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RESUMEN

Aislados fungicos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, obtenidos de
almendros que mostraban decaimiento generalizado y muerte de ramas en una zona
de unas 1000 ha al este de Mallorca, fueron inoculados en laboratorio y en campo, con
el objetivo principal de determinar su patogenicidad y estudiar su contribucion a la
sintomatologia observada. Se utilizaron dos tipos de material vegetal de almendro:
ramas delgadas de 1-2 cm diametro y ramas gruesas de unos 5-10 cm de diametro, de
9 variedades tradicionales y comerciales cultivadas en Mallorca. Los hongos
estudiados fueron dos aislados de Neofusicoccum parvum y uno de N. luteum,
representativos de las especies aisladas con mayor frecuencia, y un aislado de
Diplodia corticola, detectado Unicamente en una muestra. A los 15 dias de las
inoculaciones, tanto en campo como en laboratorio, se tomaron medidas de la lesion
causada por el hongo. Neofusicoccum parvum produjo significativamente las lesiones
mas extensas sobre todas las variedades de almendro estudiadas, seguido de N.
luteum, mientras que D. corticola no causo lesiones significativamente diferentes a las
observadas en los controles. En todos los casos se procedié con éxito al reaislamiento
de los hongos inoculados, comprobandose los postulados de Koch. Ademas, se
observaron diferencias significativas en la sensibilidad de las distintas variedades de

almendro.



INTRODUCCION

El almendro (Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb), procede probablemente de zonas
calidas de Asia desde donde fue introducido en la Cuenca Mediterranea por los
fenicios y, desde alli, expandido por los romanos. Actualmente se cultiva en todo el
mundo, aunque son los paises riberefios el mediterraneo y de Norte América los

mayores productores (Agusti, 2004).

Segun datos de la FAO, en 2010 la produccion mundial de almendra fue de 2,5
millones de toneladas, de las cuales 1,4 millones fueron producidas en Estados
Unidos (California), siendo éste el principal pais productor, seguido de Espafa con
221.000t, Irdn con 158.050 t, Marruecos con 102.170 t y Siria con 90.000 t.

Las principales regiones productoras de almendra en Espafa en 2009 fueron Aragén
(54.604 1), Andalucia (53.958 t), Murcia (44.943 t) y la Comunidad Valenciana (44.239
t). Baleares ocup6 el sexto lugar con 5.521 t. La produccion habia bajado
drasticamente respecto a los afios anteriores, 13.580 t en 2008 y 15.080 en 2007.
(M.A.R.M 2010, 2009 y 2008)

El cultivo del almendro en Mallorca data de muy antiguo, se cree que fue introducido
por los Romanos. Un momento importante para el aumento del numero de
plantaciones fue en el siglo XIX, cuando muchas plantaciones de vid atacadas por
filoxera fueron sustituidas por almendros. Durante el siglo XX continué el incremento

de siembra de almendros que en 1982 ocupaban 55.000 hectareas.

A patrtir del afio 1992 la mayor parte de las explotaciones de cultivo de almendra se
incluyeron en planes de mejora y ayudas como los de la Politica Agraria Comun,
constituyéndose a su vez las Organizaciones de Productores de Frutos y Hortalizas
(OPFHSs) para la recepcién de las ayudas europeas. Con el impulso de las ayudas el

sector se estructurd, potenciandose su profesionalizacién y competitividad.

Sin embargo, los planes de mejora también impulsaron el arranque de plantaciones de
arboles viejos de variedades locales, con mas de 25 afios, y sustitucion por nuevas
variedades con, a priori, mejor salida comercial y que no se cultivaban en Mallorca
hasta ese momento. A esto también ha contribuido la no disponibilidad de variedades
autéctonas en los viveros. En definitiva, se ha contribuido a la pérdida de muchas

variedades locales, algunas de ellas mas productivas y atractivas comercialmente.



Segun el Informe de diagnostico sobre el sector de la almendra de Mallorca
(Conselleria d’Agricultura i Pesca, 2009), en 2010 tan solo se esperaba cosechar 400 t
de almendra, debido segun a las malas condiciones climéticas del 2009. A esto se le
une la constante bajada de precios que se refleja un afilo mas en el precio para la
almendra sin cascara fijado en 2 euros, mientras que en la anterior campafa se

pagaba a 3,2 euros.

El decaimiento de los almendros y los hongos de madera.

El decaimiento y muerte de almendros se esta estudiando en Mallorca en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Conselleria d’Agricultura i Pesca de Baleares
desde 2008. Principalmente se han analizado muestras de almendros procedentes
parcelas alrededor de Son Carri6, localidad situada al este de la isla de Mallorca, y que

se considera el foco inicial de esta problemaética.

Los almendros que se han analizado tenian diversas edades y mostraban sintomas de
decaimiento con brotaciones deficientes, hojas pequefias y cloréticas, y seca de ramas
(Figura 1). Internamente, en las ramas se observaron necrosis sectoriales,
punteaduras oscuras, madera esponjosa, etc. (Figuras 2 y 3). Estos sintomas son
similares a los causados por algunos hongos de madera, especialmente los
pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, que han sido muy estudiados en otros
cultivos, principalmente en la vid (EI-Goorani et al. 1972; Phillips 1998; Armengol et al.
2001; Phillips 2002; Van Niekerk et al. 2004; Taylor et al. 2005, Urbez-Torres 2006a y
b; Martos 2008).

Prospeccién preliminar

En el afio 2009 se realiz6 una prospeccion en la zona afectada, analizdndose 25
muestras de almendros. Los resultados de los andlisis en laboratorio confirmaron la
presencia abundante en los arboles sintomaticos de hongos pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae. Ademas, se descartaron otros posibles agentes causales como

Phytophthora spp., Armillaria mellea, Pseudomonas spp. o Agrobacterium spp.

En concreto, se identificaron Diplodia corticola A.J.L. Phillips, A. Alves & J. Luque
2004, Neofusicoccum luteum (Slippers, Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers &
A.J.L. Phillips (2006) y N. parvum (Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L.
Phillips (2006).



Figuras 2 y 3. Necrosis sectoriales internas
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- ' ’ "y punteaduras observadas en las ramas de
Figura 1. Aspecto general de un almendros con sintomas de decaimiento y
almendro afectado por decaimiento y seca en Mallorca. Las imagenes fueron
seca en Mallorca. La imagen fue tomada tomadas en mayo y junio de 2010
en el mes de Junio de 2010. respectivamente.

La clasificacion de la familia Botryosphaeriaceae

La familia de hongos Botryosphaeriaceae pertenece orden Botryosphaeriales, dentro
de los ascomicetos. Son hongos que poseen un ciclo biolégico con una fase sexual o

teleomorfo poco comun y una fase asexual o anamorfo mucho mas frecuente.

El género Botryosphaeria fue descrito inicialmente por Cesati y De Notaris (1863) y
posteriormente ha sido revisado por diversos autores que contribuyeron a la
caracterizacion morfologica del género y a la taxonomia y sistematica del grupo
(Saccardo 1877; Von Arx y Miiller 1975; Eriksson 1981; Schoch et al. 2006).

La identificacion de las especies de Botryosphaeriaceae se ha abordado desde los
afios 60 a través de las caracteristicas del anamorfo (fase asexual) debido a la
escasez de teleomorfos en la naturaleza y a sus caracteres poco variables. Sin
embargo, la taxonomia de los géneros anamoérficos es en ocasiones confusa (Martos,
2008).

Diversos fueron los estudios que apoyaban la division en dos Unicos géneros de

anamorfos Diplodia Corda y Fusicoccum Fr. (Denman et al. 2000; Phillips 2002, Alves
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et al. 2004; Slippers et al. 2004). Sin embargo, hay numerosos anamorfos con
caracteristicas intermedias entre Diplodia y Fusicoccum y hay varios registros de
especies fuera de las Botryosphaeriaceae con anamorfos aparentemente tipicos de
Botryosphaeria s. str. (Crous et al., 2006).

Re-evaluaciéon de Botryosphaeria

La taxonomia de los géneros y especies de Botryosphaeriaceae ha sido confusa
durante muchos afios, lo que dificultaba la interpretacion de la bibliografia en cuanto a
su caréacter endofito, patogenicidad y especificidad. (Slippers y Wingfield 2007).

Actualmente, los trabajos recientes basados en el estudio de secuencias de ADN (ITS,
EF-1a, B-tubulina) han contribuido a aclarar algunas las controversias dentro de los
Botryosphaeriaceae (Van Niekerk et al. 2004; Phillips et al 2005; Slippers et al. 2004;
Urbez-Torres et al. 2006a).

Crous et al. (2006) completaron el conocimiento de la familia Botryosphaeriaceae al
analizar las secuencias de ADN del gen que forma la subunidad grande del ribosoma
(LSU). Estos autores segregaron Botryosphaeria en varios géneros anamorficos
reservando el nombre tipo para Botryosphaeria dothidea (anamorfo: Fusicoccum
aesculi). Analizando las relaciones filogenéticas de los anamorfos establecieron 11

clados, confirmando géneros existentes y definiendo otros nuevos.

Ecologia, variabilidad y patogenicidad de Botryosphaeriaceae en almendro

Las especies de la familia Botryosphaeriaceae se distribuyen en zonas de climas
templados y tropicales por todo el planeta (Barr 1972). La mayor parte de los géneros
incluidos en esta familia se han considerado endéfitos y se han encontrado en casi
todas las plantas lefiosas que se han analizado, tanto en angiospermas como en
gimnospermas (Slippers y Wingfield 2007). Generalmente sus especies se han
descrito como saprofitas (Smith et al. 1996), y ocasionalmente parésitas, causando
chancros, decaimiento y otras enfermedades en hospedadores lefiosos (Michailides
1991; Phillips 2002; Slippers et al. 2004, Denman et. al. 2003). De hecho, Von Arx y
Muller (1954) habian descrito las especies de Botryosphaeriaceae como cosmopolitas

causantes de chancros en un amplio numero de hospedantes lefiosos.



En frutales, el complejo de las Botryosphaeriaceae representa un grupo de
importantes patdégenos que se asocian a podredumbres de frutos, manchas foliares,
chancros, decaimiento de ramas e incluso la muerte de la planta (Brown y Britton,
1986; Pussey et al. 1995).

En el género Prunus, Damm et. al. (2007), abordaron el estudio de los frutales
cultivados cerca de vifiedos en Sudafrica, donde se habian encontrado previamente
decaimientos causados por Botryosphaeriaceae (Van Niekerk 2004). El objetivo era
conocer si los Prunus podian actuar como fuente de indculo o hospedantes
alternativos. Estos autores encontraron 8 especies distintas de Botryosphaeriaceae
asociadas a sintomas de enfermedad en los frutales y demostraron su patogenicidad.
Sin embargo, no disponian de ningun aislado procedente de almendro. Fue en un
trabajo similar de Slippers et al. (2007), cuando se incluyé un aislado de almendro
entre los 50 estudiados, procedentes de frutales de hueso y pepita. Se encontraron
seis grupos distintos de Botryosphaeriaceae, identificandose el aislado de almendro
como Neofusicoccum australe, aunque este trabajo no incluia ensayos de

patogenicidad.

Martos (2008), realiz6 un test de patogenicidad de 4 especies de Botryosphaeriaceae
(Botryosphaeria dothidea, Diplodia seriata, Neofusicoccum luteum y N. parvum) en
almendro, entre otras especies vegetales mediterraneas, para evaluar su papel como
posible hospedador alternativo a la vid. El resultado fue que el todas las especies
vegetales ensayadas fueron susceptibles a todos los hongos inoculados, mostrando
necrosis, chancros y fructificaciones. El almendro, junto con el melocotonero, fueron
las plantas mas sensibles en cuanto a la longitud de la lesiébn producida tras la

inoculacion.
OBJETIVO

Por todo lo mencionado anteriormente, en este trabajo se plante6 la necesidad de
realizar una evaluacién de la patogenicidad de aislados de las especies Diplodia
corticola, Neofusicoccum luteum y N. parvum obtenidos de almendros con sintomas de

decaimiento en Mallorca y estudiar asi su papel sobre la sintomatologia observada.



MATERIAL Y METODOS
Inoculaciones en laboratorio

Se utilizaron 9 variedades de almendro cultivadas en Mallorca: Vivot, Verdereta, Pou,
Pons, Jordi, Guara, Marsbovera, Ferragnes y Glorieta. Las cinco primeras son
variedades autoctonas tradicionales en Baleares, mientras que las cuatro Ultimas son
variedades introducidas, recomendadas en los planes de mejora del cultivo que
tuvieron lugar a partir de los afios 90. Se inocularon dos tipos de material vegetal
procedentes de arboles asintomaticos: ramas delgadas, de 1-2 cm didmetro y unos 30
cm de longitud (Figura 4) y ramas gruesas, de 5-10 cm de didametro y unos 50 cm de
longitud (Figura 5)

Ambos tipos de ramas fueron inoculadas con dos aislados de N. parvum (NP1 y NP2),
uno de N. luteum (NL) y uno de D. corticola (DC), todos ellos aislados previamente de
muestras de campo. Como control se inoculé con medio de cultivo patata dextrosa
agar (PDA).

Para inocular las ramas delgadas se realiz6 un pequefio corte superficial de unos 5
mm de ancho y 10 mm de largo en la corteza con un bisturi a modo de pestafia y se
colocé en el interior una porcion del hongo crecido previamente en medio PDA.
Posteriormente se cerr6 la pestafia y todo el conjunto se envolvié con PARAFILM®. Se
hicieron 4 repeticiones por cada aislado y las ramas se colocaron en recipientes con

unos 50 cc. de agua (Figura 4).

Para inocular las ramas gruesas se utiliz6 un sacabocados de 5 mm de didmetro con
el que se extraia una porcién de corteza y se introducia una del hongo. A continuacion
se tapaba con la corteza previamente extraida y se cerraba el conjunto con
PARAFILM®. En este caso se hicieron 5 repeticiones por aislado y, para mantener la

humedad del material, se emple6 papel humedecido en los extremos de las ramas.
Inoculaciones en campo

Posteriormente, se escogieron en una parcela experimental arboles de dos variedades
comerciales de almendro representativas, Ferragnes y Glorieta, que fueron inoculadas
con los mismos hongos utilizados en las inoculaciones de laboratorio. Para ello, se

hicieron 5 repeticiones por aislado y se procedié de similar manera que el caso de las



ramas gruesas en laboratorio, es decir, realizando la inoculacibn mediante un

sacabocados, en ramas de unos 5-10 cm de grosor (Figura 6).

En todos los ensayos, las lecturas de resultados se efectuaron a los 15 dias tras las
inoculaciones. Para ello se descortezd el material inoculado y midio la longitud de la
lesién producida por el hongo bajo la corteza, en caso de que se ésta se hubiera

producido.

Tanto en el ensayo de laboratorio como en el ensayo de campo, se procedié al
reaislamiento de los hongos inoculados, una vez se habian leido los resultados. Para
ello se realizaron aislamientos en medio de cultivo MEAS (agar, extracto de malta,

streptomicina) a partir de fragmentos de madera de almendro.

Figura 4. Inoculaciones en laboratorio de Figura 5. Inoculaciones en laboratorio de
ramas delgadas. ElI material vegetal ramas gruesa, en este caso las ramas tenian
inoculado se coloc6 en matraces tipo un didmetro aproximado de entre 5y 10 cm. y
Erlenmeyer de 250 ml con unos 50 ml de una longlitud de unos 50 cm.

agua.

Figura 6. Inoculaciones en campo. Como en el resto de inoculaciones se
protegid la herida con PARAFILM®.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al descortezar el material inoculado 15 dias después de la inoculacién, se observaban
lesiones necr6ticas de longitud variable (Figura 7), cuyos valores medios de longitud
para los distintos experimentos se presentan en las Tablas 1, 2y 3.

Figura 7. Resultados de las inoculaciones en laboratorio para la
variedad Ferragnes. 1.Diplodia corticola, 2. Neofusicoccum parvum-1, 3.
N. luteum, 4. N. parvum-2, 5. Control (PDA).

Tabla 1.- Longitud media (mm) de la lesion producida bajo la corteza de las ramas delgadas de

almendro de distintas variedades a los 15 dias de la inoculacién en laboratorio.

Aislado Vivot Verdereta Pou Pons Jordi Guara Masbovera Ferragnes | Glorieta
DC 8,5 ™ 15,5 13,75 | 17,25 | 16,25 | 7,75 13,5 "% 11,25™ 85
NP1 100 % 36,5 45,25 47,55 | 139,25% | 71,5°* 108,25 53% 78%*
NP2 | 139,25°% | 101,25 °® 93,75 | 76,75°® | 135,25%° | 54,75% 755 31% 123%
NL 34,75 38,25 40,25 24,75" | 142,75%° | 119,75 | 108,75 40,25%° 119"
PDA 7,75™ 13,25 10,25 7,75 16,25" 16"° 8" 0% 14,5

Valores medios a partir de 4 repeticiones. Las letras mayusculas distintas representan que hay diferencias
significativas (ANOVA, Duncan, a=0,05) entre aislados inoculados en una misma variedad. Las letras minusculas
distintas representan que hay diferencias significativas (ANOVA, Duncan, a=0,05) entre variedades inoculadas con un

mismo aislado.
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Tabla 2.- Longitud media (mm) de la lesion producida bajo la corteza de las ramas gruesas de

almendro de distintas variedades a los 15 dias de la inoculacién en laboratorio.

Aislado Vivot Verdereta Pou Pons Jordi Guara Masbovera | Ferragnes | Glorieta
DC 5" 5t 5,5" 5" 5" 5t 5" 5" 5"
NP1 | 127,75 137 204,5 % 336,25% 238,25% 86° 132,5%° 72,25% | 164,25%™
NP2 | 90,75%%° | 14525 | 151,15°% 334,5% 228%¢ | 129,7°%° | 163,25 84 185,25
NL | 2675% | 33,50 90 708 217,5% | 176%% 196° 37,75 | 126
PDA 5" 57 5 5 5 5 5 57 57

Valores medios a partir de 4 repeticiones. Las letras mayusculas distintas representan que hay diferencias

significativas (ANOVA, Duncan, a=0,05) entre aislados inoculados en una misma variedad. Las letras minUsculas

distintas representan que hay diferencias significativas (ANOVA, Duncan, a=0,05) entre variedades inoculadas con un

mismo aislado.

Tabla 3.- Longitud media (mm) de la lesién producida bajo la corteza de las ramas de almendro

de las variedades Ferragnes y Glorieta a los 15 dias de la inoculacién en campo.

Aislado Ferragnes Glorieta
DC 5,8™ 10,47
NP1 35,4 39,6%
NP2 47,45 79,6°°

NL 2548 26,4%
PDA 6,8" 4,2%

Valores medios a partir de 5 repeticiones. Las letras maylsculas
distintas representan que hay diferencias significativas (ANOVA,
Duncan, a=0,05) entre hongos inoculados en una misma variedad.
Las letras minGsculas distintas representan que hay diferencias
significativas (ANOVA, Duncan, a=0,05) entre variedades inoculadas
con un mismo hongo.

12



De los resultados obtenidos en las inoculaciones en laboratorio y tras su andlisis
estadistico se desprende que, en general, los dos aislados de N. parvum y el aislado
de N. luteum produjeron las lesiones méas severas. En concreto, el aislado NP2
produjo las lesiones mas extensas y con diferencias significativas respecto a DC y al
control (PDA) en todas y cada una de las variedades tanto en rama delgada como en
rama gruesa. Por su parte el aislado NP1 present6 diferencias significativas respecto a
DC vy al control en todas las variedades pero solo en el caso de las inoculaciones
sobre rama gruesa. Las inoculaciones con NL mostraron tanto en rama gruesa como
en rama delgada diferencias significativas respecto a DC y el control pero sélo en
algunas variedades. Por su parte, DC no present6 diferencias significativas, ni en rama

gruesa ni en rama delgada, respecto al control.

En cuanto a la respuesta de las variedades, se han encontrado diferencias
significativas entre variedades de almendro respecto a las lesiones que les producen
los hongos inoculados, siendo Ferragnes en general la variedad con lesiones
significativamente inferiores que las variedades tradicionales como Jordi, Pons o Vivot,

y también respecto a otras introducidas como Glorieta o Masbovera.

En las inoculaciones de campo los resultados fueron similares a los obtenidos en
laboratorio, siendo de nuevo N. parvum el hongo que causé las lesiones mas
extensas. Se observaron diferencias significativas en los resultados de N. parvum
respecto a las otras dos especies fungicas inoculadas, e incluso entre los dos aislados
de N.parvum, siendo NP2 el aislado que produjo las lesiones de mayor tamafio. Estos
resultados son comunes a las dos variedades ensayadas aunque hay una gran
diferencia de sensibilidad al aislado NP2 entre las dos variedades ensayadas, como se
muestra en la Tabla 3, habiéndose mostrado la variedad Glorieta significativamente

mas sensible.

En todos los casos se reaislaron con éxito todos los hongos inoculados, cumpliéndose

asi los postulados de Koch.

Este trabajo demuestra que hongos de la familia Botryosphaeriaceae aislados de
almendro se pueden comportar como patdgenos en este cultivo que, a su vez
manifiesta una distinta sensibilidad varietal a las lesiones producidas por dichos

hongos.

Como hemos comentado, en estudios recientes publicados sobre Botryosphaeriaceae
también se ha visto que son cada vez mas los hongos de esta familia que se pueden
13



considerar patégenos primarios. Sin embargo, el género Prunus esta poco estudiado a
ese respecto por lo que consideramos importante seguir avanzando y profundizando
en la linea que inicia este trabajo. De este modo, en un futuro los estudios de
patogenicidad deberian incluir mas aislados de Botryosphaeriaceae e incluso de otros
hongos de la madera que también afectan al almendro, més variedades de este cultivo

y evaluar las condiciones en las que se desarrollan las infecciones.
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