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La traqueomicosis de Diplodia sp. sobre Quercus sp.

M. C. MUNOZ LOPEZ, P. COBOS SUAREZ y G. MARTINEZ SAAVEDRA

Diplodia sp. se viene aislando en Espaina desde 1979, asociado con la seca de ra-
mas y ramillos de Quercus sp. En el presente trabajo, se estudian los sintomas de cam-
po y caracteres de identificacién en laboratorio. Asimismo, se comprueba mediante
test en condiciones experimentales su comportamiento patégeno.
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INTRODUCCION

La primera observacion de este hongo en
Espana, asociado a las especies de Quercus,
se obtuvo en 1978, tras el andlisis de mues-
tras de encina procedentes de Santa Barba-
ra (Huelva) (RUPEREZ y MUNOZ, 1980).
En los aios siguientes se fue confirmando
su presencia con la deteccién de nuevos fo-
cos, de los que reseniamos los siguientes: En
1982, Las Herencias (Toledo); Boadilla del
Monte (Madrid); Retuerta del Bullaque
(Ciudad Real); El Pardo (Madrid); El Ca-
sar de Talamanca (Guadalajara). En 1983,
Los Yébenes (Toledo). Entre 1984 y 1985,
se obtuvieron numerosos registros en diver-
sas provincias espanolas. Pricticamente en
todas aquellas muestras de ramillos secos
recolectados.

Estas primeras observaciones, se obtu-
vieron sobre Quercus ilex L., junto con la
identificacion de otras especies fiingicas, de
comportamiento desconocido, aunque pro-
bablemente saprofitico o en todo caso si-
nérgico con el anterior (MUNOZ y RU-
PEREZ, 1987).

Problemas de interpretacién taxondémica,
no han permitido en todos los casos asignar
con seguridad la especie del género que
preponderantemente estd actuando. El gé-
nero Diplodia, y su teleomorfo Botryos-
phaeria, son muy polifagos, afectando a nu-
merosas especies vegetales. Los caracteres
de identificacion de algunas especies son
confusos, porque las biometrias de las es-
tructuras reproductoras descritas por dife-
rentes autores, a veces son coincidentes, y
légicamente van a depender del sustrato de
andlisis o del medio de cultivo agarizado
empleado en el laboratorio para su aisla-
miento, que en muchos casos no esta es-
pecificado.

En los trabajos mas antiguos, se descri-
ben dos especies muy préximas: Diplodia
quercus Fuckel y Diplodia quercina Wes-
tendrop. (ROLAND, 1945; BOYCE, 1961,
GOIDANICH, 1964; LANIER et al., 1976).
Por otra parte, el género ha tenido una si-
nonimia muy empleada, Sphaeropsis, debi-
do al aspecto que presentan sus conidios in-
maduros.
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La asociacion de Diplodia con las espe-
cies de Quercus se sigue confirmando en los
ultimos afios. Destacamos aqui las referen-
cias mas interesantes. Asi, HECTH-POINAR
et al. (1981) aislan en California sobre
Quercus agrifolia Née a Diplodia quercina
West. comprobando su patogenia en inocu-
laciones sobre robles sanos. Otra cita espo-
radica se debe a KOWALSKI (1983). CROG-
HAN y ROBBINS (1986) consideran que
Botryodiplodia gallae es el causante de can-
cros y «dieback» de ramas en diversas es-
pecies de robles en Michigan (USA). Ulti-
mamente, Diplodia mutila Fr. y su teleo-
morfo Botryosphaeria stevensii Shoem. es la
especie que se aisla con mdis frecuencia,
existiendo citas sobre Quercus petraea en
Hungria (VAINA, 1986), sobre Quercus
cerris y Quercus robur en Italia (RAGAZZI
y MESTURINO, 1987) y sobre Quercus suber
en Cataluia (LUQUE y GIRBAL, 1989). Por
otra parte, la presencia de especies de este
hongo, también es resefiada recientemente
por los especialistas europeos, como asocia-
das a la problematica conocida por «decai-
miento de los robles» (Oak decline)
(EPPO, 1990).

En la actualidad, podemos decir que en
Espana, Diplodia sigue siendo el hongo que
mds frecuentemente se aisla en pies afecta-
dos de Q. ilex y Q. suber, existiendo tam-
bién datos sobre Q. faginea.

Durante 1989, se realizé una prospeccion
exhaustiva de los alcornocales de las pro-
vincias de Badajoz, Caceres, Cadiz, Ciudad
Real, Cérdoba, Gerona, Huelva, Jaén, Ma-
laga y Sevilla. El objetivo de este estudio
fue conocer la micoflora general de esta es-
pecie. Con mucho, la frecuencia de aisla-
miento de Diplodia fue superior a la de
cualquier otro hongo, incluido Hypoxylon
mediterraneum (MUNOZ y COBOS, 1989 no
publicado).

El presente trabajo, se ha orientado fun-
damentalmente hacia el estudio de la capa-
cidad patogénica del hongo, mediante la
inoculacién de distintas cepas sobre plantas
sanas.

Igualmente, se describen aspectos sinto-
matolégicos de campo y de identificacion
en laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Andlisis directo del material vegetal

La observacién al binocular de ramillos,
ramas y frutos, facilita la localizacién de los
cuerpos de fructificacién del hongo (Figs. 1
y 2). Preparaciones microscépicas monta-
das en azul algodén al lactofenol, permite
su identificacién taxonémica.

Aislamiento

Secciones de ramillos, ramas o frutos, sin
desinfeccién previa, sembradas en medio
PDA e incubadas a temperatura ambiente
bajo luz fluorescente continua, permite la
obtencién de colonias del hongo en pocos
dias (Fig. 3).

Inoculaciones

Encinas de una y dos savias, procedentes
del vivero «El Serranillo» (Guadalajara), y
originarias de bellota recogida en Horche,
fueron inoculadas con cultivo joven del
hongo, segin tres procedimientos.

Inoculacion del peciolo

En 6 plantas de 1 savia y 6 de 2 savias,
mds 2 plantas utilizadas como testigos, se
practicé una incisién sobre 3 peciolos por
planta, con un bisturi desinfectado. Sobre
ésta, se dispuso en cada caso, una unidad
de inéculo, constituida por una pastilla de
agar con micelio joven de 6 mm de didme-
tro, y una pastilla de agar estéril, de las mis-
mas caracteristicas se situé en la incisién
practicada a los testigos. Se asegurd el con-
tacto del inéculo mediante una cinta de
parafilm.

Inoculacion del tallo

En 6 plantas de 1 savia y 6 de 2 savias,
mas los correspondientes testigos, se prac-
ticé una incision en el tallo, mediante el le-
vantamiento parcial del cortex con un bis-
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Fig. 1.—Observaci6n a la lupa de picnidios de
Diplodia presentes en ramas afectadas.

turf desinfectado. En contacto con el xile-
ma, 'se depositdé una unidad de inéculo
como la anteriormente descrita, y agar es-
téril en €] caso de los testigos. Posterior-
mente, se sujetd el indculo con la propia
corteza levantada y una cinta adhesiva de
parafilm.

Inyeccién de una suspension de propdgulos

La unidad de indculo, en este caso se
considerd tras triturar una placa de Petri de

Fig. 3.—Aislamiento de colonias de Diplodia en
PDA a partir de material vegetal.

Fig. 2.—Observacién a la lupa de pseudotecios de
Botryosphaeria presentes en ramas afectadas.

80 mm de didmetro en 200 cc de agua des-
tilada. 20 cc de esta suspensién se inyecta-
ron en 2 puntos del tallo de cada encina,
distanciados entre si aproximadamente
45 mm. Un total de 6 encinas de 1 savia y
6 de 2 savias fueron inoculadas de esta for-
ma. Los testigos se inyectaron con 20 cc de
agua destilada estéril.

Las plantas, regadas periédicamente,
fueron situadas en condiciones de tempera-
tura y fotoperiodo controlado. La tempera-
tura minima del ensayo se situ6 en 6°C y
la médxima a 20 °C. Siendo las medias 15 °C.
Fotoperiodo de 2000-3000 LUX, 16 h/dia.

Los reaislamientos del hongo, y el estu-
dio de su movilidad en las plantas a partir
del punto de inéculo, se realizé6 mediante
la siembra en PDA de secciones correlati-
vas del total del tallo o por siembra directa
de hojas con peciolo inoculado.

RESULTADOS
Aspectos sintomatoldgicos

La presencia de Diplodia esta constante-
mente asociada a la siguiente sintomato-
logia:

«Seca» de ramillos y ramas distales,
acompaiada de una fuerte defoliacién, que



644 M.? C. MUNOZ LOPEZ, P. COBOS SUAREZ Y G. MARTINEZ SAAVEDRA

en algunos pies es total (Fig. 4). Las hojas
' acusan la interrupcién del movimiento de
savia, y adquieren tipicamente una tonali-
dad pajiza o atabacada general (Figs. 5 y
6). Como consecuencia de estas necrosis fo-
liares, el 4rbol va perdiendo mas o menos
rdpidamente su follaje. El resultado final,
es la aparicién de ramillos puntisecos segin
un efecto cldsico de «dieback» (Fig. 7). No
obstante, se observan variaciones en estos
sintomas, tanto en la coloracién como en el
tiempo de defoliacién. Asi, no es infrecuen-
te, encontrar drboles cuyas hojas permane-
cen muertas pero prendidas durante un
cierto tiempo, o bien éstas, presentan colo-
raciones mds bien rojizas. Este aspecto,
puede confundirse con la conocida sintoma-
tologia que presentan los ataques del bu-
préstido Coroebus florentinus Herbst. y que
es consecuencia del anillamiento de las ra-
mas que producen sus galerias larvarias.

Fig. 4 —Defoliacién total.

Fig. 5.—Atabacamiento de hojas.
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Las ramas y ramillos afectados por Di-
plodia, presentan resquebrajaduras cortica-
les y zonas deprimidas constituyendo can-
cros de distinto tamafio. El leio se obscu-
rece O aparece con estriaciones, y es fre-
cuente que bajo las dreas muertas, se pro-
duzca una proliferacién de chupones o ra-
millos adventicies nuevos, de escasa viabi-
lidad, que no tardan en secarse igualmente.

La observacién detallada de estas dreas
permite distinguir incluso macroscépica-
mente y con un poco de experiencia, los
cuerpos de fructificacion.

Localizacién y zonas de aislamiento
Ramillos y ramas

En los anilisis efectuados a finales de in-
vierno, es frecuente detectar los cuerpos de
fructificacién del teleomorfo Botryosphae-

Fig. 6.—Generalizacién de los dafios.
Fig. 7—«Dieback».
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Fig. 8.—Cuerpo de fructificacién de Botryosphaeria.

ria. Esto indica que el hongo pasa el invier-
no en el estado sexual. Los cuerpos de fruc-
tificacién sexuados, son pseudotecios de co-
lor negro y suelen presentarse agrupados.
Su aspecto externo es rugoso y de 2-3 mm
de didmetro (Fig. 8). En el momento de la
esporulacién, el ostiolo se cubre con una
gota mucosa de color blanco-amarillento
(Fig. 9). Las ascosporas son tipicamente
unicelulares, ovoides, hialinas o débilmen-
te coloreadas, y presentan un ligero ensan-
chamiento en una de sus paredes (Fig. 10).

El anamorfo puede observarse en prima-

Fig. 10.—Ascosporas.

Fig. 9.—Gota mucilaginosa sobre el ostiolo de
Botryosphaeria.

vera, verano y otoifio. Los picnidios del
hongo (Fig. 11) aparecen en solitario o mds
frecuentemente en grupos numerosos sobre
las dreas infectadas y las resquebrajaduras
(Fig. 1). Los conidios inmaduros son ovoi-
des, hialinos y unicelulares (tipo Sphaerop-
sis). En el mismo cuerpo de fructificacién
pueden encontrarse distintos estados de
madurez segiin la siguiente secuencia: va-
riacion de la coloracién hacia el amarillen-
to o dorado; aparicién de un tabique me-
diano; obscurecimiento del conidio en la
madurez (Figs. 12, 13 y 14).

Fig. 11.—Picnidio de Diplodia al microscopio.
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Tronco

La presencia de los cuerpos de fructifica-
cién anteriormente descritos, se constata
también en los troncos, apareciendo sub-
corticales y en las fendas que se producen
en la corteza.

Con frecuencia, se observa en los pies
afectados una exudacién méds o menos
abundante de savia coloreada, que deja
manchas ferruginosas sobre la corteza. Su
origen puede ser una respuesta del arbol a
los ataques flingicos. No obstante, por el
momento no se ha demostrado que Diplo-
dia sea la causa estricta de esta manifesta-
cion, puesto que también se presenta en al-
cornoques afectados por Hypoxylon medi-
terraneum o por otros hongos de pudricion
de la subdivision Basidiomycotina. Si se ha
comprobado en los anilisis microscépicos
de estos exudados la presencia de conidios
de Diplodia dispersos.

Frutos

En recientes andlisis se han detectado
picnidios sobre bellotas (Figs. 15 y 16).
Este aspecto resulta de gran interés, si pen-
samos en la incidencia que el hongo pueda
tener en la produccién de fruto viable. Ex-
ternamente, estos cuerpos de fructificacién
muestran una predisposicion a manifestar-
se en el dpice del fruto, es decir en la zona
correspondiente con la formacién y emer-
gencia de la radicula (Fig. 17). Alrededor
del borde de la cipula también son frecuen-
tes las agrupaciones de picnidios (Fig. 18).

Externamente, las bellotas afectadas pre-
sentan sintomas de enanismo, y decolora-
ciones rojizas mas o menos delimitadas. In-
ternamente los cotiledones presentan po-
dredumbres secas y una invasién total por
el micelio fungico (Fig. 19).

Cultivos
Sobre PDA, sélo se han obtenido cuer-

pos de fructificacién asexuales. El micelio
del hongo se desarrolla con rapidez rodean-

Fig. 12.—Emisi6n de conidios.

Fig. 13.—Conidios en diferente estado de madurez.

Fig. 14.—Conidio maduro y conidio en formacién.
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Fig. 15.—Fruto afectado de un ramillo seco.
Fig. 16.—Bellotas afectadas.
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do las secciones de planta enfermas. Inicial-
mente, es de color blanco y aéreo (Fig. 20).
Paulatinamente, va adoptando una colora-
cién ligeramente verdosa (Fig. 21), al tiem-
po que se forman acumulaciones algodono-
sas, mas o menos esféricas de micelio blan-
co (Fig. 22). Estos puntos serdn el origen
de los picnidios, los cuales, a medida que
se van formando (Fig. 23) determinaran el
aspecto final negruzco y costriforme que
presenta la colonia como consecuencia del
desarrollo del estroma fingico y el elevado
nimero de picnidios que cubren la placa
(Fig. 24).

Los resultados de los estudios realizados
sobre el comportamiento térmico del hon-
go in vitro, indican su euritermia y una cier-
ta termotolerancia, desarrollando micelio
dentro de un amplio rango de temperatu-
ras. A la temperatura minima considerada
(5 °C) el crecimiento es escaso. El punto
cardinal maximo se sitia a los 35 °C. Los
40 °C determinan el cese de desarrollo, no
obstante, esta temperatura no es letal,
puesto que la colonia reinicia su crecimien-
to cuando las placas se disponen sobre ban-
cada de laboratorio a temperatura ambien-
te. Los 6ptimos se han obtenido a 25-30 °C,
segln las cepas estudiadas.

Inoculaciones

A los 15 dias del inicio del ensayo, se re-
gistraron los primeros sintomas en las plan-
tas de 2 afios inoculados por incision del pe-
ciolo. Algunas hojas se habian desprendi-
do, y otras se encontraban ligeramente
prendidas. En todos los casos los peciolos
estaban necréticos, progresando esta alte-
racién por el nervio central de la hoja
(Fig. 25). El anilisis de estas zonas sobre
medio agarizado determind el reaislamien-
to del hongo.

Fig. 17.—Apice del fruto con picnidios de Diplodia.

Fig. 18.—Borde de la cipula con cuerpos de
fructificacion.

Fig. 19.—Corte de bellota. Se observa la afectacién
de los cotiledones.
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Fig. 20.—Aspecto inicial de la colonia.

Fig. 21.—Variacién de la coloracién. Tonalidad
olivicea.

En este mismo periodo, las plantas ino-
culadas por el método de incisién en tallo,
no presentaban ningin sintoma en hojas,
sin embargo, se observé la decoloracién
pardo-rojiza de los tejidos corticales y del
xilema en las zonas de contacto del in6culo
(Fig. 26). No obstante, no se procedi6 al
reaislamiento del hongo en estos momen-
tos, decidiendo esperar la evolucion del en-
sayo y la aparicién de otro tipo de sinto-
mas, particularmente en hojas, si el hongo
actuaba vascularmente.

En esta primera lectura, los ensayos rea-
lizados por inyeccién de in6culo, no presen-
taron ningin sintoma evidente de altera-
cion.

La segunda lectura, se realizé al mes de
la iniciacién de los ensayos. Durante este
tiempo, los sintomas observados de forma
general en las plantas inoculadas, y no pre-
sentes en los testigos, se tradujeron en una
pérdida paulatina de hojas, todavia verdes,
o parcialmente atabacadas, aunque este 1l-
timo sintoma, que se observa frecuente-
mente en campo, no es muy manifiesto en
los ensayos de laboratorio. La pérdida de
follaje es particularmente evidente en las

Fig. 22.—Acumulaci6n del micelio. Inicio de la
formacién de los picnidios.

Fig. 23.—Picnidios formados en medio de cultivo,
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inoculaciones efectuadas en el tallo, tanto
por incisién como por inyeccién. Ningin
cambio se observé en las plantas inocula-
das en el peciolo.

A partir de este momento, se registré una
evolucién muy lenta en las plantas inocula-
das. Como hechos mds caracteristicos de
esta fase, hay que mencionar la aparicién
de rebrotes nuevos compuestos por hojas
de tamaiio grande, que no obstante perdian
turgencia hasta desecarse y el avance de la
defoliacién de las hojas primarias.

A los cuatro meses del ensayo, se deci-
di6 realizar la iltima lectura, mediante el
analisis total de las plantas inoculadas so-
bre PDA. Para ello se seccionaron los ta-
llos, y se numeraron estas porciones con el
fin de estimar la movilidad del hongo a par-
tir de los puntos de inoculacién. Observa-
ciones al binocular y al microscopio permi-
tieron detectar el avance subcortical del mi-

Fig. 25.—Necrosis del nervio central de la hoja por
inoculacién en peciolo.

Fig. 24.—Aspecto costriforme final de las colonias de
Diplodia.

Fig. 26.—Necrosis en tallo provocada por la
inoculacién.
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celio de una seccién a otra y la colonizacién
interior de los vasos (Figs. 27 y 28). Los re-
sultados obtenidos figuran en los cuadros
siguientes:

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en los test de
patogenia, indican que las cepas de Diplo-
dia aisladas de encinas y alcornoques tienen
un comportamiento patégeno en condicio-
nes experimentales. El reaislamiento del
hongo en las secciones practicadas a las
plantas, situadas en posicion anterior y/o
posterior a los puntos de indculo confirma
la capacidad del hongo para progresar en
los tejidos del hospedante. Esta moviliza-
cién, supone al menos un avance minimo
del micelio de 4 cm durante los 4 meses de
duracién del ensayo.

Por otra parte, la sintomatologia obser-
vada en las plantas de ensayo, conlleva una
pérdida gradual de hojas. Estas hojas pre-

Fig. 27.—Avance subcortical del micelio y formaci6n
de agrupaciones fructiferas.

sentan clorosis a partir del segundo mes de
experimentacién y en la mayoria de los ca-
sos, manchas necréticas, principalmente en
la base del limbo, pero que no llegan a ex-
tenderse totalmente antes de caer. Esta si-
tuacién no coincide plenamente con el ata-

Fig. 28.—Colonizacién de los vasos del xilema por el micelio.
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ENSAYO N.° 1: INOCULACION EN PECIOLO
Cuadro 1.—Plantas de 1 savia
Planta n.° S-1 S-2 S-3 S4 S-5 S-6 S.7 S-8 S-9
1 — Ph D* D D* D/Ph Ph D* Ph
2 — —_ Ph D* Ph D* D D* D
3 Ph Ph D* Ph D* D D/Ph Ph s
4 S S Ph D* D D */Ph Ph D* D
5 Ph D* D/Ph D* D D D */Ph  D/Ph Ph
6 — — D* D/Ph D* D D* D/Ph Ph
T-1 — s s+ s/Ph s+/Ph s s s+ s
T-2 — — s+ s s+ s/Ph s/Ph s+ s
S: Secciones; * Seccién que incluye el punto de in6culo; + Seccién de herida en Testigo; D: Diplodia; Ph: Phoma; s: sa-
profitos; — ningiin aislamiento.
Cuadro 2.—Plantas de 2 savias
Planta n.®° S-1 S22 S3 sS4 S-5 S-6 S-7 S-8 S-9 S-10 s-11 S-12 S-13
1 Ph Ph D* Ph s s s D* D Ph D* D s
2 Ph D* Ph Ph D* D/Ph Ph D* D/Ph Ph s — _
3 s Ph D* D Ph Ph D* D/Ph Ph D* D* D* S
4 Ph D* Ph s s s S s s D* D D* D
5 s Ph D* D/Ph Ph Ph D * D/Ph Ph/s s D* D Di/s
6 Ph Ph D* Ph Ph Ph D* D D* D D/Ph s S
T-1 Ph Ph Ph Ph+ Ph Ph+ Ph Ph+ Ph s s s s
T-2 Ph/s PW s+ Ph/s Ph/ s+ Ph/s Ph/s s+ s s s — — —

S: Secciones; * Seccién que incluye el punto de inéculo; + Seccién de herida en Testigo; D: Diplodia; Ph: Phoma; s: sa-
profitos; — ningtn aislamiento.

ENSAYO N.° 2: INOCULACION POR INCISION EN TALLO

Cuadro 3.—Plantas de 1 savia

Plantan.®  S-1 s-2 s-3 sS4 s-s S-6 s-7 S8 S-9
1 — D* D Ph Ph s S 3

2 D D* D/Ph Ph Ph s S s

3 D D D* D D/Ph Ph s — —

4 — D* D D/Ph Ph Ph S — —

5 — — — D* D D/Ph Ph s —

6 s D D D* D D/Ph S s s
T-1 — — Ph Ph++ s s s — —
T-2 s s Ph++ S S — — — —

S: Secciones; * Seccién que incluye el punto de in6culo; + Seccién de herida en Testigo; D: Diplodia; Ph: Phoma; s: sa-
profitos; — ningin aislamiento.
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Cuadro 4.—Plantas de 2 savias

Planta n.° S-1 S-2 S-3 S-4 S-5 S-6 S-7 S-8 S99 S-10 S-11 S-12 S-13
1 s s s D* D Ph Ph Ph Ph s 3 s s

2 s s D D* D Ph Ph Ph Ph Ph s — —

3 S s D* D Ph Ph Ph Ph s s s — —

4 s s S s D* D s s — — — — —_

5 D D* D Ph s s s s s s — — —_

6 s s s D* D Ph Ph s s s — — -
T-1 — Ph Ph Ph+ s S s — — — — — —
T-2 — — — —+ Ph Ph — —_ — — — —_ —

S: Secciones; * Secci6n que incluye el punto de inéculo; + Seccién de herida en Testigo; D: Diplodia; Ph: Phoma; s: sa-
profitos; — ningiin aislamiento.

ENSAYO N.° 3: INOCULACION POR INYECCION EN TALLO

Cuadro 5.—Plantas de 1 savia

Planta n.° S-1 S-2 S-3 S-4 S-5 S-6 S-7 S-8 S-9
1 — s D* D D* D D/Ph D/Ph —
2 — — D* D D* D s S —

3 — — D* D D* D D s

4 s s D* D D* D D/Ph s
S S s D* D D* D — — —

6 s S D* D — D* D s
T-1 — — Ph+ Ph s — — — —
T-2 — — —+ Ph s — — — —

S: Secciones; * Secci6n que incluye el punto de inéculo; + Seccién de herida en Testigo; D: Diplodia; Ph: Phoma; s: sa-
profitos; — ningin aislamiento.

Cuadro 6.—Plantas de 2 savias

Planta n.° S-1 S-2 S-3 S4 S-5 S-6 S-7 S-8 S-9 S-10 S-11 S-12 S-13
1 s s s D* D* D D D D/Ph  Ph s — —
2 — s s Ph D* D D D* D D s s —
3 S s D D — D D D s s — — —
4 s s Ph D* D D D* D s — — s —
5 ** s D D D* D D D D D* D D s s
6 Ph D D* D Ph s s D* D D s — —
T-1 — — P+ — — —+ s s s — — s —
T-2 — — Ph+ — — —+ s s — — — — —

S: Secciones; * Seccién que incluye el punto de in6culo; + Secci6n de herida en Testigo; D: Diplodia; Ph: Phoma; s: sa-
profitos; — ningiin aislamiento; ** planta muerta al finalizar el ensayo.
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bacamiento generalizado que a menudo se
observa en campo. Es probable que los
efectos de la exposicion de las hojas ya afec-
tadas a temperaturas altas en condiciones
naturales, incidan en estas diferencias.

En los andlisis también se ha detectado
con cierta frecuencia colonias de Phoma sp.
Este hongo, en principio se considera se-
cundario, debido a su presencia mucho méas
abundante en las plantas testigos, las cua-
les, por el contrario no muestran ninguna
sintomatologia anormal.

Tanto las secciones del tallo inicialmente
en contacto con el indéculo fingico, como
las préoximas invadidas por el micelio con
posterioridad, muestran sintomas internos
de necrosis.

Por otra parte, se han iniciado unos es-
tudios conducentes al conocimiento del
comportamiento enzimatico de Diplodia y
su implicacién en el proceso de patogénesis.

El estudio de la capacidad enzimatica tie-
ne gran interés para completar o matizar la
informacién que se obtiene en los ensayos
de inoculacién, que al ser realizados en con-
diciones de maxima ventaja para los mi-
croorganismos inoculados, puede a veces
no corresponderse plenamente con las si-
tuaciones de campo, donde otros factores
de dificil reproduccién en laboratorio, tan-
to de indole abiético como biético, contri-
buyen mediante sus interrelaciones, a mo-
dificar y/o restaurar los equilibrios.

Los hongos fitopatégenos, poseen entre
otras caracteristicas, una que es muy impor-
tante porque les permite la colonizacién del
hospedador, y ésta es, la capacidad para
producir enzimas que degradan los polime-
ros de las paredes celulares vegetales.

Se han determinado en esta primera fase,
las actividades relacionadas con la peptina,
por ser el polimero mas accesible para el
patégeno. En este sentido, se ha valorado
la produccién de poligalacturonasas, endo-
poligalacturonasas y peptinliasas.

Diplodia produce una actividad poliga-
lacturonasa alta, cuya implicacién es clara
en las enfermedades vasculares, ya que ca-
pacita el avance y colonizacién del xilema,
mediante la degradacién de la ldmina me-

dia. Como consecuencia de ello, se produ-
cen disgregaciones y maceraciones en los
tejidos vegetales, y en iltimo caso la muer-
te celular. Ademds, se forman geles pépti-
cos que obstruyen los vasos impidiendo el
aporte de agua y sales minerales a las par-
tes superiores de la planta (FERNANDEZ
ALVAREZ et al., 1991).

La purificacién y caracterizacion de estas
proteinas asi como estudios con otros aisla-
mientos, se estd llevando a cabo en estos
momentos.

Con respecto a la relacion de Diplodia
con el actual problema denominado gené-
ricamente «decaimiento de los robles» po-
demos exponer las siguientes considera-
ciones:

En un andlisis general, hay dos tipos de
sintomas claros que son observables en
campo: a) Pérdida gradual de copa.
b) Muerte sibita. Dentro de cada uno de
ellos, a su vez se pueden diferenciar distin-
tos estados evolutivos o formas de manifes-
tacion sobre los que por el momento no va-
mos a entrar en discusién, ya que siguen
siendo objeto de estudio.

El primero de los sintomas, sin duda es
el mas generalizado, no sélo en Espana,
sino también en otros paises europeos. Po-
demos decir, que se ajusta mas al concepto
de «decaimiento» que en si mismo lleva im-
plicito una evolucién en el tiempo.

La «seca» de ramillos y ramas puede irse
sucediendo a lo largo de varios afos y dar
lugar finalmente a la muerte del arbol. Se-
ria la forma crénica de la enfermedad. Si
pensamos que han transcurrido 12-13 anos
desde que se aislé por primera vez Diplo-
dia de estas zonas muertas, no es imposible
pensar que ha estado y estd jugando un pa-
pel importante en el anillamiento de las ra-
mas, s6lo o en combinacién con otros agen-
tes de similar comportamiento. Tampoco
parece casual su relacion desde el principio
con el problema actual de las quercineas,
ya que las observaciones de distintos espe-
cialistas europeos, coinciden en situar el co-
mienzo del decaimiento de estas especies
arbdreas a finales de los anos 60.

Con respecto al segundo de los sintomas,
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estariamos frente a la forma aguda de la en-
fermedad, que puede determinar la muerte
del drbol en un solo periodo vegetativo. In-
dudablemente las posibles causas en este
caso son mds diversas, incluidas un elevado
potencial de inéculo del hongo antes consi-
derado. La generalizacién brusca de los da-
nos conduce a varias hipétesis. Desde el
punto de vista micopatoldgico, podria tra-
tarse de un agente que vive en el suelo y
produce podredumbre del sistema radical.
En este caso los datos que se conocen se re-
fieren a Armillariella mellea (Vahl ex Fr.)
Kumm, bastante mds extendido de lo que
parece, y Phytophthora cinnamomi Rands.
que se ha aislado en algunos focos. Sin em-
bargo, no es posible por el momento adju-
dicarles un papel exclusivo y/o preponde-
rante, puesto que no se confirma su presen-
cia en un elevado nimero de andlisis.

En cualquiera de los casos, siempre hay
factores que al incidir sobre el vigor del ar-
bolado, favorecen el establecimiento y la
dispersién de los organismos causantes de
enfermedades, los cuales, fundamental-
mente son parasitos oportunistas. Estos fac-
tores se encuadran por regla general den-

ABSTRACT

tro de los llamados abiéticos (clima, inter-
venciones de distinto tipo en el me-
dio, etc.). La sequia quizds es la causa mas
evidente, ya que sin duda tiene ese efecto
potencial, al reducir la resistencia de los
hospedadores y por lo tanto favorecer el de-
sarrollo de las enfermedades fiingicas.

En nuestra opinién, estamos frente a un
complejo de factores biolégicos y abiéticos,
en combinacién con condiciones climaticas
excepcionalmente adversas, y la mejora de
estas tltimas determinaria sin duda que la
grave situacion actual de nuestros robles no
llegase a un punto sin retorno. No obstan-
te, es necesario continuar con los estudios
sobre la distribucién, bionomias y el com-
portamiento de los agentes ya detectados
con el fin de establecer si es posible medi-
das adecuadas de control.
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