NOTA CIENTIFICA

IDENTIFICACION DE Tupesia yallundae Wallwork & Spooner, ESTADO
TELOMORFICO DE Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron.) Deighton var.
herpotrichoides, AGENTE CAUSAL DE LA MANCHA OCULAR DEL TRIGO

EN LA ZONA SUR DE CHILE

Identification of Tapesia yallundae Wallwork & Spooner, teleomorph
of Pseudocercosporella herpotrichoides (Fron.) Deighton var. herpotrichoides,
the causal agent of eyespot of wheat in southern Chile

O. Andrade!*

ABSTRACT

From wheat (Triticum aestivum L.) culms collected at
the end of January, 1995 from farmland affected by
asevere outbreak of eyespot, located in southern Chile
(38°14° S, 72°38” W), the presence of small, 0.2to 0.5
mm of diameter, black apothecia at the base of the
culms were observed with a stereo microscope. On
analyzing these structures, cylindric to fusoid asci, of
35to 38 um x 5.9 to 7.4 um were also observed. After
24 h in a humidity chamber, the apothecia discharged
hyaline, fusoid, 0-1 septate, rounded end ascospores,
with an average size of 8.9 um (7.4t0 10.3)x 2.07 um
(1.95 to 2.34). Monoascosporic cultures effected in a
water-agar (WA) + rifampicin medium, originated
after 30-35 days colonies with the development of
conidia characteristic of Pseudocercosporella herpo-
trichoides var. herpotrichoides. The pathogenicity
tests carried out on 12-day old wheat seedlings, with
colonies developed from monoascosporic cultures,
resulted in the development of characteristic symp-
toms of eyespot at the end of 30 days. The morphology
of the apothecia, the asci, and the ascospores, as well
as the development of characteristic conidia of P.
herpotrichoides obtained from monoascosporic cul-
tures, and the pathogenicity test carried out on wheat
seedlings, demonstrated the presence of Tapesia
yallundae Wallwork & Spooner, the teleomorphic
state of P. herpotrichoides (Fron.) Deighton var.
herpotrichoides, in southern Chile. This is the first
identification of P. herpotrichoides var. herpo-
trichoides in Chile, and in the American continent.
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RESUMEN

En cafas de trigo (Triticum aestivum L.) colectadas a
fines de enero de 1995 desde un potrero fuertemente
afectado por mancha ocular, en el sur de Chile (38°14°
lat. Sur, 72°38’ long. Oeste), se observo bajo el mi-
croscopio estereoscopico la presencia de pequefios
apotecios, sésiles, de color negro,y de 0,22 0,5 mmde
diametro. Al analizar estas estructuras se observaron
ascos en forma de palizada, cilindricos a fusoides, de
35-38 umx 5,9 27,4 um. A las 24 horas de mantenidos
en camara himeda, los apotecios descargaron
ascosporas unicelulares, hialinas, fusiformes, de ex-
tremos redondeados, con 0 a 1 septo, y con un tamafio
promedio de 8,9 pm (7,4 a 10,3) x 2,07 pm (1,95 a
2,34). Cultivos monoascosporicos efectuados en agar-
agua (AA) +rifampicina, dieron origen al cabo de 30-
35 dias, a colonias con el desarrollo de conidias ca-
racteristicas de Pseudocercosporella herpotrichoides
var. herpotrichoides. Pruebas de patogenicidad efec-
tuadas en plantulas de trigo de 12 dias de edad, con
colonias desarrolladas desde cultivos monoas-
cosporicos, indujeron al cabo de 30 dias plantas con
sintomas tipicos de mancha ocular. Tanto las caracte-
risticas de los apotecios, de los ascos y ascosporas,
como el desarrollo de P. herpotrichoides a partir de
estas ascosporas, y el desarrollo de sintomas tipicos de
mancha ocular obtenidos en las plantulas de trigo
inoculadas con cultivos monoascospoéricos, permitie-
ron concluir sobre la presencia de Tapesia yallundae
Wallwork & Spooner, fase telomorfica de P.
herpotrichoides var. herpotrichoides, en la zona sur
de Chile. Esta identificacion corresponde a la primera
referencia para Chile y para el continente americano.

Palabras clave: mancha ocular, enfermedad de trigo,
Tapesia yallundae, Pseudocercosporella herpotri-
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INTRODUCCION

La mancha ocular del trigo (Triticum aestivum
L.), enfermedad causada por el hongo discomicete
Tapesia yallundae Wallwork & Spooner
(Anamorfo = Pseudocercosporella herpo-
trichoides (Fron.) Deighton), se caracteriza por
la pudricion de la base del tallo, desarrollo de
espigas blancas y tendedura de las sementeras.
Es una de las patologias méas importantes en este
cultivo en siembras de otofio de las zonas frias y
huimedas, particularmente del noroeste de Euro-
pa, noroeste de EE.UU. y Nueva Zelanda (Lucas
etal.,2000). Se encuentra distribuida en algunos
paises de Africa (Tunez, Sud Africa, Marrue-
cos), la mayoria de los paises de Europa, Japon,
América del Norte (EE.UU. y Canada) (Murray,
1992; Lucas et al., 2000), y recientemente tam-
bién en Sud América (Chile), donde se identifico
por primera vez la presencia de este patdogeno el
afo 1994, en siembras de trigo de la zona sur del
pais (Andrade, 2003).

La identificacion original del agente causal
como P. herpotrichoides, dio paso posterior-
mente al reconocimiento de dos variedades del
hongo asociados a la sintomatologia de campo.
Estos, inicialmente descritos como tipo W y
tipo R en base al grado de patogenicidad en
trigo y centeno (Secale cereale L.) y al desa-
rrollo en medios de cultivo, corresponden en la
actualidad a P. herpotrichoides var. herpo-
trichoides 'y P. herpotrichoides var. acuformis,
respectivamente, denominacion basada en la
morfologia de las esporas, en la imposibilidad
de cruzamiento entre ellos, y en estudios
genéticos fundamentados en secuenciacion y
marcadores moleculares (Nicholson et al.,
1995; Robbertse et al., 1995, citados por Lucas
et al., 2000).

El estado sexual de P. herpotrichoides var.
herpotrichoides, Tapesia yallundae Wallwork &
Spooner, fue reportado por primera vez en Aus-
tralia (Wallwork y Spooner, 1988). Posterior-
mente, su presencia fue descritaen Nueva Zelanda
(Sanderson y King, 1988), Inglaterra (Hunter,
1989), Bélgica (Moreau et al., 1989, citado por
Daniels, 1993), Alemania (King, 1990), y Dina-
marca (Sindberg et al., 1994). En el caso de P.

herpotrochoides var. acuformis, su estado
telomorfico Tapesia acuformis (Boerema, R.
Pieters & Hamers) Crous, s6lo ha sido observado
en Alemania (King, 1990), Inglaterra (Dyer et
al., 1994) y Bélgica (Moreau y Maraite, 1995).
No existen reportes sobre la presencia de 7.
yallundae en el continente americano. En EE.UU.,
Douhan ef al. (2002) lograron inducir la forma-
cién de apotecios de esta especie bajo condicio-
nes de inoculacion artificial con dos aislamientos
compatibles del hongo. Por otra parte, los mis-
mos autores detectaron la presencia de T.
acuformis en siembras naturalmente infectadas
del noroeste norteamericano.

El estado sexual de P. herpotrichoides var.
herpotrichoides no se encuentra descrito en Chile,
como tampoco en el continente americano. En
este trabajo se describe la presencia de la fase
telomorfica de P. herpotrichoides var. herpo-
trichoides en trigos afectados por mancha ocular
en el sur de Chile.

MATERIALES Y METODOS

Analisis macro y microscopico de plantas
afectadas por mancha ocular, y aislamiento
del patégeno

Plantas de trigo de las variedades SNA 400 y
Francia afectadas por laenfermedad, se colectaron
ainicios del ano 1995 enlalocalidad de Quilquén,
comuna de Traiguén, [X Region (38°14° lat. Sur,
72°38° long. Oeste). La observacion bajo
microscopio estereoscopico de las bases de las
cafias afectadas permiti6 detectar la presencia de
pequeiios cuerpos de color café oscuro a negros,
sésiles, de 0,2 a 0,5 mm de didmetro (Figura 1),
sobre las vainas foliares basales externas del
tejido afectado. Pequenos segmentos de tejido
conteniendo estos cuerpos se colocaron adheridos
convaselinaalatapade placas de Petri con medio
agar-agua (AA) + rifampicina (RF) (1 mg L),
parainducir la descarga de ascosporas. Secciones
de estos cuerpos obtenidos con bisturi y
depositados sobre un portaobjetos limpio, se
observaron bajo el microscopio de luz (Carl Zeiss,
Mod. Standard, Oberkochen, Alemania), provisto
de contraste de fases, para identificar y medir la
presencia de ascos y de ascosporas. Las
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mediciones se realizaron sobre un total de siete
apotecios, quince ascos y cuarenta y dos
ascosporas.

Ascosporas individuales en proceso de
germinacion, obtenidas de la descarga de los
apotecios en medio AA + RF al cabo de 48 h, se
identificaron bajo el microscopio de luz y se
transfirieron asépticamente bajo campana de flu-
jo laminar a nuevas placas con medio AA. Las
placas inoculadas se mantuvieron bajo condicio-
nes de laboratorio por 10 dias y luegoa 10 a 12°C
de temperatura por otros 20 dias.

Prueba de patogenicidad

Cilindros de canas de trigo sanas, de 1 cm de
largo, obtenidas desde siembras de trigo del Ins-
tituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA)
Centro Regional de Investigaciones Carillanca,
Temuco, Chile, se lavaron dos veces con agua
corriente y luego dos veces con agua destilada, se
esterilizaron en autoclave dos veces consecutivas
por 20 min cada vez, se dejaron enfriar y luego se
inocularon con micelio desarrollado por 20 dias,
en medio AA, desde cultivos mono ascospdricos
(Macer, 1966). Los matraces inoculados se man-
tuvieron por 35-45 dias para permitir la completa
colonizacién de los cilindros.

Un total de cinco macetas con cuatro plantas de
trigo de la var. Otto-Baer, de 12 dias de edad,
desarrolladas en macetas plasticas desechables
de 150 mL de capacidad, con mezcla 1:1 de suelo
y arena esterilizada, se inocularon al estado de
una hoja, insertando un cilindro colonizado hasta
la base de las plantas, cubriendo parte del mismo
con arena fina esterilizada, regando con agua
destilada y dejado en invernadero por 30 dias
hasta la evaluacion de las mismas. Otras tres
macetas con cuatro plantas cada una se dejaron
como testigos, inoculando con cilindros de cafas
esterilizados, pero sin el hongo.

Laevaluacion de las plantas inoculadas se realizo
através de la observacion visual de lesiones en el
tejido de la zona inoculada, la observacion bajo
microscopio de las vainas foliares desprendidas
delazonadeinoculacion, latincion del hipocotilo
con una solucién al 10% de Tinta azul (Pelikan
Hannover, Alemania) en 25% de acido acético y
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su observacion bajo microscopio de luz para
detectar las placas de infeccion del hongo y los
sitios de penetracion de las hifas (Andrade, 2003).
Junto con la evaluacion, tejido proveniente de las
plantas inoculadas se desinfectd superficialmen-
te con hipoclorito de sodio al 1,5% i.a. por 2 min,
separando posteriormente las laminas, cortando-
las en pequefios trozos y sembrando estos ultimos
en AA + estreptomicina (St) con el proposito de
reaislar el agente causal.

RESULTADOS Y DISCUSION

Anaélisis macroy microscépico de plantas afec-

tadas por mancha ocular, y aislamiento del
patégeno

La observacion macro y microscopica de los
cuerpos detectados en la base de las cafas, y
dispuestos en camara himeda, permitio identifi-
carlos como apotecios, los cuales se presentaban
turgentes y abiertos por la parte superior, en
forma de copa, sésiles (Figura 1), con un tamafo
de 0,3 a 0,6 mm de diametro (Figura 2). La
observacion bajo el microscopio de luz de tejido
proveniente de estos cuerpos, determiné la pre-
sencia de ascos cilindricos a fusoides, de 35 a 38
pm x 5,9 a 7,4um (Figura 3), y de ascosporas
hialinas, fusoides, de extremos redondeados, con
0alsepto,de 8 (7,4a10,3)x2,0dm (1,95

a 2,34) (Figura4). Tanto el tamafio de los apotecios
presentes en labase de las cafias de trigo, como de
los ascos y ascosporas, resultaron muy similares
a los descritos por Hunter (1989) para la fase
sexuada observada en Inglaterra.

Como resultado de la transferencia de ascosporas
individuales amedio AA (Figura5), al cabo de 30
dias se obtuvo el desarrollo de colonias de color
gris verdoso muy claro, de bordes enteros, y de
conidias hialinas, filiformes, rectas a semi
curvadas, con 4-6 septos, mayoritariamente con 5
septos, con la zona distal aguzada y la opuesta
redondeada, con una longitud promedio de 61,5
pMm (rango de 47,2 a 72,4 um), y un didmetro de
2,2 pm (rango 1,9 a 2,4 um) (Figura 6). Las
conidias se originaban agrupadas desde
conidi6foros libres, cortos, con ninguna o escasa
ramificacion. El tamafio y morfologia de las
conidias resulté similar a lo seflalado por
Nirenberg (citado por Daniels, 1993), y Murray
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Figura 1. Apotecios de Tapesia yallundae sobre Figura 2. Apotecios de Tapesia yallundae después
rastrojo de trigo var. SNA 400 de la zona de de 24 h de mantenidos en cAmara hiimeda (8X).
Traiguén, afectado por mancha ocular (5X). Figure 2. Apothecia of Tapesia yallundae after 24 h

Figure 1. Apothecia of Tapesia yallundae on wheat in a humidity chamber (8X).

cv. SNA 400 culms from Traiguén farmland
affected by eyespot (5X).

Figura 3. Ascos de Tapesia yallundae obtenidos desde Figura 4. Ascosporas de Tapesia yallundae liberadas
apotecios presentes en rastrojo de trigo (40X). desde un apotecio sobre agua destilada (40X).

Figure 3. Asci of Tapesia yallundae observed under Figure 4. Ascospores of Tapesia yallundae released
the light microscope (40X). from an apothecium in distilled water (40X).

Figura 5. Ascosporas de Tapesia yallundae ger- Figura 6. Conidias de Pseudocercosporella herpo-
minando en medio agar agua + rifampicin (40X). trichoides desarrolladas a partir de ascosporas
individuales de Tapesia yallundae, en medio agar

Figure 5. Ascospores of Tapesia yallundae germi-

nating in water agar + rifampicin mediun (40X). agua (40X).

Figure 6. Conidia of Pseudocercosporella herpo-
trichoides developed from single ascospores of
Tapesia yallundae, in water agar medium (40X).
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(1992), para aislamientos de P. herpotrichoides
var. herpotrichoides de Inglaterra, al igual que lo
sefialado por Andrade (2003), para aislamientos
de P. herpotrichoides obtenidos desde plantas
afectadas por mancha ocular, obtenidas desde el
mismo lugar de las muestras analizadas en el
presente trabajo.

Pruebas de patogenicidad

En la prueba de patogenicidad se observo a los 25
a 30 dias una notoria amarillez de las plantas
inoculadas y menor desarrollo de éstas, en com-
paracion a las no inoculadas. La zona de inocula-
cion se presentaba de coloracidon café a café
oscuro. Al observar bajo el microscopio de luz las
vainas foliares de la zona inoculada, se determind
la presencia de placas de infeccidn tipicas del
agente infeccioso, y los sitios de penetracion de
las hifas con la formacién de collares o anillos de
material mucilaginoso alrededor de estos sitios
(Daniels, 1993; Andrade, 2003). Las plantas tes-
tigo sin inocular presentaron un mayor desarrollo
que las inoculadas con el patégeno, con hojas
verdes y ausencia de sintomas de la enfermedad
en la base de las cafias. De la siembra en medio
AA + St de tejido afectado proveniente de las
plantas inoculadas con el hongo patégeno, se
obtuvo alos 25 a 30 dias el desarrollo de colonias
caracteristicas de P. herpotrichoides var.
herpotrichoides.

La presencia del estado sexual de P. herpo-
trichoides tiene una significativa importancia,
por las implicancias en la epidemiologia de la
enfermedad. El estado telomorfico provee una
fuente de infeccion adicional de tipo primaria,
una forma de dispersion a gran distancia por las
caracteristicas de las descarga de las ascosporas
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desde el apotecio y sudiseminacion a través del
aire, y mas importante aln, la generacion de
variacidon genotipica en el patégeno producto
de la recombinacién genética (Sanderson y
King, 1988; Dyer y Lucas, 1995; Milgroom,
1996). Larecombinacidn genética puede acele-
rar la aparicion de razas mas virulentas que
afecten variedades otrora resistentes, y tam-
bién de razas del patdégeno resistentes a
fungicidas, método empleado comtinmente en
el control de la enfermedad.

CONCLUSIONES

La sintomatologia observada en las plantas afec-
tadas en la zona de Traiguén, los resultados obte-
nidos en las observaciones macro y microscopi-
cas de los apotecios presentes en el tejido afecta-
do, las caracteristicas morfologicas de los
apotecios, ascos y ascosporas, el desarrollo en
medio AA de colonias con conidias tipicas de P.
herpotrichoides var. herpotrichoides a partir de
cultivos mono ascosporicos, la forma y tamafno
de tales conidias, losresultados de las pruebas de
patogenicidad, con la induccion de sintomas tipi-
cos de mancha ocular, la formacién y caracteris-
ticas de las placas de infeccion y sitios de infec-
cion observadas en las vainas foliares internas del
hipocotilo de las plantas inoculadas, permitieron
identificar la presencia del hongo discomicete
Tapesia yallundae Walwork & Spooner, en plan-
tas de trigo afectadas por mancha ocular en la
zona sur de Chile.

Esta corresponde a la primera referencia sobre la
presencia en forma natural de la fase sexuada de
P. herpotrichoides var. herpotrichoides en Chile,
y en el continente americano.
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