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En este trabajo se ha realizado un estudio de identificacién y caracterizacion de la Verticilosis
del pistacho en parcelas de este cultivo en Biar (Alicante). Para ello se realizaron visitas a las
parcelas afectadas, se caracterizaron los sintomas mediante fotografias y se realizaron
aislamientos fungicos en medio de cultivo PDAS. Como resultado se obtuvieron
consistentemente colonias del hongo Verticillium dahliae Kleb. que fueron identificadas y
caracterizadas mediante técnicas morfoldgicas, estudios moleculares y un ensayo de
patogenicidad sobre plantones de Pistacia terebinthus L.
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In this work, a study for the identification and characterization of the Verticillium wilt of
pistachio trees in Biar (Alicante province) was carried out. For this purpose, visits to the affected
plots were conducted in order to characterize the symptoms of the disease by photographs.
Fungal isolations were made in PDAS culture medium. Verticillium dahliae Kleb. fungal colonies
were identified and characterized by morphological techniques, molecular studies, and a
pathogenicity test on Pistacia terebinthus L. seedlings.
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RESUM

En aquest treball s'ha realitzat un estudi d'identificacid i caracteritzacié de la Verticilosi del
pistatxer en parcel-les d'aquest cultiu a Biar. Per aix0 es van realitzar visites a les parcel-les
afectades, es van caracteritzar els simptomes mitjancant fotografies i es van realitzar aillaments
fungics a medi de cultiu PDA. Com a resultat es van obtindre consistentment colonies del fong
Verticillium dahliae Kleb. que van ser identificades i caracteritzades mitjancant tecniques
morfologiques, estudis moleculars i un assaig de patogenicitat sobre plancons de Pistacia
terebinthus L.
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Los primeros fosiles del género Pistacia se encontraron en la isla de Madeira y datan de la era
terciaria. Las diferentes especies de este género se difundieron por areas muy diversas (LAVIN
et al.,, 2014). En el caso del pistachero se trata de un cultivo procedente de Oriente Medio, cuyo
origen se remonta a miles de afios atrds. El pistacho ha sido considerado un manjar en esta
region, llegando a ser citado en la Biblia, y su consumo y propiedad signo de alto estatus social
(VELASCO-MUNOZ y AZNAR-SANCHEZ, 2016). Dichas 4&reas poseen clima riguroso,
extremadamente seco, con altas temperaturas estivales y muy bajas en invierno, casi sin lluvias
y con suelos alcalinos con pH sobre 8 (LAVIN et al., 2014).

El pistacho era conocido por los asirios, por los persas, (las primeras referencias sobre este
cultivo son del siglo VI a. de C. (LOPEZ, 2006), y por los griegos (VELASCO-MUNOZ y AZNAR-
SANCHEZ, 2016). Su cultivo se desarrollé en Asia occidental, donde fue encontrado en el siglo Il
por Alejandro Magno. Fue importado desde Grecia a Roma en el afio 30 a.C. y se difundié por
distintas provincias romanas tales como Sicilia, Norte de Africa y, finalmente, es en los afios 14-
37 d. C. cuando llegd a la provincia imperial de Hispania de la mano de Pompeyo Craso
(HERRADON et al., 2011). Durante la ocupacién arabe se convirtié en cultivo agricola,
extendiéndose por muchas regiones mediterraneas. En Espafia, uno de los momentos de mayor
importancia tiene lugar durante la Edad Media con la conquista de los musulmanes, que hicieron
del pistacho un cultivo de gran trascendencia y valor (LOPEZ, 2006), aunque posteriormente,
con la reconquista cristiana el cultivo termina desapareciendo, debido no solo a motivos
culturales sino también agronémicos y de rentabilidad (tal vez por la eliminacidon de arboles
machos improductivos) (LACASTA et al., 2004) y al auge de cultivos tradicionales como el olivo,
o los cereales (LOPEZ, 2006).

No fue hasta 1930 cuando los primeros frutos procedentes de Iran llegaron a Estados Unidos
para establecer en California sus primeros cultivos. El Valle Central de California dispone de
suelo fértil, clima cdlido, seco y con inviernos moderadamente frios, condiciones que resultan
idéneas para el cultivo del pistacho (VELASCO-MUNOZ y AZNAR-SANCHEZ, 2016). Pero la
produccién a nivel comercial no se inicié hasta los afos 70 del siglo XX. Esto se puede justificar
mediante dos factores. El primero de ellos se asocia a que en el afio 1957 se realizé la seleccion
de un cultivar de alta calidad conocido con el nombre de “Kerman” (procedente de semillas de
Irdn). El otro posible motor del desarrollo se relaciona con la finalizacién (en la misma época)
del sistema de acueductos de California; permitiendo con ello el riego en las zonas bajas del
Valle de San Joaquin. Ademas, un factor determinante en la consolidacion de la industria del
Pistacho de los Estados Unidos fue la constitucion, en el afio 1976, de la “California Pistachio
Association” (ANDRIEU et al., 2013). Como resultado, cuarenta afios después de la primera
cosecha en 1976, California se ha situado como el primer productor mundial de pistacho y el
segundo en volumen de exportacién, sélo por detras de Iran (VELASCO-MUNOZ y AZNAR-
SANCHEZ, 2016).

En cuanto al cultivo del pistacho en Espafia, no ha sido hasta muy recientemente que se ha
recobrado el interés en su cultivo en dreas continentales del secano espafol. Hoy asistimos a un
claro resurgir de este cultivo basado en la extraordinaria calidad del pistacho espafiol (HUESO-
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MARTIN y CUEVAS-GONZALEZ, 2014). En 1986 la Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha,
através de la Consejeria de Agricultura y Medio Ambiente, inicia una linea de investigacién sobre
la busqueda de nuevas alternativas para Castilla-La Mancha en funcién de sus caracteristicas
edafoclimaticas intrinsecas: poco agua y heladas primaverales tardias. Estos estudios
identificaron el cultivo del pistacho como una buena alternativa para la zona (LACASTA et al.,
2004). En 1988, se importaron los primeros cultivares en Castilla-La Mancha a través del Centro
de Investigacién Agroambiental E/ Chaparrillo (CIAC) (Ciudad Real) desde donde se comienza su
estudio en esta region (LOPEZ, 2006). A finales de la década de los 90 el CIAC comienza a difundir
el cultivo por la peninsula principalmente por su mitad meridional, optando por el pie autéctono
Pistacia terbinthus L. por su excelente comportamiento en los suelos mas representativos de la
region en relacién a los demas portainjertos. Una de las razones fundamentales del aumento de
superficie en Espafa y, sobre todo, en Castilla-La Mancha, se debe al programa de reparto
gratuito de yemas al agricultor llevado a cabo durante mas de una década por el CIAC
(COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

1.2. Situacioén taxondémica

El pistacho pertenece a la familia de las Anacardiaceae, género Pistacia, con cuatro secciones:
Lentiscella Zohary, Eulentiscus Zohary (especies perennifolias), Butmela Zohary y Euterebinthus
Zohary (especies caducifolias). El género esta constituido por 11 especies, con algunas
variedades botanicas, siendo estas: P. atlantica Desf. (Butmela Zoh.); P. terebinthus L., P. vera
L., P. chinensis Bge., P. khinjuk Stocks y P. palaestina Boiss (Euterebinthus Zoh.); P. mexicana
HBK, P. texana Swingle (Lentiscella Zoh.); P. lentiscus L., P. saporte Burnat., P. weinmannifolia
Poisson (Eulentiscus Zoh.) (ZOHARY, 1952). De todas ellas, la Unica especie con frutos
econdmicamente importantes es Pistacia vera L. (Euterebinthus Zoh.). (LAVIN et al., 2014).

A continuacion, en la Figura 1 se muestra el encuadramiento taxondmico del pistachero (Pistacia
vera L.):

w ePlantae Haeckel,1886

eMagnoliophyta Cronquist, takhtajan & W. Zimmermann, 1966

eEquisetopsida C.Agardh, 1825
eMagnoliidae Novak ex Takht., 1967

eSapindales Juss. ex Bercht. & J.Presl, 1820

eAnacardiaceae R.Br., 1818
ePjstacia L., 1753
ePistacia vera L.

Figura 1.Encuadramiento taxonémico Pistacia vera L. Fuente: INPN, 2017.

Ivdn de la Flor Blanco ﬁ&_ 2
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El pistachero es un arbol caducifolio dioico, de gran porte y ramificacion abundante. Su
desarrollo es lento, pero la planta es muy longeva: de 150 a 300 afios segun diferentes autores
(SPINA, 1989).

e Porte

De 5-7-9 m. de altura, de habito abierto, abundante ramificacién y copa densa que tiende a
inclinarse, por tanto, inicialmente puede requerir el empleo de tutores. El tronco suele ser corto
y la corteza rugosa y su color varia del amarillo-rojizo en las ramas del afo, pasando por el gris
ceniza en las partes mas jovenes y gris oscuro en las menos jévenes (LOPEZ, 2006; SPINA, 1989).

e Sistema radicular

El sistema radical puede ser tanto penetrante como superficial, dependiendo de las condiciones
del medio. Cuando se cultiva en suelo profundo y bajo riego, se desarrollan raices profundas. En
cambio, en suelos delgados, las raices son superficiales (LOPEZ, 2006; SUDZUKI, 1996).

En suelos profundos puede penetrar a gran profundidad buscando agua y sales nutritivas,
dandole al arbol una gran tolerancia a la sequia, razén por la que puede tener éxito en suelos y
climas donde otras especies no prosperan. Dicha tolerancia a la sequia lo hace a su vez
susceptible a la falta de oxigeno en el suelo (LEMUS y NEGRON, 2001; LOPEZ, 2006).

En suelos poco profundos o cuando se altera la arquitectura natural del sistema radical en los
procesos de propagacién y viveros, limitando con ello el desarrollo pivotante de las raices, las
raices superficiales son numerosas, el drbol es mas vigoroso y desarrolla bien su copa, dando
una fructificacién mayor y regular (LAVIN et al., 2014; LOPEZ, 2006).

e Yemas

La yema terminal del brote es vegetativa, mientras que las yemas axilares son vegetativas o
reproductivas. Las yemas vegetativas son pequefias y facilmente diferenciadas de las florales
que son de mayor tamafio y que no tienen primordio vegetativo (LAVIN et al., 2014). Las yemas
florales se encuentran en las axilas de las hojas de los brotes del afio anterior y su diferenciacién
tiene lugar desde el verano anterior hasta la primavera siguiente, antes de iniciarse la floracién
(COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

e Brotes

La brotacién se produce en primavera previa a la floracién. El primer flujo de crecimiento de los
brotes finaliza en diciembre y, bajo condiciones ambientales favorables, pueden ocurrir un
segundo y hasta un tercer flujo de crecimiento (LEMUS y NEGRON, 2001).

e Hojas

Caducas, alternas, compuestas trifoliadas imparipinnadas, con 3 o 5 foliolos ovales vy
redondeados en el apice, siendo el terminal de mayor tamafio. De jovenes son tormentosas vy,
en estado adulto, glabras y coridaceas con el peciolo redondeado, peludo y ligeramente alado. Su
color es verde, mas brillante en el haz que en el envés. Suelen ser de mayor tamario en los
cultivares masculinos (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017). El follaje se torna rojo-anaranjado antes
de caer en otofio y resulta de gran interés ornamental (SPINA, 1989).
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e Flores

Al ser una planta dioica, las flores masculinas y femeninas se encuentran en pies distintos. Estas
son pequefias, apétalas, de color verde-parduzco y aparecen en racimos o paniculas axilares. Las
flores nacen sobre cortas ramas laterales ramificadas, antes de que broten las hojas, se
desarrollan el afio anterior, a partir de yemas situadas en la axila de las hojas de los tallos que
estan creciendo (LOPEZ, 2006). Tienen polinizacién aneméfila (SPINA, 1989).

La inflorescencia corresponde a una panoja, portando 100 o mas flores estaminadas o pistiladas.
Debido a lo anterior, los arboles con flores estaminadas o machos deben ser incluidos en
plantaciones comerciales en una proporcién de, al menos, uno por cada seis arboles productores
o hembras. Los arboles machos producen gran cantidad de polen, generalmente antes que los
pistilos de las flores hembras estén receptivos (LAVIN et al,, 2014). Los arboles, ademas de
diferenciarse por el sexo de las flores, también presentan caracteristicas morfoldgicas distintas
en yemas, hojas y ramas (SUDZUKI, 1996).

Las flores femeninas son de mayor tamano que las masculinas. Poseen 2 bracteas, cdliz con 2-5
I6bulos, 1 ovario supero, ovoide, con un dvulo y estilo terminal, cortantemente trifido. Las
inflorescencias femeninas presentan una morfologia parecida a las inflorescencias masculinas,
pero con mayor ramificaciéon. Se componen de entre 150 a 260 flores dispuestas en racimos
compuestos. La longitud media del racimo es de 75 mm (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

Las flores masculinas poseen también 2 bracteas, céliz con 5 Iébulos y 2-8 estambres (5 de
media) con filamentos cortos. Se componen de 450-500 flores agrupadas en racimos
compuestos. La longitud media de estos racimos en pleno desarrollo es de 65 mm (COUCEIRO-
LOPEZ et al., 2017).

Los granos de polen son esféricos verrugosos, ovoides y de color amarillo, presentando 4 poros
germinativos. Poseen un tamafio medio de unas 20-30 p (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

Debido a lo extenso y variable de la floracidn, el periodo de apertura de las flores femeninas
debe ser cubierto por mas de una variedad polinizante. Una produccién éptima de fruta se
obtiene cuando el polen es trasladado a las flores femeninas en los dos primeros dias desde la
antesis, por lo tanto, se debe disponer de polen incluso antes que comience la apertura de las
flores femeninas para obtener una cuaja comercial (LAVIN et al., 2014).

e Fruto

El fruto es una drupa monosperma de 0,2-2,5 cm de longitud, ovoide y semiseca. El pellejo, piel
0 parte externa que rodea la cascara, se compone de epicarpio y mesocarpio que recubre el
endocarpio o céscara dura que, a su vez, encierra la semilla. En los frutos inmaduros este pellejo
es de color amarillo, tornandose rosado cuando alcanza la madurez y separandose facilmente
de su endocarpio (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017). La semilla es la parte comestible que presenta
dos cotiledones voluminosos de coloracién verde o verde amarillenta con tegumento rojizo
(MARTINEZ-MILLAN y CEVALLOS-FERRIZ, 2005). La Figura 2 muestra las partes, tanto internas
como externas del fruto.
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Figura 2. Partes del fruto(pistacho) antes de iniciarse el desarrollo del grano y una vez maduro. Fuente: COUCEIRO-

LOPEZ et al., 2017.

Su peso es aproximadamente de 1,40 g. Ademas, este fruto seco es uno de los que contiene mas
proteinas (18,8 a 23,8% de su peso) Posee un alto grado en fibra y es rico en acido oleico (50 a
60% de su peso es aceite), lo que ayuda a reducir el nivel de colesterol motivo por el cual se le
puede calificar como fruto seco “cardiosaludable” y tiene un contenido calérico de 67 kcal
(HERRADON et al., 2011; SPINA, 1984). En la

Tabla 1 se incluyen datos sobre la composicidn nutricional del fruto de pistacho.

El fruto presenta una curva de crecimiento sigmoidea, similar a las drupaceas. Después de la
floracién y polinizacion, los frutos comienzan a crecer alcanzando su tamafio final en pocas
semanas. Posteriormente, el embridon comienza a expandirse y a llenar las cascaras vacias. La
caida de flores puede llegar hasta un 90 a 98% vy la de los frutos se produce dos semanas después
de cuajados (SUDZUKI, 1996). Cuando el fruto madura, la cubierta carnosa (piel o pellejo) se
suaviza y se separa parcialmente de la cdscara. Esta toma un color blanquecino opaco y se abre
desde su dpice en dos valvas, dejando expuesta la cubierta roja y purpurea de la semilla (MAGGS,
1975). Esta caracteristica, llamada dehiscencia, es deseable en los frutos de esta especie,
exigiéndose a las variedades comerciales un promedio minimo de 70% de apertura (LAVIN et al.,
2014).

La floracidén se inicia 4 o 5 afios después de la plantacion, pero a los 7 u 8 aflos comienzan las
producciones econdmicamente significativas (LAVIN et al., 2014). La madurez fisioldgica de los
frutos esta determinada por la apertura de la piel. La calidad comercial de los pistachos esta muy
influenciada por la época de cosecha, ya que una vez que la piel madura, por traspaso de taninos
desde ella, las valvas, que deben ser de un color blanco marmol, se tifien de color rojizo en su
extremo, perdiendo condiciones de presentacion. Esta tincién aumenta mientras mas tiempo
permanece el fruto con piel maduro en el arbol. Ademds, se ha comprobado que el peso maximo
de la semilla o nuez se alcanza justo cuando la piel se pone opacay se suelta. Posteriormente,
la semilla se arruga y pierde peso por deshidratacion (CRANE, 1978).

Durante la cosecha, se debe tener la precaucion de no cosecharlos ni almacenarlos himedos, ya
que pueden desarrollarse hongos como Aspergillus flavus o Aspergillus parasiticus, productores
de Aflatoxina, una toxina que también es un potente cancerigeno. Mientras mas se atrase la
cosecha hay mayores probabilidades de desarrollo de estos hongos, los que también pueden
prosperar en almendras, nueces y granos para ganado (LAVIN et al., 2014).
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Tabla 1. Composicion nutricional de la semilla de pistacho (parte comestible). Fuente: USDA , 2016. Datos obtenidos
en noviembre del 2017.

Nutriente Valor por 100 g Nutriente Valor por 100 g

el s60 e 105
. O iereore [ .92
: 4532 e 121
: 2717 e a0
‘ 106 me 1025
7.66 me :
D itemines | 7oz 2.0

Vitamina C,

acido ascorbico total =
Tiamina mg 0.870

saturados totales

Acidos grasos,
Riboflavina mg 0.160 monoinsaturados

totales
Acidos grasos,
mg 1300 poliinsaturados

totales
Acidos Grasos,
trans totales
Folatos, DFE ug 51 Colesterol
Vitamina B-12 ug 0.00
Vitamina A, RAE ug 26 Cafeina
Vitamina A, IU U 516
Vitamina E mg 2.86
(alpha-tocopherol)
Vitamina D (D2 + D3) ug 0.0
Vitamina D U 0

Vitamina B-6 mg 1700

1.4. Situacion econdmica actual del cultivo

1.4.1. Elcultivo en el mundo

La superficie total a nivel mundial es de mds de 800.000 ha. Irdn es el pais que mayor nimero
de hectdreas dedica a este cultivo, contabilizdndose mds de 316.780 ha. Le siguen Turquia con
282.334 ha, de las que solo unas 40.000 se encuentran en cultivo regular, EEUU (89.436 ha) y
Siria con 59.893 ha, de las que Unicamente 40.000 ha estan dirigidas hacia un cultivo mas
intensivo. Después se encuentran Tunez y China con superficies similares que rondan las 26.000
ha. El resto de paises tienen superficies mucho menores siendo Espafia el siguiente con una
superficie de 6.092 ha (HUESO-MARTIN y CUEVAS-GONZALEZ, 2014; FAOSTAT, 2017) (Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucién aproximada de la superficie de pistachero en el Mundo en hectéreas (ha) en el afio 2014.
Fuente: FAOSTAT, 2017.

P | AREACOSECHADA (ha)_

Si se observa la serie histérica de evolucidn de la produccion mundial presentada en el Figura 3,
se puede ver que es durante los afios ochenta cuando el cultivo registra un crecimiento explosivo
de mas del 200% (1989/1980). Durante la década de los noventa y la primera década del siglo
XXI se evidencid una tendencia positiva en la evolucién de la produccién mundial, aunque con
tasas inferiores (70% para cada periodo). Las causas deben adjudicarse tanto al incremento en
la superficie cultivada, asi como también a los avances en el manejo del cultivo (principalmente
riego) (ANDRIEU et al., 2013). Desde el 2008 hasta la actualidad la producciéon se ha mantenido
con altibajos mas o menos estable (entre 850.000 y 950.000 toneladas aproximadamente).

En cuanto a produccidn, el primer lo ocupa actualmente Irdn (mas de 415.000 t. en 2014), por
delante de Estados Unidos (233.000 t.). A estos dos paises le siguen Turquia (80.000 t.) y China
(76.900 t.). Espafia se encuentra en el décimo puesto en cuanto a produccion de pistachos con
2.468 t. (Tabla 3).

Produccion(tm)

1.200.000,00
1.000.000,00
800.000,00
600.000,00
400.000,00
o | | ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ |
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Figura 3. Serie histérica de evolucién de la produccion. Fuente: FAOSTAT, 2017.
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Tabla 3. Distribucidn aproximada de la produccién de pistacho en el Mundo en toneladas (t) en el afio 2014. Fuente:
FAOSTAT, 2017

"~ Pws | produccion(y |

1.4.2. Elcultivo en Europa

Aunque la superficie de cultivo disperso es elevada en Europa, sobre todo en Grecia e ltalia
(Sicilia), la dedicada a un cultivo mas regular se aproxima a las 13.878 ha: Espafia (6.092 ha),
Grecia (4.090 ha), Italia (3.546 ha) y Chipre (150 ha). La produccién en Europa es de 11.742 t. y
estd liderada por Grecia (5.700 t.), seguida de Italia (3.555 t.), Espafia (2.468 t.) y Chipre (20 t.)
(FAOSTAT, 2017; HUESO-MARTIN v CUEVAS-GONZALEZ, 2014).

A pesar de ser Espafia el pais con mayor superficie cultivada en Europa es el tercero de cuatro
paises en cuanto a produccidn. El rendimiento de Espafia es bajo (0.4 t/ha) en comparacion al
resto de paises europeos Grecia (1,3 t/ha), Italia (1 t/ha). El motivo por el cual sucede esto es
debido a que se trata de explotaciones de reciente implantacidn por lo que son en gran parte
plantaciones jévenes aun no productivas.

1.4.3. El cultivo en Espafia

La mayor parte de la produccién espafiola (60-70 %) se exporta a los paises de la UE, mientras
que entre el 30-40 % se vende en los mercados nacionales. El fruto corresponde, en su mayoria
(95 %), al cultivar Kerman, elegido para las plantaciones en funcién de su mayor demanda en los
mercados internacionales por su mayor calibre y blancura de cascara (HUESO-MARTIN y
CUEVAS-GONZALEZ, 2014). La superficie cultivada, rendimiento y produccién en Espafia se
distribuye aproximadamente de la forma que se indica en la Tabla 4.

El area de cultivo se extiende principalmente por las comunidades de Castilla la Mancha con
7553 ha y Andalucia con 1423 ha seguidas de Extremadura con mucha menos superficie (501
ha). De todas ellas destacan las provincias de Ciudad Real, Toledo y Albacete siendo, de mayor
a menor, las que tienen mas superficie respectivamente. En cuanto a produccidon de nuevo
Castilla-La Mancha es la comunidad con mayor produccion (3130 t) seguida de Andalucia con
822 t. A pesar de ello, éstas no son las comunidades con mayor rendimiento ya que sus
rendimientos (1282 kg/ha y 1748 kg/ha respectivamente) son menores que los de otras
comunidades como Castillay Ledn (2077 kg/ha) y Extremadura (1751 kg/ha). Destaca en cuanto
a rendimiento la provincia de Zamora con un rendimiento muy superior de 3000 kg/ha.
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Tabla 4. Andlisis provincial de superficie, rendimiento y produccién de pistacho en Espafia por comunidades
auténomas y provincias. Fuente: ANUARIO, 2016. Datos consultados en noviembre del 2017.

Superficie en Rendimiento(kg/ha)
plantacién Produccién
regular (toneladas)

(hectareas) Secano Regadio

950
339 682 1742 311
335 682 1.771 307
4 - 1000 4
17 - - -
| Avila BT - - -
3 - - -
2 - - -
38 400 - 15
4 - - -
388 805 2.077 115
185 - - -
| Zamora| 105 1200 3.000 100
68 500 800 22

CASTILLA-LA
MANCHA 7553 634 1.282 3.130

1499 450 1400 502

Ciudad Real 3210 750 1400 1.406

654 600  1.400 421
2190 550 1.000 801
C. VALENCIANA 58 365 975 6

Provincias y

Comunidades
Autonoma C49:G73s

5 - - -

Castellén 3 450 975 2

50 0 - 4
191 650 1400 131
501 - 1.751 219
399 - 2.125 193
102 - 750 26
1423 1268 1748 822

| Almeria [T 778 - 7
35 8000 - 208
332 550 1650 34
494 999 1810 311

18 - - -
295 600 1750 197

141 650 1200 61

90 125 450 4

10529 695 1446 4.764
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El portainjerto mas empleado en Espaiia es Pistacia terebinthus, conocido vulgarmente como
“cornicabra”. El vigor de este pie no es tan elevado como el de otras especies, pero se considera
el mas adecuado para las caracteristicas de los suelos donde esta especie se desarrolla
6ptimamente. En las Ultimas dos décadas se ha constatado su excelente respuesta productiva
en condiciones de suelos franco-arenosos de escasa profundidad, ya sean estos de secano o de
regadio. Se considera el portainjerto de mayor eficiencia nutricional en condiciones
desfavorables. En suelos profundos de regadio y con texturas mas finas, ademas de P.
terebinthus, también podremos optar por Pistacia atlantica. En el caso de presencia en los suelos
del hongo Verticillium dahliae Kleb. se aconseja el empleo de Pistacia integérrima o el hibrido
americano UCB1, siendo mas adecuado el hibrido UCB1 en zonas frias (HUESO-MARTIN y
CUEVAS-GONZALEZ, 2014). En algunos paises, como Irdn, se usa mayoritariamente Pistacia vera
como portainjertos, lo que simplifica el injerto ya que el prendimiento de los injertos es muy
superior al logrado con otro de diferente especie (LAVIN et al., 2014).

A continuacidn, se numeran y explican las caracteristicas generales de algunos de los principales
portainjertos empleados en el mundo. Adicionalmente, se aporta un resumen de la valoraciéon
de las caracteristicas mas importantes de los principales portainjertos en la Tabla 5.

e P. atlantica.

Originario de las montafas de Afganistan o de las antiguas republicas rusas. Se comporta bien
con suficiente frio. El prendimiento de los injertos es dificil y tiene un desarrollo poco uniforme
entre individuos. Posee una muy buena resistencia a la salinidad y buena a la caliza, mala
resistencia a armillaria y muy buena a Phytophthora y es muy susceptible a Verticillium
(COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017), pero tolerante a nematodos. Muy vigoroso, induce cosechas
moderadas y con tendencia al vecerio. Se sospecha incompatibilidad con Kerman en EE. UU., no
asi en Australia.

e P. palaestina.

Originario del sur de Turquia, Siria y Jordania, crece en climas templados.

e P, terebinthus.

En nuestro pais se encuentra muy repartido espontdaneamente en la totalidad de las regiones.
Entre sus caracteristicas mas importantes se puede sefialar su rusticidad y excelente adaptacion
a suelos pobres, rocosos y calizos. En general, es poco vigoroso y posee buena afinidad con la
mayor parte de las variedades. Cuando se utiliza como pie o portainjerto suela aparecer un
engrosamiento en la zona de unién debido a la diferencia de vigor con el cultivar (CATALAN-
CAMBRONERO, 2016). Susceptible a Verticilium, pero resistente a Phytophthora, y nematodos.
Induce producciones moderadas, pero parejas. Muy buena tolerancia al frio, muy eficiente
nutricionalmente y excelente compatibilidad con las variedades de P. vera.
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e P. khinjuk.

Es originario de Anatolia, en Turquia, donde es usado como portainjertos y de algunas regiones
de Irdn, donde no se usa como portainjerto. Es de lento crecimiento en altura y diametro, y dificil
de injertar por bajo prendimiento de los injertos. Crece hasta 10 metros y tiene buena tolerancia
a bajas temperaturas.

e P.intergerrima o Pioneer Gold.

Muy vigoroso y de crecimiento parejo. Baja resistencia a la salinidad y buena a los suelos calizos,
resistencia baja a armilaria y Phytophthora pero buena tolerancia a Verticilliumy alta precocidad
en la entrada en produccién e incluso a los nematodos. Induce produccién precozy alta con algo
de veceria. Moderada resistencia al frio y compatible con Kerman (LAVIN et al., 2014).

e P.vera.

Es el que posee mejor afinidad con las variedades comerciales. Tiene un vigor bajo, baja
precocidad en la entrada en produccidn, elevada resistencia al frio, resistencia a la salinidad
media pero buena a la caliza, baja resistencia a nematodos, media a Armillaria mellea y mala a
Phytophthora y susceptible al ataque de Verticillium, lo que en suelos con exceso de humedad
es un problema (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017). Es el portainjerto mas usado en Iran.

e Pioneer Gold 2.

Es un hibrido interespecifico entre P. intergerrima x P. atlantica, aunque de polinizacidn abierta.
Practicamente de uso exclusivo en California, muy por debajo de P. interregima o del UCB1
(COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017). Es de moderadamente susceptible a susceptible a Verticillium
(ANDRIEU et al., 2013). Posee caracteristicas similares a P. intergerrima.

e UCB1.

Hibrido entre P. intergerrima x P. atlantica, mediante polinizacién cerrada y originado en la
Universidad de California. Buenas producciones en terrenos de secano profundos de textura
media, siempre que la pluviometria anual supere los 400mm, y sustancialmente mejores, en
regadio de suelos profundos. De vigor elevado, con buena resistencia a la caliza, resistente a
Armillaria y tolerante a Verticillium. Es mas tolerante al frio, tiene una entrada en produccion
mas lenta y es menos tolerante a Verticillium que P. intergerrima. Sensible a nematodos.

e Pisteh 1.

Corresponde a P. vera. Originario de Iran. Muy resistente al frio (-182C) y muy tolerante a falta
de agua en el suelo. Su crecimiento es lento, muy rustico, facil de injertar, poco tolerante a
Verticillium.

e Pisteh 2.

También corresponde a P. vera. Es muy resistente al frio y tolerante a falta de agua. Es algo
susceptible a Alternaria.
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Tabla 5. Resumen de la valoracidn de algunas caracteristicas importantes en los portainjertos mas comunes del
pistachero (1. Fuente: COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017.

; PORTAINJERTOS
CARACTERISTICA

Baja Media Media Media SD
Media Alta Baja Baja SD UCB1 elevada, PGl Media Baja

M -
Alto Moderado °i?tr2d° Bajo®? Alto (UCB1 y PGII)

Precocidad en la
entrada en Alta Baja Baja Baja Alta en PGIl y Muy alta en UCB1
produccion

Afinidad en el injerto Buena Buena Buena Buena Alguna incompatibilidad
Longevidad SD Elevada Elevada Elevada SD

UCB1 mas resistente que
P. integerrima pero menos que
Muy sensible Muy elevada Elevada Elevada P. atlantica, PGll menos
resistente que UCB1

Resistencia al frio

Resistencia a las
bajas temperaturas
del suelo (2-02C)®

Resi jiaal
ESIS.te.nCIa(f) - Baja SD Buena SD Buena en UCB1
salinidad
Re5|sterTC|a als Buena Buena Buena Buena Buena
caliza
B1 mas rusti
Rusticidad Baja Elevada Buena Buena uc mas rust.lco que
P. integerrima

Muy sensible Elevada Media Elevada SD

PLAGAS Y ENFERMEDADES
Resi :
::l':;et'::zsa sD Buena SD Baja SD
R:z;tlzl:;'g)a Regular Buena Mala Regular  Buena en UCB1, regular en PGlI
P:::ﬁ::::g:(s) Regular Buena Muy buena Mala SD
Resistencia a Mas resistencia que UCB1 Moderada tolerancia
S : UCB1 pero menos . . Suscept pero los arboles reducen su
Verticillium dhaliae ., Susceptible Susceptible . . . o
Kleb.®) produccidon que los ible vigor y son mas pequefios con
. UCB1 infectados. la infeccidn; PGII Susceptible

EFICIENCIA NUTRICIONAL**

Absorcion de cobre Baja Elevada Media SD PGII Elevada y UCB1 Baja
Elevada Media Alta Media Baja SD PGIl Media Alta y UCB1 Baja

Absorcion de boro Menos que Media Buena SD PGII Media y UCB1 Baja
P. atlantica.

Absorcion de cloro Elevada SD Media Alta SD UCB1 Media Baja
Absorcion de sodio Elevada SD Media Alta SD UCB1 Baja
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Las variedades de pistacho se evaluan agronémicamente sobre la base de su productividad y de
la tendencia a producir frutos llenos. Esto exige que tenga que asegurarse la fecundacion de las
flores con un nimero apropiado de polinizantes (SPINA, 1984).

En los distintos paises y regiones donde se cultiva el pistacho, existen diferentes variedades que
se diferencian, principalmente, por el color y tamafio de la semilla, época de cosecha, y sus
cualidades para distintos usos. Todas corresponden a P. vera y la mayoria son originarias de Iran.
Algunas son denominadas con otros nombres, como por ejemplo Fandoghi bautizada como
Kerman en EEUU; Badami llevada a Australia y llamada Sirora; y una tercera llevada a Italia y
llamada Italiano.

A continuacidn, se explican los principales cultivares empleados en el mundo y que han sido
introducidos y caracterizados en Espafia por parte del Centro de Investigacidon Agroambiental El
Chaparrillo (CIAC):

Variedades Femeninas:
e ‘Kerman’ (Fandoghi)

Una seleccidn realizada en la Estacion Experimental Chico del USDA9, California, en 1957, a
partir de semillas llevadas desde Iran (FERGUSON et al., 1995). Cultivo muy apreciado en todo
el mundo y el mas extendido en California por su gran tamafio y calidad de sus frutos, superior
a otros, debido a un mayor porcentaje de azlcares, menor amargor y mayor consistencia del
fruto. Es semivigoroso y productivo, de tendencia muy acusada a la veceria respecto a otros
cultivares, con un porcentaje de frutos abiertos entre el 40y el 80 % y con un 15-25 % de frutos
vacios. Tiene unas amplias necesidades de frio (> 1000 HF) (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

La drupa es de un tamafio superior a la media, de forma redondeada y grosera, con la parte
apical redondeada y la base puntiaguda. El rendimiento en semilla es elevado y el grano es muy
claro (de amarillo pajizo a amarillo verduzco claro) (LAVIN et al., 2014).

La floracidn es tardia. En Castilla La Mancha, sus frutos maduran en la primera quincena de
septiembre (LOPEZ, 2006). La maduracién de los frutos en Italia tiene lugar a mediados de
septiembre (SPINA, 1984).

e  ‘Sirora’ (Badami)

Tuvo su origen a partir de una semilla obtenida desde un arbol de Kerman polinizado al azar, en
el CSIRO de Australia (FERGUSON et al., 1995). En Iran existe una variedad similar, Badami, por
lo que algunos sostienen que se llevo desde alla. Esta variedad se caracteriza por una mayor
precocidad y vigor que Kerman (NAVARRETE, 1991). Los frutos son atractivos visualmente
(cdscara blanca) y de buen sabor, pero ligeramente mas pequefios si se comparan con los de la
mayoria de cultivares que se destinan a aperitivo. Posee alternancia en la produccién, aunque
menos intensa que Kerman. De mayor vigor que Kerman, florece unos 10 dias antes, madurando
a finales del mes de agosto. El peso del grano es de 1 g frente a los 1,3 g de Kerman, con un
porcentaje de frutos abiertos muy superior (93%) e inferior de vacios (COUCEIRO-LOPEZ et al.,
2017). Esta variedad puede ser alternativa de futuro a Kerman en numerosas areas de la Espafia
meridional (GUERRERO-VILLASENOR et al., 2004).
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e Larnaka

Originaria de Chipre (FERGUSON et al., 1995). Fruto mediano, aunque algo mas alargado que el
que produce el cv. Mateur. Su buen vigor, elevada produccion, excelente sabor, veceria
moderada, elevada dehiscencia de sus frutos, baja cantidad de frutos vacios y precocidad en su
entrada en produccién, son algunas de las caracteristicas que definen a este excelente cultivar
(COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

e Mateur

Cultivar seleccionado en 1974 en el INRAT, de porte ramificado y globoso, de gran vigor. Florece
desde finales del mes de marzo hasta primeros del mes de abril. El fruto lo tiene de forma
alargada y su peso seco en grano es de 1 g. Buen porcentaje de frutos abiertos (70%-90%) y bajo
porcentaje de frutos vacios (5-15%) seglin condiciones ambientales de cultivo (COUCEIRO-LOPEZ
et al.,, 2017). Cultivar adaptado a inviernos suaves, sin riesgo de heladas a finales de marzo (400
HF). En Castilla-La Mancha, la maduracién se produce a finales del mes de agosto (LOPEZ, 2006).

e Aegina

Su origen se sitla en Grecia, en la cuenca del Mediterraneo (FERGUSON et al., 1995). De vigor
medio, con frutos de tamafio mediano y alargados. Con tendencia baja a la apertura de sus
frutos, lo que supone una ventaja a la hora de conseguir frutos mas sanos. Es bastante precoz
en su entrada en produccion. Su porcentaje de produccidn estd cercano al 90%. El peso medio
de su fruto seco es de 1 gramo y su grano verdoso posee un excelente sabor. Se considera un
cultivar muy productivo con una tendencia a la veceria moderada (COUCEIRO-LOPEZ et al.,
2017).

e Ashoury o Red Aleppo

Principal cv. de Siria. De buenas producciones, posee un excelente sabor, moderada veceria, y
lenta entrada en produccidn. El periodo de floracion es de unos 11 dias y se inicia a primeros del
mes de abril. La recoleccidn tiene lugar a finales del mes de septiembre. La dehiscencia de sus
frutos puede llegar al 99%, considerandose el mejor cultivar de Siria en ese aspecto concreto. El
porcentaje de vacios suele estar alrededor del 8%. El peso de fruto seco es de 1,03 g (COUCEIRO-
LOPEZ et al., 2017).

e Avdat

Variedad con excelentes cualidades organolépticas y de buen comportamiento productivo en el
secano. Sus aromaticos pistachos de tamafio medio podrian ser empleados como materia prima
en la elaboracién de numerosos productos (GUERRERO-VILLASENOR et al., 2004).

e Napoletana

Su principal area de produccidn se centra en Sicilia. De vigor medio y floracion tardia, su fruto
posee forma alargada, con un tamafio que va desde pequeiio a mediano, con un bajo porcentaje
de frutos abiertos (<25%) y un 5% de vacios. El inicio de produccidn se retrasa
considerablemente. El peso seco del grano es de unos 0,48 g. La recoleccién tiene lugar entre la
ultima semana de agosto y primera de septiembre (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).
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e Sfax

Procede de Tunez. Es un arbol pequefio, con fruto de tamafio pequefio, es poco exigente en
horas frio, tiene un vigor medio y una entrada en produccién bastante precoz (LOPEZ, 2006).

Variedades masculinas:

Las variedades masculinas principalmente empleadas y mds importantes son Peters y C-especial,
aunque existes otras variedades también empleadas con menor impacto.

e ‘Peters’

Polinizante universal. Algunos estudios indican que provendria de una zona cercana a Armenia
(FERGUSON et al., 1995). Su floracidn coincide tanto para las variedades de floracidon temprana,
como Red Aleppo, como para las de floracién mas tardia como Kerman. Peters es un prolifico
productor de polen (LEMUS y NEGRON, 2001).

Entre sus caracteristicas destacan su elevado vigor, buena produccién de polen (viable durante
tres semanas) y alta precocidad de su produccién (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017). Su antesis
suele solapar una parte muy importante del periodo de floracién de la variedad Kerman,
Napolitana, Sfax, Kastel, etc. (LOPEZ, 2006).

e C-especial

Es una variedad de pistachero de origen griego con precocidad media y vigorosa, muy apreciada
por su floracién tempranay su gran producciéon de polen. Es una variedad muy interesante si se
desea realizar polinizacién artificial, ya que su polen puede ser recolectado. Puede ser utilizado
como polinizador para las variedades femeninas Larnaka y Mateur.

e M-38

Variedad masculina de floracion intermedia que ofrece buenos resultados en zonas litorales.

e Egino

Polinizador tradicional de la variedad femenina Aegina. De gran vigor.

e Chaparrillo

Floracion tardia. Adecuado para polinizar variedades con bajas necesidades de horas frio.

e Guerrero

De floracién muy tardia. Tiene altas necesidades de horas de frio. Adecuado para ampliar el
periodo de solape con variedades femeninas tardias.

e Mateur M.

Polinizador de la variedad femenina del mismo nombre.
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Uno de los factores importantes para el desarrollo del cultivo del pistacho son las enfermedades
que le afectan, asi como su manejo y control. Esto es debido a las mermas en produccion y
aumento de costes que pueden producir, lo que se traduce en una menor rentabilidad del
cultivo. Por este motivo es necesario conocer bien que enfermedades afectan al pistacho y cdmo
manejarlas a fin de evitar los problemas mencionados.

De todas las enfermedades que afectan al pistacho destacan las causadas por hongos dado que
son las mas comunes y de mayor importancia. Las principales enfermedades flungicas que
afectan a este cultivo se detallan en la Tabla 6.

De las enfermedades causadas por hongos a continuacidn se explica mas detalladamente la
Verticilosis del pistacho, causada por el hongo Verticillium dahliae Kleb. Se le confiere mayor
importancia en la introduccién de este trabajo por ser el agente patdgeno identificado y
caracterizado, asi como por la gravedad que llega a tener esta enfermedad en portainjertos
sensibles, ya que es capaz de causar desde un secado parcial hasta un secado total de estos y
ademds, por tratarse de una de las enfermedades mas dificiles de controlar (COUCEIRO-LOPEZ,
etal., 2017).

El marchitamiento del pistacho producido por Verticillium dahliae Kleb. se distribuye
ampliamente en las regiones templadas del mundo y ataca a una amplia variedad de otras
especies de plantas, como almendros y nogales. Esta enfermedad es comin y a menudo severa
en las plantaciones de pistacho con portainjertos susceptibles (TEVIOTDALE et al., 2002).

Los sintomas mas severos afectan a una o algunas ramas de uno de los lados del arbol, que se
marchitan repentinamente al final de la primavera o en el verano y luego mueren. Las hojas en
las ramas afectadas pueden caerse o secarse y permanecer en el arbol. Los arboles pueden morir
en 1-3 afios (TEVIOTDALE et al., 2002).

Los sintomas de decaimiento crénicos en los pistachos son: presencia de hojas de color oscuro,
crecimiento pobre de los brotes terminales y copa escasa. Los sintomas a veces incluyen la
produccién de retoios. Los arboles mueren después de varios afios.

En arboles con sintomas de decaimiento, una seccidn transversal o longitudinal de la madera de
una rama afectada generalmente muestra un anillo o segmentos de xilema negro o marrén
(TEVIOTDALE et al., 2002).
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Tabla 6. Enfermedades producidas por hongos que afectan al pistachero en las zonas templadas. Fuente:

TEVIOTDALE et al., 2002.

Enfermedad Agente/s que la causa/n Organo Afectado

Alternaria, Alternariosis

Armillaria, Podredumbre blanca
de raiz

Aspergillus

Botrytis

Chancro del Pistachero

Chancro del tronco

Decaimiento de la semilla de
Pistacho

Esclerotinia

Pudricion del grano

Pudricion del cuello o de la raiz

Marchitez de brotes o racimos
Eutypa
Oidio
Podredumbre de raiz algodonosa
Phomopsis
Rhizoctonia
Podredumbre blanca de raiz

Roya

Mancha foliar

Verticilosis

Pudriciéon/descomposicion de la
madera

Ivdn de la Flor Blanco

Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl.

Armillaria mellea (Vahl:Fr.) Kumm.

Aspergillus niger Tiegh.;

Otras especies de Aspergillus seccidon Nigri
Botrytis cinerea (Pers.:Fr.);
Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel.
(telemorfo)

Cytospora terebinthi Bres.

Botryosphaeria obtusa (Schwein.) Shoemaker.

Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Eurotium,
Fusarium, Penicillum, Rhizopus, Trichothecium y
Ulocadium
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary.
Nematospora coryli Peglion.;
Aureobasidium pullulans (de Bary) G. Arnaud
Phytophthora capsici Leonian;
Phytophthora citricola Sawada;
Phytophthora cryptogea Pethybr. & Laff.;
Phytophthora nicotianae Breda de Haan var.
parasitica (Dastur) G.M. Waterhouse
Botryosphaeria dothidea (Moug.:Fr.)Ces. & De Not.
(syn. B. ribis Gross. & Duggar)

Eutypa lata (Pers.:Fr.) Tul & C. Tul. (Libertella
blepharis A. L. Smith, anamorfo)

Oidium spp.;

Phyllactinia angulata (E. S. Salmon) S. Blumer
Phyllactinia guttata (Wallr.:Fr.) Lev.

Phymatotrichopsis omnivora (Duggar) Hennebert

Phomopsis sp.

Rhizoctonia solani Kihn

Dematophora necatrix R. Hartig (Rosellinia necatrix
Prill. (anamorfo))
Pileolaria terebinthi Castagne
(syn. Uromyces terebinthi (DC.) G. Winter)
Septoria pistacina Allescher (Mycosphaerella
pistacina Chitzanidis (anamorfo));
Septoria pistaciarum Caracciolo (Mycosphaerella
pistaciarum Chitzanidis (anamorfo));
Septoria pistaciae Desmaz

Verticillium dahliae Kleb.

Filo Basidiomycota, clase Hymenomycetes

&

Hojas
Raices
Cuello del tronco

Fruto

Flores
Brotes

Arboles o ramas
lesionadas, débiles o
estresadas
Tejido vascular del
tronco

Fruto

Brotes tiernos y hojas

Fruto

Raiz
Hojas
Ramas

Brotes
Racimos
Tronco y ramas
(madera)

Frutos
Hojas

Raiz
Flores, fruto, brotes y
hojas
Hojas, Brotes
Plantulas

Raiz

Hojas, Flores y Frutos

Hojas
Raramente frutos

Xilema

Tejido vascular
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Verticillium dahliae produce conidiéforos verticiladamente ramificados y unas estructuras de
resistencia denominadas microesclerocios, en cultivo de agar y en el tejido infectado. Los
conidioforos tienen tres o cuatro fidlidas en cada locus. Los conidios son hialinos, unicelulares
(2-14 x 2-11 um) y surgen individualmente o en grupos en cada apice de las fidlidas. Los
microesclerocios, que consisten en multiples células melanizadas agrupadas, de 5-10 um de
didmetro, son de color marrén oscuro a negro y varian en longitud (15 a 100 um) y forma
(alargadas a esféricamente irregulares) (TEVIOTDALE et al., 2002).

La temperatura Optima para el crecimiento del hongo es de 20-22 °C, y se forman
microesclerocios a 5-30 °C. El aislamiento del patdégeno en arboles expuestos a temperaturas
superiores a 30 °C puede ser dificil, ya que el calor con frecuencia dificulta el desarrollo dell
hongo en la parte aérea del arbol.

Verticillium dahliae esta presente, generalmente a bajas concentraciones, en casi todos los
suelos en las regiones templadas y subtropicales del mundo. Se desarrolla un nivel de indculo
elevado del patdgeno en suelos donde se han plantado cultivos susceptibles, como algoddn,
tomate, patata, cucurbiticeas, menta y fresa. Una vez enterrados en el suelo, los
microesclerocios persisten durante afios, liberandose a partir de los restos afectados del cultivo.
Los exudados de las raices de las plantas estimulan la germinacién de los microesclerocios
cercanos. El hongo penetra a través de las raices e infecta las células corticales. Las infecciones
corticales en las plantas no huéspedes pueden dar como resultado la produccidén de nuevos
microesclerocios, rejuveneciendo asi la poblacidn residente de Verticillium. En un pequefo
porcentaje de plantas infectadas, la infeccidn cortical conduce a la invasidn del sistema vascular
del afio en curso, donde V. dahliae produce conidios, que son transportados a través de los vasos
del xilema hacia el tronco del arbol. La presencia de V. dahliae en el xilema interrumpe la
conduccién de agua y nutrientes. Muchos microesclerocios nuevos se producen en raices y
brotes senescentes infectados (TEVIOTDALE et al., 2002).

El nimero y la ubicacién de los microsclerocios en el suelo de cultivo son factores importantes
en la incidencia y severidad de la enfermedad. El marchitamiento por Verticillium puede darse
de forma significativa en los pistachos sembrados en lugares con un nivel de indéculo en suelo
tan bajo como 1 microsclerocio por gramo de suelo. Si el indculo se limita al perfil superior del
suelo, las raices recién formadas en las profundidades del suelo no se infectaran. Después de un
afio de cultivo susceptible, puede incrementarse el nivel de inéculo a 60 microesclerocios
adicionales por gramo de suelo (peso aire-seco), principalmente en los 15-30 cm superiores. Los
microesclerocios sobreviven mas tiempo en suelos a 5-15 °C y con capacidades de retencién de
humedad del 50-75%. El numero de microesclerocios disminuye rdpidamente cuando la
temperatura del suelo supera los 25 °C y en suelos inundados, pero pueden aparecer
concentraciones detectables después de varios meses a 30 °C (TEVIOTDALE et al., 2002).

El clima primaveral frio favorece el crecimiento del hongo por todo el xilema. La enfermedad
puede desarrollarse a temperaturas de hasta 30 °C y puede ser grave a 28 °C. Las altas
temperaturas en verano pueden matar al patdgeno en los troncos de pistacho, pero puede
sobrevivir en las raices mas frias y ser capaz de reinfectar la planta al afio siguiente. Por lo tanto,
la infeccidon por Verticillium puede ser cronica en los arboles de pistacho.
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Los cultivos se deben plantar en el suelo con niveles de indculo muy bajos o nulos. La
concentracion de V dahliae en el suelo puede determinarse mediante analisis en laboratorios
especializados. Si V. dahliae esta presente, las raices viejas deben eliminarse y el nivel de inéculo
debe reducirse antes de realizar la plantacién del cultivo. La solarizacidon del suelo junto con
acolchados de plastico aplicados durante varias semanas en verano resulta efectiva. Cuando se
reemplaza un arbol muerto en un cultivo establecido, el lugar de plantacién puede tratarse
primero con solarizacidon (TEVIOTDALE et al., 2002).

Existen bacterias antagonistas capaces de reducir el crecimiento de V. dahliae en cultivo in vitro
(BERG, G. y BALLIN, G., 1994). Ademds de bacterias, también existen hongos antagonistas que
reducen el crecimiento de V. dahliae, destacando entre ellos el de Trichoderma spp. Este hongo
antagonista es capaz de reducir la severidad de la verticilosis en olivo en campo al emplearlo en
combinacidon con la solarizacion. Con esta aplicacion combinada de Trichoderma spp. vy
solarizacion se consigue una mayor reducciéon de la severidad de la enfermedad que si se aplicara
tan solo la solarizacidn o la solarizacién combinada con biofumigaciéon (OTERO, M.L. et al., 2014).

Los portainjertos resistentes controlan con éxito la enfermedad en los cultivos de pistacho.
Pistacia integerrima cv. Pioneer Gold es resistente a Verticillium. UCB-1 (P. atlantica x P.
integerrima), que es tolerante al frio, es ligeramente menos resistente que Pioneer Gold. P.
atlantica y P. terebinthus son susceptibles a la marchitez producida por Verticillium.

Verticillium dahliae se reproduce en las raices de la mayoria de las plantas dicotiledéneas, por
lo que el control de las malas hierbas puede ser una préctica cultural importante,
particularmente el control de plantas solanaceas. Hay que evitar mover la tierra infestada con
los arados y otros equipos que puede causar la contaminacion del suelo mas profundo.

La marchitez por Verticillium es mas grave en los arboles de pistacho con deficiencia de potasio
(0.5-0.8% de potasio en las hojas en pleno verano) y en los afios cuando la carga del cultivo es
alta (TEVIOTDALE et al., 2002).
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El objetivo de este trabajo es realizar el diagndstico de muestras de plantas de pistacho
procedentes de Biar (Alicante) que presentaban sintomas tanto de marchitez como de
decaimiento progresivo y en las que se sospechaba la posible infeccién por el hongo del suelo
Verticillium dahliae.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Parcelas estudiadas

Las parcelas en las que se detectaron los sintomas de Verticilosis se encuentran en la localidad
de Biar, al noroeste de la provincia de Alicante. Concretamente en el Poligono 12, Parcelas 154
y 216, EL PLA. En la Figura 4 se muestra la localizacién de estas parcelas.

Figura 4. Situacion y emplazamiento de las parcelas muestreadas. Fuente: Elaboracién propia.

Se trata de dos parcelas de regadio, cultivadas conjuntamente como una sola y en las que se
habian realizado plantaciones de cultivos horticolas tales como cardo, patata, apio, etc. durante
los ultimos 15 afios (Figura 5), hasta que en el afio 2015 se llevé a cabo la plantacion del cultivo
de pistachos. Anteriormente estas parcelas también habian estado en barbecho en periodos de
tiempo entre cultivos.
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| Ao | 2005 | | 2009 | | 2011 |
EEEE ' NN B
| 2013 | | 2015 |

| Afio_|
N B B

L Cebolla Tierna | . Apio | | Puerro | . Cardo |
L Calabaza | . Zanahoria | | Patata | | Nabicol |
. Barbecho | L Pistacho |

Figura 5. Historial de cultivos en las parcelas muestreadas. Fuente: Elaboracion propia

Respecto al caso concreto del cultivo del pistacho, en marzo del afio 2015 se trasplantaron los
patrones del cultivo a las parcelas, que eran Pistacia terebinthus sin estar injertados. Puesto que
el trasplante de los arboles se realizé con patrones sin injertar, en los meses de julio y agosto de
los afios posteriores se realizaron los injertos en campo de las distintas variedades de Pistacia
vera (Tabla 7), hasta la actualidad.

Tabla 7. Cultivares empleados en las parcelas muestreadas. Fuente: Elaboracion propia.

VETELER S0l | P. vera cv. Sirora | P. vera cv. Larnaka | P. vera cv. Kerman
Variedades Macho P. vera cv. C-especial P. vera cv. Peters
Portainjertos P. terebinthus

3.2. Sintomatologia de la enfermedad y toma de muestras

En el afio 2015 no se realizaron los injertos de las variedades, ya que sirvié para el
establecimiento de los patrones en campo, pero ya en el mes de junio se observaron pequeinos
sintomas iniciales de enfermedad de forma puntual en algunas plantas.

Al observar estos sintomas de enfermedad se decidié realizar un seguimiento de las parcelas
con el objetivo de conocer si los mismos continuaban apareciendo, si se detectaban en nuevos
arboles y en qué momento, ademas de estimar visualmente con qué a nivel de severidad se
daban.

Para ello, se optd por visitar las parcelas semanalmente a excepcion de los meses de inverno, en
los que el cultivo no tiene hojas, puesto que la enfermedad a priori solo mostraba sintomas que
afectaban a la parte aérea. En cada visita se realizaba una inspeccién visual de forma general
por las parcelas en la que se tenia en cuenta cualquier anomalia que se apreciara en el
crecimiento, coloracién o desarrollo de las plantas. Asi como, crecimiento pobre de brotes
terminales, marchitamiento o secado repentino de ramas y brotes, deformacion o
enrollamiento de hojas, oscurecimiento y necrosis en hojas, defoliacién y/o disecado de las
mismas, muerte repentina del arbol y crecimiento de retofios.

El seguimiento visual de las parcelas se realizd durante los afios 2015, 2016 y 2017. Durante los
meses de verano de todos los afios se observaron sintomas de enfermedad siendo cada vez mas
acentuados. Por ello, en junio de 2017 se decidié determinar el agente causal de la enfermedad,
puesto que ésta empezaba a suponer un riesgo para el desarrollo del cultivo y su rentabilidad.

Para ello, en primer lugar se realizd una recopilacién documentada de los sintomas observados
en campo el dia 21 de junio de este afio mediante la realizacién de fotografias de los mismos.
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Una vez fotografiados todos los sintomas, el dia 11 del mes julio se tomaron muestras
representativas de material vegetal de arboles sintomaticos tanto en ejemplares que solo
constaban de portainjertos como en arboles ya injertados con el cultivar en desarrollo. En la
toma de muestras se recogieron ramas, brotes, troncos y arboles enteros, puesto que no eran
de gran tamafio, siempre tratando que la muestra constara de material vegetal sintomatico y
parte del material vegetal contiguo asintomatico. Las muestras fueron guardadas en bolsas de
plastico, etiquetadas y llevadas a laboratorio donde se conservaron en el frigorifico para su
posterior analisis. En el etiquetado de las muestras en campo se le asignd un numero de
referencia a cada muestra que permite conocer su ubicacidon en campo y con ello identificar a
que arbol pertenece, si es una muestra de P. terebinthus o si es de P. vera y a qué cultivar
pertenece.

La dificultad que presenta este cultivo a la hora de ser injertado, ya que cada afio tan solo un
30% aproximadamente de los arboles era injertado con éxito, es el motivo por el cual han sido
necesarios varios afios para realizar el injerto de la plantacion. Ademas, este bajo porcentaje de
éxito en el injerto también explica la situacidon de la parcela en el momento de la toma de
muestras, con un 33% de arboles injertados con éxito y un 67% de arboles todavia solo con el
patrdon distribuidos de forma irregular por la misma, véase Figura 6, ya que las plantas solo
habian sido injertadas en el afio 2016.

. P. terebinthus | . Pistacia vera cv C-especial | . Pistacia vera cv Peters |

. Pistacia vera cv Kerman | L Pistacia vera cv Sirora | | Pistacia vera cv Larnaka |

|_|Caminos de acceso|

Figura 6. Distribucion de los distintos cultivares y portainjertos en las parcelas en junio del 2017.
Fuente: Elaboracion propia.
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Para el estudio de las muestras de material vegetal (ramas) en laboratorio, en primer lugar, se
realizd una inspeccién visual de las mismas. Con ella se realizaba una primera selecciéon, mas
general, de las zonas de las ramas que eran de interés, descartando las zonas mas afectadas o
secas de las ramas y se seleccionaban las contiguas a éstas, ya que en ellas el hongo estd mas
activo. Después, con la ayuda de unas tijeras de podar se realizaron cortes transversales en las
ramas desde las partes mas sanas hacia la zona seleccionada, buscando zonas necrosadas en el
tejido vascular. Ademds, si se observaba oscurecimiento también se realizaban cortes
longitudinales a fin de observar mejor en qué partes de la rama se encontraba éste. Después, se
cortaron trozos de 1 a 2 cm de grosor y unos 5 cm de longitud que se utilizaron para el proceso
de aislamiento fungico. Una vez seleccionado el material vegetal mas adecuado se realizaron
fotografias, y se le asignaba un nimero de muestra de laboratorio, se anotaba el cddigo de
origen, hospedante, el lugar de procedencia, la fecha de recepcidn, sintomas y la especie a la
que pertenecia dentro del género Pistacia.

El siguiente paso fue la desinfeccidn externa de los trozos seleccionados mediante la técnica de
flameado. Para ello en la cdmara de flujo laminar y tras la desinfeccién de las manos y utensilios
con alcohol al 70% los fragmentos seleccionados de cada muestra se sumergian en una bandeja
con alcohol. Una vez que estaban bien empapados se sacaban de la bandeja con la ayuda de
unas pinzas y se flameaban hasta que se consumia el alcohol y se depositaban en papel estéril.

A continuacidn, el material previamente desinfectado se cortaba longitudinalmente en laminas
finas y se seleccionaban las zonas del tejido vascular que estaban necrosadas, de 1 a 2 mm?
aproximadamente y se sembraban en placas de medio patata dextrosa agar (PDA) (Biokar-
Diagnostics, Zac de Ther, France) (39 g de polvo de patata-dextrosa-agar; 1 L de agua destilada)
al que se anadia 0,5 g de sulfato de estreptomicina (PDAS). Por cada muestra se hacian tres
repeticiones sembrando 3 placas con 7 fragmentos equidistantes en cada una que
posteriormente se introducian en la estufa a 20 °C en oscuridad durante 10 dias. M4ds tarde las
placas se revisaban regularmente hasta que se apreciara crecimiento fungico.

Las diferentes colonias resultantes de la siembra se repicaban a medio PDA y se incubaban de
nuevo a 20 °C durante al menos 15 dias para su posterior identificacion morfolégica y/o
molecular.

Las colonias de V. dahliae fueron identificadas a través de la observacion del aspecto de las
colonias en las placas de medio de cultivo PDA y mediante preparaciones microscdpicas para la
observacion de las estructuras vegetativas y reproductivas producidas en el medio de cultivo.

Para la observacidon en microscopio, se colocaron fragmentos de micelio en portaobjetos de
cristal con una gota de agua destilada y se cubria con un cubreobjetos.
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Para llevar a cabo la extraccién de ADN de los aislados seleccionados se utilizé el kit E.Z.N.A Plant
Miniprep Kit (Omega Bio-Tek, Norcross, GA). En primer lugar, se tomaron fragmentos de micelio
crecido sobre medio de cultivo PDA mediante raspado con una espatula y se introdujeron en
tubos de 2 ml. En cada tubo se afiadieron 6 bolas de acero de 2,38 mm de didmetro y 650 ul de
tampon P1. A continuacion, las muestras en los tubos se homogeneizaron en un equipo
FastPrep-24TM5G (MP Biomedicals, California, USA) a una velocidad de 6 m/s durante 40 s, con
el objetivo de facilitar la rotura de los tejidos. Se continud con el protocolo de extraccidn a partir
del producto obtenido de la homogeneizacion siguiendo las instrucciones del fabricante del kit.
Finalmente, el producto de la extraccidn se cuantificd mediante el uso de un espectrofotémetro
(ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE).

Los aislados seleccionados se caracterizaron mediante PCR utilizando los cebadores DB19/DB22
que amplifican una secuencia polimdrfica especifica de V. dahliae de 539-523 pb (Mercado-
Blanco et al., 2003). Como controles positivos se utilizaron dos aislados de V. dahliae (VD17 y
VD52) previamente caracterizados y conservados en la coleccién del Grupo de Investigacion en
Hongos Fitopatdgenos (Instituto Agroforestal Mediterraneo-UPV). Las mezclas de reaccién de
amplificacion fueron (25 ul de volumen total): 20 ng de ADN fungico, 100 nM de cada cebador,
200 nM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2, 2,5 ul de tampdn de reaccién 10x y 0,75 U de Taq
polimerasa. Las condiciones de amplificacion fueron: 949C 3 min, 30 ciclos de 949C 1 min, 642C
1 miny 722C 1 min, y un paso de extension final de 6 min a 722C. Las amplificaciones se llevaron
a cabo en un termociclador Peltier Thermal Cycler-200 (MJ Research, Waltham, MA).

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis (PS 304 Minipac Il, Apelex) en geles
de agarosa al 1,5% (agarose D-1 Low EEO; Conda, Madrid, Espafia), que se tifieron con REALSAFE
(REALSAFE nucleic acid staining solution 20.000x, REAL) y fueron visualizados bajo luz UV en un
transiluminador. Como marcador de pesos molecular de referencia se utilizé el Gene-ruler 100-
bp DNA ladder plus (0,5 pg/ul) (Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania).

Con el fin de confirmar la patogenicidad de los aislados de V. dahliae obtenidos, se procedié a la
inoculacién de una seleccidn en plantulas de P. terebinthus.

Para la obtencidn de las plantulas de P. terebinthus se sembraron semillas certificadas. Para ello,
en primer lugar, las semillas se desinfectaron superficialmente con hipoclorito sédico (1,5% de
cloro activo) durante 1 minuto, dando posteriormente dos lavados en agua esterilizada para
eliminar los restos de hipoclorito.

Dado que las semillas de P. terebinthus tienen latencia exdgena fisica, se procedié a realizar un
escarificado de las mismas mediante el lijado de la cubierta con la ayuda de una lima
previamente desinfectada con alcohol al 70%. Tras este proceso las semillas se pusieron en una
gasa humedecida con agua estéril manteniéndolas de este modo hasta el inicio de la
germinacion.

Cuando las semillas comenzaron la germinacién, se sembraron individualmente en macetas con
turba. Estas macetas se llevaron a invernadero y se regaron periddicamente.
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Cuando las plantas tuvieron al menos 4 hojas verdaderas se procedid a la inoculacidn de las
mismas, utilizandose 10 plantas para cada aislado y para el control.

El ensayo se realizd con cuatro aislados de V. dahliae procedentes de distintas muestras. Tres
de los aislados eran procedentes de muestras de la parcela de pistachos de este estudio,
concretamente de las muestras 3298, 3300 y 3301, siendo las dos primeras muestras de P.
terebinthus y la ultima de P. vera. El cuarto aislado, que se utilizo a efectos de comparacion, se
obtuvo de la colecciéon de hongos del Grupo de Investigacion en Hongos Fitopatdgenos del
Instituto Agroforestal Mediterraneo de la UPV, y procedia de arboles de almendro (Prunus
dulcis) en la provincia de Tarragona. La inoculacién se realizd mediante una suspension de
conidios. Para ello se hizo crecer cada uno de los aislados de V. dahliae en placas Petri en medio
nutritivo PDA y en las mismas condiciones sefialadas para la identificacion, hasta que el hongo
ocupara toda la placa y esporulara.

Posteriormente, en una cadmara de flujo laminar se afadid agua estéril a las placas Petri
correspondientes a cada aislado y se rasparon superficialmente para que se soltaran todos los
conidios. Una vez obtenida la suspension, se procedia al conteo de los conidios con camara
Thoma, ajustando la suspensién a 10° conidios/ml.

Para la inoculaciéon de las plantas se utilizaron 10 ml de la suspensidn de conidios previamente
preparada, que se aportaron directamente a la turba de la maceta alrededor del cuello de Ia
planta con una pipeta. Los controles se regaron con 10 ml de agua estéril, sin la presencia del
hongo. Las plantas se dejaron crecer en cdmara de cultivo a 20-25 °C con un fotoperiodo de 12
horas de luzy 12 horas de oscuridad durante 135 dias.

Tras la inoculacidn, se efectudé un seguimiento secuencial de las plantas para detectar los
posibles sintomas causados por el patégeno durante los meses de cultivo en cdmara. Para ello,
se evaluaron quincenalmente todas las plantas durante 135 dias.

Esta evaluacidn de la severidad de los sintomas se realizé con cada una de las plantas y consistio
en la valoracién de los mismos mediante el uso de la siguiente escala del 0 al 4:

0- Plantula sana / Sintomas no presentes.

1- Sintomas muy iniciales de marchitez / Hojas permanecen unidas a planta / Ligera pérdida de
turgencia en las hojas.

2- Sintomas intermedios de marchitez / Algunas hojas estan secas / Sintomas prominentes de
pérdida de turgencia en la mayoria de las hojas / Algunas hojas se han caido.

3- Caida abundante de hojas / Toda la plantula se estd marchitando.
4- La plantula ha muerto / todas las hojas se han secado y/o se han caido.

Ademas de la valoracidn de cada una de las plantas con la escala mencionada se anotaban, en
caso de ser necesario, datos o comentarios relevantes acerca de su estado y se completaba la
documentacion de la situacién de las mismas mediante la realizacidn de fotografias.

Una vez las plantas inoculadas presentaban claros sintomas de haber desarrollado Ila
enfermedad en comparacion con el estado de las plantas control, se arrancaron con cuidado.
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Las plantas arrancadas se lavaron con agua a fin de eliminar la tierra que tenian pegada y con
cuidado de no romper las raices. Cuando estaban limpias se procedio a la desinfeccién externa
de las mismas, para ello se introdujeron en un bafo con hipoclorito sédico (1,5 % de cloro activo)
durante 1 minuto, seguido de dos bafios en agua estéril.

Tras la desinfeccidn, se procedid al reaislamiento del hongo siguiendo el mismo protocolo
descrito anteriormente. Las diferentes colonias resultantes de la siembra se repicaban a medio
PDA vy se incubaban de nuevo a 20 °C durante al menos 15 dias para su posterior identificacion
morfoldgica y/o molecular. De este modo se comprobé el cumplimiento de los Postulados de
Koch-Pasteur.

Trascurridos los 5 meses de cultivo en cdmara de las plantas inoculadas, con los datos obtenidos
durante el seguimiento y con objeto de determinar cdmo fue la evolucidn de la enfermedad y
cudl fue su severidad, se construyd la curva de progresion de la enfermedad y se calculé el Area
bajo la Curva de Progresidn de la Enfermedad (AUDPC).

Para elaborar la curva de progresién de la enfermedad, en primer lugar, fue necesario calcular
para cada fecha de toma de datos el valor medio de la evaluacidn realizada a las 10 plantas
inoculadas de cada uno de los cuatro aislados utilizados en la inoculacién. Después, se realizd
una representacion grafica a lo largo del tiempo de cada uno de los valores medios de severidad
obtenidos para cada uno de los aislados, obteniendo asi la curva de progresion de la enfermedad
para cada aislado.

Finalmente se calculd el Area bajo la Curva de Progresién de la Enfermedad (AUDPC). El AUDPC
se calculd para todos los valores medios obtenidos en la evaluacion de cada aislado de acuerdo
con la siguiente funcién (SHANER, G. y FINNEY, R.E., 1977):

n—-1
Y, + Y,
AU.D.P.C.= z [{lT(Hl)}x(t(iﬂ) - tl-)]
i

Donde: Y;= severidad de la enfermedad en la fecha i; ti = dia i; n = nimero de fechas en las que
se evaluaron los sintomas en las plantas inoculadas con V. dahliae.
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Los sintomas observados en campo en las primeras visitas del seguimiento de las parcelas fueron
similares a los observados en las visitas posteriores, aunque claramente en progresién, puesto
que cada vez eran mas severos (afectaban a un nimero mayor de arboles y en ellos a un mayor
namero de ramas).

Los primeros sintomas en campo fueron detectados en junio del afio 2015. Estos fueron iguales
a los observados en los meses posteriores de ese mismo afo y consistian en deformacion o
enrollamiento de hojas, oscurecimiento y necrosis en algunas hojas aisladas y pequefios brotes
con necrosis y/o desecacidn total o parcial repentinos. En este caso, el nimero de plantas
afectadas en las parcelas era muy bajo y la superficie foliar sintomatica en cada una de ellas era
muy pequefia. Por ello, y puesto que en septiembre cesé la aparicién de los sintomas no se les
dio mucha importancia y se decidié no realizar ninguna accidn sobre los mismos, salvo continuar
con el seguimiento de las parcelas a modo de vigilancia. Con la caida de las hojas se dejo de
realizar el seguimiento temporalmente.

En la primavera del afio 2016 se retomo el seguimiento al comenzar la brotacidn de los arboles.
Estos brotaron y crecieron con normalidad hasta que en el mes de junio se volvieron a detectar
los sintomas del afio anterior tanto en las plantas que ya habian sido afectadas como en otras
nuevas, siendo esta vez mas graves. En esta ocasién se observé de nuevo deformacion o
enrollamiento de hojas, oscurecimiento y necrosis en hojas y pequefios brotes con necrosis y/o
desecacion total o parcial repentinos. Los sintomas este afio afectaban a una mayor superficie
foliar de las plantas, llegando incluso a afectar a ramas enteras, marchitandolas y secdndolas de
forma repentina. Conforme avanzaban los meses de verano aumentaba el nimero de
ejemplares afectados y la gravedad de los sintomas, llegando a finales del mes de julio y principio
del de agosto (época mas calurosa del aio en la zona) a secarse tres arboles enteros de forma
repentina. De nuevo en el mes de septiembre ceso la aparicidn de sintomas, a pesar de que el
numero de plantas afectadas en las parcelas era mayor que en el afio anterior, al igual que la
superficie foliar afectada en cada planta sintomatica. A pesar de que los sintomas afectaban en
mayor medida al cultivo no llegaban a comprometer la rentabilidad del mismo, por lo que se
decidid continuar con el seguimiento de la parcela. Con la caida de las hojas se dejd de realizar
el seguimiento temporalmente.

En el afio 2017 se retomo el seguimiento de las parcelas al comenzar la brotacion de los arboles
en la primavera. En este momento se observd que algunos de los arboles que habian muerto
anteriormente rebrotaron por la parte basal del tronco. Llegado el mes de junio se observo
nuevamente deformacién o enrollamiento de hojas; oscurecimiento y necrosis en hojas; brotes
y ramas que se marchitaban y necrosaban de forma total o parcial repentinamente y muertes
de arboles. A diferencia de los afos anteriores, en el afio 2017 los sintomas estaban mucho mas
extendidos por la parcela afectando a un gran nimero de ejemplares diseminados por la
explotacién. También se daban los sintomas de forma mds severa, produciendo ya en el mes de
junio muerte de arboles y secandose gran cantidad de ramas enteras, por lo que todos los
ejemplares sintomaticos resultaban estar afectados en mayor gravedad que afios anteriores.

En la Figura 7 se pueden ver fotografias representativas de los diferentes tipos de sintomas
observados en el afio 2017.
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Figura 7. Sintomas en la parte aérea de P. vera y P. terebinthus.

A: Hojas necrosadas y desecadas de forma aislada con enrollamiento y deformacién en Pistacea vera. B: Brote de
P. vera desecado de forma repentina con hojas necrosadas y deformadas. C: Brote y rama de P. terebinthus
desecados de forma repentina y aislada. D: Planta de P. terebinthus muerta el afio anterior y rebrotada por la zona
basal del tronco. E: Hojas de P. terebinthus con necrosis, oscurecimiento y enrollamiento. F: Marchitamiento inicial
de rama con necrosis, deformacién y enrollamiento de hojas en P. terebinthus. G: Arbol de P. terebinthus muerto
de forma repentina con hojas completamente secas.
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4.2. Aislamiento de Verticillium dahliae

En total se tomaron 13 muestras representativas de material vegetal de arboles sintomaticos,
siendo 9 de ellas de ejemplares que solo constaban del portainjertos P. terebinthus y 4 de ellas
de arboles injertados con el cultivar de P. vera en desarrollo. Para su estudio, y procediendo del
modo indicado en el apartado aislamientos de Materiales y Métodos, se realizaron tanto cortes
transversales como longitudinales a las ramas de las muestras.

Al realizar los cortes transversales se observé el interior de las ramas, pudiendo distinguir en
ellas el tejido vascular (xilema) parcialmente oscurecido tanto en forma de puntos aislados como
en forma de lineas curvas concéntricas. Igualmente, en los cortes longitudinales también se
observd necrosis parcial interna. Esta vez se observé que la zona oscurecida se disponia tanto
en pequenos puntos como en grandes zonas lineales que se extendian principalmente a lo largo
del interior de la rama.

Asimismo, se observd que en los casos en los que al realizar los cortes transversales se veian
zonas oscurecidas, al efectuar en la misma parte de la rama un corte longitudinal la zona
afectada era mucho mayor, no sucediendo al contrario. Es decir, la superficie necrosada se
extendia principalmente de forma longitudinal y no tanto transversal.

Por tanto, se observd que las muestras presentaban necrosis interna del haz vascular en forma
de oscurecimiento, que comenzaba en pequefos puntos y se extendia principalmente a lo largo
de la rama a través del tejido vascular. En la Figura 8 se muestran imdagenes de tejido vascular
necrosado observado mediante los cortes realizados a las muestras.

Figura 8. Cortes transversales y longitudinales del material vegetal.

H: Necrosis de tejido vascular observada en corte longitudinal poco profundo y dispuesta de forma lineal
alo largo de la rama. I: Corte transversal con necrosis parcial del xilema. El oscurecimiento de la necrosis
se observa principalmente en forma de lineas curvas concéntricas, aunque también en forma de puntos.
J: Corte longitudinal, realizado por la mitad de una rama, con tejido vascular parcialmente necrosado. El
oscurecimiento del tejido debido a la necrosis se dispone en forma de lineas a lo largo de la rama.
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Tras este primer estudio visual de las muestras, y procediendo tal y como se describe en el
apartado de aislamientos en Material y Métodos, se seleccionaron fragmentos del material
vegetal mas adecuado de las zonas necrosadas con cada una de las muestras y con estos se llevd
a cabo el aislamiento fungico. Del aislamiento fungico realizado a todas las muestras se
obtuvieron colonias de V. dahliae. A continuacion, se muestra el resultado del aislamiento en la
Tabla 8 para las 13 muestras analizadas.

Tabla 8. Resultado del aislamiento de Verticillium dahliae en 13 muestras de la parcela de estudio. Fuente:
Elaboracion propia

Caédigo Aislamiento
m Pistacea vera - 0/7 0/7 0/7 0/21
P. terebinthus + 2/7  4/7  6/7 12/21
L PEER P terebinthus + 77 7/7 7)1 2121
I PEERRE P terebinthus - 0/7 0/7 0/7 0/21
B P terebinthus + 2/7 3/7 17 /21
DU Povera + 47 6/7  3/7 13/21
I EPD P terebinthus + 3/7 27 2/1 721
DEER Povera + 5/7 17 4/7 10/21
BT P terebinthus + 4/7  5/7  5/7  14/21
| 55 P terebinthus + o/7 0/7 17 1/21
[ 3306 ERVE + 0/7 57 4/71  9/21
" =Ll P terebinthus + o/7 17 07 121
I ELEE P terebinthus + /7 17 Y7 321

Del total de 13 muestras, 11 fueron positivas y 2 negativas para el aislamiento de V. dahliae. De
las dos negativas la muestra 3296 pertenece a P. vera y la 3299 a P. terebinthus. Cabe destacar
que la muestra 3298 es la que presentd un mayor nimero de puntos de aislamientos positivos
con 21 puntos positivos de 21 puntos de aislamiento seguida de la muestra 3304 con 14 puntos
positivos de 21 puntos de aislamiento. Ambas muestras eran de P. terebinthus. A continuacion,
se encuentra la muestra 3301 destacando por ser la muestra proveniente de un ejemplar de P.
vera con mayor nimero de puntos de aislamiento positivos (13 de un total de 21). La siguiente
muestra con mas puntos de aislamiento positivos fue la 3297 de P. terebinthus con 12 puntos
positivos de 21. Después se encuentran dos muestras de P. vera, la 3303 y la 3306, con 10y 9
puntos de aislamiento positivos, respectivamente. El resto de muestras eran de P. terebinthus y
tienen desde los 7 y 6 puntos positivos de aislamiento de las muestras 3302 y 3300
respectivamente, pasando por los 3 puntos de la muestra 3308, hasta tan solo 1 punto de
aislamiento positivo en las muestras 3305 y 3307.
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4.3. Confirmacién morfolégica y molecular de la identificacion de V. dahliae.

La identificacién morfoldgica de las colonias como V. dahliae se realizé tanto con la observacion
del aspecto de las colonias en las placas de medio de cultivo PDA, como a través de
preparaciones microscépicas.

En la observacion del aspecto de las colonias en las placas de medio de cultivo PDA, se confirmé
la identificacion de las colonias de V. dahliae. Esto es debido a que, al observar las colonias, se
vieron las caracteristicas tipicas del cultivo puro de V. dahliae como son: el crecimiento de
micelio algodonoso blanco al principio de su desarrollo y posteriormente el oscurecimiento de
la colonia, debido a la aparicién de microesclerocios oscuros como se puede ver en la Figura 9.

Figura 9. Colonia de V. dahliae en placa de medio de cultivo PDA.

También se confirmd la identificacién de las colonias como aislados de V. dahliae mediante
preparaciones microscépicas de las mismas. En ellas se observaron las caracteristicas de las
estructuras vegetativas y reproductivas producidas que identifican a V. dahliae en medio de
cultivo puro.

Dichas caracteristicas identificativas de V. dahliae observadas que confirmaron la identificacion
de las colonias son: la produccidn de conidiéforos ramificados con disposicion verticilada y la
presencia de abundantes microesclerocios pigmentados. Los conidios eran hialinos, unicelulares
(2-14 x 2-11 um) y se producian individualmente o en grupos en cada apice de las fialidas. Los
microesclerocios se mostraban como agrupaciones de células esféricas, de 5-10 um de
didmetro, de color marrdn oscuro a negro y cuya longitud (de 15 a 100 um) y con forma variable.

Ademas, en la caracterizacidon molecular todos los aislados amplificaron el tamafio de banda
esperado de 539-523 pb confirmando asi su identidad como V. dahliae.
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4.4, Ensayo de patogenicidad

Los resultados obtenidos del seguimiento de la progresion de la enfermedad en los plantones
inoculados con V. dahliae se muestran en la Tabla 9. En dicha tabla, se puede ver el valor medio
de severidad de la enfermedad causada por cada uno de los aislados inoculados en cada una de
las evaluaciones realizadas y a los 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 y 135 dias después de la
inoculacién de las plantas. El valor medio de severidad de la enfermedad para cada aislado y
fecha de lectura corresponde a la media de las 10 repeticiones (plantas inoculadas). Ademas,
también se recoge en la tabla el valor medio de las 4 muestras en cada evaluacién. Para la
evaluacién se empled la escala con valores comprendidos entre el 0 y el 4 explicada en el
apartado de Material y Métodos.

Tabla 9. Evaluacidn media de la severidad de V. dahliae en las plantas inoculadas a lo largo del tiempo. Fuente:
Elaboracion propia

Dias después de la inoculacion
AISLADO

3298
(P. terebinthus)
3198

00 01 05 1,2 1,5 1,7 2,0 2,2 2,7 2,8

00 00 05 12 1,7 19 20 2,5 2,9 3,0

(Almendro)
3301

0,0 0,0 0,5 1,4 2,1 2,5 2,7 2,8 3,1 3,2
(P. vera)

3300
(P. terebinthus)
X 0,0 0,0 0,5 1,4 1,8 2,1 2,3 2,6 2,9 3,0

00 00 05 16 20 23 25 2,7 2,7 2,9

El aislado que causé una mayor severidad de enfermedad al finalizar el periodo de seguimiento
de las plantas inoculadas fue el 3301 con un valor medio de 3,2. Este fue seguido del aislado
3198, con un valor medio de severidad de 3,0 en ese mismo momento. A continuacién, se
encontré el aislado 3300 con una severidad final de 2,9 y, por ultimo, con un valor de 2,8 el
aislado 3298. Todos los aislados mostraron valores similares para cada dia de evaluacién, siendo
estos mayores cuantos mas dias transcurrian tras la inoculacién y alcanzando en el dltimo dia de
evaluacién en todos los casos valores cercanos a 3.

Mediante la representacién de los valores medios de severidad para cada aislado frente al
tiempo trascurrido desde la inoculacion se obtuvo la curva de progresidon de la enfermedad
como se puede ver en la Figura 10. Ademas, se elabord la Figura 11, en la que se representan
conjuntamente las 4 curvas de progresion de la enfermedad obtenidas para los aislados vy la
media de las mismas.

Para el aislado 3198 perteneciente una muestra de almendro no aparecieron sintomas en los
primeros 15 dias. Los primeros sintomas aparecieron 30 dias después de la inoculacién con un
valor medio de severidad de 0,5. A partir de este momento la enfermedad evolucioné en las
plantas inoculadas, apareciendo progresivamente mas sintomas hasta que finalmente en la
ultima evaluacidn realizada a los 135 dias después de la inoculacién adquirieron un valor de 3.
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Figura 10. Curva de progresion de la enfermedad para cada aislado.
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En lo que respecta al aislado 3298, obtenido de P. terebinthus, Los sintomas comenzaron a
aparecer 15 dias después de realizar la inoculacion de las plantas con un valor medio de
severidad de 0,1 puntos. A partir de este momento comenzd a aumentar la severidad de la
enfermedad, teniendo un valor de 0,5 en la siguiente evaluacion realizada, transcurridos 30 dias
desde lainoculacién. Tras esta evaluacion, la enfermedad fue progresando a medida que pasaba
el tiempo, aumentando el valor de la severidad con que actuaba la misma hasta alcanzar a los
135 dias tras la inoculacion un valor de 2,8.

En el aislado 3300 sucede igual que en el aislado 3198. En la primera evaluacién realizada a los
15 dias después de la inoculacion no aparecieron sintomas. No fue hasta después de 30 dias tras
la inoculacién que comenzaron a aparecer sintomas estando éstos valorados con 0,5 de
severidad media. Tras este momento comenzd una progresion positiva de la enfermedad de
forma continua hasta el final del seguimiento de las plantas. Finalmente, la enfermedad alcanzé
un valor de 2,9 de severidad media a los 135 dias.

Aligual que en los aislados anteriormente comentados, en el aislado 3301 no se vieron sintomas
de la enfermedad durante las primeras semanas del seguimiento tras la inoculacién de V.
dahliae. Pasados 30 dias desde la inoculacién comenzaron a aparecer los primeros sintomas con
un valor medio de severidad de 0,5. También en este caso una vez comenzaron los sintomas se
dio una evolucion progresiva de los mismos hasta el final del seguimiento, siendo cada vez
mayor la severidad de la enfermedad. En ese momento, pasados 135 dias desde la inoculacion,
la severidad media de la enfermedad para el aislado 3301 fue de 3,2.

En general las curvas de progresion de los diferentes aislados fueron parecidas en todo el
periodo. Sobre todo, en los primeros 30 dias, en los que tenian los mismos valores de severidad
a excepcion del aislado 3298, que en la valoracidn realizada a los 15 dias de la inoculacion tenia
0,1y el resto de aislados 0. No es hasta a partir del dia 45 después de la inoculacién, cuando
comienzan a aparecer ciertas caracteristicas que diferencian a unos aislados de otros.

Pasados 45 dias de la inoculacion, el aislado 3300 destacé sobre los demds por tener un valor
superior de severidad con 1,6. Este fue seguido por el aislado 3301 con una severidad igual a la
media de los cuatro aislados con 1,4. Para esta evaluacion los aislados 3198 y 3298 se
encontraron por debajo de la media de los cuatro aislados, ambos con 1,2.

En la siguiente evaluacién, pasados 60 dias de la inoculacidn, la severidad de la enfermedad en
el aislado 3301, con 2,1, superé a la del aislado 3300, que tenia 2. Siendo el aislado 3301 el de
mayor severidad de la enfermedad para ese momento al superar en valor al resto de aislados,
hecho que se mantuvo hasta el final del seguimiento de los plantones.

En cambio, el aislado 3300, que para esta evaluacion a los 60 dias de la inoculacidn habia pasado
a ser el segundo en severidad, continud de este modo casi hasta el final del seguimiento. Ya que,
a los 120 dias, tenia 2,7 y se vio superado por el aislado 3198 que tenia 2,9 e igualandose para
esta evaluacidn con el aislado 3298, que se encuentra durante la casi totalidad del seguimiento
con la menor severidad de los 4 aislados. Finalmente, la severidad de la enfermedad aumenté
para el aislado 3300 mas que la del aislado 3298. Siendo para la ultima evaluacion, el tercer
aislado en severidad de la enfermedad por debajo de la media y los aislados 3301 y 3198 y por
encima del aislado 3298.
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Figura 11. Comparacién de las curvas de progresion de la enfermedad para los aislados y media de las mismas.

El aislado 3198 se encontrd a partir del dia 45 con una severidad inferior a la media y superior a
la del aislado 3298 que desde dicho dia fue el aislado con menor severidad hasta el final. En
cambio, la situacién del aislado 3198 no fue siempre igual desde este momento. Puesto que,
como se ha mencionado anteriormente, a los 120 después de la inoculacidn superd al aislado
3300 e iguald a la media con 2,9 y se mantuvo como el segundo aislado con mayor severidad de
la enfermedad hasta el final.

Destacar que el aislado 3298 fue desde el dia 45 después de la inoculacion hasta el final el aislado
con menor severidad de la enfermedad, a excepcidn de la evaluacidn transcurridos 90 dias desde
la inoculacidon en la que se iguald con el aislado 3198 con 2 y la de 120 dias en la que se iguald
con el aislado 3300 con 2,7.

Para la ultima evaluacion, transcurridos 135 dias desde la inoculacién, el aislado con mayor
severidad de la enfermedad fue el 3301 con 3,2 seguido por el aislado 3198 con 3. El tercer
aislado con mayor severidad fue el 3300 con 2,9 y el aislado con menor severidad de la
enfermedad fue el 3298 con 2,8. La media de los cuatro aislados para esta ultima evaluacién fue
de 3.

Tal como se ha comentado en el apartado de material y métodos a partir de las curvas de
progresion de la enfermedad se calculd el area debajo de la curva de progresion de la
enfermedad (AUDPC).

A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos para el AUDPC en la Tabla 10. Valores de
AUDPC obtenidos para las distintas muestras.
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Tabla 10. Valores de AUDPC obtenidos para las distintas muestras. Fuente: Elaboracién propia

VALOR DEL AREA EN PERIODO QUINCENAL AREA
AISLADO TOTAL
3298
(P. terebinthus)

45 12,8 203 240 278 31,5 368 41,3 1995

38 12,8 21,8 270 293 338 405 44,3 213,0

0,8
3198
(Almendro) 0o
3301
(P. vera) 00 38 143 263 345 350 413 443 473 2505
0,0

3300

(P. terebinthus) 38 158 27,0 323 360 390 405 420 2363

De los tres aislados el que mostré un mayor AUDPC fue el aislado 3301 con un AUDPC de 250,5,
coincidiendo asi con los resultados de la curva de la progresion de la enfermedad donde también
fue el aislado con el valor mas alto al finalizar el seguimiento.

En cambio, para el siguiente aislado con un mayor AUDPC, el aislado 3300 con un AUDPC de
236,3, no se dio esta correspondencia con el valor del mismo en la curva de progresién de la
enfermedad. Esto es debido a que se encuentra en tercer lugar en cuanto al valor final de la
curva de progresion de la enfermedad y en segundo lugar en valor del AUDPC.

Tras el aislado 3300 se encuentra el aislado 3198 con un AUDPC de 213. En este caso sucedié lo
contrario que con el aislado 3300. El aislado 3198 se encuentra en tercer lugar en lo que respecta
al valor de AUDPC pero finaliza la curva de progresion de la enfermedad siendo el segundo
aislado con mayor valor de severidad.

En cuanto al aislado de la muestra 3298, éste es el que menor AUDPC obtuvo, con un valor de
199,5. En este caso, la posicion del AUDPC de dicha muestra respecto a las demas muestras se
corresponde con la posicién del mismo en lo que respecta al valor final de la curva de progresion
siendo en ambos casos la muestra con un menor valor.
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En este trabajo se ha identificado y caracterizado el hongo Verticillium dahliae como agente
causal de la enfermedad que afectaba al cultivo de pistacho situado en las parcelas 154 y 216
del poligono 12 de la localidad de Biar (Alicante). Para ello se utilizaron técnicas de aislamiento
fungico a partir de muestras seleccionadas, técnicas de caracterizacién morfolégica y molecular
de hongos y un ensayo de patogenicidad. En conjunto los resultados obtenidos han confirmado
que se trataba de la enfermedad conocida como Verticilosis del pistacho, causada por V. dahliae
que se distribuye ampliamente en las regiones templadas de todo el mundo y ataca a una amplia
variedad de otras especies de plantas. Esta enfermedad es comin y a menudo severa en los
cultivos de pistacho, especialmente cuando los arboles se plantan sobre portainjertos
susceptibles (TEVIOTDALE et al., 2002).

En el caso de Espafia, la verticilosis del pistacho causada por V. dahliae fue citada por primera
vez en la Comunidad Auténoma de Andalucia en el afio 2010 (MORAL et al., 2010). Dicha
descripcién se realizd tras observar sintomas de la enfermedad en arboles de este cultivo
durante la década anterior en esta region, en la que el pistacho se cultiva cerca de plantaciones
de olivo, cultivo que se ve frecuentemente afectado de forma muy severa por V. dahliae
(JIMENEZ-DIAZ et al.,2012). En cuanto a su descripcién en la Comunidad Valenciana, que
nosotros sepamos, éste es el primer trabajo que confirma la presencia de la verticilosis del
pistacho causada por V. dahliae en esta Comunidad Auténoma.

Los sintomas observados tanto en campo durante el seguimiento de las parcelas, como en
laboratorio al analizar visualmente el material vegetal muestreado, coinciden con los sintomas
caracteristicos de la Verticilosis del pistacho descritas en otros paises, como por ejemplo en
Estados Unidos (TEVIOTDALE et al., 2002). Siendo estos sintomas: presencia de hojas de color
oscuro, crecimiento pobre de los brotes terminales y copa escasa. A veces se incluyen entre los
sintomas la proliferacion de retofios. Los sintomas mas severos afectan a una o algunas ramas
de uno de los lados del arbol, que se marchitan repentinamente al final de la primavera o en el
verano y luego mueren. Las hojas en las ramas afectadas pueden caerse o desecarse y
permanecer en el arbol. Los arboles afectados pueden morir en 1-3 afios. Ademas, secciones
transversales o longitudinales de la madera de una rama afectada generalmente muestran un
anillo o segmentos de xilema negro o marrdn (TEVIOTDALE et al., 2002; OLSEN y YOUNG, 2011).
Tan solo cabe mencionar que entre los sintomas observados en las parcelas de Biar no se detectd
el crecimiento escaso de los brotes terminales. Ademas, todos los sintomas comentados
anteriormente fueron observados por igual tanto en los ejemplares de P. terebinthus como en
las distintas variedades de P. vera.

El agente patdgeno identificado como el causante de la enfermedad, V. dahliae, resulta ser un
hongo fitopatégeno que causa enfermedades de marchitez vascular en una gran variedad de
cultivos, causando asi graves pérdidas econémicas en todo el mundo. Son susceptibles a él
muchas plantas dicotileddneas. En cambio las monocotileddneas lefiosas y gimnospermas no se
ven afectadas. Entre los drboles comunmente mas afectados se encuentran los arces, especies
de Catalpa y muchos otros cultivos, incluyendo almendro, albaricoque, aguacate, cerezo, olivo,
melocotdn, y ciruelo. Los géneros de arboles que no se ven afectados normalmente incluyen
Alnus, Betula, Platanus, Populus, Quercus y Salix. También destacan el manzano (Malus) y peral
(Pyrus) por no verse afectados por este hongo (HIEMSTRA y HARRIS, 1998). Ademas, se ven
afectadas también plantas arbustivas y herbaceas, como es el caso del café, los rosales, sésamo,
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algoddn y vegetales como lechuga, fresas, alcachofas, cucurbitaceas y solanaceas (PUHALLA y
HUMMEL, 1983).

Verticillium dahliae es un hongo del que existen diferentes cepas que varian en su virulencia
(COUCEIRO-LOPEZ et al, 2017). Ademds cada especie o cultivar tiene una susceptibilidad
diferente al hongo y en cada caso hay unas condiciones ambientales distintas para la interaccion
planta/patégeno. Teniendo en cuenta estos aspectos, de forma general V. dahlige es
considerado un hongo capaz de afectar a una rama o una parte de la planta pudiendo llegar a
morir las partes afectadas en un ciclo de cultivo. Ademas, puede llegar a morir la planta entera
de forma repentina en pocas semanas o poco a poco en un periodo de unos pocos afios (OLSEN
y YOUNG, 2011). Por tanto, se trata de un patdgeno de gran importancia por el impacto
econdmico que puede llegar a tener. Un ejemplo de esto en el caso concreto de la Verticilosis
del pistacho lo encontramos en las primeras plantaciones californianas injertadas sobre Pistacia
atlantica, patrén susceptible a V. dahliae, que fueron devastadas por esta enfermedad causada
por V. dahliae (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

En este trabajo también se ha podido comprobar la importancia de la enfermedad en el pistacho.
Tanto en el seguimiento realizado en campo, como en el ensayo de patogenicidad, se confirma
que se trata de una enfermedad que puede llegar a ser letal para los arboles de la explotacion
de pistacho estudiada y ademas que afecta tanto al patrdn, que en este caso es P. terebinthus,
como a los distintos cultivares injertados en él con virulencia similar. En el seguimiento en campo
se pudieron observar los sintomas ya indicados, afectando a un nimero considerable de arboles,
por igual en patrdn y cultivares y produciendo sintomas tanto en hojas y ramas como a los
arboles enteros que se llegaron a secar. Ademas, con el ensayo de patogenicidad se pudo
confirmar lo que en un primer momento se observé en campo. Se observé que tanto el hongo
aislado del patrén P. terebinthus, como el aislado de los cultivares, afecta por igual al
portainjertos empleado en la explotacion de Biar, siendo éste muy susceptible a V. dahliae.
Ademas, se verificd que el hongo es capaz de afectar en gran medida al portainjertos, con una
evolucidn similar para cada aislado del hongo y alcanzando valores cercanos a 3 en una escala
de 0 a 4 de severidad de la enfermedad, llegando a causar la muerte de algunos ejemplares de
P. terebinthus en el tiempo de duracidn del ensayo de patogenicidad. Por todo ello, se confirmd
que tanto los cultivares como el portainjertos P. terebinthus empleados en la explotacién son
susceptibles a V. dahliage como ya advierten COUCEIRO-LOPEZ et al. (2017) al recomendar no
usar este portainjertos en zonas con presencia de V. dahliae.

Puesto que se ha determinado que los arboles de la explotacién sufren la Verticilosis del
pistacho, y los portainjertos de los mismos, P. terebinthus, son susceptibles a esta enfermedad
(LAVIN et al., 2014), no es recomendable que se continte el cultivo de pistacho con este
portainjertos por diversos motivos. Como se ha comprobado en este trabajo, la gravedad que
puede alcanzar esta enfermedad con dichos portainjertos puede hacer inviable
econdmicamente la explotacidon dado que el alcance de los dafos puede ir desde un secado
parcial a un secado total de los arboles. Ademas de por su gravedad, tampoco es recomendable
el cultivo del pistacho con portainjertos sensibles a V. dahliae por causar este agente patdgeno
una de las enfermedades mas dificiles de controlar debido a factores como el largo periodo de
tiempo en el que el patdgeno llega sobrevivir en el suelo, la falta de eficacia en la aplicacion de
fungicidas cuando el hongo se encuentra en el interior del xilema y la cantidad de huéspedes
sobre los que puede permanecer y llegar a desarrollarse, dificultando la posibilidad de realizar
rotaciones de cultivos (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).
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Por ello la primera medida que se recomienda realizar es a llevar a cabo la eliminacién de todos
los arboles susceptibles o, al menos, de aquellos ya afectados por la Verticilosis, a fin de evitar
aumentar el inoculo de V. dahliae en la parcela.

Teniendo en cuenta la primera recomendacidn y los inconvenientes anteriormente
mencionados que conlleva la enfermedad, es recomendable para este caso en el que los arboles
aun son jévenes y se ha confirmado la presencia de V. dahliae en las parcelas, dejar de cultivar
pistachos con el patrdn P. terebinthus. En este caso, en las parcelas se deberia plantar cultivos
que sean resistentes o tolerantes a V. dahliae (OLSEN & YOUNG, 2011), evitando asi generar
mayores pérdidas econdmicas producidas por la enfermedad. En cualquier caso, se ha de evitar
utilizar cultivos susceptibles a esta enfermedad puesto que su control es dificil y costoso de
realizar (OLSEN y YOUNG, 2011; COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

Si a pesar de tener la certeza de la presencia de V. dahliae en el suelo se opta por continuar el
cultivo de pistachos sera inevitable utilizar métodos de desinfestacion de suelos ademas de
emplear portainjertos tolerantes (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017).

En tal caso se recomienda realizar una conversion de portainjertos por otros tolerantes como P.
interregima y UCB1. El hibrido UCB1 crece y tiene un rendimiento similar a P. interregima al ser
cultivados en un suelo infestado por V. dahliae (EPSTEIN et al., 2004). En ensayos realizados por
MORGAN et al. (1992) se demostrd que PGII es excesivamente susceptible mientras que UCB1
fue de moderadamente resistente a resistente cuando se compararon con los arboles control P.
interregima (tolerante) y P. atlantica (sensible). Dado que el hibrido UCB1 es tolerante a V.
dahliae al igual que P. interregima pero no es sensible al frio y tiene una mayor rusticidad
(HUESO-MARTIN y CUEVAS-GONZALEZ, 2014; COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017), se recomienda su
uso en este caso en particular.

Ademas de cambiar el patrén empleado, es recomendable combinar esta accién con otras a fin
de minimizar el posible efecto que pueda tener la presencia de V. dahliae en la parcela. Entre
ellas se pueden realizar acciones que busquen disminuir la cantidad de indculo de V. dahliae en
las parcelas ya que con ello disminuyen las posibilidades de que se desarrolle la enfermedad que
este produce (TEVIOTDALE et al., 2002).

Como accién principal para disminuir el indculo en el suelo de V. dahliae destaca realizar una
desinfestacién del suelo bien sea con métodos quimicos o con métodos fisicos a fin de disminuir
el indculo suelo antes de plantar los nuevos arboles con patrén tolerante. De entre ellos, se
recomienda utilizar métodos fisicos por ser mas respetuosos con el medioambiente y respetar
en mayor medida a los microorganismos beneficiosos del suelo, siendo la metodologia mas
apropiada para combatir la Verticilosis la biofumigacion o la biofumigacion combinada con
solarizacion (BELLO et al.,2000).

BERBEGAL et al. (2008) indica que la solarizacion del suelo es altamente efectiva en la reduccion
de la densidad de inoculo de V. dahliae, por ejemplo consiguiendo un control satisfactorio de la
verticilosis de la alcachofa. Ademas, la solarizacidon es compatible con las practicas agrondmicas
gue normalmente se realizan, pudiéndose realizar en combinacién con la incorporacién de
residuos de Cruciferas para el control de la verticilosis.

También el hongo antagonista Trichoderma spp. es capaz de reducir la severidad de la verticilosis
en campo al emplearlo en combinacién con la solarizacién. En cultivo de olivo se ha observado
que la aplicacién combinada de Trichoderma spp. y solarizacion consigue una mayor reduccion
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de la severidad de la enfermedad producida por verticilosis que si se aplicara tan solo la
solarizacion o la solarizacion combinada con biofumigacién (OTERO, M.L. et al., 2014).

Por tanto, a fin de reducir el inéculo del suelo, es recomendable el uso de métodos fisicos como
la solarizacion combinados tanto con la biofumigacion, realizada a base de residuos de
cruciferas, como con el uso del hongo antagonista Trichoderma spp.

Puesto que V. dahliae se reproduce en las raices de la mayoria de las plantas dicotiledéneas, se
recomienda el control de las malas hierbas, particularmente el control de plantas solanaceas, ya
que éstas pueden ser hospedantes y fuente de indculo de la enfermedad. Tanto para la
eliminacion de las hierbas adventicias como para cualquier otra accidn se recomienda evitar
mover la tierra infestada con los arados y otros equipos ya que con ellos se puede diseminar el
indculo por la parcela, siendo recomendable para el control de las hierbas adventicias el uso de
herbicidas (TEVIOTDALE et al., 2002).

La marchitez por Verticillium es mas grave en los arboles de pistacho con deficiencia de potasio
(0.5-0.8% de potasio en las hojas en pleno verano) y en los afios cuando la carga del cultivo es
alta (TEVIOTDALE et al, 2002). Tanto en plantaciones californianas como iranies pudo
establecerse una correlacion entre la deficiencia de potasio y fdésforo y una mayor
susceptibilidad a la enfermedad en terrenos de baja densidad de indculo, comprobéandose, a la
vez, que una nutricidn equilibrada hace disminuir su incidencia. Es por ello que se recomienda
llevar un control exhaustivo de la fertilizacidon de las parcelas, manteniendo una nutricion
equilibrada del cultivo y vigilando especialmente que no se produzcan deficiencias en fésforo y
potasio.

Tanto la falta de agua, llegando a niveles que ocasionen estrés en la planta, asi como el exceso
de la misma, elevan la probabilidad de infeccién (COUCEIRO-LOPEZ et al., 2017). Por ello es
recomendable controlar los aportes de agua a fin de mantener el bulbo himedo de la planta en
condiciones dptimas para disminuir las probabilidades de infeccion.

Como resumen, se recomienda por tanto eliminar los arboles susceptibles a V. dahliae y realizar
una desinfestacion de las parcelas mediante biofumigacién combinada con solarizacién. Tras
esta desinfestacidon realizada con métodos fisicos se recomienda utilizar el portainjertos UCB1
por su tolerancia a la Verticilosis del pistacho y por su resistencia al frio y buenas capacidades
productivas. Ademas, se deberian llevar a cabo medidas culturales que complementen estas
acciones como son el control de malas hierbas evitando realizar acciones de laboreo, asi como
realizar una fertirrigacion equilibrada.
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El aislamiento flngico a partir de muestras de pistacho procedentes de Biar (Alicante), que
mostraban sintomas de marchitez y decaimiento progresivo, y la caracterizacién de las colonias
obtenidas mediante técnicas morfoldgicas, moleculares y un ensayo de patogenicidad, han
confirmado la presencia del hongo Verticillium dahliae como agente causal de la verticilosis del
pistacho.
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