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PATOLOGIA

La mancha foliar del madroiio (Arbutus unedo) causada por

Septoria unedonis var. vellanensis

M. A. ROMERO MARTIN, A. TRAPERO CASAS

Durante 1996-1999, se observé una mancha foliar que afectaba gravemente a los
madrofios (Arbutus unedo L.) en varios montes de Andalucia. Por ello, se desarroll6 este
trabajo cuyo objetivo fue caracterizar la enfermedad y su agente causal. Las observacio-
nes de campo en cinco 4reas forestales diferentes indican que la enfermedad estd amplia-
mente distribuida en Andalucia y origina defoliaciones intensas en los madrofios severa-
mente afectados. De los tejidos necréticos de las plantas afectadas en campo, se
obtuvieron 19 aislados de un hongo que ha sido identificado como Septoria unedonis
Rob. et Desm. var. vellanensis Briosi et Cavara. Este hongo fue citado por primera vez
como agente de mancha foliar del madrofio en Italia. Los aislados del hongo crecieron
en PDA a 5-30 °C, con una temperatura 6ptima de 21 °C. El estado sexual del hongo,
identificado como Mycosphaerella sp., se observé en hojas afectadas que habian perma-
necido en el suelo durante el invierno. Las ascosporas obtenidas mediante descarga de
las pseudotecas presentes en los tejidos afectados dieron lugar a colonias de S. unedonis
var. vellanensis, confirmando la conexidn entre los dos estados del mismo hongo. Las
inoculaciones artificiales de pléntulas de madrofio con aislados de S. unedonis var. vella-
nensis demostraron la patogenicidad de este hongo sobre madroiio.
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INTRODUCCION

El madrofio (Arbutus unedo L.) es uno de
los arbustos mas relevantes de la flora medi-
terrdnea tanto por su morfologia lauroide y
escleréfila como por su importancia ecoldgi-
ca y significacién geoboténica, asi como por
el valor comercial de sus frutos, hojas y
madera. También se reconocen sus valores
paisajisticos y ornamentales (GOMEZ, 1998).

En la Peninsula ibérica, aunque esta
especie estd ampliamente distribuida, es

mucho mds frecuente en las regiones perifé-
ricas debido a su preferencia por los ambien-
tes no continentales. La versatilidad ambien-
tal del madrofio y su pirorresistencia le
permiten participar en numerosos tipos de
agrupaciones: acompafiando a especies arbo-
reas, tales como Quercus spp y Pinus spp.,
en bosques caducifolios y perennifolios
esclerdfilos; en las primeras etapas de degra-
dacién del bosque mediterrdneo; formando
parte del matorral arbustivo del maquis; y,
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en ocasiones, como especie dominante cons-
tituyendo los conocidos madronales.

En los ultimos afos se ha venido obser-
vando tanto en montes de las provincias de
Cordoba, Malaga y Jaén como en jardines de
Cérdoba, una mancha foliar necrética de color
negro que presenta una elevada incidencia y
severidad, llegando a ocasionar una grave
defoliacién de los madrofios afectados. El
problema fue detectado por primera vez en
1994 en los jardines de Medina Azahara
(Cérdoba) y, posteriormente, se comprobd
su amplia distribucién en numerosos lugares
de Sierra Morena, como consecuencia de los
estudios fitopatolégicos realizados sobre
otras especies forestales en Andalucia
(NAVARRO, 1997; Varo, 1999). Ademds, en
el curso de este trabajo, se ha podido consta-
tar la presencia de la misma enfermedad en
viveros forestales.

Como ocurre, en general, con las espe-
cies forestales mediterrdneas, el conocimien-
to sobre sus enfermedades es muy limitado.
No obstante, en madrofio y otras especies del
género Arbutus se han citado diversas man-
chas foliares (PIRONE, 1970; WESTCOTT,
1971; FARR et al.,1989), entre las que cabe
destacar una enfermedad de caracteristicas
similares a la mancha negra observada en
este estudio causada por el hifomiceto Sep-
toria unedonis var, vellanensis, que fue des-
crita por primera vez en 1892 en Italia (PEN-
NISI y AGOSTEO, 1995). En Espaiia, las dos
tnicas referencias sobre enfermedades del
madrofio son una breve cita micoldgica
sobre la presencia de S. unedonis var. vella-
nensis en el sureste de la Peninsula Ibérica y
una descripcién reciente del puntisecado o
“fogonazo”de la copa causado por Phomop-
sis vaccinii (MuNoz, 1999). Debido a la
importancia de la enfermedad y al escaso
conocimiento existente sobre la misma, la
Unidad de Patologia Vegetal del Departa-
mento de Agronomia de la Universidad de
Cérdoba decidié iniciar un estudio para
conocer su etiologia; integrandose dicho
estudio dentro de la linea de investigacion
sobre enfermedades de especies forestales

iniciada a mediados de los afos 90 en dicha
Unidad (TRAPERO et al., 1999).

MATERIALES Y METODOS

Procedencia de las muestras y aislamiento
del agente

Las muestras de madrofio recogidas en
campo procedian de varios montes en las
provincias de Cérdoba, Jaén y Malaga (Tabla
1). Estas muestras, tomadas de ejemplares
que presentaban gran cantidad de hojas con
manchas, hojas amarillentas y defoliacion
excesiva, estaban formadas por ramas con
hojas afectadas y, si era época, frutos y flores
(Figura 1), ademds de hojas caidas. Asimis-
mo, durante las prospecciones de campo se
visitaron varios viveros forestales.

Las muestras se llevaron al laboratorio,
donde se lavaron cuidadosamente y se selec-
cionaron trozos de hojas, flores, frutos y
pedinculos que serian posteriormente incu-
bados en camaras himedas o sembrados en
los medios de cultivo patata-dextrosa-agar
(PDA) y PDA acidificado (PDAA) para el
aislamiento de los hongos o bacterias asocia-
dos (DHINGRA y SINCLAIR, 1995).

Figura 1. Planta del madroio en campo. Detalle de
flores, frutos inmaduros y frutos maduros en la misma
rama.
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Tabla 1. Origen de los aislados de Septoria sp. estudiados

Aislado Zona de estudio Fecha de aislamiento Aislamiento (%) 1
AUl Parque periurbano “Los Villares” (Cérdoba) Febrero 1998 41.6
AU2
AU3
AUS
AU7
AU9 Cerrada de Elias. P. N. Cazorla, Segura y Abril 1998 16.6
AUl1 Las Villas (Jaén)

AUI2 Camino al Aula de la naturaleza Mayo 1998 16.6
AU13 “Las Cantadoras”. P. N.

Montes de Mélaga

AUl4 Carretera de Ronda a San Pedro Noviembre 1998 125
AUI1S5 de Alcdntara (Mélaga)

AU16
AU17 Carretera Cérdoba-Villaviciosa, Febrero 1999 25
AUI18 “La Aduana” (Cérdoba)

AU19

1 Porcentaje de trozos con aislamiento positivo respecto al total de trozos de hoja, flor, fruto y pedinculos utilizados.

Identificaciéon del agente

La identificaci6n de las estructuras ase-
xuales observadas en las hojas de madrofio
incubadas en cdmara himeda, asi como las
formadas en las colonias obtenidas en los
medios PDA y PDAA a partir de los aisla-
mientos de las lesiones, se llev a cabo
observando las caracteristicas macro y
microscépicas que presentaron las espe-
cies fiingicas que con mds frecuencia se
obtuvieron.

En las hojas caidas y que habfan perma-
necido un tiempo en el suelo, se encontraron
estructuras sexuales (ascomas, ascas y ascos-
poras) de una especie fiingica asociada con-
sistentemente con las antiguas lesiones
necrdticas. '

Para establecer la posible relacién entre
el estado asexual (anamorfo) y el estado
sexual (teleomorfo) de la especie fiingica se
procedié a la descarga de las ascosporas a
partir del tejido vegetal infectado, siguiendo
una metodologia puesta a punto en estudios

anteriores (TRAPERO y KAISER, 1992). Esta
descarga se realiz6 sobre agar-agua, para
después transferir las ascosporas descarga-
das a placas de Petri con PDA.

Crecimiento in vitro de los aislados

Una vez identificada la especie fingica
causante de las manchas negras en las hojas
de madroiio en campo, se determind el inter-
valo de temperaturas en el que crecian varios
aislados de dicha especie, asf como la tem-
peratura 6ptima de crecimiento. Para ello se
seleccionaron 15 aislados, tres de cada una
de las zonas estudiadas:

e “Los Villares” (Cérdoba): AU2, AU3,
AU7.

e Cerrada de Elias (Jaén): AU9, AUlla,
AUl1b.

* Montes de Milaga: AU12, AU13a, AU13b.

¢ “La Aduana” (Coérdoba): AU14, AUI1S5,
AU16.
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* San Pedro de Alcdntara (Malaga): AU17,
AU18, AU19.

Los aislados referidos con una letra
minuscula al final son subcultivos del aisla-
do correspondiente. Ademds, se incluyeron 4
aislados monoascospéricos obtenidos
mediante descarga de los pseudotecios en
agar-agua. Estos aparecen referidos como
AUA3, AUA4, AUAS y AUAS

Las placas con el medio PDA se incuba-
ron con los diferentes aislados a temperatura
constante de 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35 °C.
Transcurridas 4 semanas, se procedi6é a la
medicién del didmetro medio de las colonias
desarrolladas.

A los datos obtenidos a partir de la medi-
da de los didmetros de las colonias, se aplicé
un andlisis de varianza, para lo que se utilizé
el programa estadistico “Statistix” (Analyti-
cal Software, 1996). Los valores medios de
los didmetros de cada aislado se compararon
entre si para cada temperatura mediante el
test de comparacion de medias LSD (Dife-
rencia Minima Significativa) protegido de
Fisher para un nivel de significacién al 5%
(STEEL y TORRIE, 1985).

De cada aislado se elaboraron curvas de
crecimiento a las diferentes temperaturas.
Para ello, los datos obtenidos se ajustaron
matemdticamente a una curva de regresion,
eligiendo aquélla que mejor se ajustara para
el conjunto de los aislados del hongo. Esta
eleccién se realizé en base de la significa-
cién de los parametros estimados (P<0.05), a
los coeficientes de determinacién (R2) y a la
distribucién sobre los valores ajustados
(Analytical Software, 1996).

Ensayos de patogenicidad

Para evaluar la patogenicidad de los ais-
lados y reproducir los sintomas de la enfer-
medad observada en el campo y en los vive-
ros, se realizaron dos ensayos de inoculacién
sobre plantas de vivero y un ensayo sobre
hojas separadas de la planta e incubadas en
cdmara himeda.

En todos los ensayos, se emple6 como
inéculo suspensiones acuosas de conidias
obtenidas a partir de placas de siembra masal
esporuladas. La concentracién a la que se
intento ajustar estas suspensiones fue de 105-
106 conidias/ml. Tanto el tipo de planta
como los aislados utilizados se recogen en la
Tabla 2. La aplicacién del inéculo se realizé
mediante pulverizacién de las plantas o de
las hojas separadas.

Tras la inoculacién, las plantas se mantu-
vieron durante 4 dias (periodo de infeccién)
en un ambiente saturado de humedad en el
interior de cabinas de pléstico cerradas,
situadas en una cdmara climdtica a 20-23 °C
y en oscuridad. Posteriormente, la incuba-
cién de las plantas varié con el experimento.

En el ensayo I, las plantas fueron trasla-
dadas, después del periodo de infeccién, a un
umbriculo donde permanecieron desde fina-
les de septiembre de 1998 hasta el desarrollo
de sintomas en verano de 1999. Durante este
periodo, la temperatura media del umbrécu-
lo oscild entre 5 y 30 °C, registrandose 603
mm de lluvia.

En el ensayo II, las plantas permanecie-
ron en la cdmara climética (14 horas luz/dia,
20-23 °C) durante 4 meses y, posteriormen-
te, se trasladaron al umbréculo hasta el desa-
rrollo de los sintomas. En este caso, la ino-
culacién se realiz6 en mayo de 1999 y no se
observaron sintomas hasta enero-febrero de
2000. Durante el tiempo que las plantas se
encontraban en el umbraculo, la temperatura
media varié entre 5-20 °C y se registraron
260 mm de lluvia.

En el ensayo de patogenicidad realizado
sobre hojas separadas, se emplearon los ais-
lados AUS, AU17 y una mezcla de suspen-
siones conidiales de los aislados utilizados
en el ensayo II de inoculacién sobre planta
de vivero. Las hojas inoculadas se mantuvie-
ron en camaras himedas herméticamente
cerradas, colocadas dentro de una cdmara
climatica (14 horas luz/dia, 20-23 °C) duran-
te 4 meses.

Para la evaluacién de los sintomas obser-
vados, se empleé una escala de severidad 0-
10 (0 = 0% de superficie foliar afectada por
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Tabla 2. Tipo de planta, aislado fiingico y concentracién de inéculo utilizados en la inoculacién de madroiio con

g,

1

aislados de Septoria u S var. u
Inoculacién Tipo de planta Aislado! Concentracién Incubacién
(conidias/ml)
I 2-3  savias, tronco AUl 106 En umbréculo (5-30 °C).
lefioso, ramificada y AUS 106
con hojas viejas. 30 AU7 106
cm de altura. AU9 5x104
AUll 106
u 2 savias, un solo tallo AUl 4x105 Durante 4 meses en
algo lignificado. Con AUS 106 cdmara de cultivo (14
hojas nuevas y viejas. AU14 106 horas luz/dfa, 22°C).
40-50 cm de altura. AU16 106 Después en umbriculo
AU17 8x105 (5-20 °C).
AU19 106
I Hojas separadas, toma- AUS 106 Durante 4 meses en cé-
das de plantas sanas en AU17 8x10° mara de cultivo (14
campo. Mezcla 2 106 horas luz/dfa, 22°C).

! La procedencia de los aislados se indica en la Tabla 1.
2 Mezcla de suspensiones igualmente concentradas de los aislados utilizados en el ensayo II.

planta, 10 = 100% de superficie foliar afec-
tada por planta) utilizada en otros estudios
(TRAPERO et al., 1998). A los datos obtenidos
se les aplicé el andlisis de la varianza y los
valores medios se compararon entre si
mediante el test LSD protegido de Fisher
para P=0.05 (STEEL y TORRIE, 1985).

RESULTADOS
Sintomatologia

Las plantas de madrofio observadas en
las diferentes zonas de estudio (Tabla 1) asi
como en los viveros, presentaban, en gene-
ral, defoliacién, un alto nimero de hojas clo-
réticas con manchas,-hojas verdes con lesio-
nes en toda la superficie (Fig. 2A) y, en el
caso que fuera época, escasa floracién y
fructificacién. No obstante, la distribucién
de las plantas afectadas era muy heterogé-
nea. En una misma zona se podia encontrar

plantas de madrofio severamente afectadas y
préximas a ellas otras plantas que sélo tenian
algunas hojas afectadas.

Las lesiones que presentaban las hojas
verdes tenfan tamafios que oscilaban entre 1-
4 mm de didmetro, éstas comenzaban siendo
pequeflos puntitos rojos que, al ir evolucio-
nando la enfermedad, aumentaban en tama-
fio y se volvian de color negro con el centro
grisdceo y rodeadas por un halo rojizo (Fig.
2B). Estas manchas de contornos irregulares
se encontraban repartidas por toda la super-
ficie foliar y afectaban tanto al haz como al
envés (Fig. 2C). Al observar las manchas por
el microscopio estereoscépico se veian
pequefios cuerpos negros en la citada zona
grisicea. Con los montajes realizados de
estos cuerpos, se pudo comprobar que se tra-
taban de conidiomas picnidiales (picnidios)
inmersos en el tejido foliar.

Las flores y frutos sélo se recogieron en
la zona de “La Aduana” durante el mes de
noviembre. Los ramilletes florales contenian
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un nimero muy bajo de flores y la mayoria
de ellas presentaban la base de las corolas
con lesiones de color pardo que se extend{an
hasta el pediinculo (Fig. 2C). Junto a las flo-
res se encontraban los frutos con pequefas
manchas oscuras de 1-2 mm repartidas por
su superficie (Fig. 2D). Tanto los frutos
como las flores se observaron al microscopio
estereoscopico sin detectarse ninguna estruc-
tura fingica asociada a las manchas.

Aislamiento e identificacién genérica del
agente

Los aislamientos en PDA y PDAA partir
de hojas con lesiones comenzaron a realizar-

se a principios de noviembre de 1997, no
obteniéndose inicialmente ninguna colonia
bacteriana o flngica consistentemente aso-
ciada a los tejidos afectados. Los aislamien-
tos se sucedieron varias veces con resultados
negativos, hasta que se obtuvieron las prime-
ras colonias flngicas puras a finales de
febrero de 1998. Posteriormente, de todos
los aislamientos de hojas verdes con man-
chas procedentes de las diferentes zonas de
estudio, se seleccionaron un total de 19 ais-
lados puros que se identificaron con las
letras AU y un nimero de orden. El origen de
estos aislados se recoge en la Tabla |. En
general, las colonias tenfan formas redondea-
das, con bordes lisos o algo irregulares, de
color negro entremezclindose con hifas de

Figura 2A. Plantas de madrono severamente afectadas.
Nétese la elevada incidencia de hojas cloréticas y el
comienzo de la foliacion.

Figura 2C. Lesiones necrdticas en hojas, peciolos y
pediinculos.

Figura 2B. Detalle de hoja con lesiones desarrolladas.
Puede apreciarse el centro ceniciento en algunas man-
chas de color negro.

Figura 2D. Lesiones necréticas en frutos y pedinculos.

Figura 2. Sintomas de la mancha negra del madrofio
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Figura 3A. Picnidios parcialmente emergidos en el cen-
tro de una lesién foliar.

Figura 3C. Conidias de un aislado procedente de la
zona de “'Los Villares™ (Cérdoba).

Figura 3E. Colonias del aislado AU13 creciendo en
PDA. Se puede observar la alta presencia de micelio
blanco y rotura del medio de crecimiento.

vy > n ’ w il "
Figura 3G. Detalle de exudado de color crema
constituido por una masa de conidias.

Figura 3D. Conidias del aislado AU14. Se pueden
apreciar varias septas transversales en la conidia.

——— -

Figura 3F. Colonia tipica en el medio PDA.

Figura 3. Caracteristicas de los aislados de Septoria
unedonis obtenidos de madrofios afectados
de la mancha negra.
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color blanco y con un mayor crecimiento en
la direccién vertical que en la horizontal,
rompiendo diametralmente el medio en el
que crecfan (Fig. 3E).

Los porcentajes de aislamiento fueron
bajos, aunque desiguales segiin la zona de
estudio (Tabla 1), obteniéndose los mayores
valores en las muestras procedentes de la sie-
rra de Cérdoba. En ningin caso se aislaron
bacterias de los tejidos afectados.

En los aislamientos realizados a partir de
los frutos y pediinculos de las plantas sinto-
méticas procedentes de la zona de “La
Aduana”, no se obtuvo ninglin organismo
consistentemente asociado en los medios de
cultivo PDA y PDAA. Por esta razén y por
la estacionalidad de la fructificacién y flora-
cién no se tomaron muestras en el resto de
las zonas.

En las hojas incubadas en cdmara hiime-
da, se observaron picnidios de color negro
tanto en la zona cenicienta del centro de la
lesién como en los bordes (Fig. 3A). Nor-
malmente, se encontraban solitarios y par-

cialmente inmersos en el tejido vegetal. Pro-
ducian un abundante exudado de color crema
formado por una masa de conidias hialinas,
filiformes, de curvatura variable y multisep-
tadas. Aunque, de los montajes de estos pic-
nidios de hojas incubadas en cdmara hiimeda
se obtenia normalmente la misma especie
fiingica del género Septoria, cuando se lleva-
ban a cabo los aislamientos de la correspon-
diente muestra, el medio de crecimiento
PDA era invadido por hongos de crecimien-
to mds rdpido, como especies de los géneros:
Alternaria, Aureobasidium, Coniothyrium y
Phoma.

Identificacion especifica del anamorfo

Tanto en el tejido vegetal como en el cul-
tivo puro en el medio PDA se pudieron
observar los picnidios del hongo consistente-
mente asociado con los tejidos afectados. En
el tejido vegetal, se caracterizaban por ser
esféricos, de color negro, solitarios o agrupa-

Tabla 3. Dimensiones de las conidias y niimero de septas de 15 aislados de Septoria unedonis var. vellanensis

cultivados en PDA
Conidias
Aislado Longitud Anchura Nimero de septas
AUl 40.8 +7.0b* 2.5 + 0.4abc 2-3
AU2 48.0 = 14.4ab 2.7+ 0.8ab 2-3
AUS 44.7+£6.2b 2.8+0.3a 2-3
AU7 45.8 = 9.6ab 2.8+0.4a 2-3
AU9 54.2 + 10.2ab 2.1 £ 0.4bcd 34
AUIl1 45.5+5.3b 1.9 + 0.4cd 34
AUI12 44.0 £ 10.3b 1.7+0.3d 34
AU13 41.0x8.1b 1.6 £ 0.3d 34
AU14 51.5 + 8.4ab 1.6 + 0.3d 3-5
AUIS 49.7 + 7.0ab 1.9 £0.3cd 34
AUl6 453 £5.9b 2.0 + 0.4cd 3-4
AU17 59.3 £ 10.1a 1.9 £ 0.3cd 3-5
AU18 52.1 = 11.5ab 22 +04ad 3-5
AU19 50.2 £9.1ab 1.9 + 0.4cd 3-5

* Los valores vienen expresados en um. Cada valor es la media de 20 observaciones + la desviacién estdndar. Las medias
seguidas de una letra comiin no difieren significativamente entre si segiin el test de Scheffé protegido de Fisher para

P=0.05 (Steel y Torrie,1985).
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Figura 4 A. Hoja con lesiones de mancha negra que ha
permanecido durante el invierno en el suelo en las que

pueden apreciarse los ascomas (pseudotecios) distribui-
dos irregularmente alrededor de las antiguas lesiones.

Figura 4 B. Trozos de ascomas y ascas agrupadas en
fasciculos.

) g ¢
Figura 4 C. Ascas con ascosporas. Se pueden apreciar
las ocho asclosporas y la doble pared del asca.

* -

Figura 4 E. Detalle de las ascosporas fusiformes con
la septa central.

Figura 4 D. Detalle de las ascosporas fusiformes con
la septa central.

Figura 4. Identificacién de Mycosphaerella sp.



384 M. A. ROMERO MARTIN, A. TRAPERO CASAS

dos, parcialmente inmersos y localizados
principalmente en la zona blanca-grisicea de
la lesién. En el medio PDA, no se pudo
determinar con exactitud la morfologia de
los picnidios, ya que estaban inmersos en el
estroma fingico. Al madurar el picnidio,
producia un exudado de color crema consti-
tuido por una masa de conidias (Fig. 3G).

Las conidias eran hialinas, filiformes,
con una curvatura variable, de 4pices redon-
deados y generalmente de 3-4 septas, aunque
también se observaron conidias con 1-6 sep-
tas, en ningln caso se observé contraccién
en la zona de la septa (Fig. 3B, 3C y 3D). La
longitud vari6 entre los 30-70 mm y su
anchura entre 1.2-3.7 mm, siendo los valores
medios de 48.0+10.2 mm para la longitud y
de 2.1+0.6 mm la anchura (Tabla 3).

Las caracteristicas de estas estructuras
asexuales corresponden a las descritas por
diversos autores (SUTTON, 1980; Arx 1987;
AGRIOS 1997) para el género Septoria Fr.
Con respecto a la especie, se trata de Septo-
ria unedonis Rob. in Desm., y podria clasifi-
carse como la variedad vellanensis Briosi et
Cavara, ya que hay correspondencia comple-
ta con el hongo Septoria unedonis var. vella-
nensis estudiado por Pennisi y Agosteo
(1995) en Calabria y Sicilia (Italia).

Identificacion especifica del teleomorfo

Las estructuras sexuales sélo se observa-
ron en las hojas caidas que llevaban un cier-
to tiempo en el suelo durante el invierno
(Fig. 4A). Los ascomas o pseudotecios se
localizaron solitarios en las zonas que rodea-
ban a las antiguas lesiones. La morfologia de
estos cuerpos tampoco se pudo determinar.
No obstante, se observaron estructuras esfé-
ricas, formadas por gruesas capas de células
(Fig. 4B).

Las ascas se caracterizaron por ser bitu-
nicadas, hialinas, alargadas y formando fas-
ciculos. El tamafio medio fue de 32-43 mm
de longitud y 6.2 mm de anchura (Fig. 4C).
En su interior se encontraban 8 ascosporas,
las cuales eran fusiformes, hialinas, bicelula-

res con la septa en el centro o muy préximo
a €l (Fig. 4D, 4E). Las dimensiones de las
ascosporas fueron de 9-11.5 mm de longitud
y de 1.6 mm de anchura en la zona media.

Las caracteristicas de las estructuras
sexuales han permitido identificar al ascomi-
ceto como una especie del género Mycosp-
haerella Johanson (SIVANESAN, 1984; CoR-
LETT y MCGREGOR, 1991; HANLIN, 1998). El
tamafio de las ascas y de las ascosporas se
encuentra dentro de las dimensiones dadas
por CORLETT ¥y MCGREGOR (1991) para
Mpycosphaerella unedonis Jaap., aunque las
ascas y ascosporas de los aislados estudiados
aqui son de menor tamafio y, por tanto, no se
puede afirmar que se trate de esa especie
pues no se pudo disponer de una descripcién
mds detallada de la misma.

La correspondencia entre anamorfo y
teleomorfo pudo establecerse debido a que
las colonias obtenidas en placas con el
medio de cultivo PDA, una vez realizada la
siembra individual de las ascosporas, se
correspondieron en todos los casos con la
especie S. unedonis var. vellanensis (SUT-
TON, 1980; ARX,1987).

Crecimiento in vitro de los aislados

Las colonias en PDA presentaban una
morfologia irregular y un crecimiento lento,
por lo que se eligié el valor del didmetro
medio a las 4 semanas para determinar la
tasa de crecimiento.

El intervalo de temperaturas para el cre-
cimiento de las colonias fue de 5 a 30 °C, con
un desarrollo mayor en la direccién vertical
que en la horizontal, formando masas de
cuerpos muy compactas, de color negro
entremezcladas con algo de micelio blanco
(Fig. 3F). A 15, 20, 25 y 30 °C, las colonias
adquirieron forma de ctipula, pues inicial-
mente agrietaban y rompian el medio nutriti-
vo PDA por debajo y alrededor de la colonia,
absorbiéndolo y formando una pequeiia
camara de aire debajo, produciéndose picni-
dios en esa zona. También se observé que
algunas colonias de los aislados AU3 y
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AUl1la a 20 °C llegaban a agrietarse cuando
adquirfan la forma de ciipula. La rotura del
PDA alrededor de la colonia daba lugar a un
crecimiento irregular, pues ésta sélo podia
desarrollarse por aquellas zonas en las que
permanecian unidas al medio de cultivo
(Fig. 3E).

Para la temperatura superior, 35 °C, se
obtuvieron pocos datos, pues el medio se
contaminaba ficilmente de bacterias y hon-
gos. Atlin asi, se pudo comprobar que las

colonias crecian, aunque muy escasamente
(entre 0.1-1 mm).

Después de evaluar varios modelos para
el ajuste de los datos, se eligi6 el que mejor
cumplia las condiciones de distribucién de
residuos, coeficiente de determinacién y sig-
nificacién de los coeficientes de regresién.
Para cada aislado se determiné la curva de
crecimiento a las distintas temperaturas
mediante el polinomio de tercer grado:

Y=aT2+bT3

Tabla 4. Ajuste polinémico del efecto de la temperatura sobre el crecimiento en PDA de aislados de Septoria
unedonis var. vellanensis

Coeficientes de regresi6n! Temperatura Didmetro
Aislado a b R2 éptima maximo
°C) (mm/mes)
AU2 0.1700 -0.0048 0.946 212 25.8
AU3 0.1435 -0.0041 0.883 21.0 213
AU7 0.1743 -0.0051 0.931 212 26.0
AU9 0.1441 -0.0041 0.895 20.9 21.5
AUll, 0.1585 -0.0046 0.916 213 22.5
AU11, 0.1674 -0.0048 0.908 205 254
AUI12 0.1519 -0.0043 0917 212 233
AU13, 0.2357 -0.0071 0.875 202 359
AU13, 0.2200 -0.0066 0.886 20.3 33.1
AUl4 0.1228 -0.0035 0.951 22.1 16.7
AUL5 0.1449 -0.0041 0.951 225 21.6
AU16 0.1581 -0.0045 0.942 21.5 235
AU17 0.1601 -0.0046 0.949 21.8 23.1
AUI8 0.1354 -0.0038 0.892 21.1 20.2
AUI9 0.1242 -0.0035 0.926 219 17.9
Global AU2 0.1335 -0.0039 0.932 21.9 224
AUA3 0.1049 -0.0031 0.946 235 18.4
AUA4 0.0981 -0.0029 0.991 22.8 17.5
AUAS 0.0962 -0.0027 0.982 26.3 16.4
AUAS 0.0778 -0.0022 0.975 24.8 14.8
Global AUA2 0.0938 -.0.0028 0.904 223 16.0
LSDg s 2.64 5.36

1 ay b se corresponden a los coeficientes del polinomio de tercer grado: Y=aT2+bT3. En el que Y representa el didme-
tro medio a las 4 semanas y T es la temperatura de crecimiento.
2 Ajustes globales para los 15 aislados masales (AU) y para los 4 aislados monoascospéricos (AUA).
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Figura 5 A, Crecimiento de 15 aislados masales de Seproria unedonis a diferentes temperaturas*

* Didmetro de las colonias en el medio PDA a las 4 semanas. Se representan los valores medios de cada aislado (pun-
tos) y la curva del ajuste global para los 15 aislados.
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Figura 5B. Crecimiento de 4 aislados monoascospéricos de Seproria unedonis a diferentes temperaturas™

* Diametro de las colonias en el medio PDA a las 4 semanas. Se representan los valores medios de cada aislado y la
curva del ajuste global para los 4 aislados.
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Figura 6A. Planta de madrofio inoculada con
S. unedonis.

Figura 6 B. Detalle de las manchas necrdticas de
color negro en plantas inoculadas.

Figura 6 C. Detalle de las manchas necréticas de
color negro en plantas inoculadas.

Figura 6 D. Hojas clordticas de plantas inoculadas.
Se puede observar que las manchas se encuentran dis-
tribuidas por todo el limbo foliar.

Figura 6. Sintomas en plantas de madrofio inoculadas con Seproria unedonis.

donde Y representa el didmetro medio a las
4 semanas, T es la temperatura de creci-
miento (°C) y a y b son los coeficientes de
regresion.

En la Tabla 4 se recogen los valores de
los pardmetros mds significativos del ajuste
realizado para los 15 aislados masales y los
4 aislados monoascospéricos. Estos ultimos
presentaron una menor tasa de crecimiento y
una temperatura éptima mayor que la mayo-
ria de los aislados masales. Por ello, los ajus-
tes globales se han realizado separando
ambos grupos de aislados. En la Fig. 5A se
representa la curva global del ajuste para los

15 aislados masales, incluyendo el didmetro
medios de las colonias, mientras que la Fig.
5B se representa el mismo ajuste para los
aislados monoascosporicos.

Patogenicidad de los aislados

En la primera inoculacién sobre plantas
de vivero, no se observaron sintomas hasta
diciembre de 1998 (Fig. 6A). Estos consisti-
an en pequefios puntitos rojos distribuidos
por toda la superficie foliar. Cuando la infec-
cion avanzd, las manchas no superaban los
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Tabla 5. Severidad media de las infecciones en
pléntulas de madroiio inoculadas con aislados de
Septoria unedonis var. vellanensis 2

Inoculacién
Aislado I I

AU1 3.5 0.5c*
AU5 4.2 20b
AU7 4.5 -
AU9 4.7 -
AU11 4.5 -
AU12 - -
AU14 - 1.7 bc
AU16 - 0.7 be
AU17 - 35a
AUI19 - 1.6 be

a Los valores son la media de 4 repeticiones de cada
aislado en la inoculacién I 'y de 5 repeticiones en la ino-
culacién IL

* Las medias seguidas de una letra comiin no difirieron
significativamente entre si segin el test LSD protegido
de Fisher para P=0.05 (Steel y Torrie, 1985).

- Combinaciones experimentales no ensayadas.

4 mm de didmetro y eran muy numerosas
(Fig. 6B, 6C). Antes de que su centro se tor-
nara blanco-grisdceo, las manchas eran total-
mente negras rodeadas de un halo rojizo. En
enero-febrero de 1999, pricticamente todas
las hojas estaban atacadas en mayor o menor
medida. Las hojas mds atacadas y mds viejas
se volvieron amarillas y cayeron (Fig. 6D).
La defoliacién coincidi6 con la formacion de
nuevos brotes de primavera, dando lugar a
plantas con brotes que presentaban hojas de
mayor tamafio por debajo de las cuales habia
una falta total de hojas.

En cuanto a la segunda inoculacién,
durante el tiempo en el que las plantas per-
manecieron en la cdmara climatica, no mos-
traron sintomas. Estos aparecieron cuando
las plantas llevaban cuatro meses en el
umbriculo. Las lesiones que se observaron
en las hojas eran las tipicas de S. unedonis
var. vellanensis, descritas anteriormente.

En la Tabla 5 se recoge la severidad de los
sintomas observados en las plantas inocula-

das. Una vez evaluada la severidad en las
plantas inoculadas, se procedié a realizar el
aislamiento de las manchas observadas en las
hojas. En los dos ensayos se volvid aislar con-
sistentemente S. unedonis var. vellanensis .

Las hojas sueltas inoculadas no desarro-
llaron ninglin tipo de mancha. Al final del
ensayo, habia hojas que se encontraban en
perfecto estado y habian producido un callo
en el pediinculo.

DISCUSION

La mancha negra es una necrosis foliar
ampliamente distribuida en los madrofios de
Andalucia, lo que se corresponde con la
amplia distribucién de la enfermedad en la
cuenca del Mediterrdneo (UNAMUNO, 1941;
DiAz et al., 1987; PENNISI y AGOSTEO, 1995)
y en Norteamérica (FARR et al., 1989). En
todos los lugares prospectados, asi como en
varios viveros forestales, se pudieron obser-
var plantas severamente afectadas por la
enfermedad. Los ejemplares afectados no
presentan una distribucién homogénea en
campo, esto puede ser atribuido a la diferen-
cia de susceptibilidad entre plantas que pre-
sentaban las madrofieras. La elevada inci-
dencia y severidad de la enfermedad podria
estar relacionada con las intensas lluvias de
otofio-invierno durante el periodo 1995-98,
ya que la lluvia es el principal medio de dise-
minacién del inéculo de los hongos causan-
tes de necrosis foliares (AGRIOS, 1997). Esta
circunstancia ha quedado puesta de mani-
fiesto por la elevada incidencia que presenta-
ron este tipo de enfermedades durante dicho
periodo en Andalucia, tanto en especies
forestales (GUTIERREZ, 1999; TRAPERO et al.,
1999, Varo, 1999), como en cultivos agrico-
las (TRAPERO et al., 1998).

Las manchas negras s6lo se observaban
en las hojas de los madrofios, mientras que
otras especies acompaiiantes, como encinas,
alcornoques, jaras y otros matorrales, no
mostraban este tipo de sintoma. Esto es debi-
do a la posible especificidad de huésped que
muestran las especies del género Septoria,
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aunque esta especificidad todavia no ha sido
bien estudiada (SUTTON, 1980).

En cuanto a las lesiones observadas en
pedinculos, flores y frutos, no se aislé S.
unedonis ni ningln otro organismo en los
aislamientos realizados de estas partes de la
planta. Tampoco se han descrito lesiones de
este tipo en madrofio (PENNISI ¥ AGOSTEO,
1995). Atn asi, no se descarta que las man-
chas en flores y frutos sean causadas por S.
unedonis, ya que para algunas especies de
Septoria se han descrito manchas de color
pardo oscuro en dichos tejidos (AGRIOS,
1997). La dificultad para el aislamiento de
Septoria de los tejidos afectados, debido al
lento crecimiento del patégeno en PDA, asi
como la abundante presencia en los tejidos
florales de saprotrofos de crecimiento rdpido
como especies de Alternaria, Aureobasi-
dium, Cladosporium, etc, podrian haber con-
tribuido a esta falta de aislamiento del paté-
geno en dichos tejidos. En cualquier caso, el
porcentaje de aislamiento de Septoria a par-
tir de las lesiones foliares nunca superé el
42%, obteniéndose los mayores valores
cuando los aislamientos se realizaban en
invierno, lo que coincidié también con un
menor aislamiento de hongos saprotrofos de
crecimiento rdpido.

Las caracteristicas distintivas de la man-
cha negra descritas sobre las hojas de
madrofio, as{ como las estructuras fingicas
asociadas a las lesiones necréticas, identifi-
cadas como picnidios, y las observaciones
macro y microscépicas de las colonias obte-
nidas a partir de los aislamientos de las lesio-
nes, nos ha permitido identificar al agente
causal como Septoria unedonis Rob. in
Desm. (PENNISI y AGOSTEO, 1995), especie
mitospérica descrita por primera vez en
1847 (MOORE, 1959) y que parece especifica
del madrofio (PIRONE, 1970; WESTCOTT,
1971). En los diferentes aislados obtenidos,
se observaron diferencias significativas en
cuanto a longitud y anchura de las conidias
aunque los aislados de una misma zona pre-
sentaban dimensiones similares. La presen-
cia de multiseptas transversales en las coni-
dias, de nimero variable segin aislados, y

las dimensiones medias de las mismas, se
corresponden con la variedad vellanensis
descrita por primera vez en 1892 en Vellano
(Italia) por Briosi y Cavara (PENNISI y AGOS-
TEO, 1995) y, posteriormente, en el suroeste
espafiol (DIAZ et al., 1987) y en los madro-
fios de Calabria y Sicilia (PENNISI y AGOS-
TEO, 1995).

En las hojas procedentes de las muestras
de campo, también se observaron unas man-
chas necréticas anulares sin que se encontra-
ran estructuras asociadas, al realizarse obser-
vaciones de las mismas al microscopio
estereoscdpico, ni se aislara ninglin organis-
mo. Estas manchas anulares se detectaron en
varias zonas de las sierras de Cérdoba y
Jaén. La unica referencia que se tiene de
unas manchas similares a éstas en madroiio
procede del Sur de Italia (RAGOZZINO et al.,
1995) y se trata de lesiones causadas por un
posible virus de transmisién por injerto,
todavia no identificado.

As{ mismo, en plantulas de madrofio que
se encontraban en un vivero de la Escuela
Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos
y de Montes de Cérdoba, se detectaron lesio-
nes foliares ligeramente distintas a las obser-
vadas en campo. Aunque, inicialmente estas
manchas eran pequefias y rojizas, al avanzar
la enfermedad, el tejido afectado se necrosa-
ba y adquiria un color marrén oscuro por el
centro, diferencidndose en esto de la mancha
causada por S. unedonis. En este caso, el
patégeno fue identificado como Pestalop-
tiopsis sp. (ROMERO, 2000)

Las hojas de madrofio que permanecian
en el suelo sin descomponerse durante el
invierno, mostraban en las antiguas lesiones
estructuras fingicas correspondientes a un
ascomiceto. Por la morfologia de las ascas y
de las ascosporas que se observaron en los
ascomas (pseudotecios), este hongo se iden-
tific6 como una especie de Mycosphaerella
sp., uno de los géneros identificado como
teleomorfo del género Septoria (SUTTON,
1980; HANLIN, 1998). La relacién anamorfo-
teleomorfo se pudo establecer al llevarse a
cabo la descarga de las ascosporas a partir de
los pseudotecios formados en las hojas cai-
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das al suelo. Una vez sembradas las ascos-
poras en el medio PDA, se obtuvieron colo-
nias monoascospdricas que se identificaron
como Septoria unedonis var. vellanensis
(PENNISI y AGOSTEO, 1995).

La identificacién especifica del hongo no
pudo completarse, ya que las caracteristicas
del holomorfo (teleomorfo + anamorfo)
observadas en nuestro estudio no se corres-
ponden con las de ninguna especie conocida.
En madrofio, se han descrito dos especies del
género Mycosphaerella. Una de ellas, identi-
ficada como M. unedonis (CORLETT Yy
MCGREGOR, 1991), presenta ascas y ascos-
poras de mayor tamafio. La otra especie se
identific6 como Sphaerella (= Mycosphaere-
lla) maculiformis, a pesar de haberse encon-
trado asociada con Septoria unedonis en
hojas de madrofio (UNAMUNO, 1941). Esta
segunda especie presenta también ascospo-
ras de mayor tamafio y su anamorfo no se
corresponde con especies de Seproria.

También se encontraron similitudes con
especies de Mycosphaerella descritas en
otros huéspedes (SIVANESAN, 1984), concre-
tamente con M. pyri y M. coptis. Las dife-
rencias que mostraban estas dos especies
respecto a la observada en madrofio era que
la primera presentaba ascosporas de menor
tamaiio, mientras que la otra, al considerar el
autor el tamafio de las conidias del estado
anamoérfico de la especie, resultaban ser tam-
bién conidias de menor tamafio. Por ello, y
ante la falta de una revisién taxonémica del
género Septoria y sus teleomorfos ( SUTTON,
1980; SIVANESAN, 1984; ARX, 1987), no se
ha podido llegar a una identificacién especi-
fica del teleomorfo determinado en nuestro
estudio.

El crecimiento de los aislados de S. une-
donis en el medio PDA mostré diferencias
significativas entre ellos. Las diferencias
mds relevantes correspondian al aislado de
mayor crecimiento (AU13), frente a los de
menor crecimiento (AU14 y AU19). Los 4
aislados monoascospéricos presentaron un
menor crecimiento relativo, similar al AU 14,
el cual fue obtenido de la misma planta de
donde procedian los monoascospéricos. El

resto de los aislados mostraron diferencias
de crecimiento menos marcadas entre ellos,
lo que indica la gran variabilidad que pre-
senta la especie indistintamente del lugar de
procedencia de los aislados. Ademads, todos
los aislados presentaron un patrén de creci-
miento similar, por lo que se pudo ajustar el
mismo modelo matemadtico y representar la
variacién de didmetro de las colonias con la
temperatura. El amplio intervalo de la tem-
peratura de crecimiento (5-30 °C), junto a la
temperatura 6ptima (20-22.2 °C), indican
una buena adaptacién de la especie S. une-
donis a las condiciones ambientales en las
que crece el madrofio; sobre todo, durante
los periodos de lluvia en que tienen lugar las
infecciones.

Los ensayos de patogenicidad de S. une-
donis se realizaron sobre plantas con buen
estado de vigor y en condiciones ambienta-
les favorables para su crecimiento. En los
dos ensayos de patogenicidad realizados, se
reprodujeron los sintomas caracteristicos de
la enfermedad. El posterior reaislamiento de
S. unedonis de los tejidos afectados de las
plantas inoculadas, permitié confirmar la efi-
cacia del hongo como patégeno de madrofio,
como ya indicaban las observaciones de
campo. Cabe destacar el largo periodo que
transcurria desde la realizacién de las inocu-
laciones hasta que se manifestaban los pri-
meros sintomas.

La fecha en la que se obtuvieron las pri-
meras colonias de S. unedonis, como la
época en la que se observé la mayor severi-
dad de la enfermedad en campo y la apari-
cién de los sintomas en las plantas inocula-
das, ademds de la temperatura Gptima de
crecimiento del hongo, nos hace pensar que
esta especie flingica pueda tener periodos de
latencia prolongados en espera de condicio-
nes mds favorables para el desarrollo de la
enfermedad.

Este trabajo constituye la primera des-
cripcién de S. unedonis como patégeno de A.
unedo en Espafia, ademds supone la primera
conexidn con su teleomorfo, una especie del
género Mycosphaerella, que no ha podido
ser identificada especificamente.
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ABSTRACT

ROMERO-MARTIN, M.A., A. TRAPERO CASAS. 2003. Leaf spot of strawberry tree
(Arbutus unedo) caused by Septoria unedonis var. Vellanensis. Bol. San. Veg. Plagas, 29:
375-392.

A necrotic leaf spot disease has been severely affecting strawberry tree (Arbutus
unedo L.) in Andalucia, southerm Spain, during 1996-1999. Therefore, the aim of the
present work was to characterize this disease and its causal agent. Field surveys carried
out in five forest areas showed that necrotic leaf spot was widely distributed causing
heavy defoliation in severely affected strawberry trees. A total of 19 isolates of a fungus
were consistently obtained from the necrotic tissues. Morphological characterization of
these isolates led us to identify the fungus as Septoria unedonis Rob. et Desm. var.
vellanensis Briosi et Cavara, a mitosporic fungus first reported causing leaf spot on
strawberry tree in Italy. Fungal isolates grew well at 5-30°C, with the optimum
temperature at 21 °C. The sexual stage of the fungus, identified as Mycosphaerella sp.,
was found on the fallen leaves under field conditions during the winter. Ascospores
discharged from the affected tissues produced colonies of S. unedonis var. vellanensis,
confirming the relationship between both fungal stages. Artificial inoculations of
strawberry tree seedlings with several isolates of S. unedonis var. vellanensis

demonstrated the pathogenicity of this fungus on strawberry tree.

Key words: Arbutus unedo, Septoria unedonis var. vellanensis, Mycosphaerella,

strawberry tree.
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