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Deteccion de hongos de la familia Botryosphaeriaceae en especies forestales.
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Resumen

Los hongos de la familia Botryosphaeriaceae son importantes patégenos que afectan a numerosas
especies forestales, ocasionando alguno o varios de los siguientes sintomas: cancros, exudados, seca
de ramas, ramillos y hojas, decaimiento general o mortalidad de la planta. El objetivo de este trabajo
consisti6 en la caracterizacion de los aislados flngicos, pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae, detectados en muestras sintomaticas forestales recibidas en el laboratorio de la
Estacion Fitopatolégica Do Areeiro desde el afio 2011. Las muestras se sembraron en medios de
cultivo generales en condiciones estériles y se incubaron a 24°C en oscuridad. Los aislados obtenidos
fueron identificados mediante el estudio de sus caracteristicas morfolégicas y culturales en medios
de cultivo especificos y por técnicas moleculares. El analisis molecular se realiz6 por amplificacion,
secuenciacion y analisis filogenético de la region ITS del ADN ribosomal y de un fragmento del gen del
factor de elongacion 1-alfa (EF1-a). En total se han identificado 13 especies (Botryosphaeria dothidea,
Diplodia alatafructa, D. fraxini, D. mutila, D. sapinea, D. seriata, Dothiorella iberica, Do. sarmentorum,
Lasiodiplodia theobromae, N. eucalyptorum, N. luteum, N. mediterraneum y N. parvum) en un nidmero
elevado de huéspedes forestales como eucaliptos, quercineas o pinos. Botryosphaeria dothidea y

Neofusicoccum parvum fueron las especies detectadas con mayor frecuencia.
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1. Introduccion

La familia Botryosphaeriaceae incluye alguno de los mas importantes hongos patégenos que
afectan a especies arb6reas (BEGOUDE et al. 2010). Presentan una distribucion muy cosmopolita
suponiendo una creciente amenaza para los ecosistemas forestales de clima mediterraneo
(LINALDEDDU et al. 2016). La infeccion puede producirse por la penetracion via estomatica, a través
de heridas mecanicas o, debido a su caracter endéfito, por el crecimiento oportunista de estos
hongos ante situaciones de estrés tanto bidticas como abibticas. Los sintomas que producen
incluyen: decaimientos de la parte aérea, seca de ramas y ramillos, cancros en ramas y troncos,
pudricion de frutos, decaimiento general e incluso la muerte de la planta (ZLATKOVIC et al. 2010).
Los recientes avances en las técnicas moleculares han proporcionado herramientas eficientes para la
caracterizacion e identificacion de las especies de la familia Botryosphaeriaceae (SLEEPERS &
WINGFIELD, 2007, PHILLIPS et al. 2013). Actualmente se incluyen 23 géneros de hongos dentro de
esta familia (DISSANAYAKE et al.2016) aunque su sistematica estd en continua revision. En los
Gltimos cinco anos hubo un incremento significativo en el nimero de muestras forestales que
llegaron a la Estacién Fitopatoléxica Areeiro (EFA) con sintomas asociados a estos hongos.

2. Objetivos

El objetivo de este estudio fue identificar, por morfologia y técnicas moleculares, las especies
de la familia Botryosphaeriaceae que afectaban a muestras de arboles forestales, tanto a frondosas
como a coniferas, recibidas en el laboratorio de la EFA durante el periodo 2011-2016.
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3. Metodologia

Las muestras sintomaticas recibidas en nuestro laboratorio, se dispusieron en cdmara himeda,
para ello, la muestra vegetal se introdujo en un recipiente cerrado de vidrio o plastico sobre papel de
filtro humedecido y se incubé a 25 °C con la intencién de forzar la esporulacion de las fructificaciones
caracteristicas de este tipo de hongos: picnidios y/o peritecios para su posterior estudio bajo lupa y
microscopio. (Figura 1: b, d yf; Figura 2: a, i, j y k)

Figura 1. Sintomas y signos en diferentes especies forestales: Pinus pinaster (a, b, c); a: fructificaciones de
Botryosphaeriaceae sp. en pina. b: fructificaciones de Botryosphaeriaceae sp. en madera. c: cancro resinoso. Quercus robur
(d) fructificaciones de Botryosphaeriaceae sp. en cancro. Eucalyptus globulus (e, f, 8); e: cancro. f: fructificaciones de
Botryosphaeriaceae sp.sobre madera. g: necrosis

Asi mismo las muestras fueron sembradas en medio de cultivo. Para la siembra se procedi6 de
la siguiente forma: el material vegetal sintomatico fue desinfectado en una solucién de hipoclorito
sédico al 1% durante 5 minutos y posteriormente aclarado con dos lavados sucesivos en agua
destilada durante 10 minutos. Una vez lavadas las muestras se dejaron secar y se sembraron en
medio de cultivo agar-malta con estreptomicina (AMs) en condiciones estériles. Las placas se
incubaron a 24°C en oscuridad durante 2 semanas. Transcurrido un periodo de 24h de incubacion se
comenzob la observacion bajo microscopio 6ptico y en los casos en los que se aprecio la presencia de
micelio caracteristico de la familia Botryosphaeriaceae (micelio oscuro y tabicado) fue repicado a
patata dextrosa agar (PDA). Los cultivos monospoéricos de los aislados se obtuvieron a partir de la
siembra de soluciones seriadas de esporas del hongo en medio PDA con estreptomicina. Los hongos
de esta familia no fructifican directamente en medio de cultivo y para forzar su esporulacion
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repicamos el micelio a medio agar agua con aciculas de pino estériles (CROUS et al. 2006). Las
placas se incubaron bajo ciclos alternantes de 12h luz + ultravioleta cercano y 12h de oscuridad para
estimular la formacién de picnidios (Figura 2: a). Las caracteristicas de los cultivos y de los conidios
fueron determinantes para clasificar estos hongos a nivel de género, si bien, para llegar a especie o
para su confirmacién fue necesario el uso de técnicas moleculares.

El estudio molecular se llevé a cabo mediante la amplificacién, secuenciacion y analisis
filogenético de la regién espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal (ITS) y una parte de la
secuencia del gen del factor de elongacion 1a (gen EF-1x). EI ADN gendémico se extrajo a partir de
micelio en cultivo mediante el kit comercial E.Z.N.A.® Fungal DNA Mini Kit (Omega Bio-tek) siguiendo
el protocolo corto recomendado por el fabricante. La region ITS del ADN molde se amplificé con los
cebadores ITS1 e ITS4 (WHITE et al., 1990), mientras que para amplificar parte del gen EF1-a se
emplearon los cebadores EF1-728F y EF1-986R (CARBONE & KOHN, 1999). Las reacciones de PCR
se realizaron introduciendo 1 uL del DNA molde en un tubo lllustra™ PuReTaq Ready-To-Go PCR
Beads (GE Healthcare) conteniendo 0,5 L de cada cebador (10 yM) que se completd con agua estéril
hasta un volumen final de 25 uL. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador SureCycler
8800 (Agilent Technologies) siguiendo la condiciones propuestas por ALVES et al. (2004) y PHILLIPS
et al. (2005) para amplificar la region ITS y parte del gen EF-1a, respectivamente. En todos los
ensayos se incluyeron controles negativos (sin DNA molde), asi como controles positivos que
consistieron en cepas de referencia de Botryosphaeriaceae spp. pertenecientes a la coleccion de la
Estacion Fitopatoldxica Areeiro. Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en un gel de
agarosa al 2% (p/v) en tampon TBE 0,5X a 120 V durante 30 minutos. Los geles se tineron con Midori
Green (NIPPON Genetis Europe) y se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta.Los
productos de PCR se purificaron con el kit lllustra ExoProStar 1-Step™ (GE Healthcare Life Sciences) y
las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo utilizando el Big Dye® Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) en un termociclador bajo las siguientes condiciones: 96°C 1
min, 25 ciclosa 96 C 10s,50°C 5 s,y 60°C 4 min. Los productos de secuenciaciéon obtenidos fueron
precipitados en etanol, desnaturalizados en formamida a 94°C 3 min y se cargaron en un
secuenciador automatico ABIPrism® 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para cada aislado y
para cada region se obtuvo la secuencia consenso a partir de las secuencias generadas con cada uno
de los cebadores. Las secuencias se leyeron y editaron con el software Bioedit v. 7.0.9 (HALL, 1999) y
se verificaron manualmente. Posteriormente se compararon con secuencias relacionadas incluidas
en la base de datos NCBI, utilizando el algoritmo Megablast en el programa Blastn para la bUsqueda
de homologias (ALTSCHUL et al., 1990).

El analisis filogenético se realizd con secuencias de las regiones ITS y EF1-«, seleccionando un
aislado como representativo de cada una de las especies identificadas. Las secuencias se alinearon
con ClustalX v. 1.83 (Thompson et al. 1997) y la reconstruccion filogenética se llevé a cabo por
inferencia de un arbol construido por el método de Neighbor-Joining utilizando el Maximum Composite
Likelihood como modelo de sustitucion nucleotidica. La robustez del arbol se evalué a través del
método bootstrap utilizando un ndmero de réplicas igual a 1000. El analisis filogenético de los datos
se realizé mediante el software MEGA7 (KUMAR et al. 2016).

4. Resultados

Desde 2011 se registraron un total de 78 muestras de huéspedes forestales sintomaticas de
esta patologia. Se obtuvieron 90 aislados pertenecientes a 5 géneros: Botryosphaeria, Diplodia,
Dothiorella, Lasiodiplodia y Neofusicoccum. Morfolégicamente los conidios de estos aislados
mostraron una gran variacion entre géneros y especies, fundamentalmente nos encontramos dos
tipos: Tipo Fusicoccum: forma ovoide, eliptica o fusiforme normalmente hialinos, aseptados y con
pared delgada que en ocasiones engrosa, oscurece y tabica (Figura 2: a-h), y Tipo Diplodia: de pared
gruesa, en su mayoria ovoide con los extremos redondeados, aseptados o con 1 septo, en ocasiones
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pueden presentar 2 y 3 septos y de coloracién hialina o marrén (Figura 2: I-q). El crecimiento de los
hongos en medio de cultivo PDA nos aporta datos significativos para la correcta identificacion de las
especies: temperaturas cardinales de crecimiento, coloraciones, forma de la colonia, densidad del
micelio etc. La coloracién de Neofusicoccum luteum es tan caracteristica que su crecimiento en
medio podria ser suficiente para su identificacion (Figura 2: f).

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas y culturales de los hongos de la familia Botryosphaeriaceae. a: picnidio de
Neofusicoccum sp.; b: conidios de B. dothidea; c: conidios de N. eucalyptorum.; d: conidios de N. luteum.; e: conidio tabicado
y oscurecido de N.mediterraneum; f: reverso de la colonia de N. luteum en PDA; g-h: conidios de Dichomera sp.; i-j-k: corte
transversal del ascomiceto, peritecios y ascas con parafisos; I: conidio hialino de Diplodia insertado en el conidiéforo; m:
conidio de Diplodia seriata que puede oscurecer sobre el conidiéforo; n: conidios de Dothiorella que oscurecen y tabican en
el conidioforo; o: estriaciones longitudinales que forman al oscurecer las especies de Lasiodiplodia; p-q: variaciones
morfolégicas de las especies de Diplodia.

La identificacion a nivel de especie se llevd a cabo por la comparacién de las regiones
secuenciadas ITS y gen EF-1a de nuestros aislados con las secuencias depositadas en el GenBank
para ambas regiones. Se identificaron 13 especies de Botryosphaeriaceae diferentes donde
Botryosphaeria dothidea y Neofusicoccum parvum fueron las especies mas frecuentemente
detectadas con un 15 y 14% respectivamente. Ademas ambas especies demostraron ser muy
polifagas encontrandose cada una de ellas en 6 huéspedes diferentes (Tabla 1).
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Tabla 1. Relacién de especies de Botryosphaeriaceae identificadas en huéspedes forestales:

FAMILIA GENERO ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE DETECTADAS

Araucariaceae Araucaria N. luteum; Diplodia sp.*
Chamaecyparis N. parvum

Cunninghamia Diplodia sp.*

Q Cupressaceae Sequoia Diplodia sp.*
E Sequoiadendron  N. luteum; N. parvum
g Thuja N. luteum; B. dothidea; Do. iberica
o
Cedrus D. sapinea
. Picea D. mutila
Pinaceae
Pinus D. sapinea
Pseudotsuga D. sapinea
Castanea B. dothidea; D. alatafructa; D. mutila; D. seriata
Fagaceae
Quercus Diplodia sp.; Do. sarmentorum; N. parvum
Juglandaceae Juglans B. dothidea; D. mutila
Magnoliaceae Liriodendron N. parvum
Myrtaceae Eucaliptus B. dothidea; D. mutila; N. eucalyptorum; N. mediterraneum; N. parvum
g Fraxinus D. fraxini; D. mutila
3 Oleaceae
% Olea B. dothidea, D. mutila; D. seriata; N. parvum
o
x Platanaceae Platanus D. seriata; N. parvum
Rosaceae Prunus Diplodia sp.*
Salicaceae Salix D. mutila; N. luteum
. Acer B. dothidea
Sapindaceae
Aesculus B. dothidea; L. theobromae
Ulmaceae Ulmus D. sarmentorum

*: Identificaciéon basada unicamente en técnicas morfolégicas

El alineamiento del conjunto de datos compuesto por 13 aislados y 27 secuencias obtenidas
del GenBank consistié en un total de 1878 caracteres de los cuales 996 fueron constantes, 393
variables y 259 parsimonia-informativos. ElI arbol Neighbour-Joining mostr6 un alto grado de
agrupamiento en clados de los aislados analizados (Figura 3). Se obtuvieron un total de 5 clados
diferenciados que representan a los géneros Neofusicoccum, Dothiorellla, Lasiodiplodia, Diplodia y
Botryosphaeria.

Todos los clados mostraron valores de bootstrap de moderados a altos (>70%), a excepcion del
correspondiente al género Neofusicoccum, con un bajo valor de bootstrap. La mayor parte de los
aislados analizados se agruparon con los clados Neofusicoccum y Diplodia. Los aislados EFA 01, EFA
02, EFA 03 y EFA 04 quedaron incluidos dentro del grupo Neofusicoccum, formando los subgrupos
de N. mediterraneum, N. luteum, N. parvum y N. eucalyptorum, respectivamente, con altos valores de
bootstrap. Dentro del género Diplodia se incluyeron los aislados EFA 08, EFA 09, EFA 10y 12 que se
agruparon junto con aislados del GenBank correspondientes a las especies D. fraxini, D. mutila, D.
sapinea y D. seriata respectivamente. Sin embargo, la posicién de D. alatafructa no quedd claramente
resuelta, formando un subrgrupo junto con otro aislado del GenBank con un bajo soporte bootstrap.
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El género Botryosphaeria se mostrd claramente diferenciado del resto en un clado aparte en el que
quedd incluido el aislado EFA 14, soportado por un valor de bootstrap del 100%. Las posiciones de
EFA 05, EFA 06 y EFA 07 también quedaron claramente definidas junto a los subgrupos de Do.
sarmentorum, Do. iberica y L. theobromae, respectivamente.

N, medlterraneum (GU799463) | GU799462)
8L N mediterraneum (GU251176 | GU251308)
N. mediterraneum EFA 01
N, luteurn (AY259091 | AY573217)
N. luteum EFA 02
%81 . tateum (eusT3311 1 EVE73277)

N. parvum (AY236943 [ AY236888) [Pt s P
99 N. parvurm EFA 03
79' N. parvum (AY259098 / AY573221)

N. eucalyptorum (KX505907 / KX505896)

\—— N. eucalyptorum EFA 04
94| 98

N. eucalyptorum (KT440927 | KT440987)
Do. sarmentorum EFA 05
ﬂ{ Do. sarmentorum (AY573206 | AY573223)
Do. sarmentorum (AY573212 | AY573235)
97 | Do. iberica (AY573202 [ AY573222) Dothiorella
Do. iberica EFA 06
Do. iberica (AY573198 / EU673278)

L. theobromae EFA 07
4100‘ L. theobromae (DQ458891 / DQ458876) Lasiodiplodia
L. theobromae (NR_111174 [ AY640258)

20 D. fraxini(KF307710 / KF318757)
78|l D. fraxini (KF307700 | KF318747)
D. fraxini EFA 08
D. mutila (AY259093 / AY573219)
02|~ D- mutila EFA 09
L b mutita (DQ458886 / DQ458869)

82

99

81 [— D- sapinea EFA 10
81| 0. sapinea (DQ458896 / DQ458381)
D. sapinea (DQ458895 / DQ458880)
D. alatafructa (FIB88460 | F1888444)

Diplodia

82
D. alatafructa EFA 11

7011 | . alatafructa (FIB88478 | F1888446)
D, seriata (DQ458889 / DQ458874)
D. seriata EFA 12
73! D, seriata (AY259004 / AY573220)
B. dothidea (AY236949 / AY236898)
‘mo{ B. dothidea (AY786320 | AY786317) 5 .

B. dothidea EFA 13

Saccharata profeae (KF766226 [ KF766438)

—
0,01

Figura 3. Arbol Neighbor-Joining inferido a partir del analisis combinado de secuencias concatenadas de la region ITS y
parte del gen EF1-a. La barra de escala representa el nimero de cambios nucleotidicos y los valores de soporte bootstrap
(>70 %) de 1000 réplicas se muestran en los nodos. Entre paréntesis se presentan los nimeros de acceso del GenBank de

cada secuencia para las regiones ITS y EF1-a, respectivamente. Las cepas en negrita se corresponden con los aislados

representativos de este estudio. Se utilizé Saccharata proteae como grupo externo.
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5. Discusion

En este estudio se han detectado, por caracteristicas morfologicas y por técnicas moleculares,
13 especies pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae a partir del analisis de 90 aislados. La
filogenia basada en el analisis combinado de las regiones ITS y EF1-a. permitio la identificacion de las
especies estudiadas, quedando incluidas en clados bien diferenciados y agrupando junto con otros
aislados analizados en estudios previos (PHILLIPS et al. 2013).

Durante muchos anos estos hongos se identificaron en funcién de las caracteristicas
morfolégicas de sus anamorfos y teleomorfos, por lo que es frecuente encontrar, en la antigua
bibliografia, referencias a los géneros Botryosphaeria, Diplodia, Fusicoccum o Sphaeropsis. Asi por
ejemplo en FARR (1989), aparecen citadas decenas de especies afectando a una multitud de
especies forestales, basandose su identificacion fundamentalmente en las caracteristicas
morfolégicas del hongo y el huésped al que parasitaba, asi podemos encontrar varias especies de
Botryosphaeriaceae afectando a determinados huéspedes que coinciden con los estudiados en
nuestro trabajo. La nomenclatura de estos hongos ha ido variando sobre todo gracias a los Gltimos
avances moleculares y es por ello que, en algunos casos, podria parecer que se trata de una nueva
deteccién cuando en realidad s6lo ha cambiado su clasificacion y nomenclatura. Ademas, en el caso
concreto de esta familia de hongos, la identificacion a nivel de especie es muy complicada debido a la
presencia de especies cripticas: son especies morfolégicamente idénticas pero que difieren en su
filogenia, rango de huéspedes, patogenicidad y a veces en su distribucion (CHETHANA et al. 2016)

En general las especies detectadas son hongos polifagos y presentan una distribucion
bastante cosmopolita, si bien, algunas especies como Neofusicoccum eucalyptorum o Diplodia
sapinea muestran una alta especifidad por su hospedador (DISSANAYAKE et al.2016). El estudio de
estos hongos en especies forestales queda bastante limitado al valor econémico en si,
encontrandonos mas referencias en especies del género Eucaliptus, Quercus o Pinus que de otros
huéspedes (ZLATKOVIC, et al. 2010) que, en nuestro caso, también son las muestras que nos llegaron
en mayor abundancia

6. Conclusiones

Se sabe que los hongos de la familia Botryosphaeriaceae son causa de decaimiento y muerte
de numerosas especies forestales. Es necesario determinar su impacto en nuestras masas arboladas
realizando prospecciones tanto de las especies principales como de las secundarias debido al
caracter polifago de estos hongos. Las especies forestales, ademas, son especialmente sensibles a
estas enfermedades debido a que los trabajos selvicolas favorecen la penetracion de estos
patdégenos via heridas de poda.
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