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RESUMEN EJECUTIVO

En el presente estudio se evaluaron cepas del patégeno Neonectria fuckeliana, con
el objetivo de caracterizar sus estados anamorfos. Las cepas se aislaron de material
de Pinus radiata procedentes de la comuna de Toltén, Chile. Se trabajé con diez
cepas aisladas en laboratorio y se evaluaron a través de ensayos fisiolégicos
(medicion de crecimiento diametral de las colonias) y morfologia de éstas (medicion
de estructuras), las variables a comparar entre las cepas fueron el largo y ancho de
conidias y fialides.

En los aislamientos se obtuvo el estado Acremonium-like, registrandose diferencias
significativas entre sus cepas. Para obtener el estado Cylindrocarpon cylindroides se
instalé ramillas de P. radiata en el medio de cultivo. Después de cuatro semanas se
evalluo el ensayo, donde no se presento el estado C. cylindroides. Se puede concluir
gue el estado Acremonium-like se encuentra presente en el estudio y que el estado
C. cylindroides no se obtuvo con la metodologia empleada.



1. INTRODUCCION

Dentro de las especies forestales de importancia econdmica en Chile, Pinus
radiata D. Don representa el primer lugar con una superficie aproximada de 1,5
millones de hectareas plantadas, por lo que se debe mantener a esta especie libre
de plagas y enfermedades, debido a que estas pueden tener un impacto en la
descalificacion de los productos madereros hasta en el cierre de los mercados
internacionales, pudiendo provocar una serie de problemas en la economia del
pais.

En el afio 2008 se reporté en Chile un nuevo patdgeno de caracter fungoso
asociado a P. radiata llamado Neonectria fuckeliana (C. Booth) Castl. & Rossman
el cual causa cancros y malformaciones fustales, la enfermedad ha sido llamada
comunmente como ‘“‘revirado”, en localidades donde se ha presentado esta
sintomatologia. El conocer las caracteristicas morfoldégicas y sus estados
anamorfos contribuird para la biologia de este patégeno en Chile, lo que sera de
utilidad para futuros ensayos de patogenicidad. En consideracion a lo anterior, se
han fijado los siguientes objetivos:

e Caracterizar los estados anamorfos de N. fuckeliana.

e Determinar diferencias morfoldégicas entre cepas de N. fuckeliana
colectadas en Toltén.



2. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes generales

Neonectria fuckeliana (C. Booth) Castl. & Rossman comb. nov. anteriormente
denominada Nectria fuckeliana Boot (Castlebury et al., 2006; Dick y Crane, 2009),
es un hongo originario del hemisferio Norte, lugar en que se desarrolla como
patogeno débil en Abies concolor, donde ataca arboles caidos y debilitados (Dick
et al., 2006) .

En su lugar de origen N. fuckeliana actia como sapréfito comidn en las ramas
muertas de coniferas. Entre sus hospedantes se encuentran especies de los
géneros Abies, Picea, Larix y Pinus (Peace, 1962).

No hay registro de que N. fuckeliana ataque a P. radiata en forma natural en su
lugar de origen, a diferencia de Nueva Zelanda donde se registra como patégeno
para esta especie (Dick et al., 2006).

El primer reporte de este hongo se realizo en el afio 1937 en la isla de Anticosti en
Québec, Canada (Schultz y Parmeter, 1990). En Chile fue reportado por Morales
en el afio 2008 en una plantacion de P. radiata en la comuna de Toltén, Regién
de la Araucania, Chile, donde las malformaciones fustales han sido vistas durante
los Gltimos 5 afios® (Morales, 2009).

2.2 Taxonomia del Hongo

Neonectria fuckeliana en su estado sexual pertenece a la division Ascomycota,
Orden Hypocreales. Su principal caracteristica es que presenta fructificaciones de
color rojo a marrén llamadas peritecios, los cuales crecen agrupados sobre los
cancros y la corteza muerta (Morales, 2009).

Los peritecios poseen forma esférica y una abertura apical llamada ostiélo, y su
diametro es de 300 a 400 um. En el interior de éstos se encuentran los ascos,
midiendo entre 86-120 um de largo por 7-9 um de ancho, los que contienen ocho
ascosporas en su interior, las que miden entre 12-16 um de largo por 5-6 um de
ancho, estas son de forma fusiforme a elipsoide, de color hialino a café suave en
la madurez (Funk, 1981;Brayford et al., 2004).

Neonectria fuckeliana presenta dos estados asexuales (Figural). El principal de
ellos corresponde a Cylindrocarpon cylindroides var. tenue, y en condiciones de
laboratorio usando medios de cultivo se obtiene una fase asexual intermedia que
corresponde a Acremonium-like (Dick et al., 2006).

! Ricardo Urra, 2008, administrador fundo Miramar, Comunicacion Personal.
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Figural. Estados anamorfos de Neonectria spp. A) Acremonium-like perteneciente a N. fuckeliana.
B) Cylindrocarpon lucidum perteneciente a N. lucida. Fuente: Brayford et al., 2004.

El estado Acremonium-like se caracteriza por presentar micelio aéreo y escaso, de
crecimiento lento, alcanzando de 15 a 30 mm de didmetro en sus colonias en diez
dias en un medio de cultivo de Agar-Papa-Sacarosa (PSA). El micelio es hialino o
pigmentado de color blanco, gris rosado o naranja cambiando a blanco en los
margenes. Este estad compuesto por conidioforos, fidlides y conidios, los que se
caracterizan por ser unicelulares y excepcionalmente bicelulares ligeramente
curvos, mientras que las fidlides tienen forma de punzon septadas en la base y
crecen libres o en verticilos (Domsch et al., 1980; Brayford et al., 2004). Estas
miden en su mayoria entre 30 a 70 um de largo y 1,5 a 3,5 um de ancho, mientras
que las conidias miden entre 3 a 7 um de largo y de 2 a 4 um de ancho, no se
observa presencia de clamidosporas ni de macroconidias (Brayford et al., 2004).

El estado C. cylindroides se caracteriza por presentar abundantes macroconidias
de forma cilindrica, rectas o ligeramente curvadas con extremos redondeados. Las
conidias pueden variar de 1 a 7 septos pero son mas comunes entre 3 a 5 septos,
sus dimensiones van de 30 a 80 um de largo por 4,5 a 6,5 um de ancho, no se
observa presencia de clamidosporas (Brayford et al., 2004).

Segun Booth y Roll-Hansen (citado por Brayford et al., 2004), muchos de los
aislamientos no producen macroconidias o la capacidad de producir
macroconidias se puede perder después de algun tiempo en los cultivos. Brayford
et al., (2004) sugiere que al no estar en presencia de macroconidias lleva a pensar
gue la relacion entre N. fuckeliana y Cylindrocarpon no es correcta.

2.3 Sintomatologia

En Nueva Zelanda la enfermedad comienza con resinacion en los mufiones de
arboles podados, seguida por pequefias zonas hundidas en el fuste, las cuales
pueden extenderse hasta el nivel del suelo necrosando completamente el fuste y
ramas. La infeccion en el fuste continla para dejar acanaladuras verticales de



tejido necratico en el arbol. Las deformaciones pueden perdurar por afios hasta el
final de la rotacién comercial y el follaje de los arboles no presenta sintomatologia
aunque estén muy atacados. Este hongo puede atacar plantaciones de P. radiata
gue sufran heridas o que sean podadas, ingresando a sus hospedantes a través
de estas lesiones (Peace, 1962; ENSIS, 2006).

2.4 Condiciones que favorecen la epifitia

Entre los factores que favorecen la infeccion esta el tamafio de la lesion causada
por la poda (diametro de mufién), la profundidad de la herida, la altura de la lesién,
el tiempo que tarda en cicatrizar la herida. De igual forma la poda de invierno
conlleva un aumento en la infeccion en Nueva Zelanda. Se puede disminuir la
infeccion al modificar el calendario de podas. El hongo se desarrolla a una
temperatura entre los 5 a 28° C en laboratorio, su optimo es entre 18 y 25° C
(ENSIS, 2006). Las heridas en los fustes pueden ser por efectos de una poda o
por un factor abiético como las heladas (Peace, 1962).



3. DISENO DE LA INVESTIGACION
3.1 Material
3.1.1 Origen del material

El material de estudio correspondio a trozas con cancros presentes en rodales de
P. radiata con presencia de signos de N. fuckeliana, procedente del predio
Miramar ubicado en las cercanias de la comuna de Toltén, Regién de la
Araucania, Chile (39° 16'43” Sy 73° 09'59” O).

El material provino de dos rodales de 6 y 7 afios de edad respectivamente, los
cuales presentaban 80% de ataque aproximadamente. Se trabajo con muestras
provenientes de cinco arboles por cada rodal (diez muestras en total), que
presentaban cancros con presencia de cuerpos fructiferos. Estas fueron trozas de
entre 40 y 50 cm de largo extraidas a una altura en la que habia presencia de
lesiones (cancros) que va de entre dos a tres metros, las que fueron llevadas a
laboratorio.

3.1.2 Caracteristicas edafoclimaticas de la zona de colecta de muestras

La zona de Toltén se caracteriza por tener una topografia con lomajes y cerros
con suelos profundos a moderadamente profundos, los cuales son derivados de
esquistos metamorficos y sedimentos marinos, zona de crecimiento 0-7-3
(Schlatter et al., 1995). El clima es de tipo templado lluvioso con influencia marina
el cual se caracteriza por presentar precipitaciones de 1.994 mm anuales,
mientras que las temperaturas maxima y minima promedio son 21°y 5° C
respectivamente, la humedad relativa promedio es de 83% anual (Santibafiez y
Uribe, 1993).

3.2 Método
3.2.1 Técnicas de aislamiento

Para aislar el patdogeno se procedio de acuerdo con el protocolo modificado de
aislamiento de hongos foliares?, por lo que se extrajo peritecios a partir del
material colectado. Para el cultivo se seleccion0 peritecios de color rojo oscuro a
través de mediciones (fructificaciones maduras), estos debieron medir entre 300 y
400 um de diametro (Brayford et al., 2004).

El protocolo consisti6 en sumergir un conjunto de fructificaciones por treinta
segundos en una solucion de alcohol al 70%, luego se sumergio en una solucion
de cloro comercial en relacién 1:1, para después ser sumergidos nuevamente en
una solucion de alcohol al 70% por treinta segundos. Finalmente se sumergié en
agua destilada estéril por un minuto.

2 Prof. Jeffrey Stone, 2009, Oregon University, Comunicacion Personal.
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De cada muestra fustal, se extrajo veinte peritecios, los que se sembraron en
Agar-Malta al 2% (Dick et al., 2006). En las placas se aplic6 una solucién de
antibiotico de 0,5 ml de penicilina y estreptomicina en el medio de cultivo, para
evitar el desarrollo de bacterias en los aislamientos. Las placas se almacenaron en
una estufa de cultivo a 23°C por una semana, para luego escoger a traves de
nameros aleatorios y dentro de las que presenten el color y la textura que se
menciona en la revision bibliogréafica una colonia por cada muestra fustal. Esta se
resembro en un punto por placa en tres placas con cinco repeticiones cada una, la
primera de éstas se destind a ensayos fisioldgicos, la segunda a la caracterizacion
del estado Acremonium-like, y la tercera a la obtencion del estado C. cylindroides,
para lo cual se instalo una ramilla de P. radiata la cual fue previamente esterilizada
en autoclave®.

3.2.2 Disefio del ensayo fisiologico

De cada cepa seleccionada se extrajo de su margen con un sacabocados de 0,5
mm de diametro una porcion de colonia, la cual se ubicé en el centro de cada
placa Petri con el fin de resembrar las colonias. Luego se llevo a estufa de cultivo
a23°C.

La evaluacion consistio en medir el crecimiento en diametro de las colonias, lo
cual se hizo con un pie de metro y en dos direcciones perpendiculares cada cuatro
dias con un total de cinco mediciones, con el fin de observar posibles diferencias
entre las cepas y construir una curva de crecimiento (French y Hebert, 1980). Para
confeccionar esta curva se utilizaron los promedios de los diametros de cada
medicion.

La textura de la colonia se evalué de acuerdo a su morfologia micelial desarrollada
en cultivo (Newman et al., 2008). Mientras que el color se evallo a través de una
tabla Munsell. Las evaluaciones se llevaron a cabo al dia veinte de su desarrollo.

3.2.3 Andlisis morfoldgicos de estructuras

Para caracterizar y comparar las estructuras entre cepas, se llevo a cabo
mediciones microscoépicas de largo y ancho de 50 conidias y 50 fialides por cada
cepa. Las mediciones se hicieron en un microscopio con escala de graduacion.
Para el andlisis estadistico del ensayo y la comparacion entre cepas las variables
utilizadas fueron el largo y ancho de esporas y fialides. El analisis estadistico de
los datos se hizo a través de un Andlisis de Varianza para determinar si existen
diferencias significativas dentro de los grupos y una prueba de multicomparacion
de medias (Tukey) con un 95% de confianza para analizar entre los grupos. El
andlisis del estado C. cylindroides se hizo cuatro semanas después de instaladas
las ramillas de P. radiata.

¥ Margaret Dick, 2009, New Zeland Forest Research, Comunicacién Personal.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Aislamientos

De los doscientos peritecios aislados el 18 % no sufri6 contaminacion alguna por
parte de otros hongos, por lo que el protocolo de desinfeccién resultd ser
adecuado para el patdgeno (Figura 2). Se obtuvo la fase Acremonium-like,
resultando tres tipos de colonias, unas de color blanco, otras de color rosado
anaranjado y otras de color intermedio entre blanco y rosado anaranjado
cambiando a blanco en los bordes. En medios de cultivo de Agar-Malta se observo
un micelio rastrero, de crecimiento lento con micelio aéreo, compuesto por
conidi6foros y fidlides. Estas caracteristicas también fueron descritas por Domsch
et al. (1980) y Brayford et al. (2004).

Figura 2. Tipos de colonias de N. fuckeliana obtenidas en Agar-Malta al 2%.

4.2 Analisis del ensayo fisiolégico

En medio de cultivo se desarroll6 un micelio aéreo, ralo, viscoso, de bordes
blancos e irregulares, de color blanco al inicio de su desarrollo (Figura 2), de las
cuales el 27 % mantuvieron ese color, el 17 % de éstas se tornaron de color
naranja (2,5YR4/6 dark red) con el transcurso de los dias, mientras que el 56 %
restante se tornd de un color intermedio entre blanco y naranjo (5YR7/6 yellow).
Brayford et al. (2004) encontraron iguales caracteristicas en el desarrollo de N.
fuckeliana en el mismo medio de cultivo.

La morfologia macroscopica de las colonias vari6 con el color de éstas,
presentando de acuerdo a Newman et al. (2008) una colonia estrellada, para los
cultivos blancos y de color intermedio, la cual se caracterizé por tener sus radios
de crecimiento bastante marcados, mientras que los cultivos color rosado
anaranjado se caracterizaron por presentar una colonia colapsada.

El crecimiento diametral acumulado de las cepas fue bastante lento, concordando
con lo mencionado por Domsch et al. (1980) y Brayford et al. (2004), tardando 19
dias en crecer 71+0,3 mm, presentando un ritmo promedio de crecimiento
diametral diario de 3,8 mm, el cual fue mayor que el observado por Brayford et al.
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(2004) lo cual se puede deber al medio de cultivo PDA o a la temperatura utilizada
20° C, ya que a menor temperatura se espera un menor ritmo de crecimiento. En
las colonias se presentd una tendencia similar a la de un crecimiento indefinido,
segun la categoria propuesta por French y Hebert (1980) (Figura 3).
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Figura 3. Crecimiento diametral acumulado de las 10 cepas de N. fuckeliana.
4.3 Anélisis morfoldgico
4.3.1 Caracteristicas de Acremonium-like

Las conidias obtenidas en el medio de cultivo (AM 2%) se observé que
presentaron forma fusiforme, de color hialino, unicelulares y también se encontré
conidias bicelulares, las unicelulares se desarrollaron en forma agrupada
(gliosporas) (Figura 4 B) o esparcidas en el medio (Figura 4 A). Las conidias
bicelulares se caracterizaron por presentar un color oscuro, de forma fusiforme y
de borde redondeados.

Figura 4. Estructuras morfoldgicas de Acremoniume-like. A: fialides (a) y conidias (b). B: gliosporas
(c) (barra= 10 um).

El largo de las conidias oscil6 entre 4,2 y 8,4 um, el promedio de éstas fue
5,6+0,6 um, mientras que su ancho varié entre 2,6 y 3,5 um, presentando un ancho



promedio de 3,1+0,3 um (Figura 5), concordando con lo descrito por Brayford et al.
(2004). La cepa que registro el mayor largo de conidias fue la cepa uno, siendo la
que presento el menor diametro de colonia, mientras que las cepas ocho y nueve
registraron los menores largos y el mayor didmetro de colonia junto a las cepas
cuatro y cinco. En lo que se refiere al ancho promedio de éstas el mayor valor se
obtuvo en la cepa numero dos mientras que el menor valor se registré en la cepa
nueve. El hecho de que los valores maximos y minimos de largo y ancho de
conidias no se registren en la misma cepa se debe a la forma de éstas, ya que las
de menor largo presentaron una forma mas esférica que el resto que posee una
forma fusiforme.
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Figura 5. Largo (A) y ancho (B) promedio de conidias de Acremonium-like.

Segun la prueba estadistica de Kolmogorov—Smirnov, el largo de las conidias
presentd una distribucion normal (P>0,05) (anexo 2). Se encontr0 que hubo
diferencias estadisticamente significativas entre las cepas (P<0,05), estableciendo
asi tres grupos (Figura 5). El hecho de que algunas cepas se repitan en dos
grupos se debe a que estas no diferian significativamente de los dos grupos en los
que se incluyen.

Las fialides resultaron ser de color hialino, con forma de punzén, unicelulares,
septadas en la base, creciendo en verticilos o sueltas (Figura 6).
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Figura 6. Largo (A) y ancho (B) promedio de fidlides de Acremonium-like.

El largo maximo y minimo de las fialides oscilé entre 78,4 y 7 um respectivamente,
el promedio de éstas resulté ser 32,6+12,2 um, mientras que su ancho varié entre
1,4y 4,9 um, presentando un ancho promedio de 2,7+0,2 um (Figura 6), resultando
un rango un poco mayor que el descrito por Brayford et al. (2004). En donde se
registro el mayor largo de fialides fue en la cepa tres, mientras que la cepa diez
presentd el menor valor del largo de estas. En lo que se refiere al ancho promedio
de éstas el mayor valor se obtuvo en la cepa numero nueve, mientras que el
menor valor lo presentaron las cepas nimero uno, tres, cuatro, cinco, seis, siete, y
diez. Los valores maximos y minimos de largo y ancho de las fialides no se
presentaron en la misma cepa, debido ha que el ancho de éstas se midi6 en el
centro de cada una de ellas, y éstas tienen forma de punzon, por lo que
disminuyen en ancho al aumentar en largo.

Segun la prueba estadistica de Kolmogorov—Smirnov, el largo de las fialides sigue
una distribucibn normal (P>0,05). Se encontré diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05) entre las cepas, lo cual se puede deber al material genético
de cada cepa.

4.3.2 Caracteristicas de Cylindrocarpon cylindroides

En los aislamientos no se encontré macroconidias de C. cylindroides, lo que indica
gue no se presentd este estado anamorfo. Similar resultado encontré Brayford et
al. (2004), lo que le llevd ha pensar que la relacion entre N. fuckeliana y
Cylindrocarpon no es correcta (Brayford et al., 2004). La ausencia de
macroconidias en los cultivos se puede deber al medio de cultivo utilizado, debido
ha que éste le entrega los elementos nutritivos al hongo. Otra razén puede ser el
tiempo de evaluacién, aunque segun Brayford et al. (2004) la capacidad de
producir macroconidias se puede perder después de algun tiempo en los cultivos
(Booth y Roll-Hansen, citado por Brayford et al., 2004).
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Para encontrar el estado C. cylindroides se deberia dar mas tiempo al estudio,
dandole mas tiempo al ensayo o probando mas medios de cultivo, y distintas
temperaturas.
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5. CONCLUSIONES

e Se determinaron diferencias significativas entre las cepas (largo de fialides
y conidias) de N. fuckeliana aisladas desde los peritecios obtenidos desde
las muestras fustales de P. radiata colectadas en Toltén.

e El estado Acremonium-like se encontré presente en el estudio.

e Elestado C. cylindroides no se encontrd en este estudio.
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ANEXOS



Anexo 1
Abstract and Key words



Characterization of states of Neonectria fuckeliana anamorphs associated with
malformations in Pinus radiata D. Don,

Abstract:

The present study characterizes and evaluated the stage development of the
anamorphic stand Neonectria fuckeliana. The strain were isolated from Pinus radiata
material, this material from the region of Toltén, Chile. This work with ten was
performed were isolated in the laboratory and through physiological tests (measuring
diameter growth of the colonies and morphology of these (measuring structures), the
variables to compare between the was strain were the length and width of conidia and
phialides.

In the isolates was obtained Acremonium-like stage, showing significant differences
between strains. To can take out the stand Cylindrocarpon settled cylindroides twigs
of P. radiata in the culture medium. After four weeks the test was evaluated, where
the stage failed to show C. cylindroides. In conclude that the Acremonium-like stage
iIs present in the study and that the stage C. cylindroides was not obtained by the
methodology employed.

Key words: Acremonium-like, Cylindrocarpon cylindroides, Pinus radiata, Neonectria
fuckeliana, pathogen, Chile.



Anexo 2
Analisis estadistico



Cuadro 1. Test de normalidad para el largo de conidias.

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

V2
N 1500
Normal Parameters®® Mean 5,656
Std. Deviation 1,3172
Most Extreme Differences Absolute ,236
Positive ,236
Negative -,166
Kolmogorov-Smirnov Z 5,266
Asymp. Sig. (2-tailed) ,086

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Cuadro 2. Analisis de varianza del largo de conidias.

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 163,562 9 18,174 12,682 ,000
Within Groups 702,170 490 1,433
Total 865,732 499

Cuadro 3. Grupos de diferencias significativas largo de conidias (Prueba Tuckey).

Subset for alpha = 0.05
V1 N 1 2 3
8 150 4,900
9 150 4,900
6 150 5,040
2 150 5,320 5,320
10 150 5,600 5,600
3 150 5,880 5,880
4 150 5,950 5,950
7 150 6,020 6,020
5 150 6,370
1 150 6,580
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Sig.

,102 ,102

,102

Cuadro 4. Test de normalidad para el largo de fialides.

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

largo
N 1500
Normal Parameters®® Mean 32,606
Std. Deviation 11,4641
Most Extreme Differences Absolute ,142
Positive ,142
Negative -,086
Kolmogorov-Smirnov Z 2,846
Asymp. Sig. (2-tailed) ,067

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

Cuadro 5. Andlisis de varianza del largo de fialides.

Sum of Squares | Mean Square F Sig.
Between Groups 806,562 18,174 12,762 ,000
\Within Groups 1472,160 2,373
Total 2278,722
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