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Resumen

Varias especies del género Mycosphaerella pueden causar la enfermedad foliar conocida como
MLB (Mycosphaerella leaf blotch disease) en eucalipto. En los Gltimos afos se ha observado una
alta incidencia de MLB en plantaciones de Eucalyptus globulus de Galicia. Aunque E. globulus es
el eucalipto mas utilizado en las plantaciones gallegas, cada vez es mayor la superficie plantada con
otras especies, sobre todo E. nitens, de las que apenas existe informacion sobre sensibilidad a MLB
y especies de Mycosphaerella que la causan. En este trabajo, se analiz6 el material vegetal sintoma-
tico de MLB de diversas especies de eucalipto en produccion en un vivero forestal situado en Ares
(A Coruna). La identificacion de las especies de Mycosphaerella se llevo a cabo mediante el anali-
sis de caracteristicas morfologicas (morfologia de las lesiones y cultivos monosporicos) y por técni-
cas moleculares en las que el ADN fiingico se extrajo bien directamente de las lesiones o de los
cultivos monosporicos. El ADN extraido se amplificd y secuencid con los primers ITSIF e ITS4.
También se utilizaron primers especificos para tres especies de Mycosphaerella. Los resultados indi-
caron que las especies més frecuentes eran M. nubilosa y M. parva.
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INTRODUCCION En Galicia la superficie ocupada por eucalip-

tos es de aproximadamente 383.000 ha, entre

El género Eucalyptus L Herit. presenta un
amplio nimero de enfermedades fungicas foliares
(PARK et al., 2000) aunque se considera al género
Mpycosphaerella Johanson como el mas importan-
te (CroOUS, 1998). En la actualidad se han descrito
mas de 30 especies de este género, en todo el
mundo, causando dafos en eucalipto (CrROUS,
1998) siendo el principal sintoma la presencia de
manchas foliares necrbticas, por eso a la enferme-
dad se la conoce como MLB (Mycosphaerella
leaf blotch disease) (CrRous, 1998).
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masas puras y masas mixtas (MINISTERIO DE
MEDIO AMBIENTE, 2001), de las que Eucalyptus
globulus Labill, constituye mas del 95% (SiLvA-
PANDO Y RIGUEIRO, 1992), sin embargo cada vez
es mayor la superficie plantada con otras especies,
sobre todo, E. nitens. En un estudio realizado en
eucaliptales gallegos se ha observado una alta
incidencia de MLB, identificindose nueve espe-
cies de Mpycosphaerella, siendo M. nubilosa
(Cooke) Hansford la principal causante de la
enfermedad en E. globulus (OTERO et al., 2006).
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Sin embargo apenas existe informacion en otras
especies de eucalipto sobre su sensibilidad a MLB
y especies de Mycosphaerella que la causan.

La gran dificultad que presenta la utilizacion
de las caracteristicas morfologicas de las lesio-
nes y de los aislados en cultivo para el diagnos-
tico de especies (CrouUS et al., 2001), ha
motivado que, en los Gltimos afos, la deteccion
e identificacion de especies de Mycosphaerella
se complemente con técnicas moleculares
mediante la comparacion de secuencias de la
region del espacio de transcripcion interno ITS1
e ITS2 del ADN ribosomal (CRrous et al., 2001;
CROUS et al., 2004) y en la utilizacion de prime-
ros especificos (GLEN et al., 2007).

Por eso el objetivo de este trabajo fue la iden-
tificacion de especies de Mycosphaerella en diez
especies diferentes de eucaliptos mediante carac-
teristicas morfologicas y técnicas moleculares.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo

En abril de 2007 se llevd a cabo un muestreo
en un vivero forestal situado en el municipio de
Ares (A Coruna) (UTM 29N 481074,8 55898,1)
donde se aprovechaba para uso ornamental el
follaje de diversas especies del género Eucalyp-
tus. Con la colaboracion del propietario del vive-
ro se seleccionaron eucaliptos de 10 especies que
presentaban hojas con sintomas de MLB.

De cada arbol se recogieron entre 10-20 hojas
sintomaticas que se mantuvieron a 4°C, hasta su
utilizacion en laboratorio. Hay que sehalar que,
en un arbol afectado por MLB, las hojas sintoma-
ticas aparecen practicamente en todas las ramas.

I dentificacion mediante anélisis de
caracteristicas morfol6gicas

Las hojas recogidas en cada arbol se agruparon
por la similitud de los sintomas que presentaban.
De cada muestra se hizo una descripciéon macro-
morfoldgica de las lesiones, indicando: forma,
color, tamafo, distribucion y presencia/ausencia
de cuerpos de fructificacion estableciendo, en el
caso de que los hubiera, su forma, color, tamaio y
distribucion.

A nivel microscopico se estudio el tamafio y
forma de ascocarpos, ascas y ascosporas, asi
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como de conidios y conidi6foros. Se establecid
el patron de germinacion de las ascosporas
(Figura 2) tomando como referencia los pro-
puestos por CROUS (1998).

Para obtener cultivos monosporicos se siguid
el método descrito por CROUS (1998) de manera
que se cortaron pequefios fragmentos de las lesio-
nes de las hojas, que mostraban cuerpos de fruc-
tificacion, y se pegaron sobre la tapa de placas
Petri de forma que las ascosporas cayeran sobre
el medio de cultivo AM (2%). En estos cultivos
se analizo la tasa de crecimiento (a las cuatro-
ocho semanas), se midio el color del aislado tanto
en su parte inferior como superior usando el colo-
rimetro Color-Eye 7000* (GretagMacbeth) y se
hizo una estimacion visual de la textura y forma
de los mérgenes de la colonia.

| dentificacion mediante técnicas moleculares

Para la identificacion de especies mediante
técnicas moleculares se utilizaron dos procedi-
mientos, por un lado se llevd a cabo la secuen-
ciacion de las regiones ITS del ADN ribosomal
y por el otro se realizd una multiplex-PCR con
primers especificos para tres especies de
Mycosphaerella.

La extraccion del ADN filngico se llevd a
cabo bien directamente de las lesiones necroti-
cas de las hojas o a partir de cultivos monospo-
ricos. Si la extraccion del ADN se efectuaba
directamente de las hojas, se cortaba un trozo de
lesion de aproximadamente 25 a 200 mm’; y si
se hacia a partir de los cultivos monospdricos, se
recogfan entre 20 y 40 mg de micelio. En ambos
casos el ADN se extrajo utilizando el kit comer-
cial EZNA™ Fungal DNA Miniprep Kit (Omega
Bio-tek) siguiendo el protocolo corto indicado
por el fabricante.

Para la amplificacion del ADN por PCR se
utilizaron los primers ITS1F/ITS4, (GARDES &
BRUNS, 1993; WHITE et al., 1990), que amplifi-
can las regiones ITS del ADN ribosomal,
siguiendo las condiciones propuestas por CROUS
et al. (2004), excepto que se aumentd la tempe-
ratura de anillamiento de 55 a 57°C, para optimi-
zar la reaccion de amplificacion.

Para la secuenciacion los amplicones obteni-
dos se purificaron usando el High Pure PCR Pro-
duct Purification Kit (Roche Applied Science) y
se secuenciaron con el BigDye® Terminator v3.1
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Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Los
productos de la secuenciacion se cargaron en un
ABIPrism™ 310 Genetic Analyzer (Applied Bios-
ystems). Las secuencias se analizaron con el pro-
grama Sequencing Analysis 5.1, y fueron compa-
radas con las depositadas en el GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para la multiplex-PCR el ADN obtenido en
la primera reaccion se utilizd para una segunda
amplificacidon con los primers MnubF/MnubR,
MgpF/MgpR y MvamF/MvamR que amplifican
una zona interna dentro de la region ITS del
ADN ribosomal que permitia la identificacion
de M. nubilosa, M. parva R. F. Park & Keane y
M. molleriana (Thum.) Lindau (GLEN et al.,
2006). En trabajos anteriores se habia compro-
bado que estas especies eran las més abundantes
en eucaliptales de Galicia (OTERO et al., 2006).

RESULTADOSY DISCUSION

En todas las especies de eucalipto se detectd
la presencia de Mycosphaerella, aunque se
observaron diferencias en el nivel de incidencia
de la enfermedad (Tabla 1).
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Mediante el estudio de las caracteristicas
morfologicas se han identificado tres especies
de Mycosphaerella: M. nubilosa, M. parva y M.
molleriana y otros patogenos flngicos como
Pestalotia sp., fumaginas y Pseudocercospora
spp. Este Gltimo género comprende especies que
son anamorfos de Mycosphaerella siendo muy
dificil su clasificacion asi como conocer la espe-
cie de Mycosphaerella con la que se correspon-
den (PARK et al., 2000).

Con las técnicas moleculares se han estable-
cido seis especies de Mycosphaerella: M. latera-
lis Crous & M. J. Wingfield, M. madeirae Crous
& Denman, M. marksii Carnegie & Keane, M.
molleriana, M. nubilosa 'y M. parva (Tabla 1).

De las especies detectadas las mas abundan-
tes han sido M. nubilosa y M. parva. Resultados
similares se encontraron en plantaciones de E.
globulus de Galicia (OTERO et al., 2006). M.
nubilosa puede provocar graves dahos en hojas
juveniles de E. globulus (CARNEGIE et al., 1998;
MAXWELL, 2004) y hasta el momento el nimero
de hospedantes en el que habia sido identificado
se limitaba a seis especies (MAXWELL, 2004). A
nivel microscopico esta especie tiene ascosporas
de forma ovoidal con los extremos redondeados,

Hospedante

Especiesidentificadas por caracteristicas morfologicas Especiesidentificadas

Mycosphaerella

Otros por técnicas moleculares

E. globulus* M. parva, M. nubilosa, M.

molleriana, Mycosphaerella spp.

M. parva, M. nubilosa,
M. lateralis

E. glaucescens* M. parva, M. nubilosa,

Mpycosphaerella spp.

Pseudocercospora spp.,
Pestalotia sp.

M. parva, M. nubilosa

E. nitens* M. parva, M. molleriana,

Mpycosphaerella spp.

Pseudocercospora spp.,
Pestalotia sp.

M. parva, M. nubilosa,
M. molleriana

E. pulverulenta* M. parva, M. nubilosa,

Pseudocercospora spp., M. parva, M. nubilosa,

Mycosphaerella sp. Pestalotia sp. M. marksii
E. viminalis* M. parva M. parva
E. regnans Mpycosphaerella spp. Pseudocercospora spp., M. parva
Pestalotia sp.
E.gunni* M. parva, M. nubilosa M. parva, M. nubilosa,
M. lateralis
E. cordata* M. parva, M. nubilosa, M. parva, M. nubilosa,
Mpycosphaerella spp. M. lateralis
E. crebra M. parva Pseudocercospora spp., M. parva, M. madeirae,

Pestalotia sp., fumagina M. marksii

E. dalrympleana M. parva, M. nubilosa, M.

molleriana, Mycosphaerella spp.

M. parva, M. nubilosa,
M. lateralis

Tabla 1. Especies de Mycosphaerella identificadas por morfologia y por biologia molecular en cada una de las espe-
cies muestreadas y otros patogenos fiingicos detectados. *Especies con darios significativos de Mycosphaerella spp.
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que no se estrechan en el septo y con unas dimen-
siones de 11-15 x 2-4,5 ym (Figura 1a). Estas
ascosporas al germinar, sobre AM 2% a 20°C des-
pués de 24 horas, se extienden desde los extremos
de forma paralela al eje mayor, engrosandose
alrededor del septo y manteniéndose hialinas
(Figura 2a). Los aislados tienen un color blanque-
cino en el centro pasando a verde palido hacia los
bordes, unos margenes irregulares y poco micelio
aéreo, la tasa de crecimiento mensual de 1,2 a 2,0
cm, en AM 2% a 25°C (Figura 3a).

M. parva es una especie que generalmente se
considera saprofita porque coloniza viejas lesio-
nes de M. nubilosa (PARK & KEANE, 1982) aun-
que hay autores que sugieren que podria tratarse
de una especie patdgena (CARNEGIE & KEANE,
1994; GLEN et al., 2007). En este estudio M.
parva se ha detectado principalmente asociada a
M. nubilosa pero en dos muestras se ha estable-
cido como (nica especie presente, lo que podria
indicar que tiene capacidad infectiva.

M. parva se diferencia de otras especies que
afectan a Eucalyptus, por que sus ascocarpos,
ascas y ascosporas son de menor tamano. Las
ascosporas se estrechan en el septo y son afiladas
en los extremos con unas dimensiones de 7-11 x

Figura 1. Ascospora de a: M. nubilosa y b: M. parva
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1,5-3,0 um (Figura 1b). Las ascosporas germinan
desde uno o desde los dos extremos de la ascos-
pora, creciendo de forma perpendicular al eje
mayor, se oscurecen y se engrosan alrededor del
septo AM 2% a 20°C después de 24 horas (Figura
2b). Los aislados son de color verde claro al prin-
cipio, a veces con presencia de exudados, que con
el paso del tiempo se va oscureciendo hasta
adquirir un color negro. Los margenes son irregu-
lares y el micelio aéreo es moderado. El creci-
miento del hongo es lento con una tasa de
crecimiento mensual de 0,7 a 1,5 cm (Figura 3b).

La identificacion de especies de
Mpycosphaerella mediante morfologia fue com-
pleja y lenta mientras que las técnicas molecula-
res han permitido un diagnostico més répido y
fiable. En nuestro conocimiento se tratarfa de la
primera identificacion de M. parva en E. glau-
cescens, E. pulverulenta, E. viminalis, E. reg-
nans, E. gunni, E. cordata, E. crebra y E.
dalrympleana; de M. nubilosa en E. glauces-
cens, E. pulverulenta, E. gunni, E. cordata y E
dalrympleana; de M. molleriana en E. nitens y
E. dalrympleana; de M. marksii en E. pulveru-
lenta 'y E. crebra; de M. lateralis en E. cordata
y E. gunni; de M. madeirae en E. crebra.

\ -
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b

Figura 2. Ascosporas germinadas sobre AM 2% tras 24
ha?20°C.a M. nubilosa y b: M. parva

Figura 3. Cultivos monospdricos de a: M. nubilosa y b: M. parva
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En las diez especies de Eucalyptus seleccio-
nadas se han detectado seis de Mycosphaerella
siendo M. parva y M. nubilosa las més frecuen-
tes ya que practicamente se han establecido en
todas las muestras. Seran necesarias mas inves-
tigaciones para conocer la patogenicidad y viru-
lencia de estos hongos en las especies de
eucalipto estudiadas.
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