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Resumen

RESUMEN

En los dltimos afios, el cultivo del almendro estd sufriendo una transicion
importante, pasando de zonas tradicionales de cultivo marginal a zonas con mejores
condiciones edafoclimaticas y cultivo mas tecnificado. Este cambio esta repercutiendo
en un aumento del rendimiento de las cosechas, pero a su vez en una mayor incidencia
de enfermedades, algunas de ellas consideradas secundarias o desconocidas para este
cultivo, como son las enfermedades de la madera. En este sentido, desde 2016, se viene
observando una nueva problematica fitosanitaria relacionada con gomosis, decoloracién
interna de la madera, muerte progresiva y decaimiento general de los arboles en
plantaciones intensivas de almendros recientemente establecidas en Andalucia. La
etiologia de las distintas especies fungicas involucradas en este sindrome es poco
conocida ya que nos encontramos ante una enfermedad compleja asociada con una gran
diversidad de hongos. Hasta el momento, en Andalucia se han descrito las siguientes
especies asociadas a este sindrome: Botryosphaeria dothidea, Dothiorella iberica,
Eutypella  microtheca, Fusarium  oxysporum, Macrophomina phaseolina,
Neofusicoccum parvum, Phaeoacremonium krajdenii, Phomopsis amygdali vy
Pleurostoma richardsiae. Sin embargo, su patogenicidad en almendro en nuestras
condiciones de cultivo ain no ha sido demostrada, por lo que la finalidad de este trabajo
ha sido evaluar la patogenicidad de todas ellas para determinar los posibles agentes
causales. Los ensayos de patogenicidad se realizaron inoculando tanto ramas cortadas
en condiciones controladas, como ramas en arboles en condiciones de campo, utilizando
en todos los casos material vegetal de la variedad Soleta. La inoculacion se realiz6 por
el método de herida y deposicion de disco de agar con micelio. Las evaluaciones se
llevaron a cabo a las tres semanas y a los tres meses tras la inoculacion para rama
cortada y campo, respectivamente, evaluando la longitud de la lesion (mm).
Neofusicoccum parvum fue la especie mas virulenta, mostrando mayores lesiones y
desarrollo de goma en las ramas inoculadas en campo. Los resultados sugieren que las
especies de la familia Botryosphaeriaceae podrian considerarse como uno de los
principales agentes causales de la enfermedad. No obstante, es necesario seguir
investigando para profundizar en la patogenicidad de los hongos asociados a esta

compleja enfermedad.

Palabras clave: Decaimiento, etiologia, hongos de madera, patogenicidad, Prunus

dulcis, virulencia.



Abstract

ABSTRACT

During the last few years, almond crop has undergone a major shift from
traditional marginal areas to others with better soil, weather and growth conditions. It
has resulted in an increase in farm yields, but in turn in a higher incidence of diseases
which are considered secondary or unknown for this crop, such as trunk and wood
diseases. Thus, since 2016, a new problem associated with gummosis, internal wood
discolouration, dieback and general decline has been observed in intensive new almond
plantations in Andalusia. The etiology of this syndrome is still unknown since we are
faced with a complex disease associated with a broad diversity of fungi. So far, the
following species associated with this syndrome have been described in Andalusia:
Botryosphaeria dothidea, Dothiorella iberica, Eutypella microtheca, Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Neofusicoccum parvum, Phaeoacremonium
krajdenii, Phomopsis amygdali and Pleurostoma richardsiae. However, their
pathogenicity in almond under our grown conditions has not been demonstrated yet.
Thus, the main objective of this work has been to evaluate the pathogenicity of all them
to determine the possible causal agents of the disease. The pathogenicity tests were
carried out inoculating detached branches under laboratory conditions and attached
branches under field conditions. In both cases, branches of almond of cv. Soleta were
inoculated by the method of wounding and deposition of mycelial agar plugs. The
lesion length (mm) developed for each species tested was conducted at three weeks and
at three months after the inoculation for detached and attached branches, respectively.
Neofusicoccum parvum was the most virulent species, showing the largest lesions and
gummosis in the inoculated branches in the experiments under field conditions. The
results suggest that the species belonging to Botryosphaeriaceae could be considered as
one of the main causal agents of the disease. However, further research is needed to

determine the pathogenicity of the fungi associated with this complex disease.

Keywords: Etiology, decline, pathogenicity, Prunus dulcis, trunk pathogens, virulence.
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Introduccién

1. INTRODUCCION
1.1. El cultivo del almendro

El almendro [Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb] es una especie cultivada
tipicamente mediterranea, de gran importancia, no solo por la extension dedicada a su
cultivo, sino también debido a su demarcacion tradicional en areas con condiciones
edafoclimaticas y orograficas desfavorables y su cultivo en secano (Arquero et al.,
2013). La implantacion de este cultivo ha experimentado un aumento considerable en
los dltimos afios debido principalmente al buen mercado de la almendra,
intensificandose y extendiéndose también a zonas con condiciones ambientales mas
favorables para su desarrollo (Lovera et al., 2016; Ollero-Lara et al., 2016; Lépez-
Moral et al., 2017).

La produccion mundial se encuentra actualmente dominada por California
(EE.UU), seguida de Espafia y Australia, que entre los tres suponen el 93% de la
produccion mundial (Junta de Andalucia, 2016). La superficie mundial dedicada al
cultivo del almendro es de aproximadamente 1.925.887 ha, de las cuales 744.135 ha se
encuentran en la UE (FAO, 2017). Esparfia es el primer pais en superficie cultivada de
almendro teniendo unas 547.073 ha, localizandose en las Comunidades del litoral
mediterraneo siendo Andalucia la region con mayor superficie dedicada a este cultivo
con =157.412 ha (MAPA, 2017). Sin embargo, el rendimiento medio de las
explotaciones en Espafia es de 150 kg/ha, mientras que en EE.UU. es de 2.500 kg/ha de
almendra grano, debido al caracter intensivo de las plantaciones, altas densidades de
plantacion, riego y la utilizacion de variedades de gran rendimiento (Junta de Andalucia,
2016; Ollero-Lara et al., 2016; Ldépez-Moral et al., 2017). No obstante, como se ha
mencionado anteriormente, las nuevas plantaciones de almendro espafiolas estan
implantandose en sistemas de cultivo intensivo mejorando sustancialmente los

rendimientos de cosecha.

1.2. Situacién actual de las plantaciones de almendro en Andalucia

En Andalucia, el almendro ha estado asociado tradicionalmente a areas de
cultivo de secano, suponiendo el 95% de la superficie de almendro cultivada en esta
comunidad autonoma (Junta de Andalucia, 2016). Sin embargo, en los ultimos afios, el
cultivo del almendro estd sufriendo una transicion importante, pasando de zonas
tradicionales a zonas de regadio con mejores condiciones, tanto edafoclimaticas como

orograficas, lo que esta repercutiendo en un aumento considerable del rendimiento de
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Introduccién

las explotaciones (Arquero et al., 2013). A su vez, estos cambios han propiciado una
mayor incidencia de enfermedades consideradas secundarias o desconocidas para este
cultivo en las zonas tradicionales (Ollero-Lara et al., 2016).

En este sentido, la incidencia de las enfermedades foliares mas comunmente
conocidas en el almendro como son la mancha ocre, el cribado, la moniliosis y la lepra
causadas por los hongos Polystigma amygdalinum, Thyrostroma carpophilum,
Monilinia laxa y Taphrina deformans, respectivamente, ha aumentado en los Gltimos
afos, describiéndose la mancha ocre y el cribado como las més prevalentes (Ollero-Lara
et al., 2016). Ademas, es importante destacar que en 2014 se detect6 un grave ataque de
antracnosis causada por especies del género Colletotrichum en las provincias de Huelva
y Sevilla (Lépez-Moral et al., 2016; 2017).

1.2.1. Decaimiento de plantaciones jovenes de almendro

Desde el verano de 2016, se viene observando una nueva problemaética en
plantaciones intensivas de almendros jovenes asociada con decaimiento y muerte
progresiva de los arboles en mas de un 70% de las plantaciones de nuevo
establecimiento en Andalucia, con especial incidencia en las provincias de Cdrdoba,
Huelva y Sevilla. La intensificacion del cultivo mediante el uso de grandes volimenes
de agua de riego e insumos (fertilizantes, fitosanitarios, etc.), unido a la entrada masiva
de material vegetal con baja calidad fitosanitaria procedente de otros paises para suplir
la demanda de plantones, han podido contribuir considerablemente con la aparicion de

este sindrome.

1.2.1.1. Sintomas y posibles agentes causales asociados a la enfermedad

En general, en las plantaciones afectadas se observan arboles que desarrollan
goma tanto en la zona de la cruz, como a lo largo del tronco y en la parte basal del
tronco por encima del patron. A medida que progresa la enfermedad, las hojas
comienzan a marchitarse y las ramas a secarse, observandose un decaimiento progresivo
de la planta que puede terminar con la muerte de la misma. Internamente, la madera
muestra gran diversidad de sintomas, que van desde la decoloracién y necrosis sectorial,
hasta punteaduras negras que corresponden a vasos xilematicos muertos (Fig. 1). Estos
sintomas estan claramente asociados a enfermedades de la madera, las cuéles han sido
ampliamente estudiadas en vid (Gramaje y Armengol, 2011; Agusti-Brisach y
Armengol, 2013; Carlucci et al., 2015a; Agusti-Brisach et al., 2017a; 2019) o en olivo

2



Introduccién

(Moral et al., 2010; 2017; Urbez-Torres et al., 2013; Carlucci et al., 2013b; Agusti-
Brisach et al., 2017b). Sin embargo, en almendro es escasa la informacion que podemos
encontrar sobre estas enfermedades en Espafia. Hasta la fecha, los Unicos estudios
relacionados con el decaimiento de almendros se llevaron a cabo en plantaciones
comerciales adultas en condiciones de semi abandono en las Islas Baleares entre 2008 y
2010 por Gramaje et al. (2012). Estos autores indican que el decaimiento del almendro
podria estar asociado a hongos de las familias Botryosphaeriaceae, Diaporthaceae y
Diatrypaceae.

En este sentido, estudios recientes llevados a cabo en Andalucia por Anton-
Dominguez (2019) en el que se realizaron prospecciones de campos de almendros con
decaimiento, se identificaron las siguientes especies asociadas con este sindrome: i)
Botryosphaeriaceae: Botryosphaeria dothidea, Dothiorella iberica, Macrophomina
phaseolina y Neofusicoccum parvum; ii) Diaporthaceae: Phomopsis amygdali; iii)
Diatrypaceae: Eutypella microtheca; iv) Fusarium spp.: Fusarium oxysporum; y V)

colonias de crecimiento lento: Phaeoacremonium krajdenii y Pleurostoma richardsiae.

1.2.1.2. Biologia y epidemiologia

El ciclo bioldgico de los hongos causantes de las enfermedades de madera es
fundamentalmente asexual y su dispersion es mediante conidios producidos por los
cuerpos fructiferos del hongo (picnidios). Cuando las temperaturas son Optimas
(=25°C), éstos son liberados y se dispersan por la lluvia y el viento, o incluso a través de
insectos vectores (Urbez-Torres et al., 2010; Moral et al., 2010, 2017; Agusti-Brisach et
al., 2015; 2017b). Asi mismo, no se descarta que estos hongos puedan ser endofitos del
almendro y desarrollarse en los tejidos como patdgenos oportunistas en situaciones de
estrés (sequia, helada, drenaje, etc.) (Gramaje y Armengol, 2011; Agusti-Brisach et al.,
2017b; Moral et al., 2017).

La infeccidn primaria se genera a partir de la penetracion de conidios en tejidos
dafiados por las herramientas de poda (Garcia-Jiménez et al., 2010; Urbez-Torres et al.,
2010; Agusti-Brisach et al., 2014; 2015; 2017b), recoleccion, dafios de insectos,
fendmenos meteoroldgicos, o heridas naturales. EI material vegetal de partida también
podria estar afectado por el patdgeno, mostrando sintomas poco después de la
plantacion como consecuencia del estrés generado con el trasplante o la entrada en
produccién (Gramaje y Armengol, 2011; Agusti-Brisach et al., 2013a). Una vez

colonizados los tejidos de la planta, los picnidios producen conidios que han sido
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formados por el hongo bajo condiciones favorables de humedad y temperatura y que

son los encargados de la infeccion secundaria (Michailides y Hasey, 2010) (Fig. 2).

1.2.1.3. Control

Actualmente no existen medidas de control eficaces que permitan controlar las
enfermedades de la madera. Debido a la poca eficacia de los tratamientos fungicidas, las
estrategias deben ir enfocadas a la prevencion y al uso de practicas culturales adecuadas.
Por lo tanto, la prevencion de las enfermedades de la madera parte de una buena
eleccion del material vegetal de vivero. Estudios previos desarrollados por diversos
autores principalmente en vid, demuestran que los hongos asociados a las enfermedades
de la madera pueden estan presentes en el material de propagacion siendo un medio
importante de dispersion en las nuevas plantaciones (Gramaje y Armengol, 2011;
Agusti-Brisach et al., 2013a). En este sentido, para el saneamiento del material de
propagacién de vid en vivero se han puesto a punto tratamientos por termoterapia con
agua caliente, observandose que tratamientos a 53°C durante 30 min al material vegetal
en estado latente pueden sanear la planta antes de salir de vivero sin que ésta pierda
viabilidad (Gramaje, 2017). La utilizacion de agentes de biocontrol, como Pythium
oligrandum y Trichoderma atroviride, ha resultado también efectiva para reducir la
infeccion de los hongos de madera de vid en vivero (Gramaje, 2017). El uso de
portainjertos y variedades resistentes es otra opcion que esta siendo actualmente de gran
interés para un manejo integrado de estas enfermedades (Agusti-Brisach et al., 2017a;
Gramaje, 2017). Sin embargo, a dia de hoy no existen estudios sobre la prevencion de
estas enfermedades en los viveros de propagacion de almendro, y de cémo estas
medidas preventivas empleadas en otros cultivos lefiosos podrian adecuarse al
almendro.

Por otro lado, una vez establecida la plantacion, es importante la realizacion de
un manejo adecuado del cultivo, haciendo hincapié en lo relativo al riego, la
fertilizacion y la poda. Evitar las situaciones de estrés hidrico sin aportar riegos
excesivos o deficientes, asi como realizar una fertilizacién adecuada evitara el progreso
de la enfermedad. Diversos autores han demostrado que las heridas realizadas durante la
poda son una importante via de acceso para los hongos de la madera (Garcia-Jimenez et
al., 2010; Urbez-Torres et al., 2010; Agusti-Brisach et al., 2014; 2015; 2017b), y deben
ser protegidas mediante el pintado con soluciones fungicidas, o bien mediante

tratamientos fungicidas con materias activas de caracter protector y sistémico (materias
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activas recomendadas: metil-tiofanato, tebuconazol, boscalida, mancozeb) (Bester et al.,
2007; Pitt et al., 2012; Fan et al., 2016; Olmo et al., 2017b). Asi mismo, los restos de
poda generados son una importante fuente de in6culo de estos patdgenos, por lo que

deben ser destruidos tras la poda y retirados del campo (Agusti-Brisach et al., 2013b).
\ : ’ . : _ 1-’ i )

5 7 N > e
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Figura 1. Sintomas de la enfermedad en almendros jovenes en plantaciones intensivas en
Andalucia. a, b, Sintomas de produccién de goma en (a) la cruz, y en (b) el tronco; c,
Marchitamiento y necrosis de hojas en almendros que empiezan a mostrar los primeros sintomas de
la enfermedad; d, e, Decaimiento general y muerte progresiva de los arboles afectados; f,
Decoloracion interna de la madera ascendente desde la parte basal del patron; g, Detalle del avance
de la decoloracion interna de la madera desde el posible punto de infeccion (rama) hasta el tronco;
h-i, Sintomas internos en la madera tipicos de hongos de madera, incluyendo necrosis sectoriales y
punteaduras negras correspondientes a vasos xilematicos muertos.
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Figura 2. Ciclo de la enfermedad.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El decaimiento del almendro provoca graves pérdidas de rendimiento de
cosecha, y en ocasiones la muerte de las plantas. Este problema se ha venido
observando en aumento desde verano de 2016 debido, entre otros factores, a la
intensificacion del almendro y su expansion desde zonas tradicionales a nuevas zonas
con condiciones edafoclimaticas mas favorables para el desarrollo del cultivo. En
Andalucia, se han descrito las siguientes especies asociadas a este sindrome:
Botryosphaeria dothidea, Dothiorella iberica, Eutypella microtheca, Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Neofusicoccum parvum, Phaeoacremonium
krajdenii, Phomopsis amygdali y Pleurostoma richardsiae. Sin embargo, su
patogenicidad en almendro en las condiciones de cultivo de Andalucia no ha sido
comprobada todavia. Por lo que el objetivo principal de este trabajo ha sido determinar
el, o los principales agentes causales de esta compleja enfermedad mediante tests de

patogenicidad. Para ello, se han llevado a cabo los siguientes objetivos especificos:

1.- Evaluar la patogenicidad de todas las especies descritas anteriormente en
rama cortada de almendro en condiciones de laboratorio.
2.- Evaluar la patogenicidad de todas las especies descritas anteriormente en

ramas de almendro en condiciones de campo.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Aislados fungicos

En este estudio se seleccionaron un total de nueve aislados flngicos
representativos de las diferentes especies de hongos asociadas con sintomas de gomosis
y decaimiento general del almendro en plantaciones jovenes en Andalucia. Los aislados
seleccionados fueron: B. dothidea ColPat-502, D. iberica Colpat-372, E. microtheca
Colpat-494, F. oxysporum Colpat-548, M. phaseolina Colpat-490, N. parvum Colpat-
497, Pm. krajdenii Colpat-520, P. amygdali Colpat-521 y PI. richardsiae Colpat-550
(Tabla 1). Todos ellos han sido previamente caracterizados morfoldgica y
molecularmente por Anton-Dominguez (2019), y se mantienen en la coleccion de
hongos del Departamento de Agronomia de la ETSIAM, Universidad de Cordoba
(UCO). Para la preparacion del indculo, los aislados se sacaron de coleccion y se
sembraron en medio de cultivo Patata Dextrosa Agar (PDA; Difco Laboratories®,
Detroit) acidificado con &cido lactico [2,5 ml al 25% (vol/vol) por litro de medio]
(APDA), y posteriormente se transfirieron a PDA. Todas las placas se incubaron a

25+2°C en oscuridad durante 14 dias, y se revisaron diariamente.

3.2. Ensayos en rama cortada
3.2.1. Material vegetal.

Segmentos de ramas de almendro cv. Soleta de 1 afio de edad y =25 cm de largo,
se guardaron en bolsas y se llevaron al laboratorio. ElI material vegetal se obtuvo de un
campo experimental de 10 afios de edad perteneciente a la red de ensayos del IFAPA
situado en Alameda del Obispo, Cdrdoba. Una vez en laboratorio, las ramas se
limpiaron superficialmente con agua y Tween® 20 al 0,02%, posteriormente se
sumergieron 1 min en etanol al 70% para su desinfeccion superficial, y seguidamente se
sumergieron durante 1 min en agua para su aclarado. Las ramas se dejaron secar durante
30 min encima de la bancada sobre papel de filtro, y una vez secas se sellaron los

extremos de las ramas con Parafilm®.

3.2.2. Inoculacién e incubacion

Para la inoculacién de las ramas, se realizé una herida en la parte central de cada
rama con un sacabocados de 7,5 mm de diametro. En la herida, se deposit6 un disco de
7,5 mm de diametro de PDA con micelio crecido como se describe anteriormente,

poniendo en contacto el micelio con el tejido herido, y se sell6 con Parafilm®. Ademas,
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se incluyeron ramas tratadas con herida y discos de PDA como control. Las ramas
inoculadas y las ramas control se depositaron en camaras himedas (fiambreras de
plastico, 32 x 25 x 8 cm) al 100 % de humedad relativa. Para ello, las fiambreras se
rellenaron con sustrato de perlita estéril humidificado. Las camaras himedas se

incubaron a 27+2°C en oscuridad durante 21 dias.

3.2.2. Disefio experimental

El disefio experimental fue en bloques al azar, siendo los aislados la variable
independiente, las ramas las repeticiones y las camaras himedas los blogues. Se dispuso
de tres camaras humedas (bloques), con cinco ramas (repeticiones) por cada uno de los
7 aislados o control. Se utilizaron un total de 15 ramas por aislado o control y 120 ramas

en total.

3.3. Ensayos en rama en condiciones de campo
3.3.1. Material vegetal e inoculacion
El material vegetal utilizado para los ensayos de campo fueron ramas de 1 afio
de edad de almendros cv. Soleta del campo experimental del IFAPA descrito
anteriormente. Las ramas seleccionadas para la inoculacion se marcaron previamente
con cintas de colores, dandole un cddigo de color diferente para cada aislado o control.
La inoculacion se llevo a cabo el 21 de marzo de 2018. Antes de la inoculacion,
las ramas seleccionadas se desinfectaron superficialmente por pulverizacion con etanol
al 70%, y frotando cuidadosamente con papel la zona de inoculacion. La inoculacion se
realizd por el método de herida y deposicion de disco de PDA con micelio como se ha
descrito en el ensayo de rama cortada. Se incluyeron ramas tratadas con PDA sin

inocular como control.

3.3.2. Disefio experimental

El disefio experimental fue en bloques al azar, siendo los aislados la variable
independiente, las ramas las repeticiones y los arboles los bloques. Se dispuso de cinco
arboles (bloques), con dos ramas (repeticiones) tratadas en cada arbol por cada uno de
los 7 aislados o control. De las dos ramas por arbol para cada aislado o control, una se
selecciond en la cara norte de la copa, y la otra en la cara sur. Se inocularon un total de

10 ramas por aislado o control, 80 ramas en total.
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Tabla 1. Aislados fangicos obtenidos de almendros afectadas por gomosis y decaimiento general en Andalucia

utilizados en este

estudio.
Familia, género/Especies Aislados Hospedante, variedad, patrén Sintomas Colector, Afio Origen
Botryosphaeriaceae
Botrvosphaeria dothidea Colpat-502 Prunus dulcis cv. Lauranne Gomosis, decaimiento C. Agusti- Brisach A. Palma del Rio, Cordoba,
yosp P (Patron GF-677). general Trapero, 2017 Andalucia, Espafia
Dothiorella iberica Colpat-372 Prunus dulcis cv. Guara Seca de ramas, C. Agusti- Brisach A. Oria, Almeria, Andalucia,
P (Patrén GF-677). decaimiento general Trapero, 2017 Espafia
Macrophomina phaseolina?  Colpat-490 Prunus dulcis cv. Vairo (Patron  Gomosis, decaimiento C. Agusti- Brisach A. Aldea Quintana, Coérdoba,
P P P Garnem). general Trapero, 2017 Andalucia, Espafia
Neofusicoceum parvum Coloat-497 Prunus dulcis cv. Vairo (Patron  Gomosis, decaimiento C. Agusti- Brisach A. Palma del Rio, Coérdoba,
P P GF-677). general Trapero, 2017 Andalucia, Espafia
Diaporthaceae
Phomonsis amvadali Colpat-521 Prunus dulcis cv. Guara Gomosis, decaimiento C. Agusti- Brisach A. Alcald del Rio, Sevilla,
P v P (Patron GF-677). general Trapero, 2017 Andalucia, Espafia
Diatrypaceae )
Eutvpella microtheca Colpat-494 Prunus dulcis cv.Lauranne Seca de ramas, C. Agusti- Brisach A. Ecija, Sevilla, Andalucia,
yp P (Patrén Garnem) decaimiento general Trapero, 2017 Espafia
Nectriaceae
. Prunus dulcis cv. Marta Gomosis decaimiento C. Agusti- Brisach A . ~
y - L
Fusarium oxysporum Colpat-548 (Patrén Garnem). general Trapero, 2017 Huelva, Andalucia, Espafa
Togniniaceae
Phacoacremonium kraideniiz Colpat-520 Prunus dulcis cv. Marta Gomosis, decaimiento C. Agusti- Brisach A. Hornachuelos, Cérdoba,
atron Garnem). genera rapero, ndalucia, Espafia
! P (Patrén Garnem) | T 2017 Andalucia, Espafi
Calosphaeriaceae
Pleurostoma richardsiae* Colpat-550 Prungs dulcis - cv.  Marta Gomosis, decaimiento C. Agusti- Brisach A Huelva, Andalucia, Espafia
(Patron Garnem). general Trapero, 2017

YAislados no incluidos en ensayo de campo.
Aislados no incluidos en ensayo de rama cortada.
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3.4. Reaislamientos

Tanto en rama cortada como en campo, se llevaron a cabo reaislamientos
seleccionando para ello, tres ramas por aislado o control. Los reaislamientos se
realizaron del frente de avance de la lesion o de alrededor de la zona de la herida para
las ramas inoculadas y las control, respectivamente; mientras que en las ramas
inoculadas en campo, se realizaron tanto del frente de avance o de la zona de la herida;
como de la madera asintomética situada a 2 cm del frente de avance o de la zona de la
herida. Para ello, astillas de madera de las zonas indicadas se cortaron con ayuda de un
bisturi estéril, se desinfectaron superficialmente con hipoclorito sodico al 10% durante 1
min, y se dejaron secar sobre papel de filtro estéril durante 15 min. Una vez secos, se
sembraron en placas de APDA. Se sembraron dos placas de APDA por combinacién de
rama, aislado y/o punto de reaislamiento, con 7 puntos de aislamiento (astillas de
madera) por placa. Las placas se incubaron a 25+2°C en oscuridad entre 7 y 14 dias
hasta que se observé crecimiento de colonias en los puntos de aislamiento. Cuando las
colonias tuvieron el crecimiento suficiente para poder ser identificadas

morfolégicamente, se calcul6 la frecuencia de aislamiento (%) para cada aislado.

3. 5. Evaluaciones y andlisis estadisticos

El ensayo de rama cortada se evalud a las tres semanas tras la inoculacion, y el
ensayo en campo a los tres meses tras la inoculacion. En ambos casos, se midi6 la
longitud de lesion (mm) y el didmetro de la rama (mm). Asi mismo, en el ensayo en
campo, también se midio la profundidad de lesion (mm) en el punto de inoculacion.

Para ambos ensayos, previamente a realizar el analisis estadistico de los datos, se
comprob6 la homogeneidad de varianzas, y la normalidad. Los controles se excluyeron
del andlisis estadistico ya que no mostraron lesiones. Para determinar la diferencia en
virulencia entre los aislados, se realizd un analisis de la varianza (ANOVA) siendo los
aislados la variable independiente y la longitud de la lesion (mm) la variable
dependiente. En ambos casos, la comparacion de medias se realizd mediante el test
HSD de Tukey (P = 0,05). Asi mismo, se calculd el coeficiente de correlacion de
Pearson (r) entre la longitud de lesién (mm) y el didmetro (mm) de las ramas para los
grupos de aislados mas virulentos en cada ensayo, rama cortada (n = 7) y campo (n = 7).
Ademas, en el ensayo en campo se analizo la correlacion entre la longitud de la lesion
(mm) y la profundidad de la lesion (mm) en el punto de inoculacion. Finalmente, se

comprobd la correlacién entre los datos de lesion (mm) del ensayo de rama cortada y
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campo para los aislados comunes en ambos ensayos (n = 5). Los datos de este estudio se

analizaron mediante el programa informético Statistix 10 (Analytical Software, 2013).
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4. RESULTADOS

4.1. Ensayos en rama cortada

Todos los aislados evaluados en el ensayo en rama cortada de almendro
causaron lesiones necréticas en la madera (Fig. 3), aunque hubo diferencias
significativas (P < 0,0001) en virulencia entre especies. Los aislados B. dothidea
ColPat-502 y N. parvum Colpat-497 fueron los mas virulentos mostrando una longitud
de lesion de 144,8 y 131,6 mm, respectivamente. Asi mismo, los aislados menos
virulentos fueron E. microtheca Colpat-494 (Lesion = 34,0 mm) y D. iberica Colpat-
372 (Lesion = 32,0 mm). Los aislados M. phaseolina Colpat-490, P. amygdali Colpat-
521y F. oxysporum Colpat-548 mostraron valores intermedios de virulencia (Fig. 5A).

Figura 3. Decoloracion interna de la madera en rama cortada de almendro cv. Soleta a
las 3 semanas tras la inoculacion con discos de PDA con micelio (0, rama de control no
inoculada) de los 7 aislados representativos seleccionados por su patogenicidad: (1)
Botryosphaeria dothidea aislado ColPat-502, (2) Neofusicoccum parvum aislado
ColPat-497, (3) Macrophomina phaseolina aislado ColPat-490, (4) Phomopsis
amygdali aislado ColPat-521, (5) Fusarium oxysporum aislado ColPat-548, (6)
Eutypella microtheca aislado ColPat-494, y (7) Dothiorella iberica aislado ColPat-372.

4.2. Ensayos en rama en condiciones de campo
Al igual que en la inoculacion en rama cortada, los aislados evaluados en campo
causaron lesiones necraticas en la madera y en ocasiones exudados de goma (Fig. 4). Se

observaron diferencias significativas (P > 0,0001) en virulencia entre especies. En este
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caso, el aislado N. parvum Colpat-497 fue el méas virulento desarrollando una longitud
de lesion de 244,2 mm, seguido de P. amygdali Colpat-521 (lesién = 110,3 mm). El
resto de aislados mostraron lesiones marcadamente inferiores que variaron desde 16,0
hasta 23,7 mm para D. iberica Colpat-372 y B. dothidea ColPat-502, respectivamente
(Fig. 5B).

Figura 4. Decoloracion interna de la madera y seca de ramas de almendro cv. Soleta a los 3
meses tras la inoculacién en campo con discos de PDA con micelio de los 7 aislados
representativos seleccionados es este estudio: (A-B) Neofusicoccum parvum aislado ColPat-
497, (C-D) Phomopsis amygdali aislado ColPat-521, (E) Botryosphaeria dothidea aislado
ColPat-502, (F) Eutypella microtheca aislado ColPat-494, (G) Pleurostoma richardsiae
aislado ColPat-550, (H) Phaeoacremonium krajdenii aislado ColPat-520, y (1) Dothiorella
iberica aislado ColPat-372.
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Figura 5. Severidad de la enfermedad (longitud de la lesién, mm) en las ramas cortadas A, y
en campo B, de almendro cv. Soleta a las 3 semanas y 3 meses, respectivamente, después de la
inoculacién con discos de PDA con micelio de los aislados fungicos seleccionados para cada
experimento. Para cada aislado, las columnas representan la media de tres camaras himedas
con cinco ramas cada una en las inoculaciones artificiales (A) y la media de cinco almendros
con dos ramas inoculados cada uno en los experimentos de campo (B). En cada gréafico, las
barras con letras comunes no difieren significativamente segun el test HSD de Tukey (P =
0,05). Las lineas horizontales en las barras representan el error estandar de la media.
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4.3. Correlaciones
Los andlisis de correlacion lineal mostraron que no hubo una correlacion

significativa entre la longitud de lesion (mm) y el didmetro de la rama (mm) tanto en el

ensayo en rama cortada (r = -0,2592; P = 0,5746) como en campo (r = -0,1829; P

0,6946). Sin embargo, se observd una correlacion lineal positiva significativa (r
0,8629; P = 0,0124) entre los datos de longitud de lesion (mm) y la profundidad de
lesion (mm) en el punto de inoculacion en el ensayo en campo para los siete aislados
fangicos analizados. Asi mismo, tampoco hubo correlacion significativa (r = 0,4903; P
= 0,4017) entre los datos de longitud de lesién (mm) del ensayo de rama cortada y

campo para los aislados comunes de ambos ensayos.

4.4. Reaislamientos

Los hongos fueron reaislados y la morfologia fue igual que la del hongo
inoculado, cumpliendo con los postulados de Koch. La frecuencia de reaislamiento
vario de unos aislados a otros. En el caso del ensayo en rama cortada la frecuencia de
reaislamiento varié entre 71,0 y 100%, y en el de campo entre 76,0 y 100%. No se
aislaron hongos fitopatdgenos de las ramas control. Asi mismo, la frecuencia en los
reaislamientos realizados 2 cm mas alla del margen de la lesién necrética para el ensayo
en campo fue de 0,0% en la mayoria de los casos, salvo para E. microtheca Colpat-494
y Pm. krajdenii Colpat-520, con una frecuencia de reaislamiento de 31,0 y 7,0%,

respectivamente (Tabla 2).
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Tabla 2. Frecuencia de reaislamiento (%) de los aislados fangicos utilizados en las pruebas de patogenicidad realizadas en este
estudio.

Frecuencia de reaislamiento (%6)*

Rama cortada Campo

Margen de lesién necroética Margen de lesién necrética 2-cm mas alla del margen de la
Familia, género/Especies Aislados lesidn necrotica
Botryosphaeriaceae
Botryosphaeria dothidea Colpat-502 100,0 100,0 0,0
Dothiorella iberica Colpat-372 90,0 76,0 0,0
Macrophomina phaseolina¥ Colpat-490 95,0 - -
Neofusicoccum parvum Colpat-497 100,0 76,0 0,0
Diaporthaceae
Phomopsis amygdali Colpat-521 71,0 83,0 0,0
Diatrypaceae
Eutypella microtheca Colpat-494 98,0 100,0 31,0
Nectriaceae
Fusarium oxysporumY Colpat-548 83,0 - -
Togniniaceae
Phaeoacremonium krajdenii? Colpat-520 - 76,0 7,0
Calosphaeriaceae
Pleurostoma richardsiae* Colpat-550 - 76,0 0,0
Control PDA 0,0 0,0 0,0

*Se realizaron reaislamientos a partir de tres ramas por aislado o control. Se sembraron dos placas de APDA por combinacion de rama, aislado y/o punto de
reaislamiento, con 7 puntos de aislamiento (astillas de madera) por placa. El porcentaje de aislamiento se calculé como [(n° de puntos inoculados positivos/n®
del total de puntos inoculados) x 100].

YAislados no incluidos en ensayo de campo.

zAislados no incluidos en ensayo de rama cortada.
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5. DISCUSION

En los dltimos afios, el cultivo del almendro ha cobrado gran importancia en
Espafia debido al buen mercado de la almendra implantandose en sistemas intensivos de
regadio con condiciones agronomicas y ambientales favorables para su desarrollo. A su
vez, estas mejores condiciones han favorecido también el aumento de la incidencia de
enfermedades en este cultivo. En este sentido, desde el verano de 2016, se viene
observando una nueva problematica en las nuevas plantaciones intensivas de almendro
en Andalucia asociada con gomosis, marchitez, decaimiento general y muerte
progresiva de los arboles. Internamente, la madera mostraba decoloracion, necrosis
sectoriales y pequefias punteaduras negras correspondientes a vasos Xilematicos
muertos. Segun los sintomas descritos, estamos ante una compleja enfermedad que
podria estar asociada a numerosos agentes causales relacionados con las enfermedades
de la madera.

Sin embargo, son pocos los estudios realizados sobre estas enfermedades en
almendro. Concretamente, las enfermedades de madera de este cultivo solo han sido
estudiadas en California (Inderbitzin et al., 2010) y en plantaciones comerciales adultas
en las Islas Baleares (Gramaje, et al., 2012; Olmo et al., 2015, 2016, 2017a) donde se
describen hongos de la familia Botryosphaeriaceae y de los géneros Collophora,
Eutypa, Phaeoacremonium, Phomopsis o Pleurostomophora. No obstante, a dia de hoy,
solo existe un estudio realizado en almendros jovenes de plantaciones intensivas en
Andalucia por Antén-Dominguez (2019), donde se prospectaron plantaciones afectadas
en las provincias de Cordoba, Almeria, Huelva y Sevilla. De las muestras de madera
analizadas en este estudio se identificaron las siguientes especies: i) Botryosphaeriaceae
(B. dothidea, D. iberica, M. phaseolina y N. parvum), ii) Diaporthaceae (P. amygdali),
iii) Diatrypaceae (E. microtheca), iv) Fusarium spp. (F. oxysporum) y v) colonias de
crecimiento lento (Pm. krajdenii y PI. richardsiae).

Con el objetivo de determinar cuél o cuéles de estas especies descritas podrian
ser los agentes causales de este sindrome en Andalucia, el objetivo principal de este
trabajo fue demostrar la patogenicidad de todas ellas en almendro, tanto en rama cortada
como en ramas en campo. Los aislados Pm. krajdenii ColPat-520 y PI. richardsiae
Colpat-550 se excluyeron del ensayo en rama cortada debido a su caracter vascular. Por
otra parte, la exclusion de los aislados F. oxysporum Colpat-548 y M. phaseolina

Colpat-490 del ensayo en campo se debid a que se trata de hongos poco frecuentes en la
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parte aérea del arbol, ademéas de su conocido caracter saprofito, por lo que se esta
realizando un estudio especifico para cada una de estas dos especies.

Las especies B. dothidea y N. parvum fueron las més virulentas en el ensayo de
rama cortada, y N. parvum la mas virulenta en el ensayo en campo. Tanto B. dothidea
(English et al., 1966, 1975; Inderbitzin et al., 2010; Gramaje et al., 2012) como N.
parvum (Inderbitzin et al., 2010; Gramaje et al., 2012; Olmo et al., 2016, 2017a), han
sido descritas previamente asociadas al decaimiento del almendro tanto en Espafia como
en otros paises productores de almendra. Es importante destacar que N. parvum fue la
segunda especie mas virulenta después de N. nonquaesitum en el estudio de Inderbitzin
et al. (2010), en el que se inocularon ramas de almendros con aislados de B. dothidea,
Diplodia seriata, D. sarmentorum, M. phaseolina, N. mediterraneum, N. nonquaestium
y N. parvum. Sin embargo, en ese mismo estudio, B. dothidea fue el quinto aislado mas
virulento, lo cual no coincide con nuestro estudio. En el ensayo en campo, el segundo
aislado més virulento fue P. amygdali, siendo ligeramente superior a la del estudio de
Varjas et al. (2017). Para los dos ensayos, la especie menos virulenta fue D. iberica,
coincidiendo con el estudio de Doll et al. (2015). Nuestros resultados apuntan a que, en
general, las especies de la familia Botryosphaeriaceae, podrian considerarse como uno
de los principales agentes causales de la enfermedad, principalmente N. parvum;
mientras que el resto de especies podrian estar actuando como end6fitos u oportunistas.
Si bien es cierto, no esta claro el papel que juegan todos estos hongos en la infeccion y
desarrollo de enfermedades en plantas lefiosas, y por lo tanto, si se pueden considerar
como patdgenos primarios o deben ser considerados endoéfitos que muestran sintomas
solo cuando se provocan condiciones de estrés (infeccion previa por otro patdgeno,
déficit o exceso de riego, fertilizacion inadecuada, susceptibilidad varietal, etc.)
(Hofstetter et al., 2012; Bertsch et al., 2012). Esto nos indica que estamos ante una
compleja enfermedad, en la que la virulencia del patdégeno puede estar muy ligada a
factores bioticos y abioticos del entorno. Finalmente, la no correlacion significativa
entre el ensayo de rama cortada y campo (r = 0,4903; P = 0,4017) podria ser debida
fundamentalmente al marcado caracter saprofito de algunas especies como B. dothidea
gue son mucho mas virulentas en tejido muerto que en planta viva.

Por otra parte, el cultivo del almendro coexiste en esta area geogréafica con otros
cultivos lefiosos de gran interés, como son el olivo (Olea europaea L.) o la vid (Vitis
vinifera L.), que son también susceptibles a los hongos de madera (Moral et al., 2010,
2017; Urbez-Torres et al., 2013; Agusti-Brisach et al., 2015, 2019). El olivo es el
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cultivo lefioso mas importante a nivel nacional, con un 65% de superficie en la region
de Andalucia (Moral et al., 2017) y la vid es un cultivo con un gran impacto socio-
econdmico que cuenta con unas 34.300 ha cultivadas en Andalucia (Agusti-Brisach et
al., 2019). Estos dos cultivos se ven afectados principalmente, al igual que en el caso
del almendro, por especies de la familia Botryosphaeriaceae, entre otros hongos de
madera (Van Niekerk et al., 2004; Urbez-Torres, 2011; Urbez-Torres et al., 2010;
Moral et al., 2017). Esto hace que continuar dilucidando la biologia y epidemiologia de
esta enfermedad de la madera del almendro en Andalucia teniendo en cuenta factores
bioticos y abioticos del entorno, sea la base para establecer medidas de control eficaces
para prevenir la infeccion de estos hongos no solo en almendro, sino también en olivo y
vid.

Es importante destacar que en California (EE.UU.) se han descrito sintomas de
decoloracion de la madera y decaimiento de almendros similares a los encontrados en
Andalucia y en particular afectando a los cultivares mas vigorosos como ‘Nonpareil’.
Este sindrome fue denominado con ¢l nombre de ‘Band Canker’ identificandose B.
dothidea como principal agente causal (Teviotdale et al., 2002). Por otro lado, estos
mismos autores describen un sindrome que consiste en la presencia de goma asociada a
un posterior decaimiento y muerte progresiva del almendro, conocido como ‘Foamy
Canker’. A pesar de los estudios realizados hasta el momento, no se ha logrado
identificar al agente causal de esta enfermedad, y aunque se asocia a bacterias
(Zymomonas spp.), actualmente se clasifica como un desorden de causas desconocidas.
Asi mismo, se ha demostrado que existe relacion entre los sintomas asociados a
decaimiento de arboles por hongos de la madera y a los descritos para Xylella fastidiosa
en cultivos lefiosos como el olivo o el almendro, ya que algunos autores han aislado la
bacteria conjuntamente con hongos de la madera a partir de muestras que mostraban
decoloracion y marchitez vascular (Krugner et al., 2012, 2014; Carlucci et al., 20133,
2013b, 2015b; Almeida y Nunney, 2015; D'Onghia et al., 2017; Moralejo y Belbahri,
2017). A pesar de que X. fastidiosa todavia no ha sido identificada en almendros de
Andalucia, es importante tenerla en cuenta en el diagnostico debido a los antecedentes
de esta enfermedad en las Islas Baleares y Alicante.

A pesar de los estudios previos sobre enfermedades de la madera, a dia de hoy,
éstas continuan siendo enfermedades de etiologia compleja, por lo que, no se pueden
dar recomendaciones especificas de control. En este sentido, es necesario seguir

investigando sobre la etiologia, biologia y epidemiologia de esta enfermedad emergente
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del almendro en Andalucia para dilucidar los principales agentes causales y poder asi
establecer las bases para un manejo integrado de la enfermedad. No obstante, es
importante indicar que la eleccion de material vegetal de calidad y con buen estado
fitosanitario, y el cuidado en las préacticas culturales como la poda y el manejo

agrondmico de la plantacion son fundamentales para su prevencion.
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6. CONCLUSIONES

1.- Las especies B. dothidea y N. parvum resultaron las mas virulentas en el ensayo de
laboratorio en rama cortada. El resto de especies mostraron diferencias de virulencia
entre ellas, siendo E. microtheca y D. iberica las menos virulentas.

2.- Las especies N. parvum y P. amygdali resultaron las mas virulentas en el ensayo en
campo, siendo N. parvum significativamente mas virulento que P. amygdali. El resto de
especies no desarrollaron lesiones importantes en las ramas en relacion con el control
sin inocular.

3.- Los andlisis de correlacion lineal demostraron que existe correlacion positiva entre
los datos de longitud de lesion (mm) y la profundidad de lesién (mm) en el punto de
inoculacion en el ensayo en campo. Por otro lado, no hubo correlacion significativa
entre la longitud de lesion (mm) y el diametro de la rama (mm), ni entre las longitudes
de lesién (mm) de los dos ensayos.

4.- Las especies de la familia Botryosphaeriaceae, podrian considerarse como uno de los
principales agentes causales de la enfermedad, principalmente N. parvum; mientras que
el resto de especies podrian estar actuando como endofitos u oportunistas. Esto nos
indica que estamos ante una compleja enfermedad, en la que la virulencia del patdgeno

podria estar muy ligada a factores bioticos y abidticos del entorno.
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8. ANEJO ESTADISTICO
1. Patogenicidad en rama cortada

1.1. Comprobacion de la homogeneidad de varianzas

Completely Randomized AOV for Long

Source DF
Aislado 6
Error 14
Total 20

Grand Mean 75.446

Homogeneity of Variances

Levene's Test
O'Brien's Test
Brown and Forsythe Test

SS MS
39221.8 6536.97
3938.7 281.34
43160.5
Cv 22.23

F

3.52 0

1.57 0

1.41 0

1.2. ANOVA por bloques al azar

Randomized Complete Block AOV Table

Source DF
Bloque 2
Aislado 6
Error 12
Total 20

Grand Mean
CcVv

75.
20

Ss

975.

2963.
43160.

446
.83

0
39221.8
7
5

MS
487.51
6536.97
246.97

1.3. Test de comparacion de medias

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Long for Aislado

Aislado

ColPat-502
ColPat-497
ColPat-490
ColPat-521
ColPat-548
ColPat-494
ColPat-372

Alpha

Mean

144.
131.

85

58.

41

34.
32.

80
60
.27
53
.88
03
02

Critical Q Value
There are 3 groups
are not significantly different from one another.

F P
23.24 0.0000
P
0244
2288
2776
for Long
F P
26.47 0.0000

Homogeneous Groups

A
A
B
BC
BC
C
C

0.05
4.943
(A, B,

Standard Error for Comparison
Critical Value for Comparison
in which the means

etc.)
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12.832
44,853



2. Patogenicidad en campo

2.1. Comprobacion de la homogeneidad de varianzas

Completely Randomized AOV for Long

Source DF SS
Aislado [ 224152
Error 28 43509
Total 34 267660

Grand Mean 64.172

Homogeneity of Variances

Levene's Test
O'Brien's Test

Brown and Forsythe Test

MS
37358.6
1553.9

CV 61.43

2.16
1.58
2.41

2.2. ANOVA por bloques al azar

F

F P
24.04 0.0000
P
0.0781
0.1889
0.0527

Randomized Complete Block AOV Table for Long

Source DF SS
Bloque 4 5198
Aislado 6 224152
Error 24 38311
Total 34 267660
Grand Mean 64.172

CV 62.26

MS
1299.5
37358.6
1596.3

2.3. Test de comparacion de medias

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of Long for Aislado

Aislado Mean
ColPat-497 244.24 A

ColPat-521 110.32 B
ColPat-502 23.67 C
ColPat-494 20.76 C
ColPat-550 17.99 C
ColPat-520 16.27 C
ColPat-372 15.96 C
Alpha 0.05
Critical Q Value 4.542

There are 3 groups (A, B, etc.)

F P

23.40 0.0000

Homogeneous Groups

Standard Error for Comparison
Critical Value for Comparison
in which the means

are not significantly different from one another.

30

25.269
81.147



3. Analisis estadistico de las correlaciones

3.1. Correlaciones longitud-diametro en rama cortada

Correlations (Pearson)

Longitud Diametro

Longitud 1,0000
p-value 0,0000
Diametro -0,2592 1,0000

0,5746 0,0000

Cases Included 7 Missing Cases O

3.2. Correlaciones longitud-diametro en campo

Correlations (Pearson)

Longitud Diametro

Longitud 1,0000
p-value 0,0000
Diametro -0,1829 1,0000

0,6946 0,0000

Cases Included 7 Missing Cases 0

3.3. Correlaciones longitud-profundidad en campo

Correlations (Pearson)

Longitud Profundid

Longitud 1,0000
p-value 0,0000
Profundid 0,8629 1,0000
0,0124 0,0000
Cases Included 7 Missing Cases 0

3.4. Correlaciones longitud rama cortada-longitud campo

Correlations (Pearson)

LongitudR LongitudC

LongitudR 1,0000
p-value 0,0000
LongitudC 0,4903 1,0000
0,4017 0,0000
Cases Included 5 Missing Cases 0
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