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Muerte de drboles citricos causada por ataques de Phytophthora

citrophthora a ramas principales

L. A. AIVAREZ, A. VICENT, D. GARCIA-RLLLAN, P. MARTINEZ-CULERRAS, E. DE LA ROCA,
J. BASCON, J. ARMENGOL, P. ABAD-CAMPOS, A. ALFARO-LASSALA, I. GARCIA-JIMENEZ

En los dltimos aiios, una inusual afeccidn de drboles citricos caraclerizada por la pre-
sencia de chancros y exudaciones gomosas sobre ramas principales y sccundarias ha
sido ohservada en la Comunidad Valenciana y la provincia de Hoelva, Esta enfermedad
afecta principulmente a la zona de la variedad causando la muerte del drbol cuando las
lesiones rodean completamente el tronco o las ramas impidiendo el flujo de savia. Phy-
tophthora citrophthore sc aislé consistentemente de los ejidos afectados siendo identi-
ficada sobre la basc de sus caracteristicas culturales, morfolégicas. fisiolégicas y mole-
culares. Cincuenta y dos msladus representativos de diversas zonas geogréficas y dife-
renles cullivares se inocularon sobre frutos de naranja cv. Valencia Late para seleccionar
los més virulentos. Las cepas seleccionadas sc inocularon mediante herida en plantas de
dos aios de edad de los cultivares Clemenules, Nour. Hernandina, Nova, Fortunc y
naranjo dulce cv. Navelina, injertados sobre citrange Carrizo. El experimento se realizé
cn invernadero y las evaluaciones se hicieron 60, 90 ¥ 120 dias después de la inacula-
cion. Se encontraron diferencias estadisticas significativas en cuanto a susceplibilidad de
cultivares frente a la infeccién y también de agresividad entre los aislados ensayados.
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INTRODUCCION

Desde 2002 se ha tenido constancia de
una severa afeccién de arboles citricos carac-
terizada por la formacion de chancros cxien-
s0s con exudaciones de goma sobre ramas y
troncos de la variedad, ocasionando frecuen-
temente la muerte del drbol. Este sfndrome
se observd inicialmente en la provincia de
Huelva alcctando diversos cultivares de citri-
cos, principalmente del grupo de las manda-
rinas tales como Clemenules y Nour, hibri-

dos como Nova y Fortune, y naranjas como
Salustiana y Navelina. Posleriormente, esta
enfermedad se ha observado en la Comuni-
dad Valenciana afectando originalmente el
cultivar Hernandina y, recientemente, cn
Clemenules, Marisol, Clemenpons, Forlune
y Navelina,

Estudios preliminares de este nuevo sin-
drome mostraron que los sintomas observa-
dos estdn ligados a ataques de Phytophthora
sp. (VICENT et al., 2004). Enfermedades oca-
sionadas por Phyrophthora en citricos han



Cuadro L. Caracteristicas mortologicas, (isioldgicas ¥ culturales de los aislados de Phytophihora estudiados.

Estructuras asexuales Temperaturas cardinales
Codigo  Origen Variedad/Patrén Esporangios Clamidosparas Estruct. . mento Crecimicnto. Didmetro de la Especie
Long. (pm)  Anch. Gem)  LiA Forma @ (pm) Sexuales SoC 500 colonia a 24°C

Phy 001 Castcllon Hernandina/Carrizo 46 3% 34.5% 1,3:1  Obpiriforme 26,7 * cstéril 5i No 64 .1%* P citrophthora
Phy 002 Castellon Hernandina/Carrizo 46.5 300 1.6:1 Obpiriforme 243 esiénl Si Na 513 F. citrophthora
Phy 003 Castellon Hernandina/Carrizo 560 310 1.8:1  Obpiriforme No estéril Si No 518 P. citrrophthora
Phy 004 Castellon Hernandina/Carrizo 493 350 14:1 Obpiriforme 255 extéril Si No 63.2 P citrophthora
Phy 003 Castellon Hernandina/Carrizo 415 30,5 141 Obpiriforme 24,6 estéril S Nao 69.06 P citrophthora
Phy 16 Huelva Fortune/Volkameriana 445 313 14:1 Obpiriforme No esténl 51 Na 64 8 P citraphihora
Phy 007 Huelva Fortune/Volkameriana 448 3335 1.3:1  Obpiriforme 12.3 estéril S1 Ne 664 P. citrophihora
Phy 08 Huelva Fortune/Volkameriana 465 330 [.3:1  Obpmiforme No estéril 51 No 645 P. citrophthora
Phy 010 Huelva Fortune/Volkameriana 42.8 300 | 4:1 Limoniforme 12,5 astéril Si No 660 P. citrophthara
Phy 011 Huclva Fortune/Volkameriana  52.0 355 [,5:1  Obpiriforme 17.0 esréril Si No 4.2 P. cirophithora
Phy 012 Hnuelva Fortune/Volkameriana 356 275 1.3:1  Obpiriforme No estéril Si No 65.7 P citrophthara
Phy 013 Huelva Fortune/Volkameriana 500 31.8 1.6:1  Obpitiforme No estéril Si No 633 P. citrophthora
Phy 014 Huelva Fortune/Volkameriana 492 325 1.5:1 Obpiriforme No estéril Si No 69.5 P. citrophthora
Phy 016 Huelva Clemenules/amarge 38,3 280 l4:1 Obpiriforme No estéril Si No 64.5 P citrophthora
Phy 017 Huelva Clemenules/amargo 413 313 1.3:1  Obpiriforme Na estéril Si No 643 P. citrophthora
Phy 018 Huelva Clemenules/amargo 440 290 1.5:1 Obpiriforme No esténl Si No 673 P citrophthora
Phy 020 Huelva Clemenules/amargo 450 313 141  Obpirilorme No catéril Si No 700 P citrophthorg
Phy 022 Huelva Clemenules/amargo 439 26.1 I.7:1  Obpiriforme 200 estéril Si No 58.3 P. citrophthora
Phy 023 Huclva Clemenules/amargo L35 343 1.5:1  Obpiriforme 217 esléril Si Ne 663 P. citrophthora
Phy 025 Huelva Hernandina/Carrizo 444 260 1.7:1 Obpiriforme 170 estéril Si No 64.7 P. citrophthora
Phy 026 Huelva Hernandina/Carrizo 450 328 14:1 Obpiriforme No cstéril Si No 675 P. citrophthora
Phy 027 Huelva Clemenules/amargo 475 345 1.4:1  Obpiriforme 18.8 estéril Si Na 587 P. citrophthora
Phy 028 Huelva Nour/carrizo 390 288 141 Obpiriforme No cstéril Si No 662 P. citrophihora
Phy 029 Huelva Nour/carrizo 323 20 16.1  Obprriforme 350 esténl Si No 658 P. citrophthora
Phy 030 Huelva Nour/carrizo 425 308 14:1  Obpiriforme No estéril Si No R4 P. citrophthora
Phy 031 Huelva Nour/carrizo 535 30.8 1.7:1 Limoniforme  21.3 estéril Si No 44 8 P. citrophthora
Phy 032 Huelva Nour/carrizo 345 285 1.2:1  Obpiriforme 140 estéril Si Mo 472 £ citrophthora
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Cuadro 1. Caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y culturales de los aislados de Phytophthora estudiados.

Codigo Origen
Phy 033
Phy 041
Phy 044
Phy 045
Phy 046
Phy 047
Phy 048
Phy 049
Phy 050
Phy 051
Phy 052
Phy 053
Phy 054
Phy 055
Phy 056
Phy 057
Phy 058
Phy 061
Phy 062
Phy 063
Phy 064
Phy 065
Phy 066
Phy 067
Phy 068

Huclva
Huelva
Castellén
Castellon
Castellén
Castellén
Castellon
Castellén
Castellén
Castellén
Castellén
Castellon
Castellén
Castellon
Valencia
Valencia
Valencia
Castellén
Huelva
Huelva
Huelva
Huelva
Huelva
Huelva
Huelva

Especie

{Continuacion)
Estructuras asexuales Temperaturas cardinales
Variedad/Patrén Esporangios Clamidosporas Estruct. Crecimiemo Crecldenn Di:ime_tro dela
T EM;] - LA R @ () Sexuales gog 350 colonia a 24°C
g LK
Nour/carrizo 403 295 14:1  Obpmforme 275 astéril Si No 630
Hernandina/Carrizo 45,6 338 141 Obpinforme No estéril Si No 253
Hernandina/Carrizo 849 330 16:1  Obpiriforme 213 estéril Si No 358
Hernandina/Carrizo 622 425 1,5:1 Obpinforme No estéril Si No 695
Hernundina/Carrizo 323 335 16:1 Obpiriforme No estéril Si No 687
Hernmandina/Carrizo 428 270 1,6:1 Limoniforme No estéril Si No 680
Hernandina/Carrizo 373 240 1.6:1 Limoniforme 280 estéril Si No 689
Hemnandina/Carrizo 328 295 1.8:1 Limoniforme No eslérl Si No ol2
Hernandina/Carrizo 593 395 1.5:1 Obpinforme 200 estérl Si No 684
Hernandina/Carrizo 312 2906 17:1 Obpinforme 160 estéril Si No 662
Hernandina/Carrizo 483 28.7 1.7:1 Obpiriforme 190 estéril Si No 643
Hernandina/Carrizo 448 223 20:1 Distorsionada 163 esteril Si No 647
Hernandina/Carrizo 40.5 245 1.7:1 Obpiriforme No estéril Si Nao 600
Hernandina/Carrizo 60.8 193 32:1 Distorsionada  No estéril Si No 622
Hernandina/Carrizo 380 213 1.8:1  Obpiriforme 172 esléri] Si Nao 572
Hernandina/Carrizo 41.7 205 20:1 Distorsionda  No estéril St No a7.1
Hernandina/Carrizo 398 23.1 1.7:1  Obpiriforme 220 estéril Si No 28.7
Hernandina/Carrizo 383 213 181 Obpiriforme 206 estérl Si Na 605
Nour/carrizo 448 310 141 Obpiriforme No cstéril Si No 308
Nour/carrizo 735 333 221 Distorsionada  No estéril Si No 645
Hernandina/Carrizo 54.5 363 1.5:1  Limoniforme No estéril S No 643
Fortune/Volkameriana 700 20 351 Distorsivnada 325 estéril S1 No 62.6
Fortune/Volkameriana 3505 340 1.5:1  Obpiriforme No estéril Si No 63.7
Fortune/Volkameriana 943 586 1.6:1  Obpiriforme No esténl Si Mo 643
Hernandina/Carrizo 515 30.8 1.7:1  Obpiriforme 195 esténl Si No 693

* Media de 25 medidas

#* * Media en mm de 6 diimelros a los 7 dias de crecimicnto.

P. cirrophthora
P. cirrophthoru
P. cirrophthora
P. citrophthora
P citrophthora
P. citrophthora
P. citrophthora
P. citrophthora
P. citrophthAcra
P. citrophrhora
P.citraphthora
P. citrophthore
P. citrophrhara
P. citraphthora
P cirophihora
P citraphthora
P. citrophthora
P. citrophthora
P. citrophthora
P. cirophthora
P. citrophthora
P. citrophihara
P civophthora
P citrophthora
P. citrophthora
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sido citadas desde hace mucho tiempo en
Espafia. Aunque el agente causal aparente-
mente no [uc correctamente identificado en
un principio, se considera que la epidemia de
pudricién de rajces y del cucllo de drboles
citricos a finales del siglo XIX en las Islas
Baleares y Castellén (Bou, 1879; RUITAN,
[896) fue ocasionada por Phytophthora.
Fawcrtr (1932) identilicod a P. citrophthora
como el agente causal del “aguado de los
frutos”™ (Tuskr, 1977, ERWIN y RIBEIRD,
1996). Tuskr (1983 huce referencia a la
amplia distribucién de P. parasitica 'y P.
citrophthora cn todas las plantaciones cifri-
colas del pais como los agentes causales de
la “gomosis” y “podredumbre del cuello de
la raiz”.

A pesar de todas estas referencias, no se
tiene conocimienta de citas sobre afecciones
en citricos con csta sintomatologia encontrada
recientemente en Espaiia. Por tal motivo, el
presente esludio luvo como objetivos identifi-
car el agente causal, determinar la susceptibi-
lidad de diversos cultivares de citricos frente a
dicho agente y caracterizar la patogenicidad
de aislados representativos del patdgeno.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacién del sindrome

Se visitaron parcelas afectadas en diver-
sas localidades de la Comunidad Valenciana
y provincia de Huelva, correspondiente a
diferentes variedades y cdades de plantas.
Paralclamenle, cn el laboratorio se recibie-
ron muestras de plantas afectadas, anotdndo-
s¢ en lodos los casos la sintomatologia
observada.

Aislamiento y conservacién de aistados

Las muestras analizadas procedian del
cultivar Hermandina de las provincias de
Castellén y Valencia en la Comunidad Valen-
ciana, y de los cultivares Fortune. Clemenu-
les, Nour y Nova de la provincia de Huelva
en Andalucia,

A partir de chancros de ramas y troncos
de drboles afectados en campo, se extrajeron
secciones de corteza conteniendo tejido sano

y afectado. En laboratorio, se seleccionaron
fragmentos de tejidos, se lavaron con agua
del grifo v, posteriormente, se desinfectaron
superficialmente con ctanol. Pequefios seg-
mentos del frente de avance de las lesiones
se sembraron en ¢l medio sclectivo para
oomicetos PARPH, compuesto por medio
CMA (Agar harina de maiz) como medio
base con 10 pug mL-! de pimaricina. 200 pg
mL-! de ampicilina. 10 pg mL' de rifampi-
cina, 25 pg mL-! de pentachloronitrobenze-
no (PCNB), 10 ug mL-! de benomilo, y S50
pug mL-! de himexazol (Jeffers y Martin,
1986). Las placas se incubaron en cstufa a 24
°C en oscuridad durante 5 dias. De las colo-
nias desarrolladas en cste medio sc extraje-
ron puntas de crecimiento hifal, las cuales se
transfirieron a medio de cultivo PDA (Patata
Dextrosa Agar),

Para la conservacidn de aislados, alrede-
dor de 10 a 12 discos de agar de 8 mm de
didgmetro de cada cepa se adicionaron a via-
les de vidrio conteniendo [5 ml de solucion
de extracto de suelo estéril, y conservados a
7y 20°C,

Caracterizacién fenolipica de los

aislados

Se utilizaron vn tolal de 52 aislados (Cua-
dro [) que fueron caracterizades morfoldgi-
ca, cultural y fisioldgicamente. El eswdio de
la morfologia de las estructuras asexuales de
cada cepa incluyd la observacién de espo-
rangios v clamidosporas producidos en dis-
cos de agar colonizado en solucién de
extracto de suelo estéril. Para la observacion
de caracteres sexuales se indujo la praduc-
cion de gumetangios apareando las cepas a
identificar mediante la técnica de los cultivos
duales con los aislados de referencia CBS-
308.62 y CBS-307.62 pertenecientes respec-
tivamente a los grupos de aparcamiento A |y
A, de P. cryprogea Pethybridge et Lafferty.
Las placas se incubaron ¢n oscuridad a 24 °C
y se realizaron observaciones a los 15,30 y
45 dias después de las siembras para com-
probar 1a formacitn de oosporas. El aparea-
miento de A| y A, de P. cryprogeu se inclu-
y& como control.
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Para el estudio de las caracteristicas fisio-
Idgicas, fas cepas se sembraron en placas con
medio de cultivo PDA en grupos de tres
repeticiones por aislado y se evalué su creci-
miento a temperaturas de 5 °C, 24 °C y 35
°C. El patrén cultural de la colonia y la tasa
de crecimiento de cada aislado se determind
tras sicte dias de crecimiento en medio PDA

a 24 °C ¢n oscuridad.

Caracterizacién molecular de los

aislados

La extraccién del DNA de los cultivos se
realizé a partir del micelio recogido de una
placa Petri, y se llevé a cabo con el “kit” de
extraccién EZNA (Omega Bio-tek) siguiendo
las instrucciones sugeridas por el proveedor.
Para amplificar por PCR el DNA ribosémico
de las cepas de Phytophthora sc utilizaron los

Cuadro 2. Patogenicidad de aislados de P. citrophthora de diversos origenes geogrificos en (rutos de naranja cv.
Valencia Late.

Adsbilo LD.X LSD

Phy 031 02 aY

Phy 032 0.2 i

Phy 013 03 a

Phy 057 04 a

Phy 003 04 i

Phy 004 04 a

Phy 065 05 a

Phy 008 05 i

Phy 040 06 ab

Phy 064 08 abe

Phy 056 04 abe

Phy 049 1 abed

Phy 017 1 abed

Phy 059 | abed

Phy 001 1 abed

Phy 055 14 bedef
Phy 044 1.6 bedefl
Phy 054 1.8 cdefg
Phy 026 2 cfgh
Phy 020 2.2 efghi
Phy 058 22 efghi
Phy 009 22 efghi
Phy 030 22 efghi
Phy 027 24 fghi
Phy 005 26 ghi
Phy 033 28 hi
Phy 053 28 hi
Phy 051 3 i

Localidad Provincia
Gibraledn Iuelva
Gibraledn Huelva
Z Huelva
Ribaraja Valencia
Onda Castellén
Onda Castellon
B Huelva
Huelva
Zalamea Huetva
Nerva Huelva
Ribaroja Valencia
Villareal Castellon
Zalamea Huelva
Huclva
Onda Castellén
Burriana Castellén
Alquerias Castellén
Burriana Castellon
Nerva Huelva
Zalamea Huelva
Ribarcja Valencia
- Huelva
Gibraledn Huclva
Zalamea Huelva
Onda Castellén
El Campillo Huelva
Burriana Caslellén
Alquerias Castellén

X ID Indice de dafio en una cscala de O (sin sintomas) 4 5 (76-100 % de fruto superficie del fruto atectado).
¥ En la misma columna, ndmeros seguidos de la misma letra no son significativamente difcrentes scgdn la prueba de sig-
nificacion LSD (P<0.05).

7 -No exisien dalos,
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Figura 1. Amarilleo de nervaduras en hojas.

oligonucledtidos its5 e itsd (WHITE et al.,
1990), Estos cebadores amplilican una regién
(5 .88-ITS) del DNA ribosémico que contiene
los espaciadores internos ITS1 ¢ ITS2 y el
gen que codifica ¢l RNA ribosémico 5.85.
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en
un termociclador (Eppendorl Mastercycler
personal) consistiendo en 35 ciclos de 1 min
a95°C, 1 min a35°Cy 1 mina72°C. En
cada reaccion sc utilizé una unidad de enzi-
ma (Netzyme, NNEED, SL), dNTPs a una
concentracion de 100 M ¥ los oligonucled-
tidos a una concentracion de 0.2 pM, rodo
ello en el tampén de reaccidn suministrado
por el proveedor.

La purificacion de los fragmentos ampli-
ficados por PCR se realizé con el “kit” “high
purec PCR product purification” de Roche,
siguiendo las instrucciones sugeridas por ¢l
proveedor. Los [ragmentos purificados se
secuenciaron directamente, utilizando los
cebadores its3 e its4 y el “kil” AB1 PRISM T™,
que uliliza terminadores marcades y como
enzima se utilizé la Amplitag DNA polime-
rasa de Perkin Elmer. El trabajo se realizé
con el secuenciador automdtico ABI 373
DNA sequencer.

Ensayos de patogenicidad
a. Inoculacion de frutos

Se realizé un ensayo preliminar para
determinar la patogenicidad y agresividad de

los aislados de Phytophthora sobre frulos.
Se seleccionaron 28 aislados representativos
en funcion de sus zopas de procedencia y
cultivar de aislamiento {Cuadro 2).

Se inocularon cinco frutos maduros de
naranja cultivar Valencia Late por cada cepa
seleccionada. Para ello, se colocaron dos
discos de micelio del mismo aislado sobre
cada fruto previamente desinfestado con
etanol. Uno de los discos se colocé directa-
mente sobre el fruto y el segundo sobre una
herida de aproximadamente 3 mm de longi-
tud ¥ 2 mm de protundidad realizada con
bisturi. Sc realizaron cinco repeticiones
(frutos) para cada aislado y los frutos se
incubaron en cdmaras himedas con un [oto-
periodo de 12 horas de luz a 25 °C durante 7
dias. Para la evaluacion de los resultados de
las inoculaciones se disené una escala basa-
da en el porcentaje del fruto afectado por el
patégeno con respecto al drea total del
mismo: () = Sin sintomas; | = 1-5%; 2 = 6-
25%; 3 = 26-50%,; 4 = 51-75% y 5 = 76-
100%.

Figura 2. Oscurecimiento de la corleza y exudacion de
2omas
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b. Inoculacion de plantones

Este ensayo tuvo como objetivos evaluar la
susceptibilidad de diversos cultivares de citri-
cos frente al paldgeno asi como determinar la
agresividad de los aislados seleccionados
mediante inoculaciones artiliciales a diversos
cultivares de citricos. Para esta prueba se cli-
gieron ocho de los aislados que resultaron
mds virulentos en €l ensayo anterior.

Como hospedantes sc utilizaron planto-
nes de citricos de dos aftos de edad de los
cultivares Hernandina, Fortune, Clemenu-
les, Nour, Nova y Navelina injertados sobre
citrange Carmrizo. Las planlas s¢ mantuvie-
ron cn invernadero a una temperatura entre
26 £ 2 °C y la humedad rclativa alrededor
del 0% durante todo el ensayo. El experi-
mento se realizd medianie un disefio com-
pletamenic alcatorizado con 54 tratamientos
{8 uislados + 1 testigo x 6 cullivares de citri-
cos) y 5 repeticiones (plantones) por trata-
miento,

Para la inoculacidn, se emplearen culti-
vos de cinco dias de crecimiento de cada
aislado en medio PDA. A partir de la zona
del avance de la colonia, se extrajeron dis-
cos de agar de 5 mm de didmetro mediante
un sacabocados. Mediante el uso de un
injertaclor, se realizaron heridas longitudina-
les de aproximadamente 15 x 10 mm en la
zona de la variedad de cada planta con la
finalidad de separar la corteza de la madera
pero manteniéndola unida por uno de los
lados. Una ver realizada la herida, se levan-
té la corleza y se introdujo cn ¢l interior un
disco de agar con micelio de cada aislado.
La herida se selld con parafilm y ¢l conjun-
to se cubrio con papel de aluminio para evi-
tar la desecacion del indeulo. Los controles
fueron inoculados unitizando discos de PDA
estéril.

Alas 8, 12 y 16 semanas después de la
inoculacién se midid la longitud de la lesion
desarrollada a partir del punto de inocula-
cion, a este valor se le resté la longitud de la
herida inicial dc inoculacion. Tras la dltima
cvaluacion, se procedid al reaislamiento del
patégeno en laboratorio a partir de una de
las plantas de cada combinacién mediante

siembra de fragmentos del {rente de avance
de las lesiones en medio selectivo PARPILL

Anilisis de datos

S¢ realizé un andlisis de la varianza
{ANOVA) de los promedios de indice de
dafio en el ensayo de inoculacién de frutos y
de los valores de las longitudes de las
lesiones de las tres evaluaciones en el ensayo
de inoculacién de plantones. La signifi-
cacion del experimento se realizd cmpleando
el test de la Minimu Diferencia Significativa
de Fisher-LLSD (Least Significant Dilfer-
ence). Los datos fueron procesados utilizan-
do el sollware cstadistico Statgraphics Plus
5.1 (Manugistics. Inc. Rockville - Maryland,
USA).

RESULTADOS

Sintomatologia

Las plantas afectadas en campo mostraron
hajas verde-palidas con un marcade amari-
llamiento en sus nervaduras (Fig. 1), Sobre
la corteza de troncos, ramas principales y
secundarias, se observaron manchas de color
oscuro en las que se originaron heridas o
grictas con exudaciones pomosas (Fig. 2).
Sobre estas lesiones s¢ formaron posterior-
mente chancros a diferentes alturas del drbol
(Fig. 3). El frente de avance de las lcsiones
progresé en sentido ascendente y descenden-
le a partir del punto de infeccidn (Fig. 4}, que
en algunos casos, coincidid con la zona de
insercion de las ramas o axilas (Fig. 5), afec-
tando posteriormente las ramas principales y
secundarias (Fig. 6). Lstas lesiones no tuvie-
ron concxién con infecciones en la parte
inferior del drbol (Fig. 7).

La enfermedad alceld dnicamente a la
vona de la variedad, ya que la destruccion de
tejidos en sintomas avanzados no sobrepasé
la zona limite del punto de unién entre el
patreén v el imerto (Fig. 8). Al extenderse las
lesiones descritas, sc produjo el colapso de
los 1ejidos floemiticos provocando la muer-
te de ramas (Fig. 9} y finalmente del drbol
(Fig. 10). Los cultivares en los cuales se ha
detectado esta enfermedad, que en su
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Figura 3. Formacion de chancro en rama.

mayoria son mandarinas del grupe de las
clementinas, son altamente susceptibles a la
infeccidn, este hecho ha sido corroborado
en inoculaciones a ramas con cl patogeno
(Fig. 11). La imporlancia de esta enferme-
dad ha llegado al extremo que en algunas
zonas de la provincia de Huelva han sido
eliminadas parcelas enteras afectadas con
este sindrome.

Aistamiento y caracterizacién de los

aislados

De las lesiones descritas, se aisld consis-
tentemente Phytophthora sp. Todas las cepas
mostraron un patrén de crecimiento tipo
petaloide a 24 °C sobre PDA y carentes de
micelio aéreo. Se apreciaron diferencias
entre las tasas de crecimiento de los aislados
(Cuadro 1). La mayor parte de las cepas
mostraron a los 7 dias diametros de colonia
entre 50 - 70 mm, aunque algunos presenta-
ron tasas de crecimiento menores, de hasta
25,3 mm.

Morflolégicamente, los esporangios fue-
ron papilados o semipapilados con una o dos

Figura 4. Progresién de las lesiones en sentido
ascendenic y descendente a partir de la zona de
infeccion.

papilas, no caducos, no proliferantes y ¢on
simpodios de 2 a 3 esporangios frecuente-
mente unidos lateralmente al esporangiofo-
ro. El tamafio de los esporangios fue de
(34,5-) 40,8 (-94,3) x (19.3-) 29.5 (-58,0)
. El ratio Longitud: Anchura (L:A), fue de
(1.2:1-) 1 ,4:1 (-1,8:1). La forma dominanic
de Jos esporangios fue obpiriforme en un 75
% de los casos, seguida por limoniforme (15
%) y de formas distorsionadas en el 10 %
restante; estos dltimos no se tuvieron en
cuenta para las medias de mediciones de
esporangios. Algunos aislados produjeron
clamidosporas que fueron terminales o inter-
calares y promediaron un didmetro de 29,6
um. En las pruebas de temperatura todos los
aislados llegaron a crecer a 5 °C, pero nin-
guno lo hizo a 35 °C.

El apareamiento de los aislades de este
estudio con las cepas A| y A, de P. cryptogea
no indujo la formacién de estructuras sexua-
les en ningune de los intervalos de evalua-
cidn.

Basdndose en las caracteristicas culturales,
morfolégicas v fisioldgicas estudiadas, todos
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Figura 6. [.csioncs cn ramas sccundarias
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Figura 7. Infeccidn en trenco en la zona de la variedad,
con progresion descendente.

los aislados se identificaron como Phytopht-
hora citrophthora (R.E. & E. H. Smith) Leo-
nian. Los productos de PCR secuenciados
(5.85-ITS) de los diferentes aislados de Phy-
tophthora analizados, presentaron una longi-
tud de 850 pb. Mediante el programa BLAST
(National Center for Biotechnology Informa-
tion, USA), se compararon dichas secuencias
con aquellas otras depositadas en las bases de
datos (GenBank). Los resultados confirmaron
la pertenencia de todos los aislados a la espe-
cie P. citrophthora.

Pruebas de patogenicidad

Inoculacidn de frutos

En frutos inoculados mediante herida, al
final de 1a incubacién no pudo realizarse un
andalisis de la agresividad de las ccpas debido 4
que todas produjeron extensas lesiones en la
zona inoculada sin ninguna diferencia aparen-
te enlre los diversos tratamientos. Por tal moti-
vo, solo se evalvaron las lesiones producidas
en la inoculacidn sin herida, donde se caracte-
1170 la agresividad de los aislados en funcién
de su capacidad de producir lesiones en el
fruto. El andlisis de datos de este ensayo mos-
tré diferencias estadisticas significativas de
agresividad entre los aislados ensayados de

acuerdo con la prueba de significacién LSD
{Cuadro 2). Ocho aislados que no mostraron
entre si diferencias estadisticas significativas,
cuatro de la Comunidad Valenciana (Phy 051,
Phy 053, Phy 005 y Phy 058) y cuatro de la
provincia de Huelva (Phy 033, Phy 027, Phy
(30 y Phy 009) se seleccionaron para el ensa-
yo de inoculacidn de plantoncs.

Inoculacion de plantones

Los resultados de las evaluacioncs cn
diversos cultivares de citricos con los aisla-
dos scleccionados de P. citrophthora se
muestran en el Cuadro 3. En este experimen-
10, los ensayos de susceptibilidad de cultiva-
res de citricos [rente al patogeno (Cuadro 4),
indicaron que existen diferencias estadisticas
significativas entre cultivares de acuerdo a la
prueba de significacién LSD. En la primera
evaluacion (60 dias de la inoculacidn), sélo
se observaron diferencias significativas entre
el cultivar Nova (mds susceptible) y Naveli-

Figura 8 Patrén resistente y variedad susceptible a P.
citrophthora. Nétese la linea de demarcacion entre el
tejido resistente (inferior) y el tejido necrosado
susceptible (superiar).



Cuadro 3. Longitud media (cm) de las lesiones ocasionadas por aislados de P. citrophihora sobre diversos cultivares de citricos.
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MNova
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Clemenules

“eval ¥
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eval

24

ceval

A

Feval  Zeval 3ewl  [Peval
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0.46
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0.78
448
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1.94

0,84
1.88

Fea el Feval
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1.7
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Phy 005
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1.16
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1.16
1.08
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2.66
2.74
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0.9

2,15
0.78
4,48
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4.08

2.18
1,88
1.68
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1.88
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1.23
2.1
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358
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347
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343
3,53
338

455
3.7

3.1

Phy 051

2.1

0,2

078

243
135

0,6
1.2

135
235

1.8
25

Phy (53

253

4.8

145

373

393

Phy 058
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0

W Observaciones a los 60 dfas dc 1a inoculacién
X QObservaciones a los 90 dias de la inoculacién

Testigo

Y Observaciones a los 120 dias de la inoculacidn

% (Cada dato es la media de 5 repeticiones

na ¥ Fortune. En la segunda v lercent eva-
luncidn (90 y 120 dias de la inoculacion), los
cultivares mads susceptibles resulturon ser
Nova y Noar sin diferencias estadisticas sig-
mificativas entre ellos

En el Cuadro 5. se observan los resultodos
diel ensuyo de agresividad de sislados sobre
cultivares de ¢iiricos. La prueba de significa-
cion LSD mostrd diferencias estadisticas
significitivas entre aislados, siendo Phy 051
de Alguerfas (Castellon), y Phy 033 de El
Campillo (Huslva) los que mostraron muyo-
res promoedios de lopngitud de lesion en tedas
las evalunciones.

DISCUSION

El presente estudio deseribe un sindrome
inusual caracterizado por la presencin de
chancros v exudaciones gomosns afectando
ramas principales y secundarias de drboles
gitricos. Los resultndos obtemidos demues-
tran que £ citraphthora es el agente cavsal
de la enfermedad debide a que este patdgeno
se pisld de todas las lesiones ligadas a la
enfermedad v por Tos resultados de los ensa-
yos de patogenicidad,

Diversas enfermedudes ocusionadus por
Phvtophthora spp. rales como “podredumbre
del pie”, “podredumbre librosa de la rafz",
*oomosis”, “damping off”" ¥ “aguado en fru-
low™ han sido descritas en citricos o nivel
mundial (Timmer er al., 1993 Exwin y
Rmemno, 1996; Tuser, 2000). Sin embargo,
existen @scasas citas de afecciones a la pare
adrea de drboles cilvicos. Fawcert (1936)
menciond ln presencis de P civophthara
atucando odas las partes del drbol desde las
rafces hasta las ramas secundarias en pome-
los en la provincia del Western Cape en
Sudifrica. Fste autor hace referencia a un
caso similar en Egipto, donde las lesiones en
irholes afectudos empezaron a L altura de
las rafees progresando hasta s ramas secun-
dprigs, GrRAHAM ¥ MENGE (1999) mencionan
que prandes chancros pueden formarse en
las ramas de los drboles, provocundo so
muerte ol estrangularlas. Bste fendmeno se
produce en especies susceptibles de citricos
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Cuzdro 4. Ensayo de inoculacién en plantones de citricos: Proeba de susceplibilidad de cultivares en funcidn del
pramedio de longitud de lesion.

Longitud de lesién {¢m)

" evaluacién

(ML (60 dias después de
la inoculacicn)

Navelina 0,89Y a2
Fortune 094 a

Clemenules 129 ab
Hernandinu 138 ah
Nou: 1,34 ab
Nova 267 b

¥ Cada dato e5 media de 40 repeticiones

(90 dias después de

3 evaluacién
(120 dias después de
la inoculacion)

2" evaluacién

la inoculacion)

164 a 340 a
1,72 a 349 a
198 a 371 u
203 a 381 a
284 b 536 b
302 b 356 b

Z En la misma columna. ndmeros seguidos de la misma lctra a0 son significativamente diferentes segiin la prucba de sig-

nificacidn LSD (P<0,05),

Cuadro 5 Ensayo de inoculacién de plantones de cilricos: Prueba de agresividad de aislados de P. citrophthora
en luncidn del promedio de longitud de lesién en cm.

Fryaluaciones

1" evaluacidn
{60 dias después de
la inoculacidn)

Sslado

{90 dias después de

Mevaluacion
(120 dias despnés de
la inoculacion|

2" evaluacion

la inoculacidny

Testigo 001Y a2
Phy 058 081 ab
Phy 033 093 ab
Phy 030 105 ab
Phy 005 182 abc
Phy 009 185 ahe
Fhy 027 235 be
Phy 033 275 be
Py 051 400 ¢

001 a 001 a
184 b 3.64

184 b 168

227 Wk 387 be
226 be 389 be
233 be 4,33 bed
2,56 be 446 bhed
28 < 467 ud
4,00 d 523 d

¥ Cada dato es media de 5 repeticiones.

% En la misma columna, niimeros seguidos de [a misma letia no son significativamente diferentes segiin Ia prueba de sig-

nificacién .81} (P<(L05).

como limones cuando las condiciones de 1lu-
vias son clevadas.

No obslante, las afecciones observadas para
este sindrome en campo difieren de los sinto-
mas citados anteriormente debido a que las
lesiones en ramas aparentemente no estin
conectadas con infecciones en la parte inferior
del 4rbol. Esto sugiere un mecanismo de infec-
cién diferente a los tipicamente observados o
descritos para Phytophthora spp. en citricos.

Las cepas aisladas en este estudio retinen
las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas,

culturales y moleculares descritas para P
citrophthora. Dentro de las caracteristicas
morfoldgicas, los esporangios de este honga
han sido catalogados como caducos (STAMPS
et al., 1990) y como no caducos (KLELLAM ¥
ZenrMyir, 1986, Erwin y RIBEIRO, 1996).
Todos los aislados de este estudio presenta-
ron esporangios no caducos. STAMPS et al.,
(1990) y Crwin ¥ RIBEIRO, (1996), conlem-
plan ratios longitud:anchura (L:A) mcnores
de 1,6:1 para los esporangios de P. citropht-
hora, sin embargo, KELLAM y ZENTMYER,
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Figuta 9, Muette de ramas por ¢l colapso de los tejidos leemducos

Figura 10, Muette del drbel.
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{1986} citan ratios de 1,6:1 o mayores para
esta especie. Los ratios (1.:A) de los esporan-
gios de los aislados de este estudio variaron
entre 1,2:1 y 1,8:1, siendo la media de 1,4:1
y obscrvindose ademds formas distorsiona-
das que llegaban a ratios L:A de hasta 3,5:1,

En la descripeidn inicial de la especic por
Smith y Smith (1906), la formacion de cla-
midosporas no fue incluida; sin embargo,
KELLAM y ZENTMYER {1986) la citaron en
gislados de P. cifrophthora procedenies de
cacao en Brasil. En csie estudio, se ha obser-
vado que alrededor del 52% de los aislados
estudiados presentaron clamidosporas,

La scxualidad de P. citrophthora, no cstd
bien definida; algunos investigadores han
caraclerizado la especie como estéril (STAMPS
et af., 1990), mientras que otros la han descri-
to como heterotdlica con anteridios anfigenos
(RIBEIRC, 1978; LIYANAGE y WHEELER, 1989),
En el presente estudio, ninguno de los aisla-
dos fue capaz de inducir la formacion de oos-
poras cuando fue emparejado con los grupos
de apareamiento de la especic helerotalica
relacionada, P. cryptogea.

Las temperaturas cardinales fucron de
gran ayuda para la identificacién de especies
de Phytophthora. ErwiN y RIBEIRO (1996),
senalan que la temperatura minima para el
crecimiento de P, citrophthora es menor de 5
°C, v la maxima de 32 1 33 °C. En este estu-
dio, no se obtuvo crecimiento a 33 °C de nin-
guno de los aislados identificados como P,
citrophthora. Estos resultados sugicren gue
la incapacidad de los aisludos de esta especie
de crecer a 35 °C puede ser un criterio Gtil
para la caracterizacion de los mismos y sepa-
rarlos de otras especies patégenas de citricos
coma P parasitica,

Las caracteristicas morfoldgicas, cultura-
les y fisiolégicas de los aislados estudiados
concuerdan con la descripcién de P
citrophthora. No obstante, las diferencias
observadas cn el ratio de crecimiento diario
entre aislados de esta especie, asi como las
diferencias en sus caracteristicas asexvales
como son la presencia o ausencia de clami-
dosporas, en ¢l ratio L:A de los esporangios,
y la diferencia de agresividad entre cepas,

Figura 11. Lesiones en lus ramas de cultivares
susceplibles 30 dias después de la inoculacién.

son evidencias de la existencia de variabili-
dad, sugiriendo una variacién a nivel intra-
especifico de la poblacién cstudiada. Estos
resultados concuerdan con estudios previos
sobre otras cspecies de Phytophthora que
sefialan la variabilidad poblacional de cste
patégeno (LINDE et el., 1997; RORIN ef al.,
1998: HiBERLI er al., 2001, COHEN ¢! al.,
2003; VERNIERE et al., 2004; ElkeMo ef al.,
2004).

En los experimentos dc incculacidén en
cultivares de citricos llevados a cabo en este
estudio. todos los aislados utilizados fueron
patogénicos, no obstante, se obscrvaron
diferencias estadisticas significativas de
agresividad entre ellos. Asimismo, todos los
cultivares comerciales ensayados fueron en
mayor o menor medida susceplibles 4 la
enfermedad. Este resultado corrobora las
afirmaciones de GRaHAM y MENGL (1999)
guienes afirman que todos los cultivares son
susceptibles o muy susceptibles a la infec-
cién por Phytophthora. Estos resultados
reflejun un comportamiento similar entre la
severidad de afeccidn de los cultivarcs co
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invernadero y el ohservado en campo, en
donde aparentemente las mandarinas y sus
hibridos son miis alecladas que las naranjas.

P. citrophihora se citd por primera vez. en
Espaiia en 1932 por FawcerT (ERWIN y
Ripriro. 1996). En las dltimas décadas ha
sido Ta principal especic asociada al "aguado
de frutos”, “gomosis” y “podredumbre del
cuello de la raiz” (TuseT, 1977; TuseT. 1983;
Tuser er af. 1990}, Los trabajos de Boccas
y LaviLie (1978), Ricer er al., (1990) ¥
COHLEN ef af. (2003) en Corcega — Francia,
corroboran la importancia de esta especie en
las afecciones de citricos en la cuenca Medi-
terrdnea en donde es la especie dominante.

La importancia de P. citrophthora cn
zonas con climas mediterrdneos (primaveras
lluviosas y veranos secos), se debe a quc su
desarrollo es favorecido por temperaturas
suaves (alrededor de 15 a 24 *C) y alta plu-
viometria (ERWIN ¥ RiBLIRO, 1996). Estas
condiciones se producen en Espafia en pri-
mavera y otoiio donde esta especie se puede
aislar facilmente (TuseT, 1983). En campo,
dada la alta susceptibilidad a la infeccidn por
algunos cultivares y debide a que las condi-
ciones medioambientales son propicias para
su desarrollo, las inlecciones en ramas y
troncos de drboles citricos es muy rdpida.
Fons (2005}, en inoculaciones con P
citrophthore a drboles del cultivar Hernandi-
na, encontré lesiones de alrededor de 18 em
de longitud en un lapso de 30 dias en la esta-
¢ion primaveral, ocasionando la muerte de
las ramas inoculadas. Esto indica que bajo
condiciones medioambientales favorables
para el patdgeno, el desarrollo de lus Tesiones
es muy ripido, ocasionando en periodos
relativamente cortos la muerte de ramas ¢
incluso drboles enteros.

Hernandina es el cultivar en ¢l cual se ha
observado con mayor incidencia y severidad
la enfermedad a nivel de campo en la Comu-
nidad Valenciana. Este cultivar en las prue-
bas de patogenicidad presentd promedios de
lesidn inferiores que otros cultivares. Este
hecho podrfa explicarse debido a que, a nivel
experimental, se alojé directamente al pato-
geno en el interior de la corteza. obviando

los pasos de reconocimicnto y penetracion
en ¢l hospedante. etapas claves en el proceso
de infeccidn.

La re-emergencia de este patogeno en los
citricos espaficles y que dificren de las tipicas
enfermedades observadas anteriormente puc-
den ser consecuenciy de diversos factores.
Dentro de éstos, un cambio en la poblacion
pre-existente del puldgeno pudo acontecer
como consecuencia de las variaciones en las
practicas culturales. a la introduccion de nue-
vos patrones o cultivares de citricos, a una
adaptacion de 1a poblacidn de P. citrophthora
a nuevos mecanismos de diseminacion, a
cambios climdricos que han favorecido la
diseminacion a nivel epidémico de la enfer-
medad o a la influencia de lodos estos facto-
res en conjunto, Otras posibilidades pucden
ser la introduccion de nucvas poblaciones
dando origen a cruces intraespecilicos
(ConrN el al., 2003). o interespecificos
(Cook ef al., 2003; Arriaa et al., 2003).

Dentro de los mecanismos de disemina-
cién, es probable que el impaclo de las
gotas de Nuvia sobre el suelo pueda trans-
portar propdgulos del patdgeno hacia la
parte superior de drbol como las ramas y
que éstas puedan ser infectudas directamen-
te, Mediante este misme mecanismo, otra
posibilidad es que al producirse la infeccidn
de lrutos o “aguado”, éste sirva como una
fuente terciaria de indgeulo de Phyrophthora
sobre la copa, y que las infecciones de las
ramas sean una consccucencia de esta infec-
cion. Esta hipotesis viene apoyada por la
capacidad de P. cimophthora de producir
abundantes esporangios sobre la superficic
del fruto, ¥ que éstos pucdan ser disemina-
dos a frutos mds altos en el drbol por cl
impacto de las luvias (GRaHAM el al.,
1998). No obstante. no se han observado
fuertes ataques de “‘aguado™ en frutos de
parcelas afectadas, lo que podria indicar
gue es otro ¢l mecanismo de infeccion de
ramas por P. citrophthora.

Fl vienlo y ¢l impacto de las lluvias pue-
den dispersar esporangios sicmpre que Estos
scan caducos, sin embargo, P. citrophthora
produce esporangios no caducos. Otros
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mecanismos de diseminacion de la enferme-
dad desde el suelo hacia las partes aéreas de
la planta incluyen el transporte de propigu-
los mediante honmigas, roedores y caracoles
(EL-HAMALAWIL ¥ MENGE, 1996; KONAM y
GuEsT, 2004).

Cambios poblaciones en especies de Phy-
tophthora han  sido documecntados en
muchos patosistemas (LINDE er al., 1997;
HCBERLI ef al., 2001; APPIan ef al., 2003;
EIKEMO er af., 2004). COlILN ef al. {2003),
encontraron que existen cuatro poblaciones
de P. citrophthora en citricos en Céreega
(Francia), sicndo el grupo 1 (G1) la pobla-
cifin mayoritaria en esta zona cilricola y mds
virulenta sobre patrones que sobre cultivares
y caracterizado por ser cepas sexualmente
estériles. Asimismo, cepas del G2, caracteri-
zadas por ser heterotdlicas mayormente del
grupo de apareamiento A2, fueron més viru-
lentas sobre varicdades que sobre patrones.
Los grupos G3 y G4 fueron grupos minorita-
rios dentro de la poblacidén y semejantes al
Gl molecularmente.

Un factor cultural que puede haber inllui-
do cn la presencia de la enfermedad podria
ser el desarrollo de nuevos sistemas de itri-
gacién. Durante los dltimos 5 afios, las zonas
citricolas del pais se han implementado con
nucvos sistemas de irrigacion. Cerca del 95
% de los campos mueslreados en este ensa-
yo usaban el sistcma de riego por goleo. El
incremento de la humedad del suelo por sis-
lemaus de irrigacidn durante pertodos normal-
mente secos de julio a septiembre, podria
favorecer la supervivencia y dispersion del
patdgeno. Este hecho ha sido obscrvado

ABSTRACT

anteriormente cn enfermedades ocasionadas
por Phytophthora en otros cultivos (BRASIER
et al.,, 1993; RuiLLy er af., 1998). La wans-
misidn de indeulo por equipo de poda y heri-
das sobre drboles hu sido demostrada en
otras especies de Phytophthora. El *chancro
del cacao” causado por P. palmivora fue
facilmente wransmitido por el equipo de poda
(ZAIGER y ZENTMEYER, 1965).

Hasta el momento, no sc conoce cual es el
factor o factores ligados a la aparicidn y desa-
rrollo de esle nuevo sindrome en DEspaiia.
Aungue se chservd inicialmente a finales de
2002, su amplia distribucién geografica
sugiere que la enfermedad ha estado presente
anteriormente o que posiblemente ¢l patdge-
no se ha diseminado a estas areas por ¢l mate-
rial vegetal tales como plantones infectados
en viveros. La falta de citas adicionales
publicadas puede ser una consccucncia de

. que la enfermedad inicialmentc no ha sido

grave, o que ha eslado presente y no diagnos-
ticada satislactoriamente. Este sindrome
puede estar causando actualmente dafios mis
graves de lo que se conoce, dehiendo poner-
se mas énfasis sobre la naturaleza potencial-
menle destructiva de la misma.
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In the last yeurs, an unusual disease characterized by the formation of cankers and
eawlation of gums an branches and trunks of citrus trees has been observed in the Comu-
nidad Valenciana and the Huelvy province, This disease affects mainly the scion causing
the death of the tree when the lesions girdle completely the branches or the trunk. Phy-
tophihora citrophthora was consistently isolzted from affected tissues and was identified
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on the basis of cultural, morphological, physiological and molecula: characteristics.
Fifty-two representative isolates of diverse geographical eriging and varietics were inoc-
ulated on orange fruits cv, Valeneia |ate to select the most virulents. The isolates select-
ed were ineculated 1n two year old plants of the cultivars Clemenules, Nour, Hemandi-
na, Nova, Forlune and sweel orange cv. Navelina, geafied on Carrizo citrange. The exper-
iment was carried out in a greenhouse and the development of the lesions was evaluated
60,90 and 120 days after the inoculation. There were statistically significant differences
hetween cultivars affected and virulence between isolates tested.

Key words: Varietal susceplibilily, gums, cankers
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