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Resumen

Los efectos de la temperatura, la humedad y las precipitaciones sobre la
disponibilidad potencial de in6culo existente en hojas de almendro procedentes del
cultivar Guara naturalmente infectadas por Polystigma amygdalinum, el agente causal
de la mancha ocre, han sido estudiados en condiciones de campo. Para ello, entre los
afios 2013 y 2016, se ha estudiado la evolucion temporal de la produccion y liberacion
potencial de ascosporas mediante el conteo de muestras obtenidas por trituracion de
hojas naturalmente infectadas, depositadas en mallas clavadas en el suelo bajo la copa
de los almendros de la parcela experimental de la finca experimental del centro
Alameda del Obispo perteneciente al Instituto de Formacion Agraria y Pesquera
(IFAPA) en Coérdoba y se ha estudiado la existencia de relaciones estadisticamente
significativas con la temperatura, la humedad y la precipitacion, mediante la
informacion generada por una estacion agroclimatica sita en la misma finca
experimental. El inicio de la disponibilidad potencial de in6culo ha sido mas temprano
cuanto mas frio ha ocurrido durante la maduracién de los ascocarpos en las hojas, y se
ha prolongado més en el tiempo cuantos mas periodos de humectacién ha habido
gracias a la distribucion de las precipitaciones a lo largo de la primavera y el verano. La
cantidad de indculo disponible tras un verano suave es mas elevada que tras un verano
de temperaturas mas elevadas. Las temperaturas frias de septiembre a diciembre y las
suaves de enero a abril, contribuyen a aumentar el nimero de ascosporas resultante. Las
humedades entre el 40 y el 80% contribuyen al aumento de numero de ascosporas
disponibles, si bien periodos prolongados con humedades medias al 90% son

contraproducentes en el periodo de septiembre a diciembre.
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1. Introduccion

El cultivo del almendro

El almendro, con unas 500.000 ha, es el segundo frutal con mayor superficie
cultivada en Espafia. Tradicionalmente cultivado en zonas con malas condiciones
edafoclimaticas y orogréficas, ha sido un cultivo frutal marginal con una productividad
inferior a los 150 kg/ha de almendra grano, mientras que el méximo potencial
productivo de esta especie puede situarse sobre los 3.000 kg/ha. El alza del consumo vy,
por ende, de los precios de la almendra esta auspiciando la expansion del cultivo hacia
zonas con suelos mas potentes y clima mas benignos para el cultivo, con implantacién

de riego (Arquero et al. 2013).

En los ultimos afos, esta teniendo lugar un proceso de reconversion varietal y de
expansion a nuevas areas en el cultivo del almendro en Espafia mediante la sustitucién
de las variedades tradicionales espafiolas, autoincompatibles y de floracion temprana,
por nuevos cultivares obtenidos mediante programas de mejora, casi todos ellos de
floracion tardia y autofértiles.

Uno de los principales problemas que estan presentando las nuevas plantaciones
es la incidencia de enfermedades (Ollero, 2015), agravado por el desconocimiento sobre
el grado de susceptibilidad a las enfermedades de las nuevas variedades. Para la mancha
ocre, este conocimiento es limitado, aunque se han observado diferencias marcadas de

susceptibilidad entre algunas variedades en Andalucia (Ollero-Lara et al. 2016).

La mancha ocre del almendro

La mancha ocre es una micosis de la parte aérea, causada por el hongo
Polystigma amygdalinum, descrita y extendida por la cuenca Mediterranea y Oriente
Proximo, aunque no esté descrita en las mayores zonas productoras del mundo donde se
cultiva el almendro, como América o Australia (Ollero-Lara et al. 2016). En Espafia, la
mancha parda o mancha ocre del almendro era comun y conocida desde antiguo
(Gonzalez-Fragoso, 1927), aunque de poca importancia, pero actualmente se considera
muy relevante por su alta prevalencia e incidencia, sobre todo en zonas de interior. Las
causas para el aumento de su importancia se achacan al establecimiento de nuevas
plantaciones en zonas no tradicionales con nuevos cultivares més susceptibles a la

enfermedad y las condiciones climaticas de las Gltimas décadas, con temperaturas mas

1



suaves en otofio e invierno (Almacellas, 2014). Debido a la importancia actual de la
enfermedad y su escaso conocimiento, recientemente se ha iniciado un estudio conjunto
entre el grupo de investigacion AGR-216 “Patologia Agroforestal” de la Universidad de
Cordoba y el grupo “Fruticultura Mediterranea” del IFAPA-Cordoba sobre su
epidemiologia y medidas de control (Lovera et al., 2014).

Sintomas y dafios

Los sintomas de mancha ocre en almendro son muy caracteristicos y se
restringen al limbo foliar (figura 1A). Las lesiones aparecen tras un periodo de
incubacion de 30 a 35 dias (Banihashemi, 1990), comenzando por manchas diminutas,
deformes, elipticas e irregulares (figura 1B), hasta llegar a ser manchas extensas
coalescentes que pueden cubrir casi la totalidad del limbo foliar. Las infeccion provoca
la hipertrofia de los tejidos foliares, lo que junto al desarrollo de un estroma fungico en
el interior de los mismos, origina la deformacién y, a veces, el enrollamiento de la hoja
(figura 1C). Las manchas son de tonalidad amarillenta al principio y tornan a naranja,
rojizo, marron, oscureciéndose progresivamente hasta negro. En el estroma se
desarrollan cuerpos fructiferos asexuales, que se han identificado como picnidios
productores de conidios, aunque estos conidios no tienen capacidad germinativa, por lo
que los cuerpos fructiferos son realmente espermogonios productores de espermacias
para la reproduccién sexual del hongo. Cuando las lesiones oscurecen, se forman los
cuerpos fructiferos sexuales o peritecios, los cuales crecen y maduran durante el otofio-
invierno, después de la caida de las hojas, formando ascas y ascosporas (Teviotdale et
al., 2002; Melgarejo et al., 2010; Almacellas, 2014).

A

ocre C, hojas fuentes de indculo ya esporuladas por mancha ocre.



Al ser la hoja el unico 6rgano del arbol afectado, la mancha ocre provoca un
debilitamiento del &rbol por la reduccion de la superficie foliar fotosintéticamente
activa. Aunque no se ha evaluado el impacto de esta enfermedad sobre el almendro, en
situaciones de infecciones severas y prolongadas en afos, repercute negativamente en
los estados vegetativo y productivo del arbol. Ocasionalmente, infecciones muy severas

y condiciones de secano, pueden inducir a una elevada caida de hoja en verano.

Agente causal

El agente causal de la mancha ocre del almendro es un ascomiceto denominado
actualmente como Polystigma amygdalinum P.F. Cannon, aunque el patégeno es mas
conocido por alguno de sus sinénimos, como Polystigma ochraceum o Polystigma
fulvum. Se trata de un patdgeno biotrofo, especifico del almendro (Cannon, 1996;
Almacellas, 2014), cuyo estado asexual (conidial/espermogonial) pertenece al género
Polystigmina. La especie P. amygdalinum se diferencia de otras especies del género
Polystigma, las cuales afectan a numerosas rosaceas del género Prunus, por la
especificidad de huésped, la coloracion del estroma y la morfologia de los cuerpos
fructiferos y esporas (Cannon, 1996). Debido a su especificidad de huésped, a su
limitada distribucion geografica y a la imposibilidad de cultivarlo en medios artificiales,
las investigaciones sobre este hongo y otras especies del género Polystigma son muy
escasas (Cannon, 1996), aunque estudios filogenéticos recientes sefialan que estos
hongos no pertenecen a los Phyllachorales, como se habia considerado hasta ahora, sino

que se clasificarian entre los Xylariomycetidae (Habibi et al., 2015).
Desarrollo de la enfermedad

La fuente de inoculo son las hojas infectadas por el hongo en el periodo
vegetativo que caen al suelo en el otofio-invierno. En ellas se desarrolla el estado sexual
formado por ascomas periteciales o peritecios que albergan ascas y éstas a su vez
ascosporas, las cuales se dispersan por el aire e infectan a las nuevas hojas del almendro
en la campafia siguiente. En Iran, Ghazanfari y Banihashemi (1976) comprobaron que el
mayor numero de peritecios maduraron bajo la accion directa del clima en otofio-
invierno, tanto en hojas superficiales como en las enterradas a 5 cm de profundidad. Los
resultados de estos estudios también les permitieron proponer que, cuando la humedad

no es limitante, el inicio de la maduracion de los peritecios se produce a 10°C, y que



para su desarrollo y posterior maduracion requieren de temperaturas por debajo de
10°C. Banihashemi (1990) demostrd que la descarga de ascosporas esta relacionada con
los periodos de lluvia, comenzando al inicio de la floracion y alcanzando el méximo a la
caida de los pétalos. En Libano, la descarga de ascosporas puede ocurrir de forma

escalonada entre febrero y mitad de mayo (Saad y Masannat, 1997).

No se ha demostrado la ocurrencia de ciclos secundarios de la enfermedad por
accion de los conidios que se producen en los picnidios formados en las hojas infectadas
en primavera (Saad y Masannat, 1997; Shabi, 1997; Almacellas y Marin, 2011; Barrios
et al,. 2011), ya que dichos conidios no tienen capacidad infectiva y sirven como
espermacias para la reproduccion sexual del patégeno (Cannon, 1996). Se trata, por
tanto, de una enfermedad monociclica, siendo las ascosporas producidas en las hojas
caidas al suelo en otofio el Unico indculo infectivo para las hojas que se desarrollan en la

primavera siguiente.

Meétodos de control

Como enfermedad monociclica, las medidas de control deben ir dirigidas sobre
todo a la eliminacién o reduccion de las ascosporas producidas en las hojas del afio
anterior que se mantienen en el suelo. Por ello, es fundamental mantener limpia de hojas
afectadas la plantacion (Arquero et al., 2013; Almacellas, 2014), no picar hojas
infectadas y no incorporarlas al suelo, pues como demostré Banihashemi (1990), se
mantiene una gran produccién de ascosporas incluso a 5 cm de profundidad. Un
tratamiento que ha resultado efectivo para reducir la produccién de indculo en las hojas
caidas es la aplicacion de urea, ya que ello facilita la descomposicion més rapida de las
hojas evitando el desarrollo del estado sexual del patogeno (Lin y Szteinberg., 1992). La
aplicacion de fungicidas a las hojas caidas en otofio podria ser otra medida para reducir

el inoculo, pero esta alternativa no ha sido investigada.

Los tratamientos fungicidas de los arboles en primavera para proteger o reducir
las infecciones foliares deberan hacerse a la salida de la hoja y repetirse si se tiene
constancia de elevada prevalencia de la enfermedad en la zona por inoculo de la propia
parcela o de zonas cercanas. Aungue en otros paises se ha destacado la eficacia de
diversos fungicidas, tanto protectores como sistémicos (Arquero et al., 2013; Miarnau y
Vargas, 2013; Almacellas, 2014; Bayt-Tork et al., 2014), en Espafia los Unicos

productos registrados para el control de esta enfermedad son formulados a base de
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Captan y Tiram, que son fungicidas de contacto y deben utilizarse de forma preventiva
(MAGRAMA, 2016). No obstante, existen fungicidas penetrantes y sistémicos
registrados para otras enfermedades del almendro que podrian ser de interés como

tratamientos erradicantes o curativos de las infecciones recién establecidas.

2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es caracterizar el ciclo bioldgico de
Polystigma amygdalinum y conocer los factores que determinan dicho ciclo para poder
establecer recomendaciones de control fitosanitario en Andalucia. Para alcanzar dicho

objetivo se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

1. Conocer la disponibilidad potencial de in6culo a partir de hojas naturalmente
infectadas de mancha ocre procedentes del cultivar susceptible ‘Guara’, tras su

exposicién a condiciones naturales y posterior estudio en laboratorio.

2. Conocer qué factores climaticos determinan la aparicion de indculo en el
ambiente y su abundancia, mediante el estudio de los parametros climaticos

registrados en la estacion agroclimatica proxima al campo experimental.



3. Materiales y métodos

Material vegetal y método de extraccion de ascosporas

Para realizar este trabajo se recogieron hojas con sintomas de mancha ocre del
cultivar Guara procedentes del campo experimental de almendros del IFAPA en
Cordoba. En el mes de septiembre de 2013, 2014 y 2015 se prepararon las hojas de
almendro en mallas de nylon sobre el suelo y siempre bajo la copa de varios almendros
en un campo experimental de Cordoba de coordenadas X: 341.069.45 m e Y:
4.190.752.83 m. Se prepararon 40 bolsas para cada campafia y se colocaron cuatro

bolsas por cada rbol (figura 2).

Figura 2. Disposicién de las mallas con hojas en el campo experimental del IFAPA de Cérdoba.

Semanalmente, entre los meses de enero y mayo de 2014, se recogié una bolsa
de hojas para su procesado en laboratorio. A partir del 1 de diciembre de 2014 se tomd
una bolsa de hojas quincenalmente para procesarlas, como se describe a continuacion.
Cada muestra se lavo para retirar la suciedad adherida y se dejo secar durante 24 horas a
temperatura ambiente. Después se procedid a dividir la muestra en cuatro submuestras
de peso similares. Seguidamente se procedio a la extraccion de las ascosporas mediante
el triturado de las hojas en un mortero de porcelana. El polvo resultante se diluy6 en un
volumen de agua destilada depositada en un matraz Erlenmeyer, con la proporcién

indicada en la tabla 1. Posteriormente, la suspension se agitaba durante cuatro horas en



un agitador para, a continuacién, filtrar con una gasa de hilo estéril el contenido del
matraz Erlenmeyer inicial a uno nuevo, y se colocaba sobre un agitador magnético para
mantenerlo en agitacion hasta su inmediato conteo con una camara de Neubauer en el
microscopio. Con una micropipeta se cargaron 10ul de suspensién en cada una las dos
areas de conteo de la camara Neubauer. La observacion se realizé con un microscopio

YS100 Nikon a 400x. EI material empleado en la extraccion aparece en la figura 3.

Tabla 1. Volimenes de agua destilada empleados para la extraccion de
ascosporas mediante triturado en funcidn del peso de la muestra.

Peso (g) Volumen (ml)
0-0.5 20
0.5-1 30

1-3 40
34 60
4-5 80

Figura 3. Material empleado para la extraccion de ascosporas de las muestras de hojas.

Las ascosporas de P. amygdalinum se identificaron segun lo descrito por Cannon
(1996). Las caracteristicas descritas de las ascosporas son: tamafio (13-) 14-16,5 x5,5-
6,5 um, con forma ovalada, borde ligeramente tintado, hialinas y de contenido granular,.
La medida resultante de los conteos se expresé como el numero de ascosporas por
unidad de peso seco de hoja (en gramos), cuyos valores fueron estimados a partir del
peso de las hojas y volumen de agua empleados durante la extraccion y conteo de las
ascosporas. En la figura 4 aparece un ejemplo de lo observado en la camara de
Neubauer a 400x.



Figura 4. Suspension obtenida del extracto de hojas de almendro afectadas de mancha ocre en camara
Neubauer observada en el microscopio a 400x. Las flechas indican las ascosporas de Polystigma amygdalinum.

Los calculos empleados para obtener la cantidad de ascosporas por mililitro de
submuestra fueron:

Y. ascosporas en cada recuadro

n° ascosporas/ml de la submuestra = 3 x10.000

El nimero de ascosporas por gramo de hoja se calcul6 del siguiente modo:

n° ascosporas
ml
peso hojas de la submuestra

x volumen de agua destilada

n° ascosporas por gramo de hoja=

Con los cuatros valores obtenidos de cada submuestra se realizé la media

aritmética, que fue el valor considerado en los resultados.

Parametros climaticos

Los datos climéticos se obtuvieron de la Red de Estaciones Agrocliméticas del
IFAPA, en concreto de la estacion agroclimatica sita en la finca experimental de la
Alameda del Obispo, con coordenadas X: 341399.0 m e Y: 4191480.0 m. El estudio
climatico se abordd con dos estrategias para comprobar la existencia de relaciones
estadisticamente significativa entre la cantidad de ascosporas detectada en las hojas y
los parametros climaticos. La primera estrategia consistié en estudiar la cantidad de

ascosporas disponible en relacion con el ciclo anual del patdgeno, estableciendo cuatro
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periodos en los que se puede dividir el ciclo bioldgico del hongo, los cuales han sido
descritos en la tabla 2 durante las campafias 13/14, 14/15 y 15/16. Los parametros
climaticos considerados se describen en la tabla 3. La segunda estrategia consistio en
determinar la existencia 0 no de relacion significativa entre la cantidad de ascosporas
disponibles en las hojas y la situacion climética que habia sufrido la muestra de hojas
siete y quince dias antes del muestreo. Las variables climaticas creadas para ello se
describen en la tabla 4. El disefio de todos los parametros esta basado en lo propuesto
por Ghazanfari y Banihashemi (1976): dias con temperaturas medias inferiores a cero,
cinco y diez grados Celsius, efecto de humedades relativas minimas y maximas dias
antes de deteccion de ascosporas, dias de lluvia, milimetros acumulados en la campafia,

dias de lluvia antes de la deteccion de ascosporas.

Tabla 2. Periodos en los que se divide el ciclo bioldgico segin el estado de desarrollo de Polystigma
amygdalinum.

Estado de desarrollo del hongo Epoca del afio
Desarrollo de peritecios=1 Septiembre-Diciembre
Desarrollo de ascas y ascosporas=2 Enero —Abril
Reproduccién sexual: formacién de peritecios=3 Mayo-Junio
Periodo de reposo=4 Julio-Agosto

Tabla 3. Pardmetros climéticos estudiados para la relacidon de ascosporas disponibles con el ciclo anual del
hongo.

Acrénimo Descripcion

mTmed Media de temperaturas medias

mTmax Media de temperaturas maximas

mTmin Media de temperaturas minimas

mHmed Media de humedades medias

mHmMAax Media de humedades maximas

mHmin Media de humedades minimas

sumPrep Sumatorio de precipitaciones

nDprep NUmero de dias con precipitaciones
nDTmed>30 Numero de dias con temperatura media superior a 30°C
nDHmMed>90 Namero de dias con humedades medias superiores a 90%
nDTmed<5 NUmero de dias con temperaturas medias inferiores a 5°C
nDTmed<10 NUmero de dias con temperaturas medias inferiores a 10°C

Tabla 4. Variables climéticas relacionadas con la deteccion de ascosporas 7 y 15 dias antes.

-~ Descripcion

Acronimo

mTmed15 Media de temperaturas medias 15 dias antes
mTmed15 Media de temperaturas medias 15 dias antes
mTmax15 Media de temperaturas maximas 15 dias antes
mTminl5 Media de temperaturas minimas15 dias antes
mHmed15 Media de humedades medias15 dias antes
mHmMax15 Media de humedades maximas15 dias antes
mHmin15 Media de humedades minimas15 dias antes
nDprepl5 Numero de dias con precipitaciones 15 dias antes
mmPrepl5 Sumatorio de precipitaciones 15 dias antes




El andlisis estadistico de ambas estrategias consistio en el estudio de la
significacion de los resultados obtenidos tras emplear la correlacion de Pearson con el
paquete estadistico Statistix®v.10. Para el analisis estadistico anual (primera estrategia)
se empleo la suma de las ascosporas detectadas en cada uno de los cuatro periodos en
que se dividio la campafia de estudio. Para el analisis estadistico intra-anual (segunda
estrategia) se emplearon todos los analisis de deteccion de ascosporas disponibles hasta
el 30 de junio de 2016.

4. Resultados
Produccion y liberacion potencial de ascosporas

El periodo de medicion de ascosporas mediante trituracion de hojas comprendio
desde enero hasta julio durante los afios 2014, 2015 y 2016. En las figuras 5, 6 y 7 se

representa la media de ascosporas obtenidas por gramo de hoja.

En el afio 2014 el primer registro de ascosporas se produjo el 23 de enero, si bien
el primer pico de importancia se produjo el 6 de febrero con 8x10° ascosporas por
gramo de hoja. Posteriormente, las hojas presentaron valores elevados de ascosporas
hasta un maximo que se alcanzé el 12 de marzo con 11x10° ascosporas/g de hoja. Tras
este maximo, los valores disminuyeron progresivamente manteniéndose inferiores a
6x10° ascosporas/g de hoja. Como resumen de esta campafia, se puede considerar que
los valores maximos de ascosporas estuvieron en torno a 10x10° ascosporas/g de hoja y
se mantuvieron desde el 6 de febrero hasta el 12 de marzo, para luego disminuir

progresivamente hasta junio.

En el afio 2015, la primera deteccion de ascosporas ocurrio el 2 de enero, aunque
el primer resultado de importancia no se produjo hasta el 2 de marzo, con 20x10°
ascosporas/g de hoja. El méaximo de 2015 se obtuvo el dia 1 de mayo con 113x10°
ascosporas/g de hoja y se dejaron de registrar cantidades importantes de ascosporas el
16 de julio, aunque se encontraron ascosporas hasta el mes de agosto. Como resumen de
esta campanfa, se puede considerar que los valores maximos de ascosporas estuvieron en
torno a 100x10° ascosporas/g de hoja y se mantuvieron con grandes oscilaciones desde
el 15 de marzo hasta el 15 de mayo, para luego disminuir marcadamente hasta
septiembre.
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Por ultimo, en el afio 2016 el primer registro de ascosporas disponibles acontecio
el 1 de marzo y el maximo el 15 de abril con 8,2x10° ascosporas/g de hoja. El dia 15 de
junio de 2016 aln se encontraron ascosporas en las hojas con 0,5x10° ascosporas/g de
hoja. Como resumen de esta campafia, se puede considerar que el valor maximo de
ascosporas fue puntual (8,2x10° ascosporas/g de hoja), correspondiente al registro del

15 de abril, siendo los valores del resto del periodo de produccion relativamente bajos,
exceptuando el mes de abril.
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Figura 5. Media de ascosporas por gramo de hoja y su error estandar para la campafia 2013/2014.
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Figura 6. Media de ascosporas por gramo de hoja y su error estandar para la campafia 2014/2015.
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Ascosporas 15/16

Ascosporas/g (x1078)

Figura 7. Media de ascosporas por gramo de hoja y su error estandar para la campafia 2015/2016.

Los pardmetros climaticos; temperaturas minimas, temperaturas medias, las
humedades relativas maximas, medias y minimas, y las precipitaciones vienen
recogidos en las figuras 8, 9, 10, 11, 12 y 13. Los periodos considerados para este
estudio comprenden desde septiembre a julio de las campafas 2013/14, 2014/15 y

2015/16. Se compararon las tres campafias en estudio para cada parametro.

Para las temperaturas minimas (figura 8) se observd que en la campafia
2013/2014 las heladas comenzaron en la primera mitad de noviembre y ocurrieron de
forma importante hasta comienzos de 2014. En la campafia 2014/2015 las heladas
comenzaron hacia finales de diciembre de 2014 y se prolongaron hasta la primera mitad
de febrero de 2015. En la campafia 2015/2016 apenas se registraron heladas en

comparacion con las campafias anteriores, como se recoge en la tabla 2.

Las temperaturas medias registradas durante el periodo en estudio aparecen en la
figura 9. Los datos revelaron que, hasta febrero, el invierno de la campafia 2014/2015
registré temperaturas medias mas bajas que el 2013/2014 y que el 2015/2016. El
invierno de 2013/2014 registré temperaturas mas frias que el 2015/2016.

En las figuras 10, 11 y 12 aparecen los registros de humedades relativas
méaximas, medias y minimas respectivamente. Las humedades relativas maximas que se
registraron entre en los meses de marzo y abril fueron cercanas al 100% en las
campafas 13/14 y 14/15 mientras que en la campafia 15/16 los registros oscilaron entre
el 80 y el 90% la mayor parte del tiempo. Los valores de humedades relativas medias de
la campafa 2014/2015 fueron mas elevados durante el otofio con respecto a las otras dos

campafas y quedaron por debajo durante el invierno. Los datos de las humedades
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relativas minimas recogidas en la figura 9, mostraron que la camparia 2014/2015 fue la
méas humeda durante el otofio y la més seca en el invierno frente a las otras dos
campafas. En primavera, la campafia 2014/2015 se mantuvo con las humedades

relativas minimas mas bajas.

Los datos referentes a precipitaciones vienen recogidos en la figura 13 y la tabla
2. Los eventos de lluvia se concentraron en tres periodos; de la segunda quincena de
septiembre a la primera de noviembre, de la segunda quincena de diciembre a la
segunda de febrero y la segunda de abril. En las campafias 13/14, 14/15 y 15/16 se
acumularon 452, 488 y 514 mm respectivamente. EI maximo ocurrié el 25 de diciembre
de 2014 con 56,4 mm de lluvia.

Temperaturas minimas
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Figura 8. Registro de temperaturas minimas en las campanas 13/14, 14/15y 15/16

Temperaturas medias
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Figura 9. Registro de temperaturas medias en las campafias 13/14, 14/15 y 15/16.
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Figura 10. Registro de humedades relativas maximas en las campafias 13/14, 14/15 y 15/16.
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Figura 11. Registro de humedades relativas medias en las campafias 13/14, 14/15 y 15/16.

Humedad minima

== C606HUMMin 14

Co06HUMMIn15 e C606HUMMin16

Figura 12. Registro de humedades relativas minimas en las campafias 13/14, 14/15 y 15/16.

Precipitaciones
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Figura 13. Registro precipitaciones en las campafias 13/14, 14/15y 15/16.

Para el analisis de correlacion entre variables climaticas y cantidad de
ascosporas se empled la interaccion entre periodos de desarrollo del hongo con la
cantidad de ascosporas de las camparias analizadas, y la cantidad de ascosporas de un
analisis y su relacion con las variables climaticas a 7 y dias antes vista. Los resultados
de las correlaciones desde un punto de vista anual mostraron variables climéticas con
significacion en la correlacion con el nimero de ascosporas acumulado en la camparia
de estudio, mientras que las variables climaticas a 7 y 15 dias vista no ofrecieron
ninguna correlacion con la cantidad de ascosporas detectada en cada uno de los analisis

de hoja para la deteccion de ascosporas efectuado a lo largo de todo el estudio.

Los datos empleados en el analisis de las correlaciones desde un punto de vista

anual se recogen en las tablas 5 y 6:
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Tabla 5. Suma de ascosporas detectadas durante cada campafia.

Campafia Suma de ascosporas de la campafia
13/14 5,586,989
14/15 34,870,391
15/16 1,411,647

Tabla 6. Valores de las variables climéaticas empleadas en el andlisis por periodos.

Ao/ mT mT mT mH mH mH Sum nD nDT nDH nDT nDT
periordo med max min med max min Prep prep med>30 med>90 med<5 med<10
2013/1 148 225 87 723 963 399 1482 31 0 11 8 44
2014/2 118 182 63 799 989 506 2950 59 0 25 6 44
2014/3 221 298 139 555 902 257 244 8 0 0 0 0
2014/4 265 348 176 484 835 206 424 6 2 0 0 0
2014/1 162 22,7 112 802 980 494 3316 63 0 31 3 25
20152 116 191 52 759 980 429 1500 51 0 14 8 46
2015/3 238 327 146 443 776 183 89 3 3 0 0 0
2015/4 290 377 197 393 685 164 32 1 25 0 0 0
2015/1 160 237 103 706 927 392 1744 43 0 4 0 19
2016/2 121 182 6.6 777 959 49.0 2478 56 0 27 0 31
2016/3 21.7 29.0 144 525 796 28.0 92.6 12 0 0 0 0

El analisis mediante la correlacion de Pearson de las 12 variables climaticas

estudiadas dio como resultado que seis de ellas estaban correlacionadas, cuatro de ellas

positivamente y dos de ellas negativamente. Los valores de la variable climatica del

periodo en estudio del que obtuvo una correlacion significativa, del coeficiente de

Pearson y el P-value estan recogidos en la tabla 7.

Tabla 7. Variables correlacionadas con la cantidad de ascosporas anual.

Camparia

Variable significativa (P<0.05) 13/14 14715 1516 CO°F P-value
Pearson

I\/_Ie_dla temperatura minima de septiembre a 8.65 11.23 10.27 0.70 0.50
diciembre
I\/_Ie_dla humedad relativa media de septiembre a 7935 80.16 70,61 0.99 0.03
diciembre
Me_dl_a humedad relativa minima de septiembre 39.94 4939 39.21 0.99 0.03
a diciembre
Media temperatura maxima de enero a abril 18.22 19.08 18.17 0.99 0.04
Media temperatura minima de enero a abril 6.30 5.17 6.58 -0.99 0.04
NUmero de dias con humedad relativa media 25 14 27 -0.99 0.01

superior al 90% de septiembre a diciembre

Para poder realizar la discusion también se calcularon los siguientes parametros

con la informacioén disponible de la estacion agroclimatica, y se recogieron en la tabla
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8, para comparar los resultados observados en este estudio con lo observado por
Ghazanfari y Banihashemi (1976).

Tabla 8. Resultados de los parametros climaticos para la discusion de lo propuesto por Ghazanfari y
Banihashemi (1976)

Campafia 13/14 14/15 15/16
Parametros climéticos
Dias con temperatura media <5°C 14 11 0
Dias con temperatura media <10°C 75 69 50
Dias con heladas <0°C 27 25 5
Humedad minima >70% 105 27 21
Humedad minima >80% 67 10 10
Humedad méaxima 30 dias >95% 30 22 2
Dias de lluvia 58 94 95
mm acumulados 452 488 514
Dias de lluvia 90 dias antes de 12 deteccion y mm 45 dias 40 dias 39 dias
acumulados 218,4Amm 71,8 mm 149,6 mm
Dias de lluvia 30 dias antes de 12 deteccion y mm 21 dias 6 dias 15 dias
acumulados 100,4mm 11,2 mm 93,8 mm
5. Discusion

En este trabajo se ha evaluado la disponibilidad de in6culo (ascosporas) de P.
amygdalinum en hojas de almendro afectadas por mancha ocre y caidas al suelo. Para
ello, se dispusieron hojas con sintomas graves de mancha ocre en bolsas de malla de
nylon sobre la superficie del suelo y bajo la copa de almendros situados en una parcela
experimental del IFAPA en su centro de Alameda del Obispo (Cérdoba). Asimismo, se
ha estudiado su relacion con el clima al que estuvieron sometidas las hojas durante las
camparias 2013/2014, 2014/2015 y 2015/2016.

En la campafia 2013/2014 tuvo lugar la fecha mas temprana en que se registraba
una cantidad de ascosporas resefiable, de las tres campafias en estudio. Atendiendo al

registro de temperaturas minimas, se puede observar que se produjeron antes que en las
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camparia 2014/2015, lo que puede justificar un adelanto de la maduracion de las
ascosporas. También se puede identificar un periodo de incubacion a temperaturas frias
con 27 dias de heladas, y temperaturas medias, con 14 dias con medias menores a 5 °C,
que comienza casi tres meses antes del primer registro de ascosporas. Este hecho esta en
concordancia con lo observado con Ghazanfari y Banihashemi (1976), quienes
observaron los primeros ascocarpos maduros en las muestras sometidas a 5°C vy tres
meses de incubacion. Ghazanfari y Banihashemi (1976) no descartan la importancia del
tiempo de humectacion y su influencia en la maduracion de las ascosporas, asi podria
corroborarse con los datos de preciptiaciones y humedades relativas minimas en la
campafa 2013/2014. En la campafia 2013/2014 hubo mas eventos de lluvia tanto 90
dias como 30 dias antes del primer registro de ascosporas, asi como mayores valores de
humedad relativa minima en comparacion con las campafias 2014/2015 y 2015/2016.
En los 90 dias y 30 dias anteriores a la primera deteccion de ascosporas se habian
acumulado 214 y 100 mm de lluvias, lo que habria permitido valores de humedad
relativa elevados, que favorecen la maduracion de los ascocarpos. La deteccion de

ascosporas se mantuvo hasta el ultimo andlisis de hojas en 23 de mayo de 2014.

El primer registro importante de ascosporas en la campafia 2014/2015 se produjo
casi un mes después que en 2013/2014, y que corresponde con el mes de retraso en el,
antes mencionado, periodo de incubacion a temperaturas frias donde ocurrieron 25
heladas (dos menos que en 13/14) y 11 dias con temperaturas medias inferiores a 5°C
(tres menos que 13/14). Los valores registrados de humedades relativas maximas no
difirieron entre las campafias 13/14 y 14/15, pero fueron menores las humedades
relativas medias y minimas del invierno y la primavera de la campafia 14/15 que la
13/14. Estos valores de humedades medias y minimas en la campafia 14/15, pueden
justificar el retraso en la primera deteccion de ascosporas. En la campafia 2014/2015 el
numero de eventos de lluvia antes de la primera deteccion los 90 y 30 dias antes, fueron
40 y 6 eventos respectivamente. Los milimetros de lluvia acumulados fueron los
menores de la terna de afios en estudio, con 71 y 11 mm respectivamente. Esta baja
frecuencia y acumulado de precipitaciones pueden explicar parte del retraso en
comparacion con la campafa 13/14. En la campafia 2014/2015 se registro la mayor
disponibilidad potencial de ascosporas, con valores de ascosporas por gramo de hoja, 10
veces mayores a los registrados en las otras dos campafias. La hipétesis que se plantea
para estas abultadas diferencias en la cantidad de ascosporas disponibles es que el
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verano de 2014 fuese de temperaturas suaves, como asi fue, con temperaturas medias
que solo superaron los 30°C los dias 16 y 17 de julio, y que se hubiesen producido
temperaturas que no hubiesen detenido el desarrollo del hongo en las hojas, como suele
ocurrir por las altas temperaturas que son normales en nuestra localidad. Ademas,
también se encontraron disponibles ascosporas, aunque en bajas cantidades, hasta el
mes de agosto. Esta situacion pudo deberse al evento de Iluvia ocurrido a comienzos de
julio, que hidrato el inoculo disponible y a la gran cantidad de indculo acumulado del
afio 2014. Esta altima observacion, también fue hecha por Zufiga (2015) en Catalufia,
quien concluyé que la pluviometria parece influir positivamente en una mayor

liberacion de ascosporas entre dos y siete semanas después a lluvias de relevancia.

El 15 de abril de la campafia 2015/2016 ocurrié la deteccién de ascosporas,
comparable en cantidad, mas tardia de las campafias analizadas. Los datos de
temperaturas minimas y medias mostraron que el invierno de esta campafia fue mas
calido que los dos precedentes. Asi, en 2015/2016, s6lo hubo cinco heladas en
comparacion con las mas de 20 en los afios precedentes, y ningun dia con temperaturas
medias inferiores a 5°C. La practica inexistencia de periodo de incubacién a
temperaturas frias puede explicar la menor produccién de ascosporas y el retraso del

pico de ascosporas disponibles, comparable en cantidad, con las del afio 2013/2014.

El 1 de marzo de 2016 se detectaron las primeras ascosporas disponibles, pero
ocho veces menos que en 2013/2014 y mas de 20 veces menos que en la misma fecha
de la campafia 2014/2015. Si bien durante el invierno, las humedades relativas maximas
medias y minimas son equiparables a las de la campafia 2013/2014, entre la segunda
quincena de marzo y el fin de abril, la humedad relativa méxima es hasta 20 puntos
porcentuales menor que en las camparias precedentes. Esta ausencia de periodos de
humectacion al 100% en el ambiente, podrian explicar que, ademas del retraso, no
existiese la cantidad de ascosporas maduras disponibles que existio en la 2013/2014. La
cantidad de precipitaciones acumuladas hasta 90 y 30 dias antes de la primera deteccion
de importancia son similares a las de la campafia 2013/2014. A similar cantidad de
precipitaciones en 13/14 y 15/16, se podria deducir que es el periodo de incubacion a
temperaturas frias el factor determinante que explica la disponibilidad de ascosporas
maduras potencialmente infectivas. La anterior afirmacion estd apoyada por lo

observado por Ghazanfari y Banihashemi (1976) en cuanto a la necesidad de
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temperaturas por debajo de 5°C durante tres meses para una maduracion rapida de los
ascocarpos presentes en las hojas de almendro.

De las dos estrategias que se emplearon para obtener correlaciones entre la
cantidad de ascosporas y las variables climaticas, s6lo genero resultados la que emplea
un punto de vista anual, en el que se tiene en cuenta las fases por las que pasa el ciclo
del hongo. El hecho de no haber encontrado variables climaticas que pudiesen afectar 7
y 15 dias antes de que se realice un analisis de ascosporas invita a pensar o bien que no
son las variables climaticas adecuadas, que el numero de ascosporas detectado esta
marcado por periodos que le precedan mas extensos o que las variables climéticas

estudiadas no determinan la cantidad de ascosporas detectada.

El estudio de la correlacion de las variables climéaticas con el nimero de
ascosporas desde un punto de vista anual, en el que se tiene en cuenta el ciclo del
hongo, indicd que seis de las doce variables estaban correlacionadas, tres de las cuales
relacionadas con la temperatura y tres con la humedad. La media de temperaturas
minimas de septiembre a diciembre se correlacion6 positivamente con el nimero de
ascosporas, hecho que coincide sobre la influencia positiva de las bajas temperaturas
sefialado por Ghazanfari y Banihashemi (1976) en el desarrollo de los ascocarpos. La
media de temperaturas maximas de enero a abril estuvo correlacionada positivamente
con la cantidad de ascosporas, mientras que, la media de temperaturas minimas de enero
a abril estuvo correlacionada negativamente con la cantidad de ascosporas. De lo
anterior se puede deducir que las temperaturas mas elevadas contribuyen a la
produccién de ascosporas y las bajas lo limitan durante el final del invierno y el
comienzo de la primavera, por lo que se puede prever que con ascocarpos maduros,
éstos veran favorecida la liberacion de ascosporas con clima suave que con clima frio

durante este periodo.

La influencia de dos variables relacionadas con la humedad fueron la media de
humedad relativa media de septiembre a diciembre y la media de humedad relativa
minima durante el mismo periodo, ambas positivamente. Sin embargo, el nimero de
dias con humedades medias superior al 90% estuvo correlacionado negativamente.
Ghazanfari y Banihashemi (1976) no pudieron atribuir una influencia clara a la
humedad sobre la maduracion de ascocarpos. Lo que el andlisis permite intuir es que la

accion de la humedad entre el 40 y el 80% contribuye al desarrollo de las ascocarpos vy,
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por tanto, al numero final de ascosporas, mientras que humedades superiores al 90%
resultan contraproducentes. La influencia negativa de septiembre a diciembre del
numero de dias con humedades medias superiores al 90% se podria explicar por la
conjuncién con temperaturas bajo cero en ese mismo periodo, ya que las hojas estan
sobre la superficie y podria ocurrir la congelacion de los tejidos, muy hiumedos por el

ambiente, y ocasionar la lisis de los tejidos del hongo.

Este estudio es continuacion del comenzado por Lovera et al. (2014), y se une al
presentado por Zufiga (2015) en Catalufia, en lo que a estudio de la epidemiologia de la
mancha ocre del almendro se refiere en dos de las regiones almendricolas mas
importantes y con mas proyeccion de expansion del cultivo de Espafia. Unido a Ollero-
Lara et al. (2016) sobre susceptibilidad varietal a esta enfermedad, este trabajo permite
tener herramientas para limitar la incidencia de esta enfermedad. Sin embargo, dada la
variedad de condiciones edafoclimaticas que existen en Espafia, es necesario extender
este método de trabajo a mas localidades y durante al menos tres afios, que nos permitan
establecer los inicios de disponibilidad de ascosporas y su duracion en el tiempo. Sélo
asi se podran ajustar mejor las técnicas de cultivo que reduzcan el nimero y la dosis de
productos fitosanitarios dentro de las practicas de control integrado de esta enfermedad

fangica.
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6. Conclusiones

e Elciclo bioldgico de Polystigma amygdalinum en almendro estd determinado por la
temperatura y la humedad.

e Las areas geograficas con periodos de temperaturas por debajo de cinco grados
Celsius marcaran el inicio de la disponibilidad de ascosporas y las temperaturas
frias de septiembre a diciembre contribuiran positivamente al ndmero final de
ascosporas producidas en el ciclo del hongo.

e Las areas geogréficas donde ocurran periodos de humectacion de septiembre a
diciembre entre el 40 y el 80% contribuiran a la proliferacion del hongo y con
periodos largos con més del 90 % de humedad lo perjudica.

e Se ha observado que con las condiciones climaticas adecuadas se puede encontrar
indculo desde enero hasta agosto.

e Se puede apuntar la hipdtesis de que las temperaturas suaves durante el verano
permiten avanzar las infecciones por mancha ocre, generando varias veces mas
inéculo de un afio al siguiente.

e Para el control de Polystigma amygdalinum, dentro de la estrategia de control
integrado de enfermedades, estd justificado que se promuevan técnicas que
destruyan o retiren las hojas de la parcela.

e La ocurrencia de inviernos frios o célidos, debe tenerse en cuenta en la
planificacion de las aplicaciones de tratamientos con materias activas protectoras
durante la floraciéon y a la caida de pétalos, que ademas de proteger para otras
enfermedades fungicas, contribuird a que las incipientes hojas jovenes, mas
susceptibles, estén protegidas frente al indculo que exista en la parcela o en las
colindantes.

e Se ha detectado ascosporas disponibles durante el verano tras eventos de lluvia, por
lo que se puede plantear que se repitan los tratamientos de proteccion durante la
primavera, incluso al comienzo del verano, justo después de que el arbol quede
seco tras un evento de lluvia, pues se ha observado que en las semanas siguientes

habra inoculo disponible.
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FE DE ERRATAS

Trabajo de Investigacion Fin de Master: “Efecto de la temperatura, la humedad y la
precipitacion sobre la disponibilidad potencial de indculo de Polystigma amygdalinum,
agente causal de la mancha ocre del almendro”

-Resumen. Dice: “Las temperaturas frias de septiembre a diciembre y las suaves de
enero a abril, contribuyen a aumentar el nimero de ascosporas resultante.”

Deberia poner: Las temperaturas suaves de enero a abril, contribuyen a aumentar el
numero de ascosporas resultante.”

-pags. 7y 8. Dice: “...400x...”
Deberia poner: 40x

-pag. 7. Dice: “forma ovalada, borde ligeramente tintado, hialinas y de contenido
granular,.”

Deberia poner: forma ovalada, borde ligeramente tintado, hialinas y de contenido
granular.

-pag. 15. Dice: “El andlisis mediante la correlacion de Pearson de las 12 variables
climaticas estudiadas dio como resultado que seis de ellas estaban correlacionadas,
cuatro de ellas positivamente y dos de ellas negativamente.”

Deberia poner: El anélisis mediante la correlacion de Pearson de las 12 variables
climaticas estudiadas dio como resultado que cinco de ellas estaban correlacionadas,
tres de ellas positivamente y dos de ellas negativamente.

-pag. 15. Dice en la tabla 7: “Media temperatura minima de septiembre a diciembre P-
value 0.50”

Deberia poner: nada, porque no es significativo segun la correlacion de Pearson.

-pag. 17. Dice: “la maduracion de las ascosporas, asi podria corroborarse con los datos
e u . .
de preciptiaciones y humedades relativas minimas”

Deberia poner: la maduracion de las ascosporas, asi podria corroborarse con los datos de
precipitaciones y humedades relativas minimas

-pag. 19. Dice: “...desde un punto de vista anual, en el que se tiene en cuenta el ciclo
del hongo, indic6 que seis de las doce variables estaban correlacionadas, tres de las
cuales relacionadas con la temperatura...”

Deberia poner: desde un punto de vista anual, en el que se tiene en cuenta el ciclo del
hongo, indic6d que cinco de las doce variables estaban correlacionadas, dos de las cuales
relacionadas con la temperatura



-pag. 19. Dice: “La media de temperaturas minimas de septiembre a diciembre se
correlaciond positivamente con el nimero de ascosporas, hecho que coincide sobre la
influencia positiva de las bajas temperaturas sefialado por Ghazanfari y Banihashemi
(1976) en el desarrollo de los ascocarpos.”

Deberia poner: Nada, por proceder de un resultado erroneo.

-pag. 21. Dice: “Las areas geograficas con periodos de temperaturas por debajo de
cinco grados Celsius marcaran el inicio de la disponibilidad de ascosporas y las
temperaturas frias de septiembre a diciembre contribuiran positivamente al nimero final
de ascosporas producidas en el ciclo del hongo.

Deberia poner: Las areas geograficas con periodos de temperaturas por debajo de cinco

grados Celsius marcaran el inicio de la disponibilidad de ascosporas.



