundido en el
pais en Phyla nodiflora, encontrandose en ambientes semiaridos a humedos en la
eco-region Pampeana, norte de la Patagonia, Yungas y la region del Chaco Seco y
Humedo. Este hongo se adapta a condiciones climaticas muy diferentes, aunque
varias especies de Cercospora se ven beneficiadas por condiciones de alta
humedad relativa (Alderman & Beute, 1986). Se observo la presencia de viruela
en casi todos los meses del afio. La intensidad de la enfermedad fluctud entre

niveles bajos y altos indistintamente de la estacion del afio.
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En los aislados estudiados de C. lippiae, se observo que sucesivos repiques
produjeron micelio esteril. Esta situacion ya habia sido mencionada para
Cercospora zeae-maydis por Beckman & Payne (1983). De manera similar a lo
observado por Kilpatrick & Johnson (1956), en los casos donde hubo
esporulacién, los conidios fueron abundantes en el borde de la colonia.

Al igual que en otras especies de Cercospora, en C. lippiae el nivel de
esporulacién varié de acuerdo al medio de cultivo utilizado. Kilpatrick & Johnson
(1956) observaron abundante cantidad de conidios en medios confeccionados con
zanahoria. Por su parte, Jones (1958) obtuvo esporulacion de C. kikuchii a partir
de un medio elaborado con tejido del hospedante. En C. lippiae, el agar hoja
zanahoria y el agar hoja phyla favorecieron la esporulacién. Contrariamente a lo
observado por Beckman & Payne (1983) en C. zeae maydis, el medio AP con
acido lactico favorecié la esporulacion en los distintos aislados de C. lippiae.

El estudio de las especies de Cercospora en el laboratorio reviste una tarea muy
laboriosa, dado las dificultades encontradas para lograr su esporulacion e
inoculacion. Por este motivo, se descarta su uso como un agente micoherbicida.
De acuerdo a los experimentos de inoculacion realizados, C. lippiae fue bastante
inespecifica, el aislado obtenido de P. nodiflora minor produjo sintomas en las
tres variedades, siendo recuperado de la variedad minor y de la variedad reptans.
Esta falta de especificidad impediria su utilizacion como agente de control
bioldgico clasico, siempre y cuando quede establecida la variedad nodiflora como
especie nativa en Australia.

En cuanto a Colletotrichum, Hyde et al. (2009) plantean la dificultad inherente a

la tarea de identificacion de especies en este genero. La alta plasticidad fenotipica
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que presentan los aislamientos ha llevado a resultados controversiales e inciertos
de identificacion (Sutton, 1992)

En el presente estudio se determinaron en forma preliminar las especies de
Colletotrichum aisladas de Phyla. De acuerdo a las caracteristicas morfologicas
estudiadas, se las identific6 como Colletotrichum truncatum s.lat. (Damm et al.,
2009), Colletotrichum gloeosporioides, sensu Weir et al. (2012) y una posible
nueva especie. Los materiales se enviaron a una micologa especialista del género
(Ulrike Damm, Senckenberg Museum of Natural History Gorlitz) para confirmar
el status establecido.

En la mayor parte de los sitios la intensidad de ataque de la enfermedad causada
por Colletotrichum spp. fue baja. En dos de estos sitios se encontrd roya en la
misma poblacién de plantas. Al igual que en Puccinia xanthii (Morin et al., 1993),
P. lantanae podria modificar la fisiologia de las células del hospedante
tornandolas susceptibles a Colletotrichum spp.

No se posee informacion acerca de la especificidad de los aislados de
Colletotrichum spp. Debido a esto no pueden ser tenidos en cuenta como agentes
de biocontrol clasico. Sin embargo, existen suficientes antecedentes para
considerar Colletotrichum spp. como agentes de control bioldgico con un enfoque
inundativo (Jensen, 1991). Seria importante realizar un relevamiento de los
hongos que atacan Phyla nodiflora en Australia. Si se encontraran especies de
Colletotrichum endémicas, deberian profundizarse los estudios en este sentido.
Luego seria posible hacer comparaciones para seleccionar el aislamiento de
Argentina o el de Australia, segun su efectividad para desarrollarlo como

bioherbicida.
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Capitulo 111

ESTUDIOS DE PATOGENOS DE Alternanthera

philoxeroides

1. Introduccion

Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. (Amaranthaceae), lagunilla, es una
planta perenne que tolera un amplio rango de condiciones ambientales y se
encuentra distribuida en distintos habitats. Es nativa de la region hdmeda
pampeana Yy de la zona del rio Parana en Argentina. Se extiende a paises vecinos,
Paraguay, Uruguay abarcando las cuencas de Bolivia y Brazil. Se ha convertido
en una maleza exotica en mas de 30 paises (Holm et al., 1997).

En la Argentina, la lagunilla posee tres formas taxonomicas: A. philoxeroides f.
philoxeroides, A. philoxeroides f. angustifolia Suess. (Pedersen, 1999) y una
intermedia provisionalmente denominada “Santa F&é” (Sosa et al., 2004). Existen
pequefias poblaciones de tetraploides fértiles y hexaploides fértiles, pero la
mayoria son hexaploides estériles. Las formas fértiles producen semillas viables y
plantulas en el campo (Sosa et al., 2008b). Estudios citogenéticos en Argentina
confirman que estas tres formas y la especie cercanamente emparentada A.
aquatica (D. Parodi) Chodat comparten al menos un tercio de sus cromosomas y
por lo tanto forman un complejo de hibridos (E. Greizerstein, com. pers.).
También se confirmé que el citotipo hexaploide que invadié Australia era un
hibrido estéril que se propaga por clones y fragmentacion. (Sosa et al., 2008b).
Andlisis genéticos sugieren la presencia de multiples introducciones desde

Argentina a Australia (D. Gopurenko, com. pers.).
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En Australia, como en otros lugares, es una planta con estolones de habito
terrestre, semiterrestre y/o acuatico. Como acuatica crece enraizada cerca del
borde del cuerpo del agua, en el sustrato debajo del agua 0 como redes de matas
flotantes de tallos internamente huecos que desarrollan raices. Estas matas pierden
la conexion al sustrato y se vuelven independientes y maéviles (Julien, 1995).

Las matas flotantes compiten con otras especies acuaticas, restringen la
penetracion de la luz, el flujo del agua, la flotacion y causan condiciones
anaerdbicas. Los fragmentos de estas matas pueden contaminar pasturas y cultivos
(van Oosterhout, 2007). Esta maleza es palatable para el ganado pero produce
fotosensibilidad resultando en lesiones en la piel, dafio en el higado y muerte
(Bourke & Rayward, 2003). Conocida en Australia con el nombre vulgar de
“Alligator weed” forma densos monocultivos que compiten y desplazan la
vegetacion nativa de la ribera. Zonas agricolas con riego corren peligro de ser
totalmente invadidas por lagunilla.

Esta planta resiste periodos de estrés hidrico durante el verano, también tolera
inviernos frios y hasta severas heladas que matan los tallos emergentes (Julien &
Broadbent, 1980).

La remocion fisica puede erradicar infestaciones pequefias, nuevas y aisladas. Sin
embargo esto también puede dispersar fragmentos de la planta mediante la
maquinaria y el movimiento del suelo contaminado que es transportado fuera del
area de infeccion. Las infestaciones de lagunilla deberian recibir aplicaciones de
herbicidas antes de ser controladas fisicamente. Estudios muestran que
metsulfuron-metil es el herbicida mas efectivo en ambientes terrestres y acuaticos

(van Oosterhout, 2007), aunque esta maleza en general no es afectada por
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herbicidas. Muchos s6lo queman la porcidn apical sin afectar viejos tallos y
rizomas (Sainty et al., 1998).

En 1960 Vogt (USDA) realizé muestreos en Sudamérica con el fin de colectar
enemigos naturales de A. philoxeroides (Vogt, 1973). Algunos de estos insectos
fueron liberados en USA, el escarabajo Agasicles hygrophila Selman & Vogt en
1964, Amynothrips andersoni O’Neill en 1967 y la polilla Arcola malloi Pastrana
en 1971. En los 70 el escarabajo y la polilla fueron liberados en Australia, hacia
1980 en Nueva Zelanda, y luego el escarabajo se liber6 en Tailandia y China
(Julien & Griffith, 1999). Agasicles hygrophila y A. malloi contribuyeron con el
control de lagunilla acuatica en USA (Buckingham, 2002), en Australia (Julien et
al., 1979a) y China (Wang, 1989), pero este control sélo fue exitoso en regiones
calidas.

En Australia, el agente clave de control de la maleza fue Agasicles.
Investigaciones en USA (Coulson, 1977) y en Australia (Julien et al., 1995)
demuestran que “alligator weed” posee una mayor tolerancia climatica que
Agasicles. El control bioldgico de A. philoxeroides ha sido exitoso en zonas
acudticas con inviernos benignos pero no ha sucedido lo mismo en el ambiente
terrestre (Sainty et al., 1998). Luego de la introduccion de un insecto (Disonycha
argentinensis Jacoby) que fallé en establecerse en Australia se concluy6 que esta
maleza aun no ha sido controlada (Burgin et al., 2010).

A pesar de que no se han realizado viajes exploratorios sistematicos en busqueda
de patogenos de lagunilla en Argentina, existe alguna informacién al respecto.
Segun Frezzi (1956), Pythium debaryanum R. Hesse y P. irregulare Buisman
causarian podredumbre de raices y muerte de plantas adultas de Alternanthera sp.

en Tucuman. Ademas, Wilsoniana bliti (Biv.) Thines (roya blanca) se encontro
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en A. paronychioides A. St.-Hil. en Buenos Aires y en Alternanthera sp. en
Tucuman y Salta (Spegazzini, 1891; Spegazzini, 1898-99). Barreto & Torres
(1999) hallaron dos patogenos en Brazil infectando lagunilla, Alternaria
alternantherae Holcomb & Antonopoulus y Cercospora alternantherae Ellis &
Langl.. Alternaria alternantherae también fue citada en Australia (Gilbert et al.,
2005), USA (Holcomb, 1978) y China (Xiang et al., 2002). En Australia este
hongo estd siendo estudiado como un potencial micoherbicida (Gilbert et al.,
2008). Otros hongos con el mismo potencial son investigados en China, por
ejemplo Colletotrichum sp. (Tan & Gu, 1993) y Fusarium sp. (Tan et al., 2002).
Una enfermedad causada por un virus fue citada ocasionando dafio en A.
philoxeroides en Florida (Hill et al.,1972).

Dos royas pertenecientes al género Uredo fueron citadas en A. philoxeroides, una
proveniente de Bolivia, Uredo pacensis Lindg. (Lindquist, 1957), y otra de
Guatemala Uredo nitidula Arthur (Arthur, 1920). Para Argentina, Lindquist
(1982) cita a la roya macrociclica autoica Puccinia mogiphanis Arthur sobre
Alternanthera aff. lanceolata (Benth.) Schinz y A. paniculata Kunth, asi como a
la roya microciclica P. stuckertii Speg. sobre A. albida (Moq.) Griseb. En Ecuador
se registro la presencia de Uredo alternantherae H.S. Jacks. & Holw. en A.
paniculata (Jackson, 1927) y en Peru en A. elongata (Willd.) Schinz (Laundon,
1965). Otras especies de roya han sido citadas en distintas especies de

Alternanthera en Sudameérica (Viegas, 1961).

Hipotesis especifica: Hongos patogenos de A. philoxeroides pueden ejercer un

eficiente control bioldgico sobre su hospedante.
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Obijetivos especificos

e Estudiar la distribucion geografica de las enfermedades en las poblaciones de
plantas

e Describir los sintomas observados en el campo. En ocasiones donde sea
posible asociar un hongo con un sintoma, estimar incidencia y/o severidad de
la enfermedad

e Aislar, cultivar in vitro (si es posible) e identificar los hongos hallados.

e Probar la patogenicidad de aquellos hongos posibles candidatos de biocontrol

en la especie blanco.

2. Materiales y Métodos

El estudio de los enemigos naturales (patdgenos e insectos) de Alternanthera
philoxeroides (Amaranthaceae) en el ambiente nativo se llevo a cabo en el marco
de un convenio entre la Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca y la
Fundacion para el Estudio de Especies Invasivas (FUEDEI, antes South American
Biological Control Laboratory, SABCL, Buenos Aires) con el Commonwealth
Scientific and Industrial Research Organization de Australia (CSIRO) para el
desarrollo del proyecto “Estudio preliminar. Bisqueda y estudio de patdgenos
asociados con Alternanthera philoxeroides”

Los detalles de los viajes realizados (lugar, fecha, objetivos, participantes) se
presentan en el Anexo 1 (Tabla 14).

La metodologia aplicada para el estudio de los hongos encontrados en esta maleza

fue la misma que la descripta en el Capitulo 2 para P. nodiflora.
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3. Resultados

3.1. Distribucién de Alternanthera philoxeroides

Se encontré en Argentina y Bolivia. Esta planta se localizé en provincias del
Noroeste argentino, tales como Salta, Tucuman y Santiago del Estero. Asi como
también en Chaco, Formosa, Misiones, Buenos Aires y Norte de Santa Fe (Lam.

30).

{
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Lamina 30. Distribucion geografica de Alternanthera philoxeroides.

3.2. Hongos encontrados en Alternanthera philoxeroides

Se registraron 16 patdgenos, 15 hongos s.I. y un virus, sobre las plantas de
lagunilla colectadas (Tabla 15).

Ademas de los hongos identificados como patdgenos, se registraron sintomas y
signos asociados con diversos hongos en poblaciones de lagunilla. En su mayoria

se trataba de saprotrofos y necrétrofos, con una amplia dominancia de Fusarium
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spp., seguido por Alternaria spp. y Phomopsis spp. Dados los objetivos de la
investigacion, no se intentd identificar a los hongos involucrados. En dos
ocasiones se observaron sintomas de mosaico lo que sugiere la presencia de virus
como patogenos de lagunilla.

Sobre la base de las observaciones en el campo y teniendo en cuenta los
antecedentes bibliogréaficos, se seleccionaron Uredo pacensis, Wilsoniana bliti y
Alternaria sp. para ser evaluados como posibles agentes de control bioldgico
clasico, mientras que las especies de Colletotrichum fueron elegidas como
posibles agentes de control inundativo.

Tabla 15. Hongos asociados con lagunilla en Argentina y Bolivia.

Hongo Estado tréofico | Sintomas Distribucion
Uredo pacensis Biotrofico Pustula en hojas Bolivia
Wilsoniana bliti Biotréfico Soros en hojas CHA, SAL
Colletotrichum 1 Necrotrofico Mancha clara en hoja, | BAI, MIS,
lesion corchosa en tallo CHA
Colletotrichum 2 Necrotrofico Costras en hojas y tallos. | FOR, TUC
Alternaria sp. | Necrotrofico Manchas rojas, cancro en | MIS, BAI
(patogena) tallo.
Phoma sp. Necrotréfico Cancros, lesion en tallo SAL, SDE,
JUJ
Phomopsis sp. Necrotrofico Antracnosis hoja, costra, | BAI, FOR,
lesion en tallo TUC, CHA
Fusarium spp. Necrotrofico Lesiones en tallo, | BAI, CHA,;
manchas en hoja. FOR, JuJ,
MIS, SAL,
SDE, TUC.
Cladosporium sp. Necrotrofico Ampolla en hoja BAI, TUC
Nigrospora sp. Necrotréfico Mancha hoja y lesion | TUC
tallo
Curvularia sp. Necrotréfico Mancha en hoja TUC
Alternaria sp. Necrotrofico Mancha en hoja. BAI, JUJ
Virus - Mosaico, acortamiento | BAI
entrenudos, deformacion.
Nectria sp. Mancha en hoja BAI
Gliocladium sp. Necrotréfico Mancha en hoja BAI
Epicoccum sp. Necrotréfico Mancha en hoja BAI
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3.2.1. Roya - Uredo pacensis

Uredo pacensis Lindg. (Identificacion confirmada por CABI, N° IMI 396348) es
una roya imperfecta del orden Pucciniales, phylum Basidiomycota.

A. Distribucion

Se encontro en los sitios 301, 302, 303, altura entre 1.600 y 1.800 m sobre el nivel
del mar, cercanos a Coroico, prov. Nor Yungas, dto. La Paz, Bolivia.

Hemos detectado esta roya en las tres poblaciones de A. philoxeroides que

encontramos en agosto de 2007, en la region mencionada. La incidencia en todos

estos lugares estuvo cercana al 100 %, con una muy elevada severidad (Lam. 31).

Lamina 31. Sintomas de infeccién producidos por Uredo pacensis en
Alternanthera philoxeroides.

B. Descripcién

Los primeros sintomas de infeccion fueron diminutas manchas foliares circulares

cloroticas. Sobre ellas se formaban, en el envés de la 1dmina, los uredosoros color
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canela de hasta 1 mm de diametro, al comienzo cubiertos por la epidermis que
luego se abria dejando expuestas las masas pulverulentas (LAm. 32). Uredosporas
equinuladas, subglobosas a obovoides, 21,5-31 x 21,5-24,5 yum, con 2 poros
ecuatoriales, espesor de la membrana lateral 2-2,5 um, apical 2,5-5,5 um (Lam.
33). A medida que avanzaba la infeccion, los uredosoros se rodearon de un halo
clorético, dando lugar a una extensa clorosis difusa en areas de la lamina con

mayor densidad de soros. Dichas areas luego se necrosaron.

o
’7.

Laminas 32 a 33. Uredo pacensis. 32. Uredosoros. 33. Uredosporas. Barra escala
33 =10 pm.

3.2.2. Roya blanca - Wilsoniana bliti

Wilsoniana bliti (Biv.) Thines (sinénimos Albugo bliti, Cystopus bliti), Fam.
Albuginaceae, orden Albuginales, subclase Albuginomycetidae, clase
Peronosporomycetes, pertenece al reino Straminipila o Chromista (Thines &
Spring, 2005). Es un organismo bidtrofo que causa la llamada roya blanca en
diversas amarantaceas. Esta especie es cosmopolita.

A. Distribucion

Se encontr6 en Alternanthera philoxeroides (sitio 180, al norte de Oran, Salta) y
A. aquatica (sitio 163, Isla del Cerrito, Chaco). Se observo una alta incidencia de

la enfermedad en el campo.
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B. Descripcion
Se observaron soros blanquecinos, agrupados, a veces confluyentes, de 3 a 10 mm
en hojas y tallos (Ldm. 34). Esporangios hialinos, subglobosos a piriformes, 13-

17,5 x 13-16 um, con leve engrosamiento de la pared en la zona ecuatorial (Lam.

35). No se observaron oosporas.

Laminas 34 a 35. Wilsoniana bliti. 34. Soros sobre hoja. 35. Esporangios. Barra

escala 35 = 10 pm.

3.2.3. Mancha foliar y cancro del tallo — Alternaria sp.

A. Distribucion

Sobre Alternanthera philoxeroides a 100mts de Ruinas de San Ignacio, Misiones
(sitio 130) (ver Anexo 2, Tabla 16). Se observo una incidencia del 100 % y un
muy elevado nivel de severidad. Sintomas muy similares se observaron en plantas
de A. philoxeroides de Tandil, Buenos Aires (sitio 33), pero no se encontraron
estructuras reproductivas sobre el material herborizado y en cdmara himeda sélo
hubo crecimiento abundante de hongos saprétrofos. No se logro aislar el hongo de
ninguno de los dos sitios debido a la dominancia de los saprobios mencionados.
Por lo tanto, no se pudo cumplir con los postulados de Koch.

B. Descripcion
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Manchas foliares circulares, hasta 7 mm de diametro, rojo-purpdreas, con centro
claro necrotico (Lam. 36). Hojas densamente pobladas de lesiones, luego
tornandose cloroéticas y secandose. Manchas en el tallo alargadas, rojizas, con
centro blancuzco. Estas podian tomar forma de ampolla elevada, de tejido
necratico; las que luego formaban cancros y rajaduras en el tallo, especialmente

en la parte basal (Lam. 37).

Laminas 36 a 37. Alternaria sp. 36. Detalle de mancha foliar. 37. Cancros en

tallo.

Fue dificil encontrar estructuras reproductivas sobre el tejido afectado. Los
conidios hallados eran estrechamente elipsoidales, con cicatriz oscura en la base,
con 5-8 euseptos transversales, y ocasionalmente algin septo secundario oblicuo.
El cuerpo del conidio, de color tostado claro, mide (55-)65-100(-125) x 9-12,5(-
15,5) um. El pico apical hialino, tan o algo mas largo que el cuerpo y

frecuentemente algo ensanchado en la parte apical (L4m.38).
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Lamina 38. Conidio de Alternaria sp. Barra escala = 10 um.

3.2.4. Antracnosis - Colletotrichum spp.

En cinco sitios se colectaron plantas de Alternanthera philoxeroides con infeccion
de Colletotrichum spp. Los sintomas observados no siempre fueron muy
conspicuos y claros; no se encontraron acérvulos u otros signos inconfundibles de
Colletotrichum sobre el material recolectado. Sin embargo, en todos los casos se
obtuvieron aislados de Colletotrichum y la siguiente descripcion morfoldgica se
basa en las estructuras observadas in vitro.

Los aislados estudiados se pueden agrupar en base a la forma y tamafio de los
conidios. ElI primer grupo (80, 93 y 428) tiene conidios rectos cortamente
cilindricos y el segundo (165, 175) tiene conidios falcados (Tabla 16). En forma
tentativa, el primer grupo fue ubicado dentro del complejo Colletotrichum
orbiculare y el segundo podria pertenecer al complejo C. truncatum s. lat. que
incluye a C. capsici (Damm et al., 2009).

En la actualidad, diversos grupos de micdlogos estan estudiando la taxonomia del
género Colletotrichum a nivel mundial (Hyde et al., 2009). Hasta que se aclare la

situacion taxondmica y nomenclatural, hemos desistido de adjudicar un nombre



definitivo a

los taxones estudiados en Alternanthera. Hemos buscado la

colaboracion de la especialista para completar los estudios taxondmicos.

Tabla 16. Caracteristicas de aislados de Colletotrichum obtenidos de

Alternanthera philoxeroides

Sitio | Prov. Conidios Setas Apresorios | Grupo
Forma | Medidas | Tab.

80 CHA | recto 11-16 ND | ND 5-6,5 1
X 3-5 X5

93 BAI | recto 9-19 0? 34-85,5 | 6-9 1
X 3-6 X3 X 3-6

428 | MIS | recto 12,5-15,5 | 0? 46-80 6-11 1
X 3-6 X 3-6

165 | FOR | falcado | 15,5-24,5 | 1 76,5-153 | 9-15,5 2
X3 X 6-7,5

175 | TUC | falcado | 12,5-245 | 1 86-173,5 | 8,5-14,5 2
X3 x 3-7,5

Grupo 1

A. Distribucion

La precedente descripcidn se refiere a la infeccion hallada sobre una poblacion de
plantas del sitio 93 (Monte, Buenos Aires). Las caracteristicas culturales y
morfoldgicas del hongo aislado son similares a los aislados de los sitios 80
(camino a Isla del Cerrito, Chaco) y 428 (San Ignacio, Misiones). La enfermedad
se presentd con una alta incidencia en el sitio 93 y baja en sitios 80 y 428.

B. Descripciéon

Manchas foliares circulares, ovaladas a irregulares, grisaceas a pajizas, hasta 1 cm
(L&m. 39). No se observaron acérvulos en hojas y tallos. En medio de cultivo
desarroll6 un micelio gris oscuro, con exudado rosado oscuro. Presencia de
estructuras esclerociales y setas, 34-85,5 um, castafio-oscuras, con las células
basales mas claras (Lam. 40). Conidios rectos cilindricos a elipsoidales, con los

extremos redondeados, 9-19 x 3-6 um, gutulados (Lam. 41). Apresorios clavados,

obovoides, “guante de box” y a veces irregulares, 6-9 X 3-6 um (Lam. 42).
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Laminas 39 a 42. Colletotrichum grupo 1 sobre Alternanthera philoxeroides. 39.

Manchas foliares. 40. Esclerocios. 41. Conidios. 42. Apresorios. Barra escala 41,
42 =10 pm.

C. Inoculacion

Los aislados 93 y 428 se inocularon en plantas de A. philoxeroides (origenes San
Javier, Hurlingham y Predelta) por medio del método Pipeta. Se desarrollaron
manchas clor6ticas y necréticas muy similares para los dos aislados y a partir de
esas manchas se reaislaron los hongos inoculados.

Grupo 2

A. Distribucion

Se aislé un hongo con caracteristicas culturales, morfoldgicas y morfométricas

similares del sitio 165 (Herradura, Formosa) y 175 (Capital, Tucuman) (Tabla 16).
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La enfermedad presentd alta incidencia en la poblacion local de lagunilla de
ambos sitios.

B. Descripcion

Manchas blanquecinas elevadas y costrosas en hojas y tallos acompariadas por
areas necroticas. El hongo aislado, en medio de cultivo desarroll6 un micelio
oscuro con formacidn inicial de esclerocios y estructuras acervulares (Lam. 43),
con setas oscuras de 76,5-153 um; conidios falcados, 15,5-24,5 x 3 um,
gutulados, formando un septo transversal al germinar (Lam. 44). Apresorios de
distintas formas, globosos, ovoides, clavados, lobados, guante de box e irregulares

muy complejos, 9-15,5 x 6-7,5 um (Lam. 45).

o

Laminas 43 a 45. Colletotrichum grupo 2 sobre Alternanthera philoxeroides. 43.
Acérvulo. 44. Conidios septados luego de la germinacién. 45. Apresorios. Barra
escala 43 a 45 =20 pum.

C. Inoculacion

Las pruebas de inoculacion realizadas en plantas de A. philoxeroides (origenes
San Javier, Hurlingham y Predelta) con el aislado 165 resultaron en manchas
elevadas acompafiadas por clorosis y necrosis. EI hongo inoculado se reaislo de

las manchas.
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4. Discusion

Durante los monitoreos realizados en Argentina y Bolivia se encontraron diversos
patogenos asociados con lagunilla (Alternanthera philoxeroides) algunos de los
cuales se preseleccionaron como posibles candidatos para el control bioldgico.
Entre ellos habia dos biotrofos, la roya Uredo pacensis y la roya blanca
Wilsoniana bliti, los que eventualmente se prestarian para el enfoque de control
clasico. Los otros hongos preseleccionados incluyen a los hemibidtrofos
Alternaria sp. y Colletotrichum spp.

La roya fue encontrada en un area geografica muy limitada, circunscripta a los
alrededores de la ciudad de Coroico en las yungas bolivianas, aunque es posible
que el area de distribucion sea mas extensa. Es interesante destacar que ésta es la
misma zona donde se encontrd la roya por primera vez (Lindquist, 1957) y
aparentemente la Unica donde hasta el presente ha sido registrada. En Argentina,
en la formacion de yungas del noroeste no se encontraron signos de la roya a
pesar del muestreo realizado.

Este hongo hasta ahora s6lo se observé en su estadio de uredos. Existen escasos
antecedentes de control bioldgico utilizando royas imperfectas que solo se
presentan en su forma uredosorica (Morris et al., 1999, Pereira et al., 2007). La
principal ventaja de las mismas, es que las uredosporas se diseminan con gran
facilidad por medio del viento, en comparacion con royas microciclicas donde la
diseminacion de teleutosporas y/o basidiosporas es menos eficiente. Sin embargo,
no puede descartarse la posibilidad de que se trate de una roya perfecta, con telios
y eventualmente otros estadios. En este caso surgiria la pregunta si es una roya
autoica o heteroica, es decir, que cambia de hospedante para cumplir su ciclo

completo. Si se pensara en U. pacencis como agente, primero deberian realizarse
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estudios sobre el ciclo del hongo, en particular si es autoico o heteroico, sobre su
especificidad asi como su distribucion y exigencias ambientales. Ademas, no hay
datos de especificidad de la roya que es otro requisito sine qua non para un agente
de biocontrol.

En relacion a la roya blanca, Wilsoniana bliti, esta fue encontrada en dos sitios
donde se presentd con un alto nivel de incidencia. No se conoce si este nivel de
intensidad se traduce en un importante impacto sobre la poblacion del hospedante.
Wilsoniana bliti tiene un amplio rango de hospedantes dentro de la familia
Amaranthaceae que entre otros incluye a algunos de los pseudocereales del género
Amaranthus (Farr & Rossmann, 2014). Sin embargo, no se ha estudiado si la
forma del hongo que infecta a A. philoxeroides es especifica o si puede atacar a
algunos de los pseudocereales u otras plantas que deben ser conservadas.
Wilsoniana bliti fue citada en Australia (NSW) en Alternanthera y Amaranthus,
pero no en lagunilla; tampoco ha sido observada en ninguna Alternanthera
durante los muestreos realizados en New South Wales durante el periodo 2002-
2003 (R. Gilbert, com. pers.).

Hartmann & Watson (1980a) realizaron estudios con Pustula tragopogonis con el
fin de utilizarlo como un potencial agente de control endémico de Ambrosia
artemisiifolia., ya que este patdgeno presenta un rango de hospedantes acotado
(Hartmann & Watson, 1980b). Con el mismo objetivo, Delhey & Kiehr-Delhey
(1987) estudiaron los patogenos de la maleza Diplotaxis tenuifolia en Argentina,
citando entre ellos la presencia de Albugo candida. Ninguna roya blanca ha sido
aun utilizada como un agente de biocontrol clasico. Respecto a su desarrollo como
micoherbicida, se reconoce que no son apropiados ya que no pueden ser

cultivados en medios artificiales.
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La mancha foliar y cancro del tallo de lagunilla encontrada en Misiones esta
estrechamente asociada con una Alternaria sp. cercana a A. alternantherae y A.
perpunctulata (E.G.Simmons) D.P. Lawr., M.S. Park & B.M. Pryor (= Nimbya
perpunctulata E. G. Simmons). La especie encontrada coincide muy bien en
forma, tamafio, tabicamiento y color con la descripcion original de Alternaria
perpunctulata; sin embargo, los conidios son lisos y no muestran la
ornamentacion caracteristica descripta por Simmons (2004). Cabe recalcar que la
descripcion original se refiere a conidios formados en medio de cultivo, mientras
que los conidios estudiados por nosotros provenian de material desecado de
plantas infectadas en el campo. Estos conidios son definitivamente mas angostos
(9-12,5(-15,5) um) que los de Alternaria alternantherae (18-20 um) (Simmons,
2004). Futuros estudios deberan realizarse para establecer si el hongo encontrado
aqui es una forma de A. perpunctulata o si se trata de una especie nueva. De
cualquier manera, pertenece a la seccion Alternantherae D.P. Lawr., Gannibal,
Peever & B.M. Pryor del género Alternaria, junto con A. alternantherae, A.
perpunctulata y algunas otras especies que infectan a miembros de la familia
Amaranthaceae, y las que anteriormente habian sido acomodadas en el género
Nimbya (Woudenberg et al., 2013).

Se observé que esta mancha foliar causaba un impacto muy fuerte en la poblacion
de lagunilla estudiada, tal como se sefiala para casos similares en USA, Australia,
Brasil, China y otros lugares (Holcomb, 1978; Barreto & Torres, 1999; Gilbert et
al., 2008). Estudios sobre el rango de hospedantes con diversos origenes de
Alternaria han demostrado que ademas de lagunilla y otras Alternanthera spp.,
estos hongos pueden infectar plantas ornamentales (celosia, gonfrena) y horticolas

(remolacha, espinaca) (Holcomb, 1978). Por lo tanto se excluye su empleo como
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agentes de control bioldgico clasico (Barreto & Torres, 1999). Sin embargo, se
recomienda su eventual uso como micoherbicida (Xiang et al., 2002).

Con respecto a los cinco aislados de Colletotrichum spp. obtenidos, estos fueron
tentativamente adjudicados a C. orbiculare s.l. y a C. truncatum s.l. En tres de los
cinco sitios la enfermedad se presentd con una incidencia elevada, sin embargo no
se observo esporulacion en las plantas sintomaticas. Hasta que no se conozca la
identidad de los hongos estudiados no se puede determinar la especificidad de los
mismos. Por lo tanto seria poco probable que se les considere como agentes de
biocontrol clasico. Sin embargo, se ha demostrado que Colletotrichum spp.
pueden ser empleadas exitosamente como micoherbicidas. Para el caso concreto
de lagunilla, estudios al respecto han sido iniciados en China (Tan, 1993; Tan &

Gu, 1993).
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Capitulo V.

CONCLUSIONES

Esta tesis es valida como aporte al conocimiento cientifico micoldgico basico de
nuestro pais. Se han obtenido datos de especies de plantas y hongos, sus
relaciones, su distribucion geogréafica, su morfologia, etc.

La situacion taxonomica de Phyla es diferente en Argentina y en Australia. En
Australia, Phyla nodiflora se considera introducida durante el siglo pasado y
actualmente naturalizada (Munir, 1993) y Phyla canescens (“lippia”), una especie
diferente, que se identifica como la maleza “target” de control. Mientras que en
Argentina las tres variedades se agrupan bajo el nombre P. nodiflora (O’Leary y
Mulgura, 2012). Estudios moleculares recientes indican que los tres subclados
argentinos debieran agruparse en un Unico clado como P. canescens sensu latu
(Fatemmi com. pers.). De acuerdo con este enfoque molecular todos los hongos
habrian sido hallados en P. canescens, por lo que cualquiera de ellos podria
utilizarse como agente de control bioldgico clasico. La taxonomia de Phyla en
Australia pone un paréntesis en la seleccidn de los candidatos de biocontrol, a la
espera de mas informacién filogenética que aclare el nivel de especificidad real de
los enemigos naturales de esta maleza. La cepa R205r de Puccinia lantanae seria
la primera opcién a tener en cuenta debido a su alto nivel de especificidad,
habilidad para dispersarse y al dafio que produce. Respecto a Cercospora lippiae,
se han realizado investigaciones con el fin de utilizar Cercospora spp. y géneros
afines como ACB clasico (Hofmeister & Charudattan, 1987; Morin & Trueman,
1997; Morin et al., 2004), por lo que este patdgeno es otro agente promisorio de

control.
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En relacion a Alternanthera philoxeroides, los agentes liberados sélo controlan la
forma acuética (Sainty et al., 1998). La roya Uredo pacensis es un candidato
promisorio para efectuar el control de la forma terrestre de lagunilla y para ser

aplicado en las margenes de los cursos de agua.
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ANEXO 1
Tabla 1: Viajes realizados para recolectar Phyla nodiflora .
Numero | Provincias Fecha Participantes Obijetivos
de viaje
1 Buenos Aires 16-17 Nov. | Sosa, Cardoy | Coleccién de
2005 Traversa muestras
2 Buenos Aires, 7-14 Dic. Sosa, Cardoy | Muestreos
Cordoba, San Luis, La | 2005 Traversa sistematicos a
Rioja, Catamarca, intervalos de 100-
Salta, Jujuy, Santiago 180km. Observacién
del Estero y Santa Fe. de lugares que por
sus caracteristicas
topogréficas
sugerian la
presencia de la
planta.
3 Rio Negro, Neuquény | 2-7 Feb. Sosa, Cardo vy | Igual que anterior
Mendoza 2006 Traversa
4 Entre Rios, Corrientes, | 26 May-1 Sosa, Cardoy | Igual que anterior
Misiones, Chaco y Jun 2006 Traversa
Formosa
5 Jujuy y Salta 27-30 Ago | Sosa, Cardoy | Muestreo zona Rio
2006 Traversa Zora (cita de roya).
Distribucion Pn en
lugares con menor
disturbio.
6 Santiago del Estero, 310ct-5 | Sosa, Busqueda de EN
Salta y Jujuy Nov 2006 | Telesnickiy especificos.
Traversa
7 Buenos Aires 27-28 Dic | Sosa, Cardoy | Coleccion de
2006 Traversa muestras
donde se encontro
Pn.
8 Cordoba y Santiago 20-22 En Sosa, Observacion de
del Estero 2007 Telesnicki y lugares que por sus
Traversa caracteristicas
topograficas
sugerian la
presencia de la
planta.
9 Jujuy, Salta, Tucuman, | 9-15 Feb Sosa, Traversa | Observacién de
Santiago del Esteroy | 2007 y Julien lugares que por sus

Buenos Aires

caracteristicas
topograficas
sugerian la
presencia de la
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planta. Basqueda de
EN especificos.

10 Jujuy y Salta 20-22 Jun | Sosa, Cardoy | Igual que anterior
2007 Traversa
11 Santiago del Estero, 23-29 En Sosa, Igual que anterior
Tucuman, Jujuy, Salta | 2008 Telesnicki y
y Cérdoba Traversa
12 Buenos Aires, Rio 5-6 Mar Sosa, Coleccion de
Negro 2008 Telesnicki y material para
Traversa estudios genéticos
13 Santiago del Estero, 22-28 Jul Sosa, Muestreos
Salta, Formosa y 2008 Telesnicki y sistematicos a
Chaco Traversa intervalos de 100-
180km en Formosa.
Busqueda de EN
especificos.
14 Buenos Aires costa 4-5 Oct Sosa, Coleccion de
2008 Telesnicki y muestras donde se
Traversa encontro Pn.
15 Rio Negro, La Pampa, | 18-20 En Sosa, Traversa | Busqueda de EN
San Luis. 2009 y Julien especificos.
Coleccion de
muestras donde se
encontro Pn.
16 Chaco, Formosa, Salta | 20-24 Feb | Sosa, Coleccion de
y Entre Rios 2009 Telesnicki y muestras donde se
Traversa encontro Pn.
17 Santiago del Estero, 29 Mar-1 Sosa, Busqueda de EN
Tucuman y Salta. Abr 2009 Traversa, especificos.
Rodriguez
18 Entre Rios, Formosa, 10-14 Nov | Sosay Coleccion muestras
Salta y Santiago del 2009 Traversa de DNA
Estero
19 Formosa, Chaco, 16-22 Feb | Sosa, Traversa | Busqueda de EN
Corrientes, Misionesy | 2010 y Julien especificos.
Entre Rios
20 Santiago del Esteroy | 20-23 Jul Sosa, Traversa | Muestreos
Formosa 2010 sistematicos a
intervalos de 100-
180km en Formosa.
Busqueda de EN
especificos.
21 Formosa, Salta, 10-15En Sosa, Traversa | Explorar la zona de
Tucuman y Santiago 2011 y Krug Burruyacu

del Estero.

(Tucuman) (cita de
roya). Busqueda de
EN especificos.
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Tabla 14: Viajes realizados para recolectar Alternanthera philoxeroides n.v.

“Lagunilla”
Namero de Provincias Fecha
viaje
1 Entre Rios, Corrientes, Misiones, 19-27 En
Chaco, Formosa, Santa Fe 2005
2 Tucuman, Santiago del Estero, 21-28 Feb
Salta, Jujuy 2005
3 Buenos Aires (Tandil) 17-21 Mar
2005
4 Tucuman, Santiago del Estero, 7-13 Abr
Salta, Jujuy 2005
5 Bolivia* 19-28 Ago
2007
6 Santa Fé, Formosa, Misiones, Entre | 15-21 Feb
Rios 2010

*Se obtuvo un permiso especial del gobierno de dicho pais.

Medios de cultivo empleados

Agar papa dextrosado (APD): papas peladas y cortadas 200 g, agar-agar 13 g,
Dextrosa 20 g, agua destilada 1000 ml.

Hervir las papas en 500 ml de agua destilada durante una hora. En el agua restante
y en caliente solubilizar el agar. Filtrar las papas hervidas en una malla densa,
previa decantacion, mezclar el liquido resultante con el agar disuelto, agregando
dextrosa. Completar el volumen a 1 litro. Dispensar en tubos de acuerdo a las
siguientes cantidades: 10 ml para cultivos en cajas y 5 ml para repiques en tubos
inclinados. Colocar los tapones de algoddn y esterilizar en autoclave a 120°C
durante 20 minutos (Dhingra & Sinclair, 1985).

Agar agua (AA): Agar-agar 13 g, agua destilada 1000 ml. Disolver el agar en el
agua y esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 minutos.

Agar avena-zanahoria (Dhingra & Sinclair, 1985): 12,5 g avena molida gruesa,

4 g agar, 12,5 ml de jugo de hoja zanahoria, 237,5 ml de agua destilada. Lavar las
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hojas de zanahoria, picarlas con procesadora y luego usar mortero. Se filtra con
gasa esteril y se obtiene el jugo. Hervir avena por 5 minutos en agua Y filtrar con
gasa. Agregar el jugo de la hoja al filtrado de avena. Agregar 4g de agar y
completar el volumen a 250ml. Colocar en erlenmeyer esterilizados. Ponerlos a
bafio Maria durante una hora a fuego minimo.

Agar zanahoria decocciéon (Dhingra & Sinclair, 1985): Picar 75 g de hojas de
zanahorias con procesadora y mezclar con 125 ml de agua destilada. Calentar
durante una hora a bafio Maria. Disolver 3 g de agar en 125 ml de agua hasta que
quede homogéneo. Agregar al filtrado de zanahoria y llevar a 250 ml. Esterilizar
hirviendo una hora a bafio Maria.

V8 200ml V8, 3g carbonato de calcio, 12 g agar, 800ml de agua destilada. Se
esteriliza en autoclave.

Agar hoja zanahoria 225 g hojas zanahoria, 750ml agua destilada, 11,25 g agar.
Agar hoja phyla 2259 hojas Phyla, 750 ml AD, 11,25 g agar.

En V8, agar hoja zanahoria y agar hoja phyla hervir las hojas por una hora en agua
destilada, segun la proporcidon necesaria. Filtrar, extraer el jugo y mezclar con
agar-agar. Agregar agua destilada hasta completar el volumen. Esterilizar en
autoclave.

Antibidticos: Para obtener la solucion madre se disolvio 1 g de estreptomicina, en
100 ml de agua destilada. Luego, se incorporaron 20 ml de la solucién madre en 1

L de APD (Nelson et al., 1983).
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N° de Sitio FECHA

1
2
3

4 (345)

10
11
11
18
18
53
81
92
92
92
128
144
180
180
180
180
186
187
188
189
190

16/11/2005
17/11/2005
19/12/2005
05/02/2006
12/02/2007
21/03/2006
05/10/2008
09/02/2007
23/01/2008
26/05/2006
28/05/2006
14/02/2007
17/11/2005
04/03/2006
01/06/2006
07/12/2005
13/12/2005
26/01/2008
24/07/2008
30/03/2009
07/12/2005
07/12/2005
07/12/2005
07/12/2005
08/12/2005

ANEXO 2
Tabla 16. Distribucién geografica de Phyla nodiflora y Alternanthera
philoxeroides.

Phyla nodiflora

LUGAR

Barrio Patagonia. Bahia Blanca

Departamento de Agronomia. Estacionamiento. Bahia Blanca
Departamento de Agronomia. Laboratorio. Bahia Blanca
Barrio Patagonia. Bahia Blanca

Metan. Salta.

Rt 11. Entre General Conesa y San Clemente del Tuyld. Km 284.
Rt 11. Entre General Conesa y San Clemente del Tuyld. Km 284.
Termas Rio Hondo. Rio Hondo, Santiago del Estero

Termas Rio Hondo.Rio Hondo, Santiago del Estero

Rotonda entrada a Goya, Corrientes.

4 km N Rt 16, camino a "Isla del Cerrito", Chaco.

Rt 30. 23 km N de Tandil. Buenos Aires

Rt. 30, 23 Km N Tandil.

Rt. 30, 23 Km N Tandil.

Parque Nacional Predelta, Entre Rios.

Rt 7. Junin. Buenos Aires.

Rt 50. 33km N Oréan. Salta

Orén. Salta.

Orén. Salta.

Orén. Salta.

Rt 7 km 161 Silveyra. Buenos Aires.

Ruta 7, 7 Km. al E de Iriarte, Buenos Aires.

Rt 7. km 499. Cérdoba.

Rt 7, 7 km E Villa Mercedes. San Luis.

Dique Paso de las Carretas.. Entrada Club de Pesca. San Luis

COORDENADAS
S 38,70-0 62,26
S 38,69-0 62,25

S 25.50-0 64.98

527.51-064.89
527.51-064.89
S29,14-059,24
S 27,43 -0 58,85
S37,12 - 059,04
S 37,12 -0 59,04
S 37,12 -0 59,04
S 32,08 - O 60,59
S 34.60 - O 60.96
S$22.87-0 64.36
522.87-064.36

S 22.87-0 64.36
S 22.87-0 64.36
S 34.46 - © 60.04
S534.45-0 61.87
S34.13-063.40
S$33.6-065.3
S$33.3-065.88

Taxoén

Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnn
Pnm
NE
Pnm
Pnm
Pnm
NE
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnm
Pnm
NE
NE
Pnm



190
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
201
201
202
203
204
204
204
205
205
205
205
205
205
205
205
205
206
207

22/01/2007
20/01/2009
08/12/2005
08/12/2005
08/12/2005
09/12/2005
09/12/2005
09/12/2005
10/12/2005
10/12/2005
10/12/2005
11/12/2005
11/12/2005
10/02/2007
25/01/2008
11/12/2005
12/12/2005
12/12/2005
11/02/2007
22/06/2007
12/12/2005
20/06/2007
26/01/2008
23/07/2008
30/03/2009
13/11/2009
22/07/2010
13/01/2011
27/08/11

13/12/2005
13/12/2005

Dique Paso de las Carretas. Entrada Club de Pesca. San Luis.
Dique Paso de las Carretas - Entrada Club de Pesca. San Luis
6km S Dique San Felipe. San Luis.

Rt 2, 11km al S de la unién con Rt 20. San Luis.
Posada Los sauces, Nono. Cérdoba.

Rt 38 km 202, Cérdoba.

Rt 38 km 373, 3 km S Rio Ampiza. La Rioja.

Rt 38 km 1223, La Rioja.

Rt 40. 10 km N El Eje. Catamarca.

Rt 40. Alrededores de Cafayate. Salta.

Rt 40. 9 km E of Alemania. Salta.

Quebrada San Lorenzo. Salta.

Rt 9. Volcan. Quebrada Humahuaca. Jujuy.

Rt 9. Volcan. Quebrada Humahuaca. Jujuy.

Rt 9. Volcan. Quebrada Humahuaca. Jujuy.

Rt 9. km 319. 4 km S Posta Hornillos. Jujuy.
Unién Rt 1 y Rt 34. Jujuy.

Rt 1, km 16, Jujuy.

Rt. 1, km 16, Jujuy

Rt 1 km 16. Jujuy.

Rt 34.11 km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 34.11km S Pichanal. Salta.

Rt 5, km 201. Salta.

Rt 20. 5 km Rt 5. Entrada Parque Nacional El Rey. Salta.

$33.3-065.88
$33.3-065.88
S32.85-0 65.47
S$32.29-0 65.69
S31.8-065.0

S 30.62 - O 65.47
§$29.7-066.8

S 28.44 - O 66.87
S$27.22-0 66.82
S 26.06 - O 65.95
S 25.58 - O 65.57
S24.72-0 65.50
S 23.92-0 65.46
S 23.92 - 065.46
S$23.92-065.46
S$23.68-065.44
S24.27-0 64.85
S 24.00 - O 64.55
S524.00-O 64.55
S 24.00 - O 64.55
S234-064.3
S234-064.3
S5$234-0643
S$234-0643
S$234-0643
S$234-0643
S234-064.3
S23.4-064.3
S23.4-064.3

S 23.93-064.04
S 24.99 - 0 64.59

Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
NE
NE
NE
NE
NE
ND
Pnr
NE
Pnm
Pnm
Pnm
NE
NE
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
NE
Pnm



208
209
210
211
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
221
222
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235

13/12/2005
13/12/2005
14/12/2005
14/12/2005
31/10/2006
14/12/2005
14/12/2005
14/12/2005
14/12/2005
09/02/2007
15/02/2007
02/02/2006
02/02/2006
02/02/2006
03/02/2006
18/01/2009
03/02/2006
19/01/2009
03/02/2006
04/02/2006
04/02/2006
05/02/2006
05/02/2006
05/02/2006
06/02/2006
07/02/2006
07/02/2006
04/03/2006
04/03/2006
04/03/2006
05/03/2006

Rt 5y Rt 20. 50 km Las Lajitas. Entrada PN El Rey. Salta.
Rt 5 30 km SO gps 208, Salta.

Rt 16. km 529. Salta.

Rt 16. Monte Quemado. Santiago del Estero.

Rt 16. Monte Quemado. Santiago del Estero.

Rt 14. 2 km NO Pampa de los Guanacos. Santiago del Estero.
Rt 6. km 70.12 km NE de Otumpa. Santiago del Estero.
Rt ex 94. 3 km NE Vilelas. Santiago del Estero.

Rt 19. 2 km E Rt 34. Santa Fé.

Rt 34.Lugones, Santiago del Estero

San Miguel del Monte. Alrededores de laguna. Buenos Aires.
Rt 3 km 892, Buenos Aires.

Rt 3 km 1059, Rio Negro

Rt 2 56 km N San Antonio Oeste, Rio Negro.

Santuario Ceferino.Chimpay. Rio Negro.

Santuario Ceferino.Chimpay. Rio Negro.

Balneario General Roca. Rio Negro.

Balneario General Roca. Rio Negro.

Rt 237. km 1355. Picun Leufl. Neuquén.

Rt. 65, Camping Villa Traful, margen sur Lago Traful, Neuquén
Rt. 234, Junin de los Andes, Neuquén

Rt 40. 34 km S Chosmalal. Neuquén

Rt 40. 20 km N Barrancas. Mendoza.

Rt. 40, cruce Rio Atuel, El Sosneado, Mendoza

Tunuyan. Mendoza.

San Martin. Mendoza.

Rt. 7 (y 49), km 844, Alto Pencoso, San Luis

Paseo de la Cascada (Sierras). Tandil.

Rt 226. 50 km S Tandil

4 km S Rt 88. Entrada balneario Costa Bonita. Necochea.
Rt 3 km 520 25 km S Tres Arroyos.

S 25.03 -0 64.58
S524.91-064.42
S 25.50 - O 63.60
S25.82-062.82
S25.82-062.82
S26.22-0 61.86
§$27.22-062.10
S 27.93 -0 65.59
S$3155-061.44
S 28.31- © 63.36
S 35.45- 0 58.79
S 40.17- O 62.65
S 40.71- O 64.07
S 40.26 -0 65.11
S$39.17- 0 66,13
S$39.17- 0 66,13
S 39,09- O 67,57
S 39,09-0 67,57
S39,55-0 69,31
S 40,66 - O 71,35
S$39,93-0 71,06
S37,61-070,16
S 36,64 - O 69,83
S 35,08 - O 69,59
S$33,6-069,01
S 33,12-0 68,53
S 33,43- 0 66,94
S37,36 -0 59,1
S 37,58- 0 58,74
S38.54-058.64
S$38.52-060.51

Pnm
Pnm
NE
Pnm
Pnm
Pnm
NE
NE
NE
Pnr
Pnm
NE
NE
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
NE
Pnm
Pnm
Pnm



235
236
236
237
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
264
264
264
264
265

27/12/2006
05/03/2006
27/12/2006
05/03/2006
26/05/2006
26/05/2006
26/05/2006
26/05/2006
26/05/2006
27/05/2006
28/05/2006
28/05/2006
28/05/2006
28/05/2006
28/05/2006
29/05/2006
29/05/2006
29/05/2006
29/05/2006
29/05/2006
30/05/2006
31/05/2006
31/05/2006
31/05/2006
01/06/2006
01/06/2006
24/02/2009
10/11/2009
22/02/2010
10/01/2011
01/06/2006

Rt 3 km 520, 25 km S Tres Arroyos.

40 km S Tres Arroyos. Copetonas

40 km S Tres Arroyos. Copetonas

Rt 78. Entrada playa Monte Hermoso.

Rt 12, 1 km S Esquina, Corrientes.

Rt 27, 18 km S Bellavista, Corrientes.

Rt 118 km 29, Corrientes.

RT 118, 37 km SO Loreto, Corrientes.

Rt 12, km 1240. Corrientes.

Rt 14, km 787, 2km NE Centinela, Misiones.

Rt 118, 4km NE from Loreto, Km 172. Misiones.
Rt 5, 5km E San Luis del Palmar, Corrientes.

Rt 11, Monumento Margarita Belén Chaco.
Camping Chuqui Cué, Herradura, Formosa.
Cerca Camping Chuqui Cué, Herradura, Formosa.

Camino a Mariano Boedo. 26 km de ciudad de Formosa. Formosa.

Rt 81, km 1302. Formosa.

3 km S Ibarreta Rt 27, Formosa.

Rt 27, casi cruce Rt 95. Formosa.

Rt 5, 2 km S Rio Bermejo. Chaco

1 km S Rt 16, 49 km O de Makallé, Chaco.

Cruce Rt 127 y Rt 14, Cuatro Bocas, Corrientes.
Rt 127 km 248, Entre Rios.

km 146, Rt 127, Sauce de Luna, Entre Rios.
Parque Urquiza. Barranca Rio Parang, Entre Rios.
Entrada del Parque Nacional Predelta, Entre Rios
Entrada del Parque Nacional Predelta, Entre Rios
Entrada del Parque Nacional Predelta, Entre Rios
Entrada Parque Nacional Predelta, Entre Rios
Entrada del Parque Nacional Predelta, Entre Rios
Rt 11, Rincén de Nogoy4, Arroyo Nogoya, Entre Rios.

§38.52-060.51

S 38, 71- 0 60,45
S 38, 71- 0 60,45
S 38,98 -061,28
S 30,05- 0 59,53
S29,02-059,17
S$28,34-058,43
S 27,97 -0 57,58
S 27,63 -0 56,83
S27,77-055.81
S27,75-057,25
S 27,55 -0 58,52
S27,12- 058,97
S 26,48 - O 58,28
S 26,49 - 0 58,29
S 26,02 - O 58,39
S 25,58 -059,23
S 25,23 - 059,87
S 25,34-059,94
S 25,62 - O 60,08
S27,07-059,71
S 30,07 - O 58,00
S 30,60 - O 58,47
S$31,24-059,21
S$31,71-0 60,53
S 32.11-0 60.63
S 32.11-0 60.63
S$32,11-0 60,63
S$32,11-0 60,63
S$32,11-0 60,63

Pnm

Pnm

Pnm

Pnm

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

NE

Pnm

Pnm

Pnm

NE

NE

Pnm

Pnm

Pnn

Pnn

NE

NE

Pnm

NE

Pnry Pnm
Pnry Pnm
Pnry Pnm
Pnry Pnm

NE



268
270
271
271
271
271
272
276
277
278
279
280
282
283
284
285
287
289
201
292
292
292
292
292
293
294
294
294
295
295
295

30/08/2006
09/02/2007
20/01/2007
13/02/2007
28/01/2008
22/07/2008
24/07/2008
01/11/2006
02/11/2006
03/11/2006
03/11/2006
05/11/2006
27/12/2006
28/12/2006
28/12/2006
28/12/2006
11/01/2011
09/02/2007
10/02/2007
28/08/2006
01/11/2006
11/02/2007
20/06/2007
27/01/2008
12/02/2007
12/02/2007
29/03/2009
21/07/2010
27/08/2006
12/02/2007
29/03/2009

Pista de aterrizaje, PN El Rey

Cruce Rt. 18 y Rt. 34, Forres, Santiago del Estero
Rt. 1, pocos km NO Robles, Sgo. del Estero

Rt. 1, pocos km NO Robles, Sgo. del Estero

Rt. 1, pocos km NO Robles, Santiago del Estero

Rt. 1, pocos km NO Robles, Santiago del Estero

Rt. 50, 200 mts S Rio Pescado, Salta

Rt 5. General Pizarro. Salta

PN El rey. Salta

Rio Popayan. El Rey. Salta

Camino a la entrada a Pozo Verde. El Rey. Salta.
PN Copo. Santiago del Estero.

Sauce Grande

Rt 11 km 423, Entrada playa Mar Azul.

Rt 11 10 km S Nueva Atlantis Km. 361

San Clemente del Tuyu

Rt 3. 24km SW de Pirané. Formosa.

Rt 34. Pintos. Santiago del Estero.

Rt 9. 5 km Norte Volcan. Jujuy.

7 km N Gral. San Martin. PN Calilegua. Jujuy.

7 km N Gral. San Martin. PN Calilegua. Jujuy. Lagunita
7 km N Gral. San Martin. PN Calilegua. Jujuy.

7 km N Gral. San Martin. PN Calilegua. Jujuy.

7 km N Gral. San Martin. PN Calilegua. Jujuy.

Rt 9. Pocos km de Rosario de la Frontera. Salta.
Cruce Rt 336 y 304. 1 km S de Burruyacu. Tucuman.
Cruce Rt. 36 y Rt. 304, 1 Km. S Burruyacu, Tucuman
Cruce Rt. 36 y Rt. 304, 1 Km. S Burruyacu, Tucuman
Burruyacu. Tucuman.

Burruyacu, camino a "El puestito”. Tucuman.
Burruyacu, camino a "El puestito”. Tucuman .

S 24,728-0 64,64
S 27.87- 0 63.97
S27,99-0 64,017
S27,99-064,017
S27,99-064,017
S27,99-0 64,017
S 22.97-064.37
S 24.23-0 63.98
S 24.72-0 64.19
S 24.72-0 64.19
S 24.72-0 64.64
S25.91-061.71
S 38,59-0 61,89
S 37,33-0 57,06
S 36,85- O 56,69
S 36,34-0 56,74
S 25,92- 0 59,26
S 33,92-0 64,44
S523,87-065,45
S 23.75-0 64.85
S 23.75-0 64.85
S 23.75-0 64.85
S 23.75-0 64.85
S 23.75-0 64.85
S525,74- 064,94
526,51 064,75
S 26,51 064,75
S 26.51- O 64.75
S 26.46-0 64,74
526,46 064,74
S 26,46 O 64,74

Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
NE
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnr
Pnm
Pnny Pnm
Pnny Pnm
Pnny Pnm
Pnn
Pnn
Pnn



295
295
297
298
299
300
336
338
339
340
342
343
344
348
350
350
350
350
350
350
351
351
351
352
352
353
354
354

355
357

21/07/2010
14/01/2011
14/02/2007
20/06/2007
21/06/2007
21/06/2007
23/01/2008
26/01/2008
26/01/2008
28/01/2008
28/01/2008
29/01/2008
29/01/2008
24/07/2008
24/07/2008
22/02/2009
12/11/2009
17/02/2010
22/07/2010
12/01/2011
25/07/2008
23/02/2009
11/01/2011
25/07/2008
11/01/2011
11/01/2011
25/07/2008
11/01/2011

26/07/2008
27/07/2008

Burruyacu, camino a "El puestito". Tucuman.
Burruyacu, camino a "El puestito”. Tucuman.

Rt 226. 1 km E Bolivar. Buenos Aires.

Rt 34, 20 km N San Pedro, curva via del tren. Jujuy.

Rt 34, Coronel Cornejo, Salta.

Dique Itiyuro. 3 km S Salvador Mazza. Salta.

Rt. 9, aprox. 50 Km. S de Termas de Rio Hondo, Santiago del Estero
Rt. 9, Volcan, adentro del pueblo, Jujuy.

Rt. 29 cerca de Lozano, Jujuy

Rt. 9 Km 1115,5, 3 Km N Santa Maria, Santiago del Estero
Rt. 9 Km. 903, 32 km. S de Ojo de Agua, Cdérdoba
Miramar, Cérdoba

Rt. 19, 1500 m del cruce con Rt. 34, Santa Fé

Rt 81, 10km SE Hickman. Salta.

Rt 81, Km 1682, 60 km NO Guillermo Juarez Formosa.
Rt 81, Km 1682, 60 km NO Guillermo Juarez Formosa.
Rt 81, Km 1682, 60 km NO Guillermo Juarez Formosa.
Rt 81, Km 1682. 60 km NO Guillermo Juarez. Formosa
Rt 81, Km 1682,60 km NO Guillermo Juarez Formosa.
Rt 81, Km 1682, 60 km NO Guillermo Juarez Formosa.
Rt 3. Pirané. 200m Sociedad Rural. Formosa

Rt 3. Pirané. 200m Sociedad Rural. Formosa.

Rt 3. 200 mts Sociedad Rural de Pirane, Formosa.

Rt 3. 3km N Villa Dos Trece. Formosa.

Rt 3, 3 km N from Villa Dos Trece, Formosa.

Gral San Martin. Chaco.

Rt 90. 2km S Eduvigia, Chaco.

Rt 90, 2 km S Eduvigia, Chaco, Argentina

Rt 11 km 1044, 500 m S empalme Rt 90, 2 km S Margarita Belén, Chaco.

Rt 11 Km 945. 2 km S Basail. Chaco.

S 26.46- O 64.74
526,46 064,74
S36,25- 061,09
S 24.10- O 64.82
S22.74-063.82
S 22.10- 0 63.73
S 27.70- O 64.47
S 23.91- 0 65.46
S 24.05-0 65.41
S 27.94- 0 64.22
S29.71-0 63.72
S 30.91-0 62.67
S31.53-061.54
S 23.22-0 63.47
S 23.69 0 62.30
S 23.69- 062.30
S 23.69- 0 62.30
S 23,69- 0 62,30
S 23,95- 0 62,30
S 23,69-0 62,30
S 25.76- 0 59.11
S 25,76 -0 59,11
S 25,76-0 59,11
S 26.16-0 59.34
S 26,16- 0 59,34

S 26.84-0 59.05
S 26,84- O 59,05

S 27.09-0 58.96
S 27,89- 059.27

Pnn
Pnn
Pnm
Lippia alba
Pnr
Pnr
Pnm
Pnn
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
NE
Pnn
Pnn
Pnn
Pnn
Pnn
Pnn
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
NE
Pnm
Pnm

Pnm
Pnm



370
371
372
373
374
375
376
379
381
382
383
387
388
390
391
401
403
404
405
405
405
405
406
406
407
416
416
417
423
425
425

18/01/2009
18/01/2009
18/01/2009
19/01/2009
19/01/2009
20/01/2009
20/01/2009
20/02/2009
20/02/2009
21/02/2009
21/02/2009
23/02/2009
23/02/2009
29/03/2009
29/03/2009
31/03/2009
31/03/2009
01/04/2009
01/04/2009
14/11/2009
20/07/2010
15/01/2011
01/04/2009
15/01/2011
01/04/2009
12/11/2009
12/01/2011
13/11/2009
12/01/2011
20/07/2010
15/01/2011

30 km O Rio Colorado Rt 22. Rio Negro.

Choele Choel. Rio Negro.

Rt 22. Entrada Choele Choel. Al lado del ACA. Rio Negro
Rt 107. 2 Km Sur del cruce con Rt 143. La Pampa.

Rt 143. 26 km N Limay Mahuida. La Pampa.

14 km de General Alvear. Mendoza

Rt 146. Rio limite entre San Luis y Mendoza. San Luis.
PN Chaco. Rt 7. 4 km N Palmar, Chaco.

Rt 7. Entrada Presidencia de la Plaza. Chaco.

Rt 95, Perin Formosa

Rt 95, 1 km NE de Perin Formosa

57 km de Resistencia. Isla del Cerrito. Chaco.

Camino a Isla del Cerrito, Chaco

Rt 34 Km 766, 40Km NO La Banda, Santiago del Estero
3 km N Rio Uruefia, 17 km Rt 34. Salta.

2 km N Arroyo. Cabeza de Buey. Km 1550. Rt 34. Salta.
4 km N Trancas Rt 9, Tucuman.

40 km SE Simoca. Rt 157. Tucuman.

Rt 6, 6 km SO Frias, Santiago del Estero.

Rt 6, 6 km SO Frias, Santiago del Estero.

Rt 6, 6 km SO Frias, Santiago del Estero.

Rt 6, 6 km SO Frias, Santiago del Estero.

1 km O Choya. Santiago del Estero.

1 km O Choya. Santiago del Estero.

Rt. 9, Monte Redondo, "casa de Juana", Santiago del Estero
2 km Las Lomitas, Formosa.

2 km Las Lomitas, Formosa.

11 km NE Santiago del Estero. Rt 34. Santiago del Estero
Rt 81 Juan Bazan, Formosa.

Rio Namby, brazo del rio Saladillo. Loreto. Santiago del Estero.
Rio Namby, brazo del rio Saladillo. Loreto. Santiago del Estero.

S 39,05-0 64,43
S 39,29-0 65,66
S 39,28-0 65,66
S 37,33-0 66,48
S 36,96-0 66,72
S 34,86-0 67,78
S 34,08-0 66,7
S 26,78-0 59,71
S 26,98-0 59,85
S 25,53-0 60,01
S 25,49- 0 59,98
S27,41-0 58,84
S27,32- O 58,77
S 27.39-0 64.31
S 26.21-0 64.63
S 24.77-0 65.03
S 26.22-0 65.24
S 27.67- 0 65.23
S 28.61- 065.10
S 28,61- 065.10
S 28.61- 065.10
S 28,61- 065.10
S 28.50- O 64.86
S 28,50-O 64,86
S 28.63-0 64.09
S 24.69- O 60.61
S 24,69-0 60,61
S 27.74- O 64,18
S 24,54 -0 60,81
S 28.33-0 64.19
S 28,33-0 64,19

Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnr
Pnm
Pnn
Pnn
Pnr
Pnm
Pnm
Pnr
Pnn
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm
Pnny Pnr
Pnny Pnr
Pnr
Pnr
Pnm
Pnm



426
426
427
439
440
440
441

442
443
444
455
456
457
458
459

460
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°
s/n°

17/02/2010
12/01/2011
17/02/2010
22/07/2010
23/07/2010
12/01/2011
23/07/2010

23/07/2010
23/07/2010
23/07/2010
14/01/2011
14/01/2011
14/01/2011
15/01/2011
15/01/2011

16/01/2011
28/08/2006
29/08/2006
29/08/2006
21/01/2007
24/07/2008
25/07/2008
25/07/2008
25/07/2008
25/07/2008
27/07/2008
28/07/2008
28/07/2008
29/03/2009

Camino Lag Yema. Rt 37. Formosa.

Pueblo Laguna Yema. Camino a Laguna Yema. Formosa.

Rt 88. Cerca de Las Lomitas. Formosa.

10 km Oeste Capital Page. Rt 81 13 km Oeste 350. km 1695.Salta.

Rt 37. Al oeste Laguna Yema, complejo hidrico R-TeucoLaguna Yema.Formosa

Camino Lag Yema. Rt 37. Formosa.

Rt 37. Al oeste Laguna Yema, complejo hidrico R-TeucoLaguna Yema.Formosa
Rt 28. 17km SO Las Lomitas. Camino entre Las Lomitas y el Bafiado rio Pilcomayo.

Formosa

Rt 28. Camino entre Las Lomitas y el Bafiado rio Pilcomayo. Formosa
Rt 28. Camino entre Las Lomitas y el Bafiado rio Pilcomayo. Formosa

Burruyacu Tucuman.

5 km N Rt 34 y de Pozo Hondo. Rt 130. Santiago del Estero.
Km 764 Rt 34. Santiago del Estero.

Km 51 Rt 64. Santiago del Estero.

km 89 Rt 64 Santiago del Estero.

Santiago del Estero.

Rt 34. 5 km N Puesto Gendarmeria. Rio Zora. Salta.
Las Lajitas. Salta.

PN El rey. Salta.

Rt 14. Camino a Copina. Cérdoba.

7 km SE Pluma de Pato, Km 1763. Salta.

Rt 81, km 1458, 9km del Hotel Portal Oeste, Las Lomitas. Formosa.

Rt 81, 5 km SE Ibarreta Km 1372. Formosa

Rt 81. 3 km SE Fontana. km 1323. Formosa.

Rt 90. 2km S San Martin. Formosa.

Rt 11 km 994. 6km S Resistencia. Chaco.

Rt 11 Km 895. 3 Km N Las Toscas. Santa Fé.

Rt 11 Km 845.15 Km N Las Garzas. Santa Fé.

Rt 34. km 766. 40 km NE La Banda. Santiago del Estero province.

S 24,26-0 61,25
S 24,26-0 61,25
S 24,69-0 60,58

S 24,32-0 61,29
S 24,32-0 61,29
S 24,42- 0 61,33

S 24,58- O 60,49
S 24,43- O 60,36
S 24,50- O© 60,42
S 26,47-0 64,741
S 27,12- O 64,52
S 27,407- O 64,30
S 28,02-0 64,60
S 28,16-0 64,94

S 28,57- 065,11

528,52-0 64,13
S 23.39-0 63.04

S 26,56- 0 59.32
S 27.50- 0 59.09
S 28.31- 059.26
S28.72- 0 59.44

Pnm
Pnm
Pnm
Pnn
Pnn
Pnn
Pnny Pnr

Pnn
Pnn
Pnn
Pnn
Pnm
Pnm
Pnm
Pnm

Pnm, Pnr,
Pnn

NE
NE
NE
NE
NE
NE
Pnr
NE
NE
NE
NE
NE
NE



s/n°
s/n°
s/n®
s/n®
s/n®
s/n®
s/n°
s/n°

GPS

12

18

26
140
141

04/10/2008
04/10/2008
05/10/2008
05/10/2008
05/10/2008
05/10/2008
07/05/2009
22/03/2010

Fecha

40 km S Tres Arroyos. Copetonas
Tres Arroyos

Mar del Plata

Laguna de los Padres

Sierra de los Padres.

Cerca gps 284

Ensenada

Hurlingham

NE: no se encontraron plantas de Phyla

Alternanthera philoxeroides

Lugar
Noroeste

22/02/05,8/04/05  Salta capital, provincia de Salta
22/02/05,8/04/05  Salta capital, provincia de Salta
23/02/05,9/04/05  Tafi viejo, Tucuman

24/02/05,9/04/05  Dique Rio Hondo, Santiago del Estero
24/02/05,10/04/05

25/02/05,10/04/05 Rt 338, Lules, Tucuman.
25/02/05,10/04/05 Rt 324, camino a Tafi del Valle, Tucuméan

Coordenadas

S24,77-0 65,43
S 24,77-0 65,43
S 26,74-0 65,27
S 27,50-0O 64,89

S 26,91-0 65,32
S 27,10-0 65,51

NE
NE
NE
NE
NE
NE
Pnm
Pnm



142
173
175
180
337
392

33
34
92
93
126
160
177

80
130
163
164
165
105
130
428

301
302
303
304

25/02/05,11/04/05
26/02/05,11/04/05
27/02/05,11/04/05
22/02/05,8/04/05
23/01/2008
30/03/2009

19/03/05
19/03/05
19/03/05
20/03/05
20/03/05
20/03/05
20/03/05

22/01/05
23/01/05
24/01/05
25/01/05
25/01/05
16/02/10
19/02/10
20/02/10

21/08/07
21/08/07
21/08/07
25/08/07

Rt 68, Camino desde San Lorenzo (Salta) a Jujuy

Rt 68, 20 km SO de Salta Capital

Rt 9, afueras de ciudad Tucuman

Rt 50. 33km N Oran. Salta

Sitio al lado de Proimmi (CONICET), Tucuman.
Rt 9 Km 1642. Salta.

Buenos Aires

Rt. 226, 26 Km N Tandil,
Rotonda entrada Azul

Rt. 30, 23 Km N Tandil.

Rt. 3 Km 108, Monte

Rt. 3 cerca de Cafuelas

Rt. 7, cerca San Andres de Giles
Rt 3 8 km Sur Cafiuelas

Noreste

Cerca de YPF, camino a Isla del Cerrito, Chaco
100 mts ruinas San Ignacio, Misiones.

Isla del Cerrito, Chaco

Herradura, Rio Paraguay, Formosa

Rt. 11, 50 m N entrada Herradura, Formosa
Vera Santa Fé

100 mts ruinas San Ignacio, Misiones.

San Ignacio, Misiones

Bolivia

Coroico, Dto de la Paz, camino a Uchumachi.
Coroico, camino a Cascadas

Camino al Rio Coroico, Coroico.

Puerto Tiquina. Lago Titicaca.

S 24,70-0 65,46
S 24,93- 0 65,48
S 26,86-0 65,16
S 22,87-0 64,36
S 26.81- 0 65.24
S 24.54-0 65.37

S 37,16-0 59,42
S 36,85-0 59,90
S 37,12 -0 59,04
S 35,41-0 58,8
S 35-0 58,74

S 34,53-0 59,26
S 35,12-0 58,73

S 27,44-0 58,89
S 27,25-0 55,53
S 27,42-0 58,82
S 26,51-0 58,28
S 26,39-0 58,34
S 29,46-0 60,19
S 27,25 -0 55,53
S 27,25-0 55,53

S 16,19-0 67,72
S 16,22-0 67,68
S 16,185- 0 67,73
S 16,21- O 68,84

10



S/N°
305
306

26/08/07
27/08/07
27/08/07

Provincia Ichilo, 2km SO Buena Vista. Depto. Sta Cruz de la Sierra.
Prov. Cordillera, Abapé. Sta Cruz de la Sierra.
Prov. Cordillera, Rio Seco. Sta Cruz de la Sierra.

S 17,46-0 63,66
S 18,90-0 63,38
S 18,64-0 63,29
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