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Agentes flingicos presentes en plantaciones de nisperos (Eriobotrya
Japonica Lindl.) con sintomas de decaimiento en la provincia de
Alicante

E. GONZALEZ-DOMINGUEZ, A. PEREZ-SIERRA, L. A. ALVAREZ, M. LEON, P. ABAD-CAMPOS, J.
ARMENGOL, J. GARCIA-JIMENEZ

Espaiia es el primer pais productor de nispero japonés (Eryobotrya japonica Lindl.)
del drea mediterrdnea y el segundo pais productor a nivel mundial después de China. En
los tdltimos afos se viene detectando un problema creciente caracterizado por el decai-
miento y muerte de drboles. El problema afecta tanto a nuevas plantaciones como a las
ya establecidas. Los objetivos del presente trabajo fueron tipificar la sintomatologia de
la afeccién y determinar los agentes fiingicos presentes en plantaciones de nisperos. Para
ello se prospectaron un total de 31 parcelas situadas en el término municipal de Callosa
d’En Sarria (Alicante). Mediante estas observaciones se caracterizo el sindrome, consis-
tente en: clorosis y marchitez de hojas junto con la defoliacién del drbol y seca de ramas,
con formacion de chancros en la base del tronco y pudricién de raices con posible pre-
sencia de micelio en ambos casos. Ocasionalmente, se produjeron exudaciones gomosas
en el tronco. La muerte de arboles ocurrié de forma lenta en drboles de mayor edad o
rapidamente en plantones jovenes. Se llevé a cabo la identificacion tanto morfolégica
como molecular de los agentes fiingicos presentes. En las parcelas afectadas se detecta-
ron: Armillaria mellea, Rosellinia necatrix, Phytophthora nicotianae, P. citrophthora, P.
cambivora, P. cactorum'y P. cryptogea. La especie predominante fue A. mellea (40,6%
de las parcelas muestreadas) seguida de R. necatrix (34,4%) y Phytophthora spp.
(18,7%). En mds de la mitad de las parcelas (59,4%) se aisl6 un tnico patégeno.
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INTRODUCCION

Espaia es el primer pais productor de nis-
pero japonés (Eriobotrya japonica Lindl.)
del drea mediterrdnea y el segundo pais pro-
ductor a nivel mundial después de China
(CALABRESE, 2006). La provincia de Alican-
te concentra el 45% de la superficie total y
un 60% de la produccion (MAPA, 2007).
Esta produccién se centra en la comarca de
La Marina Baixa en los valles de los rios
Algar y Guadalest, con pueblos como Callo-

sa d’En Sarria, Polop o Altea que han desa-
rrollado el cultivo en los dltimos 30 afios,
consiguiendo altas producciones debido a su
alto grado de tecnificacién (CALABRESE,
2006). El cultivar “Algerie” y sus mutacio-
nes suponen alrededor del 98% de la pro-
duccion total de nispero en esta zona (SOLER
et al.2007).

Desde hace diez afios se viene observan-
do en el término municipal de Callosa d’En
Sarria un problema grave de decaimiento
progresivo y muerte de arboles de nispero.
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Las pérdidas medias anuales estimadas debi-
das a este sindrome se calculan en unas 900
t y un millén de euros (E. SOLER, comunica-
cién personal).

El decaimiento progresivo de arboles fruta-
les puede estar asociado a los hongos del
suelo Armillaria mellea, Rosellinia necatrix o
Phytophthora spp. La formacién de chancros
en la base del tronco junto con la presencia de
un micelio blanco-cremoso bajo su corteza
son sintomas asociados a la infeccién causada
por A. mellea (MORRISON et al., 1991; Rizzo
et al., 1998; AGUIN-CASAL, 2001; PEREZ-SIE-
RRA, 2003; BAUMGARTNER, 2004). La pudri-
cién de raices, junto con la presencia de un
micelio blanco algodonoso sobre la superficie
de éstas, son sintomas de la colonizacién por
R. necatrix (SZTEINBERG et al., 1987; SZTEIN-
BERG y MADAR, 1980; MARTUN y KRAUSS,
2005; PEREZ-JIMENEZ, 2006; Beltran-Paredes,
2006). La formacién de chancros descrita pre-
viamente, pero en ausencia de micelio, se ha
referenciado como un sintoma de la presencia
de Phytophthora spp. (MATHERON et al. 1988;
ALVAREZ et al., 2006). En la zona radicular, la
pudricién de raices sin formacién de micelio
visible es otro de los sintomas descritos para
Phytophthora spp. (SANCHEZ-HERNANDEZ et
al., 2001).

Figura 1. Mapa de localizacién del termino municipal
de Callosa d’En Sarria en la provincia de Alicante.

En las dltimas décadas se han citado
varios de estos patégenos asociados a podre-
dumbre de raices, decaimiento y muerte de
arboles de nispero: R. necatrix (SZTEINBERG
y MADAR, 1980; LIN y DuaN, 1988), y dife-
rentes especies de Phytophthora como P.
cactorum (FRISULLO et al., 1997), P. parasi-
tica (CHERN et al., 1998), P. palmivora
(CHERN et al., 1998) e hibridos naturales de
P. parasitica'y P. cactorum (MAN IN ‘T VELD,
2001; ARAGON-CABALLERO et al., 2006). En
Espaiia, estos patdgenos son frecuentes afec-
tando a arboles frutales pero, hasta la fecha,
no han sido descritos en plantaciones de nis-
pero.

Con el presente estudio se propuso carac-
terizar el sindrome de esta afeccién e identi-
ficar los agentes fiingicos presentes en plan-
taciones de nisperos.

MATERIAL Y METODOS

Prospeccion de parcelas y toma de
muestras

Entre los afios 2004 y 2007 se prospecta-
ron un total de 31 parcelas de nispero (Cua-
dro 1) situadas en el termino municipal de
Callosa d’En Sarria (provincia de Alicante)
(Figura 1). En cada una de las parcelas se
examinaron todos los drboles afectados, se
anot6 su sintomatologia y se tomaron foto-
graffas. Se tomaron muestras de chancros de
tronco, raices gruesas, raicillas y suelo de la
rizosfera de al menos tres drboles afectados
por parcela, aumentando el nimero en el
caso de que éstos presentaran diferente sin-
tomatologfa. En cada drbol afectado, para la
toma de muestra de suelo, se sigui6 el
siguiente proceso: se tomd suelo de cuatro
puntos alrededor del tronco (100 g aproxi-
madamente cada una), a una profundidad de
10-20 cm. Estas cuatro muestras se mezcla-
ron, procesdndose 100 g para la deteccion de
Phytophthora spp.

Procesado de muestras

Los tejidos afectados se desinfectaron en
un bafo de hipoclorito sédico (1,5% de cloro
activo) durante 1 minuto seguido de dos
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bafios con agua estéril y se sembraron en
medio PDAS (39 g de patata-dextrosa-agar;
0,5 g de sulfato de estreptomicina; 1 litro de
agua destilada) y medio Russell modificado
(10 g de extracto de malta; 15 g de agar; 0,05
g de penicilina; 0,4 g de tiabendazol; 0,05 g
de sulfato de estreptomicina; 0,025 g de
polymyxina B sulfato; 1 litro de agua desti-
lada) (RUSSELL, 1956; PEREZ-SIERRA, 2003).
En el caso de tejidos afectados en los que se
sospechaba la posible presencia de oomice-
tos, las muestras se sumergieron en un bafio
de alcohol al 70 % durante 1 minuto seguido
de dos banos de agua estéril y se sembraron
en medio selectivo para oomicetos PARBH
(17 g de harina de maiz-agar; 0,4 g de pima-
ricina; 0,125 g de ampicilina; 0,01g de
rifampicina; 0,02 g de benomilo; 0,069g de
himexazol; 1 litro de agua destilada) (JEF-
FERS y MARTIN, 1986). Los medios de culti-
vo se esterilizaron en autoclave a 121 °C
durante 20 minutos. Las placas de aislamien-
tos se incubaron en estufa a 25 °C en oscuri-
dad durante 2-3 dfas. De las colonias resul-
tantes se extrajeron puntas hifales que se
repicaron a medio PDA para su posterior
identificacion.

Ademas, se realizaron camaras himedas
con fragmentos de material vegetal proce-
dentes de la base del tronco o de raices de
mayor grosor, las cuales se incubaron a 25
°C durante una semana.

Para las muestras de suelo se utilizaron
manzanas verdes de las variedades Granny
Smith o Golden Delicious como trampa
vegetal y se procesaron mediante la técnica
de Hendrix y Campbell (1970). En las man-
zanas se realizaron cuatro huecos con la
ayuda de un sacabocados (I cm de didme-
tro), se rellenaron con suelo, se saturaron
con agua destilada estéril y se sellaron con
cinta adhesiva transparente. Las manzanas se
incubaron a 25° C durante 3-4 dias hasta la
apariciéon de lesiones firmes y de color
marrén sobre la pulpa. Las manzanas se cor-
taron por la mitad y se realizaron aislamien-
tos tomando porciones del limite de Ia
lesion, que se sembraron en medio PARBH.
De las colonias resultantes se extrajeron

puntas hifales las cuales se repicaron a
medio PDA para su posterior identificacion.

Identificacion de Rosellinia

La identificaciéon morfoldgica de los ais-
lados de Rosellinia se hizo a partir de los cul-
tivos puros, comprobandose bajo el micros-
copio la presencia de los hinchamientos hifa-
les caracteristicos de la especie R. necatrix.

La identificacién molecular se llevé a
cabo a partir de ADN gendémico del micelio
obtenido con el kit comercial EZNA Plant
DNA Miniprep (Omega). Mediante la técni-
ca PCR se amplific6 la regién ITS (Espacia-
dores Transcritos Internos) del ADN riboso-
mico con los cebadores especificos R2 (5°-
CAA AAC CCA TGT GAA CAT ACCA-3")
y R8 (§-CCG AGG TCA ACC TTT GGT
ATA G-37) (SCHENA et al., 2002). Se utilizé
el kit comercial MBL Taq DNA Polimerasa
(Dominion). En cada reaccién se utilizé una
unidad de Taq, dNTPs a una concentracién
de 800 uM, MgCL, a una concentracién de
2,5 mM y los cebadores a una concentracién
de 0,4 uM, todo ello en el tampén de reac-
cion suministrado por el proveedor. De cada
aislado se utiliz6 1 pl de ADN genémico. La
reaccién de PCR se llevé a cabo en un ter-
mociclador programable (PTC 200, MJ
Research), con un programa especifico para
el caso de R. nmecatrix consistente en 35
ciclos de 30 seg 2 95° C, 30 sega 50°Cy 1
min a 72° C, seguidos de 10 min a 72° C de
extension final de los iniciadores (SCHENA et
al., 2002).

Los productos de la amplificacién se
sometieron a electroforesis en un gel de aga-
rosa al 1,5%, se tifieron con bromuro de eti-
dio y se observaron en un transiluminador de
luz ultravioleta.

Identificacion de Armillaria

Inicialmente se realizé una identificacién
morfoldgica a partir de las caracteristicas de
crecimiento de su micelio y la formacion de
rizormorfos que permitieron encuadrar los
aislados dentro del género Armillaria.

Para la identificaciéon morfoldgica tradi-
cional de los aislados se realizé un estudio
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Figura 2. Sintomas de decaimiento general del arbol:
amarilleo, seca de hojas y defoliacion.

de compatibilidad somatica, enfrentando 9
aislados de Armillaria spp. procedentes de
distintos drboles de nispero con los aislados
haploides de referencia de cada una de las
siguientes especies del género Armillaria: A.
cepistipes, A. gallica, A. mellea, A. ostoyae y
A. tabescens. La confrontacién se realiz6 en
placas de MEA al 2% (20 g de extracto de
malta; 20 g de agar; 1 litro de agua destila-
da). Para ello, se colocaron dos discos de 3
mm de didmetro, uno de la especie de Armi-
llaria a identificar y el otro del aislado
haploide de referencia, separados entre si 3
mm. Se realizaron 2 repeticiones por enfren-
tamiento y se mantuvieron en oscuridad a 24
°C durante 60 dias. La identificacién de los
aislados se confirmé mediante la diploidiza-
cion de los aislados de referencia, manifesta-
da en el aspecto de la colonia, que pasé de
tener un aspecto algodonoso a costroso.

La identificacion molecular de los aislados
de Armillaria se realiz6 utilizando la técnica
PCR-RFLP. El proceso de extracciéon del
ADN fue similar al descrito para Rosellinia.
En este caso la PCR amplificé la regién IGS
(Espaciador Intergénico) del ADN ribosémi-
co con los cebadores especificos LR12R (57-
CTG AAC GCC TCT AAG TCA GAA-3")y
O-1 (5"-AGT CCT ATG GCC GTG GAT-3")
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Figura 3. Produccién abundante de frutos de pequefio
tamafio que no llegan a desarrollarse.

(Veldman et al., 1981; Duchesne y Anderson,
1990). Las condiciones para la PCR fueron
las siguientes: 35 ciclos de 60 seg a 60° C, 120
seg a 72 °C y 60 seg a 95°C, seguidos de 10
min a 72° C de extension final de los inicia-
dores. La digestiéon del producto de PCR
amplificado se llevo a cabo afiadiendo 0,5 pl
del enzima de restriccion Alul (Roche Diag-
nostics), e incubdndolo a 37° C durante 1
hora. Los fragmentos digeridos por el enzima
se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 2,4%.

Identificacion de Phytophthora spp.

Se llevé a cabo a partir de sus caracteris-
ticas morfolégicas, fisiolégicas y culturales
utilizando como referencia las claves de
ERWIN y RIBEIRO (1996). A partir de obser-
vaciones microscépicas del micelio, se
observo la presencia de estructuras sexuales
para confirmar su naturaleza homotdlica o
heterotélica. Para la observacién de estruc-
turas asexuales, a partir del margen de la
colonia de cada aislado crecido en medio
agar jugoV8 (200 ml de zumo V8; 2 g de
CaCOs;; 15 g de agar; 800 ml de agua desti-
lada), se extrajeron discos colonizados, que
se colocaron en placas Petri con solucién de
extracto de suelo estéril. Tras 3 6 4 dias de



Figura 4. Seca de ramas y muerte del arbol.

incubacién a 24 °C y fotoperiodo de 12
horas de luz, se observaron las caracteristi-
cas de los esporangios y otras estructuras
asexuales inducidas.

En los aislados no homotdlicos se indujo la
produccién de estructuras sexuales mediante
el método de los cultivos duales (ERWIN y
RIBEIRO, 1996). En una placa Petri contenien-
do medio agar jugo V8 se colocé un disco
colonizado con el aislado a identificar y a 3
cm de éste, un disco colonizado con el aisla-
do de referencia de los grupos de apareamien-
to Al 6 A2. Los aislados de referencia CBS-
308.62 y CBS-307.62, pertenecientes a los
grupos de apareamiento Al y A2 respectiva-
mente, de P. cryptogea Pethbridge & Lafferty
se utilizaron en los apareamientos. Como con-
troles se cruzaron ambos aislados de referen-
cia. Las placas se incubaron de 1 a 4 semanas
en estufa a 24 °C y en oscuridad. Aislados que
produjeron gametos sexuales con el aislado
de referencia A1 se consideraron como A2, y
los aislados que los formaron con el A2 se
consideraron como Al.

La caracterizaciéon molecular de los ais-
lados del género Phytophthora se llevé a
cabo mediante la secuenciacion de la region
ITS. La metodologia seguida para la extrac-
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Figura 5. Sintomas sobre el tronco: formacion de

chancros en los que se observa placas de micelio bajo
la corteza.

ciéon del ADN fue idéntica a la descrita
anteriormente. En este caso, los cebadores
utilizados en la reacciéon de PCR fueron
ITS4 e ITS6 (White et al., 1990; Cooke et
al., 2000). Las condiciones para la PCR
fueron las siguientes: 35 ciclos de 1 min a
95°C, 1 min a 55°Cy 1 min a 72 °C, segui-
dos de 10 min a 72° C de extension final de
los iniciadores.

La purificacién de los fragmentos ampli-
ficados por PCR se realiz6 con el “kit” “high
pure PCR product purification” (Roche),
siguiendo las instrucciones sugeridas por el
proveedor. Los fragmentos purificados fue-
ron secuenciados, utilizando los cebadores
ITS4 e ITS6 y el “kit” ABI PRISM, que uti-
liza terminadores marcados y como enzima
se utiliz6 la Amplitaq ADN polimerasa (Per-
kin Elmer). La secuenciacién se realizd con
el secuenciador automdtico ABI 373 ADN
sequencer por el Servicio de Secuenciacién
del ADN del IBMCP (Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas) de la Uni-
versidad Politécnica de Valencia.
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Figura 6. Placa de micelio bajo la corteza de la raiz
afectada.

RESULTADOS

Sintomatologia

Los primeros sintomas de decaimiento
observados en los nisperos afectados fueron
el amarilleo y la marchitez de las hojas, que
posteriormente cafan causando la defolia-
cion del arbol (Figura 2). En muchos casos
esta defoliacién se produjo en tramos largos
de las ramas, apareciendo penachos de hojas
al final de éstas. En general, se observo pér-
dida de vigor y seca de ramas. En algunos
casos, en arboles que presentaban un estado
avanzado de la enfermedad, se produjo una
fuerte fructificacidn, no llegando los frutos a
completar su desarrollo y queddndose con
un tamafo pequefio (Figura 3). Todos estos
sintomas aumentaban en intensidad con el
tiempo y los drboles finalmente morian
(Figura 4).

En la base del tronco de bastantes arboles
se observé un descortezamiento y la produc-
cién de chancros, los cuales podian exten-
derse a lo largo del tronco y base de las
ramas (Figura 5). En muchos casos, al des-
prenderse la corteza, se observd debajo de
ésta la presencia de placas de micelio de
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Figura 7. Micelio algodonoso sobre raices con
sintomas de pudricion.

color blanco o crema, las cuales se extendian
en forma de abanico.

Al desenterrar las raices, éstas presenta-
ron pudriciones y, en algunos casos, aparecio
micelio visible el cual podia encontrarse
bajo la corteza en forma de placas (Figura 6)
o sobre la superficie de la raiz, con textura
algodonosa (Figura 7).

Durante las prospecciones también se
observé la muerte de plantones jovenes,
plantados en zonas en las que previamente
habfan muerto arboles con los sintomas de
decaimiento descritos (Figura 8).

Identificacion de los aislados de Rose-
llinia

La especie de Rosellinia que se aislo con-
sistentemente de los drboles afectados fue R.
necatrix. Se identificaron 27 aislados proce-
dentes de 11 parcelas distintas (Cuadro 1).
Todos los aislados mostraron un crecimiento
sobre medio de cultivo PDA y cdmara htime-
da caracteristico de R. mecatrix: abundante
produccién de micelio blanco y algodonoso
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Cuadro 1. Parcelas prospectadas y deteccion de R. necatrix, A. mellea 'y Phytophthora spp. en las mismas.
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Phytophthora spp.
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+/-: indica la presencia o ausencia de cada una de las especies fungicas en las parcelas de nispero prospectadas

(Figura 9), con crecimiento rapido que, trans-
curridos unos dfas, adquirfa una coloracién
oscura. En observaciones al microscopio, se
observaban los hinchamientos piriformes
junto a los tabiques hifales caracteristicos de
esta especie (Figura 10). La electroforesis de
los productos de amplificacion mostré en

todos los aislados una banda especifica para R.

necatrix de 493 pb.

Identificacion de los aislados de Armi-

llaria

En el caso de Armillaria se identificaron
23 aislados procedentes de 13 parcelas dis-
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tintas (Cuadro 1). Sobre medio de cultivo
PDA estos aislados mostraron un patrén de
crecimiento lento, con la formacién de un
micelio costroso, el desarrollo de rizomorfos
y un progresivo oscurecimiento del medio de
cultivo (Figura 11).

Todos los aislados procedentes de nispero
fueron compatibles con el aislado haploide
de referencia de A. mellea, adoptando este
ultimo un aspecto costroso (Figura 12a), por
lo que los aislados fueron identificados
como A. mellea. Ademas, la confrontacion
de todos los aislados procedentes del nispero
con el resto de especies fue incompatible,
manteniendo los aislados haploides un
aspecto algodonoso (Figura 12b).

El estudio molecular de los aislados
mediante PCR-RFLP con el enzima de restric-
cién Alul, dio como resultado las bandas de
restriccion especificas para A. mellea. Diez de
los aislados: AR-8, AR-9, AR-99, AR-104,
AR-105, AR-106, AR-107, AR-108, AR-109
y AR-110 mostraron tres bandas por encima
de 100 pb (320, 180 y 155 pb), por lo que se
identificaron como A. mellea de patrén 2. El
resto de los aislados mostraron dos bandas por
encima de 100 pb (320 y 180 pb), que identi-
ficaron a la especie como A. mellea de patrén
1 (Pérez-Sierra et al., 1999).

Figura 8. Planton con sintomas de defoliacién y
marchitez junto a drboles sintomdticos y tocén de un
arbol muerto.

Identificacion de los aislados de Phy-
tophthora spp.

A partir de las prospecciones realizadas,
se obtuvieron un total de 25 aislados de Phy-
tophthora procedentes de 6 parcelas (Cuadro
1). Sobre la base de las caracteristicas mor-
foldgicas y fisiolégicas de cada aislado se
identificaron 5 especies: P. cactorum, P.
cambivora, P. citrophthora, P. cryptogea, y
P. nicotianae. Los aislados de P. cactorum 'y
P. cambivora procedian de aislamientos de
material vegetal, mientras que los de P.
citrophthora, P. cryptogea y P. nicotianae
procedian de aislamientos de suelo utilizan-
do manzanas como trampa vegetal.

Las caracteristicas a partir de las cuales
se identificaron estas especies se muestran
la Cuadro 2. Los esporangios de P. nicotia-
nae, P. citrophthora 'y P. cactorum se carac-
terizaron por ser papilados, mientras que
los de P. cambivora y P. cryptogea fueron
no papilados. En el caso de P. citrophthora,
un 20% de los esporangios observados fue-
ron bipapilados. Los aislados pertenecien-
tes a P. cactorum se mostraron caducos
(Figura 13), el pedicelo era corto prome-
diando 4,3 um de longitud. Hubo una
amplia variabilidad en la forma y el tamafio
de los esporangios de las diferentes espe-
cies. Sélo los aislados de P. nicotianae pre-
sentaron clamidosporas, con un di-metro
medio de 30,7 mm. Por otra parte, tanto los
aislados de P. cambivora como los de P.

Figura 9. Raices en cdmara himeda con abundante
micelio de R. necatrix.
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Figura 10. Hinchamientos hifales caracteristicos de R.
necatrix.

cryptogea se caracterizaron por formar hin-
chamientos hifales con distintas formas
(Figura 14).

Con respecto a las estructuras sexuales,
los aislados de P. cambivora, P. cryptogea 'y
P, nicotianae fueron heterotalicos, los de P.
citrophthora fueron estériles y los de P. cac-
torum homotalicos (Figura 15). Las especies
P. cambivora, P. cryptogea, y P. nicotianae

Figura 11. Micelio y rizomorfos de A. mellea sobre
medio de cultivo PDA.

presentaron anteridios anfigenos. Las oospo-
ras de P. cambivora y P. cryptogea fueron
plerdticas mientras que P. nicotianae las pre-
sentd aplerdticas. P. cactorum present6 ante-
ridios paraginos con oosporas plerdticas.
Excepto P. cambivora, que presentd 0ospo-
ras de superficie ornamentada (Figura 16),
las demads especies de Phytophthora presen-
taron oosporas de superficie lisa.

Figura 12 (a'y b). Reaccién de compatibilidad mostrada en la confrontacién del aislado haploide de referencia de A.
mellea con el aislado de A .mellea de nispero (a). Reaccion de incompatibilidad mostrada en la confrontacion del
aislado haploide de referencia de A. tabescens con el aislado de A .mellea de nispero (b)



6 ningtn
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Figura 13. Esporangio caduco perteneciente a la
especie P. cactorum
Se observaron diferencias en el patrén de
crecimiento de las colonias en placa de
medio de cultivo PDA entre las distintas
Figura 14. Hinchamientos hifales de P. cambivora.

miento tipo estelado, con micelio superficial;
P. cactorum desarroll6 un micelio superficial

pulverulento; P. cambivora no sigui
miento de P. cryptogea fue de tipo petaloide

y P. nicotianae desarrollé una colonia esto-

lonifera (ERWIN y RIBEIRO, 1996).

especies. P. citrophthora presentd un creci-
patrén especifico de crecimiento; el creci-

3
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Figura 15. Oospora de P. cactorum.

Del ADN extraido y mediante la técnica
de PCR se amplificé la region ITS una tnica
banda entre 800 y 900 pb en cada aislado.
Estos productos de PCR purificados fueron
secuenciados. Las secuencias ITS de los ais-
lados se compararon con las secuencias
depositadas en la base de datos GenBank
mediante el programa BLAST del NCBI
(Nacional Center of Biotechnology Informa-
tion, USA). Los resultados mostraron una
semejanza del 100% entre los aislados de P.
nicotianae, P. citrophthora, P. cactorum'y P.
cambivora y las accesiones correspondientes
a estas especies incluidas en la base de datos.
En el caso de los aislados de P. cryptogea, la
concordancia fue del 99%.

Frecuencia y distribucion de los paté-
genos

La frecuencia con que se detecté cada uno
de los patdgenos de forma aislada y conjun-
ta en las parcelas aparece en la Cuadro 3. El
patégeno que se aislé con mayor frecuencia
fue A. mellea representando un 40,6% del
total, mientras que R. necatrix 'y Phytophtho-
ra spp. representaron un 34,4% y un 18,7%
respectivamente. En 8 de las parcelas pros-
pectadas no se aisl6 ningtin patégeno, lo que
representa un 25% del total. Del total de par-
celas muestreadas, mas de la mitad (59,4%)

Figura 16. Oospora de superficie ornamentada de P.
cambivora.

s6lo tenfan uno de los tres patdgenos estu-
diados, mientras que en el 15,5% de las par-
celas prospectadas se aislaron dos o tres
patdgenos diferentes.

DISCUSION

En el presente estudio se han caracteriza-
do los sintomas del decaimiento del nispe-
ro: clorosis, defoliacion, seca de ramas, for-
macion de chancros en la base del tronco,
pudricién de raices con presencia o ausen-
cia de micelio y marchitez. La muerte de
arboles ocurri6 de forma lenta en arboles de
mayor edad o rdpidamente en plantones
jovenes.

En el tronco, raices y/o suelo de los arbo-
les afectados se detectaron los hongos del
suelo Rosellinia necatrix, Armillaria
mellea y Phytophthora spp., que son pato-
genos frecuentes en cultivos lefiosos. La
identificacién de estos patégenos se realizo
morfolégicamente y se utilizaron las técni-
cas moleculares para confirmar esta identi-
ficacion.

En el caso de R. necatrix, los aislados
desarrollaron los hinchamientos hifales
caracteristicos de la especie (PEREZ-JIMENEZ,
2006) y se confirmé molecularmente por el
tamafio del producto de PCR obtenido que
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Cuadro 3. Distribuciéon de R. necatrix, A. mellea y Phytophthora spp. en las parcelas afectadas.

Total %
Parcelas s6lo con R. necatrix 7 21,9
Parcelas s6lo con A. mellea 9 28,1
Parcelas sélo con Phytophthora spp. 3 9.4
Parcelas con R. necatrix y A. mellea 2 6,2
Parcelas con R. necatrix 'y Phytophthora spp. 1 3,1
Parcelas con A. mellea y Phytophthora spp. 1 3,1
Parcelas con R. necatrix, A. mellea 'y Phytophthora spp. 1 3,1
Total de parcelas con R. necatrix 11 34,4
Total de parcelas con A. mellea 13 40,6
Total de parcelas con Phytophthora spp. 18,7
Parcelas donde no se ha aislado ningtin patégeno 25

coincidié con el descrito por SCHENA et al.
(2002) como especifico para R. necatrix.

A. mellea mostr6 un patrén de crecimien-
to en medio de cultivo similar al descrito por
Pérez-Sierra (2003) y la identificacién mole-
cular de los aislados mediante la técnica
PCR con los cebadores 0-1 y LRI2R y su
posterior digestion con el enzima Alul iden-
tificé a todos los aislados como A. mellea,
tanto de patrén 1 como de patrén 2 descritos
por PEREZ-SIERRA et al. (1999). Esta varia-
cién intraespecifica fue también observada
por Coetzee et al. (2000) tras la observacién
de diferencias morfolégicas, culturales y
moleculares. Por otra parte, los estudios de
confrontacién de los aislados con las cepas
haploides de cinco especies de Armillaria
confirmaron la identificacién de éstos como
A. mellea, al ser capaz de diploidizar tnica-
mente el micelio de esta especie (GUILLAU-
MIN et al., 1991).

En el caso de Phytophthora, se identifica-
ron cinco especies distintas: P. nicotianae, P.
citrophthora, P. cambivora, P. cactorum'y P.
cryptogea. En todos los casos, las caracteris-
ticas de los esporangios de los aislados en
cuanto a caducidad, papilacién, forma y
medidas coincidieron con las descritas por
ERWIN y RIBEIRO (1996) para cada una de las
especies. Lo mismo ocurrié con el patrén de
crecimiento del micelio, la presencia y
dimensiones de las clamidosporas y con el
caracter homotdlico o heterotdlico de las

especies, asi como con el tamafio de las oos-
poras. Finalmente, el estudio molecular de
los aislados de cada especie mostr6 una alta
concordancia entre la secuencia de ADN de
éstos y las incluidas en la base de datos Gen-
Bank. Estudios previos realizados por FriSu-
LLO et al., (1997) en Italia, CHERN et al.
(1998) y MAN IN "T VELD (2001) en Taiwén,
y por ARAGON-CABALLERO et al. (2006) en
Peru, encontraron aislados de Phytophthora
spp. asociados al decaimiento del nispero.
FRISULLO et al., (1997) identificaron estos
aislados como P. cactorum, CHERN et al.
(1998) los identificaron como P. nicotianae,
mientras que MAN IN “T VELD (2001) y ARA-
GON-CABALLERO et al. (2006), tras el estudio
de sus caracteristicas morfolégicas y el ana-
lisis de la secuencia ITS, los identificaron
como un hibrido interespecifico de P. nico-
tianae y P. cactorum. En nuestro caso, se
lograron identificar tres especies de Phy-
tophthora que no habian sido anteriormente
citadas en nispero: P. citrophthora, P. cambi-
vora y P. cryptogea. Ademads, al contrario
que los aislados de MAN IN "1 VELD (2001) y
ARAGON-CABALLERO et al. (2006), las carac-
teristicas de los aislados de P. nicotianae y P.
cactorum se correspondian con las descritas
por ERWIN y RIBEIRO (1996), para estas espe-
cies, no tratindose por tanto, de hibridos
interespecificos.

El estudio de la frecuencia y distribucion
de los patégenos en las diferentes parcelas
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mostré que la especie predominante fue A.
mellea, seguida de R. necatrix, y finalmente
Phytophthora spp. La menor frecuencia de
estos oomicetos puede deberse a las dificul-
tades para el aislamiento de Phytophthora
tanto de material vegetal como de suelo,
muy influenciado por aspectos como la tem-
peratura, las fluctuaciones estacionales o el
ciclo biolégico del cultivo. De un 25% de las
parcelas muestreadas no se consiguié aislar
ningtn hongo. Este hecho puede ser debido
a la dificultad para aislar los patégenos des-
critos. En otros casos la observacién de unos
sintomas generales de decaimiento puede no
estar asociada a la presencia de patdégenos en
el suelo, sino a problemas ambientales o de
manejo. La deteccién de un tnico patégeno
ocurrié en un 59,4% del total de parcelas,
mientras que en Unicamente el 15,5% se
encontraron dos o tres patdgenos a la vez. La
baja incidencia de parcelas con deteccién
simultdnea de dos o tres especies flngicas

ABSTRACT

sugiere que un mismo sintoma aéreo de
decaimiento general del drbol podria estar
asociado a la presencia en el suelo de dife-
rentes patégenos: A. mellea, R. necatrix o
Phytophthora spp., siendo necesario ver
otros sintomas en raices o base del tronco a
parte del decaimiento.

Serian necesarios futuros estudios de
patogenicidad de cada una de estas especies
en nispero a fin de determinar qué papel
juega cada uno de estos patégenos en el
desarrollo del sindrome de decaimiento del
nispero.
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GONZALEZ-DOMINGUEZ, E., A. PEREZ-SIERRA, L. A. ALVAREZ, M. LEON, P. ABAD-
CAMPOS, J. ARMENGOL, J. GARCIA-JIMENEZ. 2009. Fungal agents detected in loquat
(Eriobotrya japonica Lindl.) orchards showing decline symptoms in Alicante province.

Bol. San. Veg. Plagas, 35: 453-467.

Spain is the first producer of loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) in the Mediterranean
area and the second world’s producer after China. In the last years has been detected an
increasing problem characterized by the decline and death of the trees, affecting both new
orchards and older ones. The objective of this study was to typify the symptomatology of
the disease and determine the causal agents. For this, 31 loquat orchards were surveyed
in the area of Callosa d’En Sarria (Alicante province). Through these observations the
syndrome of the disease was characterized as: chlorosis and wilting of leaves joined to
the defoliation of the tree and dry of the branches. It was also observed the presence of
canker in the base of the trunk and root rot, both sometimes covered by mycelium. Occa-
sionally, gum exudations were produced in the trunk. The death of the trees occurs slow-
ly in older trees or quickly in young ones. The causal agents were identified by morpho-
logical and molecular techniques. From the affected orchards the following soilborne
fungi were detected: Armillaria mellea, Rosellinia necatrix, Phytophthora nicotianae, P.
citrophthora, P. cambivora, P. cactorum and P. cryptogea. The main species was A. mel-
lea (40.6% of the sampled orchards) followed by R. necatrix (34.4%) and Phytophthora
spp. (18.7%). In more than half of the surveyed orchards (59.4%) only one pathogen was

isolated.

Key words: Armillaria, Phytophthora, Rosellinia, soil-borne fungi.
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