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RESUMEN

Entre septiembre a diciembredel 2004 €l Instituto
Forestal y €l Servicio Agricola y Ganadero, en investi-
gaciones conjuntas de estrategias de control bioldgico
para Tremex fuscicornis Fabr. (Hym. Sricidae), se
profundiz6 en el conocimiento dela asociacion simbidtica
gue presenta esta avispa xiléfaga con un hongo. T.
fuscicornis, es una avispa taladradora del dlamo que
presenta en susglandulas micangialesel micelioy esporas
de un hongo asociado, €l cual inyectado al arbol en €l
momento de la oviposicion, causa su posterior decai-
miento y biodegradacién. Desde hembras adultas se
obtuvieron los micangios que contenian micelio y
artrosporas del hongo, estos fueron macerados y
posteriormente sembrados en agar papa dextrosa,
desarrollandose colonias fungicas que formaron
artrosporas. El micelio de estas colonias fue inoculado
en varios tipos de sustratos vegetales esterillizados, en
especial en trozas de dlamo, donde se desarrollaron
basidiocarpos, |0s que taxonémicamente correspondieron
a Cerrena unicolor (Bull.) Murr., primer reporte para
Chile de este basidiomicete.

ABSTRACT

Since september to december 2004,
Instituto Forestal and Servicio Agricolay Ganadero, while
investigating together the strategies for the biological
control of Tremex fuscicornis Fabr. (Hym.Sricidae),
acquired thorough knowledge about the symbiotic
association existing between this xylophagus wasp with
afungus. T. fuscicornisisahorntail wasp attacking poplar
treesand which hasinits mycangial glandsthe mycelium
and spores of an associated fungus that once injected in
the tree at the oviposition stage, causes its further decay
and rottenness.

Mycangia containing mycelium and
arthrospores of this fungi were obtained from adult
females. They were macerated and then cultivated in
potato dextrose agar (PDA) what resulted in fungal
coloniesthat further formed arthrospores. The mycelium
of these colonies was inoculated into different kinds of
sterilized vegetal substrates, mainly in pieces of poplar
trees, where basidiocar peswere devel oped, taxonomically
corresponding to Cerrena unicolor (Bull.) Murr., this
being thefirst report on this basidiomycete in Chile

57



Cerrena unicolor (Bull.)Murr.(Basidiomycota) aislado de micangio de Tremex Fuscicornis - Antonieta Palma et al.

INTRODUCCION

Los alamos (Populus sp.) en Chile son considera-
dos una especie forestal de importancia econémicajunto
alos Pinosy Eucaliptus (FAO, 1980). Desde €l punto de
vista patoldgico, €l principal sintoma de los bosgues
estudiados, es la pudricion de la madera, producto de su
biodegra-dacion, ocasionada por hongos lignivoros
(Donoso, 1968 citado por Gonzalez y Opazo, 2002).

El Servicio Agricolay Ganadero (SAG), detecto
€l afio 2000 laintroduccién en algunas Comunas de Chile
de la avispa taladradora de la madera de latifoliadas
Tremex fuscicornis (Hym. Siricidae) constituyéndose por
Resolucion N° 3303 del 26/12/2000 como «Plaga de
Control Obligatorio» paralas Regiones Metropolitana, V
y VI del Pais( SAG, 2000). Basadosen estos antecedentes
se hizo necesario profundizar el conocimiento de la
biologiade esta plaga con orientacion afuturas estrategias
de control bioldgico tendientes a reducir el avance y
controlar su poblacion en areas infestadas de Chile.

Los insectos de la Familia Siricidae viven en
asociacion simbidtica con un hongo basidiomiceteel cual
escapaz de degradar lalignina, concentrando en sumicelio
elementos nutritivos poco abundantes en la maderacomo
nitrégeno, fésforo y potasio, dejandolos disponiblespara
dl insecto (Kirk & Fenn, 1982). El hongo sirvedealimento
alaslarvas y se propaga mediante esporasy micelio que
se amacenaen dos sacos 0 micangios (glandul as adosadas
al sistemareproductor) situados enlacavidad abdominal
delahembray que desembocan en labase del ovipositor
del insecto (Franke-Grossmann citado por Dajoz, 2001).
Las esporas del hongo son expulsadas con los huevos al
momento de la ovipostura; sumando ademas un mucus
fitotoxico producido por €l insecto (fenoles, proteasas y
polisacaridos) que en conjunto van produciendo el
decaimiento de los arboles colonizados por Tremex
(Chiarello et al.,1999). Estalesi 6n avanzacon compromiso
del duramen, produciendo una pudricion blanca de la
madera «white rot» causada por el basidiomicete que
produce una cantidad importante de enzimas lignoliticas
degradadorasde este substrato (Belova& Gavrilova, 2000;
Dajoz, 2001). Enlapudricion blancalaligninaes atacada
y lo que quedade paredes cel ularestomaunaconsistencia
fibrosay de color blanco, debido alalisis delascélulas
del xilema, causadas por las fenolasas que degradan la
lignina por oxidacion (Kirk & Fenn citados por Dgjoz,
2001). También enlaslarvas hembras hay micangios, asi
en la dltima muda larvaria el tegumento de la pupa es
contaminado por las esporas del hongo |0 que asegura su
transmisién alahembraadulta (Franke-Grossmann citado
por Dajoz, 2001). Segun Tabata y Abe (1995) y
Greinfenhagen & Hopkin (1998) este hongo participaen
ladegradacion de al gunos constituyentes de lamaderade
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arboles en pie.

La presente investigacion corresponde al
seguimiento realizado por INFOR-SAG a la plaga de
control obligatorio deT. fuscicornis, (SA G, 2000) que no
solo causa dafio por las perforaciones emergentes de
aproximadamente 6 mm en arboles adultos (Parra et al,
2005), sino también por € decaimiento y biodeterioro
causado por el hongo.

La presente investigacion tuvo como objetivo
identificar taxondmicamente el hongo simbionte presente
en las glandulas micangiales de esta avispa.

MATERIALES Y METODOS

En la primera etapa de investigacion (Septiembre
a Diciembre del 2004), se procedio a realizar una
prospeccion tomando muestras de 100 gemplaresdela
avispa Tremex fuscicornis, durante latemporadade vuel o
del insecto en la Comuna de Los Andes, Provincia de
Aconcagua, V Region de Chile (Instituto Forestal,
INFOR). Loseemplaresfueronenviadosal Laboratorio
de Fitopatologia del SAG Valparaiso. Inicialmente los
insectos fueron identificados por el Entomologo del
L aboratorio, procediéndose aextraer 1os micangios(dos),
usando |a siguiente metodologia:

Hembras adultas de T. fuscicornis se depositaron
en placas Petri que contenian aguadestilada estéril. Luego
seextrgjo laporcion medio abdominal, eliminando lagrasa
presente ademds de patas y cabeza del insecto. A
continuacion seubicaronlosovariosy de su parteinferior
se extrajeron 2 glandulas de color café canela que
contenian en suinterior las estructurasfiingicas aestudiar,
que le confieren dicha coloracion. Se recolectaron las
glandulasen vidrioreloj y se amacenaron en tubos con
agua destilada estéril a4°C en refrigeracion (no mas de
48 hrs), hasta ser sembrados en medio de cultivo agar papa
dextrosa (APD). Unavez abtenidos los micangios, se
maceraron (el tejido con micelioy artrosporas) y con ayuda
de un asa el macerado fue sembrado en 3 placas que
contenian APD, cada placa fue identificada para cada
individuo tratado. Sembradas|as placasfueronincubadas
a23° Cdurante8diasen oscuridad. Al término del proceso
se realizd el trabajo taxondémico para caracterizar las
colonias del hongo aisladas en su estado de desarrollo de
colonia (micelial vegetativa). Se seleccionaron, al azar
20 cepaslas cualesfueron utilizadas en lasinocul aciones
posteriores.

En una segunda etapa de la investigacion se
procedi6 a propagar in vitro las cepas aisladas del hongo
en 3 sustratos vegetalesricos en celulosay lignina, estos
correspondieron a astillasy trozas de damo (Populus sp.)
y paja de trigo (Triticum aestivum). Los sustratos se
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inocularon con discos (obtenidos con un sacabocados)
de 1 cmdediametro de agar con micelio delacepafiingica
a ensayar, para ello los discos de agar con micelio se
depositaron sobre €l sustrato y se determiné la tasa de
crecimiento del micelio. A continuacion se detalla la
metodologia aplicada para cada uno de los sustratos
evaluados:

a.- Adtillas de dlamo de 10 cm de largo por 1 cm
de didmetro previamente esterilizadas en autoclave,
(121°C 15 Ib de presion por 15 minutos), depositadas en
un matraz de 1000 mL, que contenia en su base una capa
de 1cm de APD, sobre estas astillas seinocul 6 el micelio.
Sembrados |os matraces se incubaron en oscuridad a 23°
C por 20 dias. También utilizando la metodologia antes
descrita y en las mismas condiciones de cultivo, se
realizaron ensayos en aserrin de damo.

b.- Pajadetrigo dosveces esterilizadaen autoclave
durante 10 minutos (15 Ib de presion, 120°C), seinocul &
con el hongoy luego se deposité en bolsas de polietileno
negras incubandose en oscuridad a 23°C por 20 dias.

c.- Trozas de damo de 20 o més cm de longitud
por 10 cm dediametro esterilizadas dos veces en autoclave
por 1 hora (15 Ib de presion, 120°C). Previo a la
esterilizacion las trozas se perforaron mecanicamente en
5 puntos simulando €l diametro del orificio causado por
el insecto (hasta 6 mm de didmetro). Luego de la
inoculacion con la cepa fungica las trozas se cubrieron
con bolsas plésticas transparente de polietileno y fueron
incubadas a 23°C en oscuridad por 20 dias.

En una Ultima etapa, obtenidos los basidiocarpos
desde €l sustrato inocul ado artificialmente, se enviaron al
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Austral
deChileparasu identificacién taxondmicahastael rango
de especie, determinacion querealizd uno delos coautores
del presente trabajo.

RESULTADOSY DISCUSION

Al redlizar la extraccion de los micangios
delos gjemplares de hembras de T. fuscicornis (Fig. 1.1)
captadas en las muestras de la comuna de Los Andes V
Regidn, se observé que estos sacos micangiales (Fig. 1.2)
presentaban formaredondeada con pared membranosade
color café claro, al ser diferenciados microscopicamente
en su interior se observd un micelio de color canela,
formado por hifas anchas y artrosporas de pared gruesa.
Estos micangios se distinguen de los ovarios del insecto
que son estructuras en forma de pera blanquecinas a
traslUcidasy en ocasiones contienen huevosen su interior.
Tabata y Abe(1995), también han reportado laocurrencia
de artrosporas dentro del micangio.
Enlo querespectaaloscultivosfingicos(Fig. 1.3)
obtenidos desde la siembra de tejido micangial en APD,

se evidencio el desarrollo de colonias aisladas de color
blanco conformadas por un micelio blangquecino ralo a
levemente aterciopelado. Al avanzar el crecimiento del
cultivo, éste se torno de color blanco cremoso con leve
tonalidad amarilla, conservado este color al reverso dela
colonia. Aproximadamente a los 20 dias se observaron
hifas vegetativas de 1 um de ancho, de paredes més o
menos delgadas sin septos, posteriormente (30 dias) se
desarrollaron hifas més gruesas de 2-3,5 um de ancho
probablemente generativas, que en un escaso porcentaje
(2 %) delas cepas revisadas se evidenciaron septos con
hebilla (clamp-conection). Esta situacion probablemente
sedebio a alto grado deincompatibilidad al ser cepas del
mismo origen. Enloscultivosde 14-20 diasbajo régimen
de oscuridad a 23° C, se observaron hifas formativas
«parentales» que producian artrosporas unicelulares,
semejando fragmentos de hifas que dependiendo del
micelio podrian ser uni, bi o multinucleadas, ademas con
el envejecimiento del cultivo se observaron hifas
terminales anchas. Las caracteristicas macromicros-
copicas antes sefialadas y de acuerdo a los esquemas de
clasificacion taxondmica de Nobles (1965), permitieron
determinar que los cultivos obtenidos correspondieron a
un hongo de los Aphyllophorales (actualmente Orden
Polyporales) del género Cerrena.

Durantelasegundaetapa, unavez identificadaslas
cepas «madres» se observo en todos los aislados un
crecimiento uniforme, que en promedio alcanzo los 3 cm
dediametro alos 7 dias de incubacion. En esta etapa de
ensayo se obtuvieron aproximadamente 100 cepas de los
distintosenviosrealizados por INFOR, deellassedligieron
20 al azar que fueron utilizadas en la etapa siguiente de
inoculacion de los sustratos.

Al relacionar los sustratos inoculados artificial-
mente y su respuesta adaptativa al inéculo, su tasa de
crecimiento (a los 10, 20, y 30 dias) y su posible
contaminacion con otros microorgani smos, se determind
gue el mejor sustrato evaluado fueron lastrozas de alamo
y €l peor el aserrin, por € lento crecimiento fungico, el
cual no contino a partir de los 20 dias de incubacion.
Por su parte en la paja de trigo, el principal problema
detectado fue la contaminacion, aungue el crecimiento
fungico fue aceptable, similar a determinado en lastrozas
de damo. En esta etapa el sustrato optimo seleccionado
(lastrozasde damo), luego de ser inoculado con €l micelio
delas cepas sobrelos orificios realizados mecani camente,
comenz6 a tomar una coloracion blanco-amarillenta,
posteriormente unatonalidad cafétabacoy en €l transcurso
del periodo deincubacion de 20 a40 dias se evidencié la
aparicion deagunos primordios de diferenciacion fungica,
sin embargo, en una gran mayoria de los ensayos se
observé un cese en su desarrollo. Esto podria deberse a
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Figura 1. - 1. Hembra adulta de 7. fuscicornis. 2. Micangios en par de 1,5 a2 mmde largo. 3. Miceilo uc . unicoior
en medio APD. 4. C. unicelor en formacion faz porosa. 5. C.unicoloren formacion faz pubescente. 6. Basidiocarpo

de C. unicolor .

que muchos Aphyllophorales (segiin la denominacion de
Alexopoulos, 1996), atin cuando exhiben el ciclo de vida
tipico de los Basidiomycetes, pueden presentar un proceso
de dicariotizacion regulado por un sistema de
incompatibilidad bifactorial (factor A y B). Al respecto,
Stenlid & Rayner (1991) y Nobles (1965), sefialan que
una alta proporcion de hongos causantes de pudricion
blanca de la madera, especialmente de la familia
Polyporaceae, son conocidos por tener un sistema de
apareo unifactorial o bipolar, esto significa que micelios
con genes de apareo semejantes no son compatibles, o
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sea, presentan incompatibilidad homogénica. La
incompatibilidad homogénica de los Aphyllophorales
heterotalicos, afecta la fusion de micelios homocariéticos,
como habria ocurrido en Cerrena, no permitiendo en un
elevado porcentaje de las cepas ensayadas, el cruzamiento
entre hifas compatibles para formar el micelio secundario
heterocariotico que da origen a los basidiocarpos. Al
respecto Tabata & Abe (1995), en un estudio realizado en
Japon, sefialan la existencia de cepas heterotélicas y
bipolares de Cerrena en Tremex.
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En el presente estudio se asume que | as cepas que
originaron basidiocarpos, corresponden a aquellas que
presentan compatibilidad. Estascepas(Figuras1.4y 1.5),
desarrollaron primordios de aproximadamente 5 mm de
diametro, casi sésiles, que comenzaron acrecer lentamente
hastaal canzar un tamafio de 0,7 mm a19 mm de didmetro
alos 114 dias de incubacion del sustrato. Se determind
gue taxondmicamente los basidiocarpos corresponden a
Cerrenaunicolor (Bull.) Murrill. (Fig. 1.6), perteneciente
alaClase Basidiomycetes, Orden Polypor alesy Familia
Polyporaceae. Los basidiocarpos de C. unicolor como
se muestra en lafigura 1.5, presentan una forma de ostra
irregular, son sésiles, su carainferior tiene unatonalidad
blanquecina a gris y su cara superior es de color café
canela, con cierta pubescencia y algunos pelos hirsutos
erectos de color café més oscuros. Los poros en su cara
inferior, estan agrupados formando una especie de
laberinto de aspecto cerebriforme. El pseudotejido es
carnoso y de color crema, las caracteristicas antes
sefial adas concuerdan con lo indicado por Breitenbach &
Kranzlin (1986) para C. unicolor.

En Chile, el h&bitat de C. unicolor seria en la
madera de arboles en pie, donde causaria una pudricion
blanca (white-rot, sapwoodrot), aunque, en las especies
arboreas delacomunade LosAndes no se han observado
cancros, sino mas bien decaimiento y degradacion severa
delamadera, especial mente en aquellos érbolesinfectados
por T. fuscicornis. Sinembargo, Greifenhagen & Hopkin
(1998), sefialan que C. unicolor en condiciones climéticas
extremas resulta ser mas agresivo, causando decaimiento
y lesiones cancrosas, |legando incluso aprovocar lamuerte
delos arboles.

CONCLUSIONES

El presente estudio se considera como €l primer
reporte de Cerrena unicolor (Bull.) Murr. paraChile, un
hongo simbionte presente en los micangios de Tremex
fuscicornis Fabr., desde laV Regién. Su aisamiento y
cultivo in vitro desde esta avispa taladradora del alamo
permitié laobtencion de susbasidiocarpos. El decaimiento
de este &bol afectado por €l insecto, se atribuye a la
capacidad degradadora de lamadera por el hongo, lo que
conduce finalmente alamuerte del tejido del duramen de
estos arboles.
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