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Decaimiento de la encina A

Quercus ilex causado por el
Diplodia corticolaen los G e
encinares de Menorca

o rias, Foto 1. Encina con numerosas ramillas secas causadas por Diplodia corticola.

El decaimiento severo de las encinas (Quercus ilex L.) y robles (Quer-
cus suber L.) en la cuenca del Mediterraneo ha sido atribuido a facto-
res abidticos como la sequia y bioticos como los hongos patogenos y los
insectos perforadores. Este estudio tuvo como objetivo identificar el
agente causante de los sintomas de marchitamiento en cuatro encina-
res de Menorca, caracterizados por chancros externos, lesiones necro-
ticas, muerte regresiva, hojas marrones adheridas a las ramas durante
meses. Se realizaron andlisis moleculares (ITS nrDNA, tefl, tub2) que
permitieron identificar consistentemente a Diplodia corticola como el
principal patdgeno. Este es la primera cita de D. corticola en las encinas
delasIslas Baleares, lo que resalta suimportancia como agente patoge-
no en los encinares de laregion. Este hallazgo confirma que la enferme-
dad del chancro causada por D. corticolaesla especie mas ampliamente
distribuida y la mas virulenta de los encinares del mediterraneo.
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La isla de Menorca se encuentra en
el archipiélago Balear, situada en el
centro del Mediterraneo Occidental,
donde se canaliza fuertes vientos
provenientes de Europa. El clima es
considerado mediterraneo  subhu-
medo con una temperatura media
anual de 16,7°C y una pluviometria
anual de 549 L/m?2. se caracteriza por
tener una sequia estival importante,
inviernos suaves e inestabilidad oto-
fAal creada por las tormentas de final
de verano. El cambio climatico que
venimos sufriendo desde hace unas
décadas ha provocado en Menorca
un aumento de la temperatura me-
dia anual de mas de un grado en
los ultimos 40 afios, el aumento de
temperatura se ha dado especial-
mente en los meses de primavera y
en octubre. No se ha observado una
tendencia clara en la disminucién de
las precipitaciones anuales, pero si se
ha visto que las lluvias importantes
se retrasan de octubre a noviembre,
con lo que se alarga el periodo de
sequia estival, el periodo seco y ca-
liente mas largo provoca un mayor
déficit de agua en los ecosistemas
con las consecuencias de debilidad
para la fauna vy la flora'.

La mayor parte de la superficie fores-
tal de lalsla de Menorca son bosques,
las principales formaciones boscosas
son las maquias de acebuche Olea
europaea (var sylvestris) L., encinar
Quercus ilex L. y los bosques mixtos
de Pino Pinus halepensis Miller y en-
cina. Segun el mapa de habitats fo-
restal de 2007 de Menorca, cuenta
con una superficie de 1.837,52 ha
de encinar puro y 5.360 ha de bos-
gue mixto con una o mas especies
arborescentes. En total, la superficie
forestal con presencia de encina es
de 7.197 ha, ocupa las zonas mas
sombrias y humedas del centro de la
isla. El sotobosque de los encinares
lo forman Smilax aspera, Arbutus
unedo L., Cyclamen balearicum, As-
plenium communis, Viburnum tinus,
Myrtus communis, Phyllerea media,
Paeonia cambessedesii, Pistacia len-
tiscus. A finales del siglo pasado en
las encinas Quercus ilex se reconocio
un serio problema de decaimiento
en la Peninsula Ibérica y en la cuen-
ca del Mediterrdneo. Varios factores,
entre ellos las sucesivas sequias gra-
ves, los insectos perforadores de la
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madera y enfermedades han estado
implicados en el decaimiento de las
encinas. Los chancros y la muerte
regresiva se consideraron factores
importantes (Luque, 2001). el hon-
go del suelo Phytophthora cinna-
momi fue el primer hongo que se
demostré como agente causal del
marchitamiento de Quercus spp.
(Brasier, 1992, 1996; Munoz y col.,
1996). En las Islas Baleares aun no
se ha encontrado Phytophthora
cinnamomi asociado a las encinas,
seguramente asociado a las bajas
humedades del suelo. En Menorca
las encinas enfermas muestran una
variedad de sintomas que incluyen
muerte regresiva, muerte de los bro-
tes jovenes, chancros que producen
exudados en troncos, ramas y tallos,
escaldado de las hojas que adquie-
ren un color marrén rojizo en que las
hojas a menudo permanecen en las
ramas durante meses, sintomas que
tradicionalmente se han asociado a
algunas especies de Botryosphaeria-
ceae Theiss. y Syd. con hongos ana-
morficos relacionado con las encinas
(Sinclair y Lyon, 2005).

Biscogniauxia mediterranea es res-
ponsable de causar chancros carbo-
nosos en la corteza de robles y enci-
nas, fue mencionada por Malencon
y Marion (1952), Torres Juan (1972)
y Oliva y Molinas (1984). En 1986,
Oliva y Molinas hicieron referencia
a hongos del género Diplodia como
causantes de chancros y decaimien-
tos en ramas y troncos de arboles
debilitados en los robledales de Ge-
rona. Vajna (1986) citd a Diplodia
mutila sobre Q. pétrea en Hungria.
Lugue y colaboradores (1989) in-
formaron que, tras el descorche,
Botryosphaeria stevensii y su ana-
morfo D. mutila invaden los troncos
expuestos, provocando el marchita-
miento y la muerte de Q. suber en el
noroeste de Espana.

Sutton (1980) y Vajna (1986) comen-
tan que el estatus taxonémico de D.
mutila es controvertido, debido a la
gran variacion en la formacion de
picnidios y conidios. En sus aislados,
observaron un tamafo mayor de los
conidios en comparacion con los es-
tudios de Shoemaker (1964) y Sut-
ton (1980), lo que atribuyeron a la
variabilidad natural de las especies.
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Es posible que algunas colecciones
de Botryosphaeria stevensii y D. mu-
tila cultivadas a partir de chancros
obtenidos de ramas de Quercus spp.,
fueran erréneamente identificadas.

Alves y col. (2004), basandose en co-
lecciones encontradas en Portugal,
ltalia y Espafia sobre ramas muer-
tas y chancros de Q. ilex y Q. suber,
describieron B. corticola, asi como
su anamorfo D. corticola. Estos ha-
llazgos, respaldados por la micro-
morfologia y el andlisis de datos de
secuencias de ITS se utilizaron para
distinguir especies morfolégicamen-
te similares dentro del género.

Phillips y col. (2013) clarificaron el
estatus taxonomico de D. mutila, su-
giriendo que muchas de las primeras
citas podrian haber sido erréonea-
mente identificadas, como se men-
ciona en los trabajos de Alves y col.
(2004) y Lazzizera y col. (2008). Ade-
mas, confirmaron los hospederos de
D. mutila que incluyen Chamaecypa-
ris lawsoniana, Fraxinus, Malus, Po-
pulus, Taxus baccata y Vitis vinifera,
con una distribuciéon geogréfica que
abarca Inglaterra, Francia, Italia, Por-
tugal, Sudafrica y Estados Unidos.

Al mismo tiempo, Phillips y col.
(2013) aclaran que D. corticola es la
especie responsable del decaimien-
to, muerte regresiva y chancros en
Q. subery Q. ilex, contribuyendo al
decaimiento general de las encinas y
robles en la Peninsula Ibérica y otras
regiones del Mediterraneo.

El objetivo de este estudio es identi-
ficar, tanto morfolégica como gené-
ticamente, el organismo que provo-
ca el decaimiento en las encinas de
Menorca y evidenciar el problema de
decaimiento que afecta a los encina-
res de la isla.

3 https://adaptecca.es/sites/default/files/docu-
mentos/canvi-climatic-menorca
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Materiales y métodos del microscopio se obtuvieron con una  ciones fueron tomadas con el software
Este estudio se llevé a cabo en'los en-  cdmara FLIR utilizando el software Mi-  FlJl win64 y reportadas como: valor
cinares de Menorca, especificamente  croscopia Oberta A. Coloma. Las medi- ~ maximo y minimo entre paréntesis.

en cuatro encinares de Quercus ilex
L. que presentaban sintomas de de-
caimiento. Durante la fase de campo,
se recolectaron muestras de tres enci-
nas, separadas entre si por 50 metros,
de cada bosque. Se seleccionaron ta-
llos y ramas con chancros y con clara
presencia de banderolas y fogonazos
Torres y col. (2019). Las muestras se
colocaron en bolsas de plastico con
cierre y se marcaron adecuadamente.

En el laboratorio, se utilizaron bistu-
ries previamente desinfectados y pa-
sados por la llama para realizar cortes
en trozos de rama o tallo de 5 mm2,
obtenidos de la zona de avance de la
infeccion. Estos trozos se desinfec-
taron con etanol al 70% durante 2
minutos (Pintos y col., 2021) y se la-
varon varias veces con agua destilada
autoclavada. Una vez secos, se sem-
braron en placas de Petri de 90 mm
gue contenian medio de Agar Malta
y agua, suplementado con 500 mg/
litro de cloranfenicol (MEA 2% + Cl).

En cada placa de Petri, se sembraron
tres trozos a 25°C, y las placas se se-
llaron con parafilm de laboratorio. Se
revisaron diariamente para observar
el crecimiento de las hifas. Los aisla-
mientos para cultivo puro se obtu-
vieron a partir del crecimiento activo
del apice de una hifa, que se sembré
en MEA 2% a 25°C. Ademas, varios
cultivos se sembraron en Agar agua
al 1,5%, afadiendo tres trozos de
1,5 cm de acicula de pino, autoclava-
dos dos veces, sobre la superficie del
medio PNA (Pine Needle Agar) para
inducir la formacion de picnidios en
algunas especies de Botryosphaeria-
ceae (Crous y col., 2006).

Identificacion morfolégica

Las descripciones morfoldgicas fueron
hechas de aislados creciendo en el me-
dio de 2% Agar Malta (MEA 2%) para
la colonia y de los picnidios que crecie-
ron sobre PNA para una temperatura
de 25 ° C. Las muestras se estudiaron
con un microscopio Zeiss Axioscope
con contraste de interferencia diferen-
cial (DIC). Las preparaciones para el
microscopio se realizaron en un mon-
taje con agua destilada. Las imagenes

Fotos 3. Encinas atacadas por Diplodia corticola.
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Taxonomia

Diplodia corticola A. J. L. Philips, Al-
ves & Luque. Fase sexual: no vista
en este estudio. Fase asexual: Co-
nidioma estromatico, inmerso, par-
cialmente erumpente al madurar, de
color marrén oscuro a negro, circular
de mas de Tmm de diametro, multi-
loculado, loculos de 270-325mm de
diametro, pared del peridio compues-
ta de varias capas de células finas, las
células externas del peridio de ma-
rrones a hialinas en el interior. Ostio-
lo central, circular, papilado. Células
conididgenas de 11-20 X 4-7mm, ho-
loblasticas, discretas, cilindricas, hia-
linas, proliferando en el mismo nivel
dando lugar a engrosamientos peri-
clinales. Conidios hialinos, gutulados
con contenido granular, pared grue-
sa, cilindricos, oblongos, aseptados
cuando son inmaduros, en ocasiones
volviéndose marron y septados al ma-
durar. (24-45pm X 10-20um). Las co-
lonias en una semana crecen entre 30
y 50 mm en MEA a 25° C.

Notas: Los conidios de D. corticola
son mas largos que los conidios de
cualquier otra especie de Diplodia. Fi-
logenéticamente D. corticola se agru-
pa con D. gallae y con D. quercivora
en clados distintos. Estas especies son
responsables de contribuir al decai-
miento de las encinas

Discusion

Este estudio realizado en 2023 en los
principales encinares de Menorca con
el fin de conocer las especies que se
encuentran causando los sintomas de
pardeamiento de los brotes, el declive
y chancros de las ramas, basado en la
identificacion morfoldgica en cultivo
siguiendo las claves dadas por Phillips
y col. (2013) y por los analisis filoge-
néticos basado en las secuencias del
Espaciador Transcrito Interno de sus
siglas en ingles ITS, Factor de Elon-
gacién tef 7-ay Beta Tubulina tub2
mediante analisis de maxima verosi-
militud ML e inferencia bayesiana BI
mostraron que tales dafos se debian
a la infecciéon de D. corticola, estan-
do de acuerdo con Franceschini y
col. (1999), Linaldeddu y col. (2009),
Tsopelas y col. (2010), Linaldeddul y
col. (2013) que D. corticola es la es-
pecie mas ampliamente distribuida
y la mas virulenta en los bosques de

transferencia ’recnolégica

| forestales |

Foto 4. Micro morfologia de Diplodia corticola. A: Colonia en MEA2%. B: Picnidio sobre acicula de pino
PNA. C-D: Células conidiégenas formando conidios. E: Conidios hialinos jévenes aseptados. F: Conidios
maduros pigmentado septados. Barra de escala: B 200um, C-D 10um, E-F 20pm.

robles y encinas. La confirmacién de
la identidad de las cepas halladas en
los encinares de Menorca amplia el
rango de expansién geografica de D.
corticola. Linaldeddu (2013) reveld
la existencia de dos linajes evolutivos
distintos dentro de D. corticola con
una distribucion geografica distinta,
La presencia del linaje A predomina
en el Oeste de Argelia y el linaje B
predomina en los bosques del Este.
Nuestros aislados de D. corticola se
incluyen en el linaje A junto la espe-
cie tipo del género encontrada en
Portugal y con aislados encontrados
en Italia, Estados Unidos y Espafa. Se
ha evidenciado que existen diferen-

tes niveles de virulencia entre cepas
de D. corticola (Félix y col., 2017) y
otras especies de Botryosphaeriaceae
como D. sapinea (Elenay col., 2015).
Los distintos niveles de agresividad
de las cepas no estan asociadas a un
linaje determinado. Dicha virulencia
se ha asociado a la produccién de es-
feropsidinas; se observé que la cepa
mas virulenta es la cepa que mas es-
feropsidinas produce (Salvatore y col.,
2023). Se hacen necesarios estudios
posteriores que ayuden a conocer la
incidencia de D. corticola en los enci-
nares de Menorca.
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