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PATOLOGIA

El género Mycosphaerella en plantaciones de FEucalyptus en
Galicia

L. OTERO, O. AGUIN, M. J. SaInz, J. P. MANSILLA

El género Mycosphaerella incluye mds de 30 especies patGgenas en eucalipto, cau-
sando la enfermedad conocida como Mycosphaerella leaf blotch (MLB) o Mycosphae-
rella leaf disease (MLD). El sintoma mds caracterfstico de MLB consiste en la aparicién
de manchas necréticas en las hojas que reducen la capacidad fotosintética, con la consi-
guiente disminucién del crecimiento y de la produccién de madera. Durante los anos
2005-2007, se realizaron muestreos en plantaciones de eucalipto situadas en las provin-
cias de Pontevedra, A Coruiia y Lugo, con el objetivo de conocer la distribucién de la
enfermedad e identificar las especies de Mycosphaerella responsables. El 90% de los
eucaliptales gallegos inspeccionados mostraron drboles con sintomas de MLB. siendo
las plantaciones con 4rboles jévenes las que presentaron un mayor nivel de severidad.
Mediante técnicas moleculares de diagndstico de material foliar sintomdtico, se han
identificado nueve especies de Mycosphaerella y el anamorfo Pseudocercospora pseu-
doeucalyptorum. Dos de las especies, M. madeirae y M. aurantia_ se citan por primera
vez en Espana. Mycosphaerella nubilosa puede considerarse el principal causante de
MLB en Galicia. ya que se detecté en el 60% de los eucaliptos afectados.
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INTRODUCCION

La superficie de masas puras del género
Eucalyptus en Galicia se sitda en torno a
178.000 hectareas. Mas del 95% correspon-
den a E. globulus Labill (SiLva-PaNDO y
RIGUEIRO, 1992), que producen 36.333.830
m? de madera con corteza (MINISTERIO DE
MEDIO AMBIENTE, 2001). Otras especies culti-
vadas en menor proporcion son E. nitens
(Deane & Maiden) Maiden, E. viminalis
Labill y E. obliqua L’ Herit.

En los dltimos cinco afos, en numerosas
plantaciones de E. globulus, se ha detectado
una enfermedad que afecta principalmente a
las hojas juveniles, que muestran manchas y

necrosis (Figuras | y 2), y causa una defolia-
cién prematura, cancros en pequeiias ramas, y
detencion del crecimiento del arbol (LunD-
QUIST y PURNELL, 1987; Crous, 1998; PARK et
al., 2000). La enfermedad se conoce como
Mycosphaerella leaf blotch (MLB) o Mycosp-
haerella leaf disease (MLD), y puede estar
ocasionada por diversas especies del género
Mycosphaerella Johanson. Estas especies
estdn consideradas como los patégenos folia-
res que causan mayores dafnos en especies de
Eucalyptus en regiones templadas de todo el
mundo (Crous, 1998). También se ha obser-
vado que algunas especies de Mycosphaerella
pueden infectar hojas adultas de eucalipto
(GANAPATHI, 1979; PARK y KEANE, 1982b).
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Figura 1. Sintomas foliares de Mycosphaerella sobre Eucalyptus globulus.

Figura 2. Detalle de las hojas con presencia de lesiones
caracteristicas de Mycosphaerella.

La taxonomia del género Mycosphaerella
se ha basado tradicionalmente en la caracte-
rizacién de las lesiones foliares y sobre todo
en la observacién del tamano y morfologia
del ascocarpo, ascas y ascosporas (Figura 3),
patrones de germinacién de las ascosporas,
tasas de crecimiento de los aislados en culti-
vo, y caracteristicas y morfologia de los ana-
morfos (Crous, 1998). Estos métodos son
insuficientes en muchos casos para Ja identi-
ficacién de especies, debido a la gran varia-
bilidad que presentan, a que frecuentemente
coinciden entre distintas especies, y a la difi-
cultad para conseguir aislar el hongo a partir
de las lesiones.

El desarrollo de técnicas moleculares ha
contribuido enormemente a la deteccién e
identificacién de las especies de Mycosphae-
rella (CARNEGIE et al., 2001; CRrouS et al.,
2001; KULARATNE et al., 2004), que se basan
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actualmente en la comparaciéon de secuen-
cias de las regiones ITS1 e ITS2 del ADN
ribosomal (Crous et al., 2001; MAXWELL et
al., 2003; Crous et al., 2004).

Se han descrito mds de 80 especies de
Mycosphaerella y sus anamorfos sobre
Eucalyptus, de las cuales 30 son considera-
das patdgenas (CROUS er al., 2006), aunque
apenas existe informacién sobre su inciden-
cia y distribucién, rango de hospedadores y
patogenicidad. Hasta hace pocos afios, dada
Ja dificultad de identificacién con técnicas
tradicionales, la MLB se atribuia general-
mente a M. molleriana. Sin embargo, CROUS
et al. (2004), aplicando técnicas molecula-
res para el andlisis del primer material sin-
tomético de hojas de E. globulus recogidas
en Galicia, demostraron que la enfermedad
estaba causada principalmente por M. nubi-
losa y detectaron dos nuevas especies y sus
anamorfos: M. readeriellophora Crous & J.
P. Mansilla (anamorfo Readeriella readerie-
llophora Crous & J. P. Mansilla) y M. com-
munis Crous & J. P. Mansilla (anamorfo
Dissoconium commune Crous & J. P. Man-
silla). Esta fue la primera cita de M. nubilo-
sa sobre E. globulus no sélo en Espafia sino
en Europa.

El objetivo de este trabajo fue obtener un
mapa de distribucién de la MLB y estudiar la
diversidad de especies del género Mycospha-
erella en plantaciones de Eucalyptus en
Galicia.

Figura 3. Ascas con ascosporas de Mycosphaerella
emergiendo del cuerpo de fructificacién.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo

Se inspeccionaron plantaciones de euca-
lipto en las provincias de Pontevedra, A
Coruiia y Lugo, siguiendo los mapas provin-
ciales a escala 1:250.000 y el mapa de distri-
bucién de masas de eucalipto en Galicia
recogido en el MINISTERIO DE MEDIO
AMBIENTE (2001). En las zonas con presen-
cia de eucalipto, se trazé una reticula de pun-
tos de muestreo de 10 x 10 km. En Ponteve-
dra el muestreo se realiz6 entre los meses de
marzo y agosto de 2005, en A Corufia entre
noviembre de 2005 y marzo de 2006, y en
Lugo desde septiembre de 2006 hasta febre-
ro de 2007. En total se inspeccionaron 209
puntos, de los que 61 correspondieron a la
provincia de Pontevedra (59 de E. globulus y
2 de E. nitens), 96 a la de A Corufia (91 de E.
globulus, 3 de E. viminalis, | de E. obliqua,
y 1 de E. nitens),y 52 alade Lugo (51 de E.
globulus y 1 de E. nitens) (Figura 4). En la
mayoria de los puntos, se tomaron muestras
de hojas juveniles sintomdticas de MLB en
arboles de 2-3 afios; en 12 plantaciones de E.
globulus en Pontevedra, 4 en A Corufiay 17
en Lugo, se tomaron también muestras de
hojas adultas con sintomas de la enfermedad
en drboles de mas de 5 afios.

Dentro de cada plantacion, se registr6 la
presencia o ausencia de drboles con sintomas
de MLB; en el caso de presencia de la enfer-
medad, se seleccionaron cinco arboles sinto-
maticos, para determinar el porcentaje de
hojas con sintomas (en las plantaciones de A
Corufa y Lugo) y la severidad (en las tres
provincias).

Para estimar el porcentaje de hojas con
sintomas, se seleccionaron cinco ramas por
4rbol, en las que se contaron el nimero total
de hojas y las que tenian manchas caracteris-
ticas de Mycosphaerella. Hay que sefalar
que, en un arbol afectado por MLB, las hojas
sintométicas aparecen pricticamente en
todas las ramas.

La severidad de la enfermedad se deter-
miné en cada uno de los cinco 4rboles sinto-
madticos seleccionados mediante el examen
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Provincia de Lugo
52 puntos de muestreo

Provincia de A Coruna
96 puntos de muestreo

Provincia de Pontevedra
61 puntos de muestreo

Galicia
209 puntos de muestreo

Figura 4. Localizacién de Jos puntos de muestreo de eucalipto en las provincias de A Corufia, Lugo y Pontevedra,
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Figura 5. Lesién de MLB con los cuerpos de
fructificacién en la hoja.

in situ de ocho hojas situadas en la parte cen-
tral de una rama externa (se eligié una rama
externa para evitar el sombreado de estratos
superiores), mediante una escala adaptada a
partir de la propuesta por MAXWELL (2004),
que establece una escala de severidad con
seis niveles segiin el porcentaje de drea foliar
afectada por MLB: nivel 1, >0-6%; nivel 2,
>6-12%; nivel 3, >12-25%; nivel 4, >25-
50%; nivel 5, 50-75%:; nivel 6,>75%.

Identificacion de especies

En cada punto de muestreo, se recogieron
de 15 a 20 hojas de eucalipto con sintomas
de MLB, que se conservaron a 4 °C.

En el laboratorio, se observaron todas las
hojas bajo microscopio estereoscépico para
detectar la presencia de cuerpos de fructifi-
cacion en las lesiones. En aquellas hojas que
mostraron pseudotecios (Figura 5), se corta-
ron pequefios fragmentos de la lesidn que se
mantuvieron en agua estéril durante 24 h.
Después se secaron y se pegaron a la tapa de
una placa Petri de 5 cm, de forma que las
ascosporas pudieran caer desde el cuerpo de
fructificacién a la base de la placa que con-

tenfa como medio de cultivo agar-malta
(AM) al 2%. Las placas se incubaron a 20 °C
en oscuridad durante 24 horas. Con el obje-
tivo de obtener cultivos monosporicos, se
recogié en cada placa una sola ascospora
germinada, que se transfirié a una nueva
placa Petri donde se cultivé a 25 °C en oscu-
ridad (Crous, 1998).

La identificacién molecular de especies
de Mycosphaerella se realiz6 mediante
amplificacion, secuenciacién y andlisis de
las regiones ITS del ADN ribosémico.

La extraccién del ADN fingico se Ilevé a
cabo directamente a partir de las lesiones
necréticas de las hojas, y de los cultivos
monosporicos obtenidos. En ambos casos,
para la extraccién se utilizé el kit comercial
EZNA™ Fungal DNA Miniprep Kit (Omega
Bio-tek), siguiendo el protocolo corto pero
sin afadir mercaptoetanol ni RNAsa y
haciendo una homogenizacién previa con un
pistén estéril. Después de pasar la muestra
por los diferentes reactivos del kit, se obtuvo
una solucién de ADN gendmico que se con-
servé a - 20° C.

El ADN molde se amplific6 mediante los
primers ITS1F e 1TS4 (GARDES y BRUNS
1993, WHITE et al., 1990), que amplifican las
regiones ITS1 e ITS2 del ADN ribosomal.
La mezcla de amplificacién consistid en 0,5
pmol de cada primer, 0,75 unidades de Bio-
tag, 1x de tampén de PCR, 1,5 mM de
MgCl,, 0,2 uM de cada dNTP, 1 pl de la
extraccion de ADN y agua estéril hasta un
volumen final de 25 ul. Las condiciones de la
reaccion fueron las propuestas por CROUS et
al. (2004) para Mycosphaerella: desnaturali-
zacion inicial a 96 °C durante 5 minutos,
seguidos de 30 ciclos a 96 °C 30 segundos,
57 °C 30 segundos y 72 °C 90 segundos,
finalmente una extension a 72 °C durante
7 minutos. En todos los ensayos se incluye-
ron controles negativos de extraccién y de
amplificacién (sin ADN), para detectar cual-
quier posible contaminacién, y controles
positivos que consistieron en ADN proce-
dente de las cepas de referencia M. commu-
nis (CBS 114238), M. nubilosa (CBS
113064 y CBS 111445) y M. readeriellop-
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hora (CBS 114240) suministradas por el Dr.
Pedro W. Crous (Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Holanda).

Los productos de PCR se separaron y
visualizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa. Cinco microlitros de cada pro-
ducto de la amplificacién se mezclaron con 2
mL de tampén de carga para llevar a cabo
una electroforesis en gel de agarosa al 2%
(p/v)enTBE 0,5 X a 120 V. En cada gel tam-
bién se incluyé un marcador de 100 en 100
pb (marcador XIV, Roche Diagnostics). Los
geles se tineron con bromuro de etidio (0,5
mg/mL), y se examinaron en un transilumi-
nador de luz ultravioleta.

Para secuenciacion, los amplimeros se puri-
ficaron con el High Pure PCR Product Purifi-
cation Kit (Roche Applied Science). Las reac-
ciones de secuenciacion se llevaron a cabo con
el BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequen-
cing Kit (Applied Biosystems) bajo las
siguientes condiciones: 96 °C 1 min, 25 ciclos
a 96 °C 10 sec,50°C 5's,y 60 °C 4 min. Los
productos de secuenciacion se precipitaron en
etanol (95% vol), se desnaturalizaron a 94 °C
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RESULTADOS

Incidencia y severidad de MLB

De las 209 plantaciones de eucalipto
muestreadas, 193 presentaron 4rboles con
sintomas de MLB, demostrando una amplia
distribucién de la enfermedad en Galicia.
Todas las plantaciones de eucalipto inspec-
cionadas en Pontevedra mostraron hojas con
lesiones y manchas causadas por Mycospha-
erellg. Tanto en A Coruila como en Lugo,
hubo 8 plantaciones libres de MLB. La enfer-
medad afectaba principalmente a 4rboles con
hojas juveniles, aunque también se observa-
ron sintomas de MLB en hojas adultas.

El porcentaje de hojas con lesiones de
MLB por é4rbol fue estimado en las planta-
ciones de A Coruiia y Lugo, y mostré una
mayor incidencia de la enfermedad en A
Corufia (Cuadro 1). De las 88 plantaciones
con MLB en A Coruiia, 49 presentaron

Cuadro 1. Niimero de plantaciones segin la
incidencia (porcentaje de hojas afectadas)

% hojas sintomas A Coruiia Lugo
durante 3 minutos, y se cargaron en un secuen- 0 3 3
ciador ABIPrism™ 310 Genetic Analyzer 50-10% ; 12
(Applied Biosystems). Las secuencias se ana- 5 10-20% ) 0
lizaron con el programa Sequencing Analysis
5.1, y se compararon con las secuencias dis- >20-33% 10 >
ponibles en la base de datos GenBank >33-50% 20 6
(bttp://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando el pro- >30-66% 25 3
grama de alineamiento BLAST (Basic Local >66-75% 21 3
Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., >75-100% 3 4
1997). TOTAL 96 52
Cuadro 2. Numero de plantaciones segiin el nivel de severidad.
Nivel de severidad Pontevedra A Coruiia Lugo TOTAL

Sin dafos 0 8 8 16

1 (>0-6%) 11 13 20 44

2 (>6-12%) 29 44 14 87

3 (>12-25%) 14 29 6 49

4 (>25-50%) 7 2 3 12

5 (>50-75%) 0 1 1

6 (>75%) 0 0 0

TOTAL 61 96 52 209
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drboles con mds del 50% de sus hojas mos-
trando lesiones; sin embargo, en Lugo sélo
12 de las 44 plantaciones sintomdticas mos-
traron 4rboles con mas del 50% de hojas
infectadas.

La severidad de MLB se estim6 en las
tres provincias (Cuadro 2). En Pontevedra,
el nivel de severidad mds abundante fue el
2 (>6-12% del 4rea foliar afectada) (Figura
6). En A Coruiia, el nivel de severidad fue
en su mayoria también el 2, si bien se
encontraron 29 plantaciones con nivel 3,y
2 con nivel 4 (>25-50% del area foliar
afectada), que fue el maximo registrado en
esta provincia (Figura 7). En Lugo se cons-
taté una menor severidad de la enfermedad,
ya que el nivel mas frecuente fue el 1 (>0-
6% del 4rea foliar afectada) (Figura 8).

En ninguna de las plantaciones muestrea-
das se observd el nivel 6 (>75% del érea
foliar afectada), y sélo en un punto de la pro-
vincia de Lugo se estimé el nivel 5 (>50-
75% del érea foliar afectada).

Identificacion de especies

La identificacién molecular se basé prin-
cipalmente en el ADN obtenido directamen-
te de las lesiones foliares, debido a la difi-
cultad de obtener cultivos monospoéricos de
las especies de Mycosphaerella. Los princi-
pales problemas surgieron sobre todo del
lento crecimiento de estos hongos en cultivo
(en la mayor parte de los casos, 1 cm de did-
metro mensual), que llevaron a que las
extracciones de ADN no pudieran llevarse a
cabo hasta unos dos meses después de la lle-
gada del material vegetal al laboratorio. Ade-
mds, esa lentitud de crecimiento aumentd el
porcentaje de contaminacién. A pesar de
esto, se consiguieron cultivos monospéricos
de la mayoria de las muestras (Figura 9).
Cuando el ADN se extrajo a partir de lesio-
nes foliares, los resultados de identificacién
se obtuvieron en menos de 72 horas.

Los primers ITSIF e ITS4 amplificaron
un fragmento de ADN ribosémico de aproxi-
madamente 550 pares de bases en todas las
muestras (tanto de lesiones como de cultivos
monospdricos), y también en los controles

positivos (Figura 10). En los controles nega-
tivos no se obtuvo amplificacidn.

Las secuencias obtenidas mostraron una
homologia superior al 95% con las disponi-
bles en el GeneBank para nueve especies de
Mycosphaerella y uno de sus anamorfos: M.
aurantia A. Maxwell, M. communis Crous &
J. P. Mansilla, M. lateralis Crous & M. J.
Wingfield, M. madeirae Crous & Denman,
M. marskii Carnegie & Keane, M. molleria-
na (Thiim.) Lindau, M. nubilosa (Cooke)
Hansford, M. parva R. F. Park & Keane, M.
readeriellophora Crous & J. P. Mansilla, y
Pseudocercospora  pseudoeucalyptorum
Crous (anamorto).

La identificacion del anamorfo se realizé
s6lo a partir de material obtenido directa-
mente de las lesiones foliares, mientras que
la de M. aurantia lo fue exclusivamente a
partir de cultivos monospdricos. Las restan-
tes 8 especies de Mycosphaerella se identifi-
caron a partir tanto de lesiones como de cul-
tivos monosporicos.

En el Cuadro 3, se muestra el nimero de
identificaciones de cada una de estas 10
especies en las plantaciones de eucalipto
gallegas. Los resultados demostraron que, en
Galicia, la MLB es debida principalmente a
M. nubilosa, si bien en muchos eucaliptales
la enfermedad estd causada por M. parva y
M. molleriana. Las restantes 7 especies mos-
traron una baja incidencia. Mycosphaerella
madeirae, M. marskii y M. readeriellophora
se detectaron en las tres provincias, mientras
que Ps. pseudoeucalyptorum se detectd en
Pontevedra y Lugo, M. communis y M. late-
ralis s6lo en A Coruna, y M. aurantia s6lo en
Pontevedra.

En relacién a la especie de eucalipto, las
diez especies identificadas en este trabajo se
han encontrado en plantaciones de £. globu-
lus. Ademas M. nubilosa y M. parva se
detectaron sobre E. nitens y E. viminalis, M.
madeirae 'y M. molleriana se identificaron
en hojas de E. obliqua,y Ps. pseudoeucalyp-
torum en E. nitens.

La diversidad de especies de Mycosphae-
rella vari6 segin el tipo de hoja. En hojas
juveniles (que constituyeron el 92% del
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Distribucién de los niveles de severidad de
Mycosphaerella en eucaliptos de Pontevedra

8in dafios ® s " -y
Nivel1: >06% @ . E !

Nivdl 2 >6-12% @
Nival 3: >12-25% @
Nivel 4: >25-50% @

Nival 5: >51-75% @
Nivl6:  >75% O

Figura 6. Distribucién de los niveles de severidad de Mycosphaerella en eucaliptos de la provincia de Pontevedra
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Distribucién de los niveles de severidad de

f} . ‘{ Mpycosphaerella en eucaliptos de A Coruifia
[N : Sin defios ® v,
k. Nivell: >06% @ w7 =

L/ Nivel 22 >6-12% @

. Nivel 3: >12-25% @

~ Nivel 4: >25-50% @

I\ Navel 5: >51-79% @
Nvl6:  >79% O ©s

Figura 7. Distribucién de los niveles de severidad de Mycosphaerella en eucaliptos de la provincia de A Corufia.
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Distribucion de los niveles de severidad de -
Mycosphaerella en eucaliptos de Lugo

Smdios  ® .
Nvell: >06% @ i 14

86( Nivel 5: >51-75% @
Mivel6:  >7% O

Y,

Figura 8. Distribucién de los niveles de severidad de Mycosphaerella en eucaliptos de la provincia de Lugo.
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Figura 9. Cultivos monospéricos de. M. nubilosa (1), M. parva (2) y M. molleriana (3).

total), se detectaron las diez especies, mien-
tras que en hoja adulta sélo se identificaron
cuatro: M. nubilosa, M. communis, M. rea-
deriellophora y Ps. pseudoeucalyptorum. En
hojas juveniles, la especie mas abundante
fue M. nubilosa,y Ps. pseudoeucalytorum lo
fue en hojas adultas.

DISCUSION

Los resultados demuestran que la enfer-
medad foliar causada por el género Mycosp-
haerella estd ampliamente extendida en la
gran mayoria de las plantaciones de eucalip-
to de Galicia, afectando principalmente a
arboles de menos de 3 afios, que tienen hojas
juveniles. Es conocido que las especies de
Mycosphaerella se desarrollan mejor en cli-
mas de temperaturas templadas y precipita-
ciones frecuentes (PARK, 1988a), caracteris-
ticas que suelen encontrarse en las zonas
donde se cultiva el eucalipto en Galicia:
franjas costeras de Pontevedra, A Coruifia y
Lugo. Las hojas de los arboles de la provin-
cia de Lugo mostraron en general menor
superficie foliar con lesiones de MLB que
los de Pontevedra y A Coruiia, provincias
con costas més célidas que la lucense.

La aplicacién de técnicas moleculares
permitié la identificacién de nueve especies
de Mycosphaerella y uno de sus anamorfos
implicados en la MLB presente en Galicia.
Con los primers utilizados (ambos universa-
les para hongos), se obtuvo en todos los

casos (a partir de material de las lesiones
foliares y/o de cultivos monospéricos) un
fragmento de ADN ribosémico de aproxima-
damente 550 pares de bases, lo que coincide

Il 2 3 CE C+ C M
e B ATREE D

600 pb
500 pb

Figura 10. Gel de agarosa al 2% mostrando el producto
de amplificacién obtenido con los primers ITS |F-1TS4
en tres muestras de Mycosphaerella (calles 1-3), control
negativo de extraccién (CE), control positivo (C+) y
control negativo de amplificacién (C-). M: marcador
XIV de 100 a 2642 pb.
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Cuadro 3. Nimero de identificaciones hechas para cada especie en cada una de las provincias
Especie Pontevedra A Coruna Lugo TOTAL
M. nubilosa 44 65 14 123
M. parva 3 14 13 30
M. molleriana 8 8 6 22
M. madeirae 3 4 2 9
Ps. pseudoeucalyptorum S 0 4 9
M. marksii 4 3 1 8
M. readeriellophora | 3 2 6
M. communis 0 3 0 3
M. lateralis 0 2 0 2
M. aurantia | 0 0 1
TOTAL 69 102 42 213

con los resultados obtenidos por otros auto-
res para el género Mycosphaerella (CROUS et
al., 2004, 2006). La identificacion a nivel de
especie se consiguié mediante la secuencia-
cién del fragmento.

La especie més frecuente en hojas sintoma-
ticas fue M. nubilosa, que puede considerarse
la principal causante de la enfermedad en
arboles jovenes de los eucaliptales del noroes-
te de Espafia, como también sucede en arboles
jévenes de E. globulus en Sudéfrica y Austra-
lia (PARK y KEANE 1982B; CARNEGIE et al.
1998; HUNTER, 2002). Los primeros trabajos
sobre MLB hicieron pensar que M. nubilosa
s6lo era capaz de infectar hojas juveniles,
penetrando por los estomas del envés (PARK,
1988b); sin embargo, en este trabajo se ha
encontrado también en hojas adultas, lo que
coincide con estudios recientes realizados por
CROSS et al. (2004) y MAXWELL (2004).

Las otras nueve especies identificadas,
salvo M. molleriana y M. parva, se detecta-
ron en pocas plantaciones.

Mpycosphaerella molleriana se encontré
en el 10% de los eucaliptos sintométicos
gallegos. Curiosamente, en los primeros tra-
bajos sobre Mycosphaerella en eucalipto, se
consideraba a M. molleriana como la princi-
pal causante de MLB en muchos lugares del
mundo (Crous 1998, MaxwegLL, 2004).
Incluso en Espaiia, la primera referencia de
Mycosphaerella en eucalipto cita a esta espe-
cie como responsable de la enfermedad

(RuPEREZ y MuRoz, 1980). Sin embargo, la
presencia de M. molleriana en estudios pos-
teriores sélo pudo ser confirmada en Portu-
gal (donde fue descrita originalmente) y en
California (CroUS, 1998).

Mycosphaerella parva aparecié en el
12% de las muestras foliares. En general,
se considera como una especie sapréfita
asociada a lesiones viejas de M. nubilosa
(Park y KEANE, 1982a), aunque hay auto-
res que sugieren que podria comportarse
como patégena (CARNEGIE y KEANE,
1994).

De las 10 especies encontradas en el
presente trabajo, ocho (M. communis, M.
lateralis, M. marksii, M. molleriana, M.
nubilosa, M. parva, M. readeriellophora, y
Ps. pseudoeucalyptorum) ya habfan sido
identificadas por Crous et al. (2004, 2006)
sobre material vegetal de E. globulus reco-
gido en Galicia. La deteccion adicional de
dos nuevas especies, M. madeirae y M.
aurantia, confirma la alta diversidad del
género Mycosphaerella en eucaliptales de
Galicia. La identificacién de M. madeirae
sobre Eucalyptus globulus y E. obliqua y
de M. aurantia sobre E. globulus constitu-
yen la primera referencia de estas especies
como causantes de MLB en Espafia.

Es necesario el estudio del ciclo bioldgico
de las especies de Mycosphaerella encontra-
das en los eucaliptales gallegos, de las con-
diciones de clima que pueden favorecer su
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persistencia, y de su patogenicidad. Todos AGRADECIMIENTOS

ellos aspectos que permitirdn un mejor cono-
cimiento de la enfermedad y desarrollar
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ABSTRACT

OtERO, L., AGUIN, O., SAINZ, M. J., MansILLA, J. P. The genus Mycosphaerella on
Eucalyptus stands of Galicia. Bol. San. Veg. Plagas, 33: 503-516.

Mycosphaerella genus comprises more than 30 species which are reported pathogens
of Eucalyptus, causing a disease known as Mycosphaerella leaf blotch (MLB) or
Mycosphaerella leaf disease (MLD). The main symptoms of MLB are necrotic leaf spots,
which significantly reduce photosynthetic activity in the plant and consequently its
growth and timber production. Eucalypt stands were surveyed in Pontevedra. A Coruiia
and Lugo provinces (Galicia, NW Spain) in 2005-2007, with the aim of studying the dis-
tribution of MLB and identifying the Mycosphaerella species involved. Ninely percent of
Galician eucalypt stands showed trees with MLB symptoms, young tree stands being
more severely affected. By using molecular diagnostic techniques on symptomatic leaf
material, nine Mycosphaerella species and the anamorph Pseudocercospora pseudoeu-
calyptorum were identified. Two species, M. madeirae and M. aurantia, are first repor-
ted in Spain. Mycosphaerella nubilosa can be considered as the main agent of MLB in
Galicia, since it was detected in 60% of the affected eucalypts.

Key words: eucalypt, necrotic leaf spots, MLB, Mycosphaerella nubilosa.
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