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RESUMEN

Se identific6 a Cylindrocladium pteridis como causante de
manchas foliares en Eucalyptus urophylla, en Ospino,
Portuguesa. La enfermedad comienza como punteaduras rojizas
que posteriormente se convierten en manchas irregularmente
circulares, con centro marrén-claro y margen rojizo. En las
manchas viejas el centro se vuelve blanco-grisaceo y el margen
rojizo tiende a desaparecer. La infeccion severa causa defoliacion.
El hongo se identific por el crecimiento en papa-dextrosa agar
(PDA) y la morfometria de las estructuras asexuales producidas
en hojas de clavel agar (HCA) y agua agar acidificado (AAA). En
PDA las colonias se observaron de color marrén-rojizo, mostraron
abundante micelio aéreo marrén claro y produjeron microconidios,
macroconidios, clamidosporas y microesclerocios marron-rojizos.
El reverso de las placas se aprecié rojizo. En HCA los macro- y
microconidiéforos aparecieron peniciliados, hialinos, con 3
ramificaciones y fidlides hialinas, aseptadas, reniformes y
doliformes. El filamento aparecié hialino, septado, de (150-) 216,6
(-292,5) um en longitud y presenté vesicula terminal hialina,
clavada y (4,0-) 4,5 (-5,0) pm en didmetro. Los macroconidios se
apreciaron hialinos, granulosos, cilindricos, rectos, con los
extremos obtusos, ligeramente mas gruesos en la parte distal, 1
(-3) septados y (64,0-) 78,8 (-96,0) x (5,1-) 5,6 (-6,1) um. Los
microconidios fueron hialinos, cilindricos, rectos y curvados,
uniseptados y midieron (16,0-) 27,4 (-42,0) x (3,0-) 3,2 (-4,0) um
en PDA y (21,0-) 23,5 (-30,0) x (3,0) 3,4 (-4,0) um en AAA. Las
estructuras sexuales no se encontraron in situ e in vitro. En
plantas de E. urophylla inoculadas con suspensiéon conidial,
aparecieron sintomas similares a los observados en el campo. C.
pteridis fue aislado continuamente de las plantas inoculadas.
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ABSTRACT

Cylindrocladium pteridis was identified as cause of leaf spots
on Eucalyptus urophylla at Ospino Municipality, Portuguesa
State. The disease began as reddish specks which later formed
light-brown spots with reddish margin. On older spots the center
turned greyish-white and the reddish border tended to dissappear.
Leaves severily affected droped. The identity of the fungus was
stablished in attention to the growth characteristics on potato-
dextrose agar (PDA) and mainly on the morphology and size of
the asexual structures developed on carnation leaf agar (CLA).
Colonies produced on PDA showed abundant ligth-brown aerial
mycelium and produced microconidia, macroconidia,
chlamydospores and redish-brown microsclerotia. The macro- and
microconidiophores were hyaline, with 3 penicillate branches
and hyaline, doliform to reniforme, nonseptate phialides. The stipe
appeared hyaline, septate, (150-) 216,6 (-292,5) pm long, ending
in a hyaline, (4,0-) 4,5 (-5,0) um in diameter, clavate vesicle.
Macroconidia were hyaline, cylindrical, straight, rounded at both
ends, 1 (-3 ) septate and (64,0-) 78,8 (-96,0) x (5,1-) 5,6 (-6,1) pm.
Microconidia were hyaline, cylindrical, straight and curved, 1
septate with obtuse ends and measured (16,0) 27,4 (-42,0 x (3,0-)
3,2 (-4,0) pm and (21,0-) 23,5 (-30,0) x (3,0-) 3,4 (-4,0) pm on PDA
and AAA, respectively. Sexual structures were not found in situ
and in vitro. Inoculations done on E. urophylla plants produced
symptoms similar to those observed in the field. C. pteridis was
continuously isolated from inoculated plants.
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INTRODUCCION

En 1995, un fuerte ataque de manchas foliares fue
observado en eucaliptos (Eucalyptus urophylla
Blake) plantados por la empresa Smurfit Cartén de
Venezuela en Ospino, estado Portuguesa, a los fines
de producir pulpa para papel. Las hojas mostraban
punteaduras rojizas y manchas irregularmente
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circulares de color marrén-claro, con y sin margen
rojizo, las cuales se unen y ocasionan defoliacién
(Figura 1). De aislamientos preliminares realizados
en agua agar 2% acidificado con acido lactico (AAA),
consistentemente se obtuvieron cultivos de un mismo
hongo, el cual produjo en papa-dextrosa-agar (Difco
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PDA) conidiéforos peniciliados con filamentos
septados que terminan en vesicula clavada y, conidios
hialinos, granulosos, cilindricos, de extremos obtusos
y con 1(-3) septos. En funcién de las caracteristicas
morfolégicas de las estructuras reproductivas, el
microorganismo se ubicé en el género Cylindrocladium
(12). En las regiones tropicales y subtropicales (12), las
especies de Cylindrocladium atacan numerosos
huéspedes, ocasionando sintomas diversos. Varias de
estas especies han sido asociadas con podredumbre
radical, cancer en el tronco, damping-off, manchas
foliares y quema de los brotes en Eucalyptus
(4,7,10,11,15,20,21,23,28); sin embargo, en la
literatura especializada Unicamente aparecen
registrados como patogenos foliares C. clavatum, C.
colhounii, C. colhounii var. macroconidialis, C.
ilicicola, C. ovatum, C. parasiticum (=C.
crotalariae), C. quinqueseptatum, C. pteridis, C.
scoparium, C. spathulatumy C. theae (1,2,5,11,14,-
15,24,31).

importante. Posteriormente, Hunter y Barnett (18),
Rossman (27) y Crous, Phillips y Wingfield (9),
reportaron que la forma de la vesicula es modificada
por el substrato y las condiciones de crecimiento. Ante
esta contradiccién, Crous y Wingfield (12) propu-
sieron evaluar los aspectos morfologicos de
Cylindrocladium y Cylindrocladiella, en condiciones
estandar. Para tales fines sugirieron cultivar los
aislamientos en agua agar combinado con segmentos
secos y estériles de hojas de clavel (Dianthus
caryophyllus L) (HCA), incubar por 7 d a 25°C bajo
periodos alternos de luz/oscuridad y evaluar sélo las
estructuras producidas sobre los segmentos de clavel.

En Cylindrocladium estan reconocidas 22 especies
y una variedad (C. colhounii var. macroconidialis)
(12), las cuales de acuerdo a la presencia o ausencia
de vesicula pueden ser clasificadas en avesiculares y
vesiculares y, adem4s, subdivididas las vesiculares
en clavadas, elipsoidales, esfaeropedunculadas,
espatuladas, globosas, naviculares, obovoides,
obpiriformes, ovoides y piriformes (12). En-
tre las especies que poseen vesiculas clavadas
a estrechamente clavadas se encuentran C.
clavatum, C. colhounii, C. gracile, C.
hawsworthii, C. heptaseptatum, C.
ilicicola, C. pteridis, C. quinque-
septatum, C. theae y C. variabile.

El trabajo que se reporta se realizé con el
proposito de establecer la identidad especifica
del patbégeno y evaluar su patogenicidad. La
investigacién fue motivada por la importancia
econémica del eucalipto y el caricter
destructivo de la enfermedad.

Figura 1. Sintomas de la enfermedad causada por Cylindrocladium
pteridis en hojas de Eucalyptus urophylla.

El género Cylindrocladium Morgan es caracte-
rizado por la formacién de conidiéforos peniciliados;
conidios hialinos, cilindricos, uniseptados a
multiseptados; clamidosporas, microesclerocios y
filamentos septados que terminan en vesicula (9).
Aunque en la descripcién inicial del género, el
filamento y la vesicula no fueron mencionados,
actualmente se sostiene que estas estructuras son
sus elementos més caracteristicos (12,17). En 1967,
Sobers y Seymour (31) diferenciaron a C. florida-
num de C. scoparium por el tamano y la forma de
la vesicula y, en virtud de ello, indicaron que en la
identificacién de especies en Cylindrocladium la
morfologia vesicular es el caracter taxonémico mas

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento e identificacion

Los materiales utilizados para aislar el patégeno se
colectaron en Septiembre de 1995 en las fincas
“Tacamajaca” y “La Joya”, pertenecientes a la
empresa Smurfit Cartén de Venezuela y ubicadas en
el Municipio Ospino del estado Portuguesa. Del
margen de las manchas se cortaron fragmentos de
aproximadamente 2 mm2, los cuales fueron
seguidamente tratados por 3 min con hipoclorito de
sodio 0,56%, lavados varias veces con agua destilada
estéril (ADE), secados en papel absorbente estéril y
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sembrados en placas de AAA. Las placas se incubaron
a 25+ 2 (C y bajo condiciones de 12 h de iluminaciéon
con luz blanca fluorescente. Posteriormente las
colonias emergentes se transfirieron a AAA, PDA y
HCA (9). Los segmentos de hojas de clavel se
esterilizaron exponiéndolas por 24 h a luz
ultravioleta de onda larga (Mineralat Lamp, Modelo
UVGL- 25, Multiband UV-254/366 nm, 15v, 60Hz,
0,16 Amps, UVP, INC., San Gabriel, California, USA).
La identificacién del patégeno se realizd, en funcidn,
principalmente, de las caracteristicas de la vesicula
y de los micro y macroconidios. La longitud del
filamento se midié hasta la parte terminal de la
vesicula. Los microconidios se evaluaron en cultivos
de 21 d en PDA y AAA.

Fase sexual

Aislamientos en masa y monomacroconidiales se
aparearon en placas de HCA y de agua agar 2%
suplementadas con segmentos estériles de tallos de
mani (Arachis hypogaea L.) (TMA), para tratar de
inducir el desarrollo de la fase sexual. Las placas se
incubaron a 25 °C en condiciones alternas de 12 h
luz/oscuridad. Los tallos de mani se esterilizaron tal
como fue indicado anteriormente. Los cultivos
monomacroconidiales se obtuvieron por el
procedimiento de Hansen y Smith (16).

Inoculacién y reaislamiento

El hongo se inocul6 en plantas sanas de E. urophylla
producidas a partir de cultivos de tejidos, las cuales
fueron donadas por el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos in vitro de la Facultad de Ciencias Forestales
y Ambientales de la Universidad de Los Andes,
Mérida, Venezuela. Antes de la inoculacién las
plantas se mantuvieron por 48 h en condiciones de
camara huimeda. Como indculo se utilizé una
suspensién conidial (3x106 macroconidios/ml),
preparada con agua destilada estéril, cultivos de 7 d
en HCA y 1 gota de Tween-20. La suspension se aplico
con una pistola eléctrica en 10 plantas. Las
plantas(cuatro) usadas como control se asperjaron con
ADE. Después de la inoculacién las plantas fueron
cubiertas con bolsas de plastico transparente e
inmediatamente transferidas al invernadero. Las
cubiertas de plastico se retiraron a las 48 h 'y a partir
de ese momento se examinaron periédicamente para
conocer la evolucién de los sintomas. Las pruebas de

patogenicidad se hicieron dos veces. A partir de los
materiales inoculados, se realizaron aislamientos con
el propésito de comprobar los postulados de Koch.

REsuLTADOS Y DISCUSION
Aislamiento e identificacion

En PDA los numerosos aislamientos obtenidos
produjeron cultivos fingicos de caracteristicas
similares. Las colonias mostraron abundante micelio
aéreo de color marrén-claro y produjeron
microconidios, macroconidios, clamidosporas y
microesclerocios marrén-rojizo. En HCA los micro- y
macroconidi6foros (Figura 2A) aparecieron
peniciliados, hialinos y con hasta 3 ramificaciones
aseptadas. Las ramas primarias, secundarias y
terciarias de los macroconidiéforos tuvieron
dimensiones promedios de 28,1 x 4,5um, 19,3 x 3,7um
y 19,3 x 4,0um, respectivamente. Las fidlides fueron
hialinas, aseptadas, doliformes y reniformes. Los
filamentos se apreciaron hialinos, septados y de
(150,0-) 216,6 (-292,5) um de longitud. Las vesiculas
se observaron hialinas, clavadas y con (4,0-) 4,5 (-
5,0) um de grosor. En HCA el hongo formé
abundantes micro y macroconidios, pero los
microconidios se encontraron en mayor cantidad
después de las tres semanas de crecimiento. Los
macroconidios (Figura 2B) fueron hialinos,
granulosos, cilindricos, rectos, con los extremos
obtusos, ligeramente més gruesos en la porcién dis-
tal y, principalmente, uniseptados, aunque
esporadicamente se encontraron algunos biseptados
y otros triseptados. En HCA los macroconidios
midieron (64,0-) 78,8 (-96,0) x (5,1-) 5,6 (-6,1) um. Los
microconidios fueron hialinos, uniseptados, cilindricos,
rectos y curvados, con extremos obtusos y midieron
(16,0-) 27,4 (-42,0) x (3,0-) 3,2 (-4,0) um en PDA y (21,0-
) 23,5 (-30,0) x (3,0-) 3,4 (-4,0) um en AAA.

Tomando en consideracién, principalmente, la
presencia de microconidios, la forma y ancho de la
vesicula, y la septacién y longitud de los
macroconidios, el hongo se identific6 como C. pteridis
Wolf (11,12), anamorfo de Calonectria pteridis
Crous, Wingfield & Alfenas (13). C. pteridis fue
descrito por primera vez por Wolf (32) en 1926, en
plantas de Polystichum adiantiforme (Forst.)
Smith, las cuales presentaban sintomas de mancha
marrén. Dos afos més tarde, Sherbakoff (29)
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Figura 2(A-B). Estructuras de Cylindrocladium
pteridis tefiidas con lactofucsina acida 0,25%.
A, Macroconidi6foro con filamento, fidlides y
macroconidios. B, Macroconidios.

describi6 un hongo parecido en Washingtonia ro-
busta, el cual llamé C. macrosporum. Posterior-
mente C. macrosporum y C. macrosporum var.
hederae Arn. fueron reportados como causa de
podredumbre radical en Thea sinensis L. (19) y de
manchas foliares en Helix hederae L. (3),

respectivamente. Ademaés, Calonectria hederae
Arn. ex Booth & Murray fue identificada como fase
sexual de C. macrosporum var. hederae (8). En 1968,
Sobers (30) manifest6 que no encontré diferencias
morfolégicas importantes entre los micro y
macroconidios de C. pteridis y los producidos por los
aislamientos de C. macrosporum que causan manchas
foliares en E. cinera y W. robusta y, debido a ello,
ubicé a C. macrosporum en la sinonimia de C.
pteridis. Sin embargo, algunos investigadores (25,26)
continuaron utilizando el binomial C. macrosporum.

Sobers (30) fue el primero en reportar
formalmente la produccién de microconidios por C.
pteridis. Sin embargo, estas estructuras habian sido
previamente ilustradas, pero no referidas, en la
descripcién de C. macrosporum (29). En ese
entonces, Sobers (30) indicé que los cultivos
originados in vitro por aislamientos
monomicroconidiales de C. pteridis, sélo
desarrollaron macroconidios. Sin embargo,
veinticinco afios méas tarde, Crous, Wingfield y
Alfenas (13), se mostraron contrarios a la opinién de
Sobers (30), cuando sefialaron que estos cultivos si
pueden formar ambos tipos de conidios. Los
microconidios del hongo investigado se encontraron
en mayor cantidad en cultivos viejos, coincidiendo
esta informacién con la publicada por Sobers (30).

Aunque la vesicula de C. pteridis es clavada como
en C. clavatum, C. gracile, C. theaey C. quinque-
septatum ( 12), la especie se distingue rapidamente
porque, ademas de ser la inica que forma microconidios
rectos y curvados (22), los macroconidios tienen 1 (-3)
septos, mientras que los de C. clavatum y C. gracile
son uniseptados, los de C. theae triseptados y los de
C. quinqueseptatum son, comunmente,
pentaseptados y raras veces uniseptados (12).

Los aislamientos monomacroconidiales y en masa,
cultivados individualmente y apareados en HCA y
en agua agar con fragmentos de tallos de mani, s6lo
desarrollaron protoperitecios. Es probable que se
hayan apareado muy pocos aislamientos, sin em-
bargo, segin Crous y Wingfield (12), no todos los
aislamientos de C. pteridis producen microconidios
en medios de cultivo ni tampoco todos desarrollan el
teleomorfo por apareamiento.

Inoculacion y reaislamiento

Las pruebas de patogenicidad fueron positivas y
permitieron reproducir sintomas similares a los
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observados en el campo. Al momento de retirar la
cubiertas de plastico, en todas las plantas inoculadas
las hojas mostraban punteaduras rojizas rodeadas
por un halo verde-claro. Cuatro dias més tarde, las
punteaduras se habian transformado en manchas
irregularmente circulares con hasta 5mm de
diametro, centro marrén-claro y margen rojizo. Con
la edad el area central de las manchas se volvié
blanco-grisacea. En algunas manchas el halo rojizo
habia desaparecido completamente, mientras que en
otras sélo lo habia hecho parcialmente. La unién
de varias lesiones originaron Aareas necroticas
grandes que ocasionaron defoliacién. Las plantas
control se mantuvieron sin sintomas aparentes de
infeccién. C. pteridis fue aislado continuamente
de las plantas inoculadas. De acuerdo a los
resultados obtenidos se concluye que C. pteridis
es causante de la enfermedad investigada. Los
sintomas se apreciaron similares a los
reproducidos experimentalmente por Sobers (30)
en E. camaldulensis Dehnhart, E. grandis
Smith, E. robusta Smith, E. rudis Endl., E.
saligna Smith y E. teretecortis Smith. De
acuerdo a Sobers (30), los dafos causados por
microconidios en hojas, peciolos y tallos, fueron
similares a los producidos por macroconidios. C.
pteridis ha sido reportado en Africa, Brasil, In-
dia y EE. UU (Florida) (13) y su rango de
huéspedes es parecido al de C. parasiticum (6),
C. floridanum y C. scoparium ( 30,31). Su
patogenicidad en hojas, raices y, ocasionalmente,
en el tallo de E. camaldulensis, E. grandis, E.
robusta, E. rudis, E. saligna y E. tereticornis,
fue demostrada experimentalmente por Sobers (30).
Por otra parte, en el boletin sobre Enfermedades y
Desordenes de las Plantas Cultivadas en Florida (1),
C. pteridis aparece registrado en siete especies de
Eucalyptus, incluyendo E. cinerea, en adicién a las
senialadas por Sobers (30). De la informacién ante-
rior, se infiere que el presente articulo constituye el
primer reporte de E. urophylla como huésped de C.
pteridis, especie en la cual recientemente se
describié a C. ovatum (14) como causa de dafos
foliares distintos a los inducidos por C. pteridis.
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