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RESUMEN

Los hongos xiléfagos atacan frecuentemente ejemplares del arbolado urbano des-
componiendo su madera. Esto afecta negativamente la estabilidad y resistencia al
quiebre, poniendo en riesgo a la poblacién y sus bienes. Durante un relevamiento de
las pudriciones presentes en el arbolado de la ciudad de La Plata, fueron observados
ejemplares de Melia azedarach (Meliaceae) con evidencias de pudricion blanca en
duramen expuesto. El objetivo del trabajo fue identificar al hongo responsable de
esta pudricion y analizar las alteraciones anatoémicas y quimicas que causa en el lefio.
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Se examinaron muestras de duramen con evidencias de pudricién blanca en estadios
intermedio y avanzado extraidas de fuste y rama, respectivamente. Los aislamientos
fingicos fueron obtenidos de secciones de madera sembradas en agar malta con anti-
bidtico y fungicida. La identificacion fue llevada a cabo a partir de las caracteristicas
de las colonias y confirmada mediante técnicas moleculares. Los estudios anatémicos
fueron realizados con microscopios estereoscopico, Optico y electrénico de barrido,
y los analisis quimicos mediante quimica himeda y espectroscopia infrarroja trans-
formada de Fourier (FT-IR). Phlebia brevispora (Basidiomycota, Polyporales) fue la
Unica especie xilofaga aislada del material. Las alteraciones anatémicas registradas
permitieron diagnosticar pudricién blanca simultanea en fuste y coexistencia de
pudricion blanca simultdnea y selectiva en rama. Mediante quimica himeda fueron
determinados incrementos relativos en el tenor de lignina y extraibles lipofilicos, y
disminuciones en el porcentaje de los extraibles hidrofilicos en las muestras de am-
bos estadios de degradacion (rama y fuste); la disminucion del tenor de celulosa sélo
fue identificada en rama. El FT-IR revel6 el ataque a la celulosa y la lignina. Si bien
existe informacion previa de la presencia I brevispora en arboles en pie, el presente
hallazgo constituye el primer registro para la Argentina, mientras que la interacciéon
P, brevispora - Melia azedarach es reportada por primera vez en esta contribucion.

Palabras clave — Leno; modificaciones anatémicas; modificaciones quimicas; paraiso; Phlebia
brevispora.

ABSTRACT

The xylophagous fungi frequently attack specimens of urban trees, decomposing
their wood. This negatively affects stability and resistance to breakdown, putting the
population and their goods at risk. During a survey of the rot present in the trees of
La Plata city, specimens of Melia azedarach (Meliaceae) with evidence of white rot in
exposed heartwood were observed. The aim of this work was to identify the fungus
responsible for this rot and to analyze the anatomical and chemical alterations it
causes in the wood. Heartwood samples with evidence of white rot in intermediate
and advanced stages attained from stem and branch, respectively, were used. Fungal
isolates were obtained from wood sections cultured on malt agar with antibiotic and
fungicide. The identification was based on the characteristics of the colonies and
confirmed by molecular techniques. Anatomical studies were performed with ste-
reoscopic, optical and scanning electron microscopes and the chemical analysis by
using wet chemistry and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). Phlebia
brevispora (Basidiomycota, Polyporales) was the only xylophagous species isolated
from the material. The anatomical alterations recorded allowed the diagnosis of
simultaneous white rot in the stem and the coexistence of simultaneous and selec-
tive white rot in branch. Through wet chemistry, relative increases in the content
of lignin and lipophilic extracts were determined, and decreases in the percentage
of hydrophilic extractables in the samples of both degradation stages (branch and
stem); the decrease in cellulose content was only identified in branch. FT-IR revealed
the attack on cellulose and lignin. Although there is previous information about the
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presence of P brevispora in standing trees, the current finding constitutes the first
record for Argentina, while the interaction P brevispora — Melia azedarach is reported
for the first time in this contribution.

Keywords — Wood; anatomical modifications; chemical modifications; china berry; Phlebia
brevispora.

INTRODUCCION

El “paraiso” [Melia azedarach L., (Meliaceae)] es una especie arborea de origen asia-
tico, cultivada en nuestro pais tanto con fines comerciales como para el estableci-
miento de montes de abrigo y como ornamental. En este altimo caso, el porte, la
arquitectura, amplitud y densidad de la copa y la floracion abundante y perfumada
que caracterizan a la especie determinan que sea considerada una buena opcion para
el arbolado publico (Municipalidad de La Plata, 1983). El arbolado urbano publico
otorga beneficios ambientales, estéticos, sociales y econdmicos que frecuentemente se
ven alterados por estreses propios de este tipo de ambiente (Nowak y Dwyer, 2007;
Robles et al., 2011). Los danos por vandalismo, las practicas de poda inadecuadas,
la falta de espacio, la polucion, entre otros, reducen el vigor de los arboles afectando
en consecuencia los multiples beneficios que éstos aportan, como también los pre-
disponen al ataque fingico (Robles et al., 2011). Los hongos xil6fagos se encuentran
entre los principales agentes bidticos que afectan el valor de la forestaciéon urbana
(Urcelay et al., 2012). Estos patogenos descomponen la madera y a causa de ello los
ejemplares disminuyen su resistencia al quiebre y vuelco, poniendo en riesgo a la
poblacién y sus bienes, asi como la diversidad bioldgica del medio y demas funcio-
nes que dichos ejemplares arboreos cumplen en los ecosistemas urbanos (Schwarze
et al., 2000). En nuestro pais, los trabajos de Robles ez al. (2011, 2014), Urcelay et al.
(2012) y Murace et al. (2017), entre otras contribuciones, revelan los perjuicios que
causan estos hongos en el lefio.

Durante un relevamiento de las pudriciones presentes en los arboles de los
espacios publicos de la ciudad de La Plata, fueron observados ejemplares de paraiso
con evidencias de pudricion blanca (“white rot”) en el duramen de ramas de primer
orden y en el tercio inferior de los fustes.

Los hongos de pudricion blanca (“white rot fungi”) son los principales descom-
ponedores de los sustratos lignoceluldsicos debido a su capacidad para degradar ce-
lulosa, hemicelulosas y lignina hasta lograr su mineralizacion. Estos hongos pueden
comportarse como delignificadores selectivos (pudricion blanca selectiva) o bien
pueden degradar la lignina y la celulosa simultineamente (pudricién blanca simul-
tanea) (Blanchette, 1995; Schwarze, 2007).

El objetivo de este trabajo fue identificar al hongo responsable de la pudricién
blanca observada en ejemplares de paraiso del arbolado de la ciudad de La Plata y
analizar las alteraciones anatomicas y quimicas que causa en su lefo.
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MATERIALES Y METODOS
1. Material lenhoso

Se trabaj6 con muestras de duramen obtenidas de ejemplares de paraiso ubicados en
la via publica (veredas) de la ciudad. Fueron muestreados dos individuos (de un total
de cinco ejemplares con sintomas similares), considerados los mas representativos
de los estadios intermedio y avanzado de pudricion, segin las caracteristicas del
lenio observadas a nivel macroscopico (cf. Zabel y Morrell, 1992). En ningin caso
se observaron basidiomas. El material correspondiente al estadio intermedio pro-
vino del tercio inferior del fuste de un ejemplar volteado, cuyo leno manifesté una
apariencia moteada y consistencia corchosa, circundante a un ahuecamiento central
(Figs. 1A-D). El material en estadio avanzado se obtuvo de una rama de primer orden
cuyo duramen expuesto mediante herida de poda presentaba consistencia esponjosa
y aspecto fibrilar (Figs. 3A, B). De cada uno de ellos fueron obtenidas muestras de
madera deteriorada (a) (N=40), de entre 1 y 2 cm de lado. El material testigo (t)
(N=20), provino del tercio inferior de un fuste sano.

2. Aislamiento e Identificaciéon fungica

Las colonias flingicas fueron obtenidas a partir de la siembra, previo flameado, de
pequenas muestras de madera colocadas en cajas de Petri con agar malta, antibidtico
y fungicida (benomil) (Murace et al., 2017). Una vez obtenidas las colonias, éstas
fueron repicadas por siembra de punta de hifa con el propésito de obtener cultivos
puros y proceder a su identificacion. La identificacion fue realizada a partir de las
caracteristicas culturales de los aislamientos obtenidos, de acuerdo con Deschamps
y Wright (1975) y mediante la amplificacion por la reaccion en cadena de la po-
limerasa (PCR) de la regién ITS, utilizando los primers ITS4 e ITS5, siguiendo
la metodologia descripta por Lucentini e al. (2021) y posterior secuenciacion en
Macrogen (Seul, Corea). Las secuencias fueron depositadas en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) GenBank. También fue depositado material en el
Cepario del Instituto Spegazzini (UNLP).

3. Estudios anatomicos

El estudio de las alteraciones micro-estructurales presentes en la madera atacada
fue realizado mediante microscopios estereoscopico (lupa), optico (MO) y electré-
nico de barrido (MEB). Para los estudios con MO, las muestras fueron fijadas en
formaldehido - acido acético - alcohol (FAA), deshidratadas a través de una serie
ascendente de etanol y embebidas en Paraplast (D’Ambroggio de Argiieso, 1986). Las
secciones (10-12 um) obtenidas en los tres planos de corte (transversal, longitudinal
radial y longitudinal tangencial) fueron tefiidas con safranina fast-green. Para la
descripcion de la madera sana de M. azederach se consulté Inside Wood Data Base
(Wheeler, 2011) y se utilizaron también preparados microscopicos de la Xiloteca de
la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (FCAyE, UNLP). Todos los preparados
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Fig. 1. Pudricién blanca moteada en M. azedarach (paraiso). A) Ejemplar volteado donde se observa
una porcién de tronco con ataque en el duramen. B) Detalle de distintas zonas del lefo, atacada
y no atacada. C-D) Aspecto moteado por concentracién miceliar. E-F) Fotomicrografias con lupa.
Patrén moteado en vista longitudinal. Referencias: DS, duramen sano; h; ahuecamiento; pi, pudricién
incipiente; mt, patrén moteado; R, radio; Vm, vaso con micelio; md; micelio en zona completamente
degradada; cn, contenidos gomosos en vaso.

Fig. 1. White mottled rot in M. azedarach (china berry). A) Upturned specimen where a portion of the
trunk with attack on the heartwood is observed. B) Detail of different areas of the wood, attacked
and not attacked. C-D) Mottled appearance by mycelial concentration. E-F) Photomicrographs with
stereoscopic microscope. Mottled pattern in longitudinal view. References: DS, healthy heartwood;
h; hollowing; pi, incipient rot; mt, mottled pattern; R, ray; Vm, vessel with mycelium; md; mycelium
in a completely degraded area; cn, gummy contents in vessel.

fueron observados y fotografiados con un microscopio 6ptico (MO) Nikon E200.
Para las observaciones y analisis de las muestras con microscopio electrénico de
barrido (MEB) se obtuvieron porciones de lefio con cuchillas descartables. Estas
fueron montadas sobre las platinas sin tratamiento previo y metalizadas con oro. Se
empled el microscopio MEB FEI, modelo Quanta 200 del Servicio de Microscopia
Electrénica de Barrido y Microanalisis del Laboratorio de Investigaciones de Meta-
lurgia Fisica (LIMF), Facultad de Ingenieria (FI), UNLP Las descripciones de los
caracteres de diagnostico de las pudriciones fueron realizadas siguiendo a Anagnost
(1998) y Schwarze (2007).
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Fig. 2. Pudricion blanca moteada en el tronco de un ejemplar de M. azedarach (paraiso). A-E) Fo-
tomicrografias con MO. A-B) Secciones transversales (CT). A) Porcién de lefro donde se observa la
concentracién de micelio en los vasos, los radios inalterados y el ataque a vasos y fibras por sectores.
B) Zona del leno con depdsitos gomosos en los vasos, éstos con paredes lignificadas (puntas de
flecha). Se observa una porcién de lefio completamente degradada, con abundante micelio (flecha).
C-E. Secciones longitudinales (CL). C) Porcion de lefo degradada con abundante micelio (flecha) y
parénquima axial y radial practicamente inalterados. D) Detalle de radios inalterados (la erosién del
parénquima axial es producto del corte). E) Detalle de fibra con punteaduras erosionadas, coalescen-
tes (flecha). F-H) Fotomicrografias con MEB. Secciones longitudinales de lefo. F) Detalle de concen-
traciéon de micelio en vaso (puntas de flecha). G) Fibras con punteaduras erosionadas (flechas). H)
Porcién del lefio con estado mas avanzado de pudricién donde se observa el ataque del parénquima
de los radios (puntas de flecha). Referencias: V, vaso; R, radio; PA, parénquima axial; Fi, fibra.

Fig. 2. Mottled white rot on the trunk of a specimen of M. azedarach (china berry). A-E) Photomicro-
graphs with MO. A-B) Cross sections (TC). A) Portion of wood where the concentration of mycelium
in the vessels, the unaffected rays and the attack on vessels and fibers by sectors is observed. B) Area
of the wood with gummy deposits in the vessels, these with lignified walls (arrowheads). A com-
pletely degraded portion of wood is observed, with abundant mycelium (arrow). C-E) Longitudinal
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sections (CL). C) Portion of wood degraded with abundant mycelium (arrow) and axial and radial
parenchyma practically unaffected. D) Detail of unaffected ray (erosion of the axial parenchyma is a
product of the cut). E) Fiber detail with eroded, coalescing pits (arrow). F-H) Photomicrographs with
MEB. Longitudinal sections of wood. F) Detail of mycelium concentration in vessel (arrowheads).
G) Fibers with eroded pits (arrows). H) Portion of the wood with more advanced state of rot where
the attack of the parenchyma of the rays (arrowheads) is observed. References: V, vessel; R, ray; PA,
axial parenchyma; Fi, fiber.

4. Caracterizacion quimica de las maderas

La composiciéon quimica de la madera atacada y testigo fue determinada mediante
quimica himeda [Normas TAPPI, adaptadas por Rodriguez (1978)] y por Espec-
troscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FT-IR).

4.1. Quimica himeda.— El material testigo (t) y atacado (a) seco al aire fue asti-
llado y luego procesado en molino Thomas Wiley Laboratory Mill Model 4 Thom,
Scientific TM USA. Las muestras de aserrin obtenidas fueron tamizadas entre mallas
No 40/60 (0,420/0,250 mm) y posteriormente utilizadas para realizar las siguientes
determinaciones: contenido de humedad (determinado sobre 1 g de muestra a fin
de referir los resultados de los analisis a peso seco); porcentaje de extraibles en al-
cohol benceno (determinado sobre 2 g de aserrin expuesto a alcohol etilico 95% y
tolueno 100%, 1:2 v/v, con un tiempo de extraccién de 6 h); porcentaje de extraibles
en agua caliente (determinado sobre 2 g de aserrin con 100 ml de agua destilada en
Erlenmeyer, colocado en condensador a reflujo y mantenido en un baio de agua en
ebullicion durante 3 h); porcentaje de lignina insoluble en acido (lignina Klason) y
porcentaje de celulosa. Para la determinacion de lignina se mezcl6 1 g de muestra con
acido sulfirico al 96,5% (15 ml) durante 2 h a temperatura de 20 °C y bajo agitacion
frecuente. Luego ésta se diluy6 con 600 ml de agua destilada hirviendo para obtener
una solucion al 3% de acido sulfirico, y al cabo de 4 h de calentar bajo reflujo la
mezcla se filtr6. El residuo de lignina se lavé con agua destilada caliente y se seco
a 105 °C hasta peso constante. En cuanto al contenido porcentual de celulosa, fue
determinado mediante el método de Karshner-Hoéffer. De acuerdo con esto, 1 g de
material libre de extraibles fue incorporado en un Erlenmeyer junto con 25 ml de
acido nitrico - etanol (1:4, v/v) y posteriormente colocado a reflujo en bano Maria
durante 1 h. A continuacion, se procedié al filtrado del sobrenadante en papel de
filtro (3 veces) y por ultimo al filtrado del sobrenadante mas la muestra en un crisol.
El material resultante fue lavado con agua destilada caliente, luego con solucién
saturada de acetato de sodio y por ultimo con agua caliente hasta reaccién neutra.
El sé6lido obtenido se puso a secar en estufa a 105 °C hasta peso constante, se dejo
enfriar en desecador y finalmente fue pesado. Fueron realizadas dos repeticiones por
tipo de determinacion, por condicién del material. Segiin Norma, las repeticiones
fueron consideradas como validas cuando entre ambas, la diferencia de los valores
obtenidos fue < a 0,1%.

4.2. Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier.— El material particulado
de cada condicion (testigo: t y atacado: a) fue obtenido mediante lima metalica (< 0,4
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Fig. 3. Pudricién blanca fibrilar en la rama de un ejemplar de M. azedarach (paraiso). A-B) Porciones
de la rama donde se observa el ataque en la zona del duramen. C-D) Porciones de lefio con patrén
de pudricién fibrilar mostrando el entramado caracteristico. E) Fotomicrografia con lupa. Contenidos
gomosos y micelio en vasos. Referencias: Ds, duramen sano; Dpi, duramen con pudricion incipiente;
Dpa, duramen con pudricidon avanzada; fv, patrén fibrilar por persistencia de vasos; R, radios persis-
tentes; Vm-g, vasos con micelio y contenidos gomosos.

Fig. 3. White stringy rot in the branch of a specimen of M. azedarach (china berry). A-B) Portions of
the branch where the attack is observed in the area of the heartwood. C-D) Portions of wood with
stringy rot pattern showing the characteristic framework. E) Photomicrography with stereoscopic
microscope. Gummy contents and mycelium in vessels. References: Ds, healthy heartwood; Dpi,
heartwood with incipient rot; Dpa, heartwood with advanced rot; fv, stringy pattern due to persis-
tence of vessels; R, persistent radios; Vm-g, vessels with mycelium and gummy contents.

mm), luego triturado con nitrégeno liquido y posteriormente expuesto a una serie de
lavados siguiendo el procedimiento de Espifeira ez al. (2011). El material resultante
fue secado a 60 °C y mantenido en una atmoésfera libre de humedad hasta el mo-
mento de proceder al armado de las pastillas para obtener los espectros de absorcion
FT-IR. Estos fueron registrados entre 1800 y 800 cm™ empleando un espectrometro
modelo Spectrum (Perkin-Elmer-Instruments). El analisis espectral se realiz6 a una
velocidad de 1 cm s? con 4 cm™ de resolucion bajo atmésfera de aire seco (camara
con silicagel), obteniéndose un espectro promedio como resultado de 64 escaneos.
Se realizaron 3 réplicas por muestra. Para el procesamiento de los datos se utiliz6 el
software EZ-OMNIC y se llevé a cabo la correccion de cada espectro sustrayendo
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automaticamente aquel correspondiente a la pastilla blanco, obtenido inmediata-
mente antes del registro de cada muestra. Se analizaron las bandas consideradas
de referencia de los polimeros de la madera (Tabla 1) y se estimaron intensidades
relativas siguiendo a Pandey y Pitman (2003, 2004) y Luna ez al. (2015).

5. Analisis estadistico

Con los datos obtenidos del analisis espectral (n=3 muestras atacadas y n=3 muestras
testigo), se obtuvieron las relaciones de las absorbancias correspondientes a grupos
quimicos especificos. La comparacion de las relaciones pertenecientes a la madera
atacada versus aquellas obtenidas con la madera control, se llevo a cabo utilizando la
prueba de t de Student, con un nivel de confianza del 95%. Para el anilisis se utilizo
el software Infostat version 2020.

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Aislamiento e identificacion fungica

Los rasgos morfo-biométricos de los aislamientos se correspondieron con los de
Phlebia brevispora Nakas. Nakas. & Eslyn (Basidiomycota, Polyporales) (LPSC 1391)
(Nakasone y Esly, 1981; Nakasone et al., 1982; Nakasone, 1990). La comparacién
de las secuencias obtenidas (OMS574642; 574643) con aquellas depositadas en DNA
databases, usando el programa BLLAST, arrojaron 96,5% de similitud con esta especie,
Unica xilofaga aislada de las muestras de duramen. Si bien hasta la década de los
ochenta P, brevispora era reconocida como responsable del deterioro de postes de ma-
dera, particularmente postes telefonicos de pino (Nakasone y Eslyn, 1981; Nakasone
et al., 1982), afios mas tarde se menciona su presencia en ejemplares vivos. Suhara

Tabla 1. Asignacién de bandas de absorcién en los espectros FT-IR de las muestras de madera.
Table 1. Assignment of absorption bands in the FT-IR spectra of wood samples.

1 e e Grupos fucionales Referencia
(ecm™)

896 + 3 Vibraciones de grupos C1-H en celulosa. Hinterstoisser et al. (2001).

1164 = 3 Vibraciones de grupos glicosilicos C-O-C Fackler et al. (2010); Saparrat et al.
(holocelulosa). (2010).

1268 + 2 Vibraciones de C-O del anillo guayacil Pandey y Pitman (2003, 2004).
(lignina).

1335 + 3 Vibraciones del C-O del anillo siringyl Pandey y Pitman (2003, 2004).
(lignina).

1420 - 1430 Celulosa cristalina. Poletto et al. (2014).

1508 = 3 Vibraciones de esqueletos aromaticos Saparrat et al. (2010); Jelle y Hovde

(lignina). (2012); Shi et al. (2012).
1655 Grupos carboxilicos conjugados de Bari et al. (2019).

esqueletos aromaticos (lignina).

1734 + 4 Grupos carbonilos no conjugados de Luna et al. (2015).

pectinas y hemicelulosas (xilanos).
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et al. (2002, 2005) aportaron el primer registro de la ocurrencia de P brevispora en la
base del fuste del “ciprés japonés” (Chamaecyparis obtusa), asociada a una pudricion
blanca de duramen, por lo cual sugirieron su rol patogénico. Posteriormente Win ez
al. (2009, 2010) aislaron a este hongo de ejemplares vivos de Shorea gibbosa (“meranti
amarillo”) a partir de tejido xilematico con evidencias de pudricién, ubicado en las
proximidades de una lesion cancerosa en fuste. Estos autores tampoco detectaron
basidiomas en el material muestreado, atribuyendo esta particularidad a la prefe-
rencia de la especie por xilema en descomposicion. La presencia de I brevispora en
ejemplares de M. azedarach se suma a otras como Ganoderma australe, Ganoderma
resinaceum, Perenniporia gomezii y Fomitopsis punctata citadas por Rajchenberg y Ro-
bledo (2013) en el duramen de paraiso causando pudricién blanca.

2. Estudios anatomicos

Las caracteristicas mas relevantes de la madera sana de M. azedarach son: duramen
de color marrén o tonos de marron, la albura de coloracion mas clara. Anillos de
crecimiento demarcados, porosidad anular. Vasos solitarios y radiales multiples, con
placas de perforacion simple y engrosamientos helicoidales, punteaduras alternas,
poligonales, punteaduras radio-vaso areoladas. Presencia de gomas y otros depésitos
en los vasos del lenio temprano del duramen. Fibras con punteaduras simples a dimi-
nutamente areoladas. Parénquima axial vasicéntrico confluente. Cristales en células
del parénquima axial. Radios multiseriados (4-10), heterocelulares, constituidos por
células procumbentes y 1-2 hileras marginales de células cibicas (Wheeler, 2011).

Madera de paraiso degradada por P, brevispora.— En las muestras de fuste con un
estadio intermedio de pudricion se observo bajo lupa que el micelio se concentrd en
los vasos del lenio temprano (LT) sin contenidos gomosos o con escasos contenidos
(Figs. 1E, F) y un patrén moteado dado por la concentracion de micelio en aguje-
ros del tejido originados por la degradacion total localizada (Fig. 1F). Con MO, en
secciones transversales (CT) se evidencié el mayor ataque fingico en los vasos del
lefio temprano, cuyas paredes aparecieron adelgazadas y en ocasiones rotas, y sus
lamenes con abundante micelio por sectores (Fig. 2A). Algunos vasos mostraron
contenidos gomosos oscuros y una mayor resistencia a la degradacioén (Fig. 2B).
Las fibras también aparecieron degradadas en mayor o menor grado, al igual que el
parénquima vasicéntrico, mientras que los radios resultaron mas resistentes al ataque
(Figs. 2A, B). Tanto en CT como en secciones longitudinales (CL) se observaron
zonas del tejido totalmente degradadas (agujeros) ocupadas por abundante micelio
(Figs. 2B, C), y radios poco alterados (Fig. 2D). En las fibras, se registr6 erosién de
las punteaduras, las cuales en ocasiones confluyeron con el avance del ataque (Fig.
2E). Con MEB se observo en detalle la localizacion de las hifas en el interior de
los vasos (Fig. 2F), asi como la degradacion méas pronunciada de las paredes de las
fibras y la erosion de las punteaduras (Fig. 2G). En algunos sectores de las muestras
se registro el ataque de las células parenquimaticas de los radios, evidenciado por la
erosion de las punteaduras y la formacién de agujeros en las paredes del parénquima
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radial (Fig. 2H). Los caracteres observados a nivel macroscopico y microscopico (bajo
lupa) en este estadio de pudricion del duramen se corresponden con el concepto de
“mottled appearance” (apariencia moteada) de Otjen y Blanchette (1986). Barrasa et al.
(1992) y Kubayashi y Maekawa (2001) reportaron un sintoma similar en latifoliadas
naturalmente infectadas por una especie fingica afin, P chrysocrea. La presencia de
abundante micelio en los vasos del LT con depdésitos escasos/ausentes, indica el rol
preponderante de los mismos como via de colonizacién fingica, particularmente
en las maderas con porosidad anular (Schwarze et al., 2000; Schwarze, 2007). Por
otro lado, la resistencia a la degradacion registrada en vasos con contenidos pig-
mentados oscuros es compatible con el rol de estos extractivos como barrera a la
colonizacion (Schwarze y Fink, 1997; Schwarze et al., 1997). La visualizacion de
punteaduras erosionadas en distintos tipos celulares sefiala que el hongo se propaga
en el tejido principalmente atravesando las punteaduras (Levin y Castro, 1998; Gao
et al., 2018). De este modo, las alteraciones anatomicas observadas en estas muestras
son diagnosticas del tipo de pudricion blanca simultanea (PBSi) (Blanchette, 1995;
Anagnost, 1998): presencia de abundante micelio en areas con total degradacion,
adelgazamiento de las paredes de los vasos, presencia de punteaduras erosionadas y
agujeros en paredes celulares, en todos los casos sin evidencias de una delignifica-
cion selectiva previa (las paredes celulares se tinen de rojo con safranina/fast-green).
Respecto de la mayor resistencia a la degradacion identificada en los radios, podria
resultar de la preponderancia de guayacil-lignina (Schwarze, 2007) como también de
su elevado contenido de nitrégeno (N), lo cual reprime la expresion de los sistemas
ligninoliticos fangicos (Agosin et al., 1990; Singh et al., 2012).

En cuanto a las muestras de rama de primer orden en estado avanzado de pu-
dricidn, se evidencio el aspecto fibrilar del leno dado por la persistencia de los vasos
del LT con contenidos oscuros, los cuales por sectores se hallaban circundados por
radios parenquimaticos, determinando un entramado caracteristico (Figs. 3C-E). Con
MO se observaron en detalle los contenidos oscuros en algunos vasos del LT y las
paredes con mayor o menor grado de deterioro, siempre lignificadas (tefiidas de rojo
con safranina/fast-green) (Figs. 4A, B). Las fibras aparecieron totalmente colapsadas
por sectores o con las paredes adelgazadas, deformadas, en otros (Figs. 4A, C). En CL
el parénquima aparecid intacto en términos generales. El parénquima axial mostré
las paredes tanto delignificadas como lignificadas (Figs. 4B, D), mientras que en el
parénquima radial las paredes aparecieron siempre lignificadas (tefiidas de rojo con
safranina/fast-green), indicando su mayor resistencia al ataque fingico (Fig. 4D). En
algunas zonas se detecté separacion celular, principalmente entre fibras, asociada a la
delignificacion de sus paredes en mayor o menor grado (Fig. 4E). Estas presentaron
asimismo punteaduras erosionadas, en ocasiones coalescentes (Fig. 4F). Con MEB,
tanto el patrén fibrilar dado por la persistencia de los vasos y los radios, asi como la
separacion entre fibras, fueron facilmente identificables en CL de leno (Figs. 4G, H).
La persistencia de los vasos con contenidos es compatible con el rol que cumplen
dichos depdsitos, que actiian como barrera a la colonizacién y degradacion fingica.
Blanchette et al. (1988) también mencionan en maderas con avanzada pudricién
blanca un aspecto o patron fibrilar asociado a la resistencia de los vasos, rasgo que
atribuyen a sus caracteristicas quimico-anatomicas. En los vasos, la presencia de un
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Fig. 4. Pudricion blanca fibrilar en la rama de un ejemplar de M. azedarach (paraiso). A-F) Fotomi-
crografias con MO. A) Seccién transversal (CT) donde se observan vasos y radios mas resistentes
al ataque en comparacion con las fibras (éstas aparecen representadas por los “agujeros” en el
tejido, flecha). Se evidencia una mayor resistencia de los vasos con contenidos gomosos. B) Seccion
longitudinal (CL) mostrando las paredes lignificadas de los vasos y delignificadas del parénquima
axial. C) Detalle de fibras con paredes deformadas, erosionadas en CT. D-F. Secciones longitudinales
de lefio (CL). D) Sector del leno mostrando las paredes lignificadas del parénquima axial y radial. E)
Detalle de separacion celular entre fibras. F) Detalle de la erosion de las punteaduras de las fibras
y punteaduras coalescentes (puntas de flecha). G-H) Fotomicrografias con MEB. G) Visualizaciéon
del patrén fibrilar dado por los vasos y radios persistentes. Se registra abundante micelio (punta
de flecha). H) Zona del tejido donde se evidencia la separacion celular entre fibras. Referencias: V,
vasos; R, radios; PA, parénquima axial; Fi, fibras.

Fig. 4. White stringy rot on the branch of a specimen of M. azedarach (china berry). A-F) Photo-
micrographs with MO. A) Cross section (CT) where vessels and rays are observed more resistant to
attack compared to fibers (these are represented by the “holes” in the tissue, arrow). A greater
resistance of the vessels with gummy contents is evident. B) Longitudinal section (CL) showing the »
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lignified vessel and delignified walls of the axial parenchyma. C) Detail of fibers with deformed walls,
eroded in CT. D-F) Longitudinal sections of wood (CL). D) Wood sector showing the lignified walls of
the axial and radial parenchyma. E) Detail of cell separation between fibers. F) Detail of erosion of
the fiber pits and coalescing pits (arrowheads). G-H) Photomicrographs with MEB. G) Visualization
of the stringy pattern given by the persistent vessels and rays. Abundant mycelium (arrowhead) is
recorded. H) Area of the tissue where the cellular separation between fibers is evident. References:
V, vessels; R, rays; PA, axial parenchyma; Fi, fibers.

estrato S2 delgado y de estratos S1 y S3 mas espesos, asi como la alta proporcioén de
lignina, de tipo guayacil-lignina, determinarian dicha propiedad (Blanchette, 1995;
Skyba et al., 2013; Pramod et al., 2015). De este modo y como se indic6 previamente,
algunos rasgos observados en las muestras son caracteristicos de PBSi. En contras-
te, la pérdida de lignina identificada en algunas células parenquimaticas axiales y
la separacion celular por sectores del tejido son considerados caracteres relevantes
para el diagndstico de pudricién blanca selectiva (PBSe) (Srebotnik y Messner, 1994;
Anagnost, 1998). La presencia de areas selectivamente delignificadas localizadas entre
sectores con evidencias de PBSi es caracteristica del tipo de pudricion “mottled rot”
(pudricién moteada) (PBMo) definida por Otjen y Blanchette (1986). Las PBMo
son frecuentes en sustratos colonizados por especies consideradas delignificadoras
selectivas como lo es I brevispora (Otjen et al., 1987). Win (2016) describid caracteres
de diagnoéstico de PBSe y PBSi similares, en duramen de S. gibbosa expuesto a P
brevispora mediante ensayos in vitro y en arboles en pie.

3. Caracterizacion quimica de las muestras
de madera estudiadas

Comparado al control (t), en el duramen con rasgos de pudricion blanca en estadio
intermedio (ai) se registr6 un aumento en el porcentaje de celulosa (C), algo menor
en el de lignina (L), particularmente notable en el de los componentes del extraible
liposoluble (R) (taninos, esteroles, grasas, entre otros), y una leve disminuciéon en
aquellos hidrosolubles (Ac) (azicares, gomas, pectinas, compuestos fendlicos varios,
etc.). En correspondencia con ello, se determiné una mayor relacién C/L y R/Ac
(Tabla 2). En el duramen con pudricion avanzada (aa), se registré una disminucion
severa en el porcentaje de celulosa y con menor intensidad en el de los extraibles
en agua caliente, y un incremento significativo en el tenor de lignina y extraibles
lipofilicos, lo cual también fue revelado mediante las relaciones C/L y R/Ac. Los
resultados obtenidos son compatibles con el predominio en las maderas de una
fraccion amorfa de polisacaridos (incluyendo celulosa, hemicelulosas y pectinas),
altamente susceptible a la degradacién (Bari ez al., 2019), cuyo ataque preferencial
condujo a incrementos relativos en el resto de la fraccion polimérica y de los con-
tenidos lipofilicos no estructurales. Diferentes autores reportan la importancia del
consumo de holocelulosa para el crecimiento flingico y la cometabolizacion de la
lignina (Blanchette, 1991; Ejechi et al., 1996). Ademas, las muestras atacadas posi-
blemente revelen datos de quimica hiimeda que sean sobreestimaciones originadas
por la acumulacién de productos resultantes de la degradacion de la fraccién amorfa
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Tabla 2. Caracterizacidon quimica de la madera estudiada segun la metodologia de quimica hiumeda.
Table 2. Chemical characterization of the wood studied according to the wet chemistry methodology.

Determinaciones

Interaccion Condicion Extraibles %
Celulosa % Lignina % C/L
|~ | wa

P brevispora t 47,65a 29,63a 1,60a 2,21a 6,74a 0,33a
paraiso ai 70,80b 32,81b 2,15b 4,60b 6,28b 0,73b
(+1,48) (+1,11) (+2,08) (-0,93)
aa 26,40b 38,35b 0,68b 3,22b 5,73b 0,56b
(-0,55) (+1,29) (+1,46) (0,85)

Referencias: t, testigo; a, muestras atacadas; ai, atacada incipiente; aa, atacada avanzada; C, celu-
losa; L, lignina; C/L, relacidn celulosa/lignina; R, alcohol benceno; Ac, agua caliente; R/Ac, relacion
alcohol benceno/agua caliente. Letras distintas indican diferencias significativas; se consideran como
tal, diferencias > a 0,10 (Rodriguez, 1978; Pandey y Pitman, 2003); (+, -), aumento/disminucion
surgida de la relacion %X(a)/ %X().

References: t, witness; a, samples attacked; ai, incipient attacked; aa, attacked advanced; C, cellu-
lose; L, lignin; C/L, cellulose/lignin ratio; R, benzene alcohol; Ac, hot water; R/Ac, benzene alcohol/hot
water ratio. Different letters indicate significant differences; differences > to 0.10 are considered
as such (Rodriguez, 1978; Pandey & Pitman, 2003); (+, -), increase/decrease arising from the ratio
%X(a)/ Y%oX().

que no fueron absorbidos por el hongo o bien de aquellos resultantes de una acota-
da transformaciéon (Kirk y Highley, 1973). La presencia de masas de micelio en las
maderas (concentradas en dreas con total degradacion), también pudo tener impacto
en los resultados mediante el aporte de esteroles, grasas y a—quitina, esta dltima
quimicamente andloga a la celulosa y con un comportamiento similar en cuanto a su
insolubilidad y estabilidad en solventes orgdnicos y en agua a elevada temperatura
y presion (Deguchi ez al., 2015; Hou et al., 2021). Del mismo modo, fenémenos de
repolimerizacion de compuestos fendlicos sobre el esqueleto de lignina de los pro-
ductos originados de su degradacién pudieron también estar involucrados (Martinez
et al., 2005; Skyba et al., 2013). Segun fue mencionado, P brevispora es considerada
como delignificadora selectiva (Otjen et al., 1987), estrategia de degradacion que no
fue identificada en el duramen atacado mediante quimica himeda. Factores como
la humedad y temperatura ambiente, el tenor de oxigeno, las caracteristicas del sus-
trato y el potencial enzimatico de la cepa fiingica gobiernan el ataque preferencial
a la lignina (Blanchette, 1991). Ejechi et al. (1996) y Maryam et al. (2016) también
observaron una modificacion en la estrategia de degradacion de Pleurotus ostreatus,
otro hongo considerado delignificador selectivo, en maderas de latifoliadas infectadas
natural y artificialmente.

Los espectros FT-IR de las muestras de duramen con estadio de pudricién
intermedia (ai) y avanzada (aa) también avalaron la alteracién de la matriz ligno-
celulésica. Respecto del testigo (t, o espectro de partida), se detectaron variaciones
en la intensidad de absorbancia (IA) de los ntimeros de onda que representan a la
fraccion estructural del leno (Fig. 5). Dichas variaciones implicaron disminuciones
en la IA de 896 nm (que corresponde a vibraciones de grupos Ci-H en celulosa),
e incrementos particularmente notables en 1508 nm (excepto en las muestras ai)
y en 1655 nm (ambos utilizados como diagndstico de estructuras aromaticas de la
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Fig. 5. Espectros FT-IR provenientes de la madera de paraiso testigo y afectada por pudricién blanca
en estado intermedio (ai) y avanzado (aa). Madera testigo: linea color negro. Madera atacada ai:
linea de color azul. Madera atacada aa: linea color gris.

Fig. 5. FT-IR spectra from chinaberry wood witness and affected by white rot in intermediate (ai)
and advanced (aa) state. Witness wood: black line. Wood attacked ai: blue line. Wood attacked aa:
gray line.

lignina y sus grupos carboxilicos conjugados), en 1335 nm y 1268 nm (que corres-
ponden a las subunidades S y G de la lignina respectivamente) y en 1734 nm (que
son diagnoésticos de heteropolisacaridos) (Fig. 5). En cuanto a la celulosa amorfa,
como ya fue mencionado, lo hallado se corresponde con su alta susceptibilidad a la
degradacion y uso para la cometabolizacién de la lignina. Respecto a la lignina, su
reduccion en las muestras ai (Fig. 5), revelada ademads por las relaciones !150s/11734,
11508 /11164, 11508/ 11429, €s compatible con la estrategia de degradacién conocida para P
brevispora (delignificadora selectiva) (Otjen et al., 1987). La relacion h33s/126s, tam-
bién indico su alteracion en las maderas con pudricién intermedia, y en particular
de las subunidades G (Tabla 3). Distintos estudios sugieren la modificacion de la
lignina por procesos de metoxidaciéon y/o demetoxilacién, entre otros mecanismos
existentes de transformacion de este heteropolimero aromatico (Skyba ez al., 2013).
Estas reacciones posiblemente se llevaron a cabo y consecuentemente, determinaron
el enmascaramiento del ataque a las subunidades S, consideradas las mas susceptibles
a los hongos responsables de pudricién blanca (Blanchette, 1991; Skyba et al., 2013).
En ambos estadios de pudricidn, el ataque a la lignina también se detect6 a partir del
incremento de las !As li¢5s. Los grupos carboxilos se presentan en concentraciones
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Tabla 3. Relacién entre la intensidad de absorbancia de grupos funcionales especificos de los
polimeros componentes de la madera y su variaciéon por la actividad de P brevispora.

Table 3. Relationship between the absorbance intensity of specific functional groups of wood com-
ponent polymers and their variation by the activity of P brevispora.

Condicién de la
P brevispora t 0,44a3 1,22a 0,61a 0,65a 1,85a 0,68a 0,94a 0,86a
paraiso (24,37) (32,75) (25,67) (24,98) (10,57) (2,44) (1,15) (0,45)
ai 0,33a 0,79a 0,46a 0,57a 1,38b 0,59b 0,82b 0,92b
(8,09) (9,42) (1,38) (6,74) (2,90) (1,42) (0,59) (1,25)
aa 0,27a 0,52a 0,33b 0,37b 1,40a 0,72a 0,89a 0,90a
(7,90) (11,63) (8,86) (11,00) (0,68) (5,06) (4,60) (2,63)

Referencias. 1: Iggs/l1164, celulosa/ holocelulosa; Igos/ 11734, celulosa/ hemicelulosas; lgos/ 11429, ce-
lulosa/ celulosa cristalina; lIgo6/l1508, celulosa/lignina; l1508/11734, lignina / hemicelulosas; 11508/ 11164,
lignina / holocelulosa; 1508/ 11429, lignina / celulosa cristalina; 11335/11268, lignin siringyl (S) / guaiacyl
(G). 2: t, testigo; a, madera atacada; ai, atacada incipiente; aa, atacada avanzada. 3: Letras distintas
indican diferencias significativas (p < 0,05, Tukey). El coeficiente de variacion (CV), se indica entre
paréntesis.

References. 1: Igos/ 11164, cellulose / holocellulose; lgg96/ 11734, cellulose / hemicelluloses; lgg6/ 11429,
crystalline cellulose / cellulose; lIg96/ 11508, cellulose/ lignin; l1508/11734, lignin / hemicelluloses; 1508
/11164, lignin / holocellulose; 11508/ 11429, lignin / crystalline cellulose; 11335/ 11268, lignin siringyl (S) /
guaiacyl (G). 2: t, witness; a, wood attacked; ai, incipient attacked; aa, attacked advanced. 3: Dif-
ferent letters indicate significant differences (p < 0.05, Tukey). The coefficient of variation (CV) is
indicated in parentheses.

extremadamente pequenas en las ligninas nativas, y en concentraciones significativas
en ligninas expuestas a tratamientos bioldgicos o quimicos, por la ruptura de sus
anillos aromaticos, que conduce a un incremento en las absorbancias que correspon-
den a estos grupos. Asi, su cuantificacion proporciona informacion valiosa acerca
de la degradacion y modificacion de la lignina (Fackler y Schwanninger, 2012). En
cuanto al aumento en el contenido de lignina registrado en la madera aa, lo obtenido
es compatible con la remocién de la celulosa (Fig. 1), y es revelado también a partir
de la disminucién en la relacion lso6 / his0s (Tabla 3). Ademas, el ataque preferencial
a la celulosa y los incrementos en el tenor de lignina obtenidos en las muestras aa,
colonizadas por un delignificador selectivo, se corresponden con la presencia de
pudricion blanca moteada (PBMo) en el duramen bajo estudio. En las maderas con
PBMo, es frecuente el enmascaramiento del ataque preferencial a la lignina (Otjen
y Blanchette, 1986). En ellas, la deteccién conjunta de diferentes tipos y estadios de
degradacion que conducen a la persistencia de células/sectores del tejido altamente
lignificados (como los vasos y la laminilla media compuesta, tal como se observo
con MO) avalan esta propuesta. L.a formacion de pseudoligninas (van Heerden et
al., 2008; Lancha et al., 2021); la generacion de-novo de polimeros aromaticos por
repolimerizacion de los productos de delignificacion (Martinez et al., 2005; Skyba et
al., 2013); la transformacion de compuestos derivados de los extraibles (Toledo et al.,
2017) y la persistencia de contenidos gomosos coloreados, también impactarian en lo
hallado para la lignina. Puesto que las 'so6/'1734 ¥ '1508/'1734 disminuyeron sus valores
segln avanzo la pudricién, la degradacion de las hemicelulosas no pareceria haber
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sido un proceso dominante durante el ataque fingico, tal como también se pudo
inferir por los incrementos en los niveles de absorbancia en 1734 nm. Los valores
provenientes de las !sos/ 11420 de cada estadio de ataque indicaron la degradacion de la
celulosa amorfa por sobre la cristalina, particularmente en las muestras aa. La mayor
proporcién de celulosa cristalina (o aumento de la cristalinidad) en aa se corresponde
con el estadio de pudricién de las muestras.

CONCLUSIONES

Phlebia brevispora fue la Gnica especie xilofaga aislada del duramen de paraiso con
evidencias de pudricion blanca, la cual fue corroborada mediante estudios anaté-
micos y quimicos. Las alteraciones micro-estructurales observadas reflejan que esta
especie puede causar pudricion blanca selectiva y simultdnea en un mismo sustrato,
modo de ataque que define a las pudriciones blancas moteadas (PBMo). Las altera-
ciones quimicas identificadas se corresponden con el enmascaramiento del proceso
de delignificacion selectiva (tipo de descomposicion conocido para la especie) que
provocan las PBMo como también con los maltiples factores que gobiernan el ata-
que preferencial a la lignina. A la fecha, no existen registros para nuestro pais de la
presencia de P brevispora en ejemplares en pie. Distintos autores mencionan a este
xil6fago asociado a pudricion blanca de duramen en ejemplares vivos y sugieren
comprobar su rol patogénico. Por lo tanto, es necesario confirmar su patogenicidad
y de este modo determinar si es responsable primario de la descomposicion de la
madera de estos ejemplares o bien si su presencia resulta de un proceso de sucesion,
colonizando madera previamente atacada. Asimismo, esta investigacion suma evi-
dencias en torno al valor de los estudios quimico-anatomicos para la interpretacion
de la estrategia de degradacién que poseen las especies xil6fagas en un sustrato de-
terminado y dimensionar los perjuicios que esto puede ocasionar.
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