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1. Resumen

La presencia de cancros y muerte descendente en plantaciones de Eucalyptus globulus Labill.
en las regiones del Biobio y de La Araucania (Chile), son sintomas que pueden relacionarse
con la actividad de ciertas especies de hongos patdégenos de la familia Botryosphaeriaceae.
Entre los géneros pertenecientes a dicha familia se encuentran miembros descritos como
endofitos; Guignardia, Botryosphaeria (anamorfo Neofusicoccum), Dothidotthia (anamorfo
Dothiorella), Neofusicoccum, Pseudofusicoccum, Lasiodiplodia y Diplodia. Algunos de estos
enddfitos dominan de manera comdn en ambientes donde crecen Eucalyptus spp y Pinus spp.
Escaso es el conocimiento de estos individuos y de los dafios causados en plantaciones
forestales de Eucalyptus globulus Labill. en Chile, por lo que el objetivo del presente estudio
fue identificar y establecer la patogenicdad de algunas especies de Bothryosphaeriaceas
asociadas a cancros y muerte de ramas en arboles de E. globulus. Fueron colectadas ramas
sintométicas y asintomaticas de arboles de E. globulus desde 12 predios localizados en las
regiones del Biobio y de La Araucania. Las ramas fueron sometidas a una desinfestacion
superficial y de los segmentos resultantes de estas, se realizaron cdmaras himedas para
estimular la esporulacion de estructuras fungicas y aislamientos indirectos desde las zonas de
avance de los tejidos lesionados. Las estructuras resultantes se transfirieron a medio de cultivo
agar-papa-dextrosa (APD) con 100mg/L de sulfato de estreptomicina (SE), e incubadas a
24°C. Los aislados obtenidos fueron identificados mediante caraterizacion morfolédgica y
secuenciacion de la region ITS del ARN ribosomal. De un total de 134 aislados de hongos, el
42% correspondio al género Neofusicoccum presentes en ramas sintomaticas y asintomaticas.
Las especies identificadas fueron N. eucalyptorum y N. parvum, ya habiendo sido, en estudios
previos, reportados sus teleomorfos en plantaciones de Eucalyptus spp. en Chile. Los ensayos
de patogenicidad en campo e invernadero, corroboran la agresividad de ambas especies,
existiendo diferencias significativas en las lesiones originadas entre cepas de la misma especie
y entre especies, siendo N. parvum maés virulenta. El resultado de las inoculaciones de
invernadero en dos blogues de plantas, uno con reduccién de riego previo a la inoculacion y

otro con riego normalizado, para demostrar el estrés hidrico como factor detonante de una
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mayor agresividad fangica, solo evidencié diferencias significativas en una cepa de N.

eucalyptorum.

Palabras clave: Neofusicoccum spp. Eucalyptus globulus, Muerte descendente,

patogenicidad.
2. Abstract

Presence of cankers and dieback in plantations of Eucalyptus globulus Labill. in the Biobio
and Araucania regions (Chile) are symptoms that may be related to the activity of certain
species of Botryosphaeriaceae. Among the genera belonging to Botryosphaeriaceae family are
members who have been described as endophytes; Guignardia, Botryosphaeria
(Neofusicoccum anamorph) Dothidotthia (Dothiorella anamorph)  Neofusicoccum,
Pseudofusicoccum, Lasiodiplodia and Diplodia. Some of these endophytes frequently
dominate across many environments where Eucalyptus spp and Pinus spp grow. Knowledge
of these endophytes and damage to forest plantations of E. globulus in Chile are sparse, so the
aim of this study was to characterize, identify and test those species attributed to the presence
of cankers and dieback in E. globulus trees in the country. To conduct this study, we collected
symptomatic and asymptomatic branches of E. globulus plantations in Biobio and Araucania
regions. The branches were submitted to superficial disinfestation. Humid chambers were
made from resulting segments of the branches to promote the sporulation of fungal structures.
Additionally,, indirect isolates from development zones of injured tissues were made. The
resultant structures were transferred to potato-dextrose-agar (PDA) medium with streptomycin
sulfate 100mg/L and incubated at 24°C. The resultant isolates were identified based on
molecular characterization and sequence data from the Internal Transcription Spacer (ITS)
region of ribosomal RNA. From a total of 134 fungi isolates, 42% belonged to Neofusicoccum
genera and were found in symptomatic and asymptomatic branches. The identified species
were N. eucalyptorum and N. Parvum. Their teleomorphs were reported in previous studies in
Eucalyptus spp. plantations in Chile. Pathogenicity trials in field and greenhouse bear out the
aggressiveness of both species, showing significant differences in the injuries between strains
of the same species and between species, where N. parvum appears more virulent. To show the
potential role of the hydric stress as a triggering factor of fungal aggressiveness, we conducted

greenhouse inoculations in two sets of plants. One set of plants had irrigation reductions pre
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inoculation and the other set had normal irrigation. The results only suggested significant
differences in one strain of N. eucalyptorum.

Key words: Neofusicoccum spp. Eucalyptus globulus, Die-back, pathogenicity.
3. Introduccion

El género Eucalyptus es originario de Australia, Tasmania y diversas islas de la zona: Nueva
Guinea, Timor, Solor, Flores, Nueva Bretafia, Molucas y Mindanao. Pertenece a la familia de
las Mirtaceas, que comprenden una enorme diversidad bioldgica, con mas de 700 especies
distribuidas en regiones, esencialmente de climas mediterraneos, tropicales y subtropicales. Se
estima que fue en el siglo XVIII cuando se inici6 la propagacion de eucaliptos en diferentes
latitudes del mundo, llegando a distribuirse con éxito en varios paises de Europa, Asia, Africa,
América y en algunas islas del pacifico (Obregon y Restrepo, 2000).

El area de plantaciones de eucaliptos a nivel mundial es mas de 20 millones de hectéareas, de
las cuales mas de cinco millones corresponden a Eucalyptus globulus Labill. (Soto 2011),
siendo E. globulus la especie méas plantada en las regiones de clima mediterrdneo, debido
principalmente, a su adaptacion a una amplia gama de climas y suelos, buenas aptitudes para
la fabricacion de papel de calidad y rapido crecimiento (Santelices 2005). Estas plantaciones
de eucalipto presentan una serie de limitaciones a nivel mundial como son la amenaza tanto de

enfermedades como de dafios por insectos (Wingfield et al., 2012).

3.1. Plantaciones de Eucalyptus en Chile

En Chile particular importancia tienen las especies E. globulus y E nitens Maiden, debido a su
amplia distribucion en términos de clima y suelo, lo que sumado a sus elevadas tasas de
crecimiento les otorgan una alta rentabilidad econémica (INFOR, 2011). Las plantaciones
forestales representan el 14,6 % de la cobertura forestal del pais (2,4 millones de hectareas),
siendo 774.000 ha plantaciones de especies de Eucalyptus, correspodiendo para E. globulusy
E. nitens un 22,4% y 9,6%, respectivamente, del total de las plantaciones (INFOR, 2013).
Estas plantaciones abastecen el 98% de las necesidades de madera de la industria forestal
chilena orientada principalmente a la exportacién y produccion de bioenergia no contaminante

mediante biomasa. Solamente en la region del Biobio la superficie plantada con Eucalyptus
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spp. supera las 240.000 ha (INFOR, 2011) y en la region de La Araucania supera las 198.900
ha ( INFOR 2012).

En Chile, las primeras plantaciones comerciales de Eucalyptus spp. fueron establecidas en
1885, siendo E. globulus la especie mas importante por su crecimiento y su utilizacion
industrial, debido principalmente a la demanda de fibra corta para proyectos de celulosa. A
partir de 1990 aumentaron considerablemente las plantaciones de otras especies, entre las
cuales destacan E. nitens Maiden., E. delegatensis R. T. Baker., E. viminalis Labill. y E.
smithii R.T. Baker, las que se establecieron en sitios no aptos para el crecimiento de E.

globulus (Valencia y Cabrera 2008).

La mayor parte de las plantaciones con Eucalyptus spp. se han realizado en terrenos de aptitud
forestal, incluyendo aquellos que se encuentran desgastados y erosionados producto del
prolongado mal uso que se les dio en la agricultura. Por la alta rentabilidad de su cultivo,
también se ha forestado en algunos suelos agricolas de la depresion intermedia (Santelices
2005).

Enfermedades y plagas, asi como las condiciones ambientales desfavorables presentan una
problematica para la industria forestal y su viabilidad econdmica (Kliejunas et al., 2001).
Algunas de las enfermedades mas comunes en plantaciones de eucaliptos presentes en Chile
son, a nivel foliar, manchas originadas por diferentes especies de Micosphaerella y
Terastosphaeria, ademés de otros hongos causadores de manchas como Harknesia spp.,
Sonderhenia spp., Phyllosticta spp. A nivel de fuste, son comunes los cancros y die-back

originados por Botryosphaeria dothidea y Cytospora eucalypticola (Adams et al., 2015).

3.2 Familia Botryosphaeriaceae

3.2.1 Taxonomia e identificacion. Botryosphaeriaceae es la unica familia en el Orden de los
Botryosphaeriales (Schoch et al., 2006), en la que se incluyen patégenos que causan cancros
en tallos (Barber et al., 2005). Se estima que esta familia contiene 26 géneros y unas 1500
especies (Kirk et al., 2008).
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Amarenomyces Fusicoccum Neodeightonia
Aplosporella Granulodiplodia Neofusicoccum
Auerswaldiella Guignardia Otthia
Botryosphaeria Lasiodiplodia Phaeobotryosphaeria
Dichomera Leptodothiorella Phomatosphaeropsis
Diplodia Leptoguignardia Phyllosticta
Discochora Macrophoma Saccharata
Dothidotthia Macrophomina Sivanesania
Dothiorella Nattrassia Thyrostroma

3.2.2 Botryosphaeriaceae como endofitos de plantas. La mayoria de los géneros en
Botryosphaeriaceae, como Botryosphaeria (anamorfo  Fusicoccum basénimo de
Neofusicoccum), Dothidotthia (anamorfo Dothiorella), Pseudofusicoccum, Lasiodiplodia y
Diplodia, poseen especies reportadas como endodfitos (Crous et al., 2006), tanto en
gimnospermas y angiospermas, y algunas con importantes papeles como agentes patdgenos.
Algunos de estos enddfitos forman comunidades que dominan frecuentemente en varios
ambientes donde crecen especies de Eucalyptus y Pinus (Burgess et al., 2006, Smith et al.,
19964, b).

Se ha determinado como enddfito B. dothidea (Moug.: Fr.) Ces. & De. No. (anamorfo = F.
aesculi Corda) en E. nitens (Deane Et Maid.) Maid. en Inglaterra y E. grandis Hill ex Maid.,
E. camaldulensis Dhen, E. nitens en Sudafrica (Fisher et al., 1993). E. smithii RT Baker Smith
et al., (1996a) también en Sudafrica, siendo poco frecuente en Eucalyptus nativos en Australia.
El hongo Neofusicccum australe fue aislado desde ramas de &rboles en plantaciones de E.
globulus en el oeste de Australia, fuera de su area de distribucion natural, y N. eucalyptorum y
N. eucalypticola, predominan en las areas de distribucion natural en el este de Australia y
Tasmania (Burgess et al., 2006). La abundancia de relatos de Botryosphaeriaceae indicaria que
son particularmente exitosas como colono endofitico oportunista. (Slippers and Wingfield
2007).

3.2.3 Patogénesis en Botryosphaeriaceae. Los hongos del género Botryosphaeria se asocian
como patdgenos en una amplia gama de hospedantes. En Eucalyptus spp., estos hongos se
conocen como saprofitos y patégenos oportunistas (Davison y Tay 1983, Barnard et al., 1987,


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Amarenomyces&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Aplosporella&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Auerswaldiella&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Botryosphaeria&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Dichomera&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Diplodia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Discochora&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Dothidotthia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Dothiorella&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Fusicoccum
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Granulodiplodia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Guignardia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Lasiodiplodia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Leptodothiorella&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Leptoguignardia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Macrophoma&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Macrophomina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Nattrassia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Neodeightonia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Neofusicoccum&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Otthia&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Phaeobotryosphaeria&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Phomatosphaeropsis&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Phyllosticta&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Saccharata&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Sivanesania&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Thyrostroma&action=edit&redlink=1

15

Shearer et al. 1987, Smith et al., 1994), ocasionando dafios mayores cuando las plantas estan
bajo estrés por sequia, heladas, anegamiento y dafio por insectos (Wene y Schoeneweiss 1980,
Pusey 1989, Old et al., 1990). Las especies de Botryosphaeriaceae en Eucalyptus spp. han sido
detectadas tanto en entornos nativos como en plantaciones (Sankaran et al., 1995, Slippers et
al., 2009), manifestandose con una amplia gama de sintomas, como también infectando en
hojas de é&rboles asintomaticos en précticamente todos los Eucalyptus que se plantan
comercialmente (FAO,2006).

En el pasado, el dogma general era que la penetracion e infeccion por especies de
Botryosphaeriaceae se producia a través de heridas (Von Arx & Mauller 1954, Smith et al.,
1994). Sin embargo, diversos estudios han mostrado, que estos hongos pueden penetrar
directamente a través de lenticelas, estomas u otras aberturas en las plantas sanas (Brown &
Hendrix 1981, Kim et al., 1999, Michailides 1991, Smith 2001). Estas formas de penetracion
permitirian infecciones por enddéfitos, a menos que el hospedante esté bajo estrés, en cuyo
caso, la infeccién seria producida de igual manera que la causada por un hongo oportunista en
un hospedero debilitado. Practicamente en todas las partes de la planta; corteza, xilema, ramas,
hojas, flores, frutas, capsulas de semillas, conos y semillas, han sido detectados
Botryosphaeriaceae en forma latente (Cilliers et al., 1995, Johnson et al., 1992, Kim et al.,
2001, 2004, Lupo et al., 2001, Smith et al., 19964, b).

Se postula que las infecciones por Botryosphaeriaceae endofitos en hospederos lefiosos
ocurren principalmente a través de la transmision horizontal, es decir, las infecciones
individuales a través de esporas. Carroll (1988) observé que muchos enddfitos en arboles
producen masas de esporas viscosas que estdn asociados con la dispersion por lluvia,
fendmeno que también seria valido para Botryosphaeriaceae, donde tanto los teleomorfos y
especialmente los anamorfos esporulan desde un ostiolo central en el peritecio o picnidio,
respectivamente. Si bien esto no es una adaptacion especifica para las Botryosphaeriaceae u
hongos endofitos de arboles, podria tener algunas ventajas para estos hongos. Puede ayudar a
la adhesién a superficies durante periodos hiumedos y méas probables a la dispersion local en
un hospedante especifico y su descendencia circundante sobre plantas que compartan
afinidades genéticas. La dispersion y la infeccion endofitica por Botryosphaeriaceae puede
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ocurrir a través de ascosporas o conidias siendo las estructuras de fructificacion en la fase de
anamorfo més comunes en la naturaleza, y en cultivos, que las estructuras del teleomorfo para

muchas Botryosphaeriaceae (Slippers and Wingfield 2007).

La expresion de la enfermedad para especies de Botryosphaeriaceae esta casi exclusivamente
asociada con alguna forma de estrés o condiciones del crecimiento de los arboles no dptimas
Las condiciones de estrés que se han relacionado con estos hongos, incluyen el estrés por
sequia, dafios fisicos (por ejemplo, el granizo), bioldgicos (como el dafio por otros patdgenos o
insectos), las heladas o nevadas intensas, competencia entre plantas, o la plantacion de
especies o variedades en sitios inadecuados (altitud, tipo de suelo, temperatura, etc) (Blodgett
y Stanosz 1995, Ma et al., 2001, Paoletti et al., 2001, Schoeneweiss 1981, Smith et al., 1994,
Stanosz et al., 2001).

Varios tipos de sintomas se han relacionado con miembros de Botryosphaeriaceae, incluyendo
cancro en ramillas y ramas principales, die-back, aborto de semillas, pudricién del cuello,
ahogamiento o tizén de las plantulas, cancros en raiz, mancha azul y en casos graves, la
muerte de los arboles enteros (Ahumada 2003, Bega et al., 1978, Brown & Britton 1986, Gure
et al., 2005, Johnson et al. 1992, Lupo et al., 2001, Michailides 1991, Sanchez et al., 2003,
Smith et al., 1994, Swart y Wingfield 1991).

3.2.4 Reportes de enfermedades causadas por especies de Botryosphaeriaceae en Chile.
El répido crecimiento de las plantaciones de eucalipto comercial se ha traducido en un
aumento de nuevas plagas y enfermedades. En Chile, las especies de Botryosphaeria, no han
sido consideras como patdgenos severos en plantaciones de Eucalyptus (Ahumada 2003). En
Chile solo se ha realizado un estudio referente al efecto de Botryosphaeriaceae en
plantaciones comerciales de E. globulus y E. nitens, identificandose las especies B. parva
Pennycook & Samuels, B. eucalyptorum Crous, H. Sm. ter & M.J. Wingf. y Botryosphaeria
sp. (Ahumada, 2003), siendo aun insufciente el conocimiento sobre su presencia y su potencial

para causar enfermedad en plantaciones del pais.
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Contrariamente, existe mayor cantidad de informacion sobre ael efecto de especies de
Botryosphaeriaceae en especies frutales. Asi por ejemplo, se han identificado Diplodia seriata,
D. mutila, B. dothidea y Spencermartinsia viticola causando cancros y muerte regresiva, en
vifiedos de uva de mesa y N. arbuti, N. australe y N. parvum en plantaciones de arandanos.
Probablemente, la especie mas conocida en especies foretales presente en Chile es Diplodia
pinea (= Sphaeropsis sapinea), que afecta las plantaciones de P. radiata, produciendo una

muerte apical, marchitamiento de copa y manchado de madera (Chou 1987).

En los dltimosanos, en plantaciones de E. globulus, localizadas entre las regiones del Biobio y
de La Araucania en Chile, se viene observando necrosis foliar, muerte de ramas y ramillas en
la zona superior del tercio medio de la copa, junto con el ataque de insectos que se alimentan
del follaje de los arboles. Estos sintomas se han ido agravando en las épocas estivales, siendo
mas severa en el verano 2012-2013. Algunos de los sintomas observados se han relacionado
con ataque de especies de la familia Botryosphaeriaceae en Eucalyptus spp; como son cancro

en ramillas y ramas, die-back.
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4. Hipotesis

Especies de la familia Botryosphaeriaceae estan asociados a muerte de ramas y ramillas en
plantaciones de E. globulus en las regiones del Biobio y de La Araucania y la agresividad de
estos hongos es dependiente de una menor disponibilidad de agua en plantas de la especie.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Determinar las especies de Botryosphaeriaceae asociados a la muerte de ramas y ramillas en

arboles de E. globulus.

5.2 Objetivos especificos

Determinar las especies de hongos asociadas a ramas y ramillas con cancros y asintomaticas
en arboles de E. globulus.

Determinar la patogenicidad de los hongos aislados en E. globulus.

Determinar el efecto de la disponibilidad de agua en E. globulus en la severidad de la
enfermedad causada por especies de Botryosphaeriaceae.
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6. Metodologia

6.1 Colecta de muestras

Fueron muestreadas plantaciones de E. globulus entre 4-6 afios de edad, localizadas en el valle
central en las regiones del Biobio y la Araucania, pertenecientes a la empresa Forestal
Mininco S.A. Las colectas fueron realizadas en predios de cuatro sectores; Nacimiento (Sector
1) y Mulchén (Sector 2) en la Region del Biobio, y en Collipulli (Sector 3) y Angol (Sector 4)
en la Regién de La Araucania; (Figura 1, Tabla 1). En cada sector se realiz6 una evaluacién
visual de tres arboles (distribuidos aleatoriamente dentro de cada predio) con sintomas
consistente en defoliacion, cancros y muerte de ramas en el tercio medio de la copa, realizando
el volteo de los mismos (Figura 1b). De cada arbol se colectaron tres ramillas con sintomas

(Figura 1c), tres asintomaticas y tres con sintoma y ataque de Ophelimus sp.

Se midi6 la altura de cada arbol volteado (con cinta métrica) y se colectaron las ramas/ramillas
con tijeras de podar. Para cada arbol se registraron las coordenadas geogréficas, la presencia
de otros agentes causantes de dafios (Ophelimus sp. y Gonipterus platensis) (Figura 1d) y la
presencia de cancros tanto en ramas como tronco. Las ramas colectadas fueron depositadas en
bolsas de plastico de 60 x 90 cm etiquetadas con los siguientes datos: numero de sector,
predio, numero de parcela y tipo de ramilla. Posteriormente, las muestras se trasladaron al
laboratorio de Patologia Forestal de la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad de

Concepcion donde se mantuvieron a una temperatura de 4-5°C hasta su procesamiento.
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Figura 1. Plantacion de Eucalyptus globulus con muerte de ramillas. Plantacion de
E. globulus en sector de Nacimiento (a), arbol volteado con defoliacién en el tercio medio
de la copa (b), cancro en ramilla (c) y hoja con ataque de Ophelimus sp. y Gonipterus
platensis (d).

Tabla 1. Predios con plantaciones de Eucalyptus globulus muestreados en las Regiones
del Bio-Bio y de La Araucania.

Sector 1. Sector 2. Sector 3. Sector 4.

Nacimiento Mulchén Collipulli Angol

Pichin 5137 Santa Rosa de San Carlos Chico Santa Rita Lote B
Chumulco

Santa Rosa 1556 Malven Mininco El Chequen

Junquillar Despertar La Escuadra Los Hinojos
campesino

6.2 Métodos de aislamiento de hongos
6.2.1 Aislamientos directos. Las ramas colectadas en terreno fueron sometidas a una

desinfestacion superficial en etanol al 70% durante 30s, hipoclorito de sodio al 5% por 3 min 'y
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enjuagues con agua destilada por 3 min. Se elimino el excedente de agua con papel absorbente
y los segmentos de ramillas se colocaron en camara himeda, consistente en placas de Petri con
papel absorbente en su base humedecido en agua destilada estéril (ADE) para estimular la
esporulacién del hongo asociado a la ramilla. Durante el proceso, las muestras se dejaron en

reposo a temperatura ambiente, que fluctud aproximadamente entre 17-22°C.

Diariamente se realizaron evaluaciones con lupa estereoscopica del material dispuesto en las
camaras humedas (Figura 2a), para comprobar la presencia de micelio y/o cuerpos fructiferos
de hongos. Las estructuras fangicas resultantes se transfirieron con aguja estéril a placas de
Petri conteniendo medio de cultivo agar-papa-dextrosa (APD) con 100mg/L de sulfato de

estreptomicina (SE), e incubadas a temperatura de 24°C.

6.2.2 Aislamientos indirectos. Se realizaron a partir de trozos de 10 x 10 mm obtenidos desde
las zonas de avance de los cancros, como también desde ramillas y ramas asintomaticas. La
desinfeccion superficial de los segmentos se realizd por inmersién en 70% de etanol durante
30s, hipoclorito de sodio al 5% durante 3 min y abundantes lavados con ADE. Los trozos se
secaron con papel absorbente y fueron dispuestos en placas de Petri conteniendo medio agar-
papa-dextrosa (APD) con 100mg/L de SE. Las placas se mantuvieron a una temperatura de

24°C hasta un periodo de tres semanas.

6.3 Caracterizacién morfolégica

Para obtener estructuras reproductivas de los hongos aislados, discos de micelio colectados
desde colonias creciendo activamente en medio APD fueron dispuestos en el centro de placas
de Petri conteniendo agar-agua (AA) al 2%. Luego, sobre los discos de micelio se colocaron
aciculas de P. radiata y ramillas de eucalipto, las que previamente fueron desinfestadas
superficialmente con etanol al 70% durante 30s., hipoclorito de sodio al 5% durante 3 min y
lavados en ADE, para estimular la produccion y fructificacion de estructuras (picnidios) y
conidias (Figura 2b). Las placas se mantuvieron cuatro semanas a una temperatura de 20°C,
bajo un rango de luz ultravioleta cercano a la luz visible, hasta que se observaron las
estructuras reproductivas en los organos indicados (aproximadamente tres semanas después
del cultivo) (Pérez et al., 2009).
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Los aislamientos se caracterizaron inicialmente con base a la morfologia del cultivo en APD.
Los picnidios y conidias producidos fueron examinados en microscopio éptico (x400),
afiadiendose azul de lactofenol para inhibir la germinacion y mejorar la visualizacion para la
medicion de largo y anchos de las conidias. Para la identificacion a nivel de género se
utilizaron las claves de Barnett y Hunter (1998) y Sutton (1980). A nivel de especie, la
identificacion se compar6 con aquellos trabajos publicados donde se realizé la identificacion

de las especies.

79 B L
Figura 2. Método de aislamiento y esporulacion. Camaras humedas con segmentos de
ramillas de Eucalyptus globulus (a) y aciculas de Pinus radiata sobre Agar-Agua a 20°C,
con formacion de picnidios de Neofusicoccum parvum (b).

6.4 Identificacion molecular

6.4.1 Extraccién de ADN. EI ADN genomico se extrajo a partir del micelio de los aislados
obtenidos, colectandose mediante raspaje con bisturi estéril desde colonias creciendo por una
semana en APD y luego colocado en un tubo Eppendorf. EI ADN se extrajo utilizando el Kit
de extraccion AXYGEN (Biosciences), de acuerdo al protocolo descrito para la purificacion

de ADN de tejidos de plantas y hongos.

6.4.2 Amplificacion con PCR. La regién gendémica que codifica para el ARN ribosomal
(rRNA) fue amplificada utilizando una PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) a partir
del ADN extraido de cada aislado. Se utilizaron los partidores ITS 5 (5° GGA AGT AAA
AGT CGT AAC AAG G 3%) e ITS 4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3”) seglin Schoch et
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al., (2012). La region amplificada incluye el extremo 3’ del gen 18S del rRNA (subunidad
menor), el primer espaciador transcriptor interno ITS1, el gen completo 5.8S del rRNA, el
segundo espaciador transcriptor interno ITS2 y el extremo 5’ del gen 28S del rRNA
(subunidad mayor). Las mezclas de reaccion de PCR contenian concentraciones finales de: 0,5
U de Tagq ADN polimerasa (Taq polymerase Applied biosystem), 1,5 mM de MgCl2, 0,1 mM
de cada dNTP, 0,2 mM de cada partidor, 0,01mg/ml de BSA y 1 ng de ADN en un volumen
final de 15 ul. El programa de PCR utilizado consistié en una desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 10 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion (95°C durante 15 s), alineamiento
(53°C durante 30 s) y elongacion (72°C durante 90 s) y termind con un paso de elongacion
final a 72°C durante 10 min. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa al 1%, tefiidos con SYBR® Safe (Life Technologies) y se visualizaron bajo

iluminacion UV.

5.4.3 Secuenciacion de ADN y analisis. Los fragmentos amplificados fueron aislados y
enviados a secuenciar por el método de Sanger en Macrogen (Corea). Los resultados de la
secuenciacion de fragmentos se procesaron usando el programa Geneious (version 4.8.5).
Posteriormente, se realizd un BLAST en la pagina NCBI con el fin de encontrar homologias

con otras secuencias reportadas (www.ncbi.nml.nih.gov/blast/Blast.cqi).

6.5 Pruebas de patogenicidad en terreno

La pruebas de patogenicidad se realizaron en arboles de E. globulus de tres afios de edad,
localizados en los predios Escuadron (36°56'07.4"S 73°08'40.7"W) y Mefiir (37°33'37.04"S
72°44'7.42"W). El primer predio se encuentra a 1.7 km de la costa y es infrecuente el
problema de muerte de ramas y ramillas. Los suelos predominantes son de los Grdenes
Alfisoles (suelos con buen grado de evolucidn) e Inceptisoles (suelos de desarrollo incipiente).
Son suelos derivados de terrazas marinas altas y de relieve plano a ligeramente inclinado y de
colores pardos rojizos asociados con otros de menor evolucion. En la vertiente poniente de la
Cordillera de la Costa los suelos se han desarrollado directamente a partir de roca granitica
(FAQ). Por el contrario, el segundo predio se ubica en el valle central y ha presentado alta
incidencia del problema (Comunicacion personal Miguel Castillo 2014). El suelo aqui

presente corresponde a Entisoles aluviales de desarrollo moderado junto a suelos de texturas
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gruesas formados a partir de arenas gruesas basélticas, estos presentan una rapida
permeabilidad, aun cuando hay sectores que presentan un nivel fredtico alto (FAO). Las
condiciones climatoldgicas de precipitacion y temperaturas para ambos predios, seis meses
antes y durante las pruebas de patogenicidad fueron registrados como referencia para
establecer diferencias en estas variables y un posible efecto de estrés en los arboles (Tabla 1A
y 2A).

Fueron inoculadas una cepas de N. parvum (C) y tres cepas de N. eucalyptorum (B, F y L); dos
con idénticas caracteristicas referente a capacidad de esporulacion y tamafio de conidias (B y
L) y otra que no presentaba esporulacion en condiciones in vitro. Las inoculaciones fueron
realizadas en el tronco utilizando discos de micelio de los hongos en prueba. La superficie del
tronco fue desinfestado superficialmente con alcohol etilico al 70%. Luego, a una altura de
1,30 m del arbol, se efectu6 una herida con bisturi estéril hasta alcanzar la zona cambial. En
cada herida fue colocado un disco de micelio obtenidos a partir de cultivos puros creciendo
durante una semana en APD, a 24°C. Luego, la zona inoculada se cubri6 con cinta
transparente (Parafilm) para evitar la desecacion y contaminacién. En los arboles control se
colocaron discos de APD estéril. Para cada cepa y control se realizaron tres repeticiones
(&rboles). Ambos ensayos se realizaron utilizando el mismo método de inoculacion de forma

aleatoria dentro de un sector de cada predio.

La evaluacion se realizd 120 dias después de la inoculacion y consistio en medir el tamafio de
la lesién (necrosis) en la zona cambial, raspando la corteza que presentaban sintomas externos.
Desde cada arbol inoculado se recolectd tejido en la zona de avance de la lesion y fue
cultivado de acuerdo a lo descrito anteriormente junto con la correspondiente identificacion.
Se utilizd el analisis de la varianza y test de comparaciones mdltiples de Tukey (nivel de
confianza 95%) para determinar diferencias significativas en el tamafio de las lesiones entre

los tratamientos.

6.6 Pruebas de patogenicidad en invernadero.
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Las pruebas de patogenicidad fueron realizadas, en el invernadero de la Facultad de Ciencias
Forestales (Universidad de Concepcion), entre los meses de Febrero y Marzo. Fueron
utilizadas plantas de E. globulus de diez meses, que se trasplantaron a bolsas individuales de
25x40cm conteniendo substrato de corteza de pino compostado. Se realizaron riegos diarios

durante los meses previos a la inoculacion.

6.6.1 Condicidn de riego Las plantas fueron sometidas a dos esquemas de riego, uno grupo
con riego diario y el otro grupo con reducciones del riego (Figura 3) (Tabla 3A). Se evaluaron
semanalmente durante un mes, variables fisiologicas de las plantas. Para tal efecto se
seleccionaron cinco plantas de cada grupo midiéndose la conductancia estomatica (mol/m2s),
capacidad fotosintética (umol/m2/s) y transpiracién (mmol/m2/s) con un medidor portatil de
fotosintesis LI COR ademas de la eficiencia del uso del agua (EUA umol CO2/mmol H20)
utilizando la expresion de (Morales et al., 2004):

EUA-= Fotosintesis/Transpiracion.

6.6.2 Inoculacion. Se inocularon las mismas cepas utilizadas en las pruebas de terreno; N.
parvum (C) y N. eucalyptorum (B, F, L) ademas de otras especies aisladas en la colecta de
terreno; Cytospora eucalypticola (D), C. cinereostroma (E), Diaporthe neotheicola (O),
Eucasphaeria capensis (R) y Pestalotiopsis microspora (T). Las inoculaciones fueron
realizadas en el tallo utilizando discos de micelio de los hongos en prueba. La superficie del
tallo fue desinfestado superficialmente con alcohol etilico al 70%. Luego, se efectud una
herida con sacabocados del nimero 3 estéril. En cada herida fue colocado un disco de micelio
obtenidos a partir de cultivos puros creciendo durante una semana en APD, a 24°C excepto E.
capensis cuyo cultivo puro crecié durante dos semanas. Luego, la zona inoculada se cubrio
con cinta transparente (Parafilm) para evitar la desecacion y contaminacion. En las plantas
control se colocaron discos de APD estéril. Para cada aislado y control fueron inoculadas
cinco plantas distribuidas aleatoriamente en cada uno de los dos. La evaluacion se realizo 21
dias después de la inoculacién y consistio en medir el tamafio de la lesion (necrosis) y
recolectar tejido desde la zona de avance de la lesion para corroborar el reaislamiento
mediante la identificacion realizada a cada aislado. Para el andlisis estadistico se utilizd el

andlisis de la varianza y test de comparaciones multiples de Tukey (nivel de confianza 95%)



27

para determinar diferencias significativas en el tamafio de las lesiones entre todos los

tratamientos.

g\ ~

Figura 3. Plantas de Eucalyptus globulus en dos condiciones de riego. Riego diario (CR) y
con reducciones del riego (SR).
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7. Resultados

7.1 Aislados de hongos obtenidos de ramas de E. globulus.

De un total de 216 aislamientos realizados de forma directa e indirecta desde un mismo
namero de ramas colectadas, se obtuvieron un total de 134 aislados de hongos. En base a una
caracterizacion morfoldgica que considerd crecimiento y morfologia de la colonia, y tipo de
esporas, se diferenciaron un total de nueve tipos, o morfotipos, los cuales correspondieron a

mayoritariamente a especies de Botryosphaeriaceae y a otros tipos de hongos (Tabla 2).

La mayoria de los aislados correspondieron al género Neofusiccocum (42%), siendo obtenido
con mayor frecuencia desde tejido sintomatico (cancros) con presencia de ataque del insecto
Ophelimus sp. (Figura 4). La frecuencia relativa de aislamientos de N. eucalyptorum para el
sector 1 y 2 fue de 54% en ambos, 39% para el sector 3 y 11% para el sector 4, siendo el
predio Santa Rosa (sector 1) el que registré un mayor nimero de aislados de esta especie.
Entretantola especie N. parvum sélo fue aislada en el predio Malven del sector 2 (Mulchén)
con una frecuencia relativa del 9%, coincidiendo con el sector que presentdé una mayor

variedad de especies aisladas (Figura 5).

Tabla 2. Presencia de aislados de hongos obtenidos desde ramillas de Eucalyptus globulus
segun condicién del tejido de aislamiento.

Condicién de ramillas

Especie Sintomaticacon  Sintomaéticasin  Asintomatica
Ophelimus sp. Ophelimus sp.
Neofusicoccum parvum + -
Neofusicoccum eucalyptorum + + +
Cytospora eucalypticola + + +
Cytospora cinereostroma + + +
Quambalaria cyanescens - - +
Phomopsis theicola - + -
Pestalotiopsis microspora - + -
Alternaria arborescens + + -
Eucasphaeria capensis - + -

(+) Presencia, (-) ausencia.
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Q. cyanescens fue la Unica especie detectada Unicamente en tejido completamente
asintomatico con una frecuencia relativa del 8%. Por otro lado, P. theicola y E.capensis fueron
aisladas solo desde tejido con sintomas y presencia del insecto en el sector 2, al igual que P.

microspora (sector 4) todas ellas con frecuencias relativas menor al 5%.

Aunque en menor frecuencia, las dos especies de Cytospora aparecieron en las tres
condiciones de ramillas y obtenidas en tres de los cuatro sectores. El resto de los hongos
aislados presentaron menor frecuencia comparado con los g@éneros anteriormente

mencionados.

60 -

40 mC/O
30 - /0
20 mS/S

10 -

Frecuencia relativa por situacién

Especies aisladas

Figura 4. Frecuencia relativa de especies, respecto a la condicion de aislamiento de la
ramilla de Eucalyptus globulus, desde tejido sintomatico con presencia de Ophelimus sp.
(C/O), tejido sintomatico sin presencia de Ophelimus sp. (S/O) y tejido asintomatico sin
presencia del insecto (S/S).
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Figura 5. Frecuencia relativa de especies de hongos, respecto al sector desde donde
fueron obtenidos. Sector 1y 2 (Region de Biobio). Sector 3y 4 (Regidn de la Araucania).
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7.2. Caracterizacion e identifcacion de hongos aislados.

7.2.1 Neofusicocum parvum. Se obtuvieron cuatro aislamientos de Neofusicoccum parvum
(Pennycook & Samuels) aislados desde tejido sintomético con y sin ataque de Ophelimus sp.
La colonia del hongo presenté micelio algodonoso blanco-grisaceo, que comenzd a
oscurecerse desde el centro de la placa torndndose totalmente gris oscuro a partir del segundo
dia (Figura 6a). Despues de dos a tres semanas de incubacion, se desarroll6 el estado anamorfo
en la colonia, formandose conidiomatas (picnidios), globulosos uni o multiloculares,
presentando en su interior conidias hialinas con paredes lisas, fusiformes a elipsoidales con la
base redondeada y el apice a menudo ligeramente aguzado. Las conidias presentaron entre uno
a dos septos, con un largo de 15,77-24,88um y ancho de 5,06-9,52um, y con un promedio de
19,08 um x 7,37 um, respectivamente (Figura 6b). El resultado del BLAST present6 un 99%

de identidad con la secuencia para Neofusicoccum parvum presente en el GenBank (Tabla 1A)

Figura 6. Neofusicoccum parvum. Morfologia de la colonia creciendo en APD durante
siete dias a 20°C (a) y conidias hialinas (100x) (b).
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7.2.2 Neofusicoccum eucalyptorum. Se obtuvieron un total de 85 aislamientos de esta
especie. La colonia presentd un micelio algodonoso de color blanco que se fue tornado gris-
olivaceo desde el centro a partir de los 6-7 dias (Figura 7a, b).

Se obtuvo la fase de teleomorfo a partir de la cual se visualizaron los Conidiomatas (Picnidios)
globulosos uni o multiloculares, presentando una masa estromatica con conidias fusiformes a
claviformes, hialinas con paredes lisas y aseptadas. La base de las conidias es redondeada y
con un apice a menudo obtuso (Figura 7c). El rango de mediciones para esta cepa fue de 25,9-
31,77 um de largo x 6,69-9.73 um de ancho, con un Pomedio de 29,28 x 8.78 um,
respectivamente. No se obtuvo esporulacion de la cepa con menor crecimiento de la colonia,
bajo las mismas condiciones de incubacion. El resultado de la secunciacién de la regién ITS

obtuvo un 99% de identidad con N. eucalyptorum presente en GenBank (Tabla 1A).

Figura 7. Neofusicoccum eucalyptorum. Morfologia de la colonia, creciendo 7 (a) y 14
dias (b) en agar-papa-dextrosa, a 20°C. Conidias de N. eucalyptorum (x100) (c).
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7.2.3 Cytospora cinereostroma. Se obtuvieron un total de 19 aislamientos de Cytospora
cinereostroma desde tejido sintomatico con y sin presencia de Ophelimus sp. y desde tejido
asintomatico. La colonia del hongo creciendo en medio PDA presentd micelio amarillo claro
con bordes amarillo-grisaceos volviéndose a una tonalidad oliva-marrén. El reverso de la
placa presentd una coloracion verde olivacea intensa a negro de textura aterciopelada y
ligeramente elevado con zonas sin crecimiento (Figura 8a). Las conidias se formaron despues
de dos a tres semanas bajo luz negra, y fueron hialinas, gutuladas, aseptadas y reniformes, y
tuvieron un largo de entre 3,65-5,86 um y 1,16-2,33 um de ancho, con un promedio de 4.33 x
1.74 um, respectivamente (Figura 8b). El resultado de la secunciacion presentd un 98% de
identidad con la secuencia para el estado sexual Valsa cinereostroma presente en GenBank
(Tabla 1A).

Figura8. Cytospora
cinereostroma. Colonia de siete dias a 24°C creciendo en APD (a). Conidias de C.
cinereostroma (b).
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7.2.4 Cytospora eucalypticola. Se obtuvieron once aislamientos desde tejido sintomatico con y
sin presencia de Ophelimus sp. y tejido asintomatico. En medio de cultivo se obtuvo el
anamorfo Cytospora eucalypticola (Van der Westh. 1965) segun identificacion molecular. La
colonia comenz6 a formar un micelio blanco-beige, aterciopelado y ligeramente elevado que
cubrio la placa Petri entre los 7-10 dias a 24°C. Con el paso de los dias la colonia se volvio
gris-olivaceo y completamente marron-oliva oscuro con el envejecimiento de la colonia. El
reverso de las colonias de varias semanas presentd una coloraciéon negra (Figura 9a, b). El
resultado de la secunciacion de la regiéon ITS obtuvo un 100% de identidad con la secuencia

para el estado asexual Cytospora eucalypticola presente en GenBank (Tabla 1A).

Figura 9. Cytospora eucalypticola. Colonia de C. eucalypticola de siete dias a 24°C
creciendo en APD (a). Reverso de una colonia con cuatro semanas (b).
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7.2.5 Phomopsis theicola. Se obtuvo un aislado de Phomopsis theicola (Curzi 1927) desde
tejido sintomatico y sin presencia de ataques de Ophelimus sp. La colonia obtenida en medio
PDA presento un micelio compuesto por hifas hialinas y tabicadas, ligeramente elevado que se
volvid més espeso, denso y lanoso con el envejecimiento. Predominantemente de color blanco,
con una tonalidad sepia. El reverso la colonia presenté una coloracién amarillenta con parches
pardo-negruzcos coincidentes con las masas picnidiales de superficie. El crecimiento de la
colonia alcanz6 la totalidad de la placa entorno a los siete dias en oscuridad (Figura 10a).
Colonias de 15 dias bajo luz negra comenzaron a formar conidiomatas picnidiales
multiloculares negros tanto agrupados como dispersos e inmersos en el medio. La masa
conidial emergio tanto en forma de gotas blanco-amarillentas como en forma de cirros

amarrillo-marrén (Figura 10Db).

Alfa conidias hialinas, elipsoidales con apices redondeados con un rango de longitud de 7,16-
9,55 um x un ancho de 2,35-3,72 um y un promedio de 8,26 x 2,85 um Las beta conidias
hialinas y ligeramente curvadas presentaron un rango de 26,04-32,55 pum de largo x 0.94-1.58
pm de ancho, con un promedio de 29,10 x 1,36 um, respectivamente (Figura 10c). El
resultado de la secunciacion obtuvo un 100% de identidad con la secuencia para Diaporthe

neotheicola presente en GenBank (Tabla 1A).
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Figura 10. Phomopsis theicola. Colonia de P. theicola de siete dias a 24°C creciendo en
APD (a). Masa conidial emergiendo de un picnidio de P. theicola (b). e y B conidias
(x100) (c). 7.2.6 Quambalaria cyanescens. Se obtuvieron cuatro aislamientos con morfologia
concordante a Quambalaria spp. La colonia presentdé micelio irregular con textura harinosa,
aterciopelada, de coloracion blanquecina con partes purpuras (visible en el reverso en
colonias de més de dos semanas) que se tornan azul con el envejecimiento de la colonia,
debido a la sensibilidad al pH del pigmento que se difunde por el agar (Figura 11a,b). Las
hifas son hialinas y tabicadas, con células conidiogénicas terminales y laterales, formandose
las conidias por crecimiento simpodial. Las conidias obtenidas son hialinas, elipsoidales,
ovaladas con un rango de 2.86-5.51 um de largo x un rango de 2.28-3.58 pm de ancho (Figura
11c). El resultado de la secunciacion de la region ITS obtuvo un 99% de identidad con la

secuencia para Quambalaria cyanescens presente en GenBank (Tabla 1A).

Figura 11. Quambalaria cyanescens. Colonia de Q. cyanescens de catorce dias a 20°C
creciendo en APD (a). Reverso de colonia de tres semanas con pigmentacion azul (b).
Conidas de Q. cyanescens (x100) (c).
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7.2.7 Alternaria arborescens. Se obtuvieron cuatro aislamientos con morfologia concordante
a Alternaria spp. La colonia algodonosa y elevada present6 un micelio verde aceituna oscuro
con el borde de crecimiento entre blanco y gris con abundante esporulacion en medio PDA a
24°C (Figura 12a), para luego tornarse pardo-grisacea. En medio Agar Zanahoria (AZ) la
colonia presentd un micelio marrén oscuro desde el principio. Desde colonias de AZ se
observaron conidioforos largos sobre los que se ramificaron en forma simpodial cadenas de
conidias (Figura 12b). Las dictiosporas, presentaron septos tanto longitudinales como
transversales (Figura 12c, d). El resultado del BLAST obtuvo un 100% de identidad con la

secuencia para Alternaria arborescens presente en GenBank (Tabla 1A).

Figura 12. Alternaria arborescens. Colonia de A. arborescens de siete dias a 20°C
creciendo en APD (a). Ramificacidn de conidioforos (b) y conidias (100x) (c).
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7.2.8 Eucasphaeria capensis. Se obtuvieron dos aislados de E. capensis desde tejido
sintomatico sin presencia de Ophelimus sp. en E. globulus. La colonia en medio PDA a 24°C
presentd un lento crecimiento con escaso micelio aéreo, con coloracion anaranjada (Figura
13) y margenes lisos de color crema. El resultado de la secunciacién obtuvo un 98% de

identidad con la secuencia para Eucasphaeria capensis presente en GenBank (Tabla 1A).

Figura 13. Colonia de Eucasphaeria capensis de siete dias, creciendo en medio PDA a
24°C.



39

7.2.9 Pestalotiopsis microspora. Se obtuvo un aislado de esta especie, desde tejido
sintomético sin presencia de Ophelimus sp.. La colonia en medio PDA presentd un micelio
beige palido y azafranado en el reverso. El crecimiento del cultivo fue de 75 mm a los siete
dias (Figura 14a,b). Despues de una semana se formaron masas de esporas de color negro bajo
condiciones de luz a 20°C. Las conidias poseian cinco células, siendo la apical y basal
hialinas. Las tres células centrales variaron en diferentes tonalidades de marron y el rango de
los apéndices observado fue de 3-4. El rango de longitud de las conidias varié de (17,14)
20,24-27,88 (30,73)um x 4,29-5,36um de ancho. El apéndice basal hialino presento un rango

de longitud de (3,85) 4,09-6,35 (7,46)um siendo mayores los apéndices superiores, con
longitud de (8,52)10,03-16,88(17,42) um (Figura 14c). El resultado de la secunciacién de la
region ITS obtuvo un 99% de identidad con la secuencia para P. microspora presente en
GenBank (Tabla 1A).

Figura 14. Pstalotiopsis microspora. Colonia de P. microspora de siete dias a 20°C bajo
luz creciendo en APD (a). Picnidios (b) y conidias (100x) (c).
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7.3 Pruebas de patogenicidad en terreno.

En el Predio Escuadron los cuatro aislados inoculados causaron cancros en los tallos de
E. globulus (Figura 15). El aislado N. parvum (C) T2 fue el mas agresivo, presentando los
cancros de mayor longitud, contrariamente, el aislado N. eucalyptorum (F) T3 provoco los
cancros de menor longitud. Las cepas N. eucalyptorum (B y L) T1 y T4 fueron presentaron

comparativamente con las otras cepas un nivel de agresividad intermedio (Figura 16).

Figura 15. Inoculaciones en arboles de Eucalyptus globulus de tres afios de edad en el
predio Escuadrdén. Control inoculado con APD estéril (a). Cancro causado por
Neofusicoccum eucalyptorum T3 (b) y N. parvum T2 (c).
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Figura 16. Tamafio de lesion en arboles de Eucalyptus globulus inoculados con
Neofusiccocum eucalyptorum (T1, T3y T4) y N. parvum (T2), localizados en los predios
Escuadréon (gris claro) y Medir (gris oscuro). Letras mayusculas diferentes indican
diferencias significativas (95%) entre tratamientos en predio Escuadron y letras
minusculas en predio Mefiir.

Para el Predio Mefiir todos los aislados inoculados, a excepcién de N. eucalyptorum T3,
provocaron cancros en los tallos. El aislado de N. parvum T2, present6 los cancros de mayor
longitud, entretanto losaislados T1 y T4 tuvieron tamafios de lesion semejantes aunque
menores que N. parvum T2 (Figura 17).
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Figura 17. Inoculaciones en fustes de Eucalyptus globulus de cuatro afios de edad en el
predio Mefir (Nacimiento). Control inoculado con APD estéril (a). Cancro cuasado por
Neofusicoccum eucalyptorum T1 visualizado como depresion del tronco (b) y cancro
causado por N. eucalyptorum T4 (c).

Todos los controles mostraron un area circular entorno a la herida de inoculacion necrética
debido a la oxidacion del tejido desde los cuales no se han re-aislado cepas patogénicas. Del
resto de arboles inoculados se re-aislaron respectivamente, cada una de los cuatro aislados
previamente inoculados. La comparacion de los re-aislamientos se corrobord

morfolégicamente a nivel de colonia para todas las cepas.

7.4 Pruebas de patogenicidad en invernadero.

7.4.1 Evaluacion variables fisiologicas de las plantas. Los valores de conductancia
estomatica se mantuvieron un rango de 0.1 a 0.4 mol/(m2s) para ambas condiciones de riego
(Figura 17), siendo valores normales para especies de Eucalyptus. En las plantas con menor
riego, tienden a ir disminuyendo con las semanas.
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Figura 18. Conductancia estomatica en plantas de Eucalyptus globulus.

La fotosintesis en las plantas vario entre 6 y 10 (umol/m2/s), similares entre ambos grupos de
plantas (Figura 18), por lo que el grupo de plantas con reduccion de riego no estaria
manifestando una condicion de estrés (hidrico) por ser valores aceptables bajo condiciones

normales para especies de Eucalyptus.
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Figura 19. Actividad fotosintética en plantas de Eucalyptus globulus.

La tasa de transpiracion en las plantas con riego diario (Figura 19) aument6 a lo largo del
ensayo. El blogue con reduccion de riego (Figura 19), muestra valores que no corresponden a

condiciones de estrés moderado o severo.
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Figura 20. Transpiracion de las hojas en plantas de Eucalyptus globulus.

Los valores de la eficiencia del uso del agua (EUA) tiendieron a disminuir, sin embargo, en la
ultima semana, se observé una tendencia en aumento (Figura 20), atribuyéndose a la necesidad
de la planta de una mayor disponiblilidad de agua y por tanto volviéndola mas eficiente en el
uso de esta (Begg y Turner, 1976; Zhang, Marshall y Fins, 1996; Brady y Weil, 1999). Por

tanto, a mayor déficit hidrico, mayor sera también los valores de EUA obtenidos.
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Figura 21. Eficiencia del uso del agua (EUA) en plantas de Eucalyptus globulus.

Se observaron otros cambios fisiolégicos como la perdida de turgencia y expansion de las

hojas, marchitez y abscisién de las hojas basales.
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7.4.2 Patogenicidad en plantas. Los nueve aislados inoculadas originaron lesiones en ambos
grupos de plantas sin ser el tamafio de estas signifcativo. En ambas condiciones de riego, las
especies de Neofusicoccum fueron las que causaron mayor tamafio de lesion, aunque solo N.
parvum fue el Unico aislado que presentd diferencias significativas entre ambos bloques,
siendo la lesion mayor en las plantas con reduccién de riego. De las cuatro cepas de
Neofusicoccum inoculadas, solo el aislado N. eucalyptorum (F) no fue patdgenico en las
plantas de Eucalyptus en ambas condiciones de régimen hidrico, al igual que las especies de
Cytospora (E y D), Eucasphaeria capensis (R) y Pestalotiopsis microspora (T). Del mismo
modo que las especies de Neofusicoccum (B, C y L) el hongo P. neotheicola (O) demostrd
patogenicidad en E. globulus pero sin evidencias significativas entre ambos bloques. (Figura
22, 23,

12 4

10 4

Tamaiio de lesién {em)

24).

Figura 22. Tamafo de lesion en plantas de Eucalyptus globulus inoculadas con
Neofusiccocum eucalyptorum (B, F y L), N. parvum (C), Cytospora eucalypticola (E), C.
cinereostroma (D), Phomopsis neotheicola (O), Eucasphaeria capensis (R) y Pestalotiopsis
microspora (T) en invernadero. Plantas con riego diario (CR) y con riego restringido
(SR). Letras indican diferencias significativas (95%0) entre tratamientos.
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F.ne CR L.ne CR 0.dn CR R.ec CR T.pm CR

Figura 23.Cancros en tallos de Eucalyptus globulus bajo condiciones de riego diario
(CR). Primera letra mayuscula indica identificacion de la cepa. CC es control.

CCSR B.ne SR C.np SR D.ce SR E.ccSR

F.ne SR L.ne SR 0.dn SR R.ec SR T.pm SR

Figura 24. Cancros en tallos de Eucalyptus globulus bajo condiciones de restriccion de
riego (SR). Primera letra mayuscula indica identificacion de la cepa. CC es control.
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8. Discusion

Del total de los nueve morfotipos identificados, el 42% correspondio al género Neofusiccocum
siendo N. eucalyptorum la especie identificada con mayor frecuencia en los aislamientos
realizados y en todos los sectores muestreados. Aunque con un nimero mayor de aislamientos
desde tejido infectado por el insecto Ophelimus sp. para esta especie, no hay diferencias que
indiquen una relacion entre ambos. N. parvum fue la Unica especie aislada desde tejido
infectado por el insecto y desde un mismo sector aunque se desconoce una relacién hongo-
patdgeno en ambas especies como puede ser el caso de los escarabajos de ambrosia, donde la
relacién entre hongo e insecto es mutualista, ya que los primeros se benefician del trasporte de
esporas e introduccion dentro de la madera (Parra et al., 2001) o el caso de la asociacion entre
escarabajos de corteza y hongos manchadores como los Ophiostomatales (Harrington 1993).
En ambos casos, el hongo estaria comportandose como alimento o manchando pero no
causando un dafio estructural de la madera aunque Berryman (1972) sugiere que algunas
especies de Ophiostoma asociadas a estos escarabajos son fitopatdgenos, es decir, causan
lesiones alrededor de las zonas de ataque del escarabajo y colonizan la abura con el fin de
propiciar un ambiente adecuado para la cria de escarabajo y por consiguiente la muerte del
tejido del arbol. En el género Cytospora se aislaron ambas especies desde tejido infectado por
Ophelimus sp. en una frecuencia similar a los aislamientos desde tejidos tanto asintométicos

como sin presencia del insecto.

Las inoculaciones efectuadas en plantas y arboles de E. globulus confirmaron la patogenicidad
de N. parvum y N. eucalyptorum. Ambas especies, incluida la cepa de N. eucalyptorum cuyo
crecimiento es mas lento y sin esporulacion, tienen la capacidad de infectar y producir cancros
en troncos de arboles de esta especie, por lo que estas pueden estar contribuyendo a los
sintomas detectados en campo donde se realiz6 el muestreo. La expresion de enfermedades de
Botryosphaeriaceae estd casi exclusivamente asociada con muchas formas de estrés en los
arboles (Blodgett and Stanosz 1995; Ma et al., 2001; Stanosz et al., 2001; Slippers and
Winfield 2007).

El primer reporte de B. eucalyptorum y B. parva causando patogenicidad (teleomorfos de

Neofusicoccum eucalyptorum y N. parvum) en plantaciones de Eucalyptus en Chile fue en
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2003 mediante el trabajo de Ahumada. En él, confirma que B. parva fue la especie que origind
en promedio las lesiones de mayor tamario en las inoculaciones llevadas a cabo en su estudio,
concordando con los resultados obtenidos para este trabajo en que las lesiones de N. parvum,
en ambos predios, fueron mayores que las obtenidas para los aislados de N. eucalyptorum.
Este resultado concuerda con lo obtenido por Smith et al., (2001) y Ahumada (2003) sobre la
capacidad de B. eucalyptorum de originar tamafios de lesién menores que los formados por

otras especies del mismo género.

La cepa N. eucalyptorum aislada en los cuatro sectores muestreados, ha presentado diferencias
en algunos de los aislamientos realizados en dos predios del sector 1 (Nacimiento) y un predio
del sector 3 (Collipulli) respecto al resto de aislamientos de esta misma especie. Estas
diferencias pasan por ser cepas cuyo crecimiento es mas lento y no esporulan bajo las mismas

condiciones que los aislamientos de esa misma especie en otros predios.

Smith et al., (2001) reportaron la patogenicidad de N. eucalyptorum mediante la inoculacién
de cinco aislados obtenidos desde E. grandis y E. nitens sobre clones de E. grandis (ZG14), no
encontrando diferencias en agresividad entre los aislados. Por el contrario, este estudio
muestra diferencias significativas en la patogenicidad de cepas de la misma especie. Perez et
al., (2009) reportan la capacidad de originar cancros de diferentes aislados de N. eucalyptorum
obtenidos desde Mirtaceae nativas y arboles de Eucalyptus sobre clones de E. grandis,
encontrando diferencias significativas en los tamafios de lesion ente aislados siendo aquellos

provenientes de hospederos nativos los que producen una mayor lesion.

En Chile, existen reportes de estas especies causando cancros en cultivos, N. parvum, N.
arbuti y N. austale en arandanos Latorre et al., (2012). El hongo N. eucalyptorum ha sido
reportado en Uruguay como endoéfito en E. globulus y aislado también desde lesiones de
corteza, Alonso (2004). N. eucalyptorum y N. parvum han seguido reportandose en los ultimos
afnos en diferentes partes del mundo donde existen plantaciones de Eucalyptus Pillay et al.,
(2013) con aislamientos de varias especies de Botryosphaeriaceae, entre las que se encuentran

las descritas en este trabajo, desde E. grandis y Syzygiun cordatum
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Basandonos en estudios reportados en otros paises sobre la capacidad endofita de especies de
Botryosphaeria y sus estados asexuales, ademas de la falta de trabajos sobre Myrtaceae
nativas chilenas, seria posible plantear un salto de hospedero de estas especies fungicas entre
Myrtaceae nativas y las especies de eucalipto introducidas. Este traspase de agentes puede
realizarse en ambos sentidos, provocando que aquellas cepas que no son originalmente
endofitas del huésped portador, se comporten de forma mas virulenta en estos. La importancia
sobre el conocimiento sanitario de la flora autdctona del pais permitiria conocer mejor el
comportamiento de estas especies endofitas, su rol como patdgenos sobre otras especies

arbéreas, asi como proponer futuras medidas de control.

De los aislados identificados como C. eucalypticola no se obtuvo esporulacion pero
coincidieron las caracteristicas de la colonia; color y textura (Adams et al., 2005), junto con
los resultados de la secuenciacion de la region ITS. Estudios realizados en plantaciones de E.
globulus y E. maindenii sobre tejidos asintomaticos Simeto et al., (2005) y en tejidos
asintomaticos y con crancos en plantaciones de E. grandis y E. globulus en Uruguay,
revelaron que C. eucalypticola y Botryosphaeria spp. estaban presentes en ambos tipos de
tejido, (Betucci et al., 1999). Previamente Ruperez y Mufioz (1980) mencionan la presencia de
C. ambiens sobre partes muertas proximas al ataque de Botriosphaeria. Adams et al., (2005)
detectaron la presencia a menudo de cancros de Cytospora sobre partes de arboles de
eucalipto cuyo cambium ha muerto por la presencia de B. dothidea. Numerosos autores
atribuyen a C. eucalypticola como enddfito que habita tanto en el xilema como en las hojas de
eucalipto (Bettucci y Saravay 1993, Fisher et al. 1993, Adams et al. 2005).

Ambas especies de Cytospora han sido aisladas tanto en tejidos sintomaticos como
asintomaticos en los cuatro sectores muestreados y desde arboles con presencia de
Neofusicoccum sp. lo que corrobora que este género como su telomorfo Valsa spp, son
comunmente encontrados en arboles de Eucalyptus (Adams et al., 2005). La baja
patogenicidad de ambas especies en las plantas de invernadero no concuerdan con la
afirmacion de que muchas de estas especies son consideradas patdgenos importantes
formadores de cancros tanto en tallos como en ramas (Adams et al., 2005). Debido a la
similitud de los aislados obtenidos en estudios de diferentes partes del mundo, desde especies
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de Eucalyptus, Malus, Pinus, Populus, Prunus y Salix, (Adams et al., 2006) sugieren que estos
hongos patogénicos son importados en sus hospederos como endofitos.

Los aislados caracterizados morfoldgica y molecularmente como Quambalaria cyanesnesces
concuerdan con la descripcion realizada por Hoog y de Vries (1973). Q. cyanescens fue
reportando por primera vez en tejido vegetal en E. pauciflora en New South Wales, Australia.
También ha sido aislado desde tejido humano (Hoog y de Vries 1973) y en asociacion con
escarabajos de la corteza en Hungria, Bulgaria y el Mediterraneo (Kolarik et al., 1990). En
Australia sobre especies de Corymbia callophyla y C. ficifolia desde tejidos asintomaticos y
tejidos con sintomas en asociacion con Quambalaria pitereka en hojas y con Q. coyrecup en

cancros (Paap et al., 2006).

Tres especies del genero Quambalaria son las consideradas causantes de dieback en hojas y
brotes de Corymbia spp. y Eucalyptus spp., siendo estas Q. eucalypti, Q. pitereka y Q. pusilla
Simpson (2000). También en arboles jovenes de Eucalyptus en Australia, Tailandia, Sur
América y Sudafrica (Roux et al., 2006). Como las enfermedades descritas ocurren en especies
de arboles nativos de Australia, de Beer et al., (2006) proponen Australia como centro de
origen de las especies de Quambalaria.

Del aislado obtenido como Diaporthe neotheicola bajo identificacibn molecular, se ha
obtenido su estado anamorfo in vitro, Phomopsis theicola. Concordando su morfologia con la
descrita por Santos y Phillips (2009). Su aislamiento desde ramas asintomaticas y su capacidad
patogénica en plantas de E. globulus demostrada en el ensayo de invernadero corrobora el
manifiesto de multiples autores considerandola como patégeno de plantas (Webber y Gibbs
1984, Carroll 1986, Boddy y Griffith 1989, Rehner y Uecker 1994, Garcia-Reyne et al., 2011,
Udayanga et al., 2011 y Gomes et al., 2013). Ambos géneros son considerados por los autores
antes mencionados como endofitos y sapréfitos ademas de ser agentes patdégenos en humanos

y otros mamiferos.

El género Diaporthe es un grupo econémicamente importante de hongos fitopatdgenos que

causan enfermedades en una amplia gama de cultivos, plantas ornamentales y arboles
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forestales (Farr et al., 2002a, b, Crous 2005, Udayanga et al., 2011 y Udayanga et al., 2014).
Asi por ejemplo D. neotheicola ha sido reportado en; Acacia, Acer, Actinidia deliciosa,
Aspalathus linearis, Bougainvillea spectabilis, Camellia sinensis, Castanea, Citrus limon, C.
limonia, Crataegus, Diospyros, Foeniculum vulgare, Fuchsia, Hydrangea, Juglans, Malus,
Olea, Prunus, Pyrus, Quercus, Rhus, Ribes, Vitis vinifera y Wisteria sinensis en diferentes
partes del mundo Argentina, Australia, Europa (Grecia, Portugal, Espafa, Italia), Nueva
Zelanda, Sudafrica y Estados Unidos (California) (Udayanga et al., 2014). Hay reportes de D.
rudis en el género Eucalyptus en Espafia, no siendo asi en Chile, donde si se han reportado

especies como D. australafricana en Corylus y Vaccinium (Udayanga et al., 2014).

El aislado identificado molecularmente como P. microspora, concuerda con la caracterizacion
morfolégica realizada en base a Keith et al., (2006). Pestalotiopsis es un género no especifico
a un hospedero o taxon, infectado una amplia gama de hospederos (Hopkins y McQuilken
2000, Keith et al., 2006, Maharachchikumbura et al., 2011) y provocar diversos tipos de
enfermedades en plantas; cancros, muerte regresiva de brotes, manchas foliares, tizon en
aciculas y apices, tizon gris, clorosis severa y pudricion de frutos (Pirone 1978, Kwee y
Chong, 1990, Xu et al., 1999, Tagne y Mathur 2001, Sousa et al., 2004, Espinoza et al., 2008,
Maharachchikumbura et al., 2011). Este género es conocido como patdgeno débil, que afecta a
hospederos debilitados y ha sido observado en viveros de Brasil provocando dafio sobre

Eucalyptus (Ferreira 1989) y algunas coniferas (Smith et al., 1992).

Pestalotiopsis microspora ha demostrado tener una baja patogenicidad en las plantas de E.
globulus en invernadero por lo que se corrobora que su relacion con las plantas parece ser la
de un patégeno débil invadiendo hojas de edad o como simbionte endofitico con la planta
superior (Metz et al., 2000, Keith et al., 2006).

Concretamente en Chile, Gonzalez (1997) identificO Pestalotiopsis sp. causando dafios en
plantaciones de E. delegatensis (Ahumada 2003). Existen reportes en otras partes del mundo
de especies de Pestalotiopsis atacando a Eucalyptus spp. Pestalotiopsis funerea en E. globulus
en India (Upadyhay y Dwivedi 1980). Dafios por Pestalotiopsis en hojas de Eucalyptus en
plantaciones de Espafia (Ruperez y Mufioz 1980). Enfermedades foliares en E. grandis y E.
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tereticornis por P. disseminata, P. guepinii y P. mangiferae. P. versicolor en E. tereticornis y
P. neglecta en E. globulus y E. grandis todas ellas en diferentes regiones de India (Sharma et
al.,, 1985). Manchas foliares en plantaciones clonales de Eucalyptus originados por

Pestalotiopsis en la India (Mohan y Manokaran 2013).

El aislado identificado molecularmente como Eucasphaeria capensis no fue corroborado
morfolégicamente, ya que no obtuvo esporulaciéon (Gams et al., 1998 y Crous et al., 2007). El
género Eucasphaeria fue descrito como microhongo asociado con Eucalyptus sp. (Myrtaceae)
y la especie E. capensis ha sido aislada desde hojas y hojarasca de Eucalyptus sp. en Sudéafrica
(Crous et al., 2007) y como endofito de raiz en Irtus communis (Myrtaceae) en la region
mediterranea de Espafia, junto con otros hongos endoéfitos, en un estudio referido a
colonizacion de raices, aumento de biomasa y efectos en la simbiosis como micorriza
arbuscular, (Vaz et al., 2012).

El aislado que mediante caracterizacion molecular corresponde a Alternaria arborescens,
concuerda con lo obtenido in vitro y la descripcion morfologica de (Carrillo 2003). EI género
Alternaria contiene especies cosmopolitas que se encuentran presentes en un amplio rango de
hlespedes. Actuando como patdgenos, reducen el rendimiento de las cosechas o alteran los
vegetales almacenados (Andersen et al., 2001). Especies de Alternaria compiten con otros
hongos sobre la superficie vegetal y ha sido antagonista de otros hongos como Cladosporium,
Epicoccum y Fusarium (Lacey 1989). Las especies de Alternaria, son capaces de producir una
gran variedad de compuestos, algunos toxicos para plantas (fitotoxinas) y para mamiferos y
aves (micotoxinas) (Minoletti et al., 2000). Concretamente, A. arborescens (sinbnimo A.
alternata f. Sp. lycopersici), es un hongo que produce toxinas AAL, siendo esto el agente
causal del cancro del tallo de tomate. (Peever et al., 2004). Respecto a la presencia de
Alternaria como hospedero en especies de Eucalyptus, hay estudios que indican el aislamiento
de Alternaria desde tallos, lesiones foliares y semillas de E. grandis en Meéxico (Perez-Vera et
al., 2005).

Mediante la medicion de los parametros fisiologicos analizados en el proceso de estrés de las

plantas de E. globulus, no se han obtenido valores como los obtenidos por Milla (2010), quien
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obtiene para E. globulus bajo condiciones de estrés moderado y severo valores de
conductancia estomatica en torno a 1.5 y 4 (umol/m2/s). Segun Torres (2005), en Phaseolus
vulgaris, las conductancias de especies sin estrés hidrico son mayores que aquellas que si lo
reciben. Milla (2010) también sefiala que la transpiracion de las especies de Eucaliptus
aumenta al igual que la fotosintesis rapidamente tras la aplicacion de un riego. Los valores de
fotosintesis obtenidos son valores normales que no tienden a valores como los obtenidos en
Milla (2010) cercanos a 2 y 1 (mmol/m2/s) para condiciones de estrés moderado a severo

respectivamente.

La presencia de marchitez y abscision de las hojas son sefiales de una alteracion en la planta,
tal y como sefialan Tilman et al., (1996), si la energia de la planta es menor que la que necesita
para mantener su biomasa, como puede ocurrir en plantas afectadas por estrés severo y
prolongado, 0 no adaptadas al estrés que estan recibiendo, pueden incluso eliminar tejidos. Por
tanto, el déficit hidrico, influye directamente en el crecimiento, desarrollo y funcionamiento de
las plantas. También se ha demostrado que una reduccion del 20-50% de la reserva hidrica del
suelo, induce una reduccion de la expansion foliar, dependiendo de la demanda evaporativa,
por el contrario, los procesos de fotosintesis y transpiracién son menos sensibles y requieren
que la reserva hidrica se agote hasta un 60-70% para que disminuyan sus tasas por déficit
hidrico (Sadras et al., 1993).

El inminente cambio climatico es un gran factor a tener en cuenta respecto al comportamiento
como patdgenos de estas especies de enddfitos, estos cambios, pueden afiadir un estrés
adicional a las plantaciones por el agravamiento de condiciones extremas, volviéndolas mas
susceptibles a aquellos endofitos que causan enfermedad en hospederos bajo situaciones de
estrés (Slippers y Wingfield 2007). Cuando la condicion ambiental que determina el estrés se
distribuye por grandes areas, el resultado podria ser que enfermedades leves causadas por
enddfitos se conviertan en enfermedades mas severas (Desprez-Loustau et al., 2006). A su
vez, estos cambios en el medio ambiente, pueden limitar los rangos de accion de endofitos,
incluyendo ciertas Botryosphaeriaceae, cambiando la infeccion de estas comunidades de
enddfitos a areas mas especificas (Slippers y Wingfield 2007). En el caso en que esos
endofitos presenten un papel protector (Carrol 1988 y Arnol et al., 2003), los huéspedes
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quedarian vulnerables en su ausencia, siendo infectados probablemente por un nuevo conjunto
de endofitos, siendo especies de Botryosphaeriaceae eficaces en este sentido (Slippers y
Wingfield 2007).

Un manejo futuro para las plantaciones de Eucalyptus spp. en Chile, pasaria por la seleccion
de especies o clones adaptados a las condiciones climaticas y a la ubicacion de las
plantaciones para minimizar el factor estrés. Realizar una seleccion de genotipos resistentes a
la enfermedad de manera que se puedan establecer plantaciones con una base genética que

reduzca su vulnerabilidad frente a estas enfermedades (Neiker, 2009).
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9. Conclusiones

Cancros y die-back en ramas y ramillas en plantaciones de Eucalyptus globulus en localidades
de la regidn del Biobio y de La Araucania pueden asociarse Neofusicoccum; N. eucalyptorum

y N. parvum y Phomopsis theicola.

No se ha demostrado que la presencia de Ophelimus sp. induzca una mayor presencia de

especies fungicas 0 a una mayor virulencia de estas.

Se ha demostrado que los aislamientos inoculados expresan sintomas en el tejido vegetal
causando patogenicidad en el hospedero pero no demuestra que la presencia 0 un mayor
tamafo de estos estén ligados a una situacion de estrés de ambos predios los seis meses

previos y durante el periodo de inoculacion.

Las reducciones del riego en plantas de Eucalyptus, previas a las inoculaciones de
invernadero, no mostraron diferencias significativas en agresividad, respecto a las plantas con

riego normalizado, en ocho de los nueve aislados inoculados.

No todas las especies de hongos inoculadas y consideradas enddfitas de Eucalyptus spp.

fueron patdgenas, salvo Phomopsis theicola y las especies del genero Neofusicoccum.
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11. Anexo

Tabla 1A. Identificacion molecular de los aislados.
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DESCRIPTION Max Total Query E Ident  Accession
Score score cover Vvalue

Neofusicoccum 955 1056 100% 0.0 99% EU860373.1
eucalyptorum
Neofusicoccum parvum 996 1145 100% 0.0 99% EUB860385.1
Cytospora eucalypticola 1050 1050 100% 0.0 100% EU552120.1
Sporothrix cyanescens 1114 1114 100% 0.0 99%  AJ535500.1
Diaporthe neotheicola 977 977 9% 0.0 100% KC145914.1
Eucasphaeria capensis 937 937 99% 0.0 98% EF110619.1
Pestalotiopsis microspora 1000 1000 99% 0.0 99%  AX045823.1
Valsa cinereostroma 990 990 94% 0.0 98% AY347368.1
Alternaria arborescens 987 987 100% 0.0 100% EU098120.1

Tabla 2A. Comparacion de resultados morfolégicos con los de referencia.

Especie Tamario Tamarfio Caracteristicas  Caracteristicas
Conidias Conidias (Estudio) (Bibliografia)
(Estudio) (Bibliografia)
Neofusicoccum  15,77-24,88um (12-)15-20(— No se ha Célula central
parvum X 5,06-9,52um 24) x (4-)4.5- observado oscura (antes de
(Pennycook & 6(-7.5) um pigmentacion la germinacion)
Samuels)
Neofusicoccum  25,9-31,77 umx  (18-)20-23(- No se obtuvo No hay reportes
eucalyptorum 6,69-9.73 um 25) x 7-8(-12) esporulacion
(Crous, H. pum para las dos
Smith & M.J. cepas de menor
Wingf.) crecimiento en

colonia.
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Tabla 3A. Riego de plantas de E. globulus en invernadero y mediciones de parametros.

SEMANA BLOQUE 1 BLOQUE 2 MEDICIONES
1 Riego diario Riego cada dos dias 12/11/2014
2 Riego diario Riego cada tres dias 20/11/2014
3 Riego diario Riego cada tres dias 28/11/2014
4 Riego diario Riego cada tres dias 12/12/2014
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Figura 1A: Datos climéticos de la estacion meteorolégica Coronel (Region del Biobio),
proxima al predio Escuadron.
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Figura 2A: Datos climaticos de la estacion meteorolégica Human (Region del Biobio)
préxima al predio Mefiir.
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Figura 3A. Crecimiento en cm. de las cepas N. eucalyptorum y N. parvum a lo largo de
una semana.



