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RESUMEN

El almendro es uno de los principales cultivos de Mallorca. Desde el afio
2008, en parcelas de diferentes zonas de la isla se ha constatado la presencia de
sintomas de decaimiento de ramas y muerte de almendros, que recuerdan en
gran medida a los que han descrito diferentes autores en otras zonas del mundo
causados por hongos patogenos de la madera en diversos cultivos. Para estudiar
la etiologia de esta problematica se realizaron prospecciones en parcelas de
almendros distribuidas en las principales comarcas de cultivo de la isla durante
seis afios consecutivos (2009-2014). En estas prospecciones se caracterizaron
los sintomas y se tomaron muestras que se analizaron en laboratorio. Los
sintomas observados frecuentemente fueron: clorosis foliar, decaimiento
generalizado y muerte de ramas, que se asociaban con sintomas internos en la
madera, tales como: necrosis sectoriales, punteaduras y anillos oscuros en la
zona vascular o presencia de madera esponjosa. En los analisis de laboratorio se
obtuvieron 14 especies flngicas de muestras de almendro: Collophora hispanica,
Diplodia olivarum, D. seriata, Eutypa lata, E. Ileptoplaca, Fomitiporia
mediterranea, Neofusicoccum Iluteum, N. mediterraneum, N. parvum,
Omphalotus olearius, Phaeoacremonium amygdalinum, Pm. iranianum, Phellinus
pomaceus, Pleurostomophora richardsiae y dos especies encontradas sélo en
muestras de una parcela de albaricoqueros situada junto a parcelas de
almendros: Pm. minimum y Pm. venezuelense. Entre las especies identificadas
en almendro, C. hispanica y Pm. amygdalinum son dos nuevas especies fungicas
que han sido descritas a partir de aislados obtenidos en las prospecciones
realizadas. Las especies mas frecuentes en las parcelas de almendro estudiadas
fueron P. richardsiae y D. seriata, seguidas por las otras especies pertenecientes
a la familia Botryosphaeriaceae y por C. hispanica. Las especies que se aislaron
con mayor frecuencia, fueron a su vez las que tuvieron una distribucién mas
amplia; presentes en mas comarcas. Posteriormente, se estudid Ia
patogenicidad a almendro de algunas de las especies detectadas.
Concretamente, se realizaron dos ensayos de patogenicidad, el primero de ellos
se llevé a cabo durante dos afios consecutivos (2013 y 2014) con las cinco
especies de Botryosphaeriaceae (D. olivarum, D. seriata, N. luteum, N.

mediterraneum y N. parvum) y las dos de Diatrypaceae (E. lata y E. leptoplaca)
I



aisladas en las prospecciones, que se inocularon en arboles de 1 a 2 afios de
cuatro variedades diferentes de almendro (‘Jordi’, ‘Ferragnes’, ‘Pons’y ‘Vivot’)
plantados en una parcela experimental. El ensayo se evalué transcurridos nueve
meses desde la inoculacién, midiendo la longitud total de las necrosis internas
producidas. En este primer ensayo se demostro la patogenicidad a almendro de
las siete especies que se ensayaron. Las especies que causaron las lesiones de
mayor longitud fueron N. luteum el primer afo de ensayo, y N. parvum y N.
mediterraneum el segundo afio. En ambos anos, la especie que causd las
lesiones de menor longitud fue E. leptoplaca. Ademas, se observd que la
dimensidn de la lesidén producida por el hongo inoculado dependia de la variedad
de almendro evaluada. En general, la variedad ‘Jordi’ fue la menos sensible el
primer afio de estudio, y ‘Vivot’ y ‘Ferragnes’ lo fueron el segundo afio. En el
segundo ensayo se estudid la patogenicidad de las especies C. hispanica, Pm.
amygdalinum, Pm. iranianum y P. richardsiae en plantones de almendro de la
variedad ‘Ferragnes’ en invernadero. En este caso, la evaluacién se realizé a los
seis meses de la inoculacidn, igualmente midiendo la longitud de las lesiones
necroticas internas. Todas las especies inoculadas resultaron patégenas a
almendro, siendo P. richardsiae la especie que causo la mayor longitud de
lesion. Finalmente, se realizé un estudio de evaluacién de fungicidas para la
proteccién de heridas de poda frente a la infeccidn por cuatro especies de
Botryosphaeriaceae (D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum y N. parvum).
Este estudio se llevo a cabo en dos fases; en primer lugar, una evaluacion in
vitro (reduccidon del crecimiento miceliar) con diez fungicidas y, posteriormente,
una evaluacion de cinco de estos fungicidas, elegidos entre los mas efectivos in
vitro, aplicAndolos en heridas de poda uno o siete dias tras el corte y la
inoculacion. Como en los casos anteriores, para evaluar este estudio se midié la
longitud de la lesion, pero ademas también se calculd el porcentaje de
reaislamiento del patégeno inoculado en cada caso. Los fungicidas tebuconazol y
piraclostrobin, seguidos de ciproconazol y metil tiofanato, se mostraron como los
mas efectivos en la evaluacidn in vitro, mientras que el fungicida mas efectivo
para la proteccién de heridas de poda fue el metil tiofanato.



RESUM

L'ametller és un dels principals cultius de Mallorca. Des de I'any 2008, en
parcel-les de diferents zones de l'illa s'ha constatat la preséncia de simptomes
de decaiment de branques i mort d'ametllers, que recorden en gran mesura als
que diferents autors han descrit en altres zones del mén causats per fongs de
fusta en diversos cultius. Per estudiar I'etiologia d'aquesta problematica es van
realitzar prospeccions en parcel-les d'ametllers en les principals comarques de
cultiu de lilla durant sis anys consecutius (2009-2014). En aquestes
prospeccions es van caracteritzar els simptomes i es van prendre mostres que
es van analitzar en el laboratori. Els simptomes freqlientment observats van ser:
clorosifoliar, decaiment generalitzat i mort de branques, que s'associaven amb
simptomes interns a la fusta, com ara necrosis sectorials, puntejadures i anells
foscos en la zona vascular o preséncia de fusta esponjosa. En les analisis de
laboratori es van obtenir 14 espécies flngiques de mostres d’ametller:
Collophora hispanica, Diplodia olivarum, D. seriata, Eutypa lata, E. leptoplaca,
Fomitiporia mediterranea, Neofusicoccum Iuteum, N. mediterraneum, N.
parvum, Omphalotus olearius, Phaeoacremonium amygdalinum, Pm. iranianum,
Phellinus pomaceus i Pleurostomophora richardsiae i dues especies trobades
només a una parcel-la d'albercoquers situada a prop de parcel-les d’ametllers:
Pm. minimum i Pm. venezuelense. Entre les espécies identificades en ametller,
C. hispanica i Pm. amygdalinum so6n dues espécies noves per a la ciéncia que
han estat descrites a partir d'aillats obtinguts en les prospeccions realitzades.
Les espécies més freqlients en les parcel-les d’ametller estudiades van ser P.
richardsiae i D. seriata, seguides per les altres espécies pertanyents a la familia
Botryosphaeriaceae i per C. hispanica. Les espécies que es van aillar amb més
freqléncia, van ser a la vegada les que van tenir una distribucié més amplia;
presents en més comarques. Posteriorment, es va estudiar la patogenicitat
d'algunes de les espécies detectades sobre I'ametller. Concretament, es van
realitzar dos assajos de patogenicitat. El primer d'ells es va dur a terme durant
dos anys consecutius (2013 i 2014), amb les cinc especies de
Botryosphaeriaceae (D. olivarum, D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum i N.

parvum) i les dues de Diatrypaceae (E. lata i E. leptoplaca) aillades en les



prospeccions, que es van inocular en arbres d’1 a 2 anys de quatre varietats
diferents d'ametller (‘(Jordi’, ‘Ferragnes’, ‘Pons’i‘Vivot’) plantats en una parcel-la
experimental. L'assaig es va avaluar transcorreguts nou mesos des de la
inoculacié, mesurant la longitud total de les necrosis internes produides. En
aquest primer assaig es va demostrar la patogenicitat respecte I'ametller de les
set espécies que es van assajar. Les espécies que van causar les lesions de
major longitud van ser N. luteum el primer any d'assaig, i N. parvum i N.
mediterraneum el segon any. En els dos anys dels assajos l'espécie que va
causar lesions de menor longitud mitjana va ser E. leptoplaca. A més, es va
observar que la dimensidé de la lesié causada pel fong inoculat depenia de la
varietat d'ametller avaluada. En general, la varietat ‘Jordi’ va ser la menys
sensible el primer any d'estudi, i ‘Vivot’ i ‘Ferragnes’ ho van serelsegon any. En
el segon assaig es va estudiar la patogenicitat de les espécies C. hispanica, Pm.
amygdalinum, Pm. iranianum i P. richardsiae en plancons d'ametller de la
varietat ‘Ferragnes’ en hivernacle. En aquest cas, I'avaluacio es va realitzarals 6
mesos de la inoculacid, igualment mesurant la longitud de les lesions
necrotiques internes. Totes les espécies inoculades van resultar patdogenes
d'ametller, sent P. richardsiae I'espécie que va causar les lesions més extenses.
Finalment, es va realitzar un estudi d'avaluacié de fungicides per a la proteccid
de ferides de poda enfront de la infecci6 per quatre espécies de
Botryosphaeriaceae (D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum i N. parvum).
Aguest estudies va dura terme en dues fases, una avaluacié in vitro (reduccié
del creixement micelia) amb 10 fungicides i, posteriorment, una avaluacié de
cinc d'aquests fungicides, elegits entre els més efectius in vitro, aplicant-los en
ferides de poda a 1 o 7 dies després del talli la inoculacié. Com en els casos
anteriors, per avaluar aquest estudi es va mesurar la longitud de la lesio, pero a
més també es va calcular el percentatge de reaillament del patogen inoculat en
cada cas. Els fungicides tebuconazol i piraclostrobin, seguits de ciproconazol i
metil tiofanat, es van mostrar com els més efectius en l'avaluacié in vitro,
mentre que el fungicida més efectiu per a la proteccié de ferides de poda va ser

el metil tiofanat.



ABSTRACT

Almond is one of the main crops of Majorca Island. Since 2008,
symptoms of severe decline of almond trees have been observed in several
orchards from different areas of the Island. Disease symptoms are similar to
those described by different authors in other parts of the world caused by fungal
trunk pathogens. In order to study the etiology of this problem, surveys were
conducted on almond orchards distributed throughout the main growing regions
in Majorca for six consecutive years (2009-2014). Disease symptoms included
leaf chlorosis, general decay, and died branches. Internal wood symptoms
ranged from brown to black vascular streaking, visible in cross sections as spots
or circular discolouration of the xylem tissue, and wedge-shape necrosis or soft
wood. Based on morphological and molecular identification, 14 fungal species
were recovered from almond wood samples: Collophora hispanica, Diplodia
olivarum, D. seriata, Eutypa lata, E. leptoplaca, Fomitiporia mediterranea,
Neofusicoccum Iluteum, N. mediterraneum, N. parvum, Omphalotus olearius,
Phaeoacremonium amygdalinum, Pm. iranianum, Phellinus pomaceus and
Pleurostomophora richardsiae and two species were recovered from one apricots
orchard near almonds orchards: Pm. minimum and Pm. venezuelense. Based on
the DNA sequence analyses and morphological features, C. hispanica and Pm.
amygdalinum proved distinct from all known species, and have been described.
The most common species recovered from almond samples were P. richardsiae
and D. seriata, followed by other species belonging to the family
Botryosphaeriaceae and C. hispanica. The most frequently species isolated were
also widely distributed and present in more regions. Subsequently, two
pathogenicity tests were carried on almond trees by using representative
isolates of some of the most frequent species. The first one was held for two
consecutive years (2013 and 2014) with five species of Botryosphaeriaceae (D.
olivarum, D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum and N. parvum) and two
species of Diatrypaceae (E. lata and E. leptoplaca). Fungiwere inoculated on 1-2
years old almond trees of four different cultivars (‘Jordi’, ‘Ferragnes’, ‘Pons’ and
‘Vivot’) under field conditions. Nine months after inoculation, the total length of
internal necrosis was evaluated. All species were pathogenic on almond.

Neofusicoccum luteum caused the longest average lesion during the first year,
v



and N. mediterraneum and N. parvum caused the longest lesion during the
second year. Eutypa leptoplaca caused the shortest lesion length in both years
of study. In addition, fungal lesion length varied depending on the variety of
almond evaluated. In the first year of study, the more tolerant variety was
‘Jordi’, while in the second year, ‘Ferragnes’ and ‘Vivot’ varieties showed the
highest degree of tolerance to fungal infection. In the second trial, almond
seedlings variety ‘Ferragnes’ were inoculated with C. hispanica, Pm.
amygdalinum, Pm. iranianum and P. richardsiae. Six months after inoculation
the lesion length was evaluated. All species inoculated were pathogenic on
almond, being P. richardsiae the most virulent species. Finally, the ability of
some commercial fungicides to protect pruning wounds from infection by four
species of Botryosphaeriaceae (D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum and N.
parvum) was evaluated. This study was conducted in two phases, an initial in
vitro evaluation (mycelial growth assay) with 10 fungicides, followed by an
evaluation of five fungicides, which proved to be effective in the in vitro trial,
applied on pruning wounds at 1 and 7 days after inoculation. Internal lesion
length and the percentage of re-isolation of the pathogen were calculated.
tebuconazole and pyraclostrobin were the most effective fungicides in the in
vitro evaluation, followed by cyproconazole and thiophanate-methyl.
Thiophanate-methyl was the most effective fungicide to protect pruning wounds

from infections caused by species of Botryosphaeriaceae.

Vi



INDICE DE CAPITULOS

I.1.
I.1.1.

I.2.
I.3.
1.4.

II.

III.

III.1.

II1.1.1.
I11.1.2.
IT1.1.3.

I11.2.

I11.2.1.
I11.2.2.

IT1.3.

1v.

IV.1.

Iv.1.1.
Iv.1.2.
Iv.1.3.
Iv.1.4.
IV.1.5.
Iv.1.6.

Iv.2.
Iv.3.

INTRODUCCION. 1
Origen, evolucion e importancia del cultivo del almendro. 3
El cultivo del almendro en Mallorca. 6
Plagas y enfermedades del almendro en Mallorca. 14
Enfermedades fingicas de la madera en Prunus sp. 15
La seca y muerte de almendros en Mallorca. 24
OBIJETIVOS. 25
HONGOS ASOCIADOS A LA SECA DE RAMAS Y MUERTE DE ALMENDROS 29

EN LA ISLA DE MALLORCA.

Materiales y métodos. 31
Muestreo y aislamiento de hongos. 31
Identificacién y caracterizacion morfoldgica. 35
Identificacidén molecular. 37

Resultados. 39
Caracterizacion de sintomas. 39
Identificacidén de hongos y su distribucion. 43

Discusion. 55

PATOGENICIDAD DE ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE Y 61

DIATRYPACEAE EN ALMENDRO.

Materiales y métodos. 64
Material vegetal y plantacion. 64
Aislados fungicos. 65
Disefio del experimento. 66
Inoculacion 67
Evaluacion. 67
Analisis estadistico. 68

Resultados. 68

Discusion. 77

VIl



V.1.

V.1.1.
V.1.2.
V.1.3.
V.1.4.
V.1.5.
V.1.6.

V.2.
V.3.

VI.

VI.1.
VI.1.1

VI.1.1.1.
VI.1.1.2.
VI.1.1.3.
VI.1.1.4.
VI.1.1.5.

VI.1.2.

VI.1.2.1.
VI.1.2.2.
VI.1.2.3.

VI.1.2.4.

VI.1.2.5.
VI.1.2.6.

VI.2.
VI.2.1.
VI.2.2.

VL.3.
VI.3.1.
VL.3.1.

VII.
VIII.
XI.

VIII

PATOGENICIDAD DE COLLOPHORAHISPANICA, PLEUROSTOMOPHORA
RICHARDSIAEY PHAEOACREMONIUM SPP. EN ALMENDRO.

81

Materiales y métodos. 83
Material vegetal. 83
Aislados fungicos. 84
Disefio del experimento. 84
Inoculacién 85
Evaluacion. 85
Analisis estadistico. 86

Resultados. 86

Discusion. 89

EVALUACION DE FUNGICIDAS PARA LA ’PROTECCIC')N DE HERIDAS DE g4

PODA FRENTE A LA  INFECCION POR  ESPECIES DE

BOTRYOSPHAERIACEAE EN ALMENDRO.

Materiales y métodos. 95
Evaluacidon de fungicidas in vitro. 95

Cultivos fungicos. 95
Fungicidas. 96
Disefio del experimento. 97
Lectura de resultados y calculo de la CEso 97
Analisis estadistico 99
Evaluacion de fungicidas in planta. 99
Material vegetal. 99
Fungicidas. 99
Especies fungicas inoculadas y preparacién del inéculo. 99
Trat,amiento de las heridas de poda e inoculacion de los 100
patogenos.
Lectura de resultados. 101
Analisis estadistico. 103

Resultados 103
Evaluacion de fungicidas in vitro. 103
Evaluacién de fungicidas in planta. 105

Discusion. 109
Ensayo in vitro. 109
Ensayo in planta. 110

DISCUSION GENERAL. 113

CONCLUSIONES. 127

BIBLIOGRAFIA. 131




INDICE DE FIGURAS

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

1.1.

1.2,

1.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Porcentaje de produccion de almendra con cascara de los
principales paises productores en relacidon a la produccion
total mundial en el afio 2013.

Concentracién de recintos y parcelas con presencia de
almendros segln datos de las ayudas P.A.C. 2015.

Evolucién del precio de la almendra con cadscara en
Espafia entre los afios 2003 y 2014.

Sintomas externos de clorosis de hojas, seca de brotes,
decaimiento, marchitez, colapso de ramas y muerte de
arboles, asociados a hongos patdgenos de la madera en
almendro y albaricoquero.

Sintomas de enfermedades de la madera en cortes
transversales de ramas de almendro.

Sintomas de enfermedades de la madera en cortes
transversales de ramas de almendro en las que se
observan necrosis sectoriales de margenes bien
definidos, en cufa.

Sintomas de enfermedades la de madera en cortes
transversales de ramas de almendro en las que se
observan necrosis sectoriales de margenes irregulares.
Sintomas de enfermedades de la madera en cortes
transversales de ramas de almendro en las que se
observan tejidos descompuestos de consistencia
esponjosa y galerias de insectos.

Caracteristicas morfoldgicas de Collophora hispanica.

Caracteristicas morfoldgicas de Phaeoacremonium
amyqgdalinum.

Porcentajes de parcelas donde se aislé cada hongo.

Porcentajes de comarcas donde se aislé cada hongo.

12

13

40

41

41

42

42

45

47

52

52



Figura 3.10.

Figura 4.1.

Figura 4.2.

Figura 4.3.

Figura 4.4.

Figura 4.5.

Figura 4.6.

Figura 4.7.

Figura 5.1.

Figura 5.2.

Frecuencia de las especies fungicas aisladas en cada una
las tres comarcas mas relevantes, expresada como
porcentaje de parcelas donde se encontrd las especie
sobre el total de parcelas prospectadas en la comarca.

Vista general de la parcela en junio de 2013, dos meses
después de la inoculacidn del primer afio.

Vista aérea de la parcela donde se realizaron los ensayos
de inoculacidon con representacion de los 4 bloques vy la
distribucidén de las 4 variedades de almendro en cada uno
de ellos.

Detalle del proceso de inoculacién con especies de
Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae.

Vista general y detalle de los sintomas observados a los
4 meses de la inoculacién en algunos de los almendros
inoculados en el ensayo de patogenicidad de especies de
Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae.

Detalle de las necrosis internas producidas en almendro
por especies de Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae.

Representacion de la media de las longitudes (cm) de las
lesiones internas causadas por especies de
Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae en el afio 2013 enlas
cuatro variedades de almendro inoculadas.

Representacion de la media de las longitudes (cm) de las
lesiones internas causadas por especies de
Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae en el afio 2014 enlas
cuatro variedades de almendro inoculadas.

Detalle del proceso de inoculacién con Collophora

hispanica, Phaeoacremonium amygdalinum,
Phaeoacremonium iranianum, Pleurostomophora
richardsiae.

Necrosis interna en almendros de la variedad ‘Ferragnes’
causada 6 meses después de la inoculacidon con aislados
de Collophora hispanica, Phaeoacremonium
amygdalinum, Phaeoacremonium iranianum,
Pleurostomophora richardsiae y el control (PDA).

54

64

65

67

69

70

72

73

85

87



Figura 5.3.

Figura 6.1.

Figura 6.2.

Figura 6.3.

Figura 6.4.

Figura 6.5.

Representacion de la media de la longitud de la necrosis
interna causada por Collophora hispanica,
Phaeoacremonium  amygdalinum, Phaeoacremonium
iranianum, Pleurostomophora richardsiae y el control
(PDA) en almendros de la variedad ‘Ferragnes’ 6 meses
después de la inoculacion.

Detalle del proceso de cultivo en medio PDA con fungicida
para el ensayo in vitro de fungicidas para el control de
especies de Botryosphaericaeae.

Detalle del ensayo de evaluacion del efecto de fungicidas
sobre heridas de poda.

Fragmento del tronco de uno de los almendros
inoculados en el ensayo de evaluacién del efecto de
fungicidas sobre heridas de poda, descortezado
parcialmente para realizar la evaluacién del ensayo.

Valores de la longitud media (cm) de las lesiones
producidas en almendros por el conjunto de los hongos
de la familia Botryosphaeriaceae inoculados a los uno y
siete dias de la realizacion del corte de poda vy
tratamiento fungicida.

Valores medios del porcentaje de reaislamiento hongos
de la familia Botryosphaeriaceae inoculados a los uno y
siete dias de la realizacion del corte de poda y
tratamiento fungicida.

98

101

102

106

108

Xl



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.1.

Tabla 1.2.

Tabla 1.3.

Tabla 1.4.

Tabla 1.5.

Tabla 3.1.

Tabla 3.2.

Tabla 3.3.

Tabla 3.4.

Tabla 3.5.

Tabla 4.1.

Xl

Superficie y produccion de almendra en las distintas
Comunidades Auténomas de Espafia.

Relacion entre la superficie total de cultivo de almendros y
la superficie de cada Comunidad Aldtonoma.

Superficie (ha) dedicada al cultivo de almendro declaradas
en la ayudas de la Politica Agricola Comun en 2015 en las
comarcas de Mallorca

Superficie (ha) de cultivo de almendro declaradas en la
ayudas de la PAC en 2015 en los municipios de Mallorca.

Listado de hongos patdégenos de la madera aislados de
Prunus spp. y su distribucion mundial.

Localizacidon de las parcelas muestreadas, variedades
principales, edad aproximada de los arboles, nimero de
muestreos y afios en los que se realizaron.

Regiones secuenciadas y cebadores utilizados para la
identificacion molecular de cada familia o género de
hongos aislados.

Hongos aislados en las parcelas prospectadas en las
fechas mostradas a partir de muestras de almendro con
sintomas de decaimiento y muerte de ramas tomadas en
las mismas.

Hongos aislados en las parcelas prospectadas a partir de
muestras de almendro con sintomas de decaimiento y
muerte de ramas tomadas en las mismas.

Especies flungicas aisladas en las prospecciones en
parcelas de almendros y albaricoqueros con sintomas de
decaimiento y muerte de ramas entre 2009 y 2014, junto
con el nimero de parcelas y comarcas en las que se
encontraron dichas especies y los porcentajes respectivos
respecto al total de parcelas y comarcas prospectadas.

Aislados y origen de las especies de hongos de las familias
Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae que se eligieron para
los ensayos de patogenicidad.

10

10

11

21

33

38

48

50

51

66



Tabla 4.2.

Tabla 5.1.

Tabla 5.2.

Tabla 6.1.

Tabla 6.2.

Tabla 6.3.

Tabla 6.4.

Tabla 6.5.

Media y error estéandar de las longitudes de las lesiones
internas causadas por especies de Botryosphaeriaceae y
Diatrypaceae en las cuatro variedades de almendro
inoculadas en los dos afios del ensayo.

Especies, cdédigos, localizacidén del origen y afio de
aislamiento de los aislados utilizados en el ensayo de
patogenicidad.

Longitudes medias de las necrosis (mm) y su error
estandar generadas por cada aislado de Collophora
hispanica, Phaeoacremonium amygdalinum,
Phaeoacremonium iranianum, Pleurostomophora
richardsiae ensayados 6 meses después de la inoculacion.

Aislados y origen de las especies de hongos que se
eligieron para el ensayo de control.

Caracteristicas de los fungicidas utilizados en la evaluacidn
in vitro respecto al crecimiento miceliar.

Valores CEso de distintos fungicidas para la inhibicion del
crecimiento miceliar de D. seriata, N. Iluteum, N.
mediterraneum y N parvum.

Resultado del analisis de la varianza correspondiente al
ensayo de fungicidas in planta, sobre la longitud de la
lesion en heridas de poda tratadas con distintos fungicidas,
e inoculadas a distintos tiempos con distintos hongos
patdgenos.

Resultado del analisis de la varianza correspondiente al
ensayo de fungicidas in planta sobre el porcentaje de
reaislamiento a partir de heridas de poda tratadas con
distintos fungicidas, e inoculadas a distintos tiempos con
distintos hongos patdgenos.

71

84

87

95

96

103

106

107

X1






I . Introduccion







I.INTRODUCCION

I.1. ORIGEN, EVOLUCION E IMPORTANCIA DEL CULTIVO DEL
ALMENDRO.

El almendro cultivado pertenece a la familia Rosaceae del orden Rosales.
Se puede encontrar en la bibliografia con distintas denominaciones: Prunus
amygdalus (L.) Batsch, P. dulcis (Miller) D. A. Webb y P. communis (L.) Arcang.
En 1964, debido a las discrepancias creadas, el Comité General de Nomenclatura
Botanica propuso para el almendro cultivado dulce el nombre cientifico P. dulcis,

aceptando como sinénimos P. amygdalus y P. communis (Felipe, 2000).

El almendro es un &rbol de hoja caduca, de un solo tronco, liso al
principio, rugoso y agrietado con el paso de los afios. Las hojas son lanceoladas
de color verde brillante. Sus yemas se situan en ramos mixtos, con yemas de
madera y de flor; ramos de madera, s6lo yemas con de madera; o en ramilletes
de mayo, con yemas de flor excepto la yema terminal que es de madera. Sus
flores son hermafroditas, de pétalos blancos o rosaceos. Suelen ser
autoincompatibles, pero presentan buena polinizacién cruzada entre variedades.
El fruto difiere ligeramente del resto de frutales de hueso, ya que el mesocarpo
es poco desarrollado, verde, pubescente y no comestible. La parte comestible es
la semilla, que se aloja dentro de un endocarpo lignificado. Las variedades
pueden agruparse en dos grupos, por un lado, los almendros de semillas
amargas, con productividad y rusticidad elevadas, empleadas en industria. Por
otro lado, estan los almendros de semillas dulces, donde encontramos las
almendras de cascara dura, las de cascara semidura y las de cascara blanda o
mollares (Agusti, 2004).
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Su origen se sitia en regiones montanosas de Asia Central v,
actualmente, todavia se encuentran poblaciones espontaneas desde las
montafias de Tian Shan (localizadas en la region fronteriza entre Kazajistan,
Kirguistan y la Republica Popular China) hasta el Kurdistan. El estudio de estos
ancestros por botanicos rusos en la primera mitad del siglo XX expuso que el
origen del almendro cultivado podria encontrarse en el cruce de P. fenzliana
Fritsch, P. bucharica (Korsh.) Hand.-Mazz. y P. kuramica (Korsh.) Kitam.
(Grasselly y Crossa-Raynaud, 1984). Otro posible origen podria ser la
domesticacion de P. communis, dadas las similitudes entre esta especie y la
forma cultivada (Kester et al., 1990; Felipe, 2000).

La Biblia recoge las que son posiblemente las primeras referencias a la
existencia del almendro en la tierra de Canaan: “Al dia siguiente, cuando Moisés
entré en la Tienda del Testimonio, la varilla de la tribu de Levi presentada por
Aaron habia florecido: le habian aparecido yemas, habia botones de flores y las
almendras habian madurado” (Gén. 17, 23) o "Jacob se buscé entonces unas
ramas verdes de chopo, almendro y platano. Peld la corteza de las ramas
haciendo franjas que dejaban al descubierto el blanco de la madera” (Gén. 30,
37). Estas referencias en la Biblia ponen de manifiesto que el almendro ya era
cultivado porlos hebreos a finales del siglo XVI a. C. Lo conocian como Shaked,
que deriva del verbo Shakod, que significa adelantarse o apresurarse, lo que es
una clara referencia a la floracion temprana del almendro. En hebreo biblico y
postbiblico la palabra utilizada para la almendra es loz o luz, de donde derivan
las palabras castellanas alloza para la almendra verde o almendrén y allozo para

referirse al almendro borde (Rallo y Sacarés, 1997).

Los griegos lo denominaron Amygdala (proveniente del siriaco Ha-
migdala que significa arbol hermoso). Teofrasto, entre los siglos IV y IIl a. C.,

ofrece consejos sobre su cultivo en su obra De historia plantarum.

Los romanos le cambiaron el nombre a Amygdalus. Columela en el siglo
I recomendaba su plantacién en terrenos secos para evitar pudriciones. El

almendro alcanza su maxima difusién con los romanos, aunque en muchas
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zonas del imperio ya fuera conocido con anterioridad. Asi, en la Peninsula
Ibérica segun Rallo y Sacarés (1997), su introduccidon se deberia fijar en el
periodo de establecimiento de los Fenicios y, posteriormente, los Griegos (S. XI
aVlia.C.).

Siglos mas tarde, Carlomagno (S. VIII) recomendd plantar almendros en
regiones meridionales de su imperio. A pesar de todas estas referencias
histéricas, en realidad el cultivo del almendro evoluciona poco hasta el siglo XIX,
en la mayoria de las veces con presencia de algunos almendros poco cuidados
en las cercanias de las viviendas rurales, aunque en algunas zonas se pudieron
constituir vergeles cuando las condiciones le fueron propicias: Sicilia, Baleares,
Islas del Egeo, etc. (Riera y Ferran, 1970; Felipe, 2000).

La diseminacién del cultivo se vio favorecida por el hecho de que la
semilla era al mismo tiempo el material de propagacion y la parte comestible
(Kesteret al., 1990). Felipe (2000) resume en tres etapas la domesticacion del
almendro. La primera seria el cultivo en diferentes civilizaciones asiaticas, la
segunda su expansion a paises de la cuenca mediterranea, llevada a cabo
inicialmente por los fenicios (2000 a. C.), continuada posteriormente por
hebreos, griegos y romanos. Finalmente, la tercera etapa, es la introduccion del
almendro en California, a partirde 1836, con variedades llevadas desde Francia,
en este mismo periodo el almendro fue llevado también a Australia, Sur de

Africa y de América.

En los origenes de su cultivo, el almendro se consideraba marginal,
complementaba esporadicamente la economia familiar y no se buscaba
rentabilidad en su produccion. No fue hasta su introduccion en California cuando
se inicid el cultivo del almendro de forma diferente, las técnicas evolucionaron,
se intensificaron las plantaciones y se regaron, aumentando la produccion y
superando notablemente la obtenida en paises tradicionalmente productores de
la cuenca mediterrdnea. Como en muchos otros cultivos, al comprobarse la
capacidad productora y la rentabilidad que puede obtenerse se iniciaron estudios

sobre su fisiologia, mejora genética o patrones mas adecuados a diferentes
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condiciones de cultivo. Con ello se renovd el concepto que se tenia del
almendro, pasando a considerarse una especie frutal mas (Felipe, 2000).

En el afio 2013 en todo el mundo se produjeron 2,9 x 106t de almendras
al afio, siendo EE. UU. el primer productor con 1,8 x 10%t, seguido de Australia
con 160 x 103 t, Espafia (149 x 103t), Marruecos (96 x 103t), Iran (87 x 103t)
Siria (83 x 103t), Turquia (82 x 103t) e Italia (72 x 103t) (Faostat, 2013). En la
Figura 1.1 se muestra el porcentaje de produccidon de los principales paises

productores respecto a la produccidn total.

9,49 %

= EE, UU.

= Australia
= Espafia

= Marruecos
= Irdn

= Siria

— 62,18 % B
: = Turquia

m [talia

m Tlnez

m China
m Otros (37 paises)

Figura 1.1. Porcentaje de produccion de almendra con cascara de los principales
paises productores en relacidon a la produccion total mundial en el afio 2013
(Faostat, 2013).

I.1.1. EL CULTIVO DEL ALMENDRO EN MALLORCA

En relacidon al cultivo del almendro en Mallorca, Rallo y Sacarés (1997),
en su revision titulada La historia de l'ametler a Mallorca mitjancant la
bibliografia, repasan la historia del almendro en la isla mediante detalladas citas
bibliograficas desde el siglo XVIII hasta la década de los 90 del siglo XX. Segun

estos autores, en Mallorca la referencia mas antigua al almendro se puede datar

6
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alrededor del afio 400 a. C., en la que se citan unas almendras encontradas
entre los restos de un naufragio procedente posiblemente de Sicilia o Cartago.

En cualquier caso, este hallazgo no implica la existencia del cultivo en la isla.

Rubi (1980), propone a los romanos como los probables responsables de
la introduccién del almendro en Mallorca, aunque afirma que no es hasta el siglo
XIX cuando su cultivo adquiere una importancia creciente en la isla, debido
fundamentalmente a dos causas. La primera seria la parcelacién de las grandes
fincas y la segunda el ataque de filoxera que sufrieron los vifiedos mallorquines
y que provoco la desaparicion de alrededor de 30.000 ha de este cultivo, siendo

sustituido casi en su totalidad por el almendro.

En la década de 1920, el cultivo del almendro alcanza su maximo
esplendor en la isla (Rubi, 1980), convirtiéndose Mallorca en pionera en la
investigacion y experimentacion en este cultivo, y siendo un importante emisor
de las técnicas y sistemas de cultivo al resto de Espafia (Rallo y Sacarés, 1997).
En Mallorca la superficie de cultivo aumentaba, viéndose éste favorecido por las
excelentes condiciones climaticas y por una creciente demanda del mercado. Sin
embargo, a partir de la segunda mitad del siglo XX la situacién cambié,
perdiendo Mallorca su liderazgo en Espafia tanto en superficie como en
produccion. Rubi (1980) culpa de este cambio al incremento de los costes de
produccion, a la expansion del turismo en esos anos que se llevd consigo mano
de obra agricola y a la falta de adaptacion a la mecanizacién y nuevas técnicas
de cultivo. Este autor resume en seis puntos la problematica del almendro en los

afios 80 del siglo pasado:

1. Edad avanzada de los arboles.

2. Plantaciones realizadas en terrenos no aptos.

3. Ausencia de abonado y labores de cultivo deficientes.

4. Abandono de las podas.
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5. Nula atencién en cuanto a tratamientos contra plagas y enfermedades.

6. Escasa y errénea seleccién de variedades con consecuencias en la
produccidon por falta de variedades polinizantes aptas, asi como en la

comercializacion por ofrecer almendra sin tipificacion.

A pesarde ello, la almendra continud siendo uno de los productos mas
importantes de Mallorca, como se refleja en los trabajos realizados por Palazén
(1968, 1970) o Pons y Simonet (1970), que se desarrollaron a partir de estudios

en la isla sobre variedades autdctonas o planes de restructuracién.

Finalmente, a partirdelafio 1992 la mayor parte de las explotaciones de
cultivo de almendra se incluyeron en planes de mejora y ayudas como las de la
Politica Agraria Comun, constituyéndose a su vez las Organizaciones de
Productores de Frutos y Hortalizas para la recepcidén de las ayudas europeas.
Con el impulso de las ayudas el sector se estructurd, potencidandose su
profesionalizacion y competitividad. Como contrapartida, los planes de mejora
también impulsaron el arranque de plantaciones de arboles viejos de variedades
locales, con mas de 25 afios, y su sustitucion por nuevas variedades con, a
priori, mejor salida comercial y que no se cultivaban en Mallorca hasta ese
momento. A esto también contribuyd la no disponibilidad de variedades
autéctonas en los viveros, siendo el resultado final la pérdida de muchas de
estas variedades. Ademas, entre las nuevas variedades recomendadas en los
planes de mejora se encontraba 'Ferragnes’, que por su productividad y calidad
parecia una buena variedad para la recuperacion del sector del almendrero
mallorquin y fue la que principalmente se planté. Sin embargo, con el paso de
los afios, se ha comprobado su elevada susceptibilidad al hongo Phomopsis
amygdali (Delacr.) 1.J. Tuset & M.T. Portilla (Tuset y Portilla, 1989) y las
condiciones ambientales tan favorables en la isla para el desarrollo de la
enfermedad en el almendro. Este hecho hace casi inviable su cultivo de esta
variedad en Mallorca. Porello gran parte de las parcelas donde se encontraba la
variedad ‘Ferragnes’ estan siendo reinjertadas o replantadas con otras

variedades.
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Si observamos los datos que ofrece el anuario de estadistica agraria
(An6nimo, 2014), (Tablas 1.1 y 1.2), Baleares, con algo mas de 24.000 ha
dedicadas al cultivo del almendro, ocupa el séptimo lugar entre las comunidades
auténomas espafiolas en lo que se refiere a superficie dedicada al cultivo. No
obstante, en términos relativos y teniendo en cuenta la superficie total de cada
regidon, Baleares ocupa el segundo lugar sélo por detrds de Murcia, lo que

confirma el interés que tiene este cultivo en las islas.

Tabla 1.1. Superficie y producciéon de almendra en las distintas comunidades
auténomas de Espafia (Fuente: Anuario de Estadistica Agraria de 2014)

ha en secano haen regadio ha totales Produccion

total (t)
Total Espafia 490.590 43.468 534.053 143.081
Andalucia 146.188 6.222 152.310 25.208
Com. Valenciana 91.345 9.029 100.374 28.177
Region de Murcia 66.014 6.878 72.892 25.519
Aragon 59.226 7.474 66.700 23.525
Castilla la Mancha 52.584 7.232 59.816 15.030
Catalufia 35.001 3.912 38.913 12.294
Baleares 24.123 320 24.443 7.013
La Rioja 9.008 560 9.568 1.567
Extremadura 2.482 529 3.011 1.381
Navarra 2.330 1.284 3.614 2.053
Castilla y Ledn 1.324 22 1.346 374
Madrid 780 0 780 595
Canarias 209 6 203 249
Pais Vasco 75 75 95
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Tabla 1.2. Relacién entre la superficie total de cultivo de almendros y la

superficie de cada Comunidad Autonoma (Fuente: Anuario de Estadistica Agraria de 2014).

% de ha de almendro

e 2
ha almendro Superficie km respecto a las ha totales

Total Espafia 534.053 504.645 1,06
Regién de Murcia 72.892 11.313 6,44
Baleares 24.443 4.992 4,90
Com. Valenciana 100.374 23.255 4,32
Andalucia 152.310 87.268 1,75
Aragoén 66.700 47.719 1,40
Catalufa 38.913 32.107 1,21
Castilla la Mancha 59.816 79.463 0,75

Concretandoen la isla de Mallorca, el almendro se distribuye por todas
las comarcas y la mayoria de municipios, como podemos apreciar en las Tablas
1.3 y 1.4, aunque con menos preponderancia en la comarca de Tramuntana,
terreno que es ocupado por olivares, y la de Palma que siendo ademas la mas
pequefia en superficie también es la que mas zonas urbanas e industriales alina,

dejando menos espacio para la agricultura y para el cultivo del almendro.

Tabla 1.3. Superficie (ha) dedicada al cultivo de almendro declaradas en la
ayudas de la Politica Agricola Comudn en 2015 en las comarcas de Mallorca (Fuente: Aréa
de Estadistica de la Conselleria de Mediambient, Agricultura i Pesca, comunicacion
personal, junio de 2015).

Comarca Superficie (ha)
Raiguer 3833,72
Migjorn 3461,46
Pla 2999,82
Llevant 2657,47
Serra de Tramuntana 1198,87
Palma 764,88

10
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Tabla 1.4. Superficie (ha) de cultivo de almendro declaradas en las ayudas de la
P.A.C. en 2015 enlos municipios de Mallorca (Fuente: Area de Estadistica de Conselleria

de Mediambient, Agricultura i Pesca, comunicacion personal, junio de 2015)

Municipio Comarca Ha de almendros Grupo
Llucmajor Migjorn 1705,25 >1000
Manacor Llevant 1317,85 >1000
Marratxi Raiguer 814,03 500-1000
Palma Palma 764,88 500-1000
Sant Lloreng des Cardassar Llevant 702,21 500-1000
Felanitx Migjorn 669,35 500-1000
Santanyi Migjorn 619,26 500-1000
Selva Raiguer 612,64 500-1000
Inca Raiguer 566,73 500-1000
Santa Margalida Pla 512,11 500-1000
Calvia Serra de Tramuntana 477,14

Santa Maria del Cami Raiguer 452,68

Binissalem Raiguer 431,06

Algaida Pla 418,06

Porreres Pla 414,26

Arta Llevant 370,27 300-400
Bunyola Serra de Tramuntana 338,42 300-400
Campos Migjorn 327,97 300-400
Sineu Pla 284,53 200-300
Sencelles Pla 279,74 200-300
Alaro Raiguer 241,33 200-300
Son Servera Llevant 212,69 200-300
Consell Raiguer 201,89 200-300
Montuiri Pla 198,47 100-200
Llubi Pla 187,11 100-200
Sant Joan Pla 181,92 100-200
Lloseta Raiguer 172,6 100-200
Ses Salines Migjorn 139,63 100-200
Petra Pla 136,19 100-200
Valldemosa Serra de Tramuntana 127,57 100-200
Santa Eugenia Pla 103,75 100-200
Campanet Raiguer 103,23 100-200
Andratx Serra de Tramuntana 88,02 0-100
Sa Pobla Raiguer 76,7 0-100
Puigpunyent Serra de Tramuntana 75,58 0-100
Maria de la Salut Pla 74,58 0-100
Lloret de Vistalegre Pla 65,75 0-100

11
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Tabla 1.4. Superficie (ha) de cultivo de almendro declaradas en las ayudas de la

P.A.C. en 2015 en los municipios de Mallorca (continuacién).

Municipio Comarca Superficie (ha) Grupo
Ariany Pla 63,86 0-100
Buger Raiguer 62,6 0-100
Esporles Serra de Tramuntana 62,13 0-100
Capdepera Llevant 54,45 0-100
Alcudia Raiguer 49,81 0-100
Mancor de la Vall Raiguer 48,42 0-100
Costix Pla 43,57 0-100
Muro Pla 35,92 0-100
Pollenga Serra de Tramuntana 26,18 0-100
Villafranca de Bonany Pla 9,3 0-100
Soller Serra de Tramuntana 1,38 0-100
Estellenc Serra de Tramuntana 1,37 0-100
Banaylbufar Serra de Tramuntana 1,08 0-100

des Cardassar

>1000
0-100
100-200
200-300
300-400
400-500
S00-1000

Figura 1.2. Concentracidon de recintos y parcelas con presencia de almendros
segun datos de las ayudas P.A.C. 2015 La superficie de cada municipio aparece en color
segun el total de hectareas de almendro declaradas (Fuente: Area de Estadistica de

Conselleria de Mediambient, Agricultura i Pesca, comunicacion personal, junio de 2015)

12
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En cuanto al comercio de la almendra, segun el Informe de diagndstico
sobre el sector de la almendra de Mallorca (Conselleria d'Agricultura i Pesca,
2009), entre 2006 y 2011 la bajada de precios causd una leve crisis del sector.
La tendencia a la baja de los precios fue consecuencia de la competencia con la
almendra procedente de California y Australia. Sin embargo, en la actualidad se
observa una subida de precios en Espafia desde el afio 2012 (Figura 1.3)
consecuencia de la alta demanda a nivel mundial, especialmente de paises como
China (Zhengzhou y Gale, 2015) o India (Mishra, 2015). Espafia exporto
almendras porun valorde 457,2 M€ en 2014, lo que supuso un incremento del
28,35 % respecto alafio 2013 (Andnimo, 2014b). Este aumento de la demanda
podria deberse en gran parte a la publicaciéon reciente de estudios sobre la
importancia de los frutos secos en la prevencion de problemas cardiovasculares

(Estruch et al., 2013; Choudhury et al., 2014)

Precio de almendra con cascara (€/100 kg)
160

140
120
100
80
60
40

20

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Figura 1.3. Evolucion del precio de la almendra con céscara en Espafia
(€/100 kg) entre los afios 2003 y 2014 (Fuente: Anuario de Estadistica Agraria de
2014)
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I.2. PLAGAS Y ENFERMEDADES DEL ALMENDRO EN
MALLORCA.

Los problemas fitosanitarios del almendro en Mallorca son semejantes a

los de otras zonas del cultivo en el mediterraneo.

Entre las plagas habituales encontramos el tingido Monosteira unicostata
(Mulsant & Rey, 1852) que, junto a los pulgones, habitualmente de las especies
Myzus persicae (Sulzer, 1776) o Hyalopterus amygdali (E. Blanchard, 1840) vy,
en menor medida, Pterochloroides persicae (Cholodkovski, 1899), suelen ser las
Unicas para las que se realizan tratamientos insecticidas en la isla. El gusano
cabezudo Capnodis tenebrionis (Linnaeus, 1758) también es frecuente,
causando problemas en los secanos con almendros injertados sobre patrones
hibridos. En cuanto a otros coleopteros, los escolitidos son frecuentes afectando
a almendros en municipios como Llucmajor o Campos, en el sur de la isla.
Ademas, el chinche pentatémido Solenosthedium bilunatum (Lefébvre, 1827)y
la cochinilla Gueriniella serratulae (Fabricius, 1775) requieren una mencion
especial, dada su elevada incidencia en la isla y ser estas plagas poco conocidas

en la peninsula (An6nimo 2010b; Andnimo 2011).

En cuanto las enfermedades del almendro en Mallorca, una de las que
mas preocupa es el chancro de ramillas conocido cominmente en Mallorca como
“brot sec”, causado por P. amygdali, con ataques graves especialmente en las
plantaciones de la variedad ‘Ferragnes’ por su gran susceptibilidad a este hongo.
Otra enfermedad de origen fungico frecuente, sobre todo en terrenos hiimedos y
plantaciones profundas, es la conocida en Mallorca como “morbol” o “morbo”,
que no es mas que la pudricién de raices y cuello causada por Armillaria mellea
(Vahl) P. Kumm, que Ballester (1916) ya recogia en su trabajo sobre plagas y
enfermedades del almendro en Baleares. Menos frecuentes, pero también
presentes en la isla son los siguientes patégenos que afectan al almendro:
Monilinia spp., Polystigma amygdalinum P.F. Cannon causante de la enfermedad
conocida como mancha ocre, Stigmina carpophila (Lév.) M. B. Ellis, causante del

cribado de los frutales de hueso y la bacteria Agrobacterium tumefaciens (Smith
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& Townsend) Conn, todos ellos, ampliamente distribuidos en Espafia y otros
paises (De Cal y Melgarejo, 2000; Ogawa et al., 2000; Andnimo, 2010a;
Melgarejo et al., 2010).

I.3. ENFERMEDADES FUNGICAS DE LA MADERA EN PRUNUS
SPP.

Las enfermedades fungicas de la madera estdn ocasionadas por un
conjunto de hongos patégenos en especies lefiosas que causan sintomas
complejos y variados, pero que, en cualquier caso, producen una alteracién

interna de la madera por necrosis o podredumbre seca (Garcia et al., 2005).

Estas patologias han sido muy estudiadas en los ultimos afios en el
cultivo de la vid debido a que ha aumentado considerablemente la incidencia de
las mismas en los viiiedos de todo el mundo, entre otras cosas, debido a la
supresion de los tratamientos con arsenito soédico (Chiarappa, 2000; Graniti et
al., 2000). Paralelamente, el conocimiento de los agentes causales de estas
enfermedades ha mejorado (Gramaje y Armengol, 2011; Urbez-Torres, 2011;
Berstch et al., 2013; Gramaje et al., 2015).

En otras especies lefiosas de interés agricola también se conocen las
enfermedades flungicas de la madera. Algunas comunes son los chancros
causados por Nectria galligena Bres. en frutales de pepita, los chancros de
ramillas causados por Phomopsis spp., los chancros y secas causados por Valsa
sp., el mal del plomo de los frutales de hueso originado por el basidiomiceto
Chondrostereum purperum (Pers.) Pouzary la eutipiosis causada por Eutypa lata
(Pers.) Tul. & C. Tul. (Mateo-Sagasta, 2000a, 2000b, 2000c; Tuset, 2000;
Melgarejo, 2000;). Sin embargo, también en estos y otros cultivos es cada vez

mas importante la presencia de nuevas patologias de la madera.

En olivo, Moral et al. (2010) identificaron Neofusicoccum mediterraneum
Crous, M.J. Wingf. & A.J.L. Phillips y Diplodia seriata De Not. causando seca de
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ramas tanto en Espafia como en California. Posteriormente, Urbez-Torres et al.
(2013) identificaron 18 especies fungicas asociadas a decaimiento de brotes y
ramas de olivo en California siendo N. mediterraneum y D. mutila (Fr.) Mont. las

gue se mostraron mas agresivas en los ensayos de patogenicidad.

En aguacates en California, McDonlad y Eskalen (2011) encontraron seis

especies de Botryosphaeriaceae asociadas a chancros de ramas.

En California también se han encontrado hongos patégenos de la madera
asociados a decaimientos de ramas de citricos, concretamente las especies
pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, Spencermartinsia viticola (A.J.L.
Phillips & J. Luque) A.J.L. Phillips, A. Alves & Crous (= Dothiorella viticola A.J.L.
Phillips & J. Luque), Do. iberica A.J.L. Phillips, J. Luque & A. Alves, N. australe
(Slippers, Crous & M.J. Wingf.) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, N. parvum
(Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, N. magniferae (Syd. &
P. Syd.) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, N. mediterraneum, N. [luteum
(Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips, D. mutila y Eutypella
spp. (Adesemoye y Eskalen, 2011a, 2011b; Eskalen et al., 2011). También en
citricos, recientemente se ha encontrado hongos basidiomicetos, siendo
Fomitiporia mediterranea M. Fisch. el principal hongo asociado a pudriciones de
madera en este cultivo en el sur de Italia, encontrandose también Phellinus spp.,

aunque con menor frecuencia (Roccotelli et al., 2014).

Si nos centramos en el género Prunus, diferentes estudios han
demostrado que las plantas de este género son hospedantes habituales de
hongos causantes de enfermedades de la madera. Asi, por ejemplo, algunas
especies de Botryosphaeriaceae como Botryosphaeria dothidea (Moug.) Ces. &
De Not., D. seriata, Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., son
patégenos bien conocidos en melocotonero (P. persica (L.) Bastch) en todo el
mundo (Pusey et al., 1995). Farr et al. (1989) enumeran estas mismas tres
especies, asi como Neofusicoccum ribis (Slippers, Crous & M.J. Wingf.) Crous,
Slippers & A.J.L. Phillips y Aplosporella peckii (Sacc.) House en Prunus spp. en
los EE. UU. D. mutila fue citada en melocotonero por Laundon (1973) en Nueva
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Zelanda y posteriormente por Sutton (1980) en albaricoquero (P. armeniaca L.)
y de nuevo en melocotonero. Slippers et al. (2007) hallaron varias cepas de D.
seriata y N. australe en frutales de hueso en Sudafrica. Diplodia rosulata Gure
Slippers & Stenlid esta descrita en P. africana (Hook, F.) Kallman en Etiopia. Por
otro lado, Wollenweber (1941) citaba a Dothiorella sarmentorum (Fr.) A.J.L.
Phillips, A. Alves & J. Luque en albaricoquero y otros Prunus spp. en Europa y
Norteamérica. Wollenweber y Hochapfel (1941) consideran D. roumeguerei var.
santonensis Brunaud sinéonimo de D. phoradendri Cooke, que se habia
encontrado en 1892 en P. laurocerasus en Francia. Por otro lado, Damm et al.
(2007a) determinaron Ila diversidad de los miembros de Ila familia
Botryosphaeriaceae aislados de madera sintomatica de albaricoquero, nectarina
(P. persica var. nucipersica (L. ex Borkh.) C.K. Schneid.), melocotonero y ciruelo
japonés (P. salicina Lindl.) en Sudafrica. Entre ellos D. seriata, D. pinea (Desm.)
J. Kickx F., D. mutila, Spencermartinsia viticola, Neofusicoccum vitifusiforme
(Van Niekerk & Crous) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips y N. australe, y dos
especies previamente desconocidas, D. africana Damm & Crous en nectarina y
Lasiodiplodia plurivora Damm & Crous en ciruelo japonés. En Italia se aislé D.
seriata en P. laurocerasus, asociado a chancros de ramillas (Quaglia et al.,
2013). Las prospecciones de especies de Botryosphaeriaceae en almendros en
California concluyeron con seis nuevas citas en este hospedante y el
descubrimiento de una nueva especie, Neofusicoccum nonquaesitum Inderb.,
Trouillas, Bostock & Michailides (Indertbitzn et al., 2010). Algunas especies de
Aplosporella se han aislado de ramitas de Prunus spp., concretamente A. indica
D.K. Agarwal, Chowdhry & A.K. Sarbhoy y A. phyllanthina Syd. de ciruelo
europeo (P. domestica) en la India (Agarwal et al., 1992), A. prunicola Damm &
Crous de nectarina en Sudafrica (Damm et al., 2007b) y A. pruni McAlpine de

albaricoquero en Australia (McAlpine, 1902).

Frecuentemente, también se encuentran hongos de la familia
Diatrypaceae en madera de arboles del género Prunus muertos o con
decaimiento. En este sentido, Eutypa lata (= E. armeniacae) se ha identificado
con frecuencia como la causa de decaimiento de almendros (Carter, 1982),

albaricoqueros (Carter, 1957), cerezo de Virginia (P. virginiana) (English y Davis
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1965), ciruelo japonés (Carter, 1982) y cerezo (Munkwold y Marois, 1994).
Garcia-Benavides et al. (2013) encontraron E. lata en P. cerasifera var. pissardii
en la region de La Rioja (Espafia). En varios paises también se ha aislado
Eutypella prunastri (Pers.) Sacc. de almendros, endrinos (P. spinosa L.), cerezos
y ciruelos japoneses (Grove, 1935; Ellis y Ellis, 1997). Dam et al. (2009)
encontraron Cryptovalsa ampelina (Nitschke) Fuckelen varios frutales en
Sudafrica y Trouillas et al. (2010a) también encontraron esta especie en
albaricoqueros en California, juntamente con Diatrype oregonensis (Wehm.)

Rappaz.

Especies del género Phaeoacremonium también han sido asociadas con
necrosis en madera de arboles del género Prunus. Phaeoacremonium minimum
(Tul. & C. Tul.) D. Gramaje, L. Mostert & Crous (= Pm. aleophilum W. Gams,
Crous, M.]. Wingf. & Mugnai) fue citado en P. pennsylvanica L. en Canada
(Hausneretal., 1992)y en albaricoquero en Sudafrica (Mostert et al., 2006). En
Tunez se aislé Pm. parasiticum (Ajello, Georg & C.J.K. Wang) W. Gams, Crous &
M.]J. Wingf. de albaricoqueros con sintomas de decaimiento (Hawksworth et al.,
1976), mientras que en Grecia se aislé este mismo hongo en cerezo (Rumbos,
1986). En el estudio realizado por Damm et al. (2008b) se aislaron 14 especies
de Phaeoacremonium procedentes de necrosis de tejidos de madera de
albaricoqueros, ciruelos japoneses, nectarinos y melocotoneros en Sudafrica,
incluyendo cinco nuevas especies, Pm. prunicolum L. Mostert, Damm & Crous,
Pm. fuscum L. Mostert, Damm & Crous de ciruelo, Pm. pallidum Damm, L.
Mostert & Crous, Pm. africanum (Damm, L. Mostert & Crous) D. Gramaje, L.
Mostert & Crous y Pm. griseo-olivaceum (Damm, L. Mostert & Crous) D.
Gramaje, L. Mostert & Crous de albaricoquero. En Iran, Arzanlou et al. (2013)
aislaron Pm. iranianum L. Mostert, Grafenhan, W. Gams & Crous en muestras de
madera de manzano y albaricoquero, y Pm. minimum en muestras de

albaricoquero.

Damm et al. (2010) aislaron varias especies del género Coniochaeta
(anamorfo: Lecythophora) a partir de muestras de Prunus que presentaban

necrosis en madera en Sudafrica, en concreto las especies aisladas fueron Ca.
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velutina (Fuckel) Cooke en albaricoquero y ciruelo japonés, y las nuevas
especies Ca. africana Damm & Crous y Ca. prunicola Damm & Crous en
albaricoquero y ciruelo japonés, respectivamente. Otras citas de este género en
Prunus son Ca. ambigua en ramitas secas de albaricoquero y cerezo, Ca. calva
en ciruelo y cerezo y Ca. lignaria en peraly cerezo en Moldavia (Popushoi, 1971)
y en cerezo en los Paises Bajos (CBS 178.75). Damm et al. (2010) también
propusieron el nuevo género Collophora para varios hongos con fase conidica
similar a Lecythophora, comprendiendo cinco especies que aparecen con
frecuencia en melocotoneros y nectarinos con necrosis de la madera en
Sudafrica, en concreto son C. africana Damm & Crous, C. capensis Damm &
Crous, C. paarla Damm & Crous, C. rubra Damm & Crous, que también fue
encontrada en almendro y C. pallida Damm & Crous, también encontrada en
Espaia en P. cerasifera var. pissardii (Garcia-Benavides et al., 2013). Ademas,
estos autores describen cuatro nuevas especies del género Phaeomoniella
asociadas a necrosis de madera de albaricoquero, melocotonero y ciruelo, estas
son Pa. dura Damm & Crous, Pa. effusa Damm & Crous, Pa. prunicola Damm &
Crous y Pa. tardicola Damm & Crous y citaron por primera vez Pa. zymoides
Hyang B. Lee, J.Y. Park, Summerb. & H.S. Jung en ciruelo japonés.

Varias especies de otros géneros también se han encontrado en madera
de Prunus spp. con sintomas de decaimiento. Por ejemplo, dentro del género
Paraconiothyrium Damm et al. (2008c) encontraron P. brasiliense Verkley en
nectarino, melocotonero y ciruelo japonés, y las nuevas especies, P. africanum
Damm, Verkley & Crous en melocotonero, y P. variabile Riccioni, Damm, Verkley
& Crous en melocotonero, y en melocotonero y ciruelo japonés,

respectivamente.

También a partir de madera necrosada de Prunus se han encontrado dos
nuevas especies de Jattaea, concretamente J. mookgoponga Damm & Crous en
nectarino y J. prunicola Damm & Crous en ciruelo japonés, asi como una nueva
especie del género Calosphaeria, esta es C. africana Damm & Crous aislada de

albaricoquero (Damm et al., 2008a).
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Algunas especies del género Phomopsis son patégenos importantes en
Prunus spp., especialmente en almendro, melocotonero y ciruelo. Ya se ha
comentado que P. amygdali, causante del chancro de ramillas en el almendro, es
una de las enfermedades mas preocupantes de este cultivo en Mallorca. Esta
enfermedad esta ampliamente distribuida por todo el mundo, tanto en almendro
como en melocotonero (Tuset y Portilla, 1989). En una reciente prospecciéon en
Portugal Diogo et al. (2010) encontraron Diaporthe neotheicola A.l.L. Phillips &
J.M. Santos (anamorfo: P. theicola Curzi) en almendros con sintomas de
decaimiento. Anteriormente, Smit et al. (1996) habian identificado Diaporthe
ambigua (anamorfo: P. ambigua) como causante de chancros en portainjertos
de ciruelo japonés en Sudafrica. Otras especies de Phomopsis se han citado en
almendro y otros Prunus como P. mali Roberts, P. padina (Sacc.) Dietel, P.
parabolica Petr., P. perniciosa Groove, P. pruni (Ellis & Dearn.) Wehm., P.
prunorum (Cooke) Groove, P. ribatejana Sousa da Camara, and P. stipata (Lib.)
B. Sutton (Uecker, 1988).

La Tabla 1.5 muestra un listado de todos estos hongos patdgenos de la

madera aislados en Prunus spp. y su distribucion mundial.
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1.4. LA SECA Y MUERTE DE ALMENDROS EN MALLORCA.

Desde el afio 2008, se observan en Mallorca arboles con sintomas que
recuerdan en gran medida a los que han descrito diferentes autores en otras
regiones del mundo causados por hongos patdgenos de la madera. Estos son
decaimiento y brotaciones deficientes, hojas cloréticas, marchitez generalizada y
muerte de ramas e incluso de arboles enteros. Asociados a estos sintomas
externos, también se observan sintomas internos, en la madera, tales como

necrosis sectoriales, punteaduras y anillos oscuros en la zona vascular o madera

esponjosa.

Esta problematica se esta estudiando desde entonces en el Laboratorio
de Sanidad Vegetal de la Conselleria de Medi Ambient, Agricultura i Pesca y es el

objeto de la presente Tesis Doctoral.
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II. OBJETIVOS

En esta Tesis se pretende estudiar la etiologia y el control del
decaimiento de ramas y muerte de almendros que se ha venido observando en
zonas de cultivo de la isla de Mallorca desde el afio 2008. Para abordar este

estudio se plantearon los siguientes objetivos:

1. Caracterizar la sintomatologia del decaimiento y muerte de
ramas de almendro en diferentes zonas de cultivo en la isla de

Mallorca.

2. Aislar los hongos asociados a los sintomas observados e

identificarlos mediante técnicas morfoldgicas y moleculares.

3. Comprobar la patogenicidad de hongos pertenecientes a las
familias Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae en diferentes
variedades de almendro.

4. Comprobar la patogenicidad a almendro de las especies
Collophora hispanica, Phaeoacremonium amygdalinum, Pm.

iranianum y Pleurostomophora richardsiae.

5. Evaluar la efectividad in vitro de diferentes materias activas
fungicidas para el control de hongos pertenecientes a la familia

Botryosphaeriaceae.

6. Evaluar la efectividad de los fungicidas mas efectivos entre los
ensayados in vitro en la proteccion de heridas de poda frente a
la infeccion por hongos pertenecientes a la familia

Botryosphaeriaceae.
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III. HONGOS ASOCIADOS A LA
SECA DE RAMAS Y MUERTE DE
ALMENDROS EN LA ISLA DE
MALLORCA

Ante la problematica de la marchitez y seca de ramas de almendros que
se estaba observando en algunas zonas de la isla de Mallorca desde el afio 2008,
se decidid realizar prospecciones regulares de parcelas de cultivo de almendro
con presencia de arboles afectados localizadas en diferentes zonas de la isla

para caracterizar los sintomas y determinar las especies flngicas asociadas.

IIL.1. MATERIALES Y METODOS.

IT1.1.1. MUESTREO Y AISLAMIENTO DE HONGOS.

Las prospecciones se realizaron durante seis afios consecutivos, entre
2009 y 2014, en primavera o inicios del verano, en el momento en el que los
sintomas de decaimiento de los arboles se observaban con mayor facilidad. En
total se prospectaron 33 parcelas, distribuidas por las principales zonas de
cultivo de almendro en Mallorca (comarcas de Es Raiguer, Pla, Llevant, y
Migjorn), en las que se tomaron varias muestras en cada una de las 57
ocasiones en las que se visitaron algunas de las parcelas. En estas
prospecciones se incluyé también una parcela de albaricoqueros que se
encontraba junto a una de las parcelas muestreadas y muestras de almendro de
una parcela localizada en la isla de Ibiza en la que se tomaron muestras en el

ano 2014. Dado que el foco inicial de la problematica se situaba en parcelas de
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la poblacidén de Son Carrié (Sant Lloreng des Cardassar), la presion de los
muestreos fue superior en esa zona, visitdndose mas parcelas durante el periodo
de estudio e incluyendo algunas de esas parcelas en cada prospeccion anual. La
Tabla 3.1 muestra la localizacidn de las parcelas muestreadas, las variedades de
almendro cultivadas y la edad aproximada de los arboles, asi como los afios en
que se realizaron las visitas y el niUmero total de muestreos realizados en cada

una de ellas.

En las parcelas se seleccionaron arboles con sintomas de decaimiento,
marchitez y seca de ramas, y se procedié a cortar alguna de esas ramas. Se
evité tomar muestras de ramas sin presencia de brotaciones con hojas, pues
esto seria un indicio de que esa rama no habia brotado ese ano. El decaimiento
y seca de la rama en esos casos se habria producido al menos de un ciclo
vegetativo anterior y la probabilidad de éxito en los aislamientos hubiera
disminuido ya que podrian coexistir hongos saprofitos junto a los posibles
patégenos. En cada parcela y momento de muestreo se recogieron ramas de al

menos 3-5 arboles sintomaticos.
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Para los cortes de las ramas elegidas se utilizé tijera de poda, sierra o
motosierra, dependiendo del grosor de la rama. En unas ocasiones se observaba
directamente en los cortes mas gruesos la presencia de necrosis en madera,
otras veces se seguia troceando la muestra y los sintomas se observaban en
didmetros menores. Las muestras, debidamente identificadas, se guardaban en

bolsas de plastico para su posterior traslado al laboratorio.

En el laboratorio las muestras se descortezaron y se trocearon en
fragmentos mas pequefios que se desinfectaron en superficie mediante
pulverizacion con etanol y posterior flameado. En una camara de flujo laminar se
procedid a sembrar algunos de esos fragmentos en medio de cultivo Agar
Extracto de Malta 3,3 % (MEA; Conda-Pronadisa, Madrid, Espafia) con la adicién
de 0,5 g/l de sulfato de estreptomicina (MEAS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EE. UU.). Las placas se mantuvieron entre 14 y 21 dias a 25 °C en oscuridad.
Cada 24-48 horas se comprobaron las placas de aislamiento, repicando las
colonias flngicas en crecimiento a una placa con medio Patata Dextrosa Agar
3,9 % (PDA; Conda-Pronadisa, Madrid, Espafia).

I11.1.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA.

Las colonias fungicas obtenidas se incubaron durante 15-21 dias a 25 °C
en oscuridad para favorecer el crecimiento y esporulacion. Posteriormente, se
realizaron preparaciones microscépicas para el reconocimiento inicial de colonias
pertenecientes a hongos saprofitos, mayoritariamente de los géneros Alternaria
y Cladosporium, que fueron descartados y la seleccidon de colonias en las que se
realizaba una primera identificacidon tentativa como hongos pertenecientes a las
familias Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae, al género Phaeoacremonium vy
algunos otros hongos, incluidos basidiomicetos. Con estas colonias se realiz6 un
estudio de identificacidn mas especifico, a partir de cultivos monoconidicos o

procedentes de puntas de hifa.
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Las especies de Botryosphaeriaceae se identificaron tentativamente
segun la morfologia de sus colonias y conidios, siguiendo las descripciones de
Phillips (2006) y Phillips et al. (2013). Para favorecer la esporulacién de los
aislados, éstos se repicaron a placas de medio agar agua 2% (AA; Conda-
Pronadisa, Madrid, Espafia), en las que se colocaron aciculas de pino estériles.
Estas placas se incubaron durante al menos un mes a 25 °C con fotoperiodo de
12 horas oscuridad / 12 horas UV cercano (Narva Blacklight Blue LT 30/W073)
(Slippers et al., 2004). Las placas se revisaban semanalmente para observar la
presencia de picnidios con formacion de conidios; en dicho caso, se observaban
al microscopio su forma, tamafio, color, presencia o ausencia de septos y

estructura de la pared.

En el caso de las especies de Diatrypaceae, la identificacion basada en
aspectos morfoldgicos del anamorfo Libertella es complicada (Glawe y Rogers,
1984). Para favorecer su esporulacidon las placas se incubaron en las mismas
condiciones de temperatura y fotoperiodo anteriormente descritas para las
especies de Botryosphaeriaceae, o segun lo descrito por Luque et al. (2012). A
medida que los aislados esporulaban, los conidios se montaron en agua para su
observacidon microscopica. De esta manera se pudo comparar la morfologia de
las colonias y conidios con estudios previos a fin de intentar identificar la espede
(Trouillas et al., 2010a, 2011; Luque et al., 2012).

Para la identificacion de especies de Phaeoacremonium se observaron
varias caracteristicas morfolégicas tales como el tamafio y forma de los
conidiéforos, las fidlides, los cordones miceliares y los conidios. También se
observé la produccion de pigmentos de los hongos en los medios de cultivo PDA,
MEA o Agaravena (OA; 60 g harina de avena, 12,5 g de agar), tras incubacion

de los mismos a 25 °C, observandolos a los 8 y 16 dias (Mostert et al., 2006).

Para la identificacion morfolégica de las especies de Collophora se
favorecid la esporulacién de los aislados repicando las colonias fungicas en
medio pobre en nutrientes, Synthetic Nutrient-poor Agar (SNA; Nirenberg,

1976), con aciculas de pino estériles, manteniendo dichos cultivos a 24 °C en
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oscuridad y realizando las observaciones de los caracteres morfoldgicos a las 2 y
a las 4 semanas. Asi, se pudo observar la forma y tamafio de los conidios y
conidiéforos (Damm et al., 2010). Los caracteres de la colonia y la produccidon
de pigmentos se observaronen PDA, MEA y OA a las 2 semanas de incubacién a
24 °C (Crous et al., 2009).

Frecuentemente se obtuvieron aislados, similares entre ellos, no
pertenecientes a los grupos anteriores. Estos aislados, mantenidos en medio de
cultivo PDA, se incubaron a 25 °C en oscuridad durante 15 dias tras los cuales
se observaron sus caracteristicas morfoldgicas. Estas caracteristicas incluian la
presencia de fidlides esbeltas subcilindricas con collaretes cortos y dos tipos de
conidias, unas marrones subglobosas y otras hialinas con forma entre alantoides
y cilindricas, que coinciden con las descritas para Pleurostomophora richardsiae
(Nannf.) L. Mostert, W. Gams & Crous (Vijaykrishna et al., 2004).

Ademas, algunos aislados, tras serincubados en medio de cultivo PDA a
25 °C en oscuridad durante 15 dias, presentaron aspectos morfolégicos
caracteristicos de los Basidiomicetos en medio de cultivo tales como micelio

estéril, presencia de fibulas y doliporos.

I11.1.3. IDENTIFICACION MOLECULAR.

La identificacién morfolégica se completd con la identificacion molecular
mediante la secuenciacién de determinados fragmentos de ADN. Previamente,
se obtuvieron cultivos monoconidicos o procedentes de puntas de hifa de todos

los aislados seleccionados.

Para la extraccion del ADN gendmico total se utilizé el kit EZNA Plant
Miniprep Kit (Omega Bio-tek, Norcross, GA, EE. UU.) con muestras de micelio de
los hongos a identificar, cultivados durante dos semanas en oscuridad en medio

PDA vy triturando en mortero con ayuda de nitrogeno liquido.
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Para las especies de basidiomicetos, Diatrypaceae, Collophora y
Pleurostomophora, se amplificd mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) una region de los espaciadores transcritos internos (ITS) del ADN
ribosdmico. En el caso de las especies de Phaeoacremonium se amplificé una
region del gen de la B-tubulina (BT) y para las especies de Botryosphaeriaceae
se amplificé la region ITS ademas de una parte del gen del factor de elongacién
1-a (FE1- a). En todos los casos se usé un programa de PCR de 3 minutos a 94
0C, seguidos de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 50 °C y 45
segundos 72 °C, finalizando con una extension a 72 °C durante 1 minuto. En la
Tabla 3.2 se muestran los cebadores universales utilizados para cada PCR Yy las

referencias bibliograficas correspondientes.

Tabla 3.2. Regiones secuenciadas y cebadores utilizados para la identificacion

molecular de cada familia o género de hongos aislados.

Region

- Cebadores Fuente
secuenciada

Familia o género

Basidiomicetos,

Diatrypaceae, ITS1F:CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Gardes y Bruns (1993)

Cofiophora, Irs ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC white et af, (1990)
Fleurostomophora
T1: ACATGCGTGAGATTGTAAGT 0 ’Donnell y Cigelnik
Phaeoacremonium B-tubulina (1997)
BT2b:ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGE Glass y Donaldson
(1995)
ITS1F : CTTGGTCATITAGAGGAAGTAA  Gardes y Bruns (1993)
ITs ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC White et af. (1990)
Botryosphaeriaceae Factor de EF1F: TGCGGTGGTATCGACAAGCGT Jacobs et al. (2004)

elongacién 1-a  EF2R: AGCATGTTGTCGCCGTTGAAG

Los productos de amplificacion se secuenciaron con un secuenciador ABI
3730XL (Applied Biosystems, Foster City, CA., EE. UU.). En el caso de los
hongos del género Phaeoacremonium, las secuencias se compararon mediante
sistema de identificacion de especies de este género disponible en linea
(http://www.cbs.knaw.nl/phaeoacremonium/biolomics.aspx), desarrollado por
Mostert et al. (2006). Para el resto de hongos, las secuencias obtenidas se
compararon con las presentes en el GenBank mediante la herramienta
bioinformatica BLAST (NCBI, Bethesda, MD., EE. UU.) en un primer paso para la
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identificacion de las muestras. Para la comprobaciéon de dichos resultados vy la
identificacion definitiva de las muestras, las secuencias se alinearon con
secuencias de referencia utilizando el programa CLUSTAL W (EMBL-EBI, Hinxton,
Cambridgeshire, Reino Unido) y se realizé un analisis filogenético mediante el
método Neighbour Joining utilizando el modelo Kimura 2 parametros. Tanto el
alineamiento como el andlisis filogenético se realizaron con el programa MEGA 6
(Tamura et al., 2013).

II1.2. RESULTADOS.

II1.2.1. CARACTERIZACION DE SINTOMAS.

Al observar en detalle los sintomas externos de los arboles afectados,
éstos comprendian: clorosis de hojas, seca de brotes y yemas, decaimiento,
marchitez, y colapso de ramas (Figura 3.1). Algunos de los arboles morian a las
pocas semanas de haberse observado los primeros sintomas. En otros casos, la
muerte de los arboles era mas progresiva y se observaba en muestreos en afios

sucesivos.

En cortes transversales de las ramas de las muestras analizadas en
laboratorio se apreciaban puntos necréticos, en ocasiones formando anillos o
semicirculos, y otras veces distribuidos de manera aislada (Figura 3.2). En otras
muestras se observaban zonas necréticas mas amplias ocupando un sector del
corte, con bordes bien definidos, en forma de cufia (Figura 3.3), o bien necrosis
con bordes mas irregulares y, generalmente, ocupando mas superficie (Figura
3.4). En algunas ocasiones, de manera aislada o bien en presencia de otros
sintomas, también se observaron zonas de tejido descompuesto y consistencia

mas blanda o esponjosa (Figura 3.5).
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Figura 3.1. Sintomas externos de clorosis de hojas, seca de brotes,
decaimiento, marchitez, colapso de ramas y muerte de arboles, asociados a
hongos patdgenos de la madera en almendro (a-g) y albaricoquero (h). Las
imagenes corresponden a arboles situados en las parcelas 1 (e, fy g), 2 (d), 5
(b), 12 (a), 13 (c) y 20 (h).
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Figura 3.2. Sintomas de enfermedades de la madera en cortes
transversales de ramas de almendro. Se observan puntos necréticos formando
anillos o un semicirculos (a, c, d), pequefias zonas o puntos necrdticos
aislados (b). Los hongos aislados en las muestras de la figura fueron a:
Neofusicoccum luteum, b: N. mediterraneum, c,d: Collophora hispanica.

Figura 3.3. Sintomas de enfermedades de la madera en cortes

transversales de ramas de almendro en las que se observan necrosis
sectoriales de margenes bien definidos, en cufia. Los hongos aislados en las
muestras de la figura fueron en a: Diplodia seriata, b-c: Neofusicoccum
parvum, d: Diplodia olivarum, e: N. parvum, D. olivarum y Eutypa leptoplaca,

f: Pleurostomophora richardsiae.
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Figura 3.4. Sintomas de enfermedades de la madera en cortes
transversales de ramas de almendro (a-d) y albaricoquero (e) en las que se
observan necrosis sectoriales de margenes irregulares, ocupando en ocasiones
una amplia superficie del corte. Los hongos aislados en las muestras de la figura
fueron en a: Neofusicoccum parvum, b: Collophora hispanica, c: Eutypa
leptoplaca, d: Phaeoacremonium minimum 'y Pleurostomophora richardsiae, e:

Phaeoacremonium venezuelense.

Figura 3.5. Sintomas de enfermedades de la madera en cortes
transversales de ramas de almendro en las que se observan tejidos
descompuestos de consistencia esponjosa y galerias de insectos (a y b). Los
hongos aislados en las muestras de la figura fueron en a: Phellinus pomaceus,
b: Phellinus pomaceus y Pleurostomophora richardsiae, c: Fomitiporia
mediterranea.
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I11.2.2. IDENTIFICACION DE HONGOS Y SU DISTRIBUCION.

Se identificaron un total de 14 especies de hongos asociados a las
muestras de almendro analizadas. Estas fueron: Collophora hispanica Gramaje,
Armengol & Damm, Diplodia olivarum A.J.L. Phillips, Frisullo & Lazzizera, D.
seriata, Eutypa lata, E. leptoplaca (Durieu & Mont.) Rappaz, Fomitiporia
mediterranea, Neofusicoccum Iuteum, N. mediterraneum, N. parvum,
Omphalotus olearius sensu auct., Phaeoacremonium amygdalinum Gramaje,
Armengol & Mostert, Pm. iranianum, Phellinus pomaceus (Pers.) Maire. y
Pleurostomophora richardsiae. En las muestras de albaricoquero (parcela 20), se
aislaron N. parvum, D. seriata y P. richardsiae, que se encontraron también en
muestras de almendro, y las especies Pm. minimum y Pm. venezuelense L.

Mostert, Summerb & Crous, que se detectaron solamente en este cultivo.

Collophora hispanica y Pm. amygdalinum son dos nuevas especies que
se describieron a partir de aislados recogidos en las prospecciones de esta Tesis
Doctoral (Gramaje et al., 2012). No obstante, como los trabajos taxondmicos
relacionados con la descripcidn de estas especies no se incluyen en la parte
experimental de esta Tesis, a continuacion se presentan Unicamente las

caracteristicas morfolégicas de cada uno de estos hongos:

Collophora hispanica (Fig. 3.6): Las hifas son hialinas y con pared lisa,
tabicadas, ramificadas, de 1 a 3,5 pum de ancho y carentes de clamidosporas. La
esporulacion es abundante, la formacidn de conidias se produce en adelofialides,
ocasionalmente en hifas (endoconidias) y en conidiomas o mediante
conidiogénesis microciclica. Las células conidiogénicas son enteroblasticas,
hialinas, generalmente intercalares, reducidas a collaretes formados
directamente en las células hifales o en cuellos cortos (cilindricos, de 0,5-2 pm
de longitud y 0,5-1,5 pym de anchura). A menudo se observan fidlides
separadas, entre cilindricas y ampuliformes de 4,5-8 x 1-2 uym; los collaretes
tienen una forma entre cilindrica y de embudo estrecho, tienen 0,5 pm de
longitud, pared muy fina y una apertura de 0,5 pm, a veces se observa un

engrosamiento periclinal poco marcado. Las conidias se agregan en masas
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alrededor de las hifas, son hialinas, unicelulares, cilindricas, en ocasiones
obovadas, de paredes lisas, a menudo ligeramente curvadas, con los extremos
obtusos o con un apice papilado, sus medidas son las siguientes: (2,5-)3,5-5(-
6,5) x(1-)1,5(-2) um, X * 0= 43 + 0,7 x1,5 * 0,2 um, ratio
longitud/anchura = 2,8. Después de cuatro semanas se observan abundantes
conidias aclavadas, limoniformes, subesféricas o irregularmente hinchadas, a

menudo > 2 um.

En ocasiones se produce conidiogénesis secundaria con conidias que se
desarrollan a partir de otras conidias, llegando a ser de mas de 7 um de longitud
y 2-3 ym de ancho, a veces tabicadas, con un cuello corto o con una mera
apertura con un collarete mindsculo en uno de los extremos. Las endoconidias
son uniseriadas, hialinas, unicelulares, ligeramente curvadas, con los dos
extremos obtusos, y tienen el mismo tamafio que las conidias de las células

hifales.

Ocasionalmente, se pueden formar conidiomas en aciculas de pino a las
2-4 semanas. En ese caso los conidiéforos son entre hialinos y ligeramente
rojizos, de pared lisa, tabicados y ramificados. Las células conidiogénicas son
enteroblasticas, entre hialinas y ligeramente rojizas, de pared fina y con forma
entre cilindrica y ampuliforme. La conidiogénesis se produce en posicion terminal
e intercalar justo debajo del septo. La célula conidiogénica tiene un tamano de
3-6 x 1-3 pym, en ocasiones se observan collaretes de <0,5 um de longitud con
una apertura de <0,5 pm de ancho en los que no se observa engrosamiento
periclinal. Las conidias son hialinas o rojizas, unicelulares, cilindricas, a veces
obovadas, ligeramente curvadas, de paredlisa, con ambos extremos obtusos o
con un apice papilado. Sus medidas son las siguientes: (2,5-)3-5(-7) x1-2(3,5)

um, X £ 0=4,2 £ 1 x1,7 £ 0,5 ym, ratio longitud/anchura = 2,5.

Caracteristicas del cultivo: Las colonias alcanzan en medio de cultivo

MEA un radio de 2-2,5 mm a las dos semanas a 24 °C en oscuridad. La
temperatura minima de crecimiento es <6 °C, el éptimo es de 18 °C y el

maximo de 30 °C. En medio de cultivo PDA las colonias son planas, humedas,
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con margen entre liso y ondulado, de color entre rojo palido y vino tinto con
margenes entre blanco y color vino palido. El micelio aéreo también es de color
vino palido, mas intenso en el centro de la colonia. El reverso muestra los
mismos colores, volviéndose de color vino mas oscuro con el tiempo. El medio
de cultivo se tine también de color vino. En medio OA la colonia es entre planay
ligeramente convexa, con margen entre liso y ligeramente ondulado, de color
blanco a rosado palido, con la superficie casi totalmente cubierta por micelio
aéreo de color blanco. Por el reverso el color es entre salmén y color carne,
blanco hacia los margenes. En MEA, la colonia es ligeramente convexa, de
margen ondulado, de color vino oscuro, con la superficie cubierta parcial o
totalmente con micelio aéreo de color entre rosado y color vino, el reverso es de
color sangre y el medio se tifie de rojo alrededor de la colonia.

Figura 3.6. Caracteristicas morfoldgicas de Collophora hispanica. a) Colonia
en MEA, donde se puede observar la tincién de color rojo del medio debido al
pigmento exudado por el hongo; b) conidioma en acicula de pino; c-h) células
conidiogénicas y conidias en células hifales; i, j) conidiéforos formados en el
conidioma; k, 1) conidiacion microciclica (indicada por flechas) en conidias de
conidioma (k) y de células hifales (I); m) conidias formadas en conidiomas después
de 4 semanas; n, o) endoconidios; p, q) conidias formadas en células hifales después
de 4 semanas; r) conidias formadas en células hifales después de 2 semanas; Barras
de escala: a)=1mm; b)=100 pm; c)=5 um; la barra de c se puede aplicar todas las
imagenes de c) a r). 45
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Phaeoacremonium amygdalinum (Fig. 3.7): Las estructuras aéreas
observadas en medio de cultivo MEA consisten en un micelio con hifas
ramificadas y tabicadas que pueden aparecer aisladas o formando cordones
miceliares de hasta 10 hifas. Las hifas pueden ser entre verrugosas y lisas, de
color marrén a marrén palido y de 2-3,5 um de anchura. Los conidiéforos son en
su mayoria cortos y no ramificados, se originan tanto en hifas aéreas como en
sumergidas, sonentre erectos y flexuosos y tienen hasta 5 septos. Su color va
desde marrdn palido a marrén y son verrugosos en la base. Miden (12-)15,5-
40(-55) (X=29) ym de largo y 1,5-3 (X= 2,1) ym de ancho. Las fidlides son
terminales o laterales, a menudo polifialidicas, son entre lisas y verrugosas,
hialinas y con collaretes de 1,5-2,5 umde largoy 1-1,5 ym de ancho. Existen 3
tipos de fidlides, las de tipo I son en su mayoria cilindricas, ocasionalmente con
la base ensanchada y miden (3-)3,5-7,5(-10) x1-2 (X= 6 x1,5) ym. Las
fidlides de tipo II predominan mas, pueden ser cilindricas o naviculares, algunas
son elongadas-ampuliformes y atenuadas en la base, miden (9-)10-16,5(-17)
x1,5-2,5 (X= 13,5 x2) pym. Las de tipo III son entre cilindricas y subcilindricas,
miden 7-27 x1,5-2,5(-3) (X= 21 x2) ym. Las conidias son hialinas, oblongas,
elipsoidales o obovoides, miden (3-)4-5 x1,5-3 (X= 4,5 x2) um, ratio

longitud/anchura = 2,1.

Caracteristicas del cultivo: Las colonias alcanzan un radio de 9,5-10 mm

después de 8 dias de incubacidon a 25 °C. La temperatura minima de crecimiento
es de 15 °C, el 6ptimo de 25 °C, y el maximo de 30-35 °C. Las colonias en
medio de cultivo MEA son planas con margenes lisos, al observarlas después de
8 y 16 dias, son entre blancas y pardo grisaceo en la parte superior y entre
amarillo brillante y color verde oliva amarillento por el reverso. En medio de
cultivo PDA las colonias son planas, de aspecto afieltrado, con mechones cerca
del centro, con margenes de la colonia lisos; después de 8 y 16 dias, son entre
marron y verde oliva en la parte de arriba y de color entre pardo-grisaceo palido
y marrén grisdceo por el reverso. En medio OA las colonias son también planas
con margenes lisos, de color entre blanco y verde oliva grisaceo en la parte de
arriba. Las colonias de este hongo producen pigmentacion marrén palido en

medio PDA.
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Figura 3.7. Caracteristicas morfoldgicas de Phaeoacremonium amygdalinum. a-
c) Colonias con 16 dias de crecimiento en MEA (a), PDA (b) y OA (c); d-j) estructuras
aéreas en MEA; d-f) conidiéforos con polifidlides (sefialadas con flechas); g,h) fidlides
tipo III; i) fidlide tipo III y fidlide tipo II (sefialada con flecha); j) fidlides tipo I; k-t)
estructuras aéreas usando la técnica del cultivo en portaobjetos; k-m) conidiéforos
ramificados y fidlides tipo I (sefialadas con flechas); n-p) fidlides tipo II; q) fidlides tipo
I; r-s) conidiacion microciclica; t) conidias; u-v) adelofidlides con conidias; w) conidias.
Barra de escala: d = 10 pym, se puede aplicar a todas las imagenes desde d) a w).

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados de los hongos aislados en
cada una de las visitas a las parcelas durante los 6 aflos que duraron las
prospecciones, mientras que la Tabla 3.4 aglutina dichas fechas para mostrar
solo las especies aisladas durante los 6 afios de prospecciones. Finalmente, la
Tabla 3.5 muestra las especies aisladas y el nUmero de parcelas y comarcas en
las que éstas se encontraron, mientras que las Figuras 3.7 y 3.8 muestran los

mismos datos en porcentajes.
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Tabla 3.5. Especies fungicas aisladas en las prospecciones en parcelas de almendros y
albaricoqueros con sintomas de decaimiento y muerte de ramas entre 2009 y 2014, junto
con el nimero de parcelas y comarcas en las que se encontraron dichas especies y los
porcentajes respectivos respecto al total de parcelas y comarcas prospectadas.

N° de :I/oo::epsa:;?;?: N° de % de comarcas
parcelas ' comarcas donde se aislg,
. respecto al
Especie en las en las respecto al total
total de 33
que se que se de 5 comarcas
aislo parcelas aislo prospectadas
prospectadas
Collophora
hispanica (Ch) 2 27,27 4 80
D. olivarum (Do) 7 21,21 3 60
D. seriata (Ds) 10 30,30 4 80
Eutypa lata (El) 5 15,15 1 20
Eutypa leptoplaca
(Ele) 2 6,06 2 40
Fomitiporia
mediterranea (Fm) 2 6,06 2 40
N. luteum (NI) 9 27,27 3 60
N. mediterraneum
(Nm) 5 15,15 4 80
N. parvum (Np) 9 27,27 3 60
Omphalotus
olearius (0Oo) 1 3,30 1 20
Phaeoacremonium
minimum (Phmi) 1 3,30 1 20
Pm. amygdalinum
(Pham) 1 3,30 1 20
Pm.iranianum (Phi) 2 6,06 1 20
Pm. venezuelense
(Phv) 1 3,30 1 20
Phellinus pomaceus
7 21,21 4 80
(Pp) !
Pleurostomophora 10 30,30 3 60

richardsiae (Pr)
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% de parcelas donde se aislo
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Figura 3.8. Porcentajes de parcelas donde se aisl6 cada hongo. (Pr:

Pleurostomophora richardsiae, Ds: Diplodia seriata, Ch: Collophora hispanica, Np:

Neofusicoccum parvum, NI: Neofusicoccum luteum, Pp: Phellinus pomaceus, Do: Diplodia

olivarum, Nm: Neofusicoccum mediterraneum, El: Eutypa lata, Ele: Eutypa leptoplaca,

Fm: Fomitiporia mediterranea, Phi: Phaeoacremonium iranianum, Oo: Omphalotus

olearius, Phmi: Phaeoacremonium minimum, Pham: Phaeoacremonium amygdalinum,

Phv: Phaeoacremonium venezuelense).
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Los resultados de este estudio muestran la incidencia y diversidad de
hongos patégenos de la madera asociados a sintomas de marchitez y seca de

ramas de almendros en Mallorca.

Como se observa en las Tablas 3.3 y 3.4, las especies de
Botryosphaeriaceae constituyeron el grupo mas abundante. Se identificaron
cinco especies de esta familia, siendo D. seriata (detectada en el 30,30 % de las
parcelas prospectradas), N. parvum (en el 27,27 %) y N. luteum (en el 27,27
%) las especies mas frecuentes, aislandose en mas del 25 % de las parcelas
prospectadas. Ademas de estas especies de Botryosphaeriaceae, también se

encontraron D. olivarum (en el 21,21 %) y N. mediterraneum (en el 15,15 %).

Pleurostomophora richardsiae, aislada en el 30,30 % de las parcelas
prospectadas y que pertenece a la familia Herpotrichiellaceae fue, junto a D.
seriata, la especie que se detectd en mas parcelas. Ademas, se aislé también en

una muestra de albaricoquero.

Como se aprecia en la Tabla 3.5., también fue muy frecuente la
presencia de la nueva especie C. hispanica, que se aisld en nueve parcelas
(27,27 %).

Se aislaron cuatro especies del género Phaeoacremonium,
concretamente, Pm. amygdalinum, y Pm. iranianum que se aislaron de una y
dos parcelas de almendro, respectivamente; y Pm. minimum y Pm.
venezuelense que se aislaron sélo en la parcela de albaricoqueros incluida en las

prospecciones.

En cinco parcelas (15,15 %) se encontro la especie E. /ata, todas de la
misma comarca (Llevant), mientras que Eutypa leptoplaca se encontrd en dos

parcelas de distintas comarcas, Llevant y Migjorn.

En este estudio, también se aislaron hongos basidiomicetos en muestras

de nueve de las parcelas (27,27 %), concretamente, se aislaron tres especies:
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Phellinus pomaceus en siete parcelas, F. mediterranea en 2 parcelas y O.

olearius en una parcela en la que también se habia aislado P. pomaceus.

En la Figura 3.10. se muestra la frecuencia de parcelas en las que se

aislé cada especie dentro de cada comarca.
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Figura 3.10. Frecuencia de las especies fungicas aisladas en cada una las tres
comarcas mas relevantes, expresada como porcentaje de parcelas donde se encontrd
las especie sobre el total de parcelas prospectadas enla comarca. (Np: Neofusicoccum
parvum, NI: Neofusicoccum luteum, Nm: Neofusicoccum mediterraneum, Do: Diplodia
olivarum, Ds: Diplodia seriata, Phi: Phaeoacremonium iranianum, Phv:
Phaeoacremonium venezuelense, Pham: Phaeoacremonium amygdalinum, Phmi:
Phaeoacremonium minimum, Ch: Collophora hispanica, El: Eutypa lata, Ele: Eutypa
leptoplaca, Pr: Pleurostomophora richardsiae, Pp: Phellinus pomaceus, Fm: Fomitiporia
mediterranea, Oo: Omphalotus olearius.
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Como se aprecia en la Tabla 3.5 y en la Figura 3.9., en general, las
especies que se aislaron con mas frecuencia, es decir, en mayor nimero de
parcelas, fueron a su vez las que se hallaron mas distribuidas en las distintas
comarcas. Aunque, P. richardsiae y N. luteum estuvieron entre las especies
aisladas con mayor frecuencia, en 10 y 9 parcelas respectivamente, éstas sélo
se aislaron en 3 de las 5 comarcas prospectadas. Por otro lado, también se
observa que la comarca en la que se encontraron mayor nimero de especies
distintas fue la comarca de Llevant, donde se aislaron 14 de las 16 especies

totales encontradas.

III.3. DISCUSION.

D. seriata es una de las especies mas frecuentes en las prospecciones
gue aqui se presentan. Se trata de un patégeno con un amplio rango de
hospedantes (Punithalingam y Waller, 1973). Como ejemplo, Farr et al. (2015)
citan 353 hospedantes para la especie Botryosphaeria obtusa (= D. seriata).
Diplodia seriata, es una de las especies mas comunes asociadas al decaimiento
de la vid (Urbez-Torres, 2011). Esta especie se ha asociado a enfermedades en
olivos en California (Urbez-Torres et al., 2013), Croacia (Kaliterna et al., 2012) y
Espafia (Moral et al., 2007)y, recientemente, a pudriciones de fruto en nispero
japonés (Palou etal., 2013) o en desecamiento de cedros del Himalaya (Cedrus
deodara (Roxb.) G. Don.) en China (Jiao et al., 2014).

La alta frecuencia que ha mostrado D. seriata de nuestras prospecciones
coincide con los resultados obtenidos por otros autores en otros cultivos como
Damm et al. (2007a), que aislaron mayoritariamente D. seriata (43 de 67
aislados) en nectarinos, melocotoneros y ciruelos japoneses en Sudafrica. Esta
también fue la especie mas abundante en dos estudios sobre
Botryosphaeriaceae en frutales de hueso y pepita en Sudafrica (Slippers et al.,
2007; Cloete et al.,, 2011). Sin embargo, en almendro, nuestros resultados
difieren de los obtenidos por Inderbitzin et al. (2010) respecto la importancia de

D. seriata, que para dichos investigadores consistia en una especie minoritaria.
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Porotra parte, N. parvum, que también se aislé en numerosas parcelas,
es un patdgeno habitual en frutales de hueso y de pepita en todo el mundo
(Slippers et al., 2007). Como patégeno de almendro se citd, junto a otras
especies de Botryosphaeriaceae, en 2010 en California (Inderbitzin et al., 2010).
Ademds, es una de las especies asociadas al decaimiento causado por
Botryosphaeria en el cultivo de la vid (Urbez-Torres, 2011). En varios paises se
ha asociado a marchitamiento en ardndanos (Vaccinnium spp.) (Wright et al.,
2011; Choiet al., 2012, Castillo et al., 2013; Koike et al., 2014), también causa
diversas patologias en aguacate, como manchas en fruto (Molina-Gayoso et al.,
2012), decaimiento del arbol (Zea-Bonilla et al., 2007) y chancros en ramas
(McDonald et al., 2009). En Grecia, N. parvum se encontré causando pudriciones
de frutos y seca de brotes de melocotoneros (Thomidis et al.,, 2011). En
California (EE. UU.) se asocid a chancros de ramas de citricos (Adesemoye y
Eskalen, 2011a). En Espafia se ha aislado de nogales y ciruelos (Moral et al.,
2010).

Respecto a N. luteum, los resultados muestran una alta frecuencia de
esta especie en los almendros muestreados. Esta especie fue aislada
frecuentemente en vid con sintomas de chancros y decaimiento (Van Niekerk et
al., 2004, Luque et al., 2009, Urbez-Torres y Gubler, 2009, Chebil et al., 2014).
Esta especie se citd por primera vez como Fusicoccum luteum en kiwi, peral y
manzano en Nueva Zelanda (Pennycook y Samuels, 1985). También se ha
encontrado afectando a otros cultivos como olivo (Sergeeva et al., 2009, Urbez-
Torres et al.,, 2013) o aguacate (McDonald et al.,, 2009) en California. En
Espafia, N. luteum se aislé de rododendros con manchas en hojas, chancros y
marchiteces en brotesy ramas (Pintos et al., 2011b)y de caquis (Diospyros kaki
Thunb.) asociado a pudriciones postcosecha en fruto (Palou et al., 2013). En
Portugal, se aislé N. luteum y N. australe asociados a chancrosy marchiteces en
robles (Barradas et al., 2013).

Porotro lado, la especie D. olivarum se describio recientemente asociada
a enfermedades de olivo (Lazziera et al., 2008a) y, desde entonces, soélo se

habia aislado de algarrobos con sintomas de enrojecimiento de hojas, y
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decaimiento y chancros en ramas (Granata et al., 2011), y de vid con sintomas
de decaimiento por Botryosphaeria (Linaldeddu et al., 2015), en ambos casos en
Italia. Constituyen, por tanto, los resultados de las prospecciones realizadas
durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral la primera vez que se cita este

patégeno en almendro.

Neofusicoccum mediterranum es una de las especies de
Botryosphaeriaceae mas frecuentes afectando a almendro en California
(Inderbitzin et al., 2010). Este hongo se ha encontrado también asociado a
chancros y decaimiento de vid en Espafia (Martin et al.,, 2011; Pintos et al.,
2011a)y en California (Urbez-Torres et al., 2010). También se encontré en las
plantas madres de los patrones de vid en varios viveros en Espafia (Aroca et al.,
2010). Lazzizzera et al. (2008b) aislaron, aunque con baja frecuencia (1 %), N.
mediterraneum en aceitunas con pudriciones en el sur de Italia, donde
encontraban otras especies de Botryosphaeriaceae con mas frecuencia como
Botryosphaeria dothidea (34 %) o N. australe (16 %). Posteriormente Moral et
al. (2010) aislaron N. mediterraneum de olivos y pistachos que presentaban
seca de ramas, tanto en Espafia como en California. También se ha aislado N.
mediterraneum causando diversas enfermedades en nogal (Trouillas et al.,
2010b) y granados (Morgan y Michailides, 2012) en California y caquis en
Espafia (Palou et al., 2013).

El hongo P. richardsiae que, como se ha visto, fue junto a D. seriata la
especie que se detecté en mas parcelas, es un patégeno emergente que se ha
asociado con enfermedades de madera de la vid en California (Rolshausen et al.
2010) y en el sur de Italia (Carlucci et al., 2015). Halleen et al. (2007)
realizaron ensayos de patogenicidad e inocularon P. richardsiae en vides tanto
en invernadero como en campo en Sudafrica, causando una decoloracién en los
vasos similara la que provocan los hongos asociados a la enfermedad de Petri.
Ademas, esta especie se consideré como el patbgeno mas agresivo entre los
hongos aislados en muestras en olivo que mostraban sintomas de decaimiento
en Italia (Carlucci et al., 2013).
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Collophora fue propuesto como nuevo género por Damm et al. (2010) y
en concreto, la especie C. rubra se aislé en madera necrdtica de almendros en
Sudafrica (Damm et al. 2010). Como hemos visto, en nuestro estudio se ha
encontrado la nueva especie C. hispanica, que ademas mostré una alta

frecuencia, aislandose en nueve parcelas.

Respecto a los hongos del género Phaeoacremonium aislados en las
prospecciones, éstos han mostrado una baja frecuencia y distribucién. Sin
embargo, tienen un papel importante en el decaimiento de otros cultivos, como
se ha demostrado en el caso de las enfermedades fungicas de la madera en vid
(Gramaje y Armengol, 2011; Gramaje et al., 2015). Es precisamente en vid
donde los hongos del género Phaeoacremonium se encuentran mas
frecuentemente asociados a enfermedades de la de madera en varios paises
(Larignon y Dubos, 1997; Scheck et al., 1998; Dupont et al., 2000; Armengol et
al., 2001; Martin y Cobos, 2007; Gramaje et al., 2007, 2008, 2009a, 2009b;
Romero-Rivas et al., 2009; Aroca et al., 2010; Abreo etal., 2011; Mohammadiy
Banihashemi, 2012; Ozben et al., 2012; Urbez-Torres et al., 2014).
Recientemente también se han encontrado varias especies de Phaeoacremonium
en perales y manzanos (Cloete et al., 2011). Phaeocremunium minimum se ha
encontrado asociado a secas de ramas y brotes de olivo en el sur de Italia
(Carlucci et al., 2013)y California (Urbez-Torres et al., 2013), mientras que Pm.
iranianum se ha encontrado afectando a kiwis en Italia (Mostert et al., 2006) y
manzanos en Iran (Arzanlou et al., 2014). En el género Prunus tampoco faltan
citas de especies de Phaeoacremonium, como se observa en la Tabla 1.4. de la
introduccidn general de esta Tesis. Concretamente, se han encontrado hasta 12
especies de este género en cultivos como el melocotonero, el albaricoquero o la
nectarina, aunque en lo que se refiere al almendro, esta Tesis supone la primera
cita de especies de Phaeocremonium afectando a este cultivo. Respecto las
especies de Phaeoacremonium encontradas en la muestra de albaricoque
incluida en las prospecciones, la especie Pm. minimum ya se habia citado en
este cultivo en Sudafrica (Damm et al., 2008b) e Iran (Arzanlou et al., 2014),

mientras que la especie Pm. venezuelense supone la primera cita en
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albaricoque, ya que hasta la fecha ésta s6lo se habia citado en vid en Sudafrica
(Mostert et al., 2005) y Argelia (Berraf-Tebbal et al., 2011).

En las prospecciones se encontraron también dos especies de
Diatrypaceae. Por un lado, E. /ata es un patégeno importante de cultivos tales
como albaricoquey la vid y se ha encontrado en todo el mundo (Carter, 1957).
Esta especie también se ha registrado asociada con chancros en los almendros
en Australia (Carter, 1982) y Grecia (Rumbos, 1985). La otra especie de esta
familia que se encontré en las prospecciones fue E. leptoplaca, que ha sido
citada como patdégeno de vid en California (Trouillas y Gubler, 2004), mientras
que Trouillas et al. (2011) encontraronesta especie en Fraxinus, Ficus, Populus
y Quercus. Este trabajo supone la primera vez que se aisla E. leptoplaca en
almendro. Ambas especies de Diatrypaceae deben ser consideradas como

potenciales patdgenos para el almendro.

Finalmente, la identificacién de hongos basidiomicetos como agentes
causales de algunas enfermedades de la madera, es muy conocida,
especialmente cuando se manifiestan sintomas de esponjamiento de la madera,
o sintomas del tipo yesca. Uno de los cultivos donde mas se han estudiado estos
sintomas es la vid. En este cultivo, Larignon y Dubos (1987) comprobaron la
implicacion en las enfermedades de la madera de Phellinus sp., aunque como
invasor secundario después de la infeccidn inicial causada por otros hongos
como E. lata o Cephalosporium sp. Asi mismo, Fomitiporia puntacta (P. Karst.)
Murrill y posteriormente F. mediterranea, F. australiensis M. Fisch., J. Edwards,
Cunningt. & Pascoe y F. polymorpha M. Fisch., también se asociaron con
enfermedades de madera de la vid (Cortesi et al., 2000; Fischer, 2002; Fischer
2006). Recientemente, Cloete et al. (2015) en vid en Sudafrica remarcaron la
importancia y diversidad de especies de Basidiomicetos asociadas a pudriciones
de madera del tipo yesca. Por otro lado, también se ha encontrado F.
mediterranea como principal hongo asociado a pudriciones de madera de citricos
en el sur de Italia, aisldndose también Phellinus spp., aunque con menor

frecuencia (Roccotelli et al., 2014).
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IV. PATOGENICIDAD DE ESPECIES
DE BOTRYOSPHAERIACEAE Y

DIATRYPACEAE EN ALMENDRO

Como se ha visto en el Capitulo III, las prospecciones realizadas en
Mallorca en parcelas de almendros con sintomas de decaimiento y marchitez de
ramas revelaron la presencia de 14 especies flngicas que podrian estar
implicadas en el desarrollo de dichos sintomas. El grupo mas frecuente fue el de
los hongos de la familia Botryosphaeriaceae: Diplodia olivarum, D. seriata,
Neofusicoccum luteum, N. mediterraneum y N. parvum, que constituye un grupo
de patogenos de la madera de importancia creciente en almendro (Inderbitzin et
al., 2010) y otros cultivos (Van Niekerk et al., 2004; Damm et al., 2007a; Moral
et al. 2010; Eskalen et al., 2011; Urbez-Torres et al., 2013). Junto a éstas,
también se encontraron dos especies del género Eutypa (fam. Diatrypaceae),
concretamente Eutypa lata y E. leptoplaca, siendo el primero un patdgeno
conocido de madera en albaricoquero y vid, que se ha citado también en
almendro (Carter, 1982; Rumbos, 1985). Sin embargo, los estudios de
patogenicidad con estos hongos en almendro son escasos, ya que los ensayos de
Carter (1982) y Rumbos (1985), sélo incluyen Eutypa lata y, aunque Inderbitzin
et al. (2010) en California y Martos (2008) en Catalufia realizaron ensayos de
patogenicidad con hongos de la familia Botryosphaeriaceae, éstos no incluyeron

D. olivarum.

Dados estos antecedentes, se decidid realizar un ensayo de
patogenicidad en almendro con aislados de las cinco especies de
Botryosphaeriaceae y aislados de las dos especies de Diatrypaceae, procedentes

de las prospecciones de almendros en Mallorca.
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IV.1. MATERIALES Y METODOS.

IV.1.1. MATERIAL VEGETAL Y PLANTACION.

En este ensayo se inocularon almendros de cuatro variedades,
seleccionadas entre las mas habituales en Mallorca. Estas fueron las variedades
tradicionales mallorquinas ‘Pons’, ‘Vivot’ y ‘Jordi’, y la variedad ‘Ferragnes’, de
origen francés. En todos los casos, éstas estaban injertadas sobre el portainjerto
GF-677 (P. dulcis x P. persica). En el momento de la plantacidon, habia
transcurrido aproximadamente 10 meses desde que los almendros habian sido
injertadosy se habian mantenido durante ese tiempo en vivero. Los arboles se
plantaron en el mes de diciembre de 2012 en una parcela al aire libre de unos
5000 m?, situada en Palma de Mallorca. Se plantaron un total de 480 arboles en
8 filas de 60 arboles con un marco de 4 m entre filas por 1,2 m entre plantas,
salvo entre el arbol 30 y el arbol 31 de cada fila, en cuyo caso se dejo un
espacio de 6 metros entre ellos, de manera que cada fila tenia dos grupos de 30
arboles separados y correspondieron a diferentes variedades como veremos a

continuacién en el apartado IV.1.3 (Figuras 4.1 y 4.2).

Figura 4.1. Vista general de la parcela en juniode 2013, dos meses

después de la inoculacién del primer afio.
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Figura 4.2. Vista aérea de la parcela donde se realizaron los ensayos de
inoculacidon con representacion de los 4 bloquesy la distribucién de las 4 variedades

de almendro en cada uno de ellos. (X: ‘Ferragnes’, *: ‘Pons’, O: ‘Jordi’, +: ‘Vivot’).

IV.1.2. AISLADOS FUNGICOS.

Las especies flngicas a inocular se seleccionaron por su presencia en las
prospecciones realizadas con anterioridad (Capitulo III) asi como por el interés
que pudieran tener como potenciales patégenos en almendro. Concretamente,
se eligid un aislado de cada una de las siguientes especies: D. seriata, D.
olivarum, E. lata, E. leptoplaca, N. luteum, N. mediterraneum y N. parvum

(Tabla 4.1.).
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Tabla 4.1. Aislados y origen de las especies de hongos de las familias
Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae que se eligieron para los ensayos de patogenicidad.

Especie Cédigo Parcela Localizacion Ao
. o _ Sant Lloreng des Cardassar
Diplodia olivarum BAL-1 1 (Llevant) 2009
Diplodia seriata BAL-4 14 Santa Maria (Es Raiguer) 2012
Sant Lloreng des Cardassar
Eutypa lata 4.36 4 (Llevant) 2009
Eutypa leptoplaca 6.2 16 Llucmajor (Migjorn) 2011
Neofusicoccum Sant Lloreng des Cardassar
luteum BAL-6 2 (Llevant) 2010
Neofusicoccum Sant Lloreng des Cardassar
mediterraneum BAL-3 2 (Llevant) 2010
Neofusicoccum BAL-7 5 Sant Lloreng des Cardassar 2012
parvum (Llevant)

IV.1.3. DISENO DEL EXPERIMENTO.

La parcela se dividié en 4 bloques, de dos filas de arboles cada uno. En
cada bloque se distribuyd al azar la posicién de los 4 grupos (2 por fila) de 30
arboles, correspondientes a las 4 variedades de almendro ensayadas (Figura
4.2). Posteriormente, se distribuyod al azar el orden los hongos a inocular en
cada una de las variedades. Este tipo de disefio se conoce disefio en parcelas
divididas o “split-splot” donde la variedad seria el factor principal (primero
aleatorizado) y el hongo a inocular seria el factor subordinado, que se distribuye
al azar en segundo lugar y dentro de cada una de las subparcelas de las

variedades.

El experimento consistié en tres repeticiones para cada hongo, en
posiciones consecutivas, en cada variedad de cada bloque. También se
inocularon tres almendros control (sélo con PDA) en cada variedad de cada

bloque, cuya posicidn también se eligié al azar.
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De todo el ensayo se realizaron dos réplicas en anos consecutivos (2013
y 2014), inoculando en primavera (abril) y evaluando en el invierno siguiente
(enero-febrero). Para el segundo afo se utilizé madera sana de los mismos

arboles, distribuyendo aleatoriamente la posicién de los hongos a inocular.

IV.1.4. INOCULACION.

Para la inoculacidn, se levanté una seccidén de la corteza del tronco de
las plantas de 8 mm de didmetro en la corteza del tronco con la ayuda de un
sacabocados. En la herida se deposité un disco de micelio del mismo tamafio
extraido de la zona de avance de la colonia (crecimiento activo) de una placa del
aislado fungico correspondiente, crecida en medio de cultivo PDA durante siete
dias a 25 ©C. El disco de PDA con hongo se colocd de manera que el micelio
entrase en contacto con el cambium del &rbol. La herida se selld
inmediatamente con Parafiim® para evitar la desecacion y la caida del disco con

el hongo. En la Figura 4.3 se puede observar con detalle el proceso de

inoculacion.

2, - po

Figura 4.3. Detalle del proceso de inoculacion. a): materiales utilizados, b):

realizacion de la apertura con el sacabocados, c): colocacién del disco de PDA, d):
recubrimiento con Parafiim®.

IV.1.5. EVALUACION.

Después de la inoculacion, y en ambos anos del ensayo, la parcela se
visitdé cada 15 dias hasta el momento de la evaluacién, con el objetivo de
observar la evolucion de los sintomas que fueron apareciendo, ademas de
realizar las labores propias de mantenimiento de los &rboles cuando fue

necesario, tales como riegos o eliminacion de malas hierbas.
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Aunque Inderbitzin et al. (2010) evaluaron la patogenicidad de especies
de Botryosphaeriaceae en almendro a los 54 dias de la inoculacién, en nuestro
caso, al contar también con especies de Eutypa, se decidid6 esperar nueve
meses, basandonos en el estudio de patogenicidad de Pitt et al. (2013) con

especies de Diatrypaceae en vid.

Para la evaluacion del ensayo, en cada arbol se cortd el fragmento de
tronco afectado que mostraba sintomas internos, asegurandonos de que sdlo
guedase madera sana en el arbol que quedod en la parcela. Los fragmentos se
llevaron a laboratorio y se descortezaron para poder observar y medir la lesion
interna generada. De estas lesiones se obtuvo la longitud total desde el punto de
inoculacion, teniendo en cuenta la longitud de lesién producida en sentido
acropeto y la producida en sentido basipeto y se restd el diametro del
sacabocados (0,8 cm) utilizado para realizar la herida para la inoculacion.
También se procedié al reaislamiento del patégeno en laboratorio a partir
algunas de las plantas de cada combinacion, mediante la siembra de fragmentos
del frente de avance de las lesiones en medio de cultivo PDA con la adicién de
0,5 g/l de sulfato de estreptomicina (PDAS), con el objetivo de comprobar que

se cumplian los postulados de Koch.

IV.1.6. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de las longitudes de las lesiones producidas por los
diferentes hongos en las diferentes variedades de almendro inoculadas se realizé
mediante un analisis de varianza con el programa informatico Statistix 10.0
(Analytical Software®, Tallahassee, FL., EE. UU.).

IV.2 RESULTADOS.

Durante el seguimiento de la parcela en los dos afios de estudio se
observd que se desarrollaron chancros con emisién de goma en los almendros
inoculados con especies del género Neofusicoccum y con D. seriata, mientras

que los que habian sido inoculados con D. olivarum, las especies de
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Diatrypaceae y los almendros control apenas mostraron sintomas externos

(Figura 4.4).

Figura 4.4. Vista general y detalle de los sintomas observados a los 4 meses
de la inoculacién en algunos de los almendros inoculados en el ensayo de
patogenicidad de especies de Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae. a) y b): variedad
Vivot’ inoulada con el control (sélo PDA), c) y d): variedad ‘Vivot’ inoculada con
Diplodia olivarum, e)y f): variedad ‘Vivot’ inoculada con D. seriata, g) y h) variedad
‘Vivot’ inoculada con Eutypa lata, i) y j) variedad'Vivot' inoculada con E. leptoplaca, k)
y 1): variedad ‘Ferragnes’ inoculada con Neofusicoccum luteum, m) y n): variedad
‘Pons’ inoculada con N. mediterraneum y o) y p): variedad ‘Jordi’ inoculada con N.

parvum.
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Los sintomas externos se correspondian con necrosis internas (Figura 4.5) cuyas

longitudes medias se muestran en la Tabla 4.2.

Figura 4.5. Detalle de las necrosis internas. Las imagenes corresponden a:
a): variedad ‘Vivot’ inoculada con el control (sélo PDA), b): variedad ‘Vivot’ inoculada
con Diplodia olivarum, c): variedad ‘Pons’ inoculada con D. seriata, d): variedad ‘Pons’
inoculada con Eutypa lata, e): variedad ‘Vivot’ inoculada con E. leptoplaca, f): variedad

‘Pons’ inoculada con Neofusicoccum luteum, g): variedad ‘Pons’ inoculada con N.
mediterraneum, h): variedad ‘Pons’ inoculada con N. parvum.
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Tabla 4.2. Mediay error estandar de las longitudes de las lesiones intermas (cm)
causadas por especies de Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae en las cuatro variedades de

almendro inoculadas en los dos afios del ensayo.

‘Ferragnes’ ‘Jordi’ ‘Pons’ ‘Vivot’
Afo 2013 Lesion Error! Lesidn Error! Lesion Error! Lesion Error!
Control 0,85 +£0,31 2,05 +0,66 3,58 +0,81 2,98 0,67
D. olivarum 3,93 +0,72 5,56 +0,76 7,08 1,69 7,16 1,79
D. seriata 9,11 0,97 14,94 +1,82 10,48 +1,13 23,00 3,15
E. lata 17,49 #£1,45 10,54 +2,8 9,56 +0,85 28,70 3,48
E. leptoplaca 4,79 £0,79 48  £1,02 492 +0,75 6,26 +1,02
N. luteum 52,51 +3,83 33,45 +3,48 53,38 +598 56,56 =+4,18
N. mediterraneum 21,94 +3,14 16,65 1,07 21,41 1,59 34,43 +2,95
N. parvum 29,7 42,49 21,3 +2,036 19,62 1,11 23,90 +2,91

‘Ferragnes’ ‘Jordi’ ‘Pons’ ‘Vivot’
Aiio 2014 Lesion Error! Lesion Error! Lesidon Error! Lesidon Error!
Control 0,4 +0,4 0,4 +0,4 1,66 +1,17 0,33 0,33
D. olivarum 1 +0,63 3,06 +2,58 10,83 5,36 - -
D. seriata 3,83 +2,2 - - 10,1 3,63 - -
E. lata 54 £2,15 6,95 +£1,55 16 +3,8 10,66 +4,48
E. leptoplaca 2,5 +1,03 - - 9,25 +2,58 - -
N. luteum 7,92 £0,92 8,25 +1,75 17,86 4,69 11,2 £2,43
N. mediterraneum 26,7 42,84 19,45 +2,45 25,9 3,13 20,4 3,77
N. parvum 22,6 £3,04 22,35 +2 23,2 +2,36 - -

1: Error estandar de los valores de las longitudes de las lesiones. La ausencia de valores
medios de la lesion y del error estandar de algunas combinaciones hongo x variedad (-) se
debe a que no se disponia de datos suficientes para un analisis estadistico a causa de la
muerte de algunos arboles y se decidié no incluirlos.

En todos los casos en los que se realizd reaislamiento flngico se
recuperd la especie inoculada, mientras que no se aislé ningun hongo de los

arboles control.
El analisis mostrd que existian diferencias significativas entre los dos
afos de estudio (2013 y 2014), de manera que los datos de cada afio se

analizaron por separado. Ademas, los datos no cumplian la homogeneidad de la
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varianza (test de Levene: P<0,05; test de O'Brien: P<0,05, test de Brown y
Forsythe: P<0,05), porlo que se realizd su transformacion a raiz cuadrada para
realizar los analisis de varianza. Se obtuvo que la interaccién variedad X hongo
inoculado era significativa en los dos afios de estudio, es decir, habia un efecto
del tratamiento dependiendo de la variedad de almendro inoculada. Por tanto, se
muestran los datos por separado para cada variedad (Tabla 4.2, y Figuras 4.6 y
4.7).
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Figura 4.6. Representacion de la media de las longitudes (cm) de las lesiones
internas causadas por especies de Botryosphaeriaceae y especies de Diatrypaceae en las
cuatro variedades de almendro inoculadas en el afio 2013. Dentro de cada variedad de
almendro, las letras distintas indican que la existencia diferencias significativas (P<0,05)
segun analisis de menor diferencia significativa (M.D.S.) de las raices cuadradas de la

lesion causada por los hongos correspondientes. Las barras representan el error

72



PATOGENICIDAD DE ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE Y DIATRYPACEAE EN ALMENDRO
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Figura 4.7. Representacion de la media de las longitudes (cm) de las lesiones
internas causadas por especies de Botryosphaeriaceae y especiesde Diatrypaceae en
las cuatro variedades de almendro inoculadas en el aflo 2014. Dentro de cada variedad
de almendro, las letras distintas indican que la existencia de diferencias significativas
(P<0,05) segun andlisis M.D.S. de las raices cuadradas de la lesién causada por los
hongos correspondientes. Las barras representan el error estandar.

Afo 2013:

En la Tabla 4.2. y en la Figura 4.6.a se observa que en la variedad de
almendro ‘Ferragnes’, el primer afio en que se realizé el ensayo (2013), el hongo
N. luteum caus6 las lesiones necréticas internas de mayor longitud
(media=52,51 cm), seguido de N. parvum (media=29,7 cm). En tercerlugar, de
acuerdo a la longitud de las lesiones producidas, se encontraron los hongos N.

mediterraneum (media=21,94 cm) y E. lata (media=17,49 cm), que no
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mostraron diferencias significativas entre ellos. En cuarto lugar se encontré D.
seriata (media=9,11 cm). Los hongos que causaron las lesiones de menor
longitud en esta variedad fueron E. leptoplaca (media=4,79 cm) y D. olivarum
(media=3,93 cm), sin diferencias significativas entre ellos. La media de las
longitudes de las lesiones medidas en los arboles control, inoculados sélo con
PDA, fue de 0,85 cm.

Enelafio 2013, N. luteum (media=33,45 cm) fue también el hongo que
origind la lesiones de mayor longitud en la variedad de almendro ‘Jordi’. De
nuevo N. parvum (media=21,3 cm) y N. mediterraneum (media=16,65 cm) se
encontraron en segundo lugarde acuerdo a la longitud de la lesiéon producida y
sin mostrar diferencias significativas entre ellos. El hongo D. seriata
(media=14,94 cm) se situé a continuacidon, con lesiones estadisticamente
iguales a las generadas por N. mediterraneum. E. lata (media=10,54 cm) se
posicioné a continuacién y la longitud media de lesidon fue significativamente
distinta a la del resto de hongos, mientras que los hongos que produjeron las
lesiones de menor longitud, al igual que en la variedad ‘Ferragnes’, fueron D.
olivarum (media=5,56 cm) y E. leptoplaca (media=4,8 cm), sin diferencias
significativas entre ellos. En los &rboles control de la variedad ‘Jordi’ la media de
las lesiones (2,05 cm) fue estadisticamente diferente al resto de grupos (Tabla
4.2 y Figura 4.6.b).

Enla Tabla 4.2 y en la Figura 4.6.c se puede observar que en el primer
afio delensayo, en la variedad ‘Pons’ el hongo N. luteum (media=53,38 cm) fue
también el que causd las lesiones necréticas internas de mayor longitud, seguido
de N. mediterraneum (media=21,41 cm) y N. parvum (media=19,62 cm), cuyas
lesiones producidas no mostraron diferencias significativas entre ellos. En esta
misma variedad, E. lata (media=9,56 cm), D. olivarum (media=7,08 cm) y D.
seriata (media=10,48 cm), ocasionaron lesiones de longitud inferior que las
generadas por Neofusicoccum spp. y no mostraron diferencias significativas
entre ellos. Finalmente E. leptoplaca (media=4,92 cm) fue la especie que causd
las lesiones de menor longitud, no mostrando diferencias significativas respecto

al control (media=3,58 cm).
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Los resultados del primer afio en la variedad ‘Vivot’, mostraron también
a N. luteum (media=56,56 cm) como el hongo que causoé lesiones de mayor
longitud. En segundo lugar se situaron N. mediterraneum (media=34,43 cm) y
E. lata (media=28,70 cm), que no mostraron diferencias significativas. Las
lesiones producidas por N. parvum (media=23,90 cm) y D. seriata (media=23
cm) no mostraron diferencias significativas con E. /ata. Finalmente, se situaron
D. olivarum (media=7,16 cm) y E. leptopaca (media=6,26 cm) como los hongos
que causaron las lesiones de menor longitud. Esta variedad fue en la que todos
los hongos produjeron las lesiones de mayor longitud el primer afio,
exceptuando N. parvum, que las produjo en la variedad ‘Ferragnes’. La longitud
de las lesiones en los arboles control (media=2,98 cm) no se mostraron
significativamente diferentes a las causadas por D. olivarum (Tabla 4.2 y Figura
4.6.d).

De manera general para el afio 2013 (Figura 4.6), se puede observar
que N. luteum fue el hongo que causd las lesiones necroticas internas de mayor
longitud en las cuatro variedades de almendro y, ademas, con diferencias
significativas con cualquiera de las otras especies fungicas inoculadas. Los
siguientes hongos que causaron lesiones de mayores dimensiones de lesion
fueron N. parvum y N. mediterraneum. En un grupo distinto se puede incluir D.
seriata y E. lata, destacando este Ultimo en la variedad ‘Vivot’, con una media de
la longitud de lesién por encima de la media de las originadas por N. parvum vy
sin diferencias significativas a la ocasionada por N. mediterraneum. En todas las
variedades, D. olivarum y E. leptoplaca fueron los hongos que causaron las

lesiones de menor longitud.

Afo 2014:

En 2014, segundo afo del ensayo, los resultados de las longitudes de las
lesiones internas en la variedad ‘Ferragnes’ se pueden observaren la Tabla 4.2y
la Figura 4.7.a. En este caso, N. mediterraneum (media=26,7 cm) y N. parvum
(media=22,6 cm) fueron los hongos que produjeron las lesiones de mayor

longitud. Con lesiones de menor longitud y sin diferencias significativas, se
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situaron N. luteum (media=7,92 cm), E. lata (media=5,4 cm) y D. seriata
(media=3,83 cm). Finalmente, E. leptoplaca y D. olivarum fueron los hongos
que produjeron las lesiones de menor longitud en esta variedad. El segundo afio
en los arboles control de la variedad ‘Ferragnes’la media de las lesiones fue de
0,4 cm y estadisticamente diferente al resto de grupos (Tabla 4.2 y Figura
4.7.a).

En la variedad ‘Jordi’, en 2014, los hongos que causaron las lesiones de
mayor longitud fueron N. parvum (media=22,35 cm) y N. mediterraneum
(media=19,45 cm), no mostrando diferencias significativas entre ellos. Las
lesiones producidas por N. luteum (media=8,25 cm) y E. lata (media=6,95 cm)
también se mostraron estadisticamente iguales entre ellas. Mientras que el
hongo D. olivarum (media=3,06 cm), que produjo las lesiones de menor
longitud en esta variedad, no mostré diferencias significativas con E. lata ni con
los arboles control (media=0,4 cm). Este segundo afio de ensayo, en la variedad
‘Jordi’, debido a la muerte de algunos arboles por motivos ajenos al ensayo, no
se obtuvieron datos suficientes de almendros inoculados con D. seriata y con E.
leptoplaca por lo que no se tuvieron en cuenta en el andlisis estadistico (Tabla
4.2 y Figura 4.7.b).

El segundo afio del ensayo, en la variedad ‘Pons’, N. mediterraneum
(media=25,9 cm) y N. parvum (media=23,2 cm) causaron las lesiones de mayor
longitud. Sin diferencias significativas con ellos se encontraron N. luteum
(media=17,86 cm) y E. lata (media=16 cm). Un tercer grupo estuvo formado
por D. olivarum (media=10,83 cm), D. seriata (media=10,1 cm) y E. leptoplaca
(media=9,25 cm), sin diferencias significativas entre ellos. En esta variedad la
media de la lesidon de los arboles control, en el ensayo de 2014, fue de 1,66 cm
(Tabla 4.2 y Figura 4.7.c).

En la variedad ‘Vivot' el afio 2014, como se observa en la Tabla 4.2 y en
la Figura 4.7.d, las lesiones de mayor longitud las produjo el hongo N.
mediterraneum (media=20,4 cm), aunque sin mostrar diferencias significativas

con N. luteum (media=11,2 cm) y E. lata (media=10,66 cm). En esta variedad,

76



PATOGENICIDAD DE ESPECIES DE BOTRYOSPHAERIACEAE Y DIATRYPACEAE EN ALMENDRO

la muerte por motivos distintos a la inoculacién de bastantes almendros
ocasiond que no se dispusiera de datos suficientes para los hongos D. olivarum,
D. seriata, N. parvum y E. leptoplaca.

En general, en el segundo afio que se realizd el ensayo, se observd que
N. luteum no fue el hongo que causo las lesiones de mayor longitud, como
ocurri6 el primer afio. En cambio, las otras dos especies del género
Neofusicoccum fueron las que causaron las lesiones de mayor longitud. Los
hongos que causaron lesiones de menor longitud, cuando se disponia &rboles
suficientes para la evaluacion, fueron D. olivarum y E. leptoplaca, sin diferencias

significativas con D. seriata en las variedades ‘Ferragnes’y ‘Pons’.

En cuanto a la sensibilidad de las distintas variedades, se puede
observar que en todas variedades los hongos inoculados se han mostrado como
patdgenos, exceptuando E. leptoplaca en la variedad ‘Pons’en el afio 2013, y D.
olivarum en la variedad ‘Vivot’en 2013 y en las variedades Feragnes y ‘Jordi’ en
2014, ya que estos casos la longitud de las lesiones fue estadisticamente igual a
la producida en los arboles control. Se puede observar también que en general
la variedad ‘Jordi’ fue la menos sensible el primerafio y que ‘Vivot’ y ‘Ferragnes’

lo fueron el segundo afio (Tabla 4.2, y Figuras 4.6 y 4.7).

IV.3 DISCUSION.

Respecto a la patogenicidad de las especies de Botryosphaeriaceae en
almendro, en el estudio de Inderbitzin et al. (2010) en California, en el que se
inocularon almendros con B. dothidea, D. seriata, N. nonquaestium, N.
mediterraneum, N. parvum, M. pasheolina y Do. sarmentorum, los hongos N.
parvum y N. nonguaestium fueron los mas virulentos. N. parvum presento
longitudes de lesién significativamente mayores a las producidas por N.
mediterraneum y D. seriata. Estos resultados coinciden con los obtenidos en el
presente ensayo, salvo en la variedad ‘Vivot' el afio 2013, en la que las lesiones
producidas por N. mediterraneum fueron significativamente de mayor longitud

que las producidas por N. parvum. Sin embargo, en el ensayo de Martos (2008)
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de patogenicidad en almendro de las especies B. dothidea, D. seriata, N. parvum
y N. luteum, D. seriata fue el hongo mas virulento aunque sin mostrar
diferencias significativas con los otros hongos. Estos resultados no coinciden con
los obtenidos en el presente trabajo, dado que D. seriata se ha mostrado poco
virulento en todos los casos, mostrando diferencias significativas con los hongos

mas virulentos.

Las diferencias observadas en este ensayo de patogenicidad entre los
dos afios de estudio (2013 y 2014) podrian deberse en cierta medida a la falta
de uniformidad y a un alto nimero de marras en el material vegetal inoculado el
segundo afio. Esto se produjo probablemente por el hecho de haber tenido que
retirar un fragmento grande del tronco principal de los arboles inoculados el
primer afio para no dejar ningun sintoma de lesién interna. De este modo, para
el segundo afio algunos arboles quedaron muy bajos y, en bastantes casos no
brotaron como se esperaba en primavera de 2014. En ellos el flujo de savia fue
mermando por falta de brotes tirasavias de manera que muchos de esos arboles
se fueron secando y muriendo, con lo que a pesar de haberlos inoculado en
tejido interno sano, fue imposible realizar la evaluaciéon al cabo de nueve meses.
Es por este motivo que para algunas combinaciones variedad x hongo inoculado
no se dispusieron de arboles suficientes para realizar el analisis estadistico y no
aparecen los valores correspondientes en la Tabla 4.2 y en la Figura 4.7.

En cualquier caso, los resultados de ambos afios permiten observar que,
en general, las especies de Neofusicoccum fueron los hongos que produjeron las
mayores lesiones, mientras que D. seriata y E. lata, mostraron lesiones
intermedias, y D. olivarum y E. leptoplaca fueron los hongos que en general

ocasionaron las lesiones de menor longitud.

En referencia a los resultados obtenidos con N. luteum durante el primer
afio de ensayo, en el que se mostrdé como el hongo que produjo las lesiones de
mayor longitud en las cuatro variedades ensayadas, hay que indicar que, en el
trabajo de Martos (2008) ya se habia demostrado la patogenicidad de este

hongo en almendro. Ademas, N. luteum es una de las especies que se aislan con
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frecuencia en vid con sintomas de chancros y decaimiento (Van Niekerk et al.,
2004, Luque et al., 2009, Urbez-Torres y Gubler 2009, Chebil et al., 2014).
Coincidiendo con los resultados del presente ensayo, N. luteum, junto a N.
parvum, fueron las especies que se mostraron mas virulentas en los ensayos de
patogenicidad en vid realizados por Urbez-Torres y Gubler (2009) en California,
por Luque et al. (2009) en Catalufia y por Billones et al. (2014) en Nueva
Zelanda.

La patogenicidad de N. mediterraneum, que como ya hemos visto, fue
junto a N. parvum el hongo que causo las lesiones de mayor longitud el segundo
ano de ensayo, habia sido demostrada en California en almendro (Inderbitzin et
al.,, 2010) y vid (Urbez-Torres et al., 2010) y en Espafia en vid (Martin et al.,
2011; Pintos et al., 2011a). En olivo, Moral et al. (2010) inocularon ramas y
frutos inmaduros con B. dothidea, D. seriata y N. mediterraneum, mostrandose

éste ultimo como el hongo mas virulento en los dos tipos de tejido.

D. olivarum es una especie descrita recientemente que ha sido aislada
en Italia en olivo (Lazziera et al., 2008a), algarrobo (Granata et al., 2013) y vid
(Linedaddu et al., 2015). Sin embargo, sdlo se han llevado a cabo ensayos de
patogenicidad en algarrobo, aunque en este caso sélo en comparacién con un
controly no con otras especies flngicas. En nuestros ensayos, la patogenicidad
de este hongo en almendro ha mostrado resultados variables, dado que en 2013
en la variedad ‘Vivot’ la media de longitud de la lesidn no mostré diferencias
significativas respecto al control, mientras que en 2014 soélo en la variedad

‘Pons’ se obtuvieron diferencias significativas respecto al control.

Respecto a la patogenicidad de hongos de la familia Diatrypaceae, los
resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los obtenidos en
estudios previos publicados por Carter (1982) y Rumbos (1985), los cuales
demostraron la patogenicidad de E. /lata en almendro. En nuestro ensayo, en las
cuatro variedades de almendro estudiadas y en los dos afios del ensayo, E. lata
produjo lesiones significativamente distintas a las de los arboles control. Por su

parte, Trouillas y Gubler (2010) demostraron la patogenicidad de E. leptoplaca
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en vid en California. Posteriormente, Pitt et al. (2013) realizaron un ensayo de
patogenicidad con ocho especies de Diatrypaceae en vid en Australia, incluyendo
E. leptoplaca. En dicho estudio compararon las longitudes de las lesiones
producidas, asi como la extension de la infeccion. Para ello realizaron
aislamientos de zona la asintomatica, mas alld del limite de la lesién. E.
leptoplaca se situdé en tercer lugar respecto al tamano de la lesiones vy la
distancia de reaislamiento, sélo por detras de E. lata y Cryptovalsa ampelina
(Nitschke) Fuckel. Sin embargo, en el estudio que aqui se presenta, E.
leptoplaca ha sido el hongo que produjo las lesiones de menor longitud ambos

afos en todas las variedades, excepto en ‘Ferragnes’, en la que fue D. olivarum.
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V. PATOGENICIDAD DE

COLLOPHORA HISPANICA,
PLEUROSTOMOPHORA RICHARDSIAE, Y
PHAEOACREMONIUM SPP. EN ALMENDRO

En las prospecciones de hongos patégenos de la madera en almendros
en la isla de Mallorca, ademas de hongos de las familias Botryosphaeriaceae y
Diatrypaceae, cuya patogenicidad en almendro se abordé en el Capitulo anterior,
también se encontraron algunas especies pertenecientes a los géneros
Collophora, Phaeoacremonium y Pleurostomophora. Todas ellas han sido
asociadas a enfermedades de madera en otros huéspedes, principalmente la vid
(Mostert etal., 2006; Halleen et al., 2007; Gramaje et al., 2009b, 2014b, 2015;
Rolshausen et al., 2010), pero nunca hasta ahora en almendro. Por ello, se
realizé un ensayo de patogenicidad con algunos aislados de estas especies

fungicas para determinar su patogenicidad en este cultivo.

V.1. MATERIALES Y METODOS.

V.1.1. MATERIAL VEGETAL.

En el ensayo se realizd inoculando plantones de almendro de dos afios
de edad de la variedad ‘Ferragnes’, injertadas sobre el portainjerto GxN
Garnem® C-14 (P. dulcis x P. persica), que se mantuvieron en un invernadero de
cristal a 10-20 °C durante la toda la duracion del ensayo. Los almendros se
plantaron en macetas de poliuretano de 20 cm con turba previamente
esterilizada en autoclave. Durante el ensayo los almendros se regaron 1-2 veces

por semana.
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V.1.2. AISLADOS FUNGICOS.

Se utilizaron 11 aislados fungicos de las especies C. hispanica, Pm.
amygdalinum, Pm. iranianum vy P. richardsiae (Tabla 5.1), todos ellos obtenidos
en las prospecciones de hongos patégenos de la madera en almendros (Capitulo
III de la Tesis).

Tabla 5.1. Especies, codigos, localizacion y afio de aislamiento de los aislados

utilizados en el ensayo de patogenicidad.

Especie Aislados Parcela Localizacion Ano
Col-1, 2 Sant Lloreng des Cardassar 2010
Cgllop/?ora Col-3, 2 Sant Lloreng des Cardassar 2010
hispanica
Col-8.4.2 27 Binissalem 2013
Col-9.1.6 28 Sencelles 2013
. Psp-2 1 Sant Lloreng des Cardassar 2009
Phaeoacremonium
amygdalinum Psp-3, 1 Sant Lloreng des Cardassar 2009
I_Jhagoacremonium Pir-1 1 Sant Lloreng des Cardassar 2009
iranianum
Pri-1.3 2 Sant Lloreng des Cardassar 2011
Pleurostomophora Pri-2 2 Sant Lloreng des Cardassar 2011
richardsiae
Pri-6.2.1.2 25 Santa Maria 2013
Pri.9.2 15 Santa Maria 2012

V.1.3. DISENO DEL EXPERIMENTO.

Se inocularon seis plantones para cada uno de los 11 aislados y 6
plantones paralos controles que, después de la inoculacién, se colocaron en el
invernadero con una distribucidén totalmente al azar. El experimento se realizd

por duplicado.
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V.1.4. INOCULACION.

Las inoculaciones se realizaron en octubre de 2013. Para inocular los
hongos serealizaron heridas en el tronco principal de los almendros, entre los
dos entrenudos superiores con un sacabocados de 5 mm e inmediatamente se
colocé el indculo, consistente en discos de agar y micelio del mismo didmetro y
se selld con Parafilm® (Fig. 5.1). Los discos se obtuvieron a partir de la zona de
avance (crecimiento activo) de colonias de los hongos cultivados en medio de

cultivo MEAS. Como controles se usaron discos de MEAS estéril.

V.1.5. EVALUACION.

Transcurridos seis meses tras la inoculacidon, los almendros fueron
retirados y trasladados a laboratorio para, descortezando previamente con una
cuchilla, observar el desarrollo de las lesiones internas a partir del punto de
inoculacidon. Se midié la extension de la necrosis interna tanto hacia arriba como
hacia abajo desde el punto de inoculacidon, restando al valor obtenido el
diametro del sacabocados. Ademas se sembraron cinco pequefios fragmentos
(de 0,5 a 1 cm) de tejido necrético del borde de cada lesion en medio de cultivo
(MEAS) identificdndose los hongos obtenidos como se describe en la bibliografia
(Vijaykrishna et al., 2004; Mostert et al., 2006).

Figura 5.1. Proceso de inoculacién. a) Colocacién del disco de medio de

cultivo con el hongo, b) Sellado con Parafilm®y c) Disposicién de los almedros al
azar en el invernadero donde se realizd el ensayo.
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V.1.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Con los datos de longitud de la lesidn se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) con el Modelo Lineal General (GLM) de SAS (Statistical Analysis
System, version 9.0, SAS Institute Inc, Cary, NC, EE. UU.). Los factores
considerados en el modelo fueron: experimento (realizado dos veces), patéogeno
y aislado anidado en patdégeno (cuatro aislamientos para C. hispanica y P.
richardsiae, dos aislados para Pm. amygdalinum vy un aislado de Pm.
iraninanum). Las medias se compararon mediante el valor menor diferencia
significativa (M.D.S.) a P = 0,05.

V.2. RESULTADOS.

No se observaron diferencias significativas en los datos de la longitud de
la lesién entre los dos experimentos (P = 0,8773), pero el efecto del tratamiento
fue significativo (P <0,05). No hubo diferencias entre los aislados dentro de cada
especie (P = 0,9869 para Pm. amygdalinum; P =0,2273 para C. hispanica; P =
0,5996 para P. richardsiae), porlo que se combinaron los datos de los aislados
dentro de las especies. Las medias de la longitud de las necrosis internas en
almendros de la variedad ‘Ferragnes’ 6 meses después de la inoculacion se

muestran en la Tabla 5.2. y en la Figura 5.3.
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Figura 5.2. Necrosis interna en almendros de la variedad ‘Ferragnes’ causada
6 meses despuésde la inoculacidén con 4 aislados de C. hispanica: Col-1 (1), Col-3 (2),
Col-8.4.2 (3) y Col-9.1.6 (4); 2 aislados de Pm. amygdalinum: Psp-2 (5) y Psp-3 (6);
un aislado de Pm. iranianum: Pir-1 (7); 4 aislados de P. richardsiae: Pri-2 (8), Pri-9.2
(9), Pri-1.3 (10) y Pri-6.2.1.2 (11); y el control con PDA (12).

Tabla 5.2. Longitudes medias de las necrosis (mm) y su error estandar

generadas por cada aislado y especie ensayados 6 meses después de la inoculacién de
almendros de la variedad ‘Ferragnes’.

Media de lalesi6n® (mm) Media de lalesién (mm) +

Especie Aislado + Error estandar, para Error estandar para cada
cada aislado especie
Col-1, 69.1 £ 7.7
- +
Collophora Col-3, 62.6 £ 6.7
hispanica 58.9+7.6
Col-8.4.2 58.5 + 11.3
Col-9.1.6 59.9 + 4.9
Ph ; Psp-2 44.6 £ 7.2
Fhacoscemonin
Yg Psp-3, 44.8 + 8.1
Phaeoacremonium Pir-1 58.9 + 8.9 58.9 + 8.9
iranianum
Pri-1.3 579 +£11.2
i- +
Pleurostomophora Pri-2 55.2+13.2
richardsiae 63.8 + 11
Pri-6.2.1.2 67.2+ 7.5
Pri.9.2 74.8 £ 11.9
Control 16.5+ 3.03 16.5+ 3.03

2Media de 2 experimentos de 6 almendros inoculados por aislado.
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Figura 5.3. Representacion de la media de la longitud de la necrosis interna
causada por cuatro especies fliingicas en almendros de la variedad ‘Ferragnes’ seis
meses después de la inoculacion. La media se basa en 12 replicas por aislado (cuatro
aislados para C. hispanicay P. richardsiae, 2 aislados para Pm. amygdalinum y un
aislado para Pm. iranianum). Letras distintas indican la existencia de diferencias
significativas (P<0,05), las barras representan el error estandar.

Todos los aislados causaron necrosis internas en la madera que se
desarrollaron hacia arriba y hacia abajo desde el punto de la inoculacion (Tabla
5.2. y Figura 5.2.). Observando los datos de cada aislado individualmente, el
aislado Pri-9.2 de la especie P. richardsiae fue el que provocd la mayor longitud
de lesién (media=74,9 mm), mientras que el aislado Psp-2 de Pm. amygdalinum
fue el que causo la lesiones de menor tamano (media=44,6 mm). Igualmente, al
combinar los datos dentro de cada especie, se observo que, en conjunto, la
especie P. richardsiae provoco las lesiones de mayor longitud (media=63,7 mm)
y la especie Pm. amygdalinum provocod las lesiones de menor tamafio
(media=44,7 mm).
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Estos resultados de estas inoculaciones mostraron que las especies Pm.
amygdalinum, Pm. iranianum, C. hispanica y P. richardsiae causaron necrosis
interna en la madera de los almendros significativamente mayores que las

observadas en las plantas control.

Las especies inoculadas se reaislaron de las lesiones, identificandolas por
la morfologia de las colonias y los conidios, confirmandose los postulados de
Koch. Sin embargo, no se aislaron estos hongos en las plantas control.

V.3. DISCUSION.

Los resultados de este ensayo confirman que estos hongos deben ser
considerados como patdgenos de la madera en almendros.

La mayoria de las citas de hongos del género Phaeoacremonium como
fitopatogenos hacen referencia al cultivo de la vid (Mostert et al., 2006;
Gramaje et al., 2009b, 2015) y la mayoria de los ensayos de patogenicidad con
especies de este género se han realizado con la especie Pm. minimum, ya que
ésta es la mas comun en vid. No obstante, también se han citado especies de
Phaeoacremonium en otros huéspedes. En concreto, de las 46 especies descritas
hasta ahora, hay 25 especies que se han asociado con sintomas de
enfermedades en hospedantes distintos a la vid (Gramaje et al., 2015).
Phaeoacremonium iranianum, que se ha encontrado como patégeno en vid en
varios paises como Canadé (Urbez-Torres et al., 2014), Italia (Essakhi et al.,
2008), Iran (Mostert et al., 2006), Sudafrica (White et al., 2011) y Espafia
(Gramaje et al. 2009a), también se ha encontrado afectando a kiwis en Italia
(Mostert et al., 2006), albaricoques (Mostert et al., 2006), perales (Cloete et al.,

2011) en Sudafrica y manzanos en Iran (Arzanlou et al., 2014).

Collophora fue propuesto como nuevo género por Damm et al. (2010)
para incluir en él varios hongos con fases conidiales semejantes a las del género
Lecythophora. Entre estos hongos estaba C. rubra, una especie frecuente en

madera necrodtica de almendros en Sudafrica (Damm et al., 2010). Estos mismos
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autores inocularon cinco especies de Collophora en albaricoque, melocotonero y
ciruelo, confirmandose la patogenicidad sdlo en algunas combinaciones hongo-
planta; estas fueron C. africana y C. rubra en albaricoquero, C. paarla en
ciruelo, C. pallida en melocotonero y albaricoquero. En las prospecciones
realizadas en esta Tesis, se encontrd la nueva especie, C. hispanica, que se aislo
de los puntos y estrias necrdticas del tejido del xilema de algunas de las
muestras de almendro, demostrandose ademas con esta Tesis su patogenicidad

respecto al almendro.

P. richardsiae como patégeno sdélo se habia encontrado en vid en
California (Rolshausen et al., 2010), en Sudafrica (Halleen et al., 2007) y olivo
en Italia, donde ademas, como en nuestro caso, resulté ser el hongo mas
agresivo de los estudiados (Carlucci et al., 2013).

C. hispanica, P. richardsiae, Pm. amygdalinum y Pm. iranianum son
especies de crecimiento lento, que probablemente han sido a menudo excluidas
de los resultados de las prospecciones de hongos en las plantas lefiosas. Un
escenario similar ya ocurrio con el hongo patdégeno de vid Cadophora luteo-
olivacea (J.F.H. Beyma) T.C. Harr. & McNew. Esta especie fue citada por primera
vez en material de plantacién de vid aparentemente sano en Sudafrica (Halleen
et al., 2003) y, desde entonces, ha sido encontrada afectando a vides en todo el
mundo (Gramaje et al., 2014b). Por tanto, se debe prestar mas atencion a la
presencia de estas especies relativamente desconocidas en muestras de plantas
lenosas que presenten sintomas de decaimiento, considerando su papel como

agentes patdgenos asociados con enfermedades de la madera.

90



VI Evaluacion de fungicidas para la
proteccion de heridas de poda frente

a la infeccion por especies de
Botryosphaeriaceae en almendro







VI. EVALUACION DE FUNGICIDAS
PARA LA PROTECCION DE HERIDAS
DE PODA FRENTE A LA INFECCION
POR ESPECIES DE
BOTRYOSPHAERIACEAE EN
ALMENDRO

Hasta el momento no se han realizado estudios sobre el control de
patdgenos flngicos asociados a las enfermedades de la madera en almendro. No
obstante, como ya se ha comentado en capitulos anteriores, estas enfermedades
y su control han sido estudiados en otros cultivos como la vid (Van Niekerk et
al., 2004; Luque et al., 2009; Urbez-Torres y Gubler, 2009), citricos (Eskalen et
al.,, 2011), olivo (Moral et al., 2010; Urbez-Torres et al., 2013; Carlucci et al.,
2013) 0 aguacate (Twizeyimana et al., 2013). En este sentido, dado que se ha
postulado que una de las principales vias para las infecciones por hongos
causantes de enfermedades de la madera es a través de las heridas de poda
(Mostert et al., 2006; Serra et al., 2008; Trouillas y Gubler, 2010; Urbez-Torres
y Gubler, 2011; Diaz y Latorre, 2013; Baskarathevan et al., 2013; Agusti-
Brisach et al., 2015; Gramaje et al., 2015), un objetivo principal de las
estrategias de control es la proteccion de dichas heridas. Si nos centramos en
los hongos de la familia Botryosphaeriaceae, Pitt et al. (2012) y Twizeyimana et
al. (2013) llevaron a cabo estudios tanto in vitro como en condiciones de campo
para evaluar la eficacia de diversos fungicidas aplicados sobre heridas de poda
en el control de enfermedades causadas por hongos de esta familia en vid y en
aguacate respectivamente. En ambos estudios se obtuvieron resultados

satisfactorios con algunos de los fungicidas ensayados.
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Dados estos antecedentes, en este Capitulo se presenta un estudio sobre
la proteccién de las heridas de poda en almendro frente a la infeccién causada
por hongos pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, el grupo de hongos
patégenos mas frecuente en los resultados de las prospecciones de campo
(Capitulo III). En la primera parte del trabajo se evalua la eficacia in vitro de 10
materias activas fungicidas respecto al crecimiento miceliar de cuatro especies
fungicas de la familia Botryosphaeriaceae. En la segunda fase, se lleva a cabo un
ensayo consistente en evaluar el potencial de algunos de esos fungicidas
aplicados a heridas de poda en almendros, para determinar su eficacia en el

control de las infecciones.
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VI.1. MATERIALES Y METODOS.

VI.1.1. EVALUACION DE FUNGICIDAS IN VITRO.

VI.1.1.1. Cultivos fungicos.

Para este ensayo se eligido un aislado de cada una de las siguientes
especies: Diplodia seriata, Neofusicoccum Iuteum, N. mediterraneum, N.
parvum. En la Tabla 6.1. se muestran los aislados elegidos, indicandose su
origen y afio de aislamiento. Los aislados se conservaron a -80 °C en la
coleccién del Instituto Agroforestal Mediterrdneo de la Universidad Politécnica de
Valencia (IAM-UPV).

Tabla 6.1. Aislados y origen de las especies de hongos que se eligieron para el
ensayo de control.

Especie Caodigo del Afo de Parcela Municipio
aislado aislamiento origen (Comarca)
Diplodia seriata BAL-10 2014 27 Binissalem
(Es Raiguer)
Neofusicoccum luteum BAL-30 2014 32 Llupnjajor
(Migjorn)
Sant Lloreng
N. mediterraneum BAL-3 2010 2 des Cardassar
(Llevant)
Sant Lloreng
N. parvum BAL-7 2012 6 des Cardassar

(Llevant)

95



Capitulo VI

VI.1.1.2. Fungicidas.

Se seleccionaron 10 materias activas fungicidas pertenecientes a

diferentes grupos quimicos. En la Tabla 6.2. se muestran las caracteristicas de

los productos elegidos.

Tabla 6.2. Caracteristicas de los fungicidas utilizados en el ensayo de evaluacion

in vitro.
Producto
Materia G P Modo de Di N comercial Riqueza F lacién?
activa rupo quimico accién? iana - (%) ormulacion
Fabricante
Actividad de
Oxicloruro Inorganicos-Cobrey contacto y - Cuprosan-
de Cobre Derivados multidiana Multidiana Alinta 50 wp
(M)
o Caddy
Ciproconazol Actividad de Pepite- 10 WG
Triazoles (r:r?:ltt?c(i:itaon; Multidiana Bayer
Folicur-
Tebuconazol (M) Bayer 25 WG
Captan Actividad de Kl_ar.nak_ 85 WP
- ntacto y - ainco
Ftalimidas contac Multidiana
multidiana Folpec-
Folpet (M) Sapec Agro 50 wp
Micene-
Mancozeb Actividad de Sipcam 80 WP
- contacto y - Inagra
Ditiocarbamatos multidiana Multidiana > -
) M eepest-
Tiram (M) Lainco 50 sc
Complejo
I1I-
o citocromo :
Piraclostrobin Estrobilurinas Respiracion bc-1 Cabrio 25 EC
(C) il BASF
(ubiquinol
oxidasa) en
diana Qo
Complejo II-
. P . Respiracion succionato Cantus-
Boscalida Piridincarboxamidas (©) deshidrogen BASF 50 WG
asa
Metil Mitosis y Endsarlnbla]e Cercobin-
tiofanato MBC-tiofanatos division e la - ercob 45 SC
celular tubull_na en Certis
la mitosis

1 Segun F.R.A.C. (Andnimo, 2003).
2 WG: granulos dispersables en agua, EC: emulsion concentrada, SC: suspension concentrada; WP,
polvo mojable.
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Los fungicidas se disolvieron en agua y se afiadieron a medio de cultivo PDA
previamente esterilizado y enfriado a 45-50 °C. Para cada fungicida se
prepararon cinco concentraciones [0 (control), 10-%, 1, 10, y 102 mg de materia
activa por litro]. El medio de cultivo con las diferentes concentraciones de
fungicida se volcd en placas Petri de 90 mm de didmetro, donde se dejo
solidificar. Finalmente, se trazaron dos ejes diametrales perpendiculares sobre

cada una de las placas.

VI.1.1.3. Disefio del experimento.

A partir de placas de PDA incubadas a 25 °C y colonizadas con los
aislados elegidos (Tabla 6.1.), se extrajeron discos de 8 mm de diametro con la
ayuda de un sacabocados. Estos discos de micelio se sembraron en el centro de
las placas de PDA a las que se habian afadido previamente las distintas
concentraciones de fungicidas y, también, a las placas control sin fungicida. Se
inocularon cuatro placas por cada combinacion especie fungica / fungicida /
concentracion. Una vez sembradas, las placas se incubaron a 25 °C con
fotoperiodo 12h luz / 12 h oscuridad, revisandose cada dia su crecimiento. El

ensayo se realizé por duplicado.

VI.1.1.4. Lectura de resultados y célculo de la CEso.

La lectura de resultados se realizé6 cuando en las placas control las
colonias fldngicas alcanzaron aproximadamente el 90 % de la totalidad del
didmetro de las mismas. En ese momento se midieron los dos diametros de cada

colonia coincidentes con las lineas trazadas en las placas.
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Figura 6.1. Detalle del proceso de cultivo en
medio PDA con fungicida: a) marcado de las placas,
b) preparacion de los discos de micelio, c) siembra de
los discos en el medio de cultivo, d) hongo sembrado
en la placa marcada, e) incubacidon en camara de
cultivo, f) hongo cultivado (N. parvum en medio de
cultivo toxificado con ciproconazol a 10 ppm. a los
cuatro dias de incubacién), g) medicion del

crecimiento miceliar, h) disposicion de placas
correspondientes a 3 fungicidas antes de la medicidn.

La concentracion efectiva 50 (CEso) de un fungicida respecto al
crecimiento miceliar es la concentracion que reduce en un 50% el crecimiento
del micelio respecto al control. Para obtenerlas CEsode los fungicidas de nuestro
ensayo, en primer lugar se calculé la media de los dos didmetros medidos en
cada placa y a este valorse le descont6 el didmetro del disco sembrado, 8 mm.
Dividiendo el resultado por el nimero de dias desde la siembra se obtuvo el
crecimiento miceliar diario y éste se expresdé como porcentaje respecto al control
(concentracidon 0). Luego se calcularon rectas de regresion (y = a + bx) de cada
una de las 4 repeticiones x 2 réplicas de cada combinacién hongo x fungicida a
partir de la transformacién probit de los porcentajes (eje Y) y el logaritmo en

base 10 para las concentraciones (eje x). De esta manera la CEso se calculd
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como el antilogaritmo de la concentracién resultante para una y = 5,00 que es

el valor probit para un 50%.

VI.1.1.5. Andlisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos obtenidos de las CEso, se realizd

mediante un analisis de varianza con el programa Statistix 10.0.

VI.1.2. EVALUACION DE FUNGICIDAS IN PLANTA.

VI.1.2.1. Material vegetal.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron 288 plantones de
almendro de tres afios de edad del cultivar ‘Ferragnes’ injertados sobre patron
hibrido GxN (Garnem) C-14. Estos tenian una altura de entre 70 cmy 80 cmy

estaban plantados en contenedores de plastico de 2 litros de capacidad.

VI.1.2.2. Fungicidas.

Para el ensayo de tratamiento de heridas de poda se eligieron los
siguientes fungicidas: tebuconazol y piraclostrobin, por ser los mas efectivos en
la reduccion del crecimiento miceliar; boscalida y metil tiofanato por mostrar un
buen resultado, aunque sdlo frente a algunos de los hongos ensayados; vy
mancozeb que, aunque no mostrd buenos resultados in vitro, es un fungicida del
grupo de los ditiocarbamatos muy usado habitualmente en campo para control

de otras enfermedades fungicas.

VI.1.2.3. Especies fungicas inoculadas y preparacidon del inoculo.

Se utilizaron los mismos aislados fungicos que en el ensayo in vitro
(Tabla 6.1.). El inoculo se preparo en frascos de cristal con 500 ml de medio de
cultivo de caldo de patata y Dextrosa al 2,6 % (PDB; Conda-Pronadisa, Madrid,
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Espafia), introduciendo en cada uno de ellos 6-7 fragmentos de micelio (0,5 x
0,5 mm) de los cultivos en PDA de los hongos e incubandolos a 25 °C durante 4
dias para obtener una cantidad de micelio suficiente. Posteriormente, se prepard
el indculo siguiendo la metodologia descrita por Twizeyimana et al. (2013). Con
una batidora se triturd la suspension de micelio para homogeneizar el contenido
por todo el recipiente. Para cada especie fungica, la suspensiéon de micelio se
ajustd a una concentracién de 3x104 fragmentos de micelio/ml en un frasco con

200 ml con agua estéril mediante una cdmara de recuento Thoma.

VI.1.2.4. Tratamiento de las heridas de poda e inoculacién de los
patégenos.

Se podd el tronco principal de los almendros y se aplicaron
inmediatamente los fungicidas a los cortes. Posteriormente, se inocularon los
cortes tratados con una suspension de fragmentos de micelio de los hongos. La
inoculacion se llevd a cabo en dos momentos diferentes, uno y siete dias
después del corte y aplicacion del fungicida, siguiendo la metodologia de
Twizeyimana et al. (2013). El experimento se realizé en un invernadero de la
Universidad Politécnica de Valencia, realizando 3 cortes (repeticiones) por
combinacion de hongo y fungicida. Eso supuso un total de 120 cortes, uno por
planta. El ensayo se replicé dos veces. Ademas, se inocularon 3 controles, sin
tratar con fungicida, para cada uno de los hongos, tiempos de inoculacién (uno y

siete dias tras el corte) y cada réplica del ensayo.

Antes de la realizacion de los cortes de poda se prepararon 5
pulverizadores manuales con un volumen de 180 ml, uno por cada fungicida. Se
utilizé la concentracién recomendada para cada fungicida: boscalida (0,12%),
mancozeb (0,3%), metil tiofanato (0,15%), piraclostrobin (0,04%) vy
tebuconazol (0,075%).

Los cortes de poda se realizaron en octubre de 2014, con tijeras de
podary se aplicaron los fungicidas inmediatamente tras el corte. Al dia siguiente

se inocularon los cortes de poda de los almendros del primer momento de
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inoculacion con un volumen de 100ul de indculo aplicados con una micropipeta.
La segunda inoculacion se realizé siete dias después de realizar los cortes de
poda. Los cortes se sellaron mediante cinta Parafilm® solo usto después de cada
una de las inoculaciones. En ambas fechas también se inocularon los controles

sin tratar.

Una vez realizada la inoculacion los almendros se mantuvieron cinco

meses en el invernadero hasta su evaluacion.

1

L il

Figura 6.2. Detalles del ensayo de la evaluacion de fungicidas en heridas de
poda. a) cultivo en medio liquido (PDB); b) preparacion del inéculo; c), d) ajuste de
la concentracion del inéculo mediante camara de Thoma; e) Erlenmeyer con indcuo a
concentracion 3x10% fragmentos de micelio/ml; f) y g) practica de la de poday

tratamiento con fungicida de la misma; h) inoculacién.

VI.1.2.5. Lectura de resultados.

El efecto de los fungicidas sobre la infeccidn causada por los hongos se
evalud mediante dos parametros: 1) la longitud de la lesion interna producida y
2) el porcentaje de reaislamiento de los hongos. Para ello, transcurridos cinco
meses tras la inoculacién, se cortaron fragmentos de rama por debajo de las

lesiones producidas y se llevaron al laboratorio, donde se descortezaron para
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medir la longitud de la lesidn interna y se procedié al aislamiento de hongos a
partirde la zona limite de la lesién (Figura 6.3.). Los aislamientos se realizaron
en medio de cultivo PDAS con la metodologia descrita en el Capitulo III, se
realizaron sembrandose 7 pequefios fragmentos de la zona necrosada por
muestra. Las placas se incubaron a 25 °C y se revisaron regularmente hasta que
se aprecid crecimiento flngico, comprobando por sus caracteristicas
morfoldgicas si se trataba de los hongos inoculados. Regularmente se elegian
algunos de estos aislados para comprobar su identificacidn a nivel de especie
mediante las técnicas moleculares descritas en el Capitulo III. Se calculd el
porcentaje de fragmentos de aislamiento positivos sobre el total de fragmentos

de aislamiento sembrados para cada planta.

Figura 6.3. Fragmento del tronco de uno de los almendros inoculados,
descortezado parcialmente para realizar la evaluacion del ensayo: medicién de
la longitud de la lesidn y realizacion de reaislamientos. La flecha indica la zona

limite de la lesion, a partir de la cual se realizaban los aislamientos.
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VI.1.2.6. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos se realizé mediante un analisis de
varianza con el programa Statistix 10.0. Para el porcentaje de reaislamiento, se
realizo la transformacién arcoseno (arcsen (Y/100)Y/2) con el objetivo de mejorar
la heterogeneidad de las varianzas y lograr que los datos se ajustaran a una
distribucidon normal.

VI.2. RESULTADOS.

VI.2.1. EVALUACION DE FUNGICIDAS IN VITRO.

La Tabla 6.3. muestra los valores medios de la CEso para cada
combinacion fungicida/hongo estudiada.

Tabla 6.3. Valores CEso de distintos fungicidas para la inhibicion del crecimiento

miceliar de D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum y N parvum.

Valores medios de CE50 (mg de materia activa / 1)@

Fungicida

D. seriata N. luteum N. mediterraneum N. parvum M.D.S.t
Boscalida 40,04 BcP 0,34 Aa >100 Cd 6,86 Aab 21,12
Captan 21,04 Ab 64,25 Bc 4566 Bb 3,83 Aab 19,92
Ciproconazol 1,80 Ba 0,27 Aa 0,79 ABa 4,32 Cab 1,53
Folpet 44,43 Ac 66,96 Bc 81,38 Bc 40,91 Ad 19,31
Mancozeb 7,05 Aab 37,16 Bb 80,97 Cc 22,88 ABc 23,37
Metil Tiofanato 0,67 Aa 8,33 Ba 0,65 Aa 0,77 Aa 1,80
Oxicloruro de Cobre 78,03 ABd 92,72 Bd 82,38 ABc 65,38 Ae 20,79
Piraclostrobin 0,00 Aa 0,05 Aa 0,99 Ba 0,10 Aa 0,26
Tebuconazol 0,15 ABa 0,00 Aa 0,21 BCa 025 Ca 0,09
Tiram 2563 Abc 1381 Aa 56,65 Bb 15,76 Abc 21,18
M.D.S.2 18,96 15,86 15,72 12,05

@ Valores medios de la CEso (mg de materia activa/l).

PMenor diferencia significativa: medias seguidas por distinta letra difieren significativamente
(P<0,05). Letras mayusculas son para la comparacion de medias de la misma fila. Letras
minlUsculas son para la comparaciéon de medias de la misma columna.

M.D.S.0,05(1) es parala comparacién de medias entre patégenos con el mismo fungicida.
M.D.S.0,05(2) es parala comparacién de medias entre fungicidas con el mismo patégeno.

(M.D.S.: Menordiferencia significativa)
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En general, los fungicidas més efectivos en la inhibicion de crecimiento
miceliar para todas las especies de Botryosphaeriaceae ensayadas fueron
tebuconazol con valores medios de CEso comprendidos entre 0,09 y 0,25 mg de
materia activa (m. a.) porlitro, y el piraclostrobin con valores medios entre 0,05
y 0,99 mg de m. a./l. A continuacién de éstos, el ciproconazol resulté muy
efectivo para la reduccién de crecimiento miceliar de todas las especies con
valores medios de CEso comprendidos entre 0,27 y 1,89 mg de m. a./l,
exceptuando el caso de N. parvum, para el que el valor medio de la CEso fue de
4,32 mg de m. a./l. El fungicida metil tiofanato, también se mostré efectivo,
obteniéndose valores medios comprendidos entre 0,65y 0,77 mg de m. a./l, a
excepcidén de la especie N. luteum, para la que el valor medio de la CEso con
este fungicida fue de 8,33 mg de m. a./l.

Para el hongo D. seriata, los fungicidas mas efectivos fueron el
piraclostrobin (media de CEs0=0,09 mg de m. a./l), el tebuconazol (media de
CEs0=0,15 mg de m. a./l), el metil tiofanato (media de CEs0=0,67 mg de m.
a./l) y el ciproconazol (media de CEs0=1,87 mg de m. a./l). Sin mostrar
diferencias significativas con los fungicidas anteriores, se encontré el mancozeb
(media de CEso=7,05 mg de m. a./l). Los fungicidas captan y tiram ambos con
media de CEso> 20 mg de m. a./| se mostraron poco efectivos, al igual que el
mancozeb y el folpet, ambos con media de CEso> 40 mg de m. a./l. Finalmente
se encontro el oxicloruro de cobre como el menos efectivo (media de CEso=78,03
mg de m. a./l), mostrando diferencias significativas con todos los otros
fungicidas.

En el caso del hongo N. luteum, se distinguieron cuatro grupos de
fungicidas significativamente diferentes entre ellos. En funcién de su efectividad,
en el primer grupo se encontraron seis fungicidas: piraclostrobin (media de
CEs0=0,05 mg de m. a./l), tebuconazol (media de CEs0=0,09 mg de m. a./l),
ciproconazol (media de CEs0=0,27 mg de m. a./l), boscalida (media de
CEs0=0,34 mg de m. a./l), metil tiofanato (media de CEs0=8,33 mg de m. a./l) y
tiram (media de CEs0=13,81 mg de m. a./l). El segundo grupo lo constituyd el
fungicida mancozeb (media de CEs0=37,16 mg de m. a./l) y el tercer grupo
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incluia a los fungicidas captan (media de CEs0=64,25 mg de m. a./l) y folpet
(media de CEs0=66,96 mg de m. a./l). Finalmente, el oxicloruro de cobre (media
de CEs0=92,72 mg de m. a./l) fue el fungicida menos efectivo en la reduccidn del

crecimiento miceliar.

Para el hongo N. mediterraneum, se distinguieron de nuevo cuatro
grupos de fungicidas con diferencias significativas entre ellos. En el grupo mas
efectivo se encontraron los fungicidas tebuconazol (media de CEs0=0,21 mg de
m. a./l), metil tiofanato (media de CEs0=0,65 mg de m. a./l), ciproconazol
(media de CEs0=0,79 mg de m. a./l) y piraclostrobin (media de CEs0=0,99 mg
de m. a./l). En el segundo grupo se encontraron los fungicidas captan (media de
CEs0=45,66 mg de m. a./l) y tiram (media de CEs0=56,65 mg de m. a./l). El
tercer grupo incluyé los fungicidas mancozeb (media de CEs0=80,97 mg de m.
a./l), folpet (media de CEs0=81,38 mg de m. a./l) y oxicloruro de cobre (media
de CEs0=82,38 mg de m. a./l). En este caso, el fungicida boscalida fue el menos

efectivo mostrando una CEs0>100 mg de m. a./l.

En el caso del hongo N. parvum, los fungicidas mas efectivos para la
reduccion del crecimiento miceliar fueron los fungicidas piraclostrobin,
tebuconazol y metil tiofanato, que mostraron valores medios de CEso < 1,0 mg
de m. a./l. Sin diferencias significativas con ellos, se encotraron los fungicidas
captan (media de CEs0=3,83 mg de m. a. /I), ciproconazol (media de CEs0=4,32
mg de m. a./l), y boscalida (media de CEs0=6,86 mg de m. a./l). Los fungicidas
tiram (media de CEs0=15,76 mg de m. a./l), mancozeb (media de CEs0=22,88
mg de m. a./l) y folpet (media de CEs0=40,91 mg de m. a./l) se mostraron poco
efectivos en la reduccidon del crecimiento miceliary el oxicloruro de cobre (media
de CEs0=65,38 mg de m. a./l) fue el menos efectivo, mostrando diferencias

significativas con todos los otros fungicidas.

VI.2.2. EVALUACION DE FUNGICIDAS IN PLANTA

El analisis estadistico de los valores de longitud de la lesién mostré que

no existian diferencias significativas entre hongos ni entre el tiempo de
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inoculacion (1-7 dias). Tampoco se observaron diferencias significativas en las

interacciones dobles o triples. Sin embargo, los fungicidas, si mostraron

diferencias significativas entre ellos (Tabla 6.4.). Los valores medios de longitud
de la lesion (cm), producidos por el conjunto de los hongos inoculados a los uno

y siete dias de la realizacién del corte de poda y tratamiento fungicida se

muestran en la Figura 6.4.

Tabla 6.4. Resultado del analisis de la varianza correspondiente al ensayo de
fungicidas in planta, sobre la longitud de la lesion en heridas de poda tratadas con

distintos fungicidas, e inoculadas a distintos tiempos con distintos hongos patdgenos.

oo

Longitud de la lesion (cm)

Fuente de Variacién gl® CMP F P<F°
Experimento 1 67,183 1,66 0,1990
Tiempo 1 4,475 0,11 0,7398
Fungicida 5 531,689 13,14 <0,0001
Hongo 3 82,420 2,04 0,1098
Experimento x Hongo 3 40,955 1,01 0,3882
Experimento x Fungicida x Hongo 15 22,114 0,55 0,9116

: grados de libertad.
: Cuadrados medios.
: Probabilidad asociada a test F individuales.
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10,58 cm
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C

Longitud de la lesién (cm)
B

N

Control Piraclostrobin  Mancozeb

b
4,85 cm b bec
bc
3,48 cm 3,33 cm
2,70 cm
[+
0,91 cm

Boscalida Tebuconazol Metil Tiofanato

Fungicidas

Figura 6.4. Valores de la longitud media (cm) de las lesiones producidas por

el conjunto de hongos de la familia Botryosphaeriaceae en almendros inoculados a los

uno y siete dias de la realizacion del corte de poday tratamiento. Las letras distintas

expresan diferencias significativas (P<0,05) entre las medias.
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En la Figura 6.4. se puede observar que, en cuanto a la longitud de la
lesion, en los almendros del grupo control se produjeron las lesiones de mayor
longitud (media=10,58 cm), con diferencias significativas respecto a los
almendros tratados con fungicidas. Entre los almendros tratados, aquéllos
tratados con metil tiofanato fueron los que mostraron las lesiones de menor
longitud (media=0,91 cm), aunque no mostraron diferencias significativas con
los tratados con mancozeb (media=3,48 cm), boscalida (media=3,33 cm) o
tebuconazol (media=2,70 cm). Los almendros tratados con piraclostrobin
(media=4,85 cm) fueron los que se mostraron las lesiones de mayor longitud,
sin diferencias significativas con los tratados con mancozeb, boscalida o

tebuconazol.

Para el porcentaje de reaislamiento, como se puede observaren la Tabla
6.5., aligual que en el caso anterior, s6lo se detectaron diferencias significativas
entre los fungicidas. En la Figura 6.5. se muestran los valores de porcentaje de

reaislamiento de para cada fungicida.

Tabla 6.5. Resultado del analisis de la varianza correspondiente al ensayo de
fungicidas in planta sobre el porcentaje de reaislamiento a partir de heridas de poda
tratadas con distintos fungicidas, e inoculadas a distintos tiempos con distintos hongos
patégenos (el analisis estadistico de los datos se ha realizado con la transformacion

arcoseno (arcsen (Y/100)Y?)).

% de aislamiento

Fuente de Variacion gl® MCP F P<F°¢

Experimento 1 0,25341 1,17 0,2810
Tiempo 1 0,78282 3,61 0,0589
Fungicida 5 1,83614 8,46 <0,0001
Hongo 3 0,18599 0,86 0,4641
Experimento x Hongo 3 0,08820 0,41 0,7484
Experimento x Fungicida x Hongo 15 0,12695 0,59 0,8845

a: grados de libertad.
b: Cuadrados medios.
c: Probabilidad asociada a test F individuales.
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Figura 6.5. Valores medios del porcentaje de reaislamiento hongos de la
familia Botryosphaeriaceae inoculados a los uno y siete dias de la realizacién del
corte de poda y tratamiento fungicida, presentados en funcidén del fungicida aplicado. El
analisis estadistico se ha realizado con la transformacién a arcoseno de la raiz cuadrada
del porcentaje de aislamiento/100, por lo que las letrasiguales expresan que no existen
diferencias significativas (P<0,05) entre los valores de dicha transformacion.

Respecto al porcentaje de reaislamiento, se puede observar que en los
almendros control se obtuvo el mayor porcentaje de reaislamientos positivos de
hongos de la familia Botryosphaeriaceae (% de reaislamiento=67,3), mientras
que en los almendros tratados con metil tiofanato (% de reaislamiento=8,9) se
obtuvo el menor porcentaje de reaislamientos positivos (Figura 6.5.). En los
almendros tratados con mancozeb se obtuvo un porcentaje de reaislamiento del
25,9 %, no mostrando diferencias significativas respecto al metil tiofanato, ni
con las tratadas con tebuconazol (% de reaislamiento=33,6) o boscalida (% de
reaislamiento=33). En los almendros tratados con piraclostrobin (% de
reaislamiento=47,3) se obtuvo el mayor porcentaje de reaislamiento de entre
los almendros tratados, no mostrando diferencias significativas con los

controles, ni con los tratados con tebuconazol o boscalida.
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VI.3. DISCUSION.

VI.3.1. ENSAYO IN VITRO

Los dos fungicidas méas efectivos para la inhibicion del crecimiento
miceliar en todas las especies de Botryosphaeriaceae estudiadas, fueron el

tebuconazol y el piraclostrobin.

Los resultados obtenidos in vitro con el tebuconazol coinciden con los
resultados obtenidos en las evaluaciones de fungicidas realizados por Denman et
al. (2004) para el control de N. proteraum (Denman & Crous) Crous, Slippers &
A.J.L. Phillips en Protea magnifica Link en Sudafrica, y con los de Bester et al.
(2007) en Sudafrica, Amponsah et al. (2012) en Nueva Zelanda y Pitt et al.
(2012) en Australia, para el control especies de Botryosphaeriaceae en vid, ya
que en todos ellos este fungicida también se mostré como uno de los mas

efectivos.

El fungicida piraclostrobin fue el otro fungicida mas efectivo en nuestro
estudio in vitro, coincidiendo con los resultados obtenidos por Pitt et al. (2012),
en un ensayo de 17 materias activas in vitro para el control de cuatro especies
fingicas de la familia Botryosphaeriaceae (B. dothidea, D. seriata, N. parvum vy
L. theobromae) procedentes de vid. Estos autores encontraron que este
fungicida era uno de los productos mas eficaces en la reducciéon del crecimiento
miceliar. En un trabajo posterior realizado por Twizeyimana et al. (2013), se
estudio el efecto de 12 fungicidas distintos sobre la inhibicion del crecimiento
miceliar de varias especies de Botryosphaeriaceae procedentes de aguacate,
entre ellas N. luteum y N. parvum, observando que el fungicida piraclostrobin

también estuvo entre los que fueron mas efectivos.

En nuestro trabajo, el metil tiofanato fue efectivo para la reduccion del
crecimiento miceliar (CEso<1 mg/l) en todas las especies de Botryosphaeriaceae
evaluadas, exceptuando para N. luteum, especie para la que el valorde CEso fue

algo superior al resto (media de CEs0=8,33 mg/l). En el estudio de Twizeyimana
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et al. (2013) en aguacate, el metil tiofanato resultd poco efectivo para la
inhibicion del crecimiento miceliar de hongos de la familia Botryosphaeriaceae en
comparacion con los otros fungicidas estudiados y, por tanto, esta materia
activa no fue utilizada en los estudios posteriores de proteccion de heridas de
poda en arboles de aguacate en campo. No obstante, existen otros estudios en
los que se evaluaron diversas materias activas fungicidas in vitro para reduccién
del crecimiento miceliar de especies de Botryosphaeriaceae aisladas de
albaricoquero y melocotonero (Li et al., 1995), de alcornoque (Luque et al.,
2007) y de vid (Amponsah et al., 2012), en los que también el metil tiofanato

resulté ser uno de los fungicidas mas efectivos.

El fungicida boscalida mostré en nuestro estudio valores medios de CEso
muy diferentes seguin la especie evaluada. Fue uno de los fungicidas mas
efectivos frente a N. luteum, sin embargo, frente a D. seriata y N.
mediterraneum este fungicida no se mostréd efectivo en la reduccién del
crecimiento miceliar, coincidiendo en este caso con los resultados de Bester et
al. (2007) y Pitt et al. (2012) con especies de Botryosphaeriaceae aisladas de
vid.

En nuestro estudio, el fungicida mancozeb se mostré poco efectivo en la
inhibicion del crecimiento miceliar de especies de Botryosphaeriaceae de
almendro. Este fungicida tampoco estuvo entre los mas efectivos en los ensayos
in vitro para el control de estos patdgenos en vid, realizados por Denman et al.
(2004) y Amponsah et al. (2012).

VI.3.2. ENSAYO IN PLANTA

Como se ha visto en los resultados de nuestro ensayo, tanto para
longitud de la lesidon como para porcentaje de reaislamiento, no se observaron
diferencias significativas entre especies fungicas ni entre los dos tiempos (uno o
siete dias) transcurridos desde el tratamiento de las heridas hasta la inoculacién
de los hongos ensayados con respecto a la efectividad de los fungicidas. Esto

coincide con los resultados obtenidos por Twizeyimana et al. (2013) en su
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trabajo sobre el control de hongos de la familia Botryospheriaceae en heridas de
poda en aguacate, porlo que podemos considerar que el tratamiento fungicida
se mantiene efectivo al menos hasta siete dias después del aplicacion del

mismo.

Entre los fungicidas seleccionados para este ensayo, el metil tiofanato
fue el que presentd mejores resultados para la proteccidon de heridas de poda
contra los hongos ensayados en almendro, ya que con el empleo de este
fungicida se obtuvieron las lesiones de menor longitud asi como los porcentajes
de reaislamiento mas bajos. Esto coincide con los resultados obtenidos en los
estudios de evaluacion de tratamientos fungicidas para el control y proteccion de
heridas de poda frente a hongos de la familia Botryosphaeriaceae en condiciones
de campo segln datosde Luque et al. (2007) para alcornoque en Cataluia, y de
Rolshausen et al. (2010) y Amponsah et al. (2012), para vid en California y
Nueva Zelanda, respectivamente.

El mancozeb, que, como se ha visto, resulté poco efectivo in vitro,
mostré buenos resultados en cuanto al porcentaje de reaislamiento en el ensayo
in planta. En los estudios en condiciones de campo de Denman et al. (2004) en
P. magnifica y Amponsah et al. (2012) en vid, este fungicida también fue uno de
los tratamientos mas efectivos en el control de hongos de la familia

Botryosphaeriaceae.

Con el fungicida boscalida, que se mostré muy variable y poco efectivo
in vitro, se obtuvieron resultados similares a los obtenidos con el mancozeb en
los tratamientos de heridas de poda. En los estudios de Bester et al. (2007) y
Pitt et al. (2012) este fungicida resultd ineficaz in vitro para el control de

especies de Botryosphaeriaceae en vid y no se incluyé en el estudio en campo.

En nuestro estudio el tebuconazol, que se habia mostrado muy efectivo
in vitro, proporciond en aplicaciéon en heridas de poda mejores resultados en
cuanto a longitud de lesiéon que en cuanto a porcentaje de reaislamiento. En los

estudios en condiciones de campo realizados por Bester et al. (2007), Amponsah
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et al. (2012) y Pitt et al. (2012) este fungicida fue uno de los fungicidas mas
eficaces para el control hongos de la familia Botryosphaeriaceae en vid. Sin
embargo, en el estudio de Denman et al. (2004), a pesar de que habia mostrado
buenos resultados in vitro, no fue efectivo en condiciones de campo.

El fungicida piraclostrobin, que también presentd buenos resultados en
cuanto a la reduccién del crecimiento miceliar in vitro en nuestro estudio, se
mostro, sin embargo, como el fungicida menos efectivo para la proteccién de
heridas de poda, coincidiendo con los resultados de Pitt et al. (2012), en vid, y
Twizeyimana et al. (2013), en aguacate. No obstante, en el estudio de
Rolshausen et al. (2010) piraclostrobin se mostré efectivo cuando fue aplicado

en heridas de poda para el control de especies de Botryosphaeriaceae en vid.

Con todo lo comentado anteriormente, podemos considerar el metil
tiofanato, que ha mostrado buenos resultados tanto en la reduccion del
crecimiento miceliar de especies de Botryosphaeriaceae in vitro como en la
proteccién de heridas de poda, como uno de los fungicidas potencialmente mas
interesante para el control de los patdgenos de la familia Botryosphaeriaceae en

almendro.
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VII. DiscusiON GENERAL

En esta Tesis se ha estudiado la etiologia y el control de una
problematica de decaimiento de ramas y muerte de almendros que se observa
en Mallorca desde el afio 2008.

En primer lugar, se realizaron prospecciones durante seis afios
consecutivos (de 2009 a 2014), visitando un total de 33 parcelas en diferentes
zonas de cultivo, que permitieron caracterizar los sintomas asociados a esta
problematica. Estos consistian en clorosis foliar, decaimiento generalizado y
muerte de ramas, y se asociaban con sintomas internos en la madera, tales
como necrosis sectoriales, punteaduras y anillos oscuros en la zona vascular o
presencia de madera esponjosa. Estos sintomas coinciden con los que se han
descrito en distintos paises para enfermedades flngicas de la madera, descritas
en otros hospedantes distintos del almendro y causadas principalmente por
hongos de las familias Botryosphaeriaceae, Diatrypaceae, Togniniaceae y
Herpotrichiellaceae. Las enfermedades de la madera causadas por estos hongos
han sido ampliamente estudiadas en otros cultivos, como la vid (Graniti et al.,
2000; Gramaje y Armengol, 2011; Urbez—Torres, 2011; Berstch et al., 2013;
Gramaje et al., 2015), los citricos (Adesemoye y Eskalen, 2011a, 2011b;
Eskalen et al., 2011; Roccotelli et al., 2014), el olivo (Moral et al., 2010; Urbez-
Torres et al., 2013) o el aguacate (McDonlad y Eskalen, 2011). También hay
numerosos trabajos en los que se cita a hongos de estas familias asociados a
decaimientos en Prunus spp. (Carter, 1982; Farr et al., 1989; Pussey et al.,
1995; Mostert et al.,, 2006; Slippers et al., 2007; Damm et al., 2008b; Trouillas
et al.,, 2010a; Quaglia et al, 2013). Mas concretamente, en el caso del
almendro, Slippers et al. (2007) aislaron N. australe en Sudafrica a partir de
muestras de ejemplares de este cultivo con sintomas de decaimiento. Por otro

lado, Inderbitzin et al. (2010) en California aislaron siete especies de hongos de
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la familia Botryosphaeriaceae en almendros con sintomas de la enfermedad
conocida alli como “Band Canker” que produce chancros en el tronco. Estas
especies fueron B. dothidea, D. seriata, Do. sarmentorum, N. australe, N.

nonquaesitum y N. parvum.

En esta Tesis, se han identificado morfolégica y molecularmente,
mediante secuenciacion de fragmentos de ADN (ITS, B-tubulina y factor de
elongacién 1-a,segun el caso),un total de 16 especies de hongos asociados a las
muestras analizadas. Estas fueron 14 especies encontradas en muestras de
almendros: Collophora hispanica, Diplodia olivarum, D. seriata, Eutypa lata, E.
leptoplaca, Fomitiporia mediterranea, Neofusicoccum Iluteum, N. mediterraneum,
N. parvum, Omphalotus olearius, Phaeoacremonium amygdalinum, Pm.
iranianum, Phellinus pomaceus, Pleurostomophora richardsiae y dos especies
encontradas sdlo en muestras de una parcela de albaricoqueros situada junto a
parcelas de almendros: Pm. minimum y Pm. venezuelense. Entre las especies
identificadas en almendro, C. hispanica y Pm. amygdalinum corresponden a dos
nuevas especies fungicas que fueron descritas a partir de los trabajos realizados

en esta Tesis.

Las especies de Botryosphaeriaceae constituyeron el grupo mas
abundante, identificAndose 5 especies, siendo D. seriata, N. luteum y N. parvum
las especies mas frecuentes. Ademas, D. seriata y N. parvum también se
encontraron en algunas muestras de albaricoquero que fueron incluidas en el
estudio por su cercania a las parcelas de almendros. Diplodia seriata, que se
encontré en 10 parcelas, fue una de las especies mas frecuentemente aislada en
este trabajo. Este resultado difiere del obtenido por Inderbitzin et al. (2010), ya
que para estos autores esta especie fue minoritaria en las prospecciones de
hongos de la familia Botryosphaeriaceae en almendro en California. No obstante,
D. seriata si fue una de las especies predominantes en prospecciones realizadas
en otros cultivos frutales en Sudafrica (Damm et al., 2007a; Slippers et al.,
2007; Cloete etal., 2011). Porotra parte, N. parvum, aislado en nueve parcelas
en nuestro estudio, si fue de las especies aisladas mayoritariamente en

almendro por Inderbitzin et al. (2010), ademas de ser también un patégeno
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frecuente en otros muchos cultivos como la vid (Urbez-Torres, 2011), el
aguacate (Zea-Bonilla et al., 2007; McDonald et al., 2009; Molina-Gayoso et al.,
2012), los citricos (Adesemoye y Eskalen, 2011a), el melocotonero (Thomidis et
al., 2011) o el ciruelo (Moral et al. 2010), entre otros. En las prospecciones se
encontré N. luteum también en nueve de las parcelas prospectadas. Sin
embargo, Slippers et al. (2007) no aislaron este hongo en su estudio sobre
hongos de la familia Botryosphaeriaceae en frutales de hueso y pepita en
Sudafrica y otras zonas del mundo. Neofusicoccum luteum es una especie
aislada frecuentemente en vid con sintomas de chancros y decaimiento (Van
Niekerk et al., 2004; Luque et al. 2009; Urbez-Torres y Gubler 2009; Chebil et
al., 2014) y también se ha encontrado afectando a otros cultivos como olivo
(Sergeeva et al., 2009; Urbez-Torres et al., 2013) o aguacate (McDonald et al.,
2009) en California. En Espafia, N. luteum también se ha descrito afectando a
rododendros (Pintos et al., 2011b) y en caquis, asociado a pudriciones
postcosecha del fruto (Palou et al.,, 2013). En cinco parcelas se encontro N.
mediterraneum, que también es una de las especies que Inderbitzin et al.
(2010) detectaron con mas frecuencia en almendro. Nuevamente, se trata de
una especie muy citada en vid, asociada a enfermedades de la madera (Urbez-
Torres et al., 2010; Martin et al., 2011; Pintos et al., 2011a), aunque también
se ha encontrado en olivos y pistachos con ramas secas (Moral et al., 2010) o
asociada a enfermedades de nogales (Trouillas et al., 2010b) y caquis (Palou et
al., 2013), entre otros cultivos. Finalmente, D. olivarum se encontr6 en siete
parcelas. Hasta ahora este hongo, descrito recientemente (Lazziera et al.,
2008a), se habia asociado Unicamente a olivo (Lazziera et al., 2008a), algarrobo
(Granata et al., 2011) y vid (Linaldeddu et al., 2015).

La especie P. richardsiae, perteneciente a la familia Herpotrichiellaceae,
también se aisldé con elevada frecuencia, concretamente en diez parcelas. Se
trata de un patdgeno emergente que se ha asociado con enfermedades de la
madera de la vid en California (Rolshausen et al. 2010) y en el sur de Italia
(Carlucci et al., 2015),y que en ensayos de patogenicidad en vid realizados por
Halleen et al. (2007) en Sudéafrica, tanto en invernadero como en campo, causoé

sintomas similares a los de la enfermedad de Petri. Ademas, esta especie se
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considerd el patdégeno mas agresivo en olivo entre varios otros hongos aislados
de este cultivo que mostraban sintomas de decaimiento en Italia (Carlucci et al.,
2013).

También fue muy frecuente la presencia de C. hispanica, que se aislé en
nueve parcelas. El género Collophora fue propuesto por Damm et al. (2010)
englobando especies que se aislaban con frecuencia a partir de madera necrética

de Prunus spp. en Sudafrica, incluido el almendro.

En las prospecciones se aislaron dos especies del género
Phaeoacremonium en almendro: Pm. amygdalinum, y Pm. iranianum, que
supone la primera cita de especies de Phaeocremonium afectando a este cultivo.
Estas especies sblo se encontraron en muestras procedentes de dos parcelas
pero dado los numerosos trabajos que citan a especies del género
Phaeoacremonium asociadas a enfermedades fungicas de la madera en otros
cultivos, especialmente en vid (Larignon y Dubos, 1997; Scheck et al., 1998;
Aroca et al., 2010; Gramaje y Armengol, 2011; Urbez-Torres et al., 2014;
Gramaje et al.,, 2015) y también en plantas del género Prunus (Mostert et al.,
2003, 2006; Damm et al., 2008b), su papel en decaimiento de ramas de

almendro podria ser relevante.

También se encontraron dos especies de Diatrypaceae, E. lata y E.
leptoplaca. La primera es un patdégeno importante de cultivos tales como
albaricoque o la vid, encontrandose ampliamente distribuida en todo el mundo
(Carter 1957), y que ya se habia asociado con chancros en almendros en
Australia (Carter, 1982) y Grecia (Rumbos, 1985). Por otro lado, E. leptoplaca
ha sido citada como patdégeno de vid en California (Trouillas y Gubler, 2004),
mientras que Trouillas etal. (2011) encontraron este hongo en especies de los
géneros Fraxinus, Ficus, Populus y Quercus. Este trabajo supone la primera vez

que se cita la presencia de E. leptoplaca en almendro.

Finalmente, en este estudio también se aislaron hongos basidiomicetos

en muestras de nueve de las parcelas, concretamente, se aislaron tres especies:
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Phellinus pomaceus en siete parcelas, Fomitiporia mediterranea en dos parcelas
y Omphalotus olearius en una parcela. La identificacibn de hongos
basidiomicetos como agentes causales de sintomas de pudricién seca o madera
esponjosa es frecuente en cultivos como la vid. Larignon y Dubos (1987),
comprobaron la implicacidn de Phellinus sp. en las enfermedades de la madera,
aunque como invasor secundario. Asi mismo, F. mediterranea, también se ha
asociado con enfermedades de madera de la vid (Fischer, 2002).
Recientemente, Cloete et al. (2015) remarcaron la importancia y diversidad de
especies de basidiomicetos asociadas a pudriciones de madera del tipo yesca en
vid en Sudafrica. Porotro lado, también se ha encontrado F. mediterranea como
principal hongo asociado a pudriciones de madera de citricos en el sur de Italia,
encontrandose también Phellinus spp., aunque con menor frecuencia (Roccotelli
et al., 2014).

La distribucién de las diferentes especies flngicas aisladas en nuestro
estudio fue variable en las distintas comarcas prospectadas, aunque, en general,
las especies que se aislaron con mas frecuencia, es decir en mayor nimero de
parcelas, fueron a su vez las que se hallaron mas distribuidas, presentes en mas

comarcas.

Una vez determinadas las especies fungicas asociadas a enfermedades
de la madera en almendro en Mallorca, se estudio la patogenicidad a este cultivo

de algunas de las especies aisladas mas frecuentemente en las prospecciones.

En primer lugar, se estudiaronlas cinco especies de Botryosphaeriaceae
y las dos de Diatrypaceae encontradas, realizando inoculaciones en arboles de
1-2 afios de cuatro variedades diferentes de almendro (‘Jordi’, ‘Ferragnes’,
‘Pons’ y ‘Vivot'), durante dos afos consecutivos (2013 y 2014), plantados en
una parcela experimental en Mallorca. En ambos afnos, las inoculaciones se
realizaron en primaveray se evaluaron el invierno siguiente. Aunque Inderbitzin
et al. (2010) evaluaron la patogenicidad de especies de Botryosphaeriaceae en
almendro a los 54 dias de la inoculacién, en nuestro caso, al contar también con

especies del género Eutypa, decidimos esperar 9 meses basandonos en el
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estudio de patogenicidad de Pitt et al. (2013) con especies de Diatrypaceae en
vid.

Durante la realizacidn del ensayo se observd que los arboles inoculados
con especies del género Neofusicoccum y con D. seriata desarrollaron chancros
con emisiéon de goma, mientras que los que habian sido inoculados con Diplodia
olivarum, las especies de Diatrypaceae y los almendros control apenas
mostraron sintomas externos. Internamente, los arboles inoculados mostraron

lesiones necroticas de longitud variable segin el hongo inoculado.

El afio 2013 N. luteum fue el hongo que causé las lesiones internas de
mayor longitud en las cuatro variedades de almendro. Los siguientes hongos que
causaron mayores longitudes de lesion fueron N. parvum y N. mediterraneum.
En un grupo siguiente, de acuerdo a la longitud de la lesién generada, se
incluian D. seriata y E. lata, mientras que en todas las variedades, D. olivarum y
E. leptoplaca fueron los hongos que causaron las lesiones de menor tamafio.
Martos (2008) ya habia demostrado la patogenicidad en almendro de los hongos
D. seriata, N. luteum y N. parvum, siendo el primero el mas virulento, aunque
sin mostrar diferencias significativas con los otros. Por otro lado, en el trabajo
de Inderbitzin et al. (2010), D. seriata, N. mediterraneum y N. parvum también
resultaron patégenos en almendro, pero en este caso la especie mas virulenta
fue N. parvum. Ademas, los resultados de este afio coinciden con los obtenidos
en vid por Urbez-Torres y Gubler (2009) en California, por Billones et al. (2014)
en Nueva Zelanda y por Luque et al. (2009) en Catalufia, en los que N. luteum y

N. parvum fueron las especies mas virulentas en los ensayos de patogenicidad.

El afio 2014 se observd que las lesiones de mayor longitud fueron
causadas por N. parvum y N. mediterraneum, y no por N. luteum como ocurrio
el primer afio. Las especies que causaron lesiones de menor tamafio fueron D.
olivarum y E. leptoplaca. La patogenicidad de N. mediterraneum habia sido
demostrada en vid en Espafia (Martin et al., 2011; Pintos et al., 2011a) y en
California (Urbez-Torres et al., 2010), y en olivo en California (Moral et al.,
2010).
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Respecto a la patogenicidad de hongos de la familia Diatrypaceae, E. lata
produjo lesiones significativamente distintas a las de los arboles control en las
cuatro variedades de almendro estudiadas, y en los dos afos del ensayo,
confirmandose su patogenicidad a almendro como ya habian comprobado Carter
(1982) y Rumbos (1985). En cuanto a E. leptoplaca, Trouillas y Gubler (2010)
habian demostrado la patogenicidad de este hongo en vid en California vy,
posteriormente, en un estudio de patogenicidad en vid con ocho especies de
Diatrypaceae realizado por Pitt et al. (2013), E. leptoplaca fue una de las
especies que origino las lesiones mayores. No obstante, en nuestro estudio este
hongo fue el que produjo las lesiones de menor longitud en ambos afios y en
todas las variedades, excepto en ‘Ferragnes’. Ademas E. leptoplaca no mostré
diferencias significativas respecto al control en la variedad ‘Pons’ el primer afio

de ensayo.

Diplodia olivarum es una especie descrita recientemente, aislada en
Italia en olivo (Lazziera et al., 2008a), algarrobo (Granata et al., 2013) y vid
(Linedaddu et al., 2015), y que en nuestros ensayos de patogenicidad mostré

resultados dispares en los dos afios de ensayo.

En cuanto a la sensibilidad de las distintas variedades de almendro, se
observdé que en todas variedades los hongos inoculados se mostraron como
patégenos, exceptuando los casos ya comentados de E. leptoplaca en la
variedad ‘Pons’en elafio 2013,y de D. olivarum en la variedad ‘Vivot’ en 2013,
y en las variedades ‘Ferragnes’y ‘Jordi’ en 2014. Se ha podido observar que, en
general, la variedad ‘Jordi’ fue la menos sensible el primer afio, y que ‘Vivot' y

‘Ferragnes’ lo fueron el segundo ano.

Paralelamente al ensayo de patogenicidad con especies de
Botryosphaeriaceae y Diatrypaceae, en esta Tesis se ha estudiado la
patogenicidad a almendro de once aislados de las especies C. hispanica, Pm.
amygdalinum, Pm. iranianum vy P. richardsiae, encontrados también en las
prospecciones. En este caso el ensayo se realiz en invernadero sobre plantones

de almendro en macetas, todos de la variedad ‘Ferragnes’. La evaluacion se
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realizé a los seis meses de la inoculacidon, midiendo la longitud de las lesiones

necroticas internas que se hubieran generado.

Los resultados no mostraron diferencias significativas entre aislados
dentro de la misma especiey las cuatro especies ensayadas causaron necrosis
internas en la madera de los almendros significativamente de mayor longitud
que las observadas en las plantas control, confirmandose que estos hongos

deben ser considerados como patégenos de la madera en almendros.

La mayoria de las citas de hongos del género Phaeoacremonium
asociados a enfermedades de la madera hacen referencia al cultivo de la vid y la
mayoria de los ensayos de patogenicidad con especies de este género se han
realizado con la especie Pm. minimum, ya que ésta es la mas comun en vid. No
obstante, también se han citado especies de Phaeoacremonium en otros
hospedantes. En concreto, de las 46 especies descritas hasta ahora, hay 25
especies que se han asociado con sintomas de enfermedades en hospedantes
distintos a la vid (Gramaje et al., 2015), incluidos especies del género Prunus,
aunque no en almendro. Suponiendo por tanto esta Tesis la primera vez que
Phaeoacremonium spp. se han aislado de almendro y confirmado su

patogenicidad en este cultivo, incluyendo la nueva especie Pm. amygdalinum.

Respecto a C. hispanica, hasta la fecha no se habian realizado ensayos
de patogenicidad con esta especie. No obstante, Damm et al. (2010) inocularon
otras cinco especies de Collophora en albaricoque, melocotonero y ciruelo,
confirmandose la patogenicidad soélo en algunas combinaciones hongo-planta;
estas fueron C. africana y C. rubra en albaricoquero, C. paarla en ciruelo, C.

pallida en melocotonero y albaricoquero.

Pleurostomophora richardsiae hasta ahora sélo se habia descrito como
patégeno en vid en California (Rolshausen et al., 2010), en Sudéafrica (Halleen et
al., 2007) y en olivo en Italia, donde como en nuestro caso, resulté ser el hongo
mas agresivo de los estudiados (Carlucci et al., 2013).
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C. hispanica, P. richardsiae, Pm. amygdalinum y Pm. iranianum son
especies de crecimiento lento, que probablemente han sido a menudo excluidas
de los resultados de las prospecciones de hongos en las plantas lefiosas, de
manera similar a lo que ocurre con Cadophora luteo-olivacea. Esta especie fue
citada por primera vez en material de plantacion de vid aparentemente sano en
Sudafrica (Halleen et al., 2003) y, desde entonces, ha sido encontrada
afectando a vides en todo el mundo (Gramaje et al., 2014b). Por ello, se debe
considerar el papel de estas especies como patdgenos asociados con
enfermedades de la madera en muestras de plantas lefiosas con sintomas de

decaimiento.

En el Ultimo Capitulo de la Tesis se realizd un estudio de evaluacion de
fungicidas para la proteccion de heridas de poda frente a la infeccion por cuatro
especies de Botryosphaeriaceae (D. seriata, N. luteum, N. mediterraneum y N.
parvum), el grupo mas frecuente en los resultados de las prospecciones. El
estudio se realiz6 en dos fases, una evaluacidon in vitro (reducciéon del
crecimiento miceliar) con 10 fungicidas. Posteriormente, cinco de estos
fungicidas (boscalida, mancozeb, metil tiofanato, piraclostrobin y tebuconazol)
se evaluaron sobre plantones de almendro aplicindolos en heridas de poda.
Ademas, para comprobarla duracién en el tiempo de la proteccion otorgada por
los fungicidas, la inoculacidén de los hongos se realizé en dos momentos: 1)
transcurrido un dia después de la realizacion del corte y aplicacion de los
fungicidas y 2) transcurridos siete dias. La evaluacion se realiz6 midiendo y
comparando la longitud de la lesidon producida, asi como el porcentaje de

reaislamiento del patégeno inoculado en cada caso.

Los resultados obtenidos in vitro mostraron que los fungicidas mas
efectivos fueron el tebuconazol y el piraclostrobin, coincidiendo con resultados
obtenidos por Bester et al. (2007) en Sudafrica, Amponsah et al. (2012) en
Nueva Zelanda y Pitt et al. (2012) en Australia para el control de especies de
Botryosphaeriaceae en vid. Sin embargo, el piraclostrobin no estuvo entre los

mas efectivos en un ensayo de Twizeyimana et al. (2013), de inhibicién del
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crecimiento miceliar de varias especies de Botryosphaeriaceae aisladas de

aguacate.

En nuestro trabajo, el metil tiofanato fue efectivo para la reduccion del
crecimiento miceliar en todas las especies de Botryosphaeriaceae evaluadas,
exceptuando para N. luteum. Existen otros estudios en los que se evaluaron
diversas materias activas fungicidas in vitro para reduccién del crecimiento
miceliar de especies de Botryosphaeriaceae aisladas de albaricoquero y
melocotonero (Li et al., 1995), de alcornoque (Luque et al., 2007) y de vid
(Amponsah et al., 2012), en los que también el metil tiofanato resultdé ser uno

de los fungicidas mas efectivos.

Por otro lado, los resultados del estudio de proteccion de heridas de
poda mostraron que tanto para longitud de la lesién como para el porcentaje de
reaislamiento, no se observaron diferencias significativas entre especies flingicas
ni entre los dos tiempos de inoculacién (uno o siete dias) tras el tratamiento.
Esto coincide con lo obtenido por Twizeyimana et al. (2013) en su trabajo sobre
el control de hongos de la familia Botryospheriaceae en heridas de poda en
aguacate. Por tanto, podemos considerar que el tratamiento fungicida se

mantiene efectivo durante al menos hasta siete dias después de la aplicacion.

En nuestro estudio el tebuconazol, que se habia mostrado muy efectivo
in vitro, proporcion6 en aplicacién en heridas de poda mejores resultados en
cuanto a longitud de lesidon que en cuanto a porcentaje de reaislamiento. Algo
similar ocurrié en el estudio de Denman et al. (2004) para el control de N.
protearum en P. magnifica, en el que a pesar de que este fungicida habia

mostrado buenos resultados in vitro, no fue efectivo en condiciones de campo.

El fungicida piraclostrobin, que presenté buenos resultados en cuanto a
la reduccién del crecimiento miceliar en nuestro estudio, se mostrd, sin
embargo, como el fungicida menos efectivo para la proteccidon de heridas de
poda, coincidiendo con los resultados de Pitt et al. (2012) en vid y Twizeyimana

et al. (2013) en aguacate.
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El fungicida metil tiofanato fue el que presentd los mejores resultados
para la proteccion de heridas de poda contra especies de Botryosphaeriaceae en
almendro, coincidiendo con los resultados de los estudios de proteccion de
heridas de poda de Luque et al. (2007) para alcornoque, y de Rolshausen et al.
(2010) y Amponsah et al. (2012) para vid. Por tanto, podria ser considerado
como una materia activa potencialmente recomendable para el control de dichos

hongos en almendro.
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VIII. CONCLUSIONES

En prospecciones realizadas durante seis afios (2009-2014), se han
caracterizado los sintomas asociados al decaimiento de ramas y muerte de
almendros observados en la isla de Mallorca desde el afio 2008. Estos
sintomas han consistido en clorosis foliar, decaimiento generalizado y
muerte de ramas, que se correspondian con sintomas internos en la
madera tales como necrosis sectoriales, punteaduras y anillos oscuros en
la zona vascular, o presencia de madera esponjosa.

A partir de muestras de madera afectada se han identificado
morfolégicamente y mediante técnicas moleculares 14 especies fungicas
asociadas a estos sintomas en almendro: Collophora hispanica, Diplodia
olivarum, D. seriata, Eutypa lata, E. leptoplaca, Fomitiporia mediterranea,
Neofusicoccum Iluteum, N. mediterraneum, N. parvum, Omphalotus
olearius, Phaeoacremonium amygdalinum, Pm. iranianum, Phellinus
pomaceus y Pleurostomophora richardsiae.

La presencia en almendro de las especies Pm. amygdalinum y Pm.
iranianum supone la primera cita de hongos pertenecientes al género
Phaeoacremonium en este cultivo. Ademas, C. hispanica y Pm.
amygdalinum son dos nuevas especies que han sido descritas a partir de
aislados obtenidos en las prospecciones realizadas.

Las especies aisladas con mas frecuencia han sido P. richardsiae, C.
hispanica 'y las cinco especies pertenecientes a la familia
Botryosphaeriaceae: N. parvum, N. luteum, N. mediterraneum, D.
olivarum y D. seriata.

La distribucién de las especies fue variable en las distintas comarcas
prospectadas, aunque, en general las especies que se aislaron con mas
frecuencia, es decir, en mayor nimero de parcelas, fueron a su vez las

que se hallaron mas distribuidas, en mas comarcas. La comarca en la que
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se encontré una mayor diversidad de especies fungicas fue la de Llevant
donde se aislaron la totalidad de las 14 especies encontradas.

Se ha demostrado la patogenicidad a almendro de las cinco especies
pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae (N. parvum, N. luteum, N.
mediterraneum, D. olivarum y D. seriata) y las dos especies de
Diatrypaceae (E. lata y E. leptoplaca) en ensayos realizados durante dos
afios con arboles pertenecientes a las variedades ‘Ferragnes’, ‘Jordi’,
Vivot’ y ‘Pons’. Las especies que causaron las lesiones de mayor longitud
media en almendro fueron N. luteum el primer afio de ensayo, y N.
parvum y N. mediterraneum el segundo afio. Mientras que en ambos afos
la especie que causo lesiones de menor longitud media fue E. leptoplaca.

En estos ensayos de patogenicidad se observd un efecto del hongo
inoculado dependiendo de la variedad de almendro evaluada. En general
la variedad ‘Jordi’ fue la menos susceptible el primer afio de estudio, y
‘Vivot’ y ‘Ferragnes’ lo fueron el segundo afio.

Se ha demostrado la patogenicidad a almendro de las especies C.
hispanica, Pm. amygdalinum, Pm. iranianum y P. richardsiae en ensayos
realizados con plantones de la variedad ‘Ferragnes’ en invernadero. P.
richardsiae fue la especie que causoé la mayor longitud media de lesion.

Los fungicidas tebuconazol y piraclostrobin, seguidos del ciproconazol y el
metil tiofanato, se mostraron como los mas efectivos en la evaluacién in
vitro de fungicidas para el control de hongos de la familia
Botryosphaeriaceae en almendro.

El fungicida metil tiofanato, fue el fungicida més efectivo para la
proteccién de heridas de poda en almendros frente a la infeccién por
hongos de la familia de Botryosphaeriaceae.
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