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Imagen de Portada: Pseudoparafisos en pseudotecio (Hanlin,2001)
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Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not.

GENERALIDADES

El tizon del tallo o muerte regresiva, causado por el hongo Botryosphaeria dothidea, es
una de las enfermedades mas destructivas de los ardndanos (Smith, 2009; Scarlett et al,,
2019), y que también puede afectar cultivos como el almendro, manzana, mango y
melocoton (Faith, 2008). Es mas comun encontrarlo en su estado anamorfo Fusicoccum
aescull.

Botryosphaeria dothidea, se encuentra presente en Australia, China, Corea y Estados
Unidos (Scarlett et al,, 2019; Choi et al,, 2011; Yu et al,, 2012; Smith, 2009).

INFORMACION TAXONOMICA
Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not
Sinonimias

Sphaeria dothidea (Moug.) Petr.

Caumadothis dothidea (moug.) Petr.

Fusicoccum aesculi (Corda) (anamorfo)

Physalospora suberumpens Ellis & Everh.

Nombres comunes

Bark dieback disease (inglés)

Cane canker of blackberry (inglés)

Gummosis disease of blueberry (inglés)

Muerte regresiva de la corteza del arandano (espanol)

Tizon del tallo (espanol)

Posicién taxonémica

Fungi, Ascomycota Botryosphaeriales Botryosphaeriaceae, Botryosphaeria dothidea
(Crous et al., 2004; CABI, 2019)

SINTOMAS

De manera general, Botryosphaeria dothidea se manifiesta a través de pequenas
Mmanchas oscuras que crecen formando cancros, causando deformacion de las hojas,



agrietamiento de la corteza, secado y muerte de las hojas, ramasy de la planta completa.
En las primeras etapas de la infeccion, las hojas de las ramas afectadas se tornan
amarillas o rojizas, conforme avanza la enfermedad, se vuelven marron y permanecen
adheridas a los tallos los cuales se tornan descoloridos e internamente con coloracion
café (Figura 1) (Faith, 2008; Choi et al,, 2011; Yu et al., 2012; Cline, 2013; Stafine et al,, 2020;
SENASA,; 2021).

Figura 1. Sintomas causados por Botryosphaeria dothidea en arandano. a) Hojas color amarillo
y rojizo. b) Agrietamiento en ramas. c) Decoloracion interna de tallos. d) Coloracion café en
tallos. Tomado y modificado de: a, c y d) Cline (2013), b) Stafine et al. (2020)

DETECCION E IDENTIFICACION

La identificacion de Botryosphaeria dothidea (anamorfo: Fusicoccum aesculi) se basa
en las caracteristicas morfomeétricas del hongo, obtenidas mediante observacion directa
al tejido vegetal infectado, cortes histologicos e incubacion.

Observacion directa

Observar hojas y tallos con presencia de sintomas, con ayuda de un microscopio
estereoscopico buscar signos del hongo (picnidios, conidios, pseudotecios, ascas,
ascosporas) y realizar montajes permanentes para la observacion de las estructuras en
un microscopio compuesto. Obtener las medidas del largo y ancho de al menos 10
ascocarpos, ascas y ascosporas, el intervalo y la media de estos. Comparar las
caracteristicas observadas con las reportadas por la literatura para Botryosphaeria
dothidea.

Cortes histolégicos

A partir de material vegetal con sintomas sospechosos de la enfermedad, bajo
microscopio estereoscopico localizar estructuras (picnidios, ascostromas). Realizar cortes
de no mas de 3 mm de grosor, y montajes temporales con cubreobjetos o permanentes
con anillo de parafina, con medio de montaje de glicerina al 5% con azul de Nilo, para
la observacion de las estructuras en un microscopio compuesto. Obtener las medidas
del largo y ancho de al menos 10 de cada una de las estructuras observadas (picnidios,
conidios, ascopacarpos, ascas, ascosporas), registrar maximos y minimos, asi como el



promedio de estos. Comparar los valores observados con los reportados por la literatura
para la identificacion a nivel de especie.

Incubacion en papel secante

Obtener fragmentos de aproximadamente 1 cm? del tejido vegetal con sintomas,
desinfectar el tejido con una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % durante 2 min,
enjuagar tres ocasiones con agua destilada estéril y secar sobre papel absorbente estéril.
Colocar el tejido vegetal en cadmara humeda estéril e incubar a 25 + 3 °C y al menos 80
% de humedad relativa, durante cuatro dias.

Incubacion en medio de cultivo

Sembrar los fragmentos de tejido vegetal desinfectados y secos en cajas Petri con medio
de cultivo papa dextrosa agar (PDA) e incubar 25 + 3 °C por cuatro a cinco dias. Obtener
cultivos puros monoconidiales en medios de cultivo PDA, Agar Agua (AA) o Avena Agar
(OA), incubar bajo las condiciones descritas anteriormente y preparar montajes
temporales con cubreobjetos o permanentes con anillo de parafina, con medio de
montaje de glicerina al 5 % con azul de Nilo, de las estructuras para su observacion al
microscopio compuesto. Obtener las medidas del largoy ancho de al menos 10 de cada
una de las estructuras observadas (peritecios, ascas, ascosporas, picnidios, conidios), a fin
de obtener el intervalo y la media de estos. Comyparar valores con los descritos para
Botryosphaeria dothidea o Fusicoccum aesculi.

Caracteristicas morfométricas
Botryosphaeria dothidea

Ascostroma pseudotecial de 200-500 pm diam. Pseudotecio formmando un agregado

de hasta 100 um, a veces solitario, errumpente a traves del tejido (Figura 2a), de forma

globosa con cuello ostiolar corto y central, papilado o no, de color marron a negro; pared
pseudotecial, con 5-15 capas de textura angulares, region externa de células de color
marron, region interna de 2-4 capas de células hialinas que recubren el [6culo (Hanlin,
2007; Zapatillas, 2000, citado por Crous et al., 2004).

Pseudoparafisos filiformes, septados, rara vez ramificado hacia la punta, de 2-4 um de

ancho (Figura 2b). Ascas bitunicadas, clavadas a oblongas, de 63-125 x 16-20 pm, con 8
ascosporas (Figura 2c, 2d). Ascosporas de forma fusoide a ovoide, a veces con extremos
conicos dando un aspecto elipsoide (Figura 2e, 2f), de (17-)19-24(-32) x (6-)7-8(-10) um,

unicelular, hialinas, lisa con contenido granular (Hanlin, 2001; Zapatillas, 2000, citado por
Crous et al., 2004).



25 um

e

Figura 2. Botryosphaera dothidea. a) Ascostroma pseudotecial, errumpente en
tejido vegetal. b) Pseudoparafisos en pseudotecio. c y d) Ascas bitunicadas. ey
f) Ascosporas fusoides. Tomado y modificado de a-c y e) Hanlin (2001), d y f) Qiu
et al. (2008)

Fusicoccum aesculi

Presenta picnidios errumpentes de la epidermis del tejido vegetal (Figura 3a), conidios
fusiformes a subclavados, subtruncado con base redondeada (Figura 3a-3i), de (17-)18-
20(-22) x 4-5 um, hialinos, unicelulares (Figura 3 b, 3d), rara vez formando un tabique

antes de la germinacion (Figura 3c, 3e-3i), con contenido granular. Células



conidiogénicas holoblasticas, hialinas, subcilidricas (Figura 3b), de 6-20 x 2-5 um, con 1-2
proliferaciones y engrosamiento periclinar. Espermacia unicelular, hialina, alantoide o en

forma de varilla, 3-6 x 1.5-2 um. Espermatoforos hiatolinea, cilindrico a subcilindrico, 4-10

x 1-2 um (Zapatillas, 2000, citado por Crous et al., 2004; Phillips et al,, 2005).

Figura 3. Fusicoccum aesculi, anamorfo de Botryosphaeria dothidea. a)
Corte longitudinal de picnidios desarrollados sobre medio de cultivo avena
agar. b) Célula conidiogénica. c) Conidio septado y oscuro. d) Conidio
aceptado, hialino. e-i). Pared oscura en conidios con 0-2 septos. Escala: a)
100 pm, b-i) 10 pm. Tomado y modificado de: Phillips et al. (2005)

Caracteristicas culturales

Colonias en PDA y OA, color blanco con 4-5 dias de incubacion a 25 °C, color olivaceo a
los 12 dias, convirtiendose en gris olivaceos a negro violaceo a los 21 dias, con estela
micelial escasa a moderadamente densa, aprensada. Temperatura optima para el
crecimiento 25(-30) °C, la colonia alcanza un radio de 50 mm en PDA después de 4 dias
a 28 °C en la oscuridad. Picnidio superficial, globoso, en su mayoria solitario y cubierto
por micelio (formado en Agar Agua (AA) sobre ramitas esterilizadas de Malus spp.



Eucalyptus spp., Populus spp. o aciculas de Pinus spp. en 7-14 dias). Conidios largos y
fusiformes, de (20-)23-27(-30) x 4-5(-6) pm. (Zapatillas, 2000, citado por Crous et al., 2004;
Yu et al, 2012).

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Reportar el diagndstico positivo cuando las caracteristicas morfométricas observadas
correspondan a las descritas por la literatura de referencia para Botryosphaeria
dothidea, de lo contrario reportar el diagnostico negativo.

En caso de resultar positivo, debera conservarse el tejido vegetal infectado, mediante su
deshidratacion en prensa botanica. Conservar evidencia fotografica de los sintomas y
signos del hongo encontrados, asi como de los pseudotecios, pseudoparafisos, ascas y
ascosporas del hongo. Ademas, deben conservarse preparaciones permanentes con
anillo de parafina, debidamente etiquetadas.

Requerimientos para corroboracion: Informe técnico, muestra problema, montajes y
fotografias de estructuras o especimenes.
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AVISO

La metodologia descrita en la presente ficha técnica para la deteccion de
Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. & De Not, tiene un sustento cientifico que
respalda los resultados obtenidos al aplicarlo. La incorrecta implementacion o
variaciones en la metodologia especificada en este documento de referencia pueden
derivar en resultados no esperados, por lo que es responsabilidad del usuario seguir y
aplicar el procedimiento de forma correcta.
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