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PATOLOGIA

Fusicladium eriobotryae: hongo causante del moteado del
nispero en el Mediterraneo espanol

P. SANCHEZ TORRES, R. HINAREJOS, J. J. TUSET

Se ha aislado el patégeno fingico responsable del moteado en nispero del Medite-

rrdneo espanol y ha sido identificado como Fusicladium eriobotryae de acuerdo a sus
caracteres morfolégicos y genéticos. Los sintomas del moteado del nispero en la regién
Mediterrédnea se muestran de forma severa en ambos lados de las hojas y en el fruto, apa-
reciendo en forma de manchas verdes o parduzcas. La lesién es normalmente circular y
su tamafio aumenta a medida que avanza la enfermedad volviéndose olivdcea y atercio-
pelada debido a la presencia de esporas. Los sintomas del moteado se han reproducido
utilizando un sistema de infeccién in vivo. Asi mismo, se ha llevado a cabo la infeccién
de plantas de nisperos con los aislados F. eriobotryae (NSH y NCH) y con especies muy
relacionadas tales como Venturia inaequalis, Venturia pirina, Spilocaea pomi, Spiloca-
ea eriobotryae, Fusicladiun carpophilum estudiando los sintomas producidos. Ademds
se ha realizado |a caracterizacién molecular comparando el rDNA de todos los aislados
con el fin de establecer su grado de homologia y su relacién filogenética.
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INTRODUCCION

El nispero (Eriobotrya japonica Lindl.) se
cultiva en las 4reas templadas y su produccién
ha ido creciendo de forma constante debido a
la reconversion varietal y a la incorporacion
de nuevas técnicas de cultivo. Las variedades
mas difundidas en Espafia son Tanaka y Alge-
rie. La primera es de maduracién tardia que
estd m4s expuesta al golpe de sol y presenta
frutos de buen calibre y extraordinario sabor.
El cultivar Algerie constituye el 95% de la
produccién del sur de toda la peninsula por su
mayor precocidad. Ultimamente se estan cul-
tivando dos nuevas variedades, Magdall y
Golden Nuget, sobre todo en Andalucia.

Entre las enfermedades que atacan al nis-
pero cabe destacar el “moteado o rofia”. Esta

enfermedad es especialmente importante en
la parte occidental de la cuenca mediterré-
nea, donde produce numerosos dailos (en
algunos casos mds de un 50% de la cosecha).
Tiene mayor incidencia inmediatamente des-
pués de las primeras lluvias otonales y ataca
a los frutos en desarrollo. Los sintomas apa-
recen a lo largo del todo desarrollo en flores
y frutos, si bien el mas importante es el dafio
que parece en las hojas y en los frutos. Los
dafios de los frutos en algunos casos pueden
ser tan severos que producen la pérdida de la
cosecha (CABALLERO y FERNANDEZ, 2002).
Aungue el moteado o rofa es una enfer-
medad bien conocida, hoy en dia existe una
enorme controversia en la identificacién del
patégeno fingico responsable de esta enfer-
medad puesto que muchos autores la atribu-
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yen al género Spilocaea y otros al género
Fusicladium. Ambos géneros corresponden a
anamorfos de Venturia Sacc., género bien
conocido puesto que Venturia inaequalis y
Venturia pirina son los causantes del motea-
do en manzano y peral, respectivamente. Ven-
turia se caracteriza por ser un género muy
amplio ya que incluye numerosos patégenos
de plantas. Este hongo produce sus ascospo-
ras en la primavera en cuerpos fructiferos
denominados pseudotecios, creados durante
el invierno en las hojas caidas en el suelo y
conidios sobre los tejidos verdes atacados
durante toda la temporada vegetativa.

La mayoria de los andlisis filogenéticos
se basan en las repeticiones del DNA ribo-
sémico (rDNA) debido a sus regiones con-
servadas. Dentro del género Venturia se han
descrito 52 especies que incluyen los ana-
morfos Fusicladium, Spilocaea y Clados-
porium (SIVANESEN, 1977). Muchos de ellos
son patégenos de frutales o de plantas orna-
mentales y el nispero es especialmente sen-
sible a esta enfermedad. Recientemente la
caracterizacién del rDNA se ha empleado
para establecer las relaciones filogenéticas
dentro del género Venturia, responsable del
moteado en numerosos frutales (SCHNABEL
et al., 1999). Por otro, lado cabe destacar
los estudios realizados a nivel taxonémico
dentro del género Fusicladium (SCHUBERT
et al., 2003). Sin embargo, la distincién
entre los diferentes anamorfos del género
Venturia sigue siendo controvertida espe-
cialmente el género Fusicladium 'y Spiloca-
ea. Las principales caracteristicas que hasta
ahora diferenciaban estos géneros se basan
en el modo de proliferacion y asi, se englo-
ba dentro del género Fusicladium aquellos
con proliferacion de tipo simpodial y dentro
de Spilocaea aquellos con proliferacién de
tipo percurrente. (SCHUBERT et al., 2003,
SCHUBERT y BRAUN, 2005). Sin embargo, no
existen estudios comparativos claros a nivel
molecular que nos permitan discriminar
estos dos anamorfos.

El objetivo de este trabajo ha sido la iden-
tificacién y caracterizacién del patégeno
fingico responsable del moteado del nispero

en el ambiente mediterrdneo con el fin de
describir sus caracteres morfoldgicos y su
proceso de infeccién. Asimismo, se describe
la caracterizacion molecular del mismo com-
pardndolo con especies relacionadas (Ventu-
ria 'y sus anamorfos) para establecer sus
posibles relaciones filogenéticas.

MATERIAL Y METODOS

Material Vegetal

El material empleado para los diferentes
aislamientos consistié en hojas y en frutos de
Tanaka y Algerie afectados por moteado y
procedentes de diferentes plantaciones de Ja
Comunidad Valenciana.

Los primeros estudios de infectividad se
realizaron en plantas de nispero cv Tanaka y
cv Algerie. Para los estudios posteriores de
patogenicidad y virulencia, se llevo a cabo la
inoculacién en plantas de nispero cv “Pelu-
che”. Dicha variedad se caracteriza por ser
plantas de pequefio tamafio con hojas jéve-
nes de facil desarrollo en el invernadero lo
cual facilita los ensayos.

Hongos empleados

Algunas de las cepas flngicas empleadas
fueron adquiridas a través de la Coleccién
de Cultivo Tipo CBS: Fusicladium carpop-
hilum (CBS 497.62) (Fc), Spilocaea pomi
(CBS 180.47) (Sp) Venturia inaequalis
(CBS 595.70) (Vi) and Venturia pirina
(CBS 331.65) (Vp). Una cepa aislada a par-
tir de nispero y amablemente cedida por el
Dr Le Cam: Spilocaea eriobotryae (Se). El
resto de los aislados corresponden a dos
variedades de nispero cultivado en el Medi-
terraneo, Tanaka (NSH) (Serra-Valencia) y
Algerie (NCH) (Comarca de Callosa d’en
Sarria-Alicante). El aislamiento de los hon-
gos presentes en hojas y frutos de nispero
con sintomas de moteado se realizé
mediante pases sucesivos, primero en agar-
agua, y posteriormente en medio PDA
suplementado con estreptomicina 100
ug/ml para prevenir las contaminaciones de
origen bacteriano, hasta la obtencién de
micelios monospéricos. Todas las cepas se
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Cuadro 1. Secuencias de los distintos cebadores empleados en este estudio.

Nombre del Cebador Secuencia

ITS1 (5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
18S-Rev 5’-AGGGTTCGATTCCGGAGAG-3'
18S-For S’-GTGTTGAGTCAAATTAAGCCG-3’
28Y 5'-ATTTGCCTTAGTAACGGCGAG-3'
282 5*-CCTTGGTCCGTGTTTCAAGAC-3’
VCF1 5’-ATGGGTTAGCCTTCGGGCGC-3'
VCF2 5'-CTTGTAAATATAGGTTTCGG-3"

mantuvieron en agar patata (PDA) (Difco
Laboratories, Detroit) suplementado con
estreptomicina a 8° C.

El estudio de los caracteres morfoldgicos
de dichos cultivos puros se realiz6 mediante
técnicas taxondmicas cldsicas y su compara-
cién con literatura especializada (BRiosi y
CAVARA, 1892; SCHUBERT et al., 2003).

Estudio de patogenicidad

En todas las experiencias de infeccién, se
utilizaron suspensiones de esporas obtenidas
a partir de placas de PDA previamente ino-
culadas con cada uno de los aislados y creci-
das durante 45 dias a 21°C hasta conseguir
suficiente masa de micelio esporulado. El
micelio se rascé de la placa de manera super-
ficial para asi obtener una suspensién de
conidias en agua estéril y Tween al 0.5% con
el fin de evitar que las esporas se agregaran
entre si y facilitar su adherencia a la superfi-
cie de las hojas. Dicha suspensién se obser-
vé al microscopio y se cuantificé mediante
un hematocitémetro. Se empled una concen-
tracién de 103 esporas/ml que fueron distri-
buidas sobre la superficie de las hojas
mediante spray. Las plantas seleccionadas
para el proceso fueron aquellas que presen-
taban hojas jévenes de unos 7 cm de longi-
tud ya que son las que han resultado mas sus-
ceptibles al proceso de infeccién.

Las plantas de nispero una vez inocula-
das, se mantuvieron en un tinel del inverna-
dero con 100 % de humedad durante una
semana y posteriormente se mantuvieron en
el invernadero a 21° C a humedad ambiental.

Obtencién de DNA genémico

Para la caracterizacion molecular se llevé
a cabo el crecimiento de los aislados puros
en placas de PDA durante 3 semanas a 21°C
hasta obtener colonias de méds de | cm de
didmetro que permitiera disponer de sufi-
ciente micelio para una posterior extraccion
de DNA gendémico. El DNA fue obtenido tal
y como habia sido descrito previamente por
LE CaM et al. (2002) y el DNA se mantuvo
en TE a -20° hasta su posterior utilizacién en
reacciones de PCR.

Amplificaciones por PCR

Se emplearon cebadores ITS1 e ITS4 para
amplificar la regién ITS. Los cebadores 18S-
Rev y 18S-For se emplearon para amplificar
la regién 18S. Los cebadores 28Y and 28Z
fueron empleados para amplificar la regién
28S rRNA. Se diseftaron cebadores especifi-
cos VCF] y VCF2 dentro de la regién ITS
del género Venturia y especies relacionadas
para detectar especificamente Venturia 'y sus
anamorfos en muestras mezcladas. (Véase
Cuadro 1).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
en un volumen final de 100 pl conteniendo |
ul (20 a 60 ng) de DNA molde; | pM cada
cebador; 200 uM cada ANTP; 1.25 U de Tag
DNA polimerasa (Invitrogen), MD); Los
pardmetros de la reaccion fueron 94° C
durante 5 min seguida por 30 ciclos de 94° C
durante 30 s, 52° C 45 s, y 72° C durante |
min. Los productos obtenidos fueron anali-
zados por electroforesis en 1.5% agarosa en
tampén TAE.
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Figura 1. Didmetro de crecimiento de ambos aislados de F. eriobotryae (NSH y NCH) crecidos en medio sintético
de PDA a 21°C.

Secuenciacion de DNA

Los productos de PCR se purificaron
empleando el kit Ultra Clean TM PCR
Clean-up (MoBio, Lan Inc., California) y se
secuenciaron parcialmente empleando los
cebadores ITSI, ITS4, 18S-Rev, VCF-2.

La secuenciacién propiamente dicha se
realizé mediante el método de PROBER et al.,
1987) en un secuenciador ABI 377 (Applied
Biosystems, Madrid, Spain). Las secuencias
de DNA se compararon con aquellas ya
depositadas en la base de datos EMBL
siguiendo en el algoritmo WU-BLAST
(Washington University-Basic Local Align-
ment Search Tool (ALTSCHUL y GiISH, 1996).

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion del patdge-
no fiingico

Entre los hongos encontrados cabe desta-
car la frecuente presencia de hongos perte-
necientes al género Cladosporium spp. y
Alternaria spp., ambos parésitos facultativos
con un comportamiento generalmente sapro-

fitico, que debido a su rdpido crecimiento
dificultaron el aislamiento de las colonias
fingicas de nuestro interés caracterizadas
por una gran lentitud de crecimiento. Los
aislados de interés fueron posteriormente
incubados a 2]1° C durante 4 semanas para
favorecer su esporulacion.

“In vivo”este hongo se caracteriza por un
lento desarrollo de su micelio debido a su
cardcter subcuticular de manera que cuando
infecta sélo estd presente en el tejido epidér-
mico y algunas células inferiores al mismo,
donde el micelio del hongo encuentra el sus-
trato ideal. Bajo la cuticula, y a expensas de
|a epidermis, se producen las manchas en los
estomas, que mds tarde, si la humedad es
apropiada, irrumpen al exterior y dan lugar a
fructificaciones del hongo lo que hace que
no exista mucho micelio aéreo. El micelio
desarrollado en placa mostré el mismo desa-
rrollo lento, tal y como se muestra en la
Figura 1, donde sélo alcanza a cubrir la placa
petri después de mds de dos meses y medio
de crecimiento. Las conidias son solitarias,
rectas, de forma variable, que van de tipica-
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Figura 2. Conidias j6venes de de F. eriobotryae (Fe-NSH) crecido en PDA (a), Conidias adultas de F. eriobotryae (Fe-
NSH) crecido en PDA (b). Conidias de F. eriobotryae germinando préximas al tricoma durante la infeccién en nispero
(c). Micelio tipicamente septado con conidiogénesis de tipo percurrente (d).

mente ovoides a obpiriformes, y pueden pre-
sentar en algunos casos un septo y cuyo
tamano oscila entre 11,6320,83x 6,18+0,58
um en etapas jovenes y 16,30+2,52 x
6,3+0,37um en etapas adultas (Figura 2-b).
Ademds se caracterizan por presentar un
estrechamiento en la punta y aspecto redon-
deado en la zona del apice. Para su germina-
cién requieren alto grado de humedad de ahi
que normalmente la germinacién de las coni-
dias ocurra muy préxima a los tricomas
donde existe alta concentracién de humedad.
(Figura 2-c).

La conidiogénesis observada de forma
mds frecuente corresponde a una de tipo per-
currente (Figura 2-d) si bien también pudo
observarse en algunos casos proliferacién de
tipo simpodial. El conidiéforo presentd un

tamafio que oscil6 entre 9,59+2,02 x 4,57+
0,68 um (joven) y 17,46+ 1,90 x 4,42+ 0,52
um (adulto) (Figura 3). La conidiogénesis
percurrente en algunos casos fue muy mani-
fiesta, aprecidndose claramente las cicatrices
de las conidias ya formadas y liberadas.
(Figura 3-d).

Patogénesis

Produccién de daios

La inoculacién de plantas de nispero cv
Tanaka y cv Algerie realizada en un pequefio
nimero de plantas confirmé la capacidad
infectiva de nuestros aislados. Posteriormen-
te se realizé la inoculacién de plantas de nis-
pero cv “Peluche” (Figura 4-a) que mostré la
presencia de lesiones a los 21 dias después
de la inoculacién (dpi) en forma de manchas
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Figura 3. Distintos estadios de conidiogénesis de F. eriobotryae tipicamente percurrente con incremento del
conidiéforo (a, b y ¢). Cicatrices en coniditéforo como resultado de conidiaciones previas (d).

cloréticas a lo largo de las hojas (Figura 4-
b), y que se hicieron mas manifiestas a los 45
dpi (Figura 4-c y 4-d) en forma de manchas
cloréticas de color marrén oliviceo de
aspecto aterciopelado y forma estrellada con
muestras evidentes de presencia de esporas.

Este sistema ha permitido la confirmacién
de que los hongos aislados son responsables
del moteado del nispero al reproducir los
sintomas del mismo y desarrollando por
tanto un sistema de infeccion in vivo eficaz.

Comparacién de aislados

Siguiendo el proceso anteriormente des-
crito, se compararon los distintos aislados de
F. eriobotryae (NSH y NCH) con especies
muy relacionadas como V. inaequalis (Vi), V.
pirina (Vp), S. pomi (Sp), S. eriobotryae
(Se), Fusicladium carpophilum (Fc), estu-

diando tanto los sintomas como el proceso
de infeccién.

Se llevaron a cabo tres experimentos inde-
pendientes que permitieron constatar que V.
inaequalis y F. carpophilum fueron incapa-
ces de infectar nispero cv “Peluche” en las
condiciones empleadas, mientras que V. piri-
na, S. pomi and S. eriobotryae mostraron
diferentes sintomas de moteado, aunque
dichos sintomas difirieron de aquellos causa-
dos por los aislados identificados como
Fusicladium y su incidencia fue claramente
menor (Figura 5).

En términos de virulencia podemos desta-
car las grandes diferencias observadas entre
los dos aislados de Fusicladium obtenidos en
este trabajo. F. eriobotryae-NSH mostré sin-
tomas mds severos que F. eriobotryae-NCH,
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Figura. 4. Plantas inoculadas con F. eriobotryae (NSH) que se mantuvieron en invernadero a 100% de humedad
durante | semana (a). Primeras lesiones después de 21 dpi con aspecto de manchas cloréticas (b). Haz y envés de
hojas después de 45 dpi como manchas cloréticas que aumentan a medida que progresa la enfermedad adquiriendo un
aspecto oliviceo y aterciopelado debido a la produccién de esporas asexuales y con forma estrellada (c y d).

ya que el nimero hojas afectadas por planta
asi como la incidencia de las manchas en las
hojas fue claramente superior. Este hecho fue
también patente por la diferencia observada
entre estos dos aislados de Fusicladium en la
esporulacién y asi mientras Fe-NSH mostré
esporas en ambas partes de la hoja (haz y
envés). Fe-NCH sélo en el haz. (Figura 6).

Caracterizacién molecular de F. erio-
botryae

Con el fin de elucidar las relaciones exis-
tentes entre nuestros aislados y V. inaequalis
y otras especies relacionadas se ha llevado a
cabo un andlisis de la variacion de secuen-
cias dentro de la regién ITS de especies
representativas de estos dos grupos. La

caracterizacién molecular se ha realizado
también comparando distintas regiones que
incluyen D1/D2 asi como la regién del 185
entre todas las especies estudiadas con el fin
de establecer su posible homologia.
Empleamos distinta combinacion de ceba-
dores asi como nuevos cebadores disefiados
basdndonos en la homologia de secuencias
presentes en la base de datos. La regi6n ITS
no mostré diferencias de tamaiio en los frag-
mentos obtenidos por PCR entre todos los ais-
lados cuando empleamos los cebadores ITS1
e ITS4. Empleando los cebadores especificos,
VCFI y VCF2 dentro de la regién ITS, se
observé que éramos capaces de obtener frag-
mentos para todas ellas excepto para £ car-
pophillum y V. pirina que tan s6lo pudieron
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Figura S. Sintomas en hojas de nispero después de la infeccién con (a):Fc (b): Vi (sin moteado)
y (¢) Sp, (d) Se () Vp y (f) Fe-NSH
con diferentes sintomas de moteado.

Figura 6. Esporulacién observada en haz (a y ¢) o en el envés (b y d)
en hojas de nispero cv “Peluche” infectado con
F. eriobotryae NSH (a y b) o NCH (c y d).
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Figura 7. Fragmentos de PCR amplificados con ITSI
e ITS4 (a), con VCF| y VCF2 (c) para Fc, Fe-NSH,
Se, Sp, Vi, Vp y Fe-NCH. Fragmentos de PCR
amplificados para Fc, Fe-NSH, Se, Sp. Vi,

Vp correspondientes a la regién 18S (b) la regién 28S
(d) y a fragmentos amplificados con los cebadores
18S-Rev and ITS4 (e).

ser amplificadas con los cebadores [TS] e
1TS4 (Figura.7). El andlisis de las secuencias
ITS de todos ellos revelaron diferente grado
de homologia. Sorprendentemente las secuen-
cias obtenidas para Fe-S y Vi fueron idénticas
pero diferentes de Se, Vp y Fc lo que apoya
nuestra identificacién morfol6gica previa en
la identificacién de nuestros aislados como
Fusicladium y no Spilocaea.

El estudio de las regiéon D1/D2 revel$ un
tamafno idéntico para todos los aislados

mientras que si se pudo observar diferencias
muy evidentes para la regién del 18S (Figu-
ra 7 b y d). Teniendo en cuenta esta particu-
laridad, se obtuvo un fragmento especifico
que abarcaba desde la regién 18S hasta el
ITS utilizando los cebadores 18S-Rev en el
extremo 5’y VCF2 o ITS4 en el extremo 3’
que dio Jugar a una banda especifica para
cada especie (Figura 7-e). La secuenciacién
de este fragmento completo permitird un
mejor conocimiento de las relaciones filoge-
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néticas existentes entre todas la cepas estu-
diadas y en particular entre los distintos ais-
lados con el fin de poder establecer las posi-
bles diferencias entre ellas.

DISCUSION

Las investigaciones sobre el moteado del
nispero son escasas y menos se sabe aiin
sobre las especies de Fusicladium spp. que
infectan al nispero. Dicha enfermedad afecta
en distintos estadios de desarrollo de la plan-
ta, pero la mas perjudicial es la que afecta a
los frutos ya que estos se deprecian y conlle-
van numerosas pérdidas. Esta situacién es
particularmente llamativa en el drea del
Mediterrdneo lugar donde se cultiva el nis-
pero en mayor extensién en el territorio
espafiol.

Uno de los aspectos de esta enfermedad
que ha suscitado més interés entre los inves-
tigadores, ha sido la correcta identificacién
del patégeno responsable ya que todavia
existe una gran controversia entre dos ana-
morfos del género Venturia, Fusicladium y
Spilocaea (SCHNABEL et al., 1999; BRAUN e?
al., 2002; SCHUBERT et al., 2003) Algunos
autores identifican al responsable del mote-
ado del nispero dentro del género Spilocaea
(B. Le Cam, comunicacién personal). Sin
embargo, la forma mas comtn empleada es
la del género Fusicladium. Con este trabajo
se da un primer paso para responder a esta
cuestion, mediante la caracterizacion tanto
morfolégica como molecular de los aislados
obtenidos de nisperos afectados por el
moteado.

Este hongo se caracteriza por un lento
desarrollo miceliar debido a su crecimiento
subcuticular, de manera que cuando infecta,
sélo esta presente en el tejido epidérmico.
Este hecho dificulta enormemente su aisla-
miento de forma pura, al competir con otros
hongos que crecen de manera saprofita y a
mucha mayor velocidad. Los conidios son
caracteristicas: solitarios, rectos, de forma
variable, y desde de tipicamente ovoides a
obpiriformes. A la vista de estos caracteres,
el patégeno fiingico responsable del motea-

do en el nispero fue identificado como F
eriobotryae. Su inclusién dentro del género
Fusicladium y no en el género Spilocaea se
realizé teniendo la hipdtesis apoyada por
algunos autores donde se promueve la exis-
tencia de un dnico género que engloba
ambos anamorfos (tanto Fusicladium como
Spilocaea) y que en este caso corresponde
al género Fusicladium por antigiiedad taxo-
némica (BRAUN et al., 2002; BEcCK et al.,
2005).

Los sintomas de moteado encontrados en
nisperos del drea Mediterrdnea espafiola fue-
ron muy acusados tanto en las hojas como en
el fruto, apareciendo en forma de manchas
verdes o parduzcas. La lesién producida es
normalmente circular y su tamaio aumenta a
medida que avanza la enfermedad volvién-
dose olivacea y aterciopelada debido a la
presencia de esporas. (SANCHEZ-TORRES et
al., enviado).

Los estudios de ]a patogenicidad llevados
a cabo utilizando los aislados de F. eriobotr-
yae como las especies relacionadas, pusieron
de manifiesto a efectividad del sistema de
infeccién in vivo. Los resultados obtenidos
confirmaron la especificidad de huésped
para F. eriobotryae (NSH y NCH), V. inae-
qualis y F. carpophilum, mientras que V.
pirina, S. pomi que si fueron capaces de
infectar al nispero, aunque sus sintomas fue-
ron diferentes y mostraban mucha menor
incidencia. La capacidad infectiva S. erio-
botryae puede deberse a que se trate en rea-
lidad de otra cepa mds de la especie F. erio-
botryae si tenemos en cuenta la razén ante-
riormente expuesta de existencia de un sélo
género. Estos resultados sugieren que algu-
nas especies, S. pomi y V. pirina muestran
mayor especificidad de huésped que otros,
como es el caso de V. inaequalis y F. car-
pohilum. De cualquier forma, este proceso
de infeccién s6lo se ha observado “in vivo”
en ensayos en invernadero y no de manera
natural, ya que todos los aislados identifica-
dos en muestras con moteado de campo
correspondieron a F. eriobotryae.

La importancia de la puesta a punto de un
sistema in vivo de infeccién radica no sélo
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en la confirmacién de F eriobotryae como
responsable del moteado sino en que este
sistema estd siendo empleado para el estudio
del proceso de infeccién junto con la identi-
ficacién de variedades de nispero que sean
tolerantes o resistentes al moteado, con la
importancia econémica que eso conlleva. El
estudio del proceso de infeccién, gracias a
dicho sistema, podria facilitar en un futuro el
desarrollo de nuevos métodos de control més
efectivos.

Por otra parte, y puesto que los caracteres
morfolégicos estudiados no resultaron con-
sistentes para establecer diferencias entre los
aislados obtenidos a partir de las distintas
variedades de nispero se recurrié al empleo
de técnicas moleculares, asi como a ensayos
de patogenicidad que permitieran establecer
los distintos grados de virulencia. Dichas
aproximaciones revelaron diferencias signi-
ficativas entre los distintos aislados si bien
dichas diferencias no se han podido correla-
cionar hasta el momento ni con el lugar de
procedencia ni con la variedad de nispero de
la que fue aislado. En estos momentos se
estd ampliando el ndmero de aislados con el
fin de comprobar la existencia de alguna
posible correlacién.

La caracterizacién molecular llevada a
cabo comparando la regién D1/D2, la regién
ITS y 18S entre todas las especies con el fin
de establecer su relacién filogenética ha per-
mitido claramente diferenciar a V. inaequalis
y V. pirina responsables de moteado de man-
zana y pera, respectivamente, de los aislados

ABSTRACT

de nispero. Si bien la regién ITS no mostré
diferencias entre Vi e Fe si lo hizo con Vp,
confirmando los resultados obtenido previa-
mente por LE CaM et al. (2001, 2002). Las
diferencias observadas de tamafio de frag-
mento amplificado a nivel de la region [8S
podrian ser coincidentes con la presencia de
un intrén tal y como ya se describi6 previa-
mente por SCHNABEL et al. (1999). Si bien
este serfa un rasgo mas para diferenciar las
distintas especies que se encuentran m4s ale-
jadas filogenéticamente, nos permite ademds
distinguir de forma clara V. inaequalis de F.
eriobotryae gracias a las diferencias en
secuencia encontradas. Hasta la fecha no se
disponfan de muchas secuencias en las bases
de datos relacionadas con el moteado del
nispero, por lo que este trabajo supone la pri-
mera informacién desde un punto de vista
molecular, del patégeno fingico responsable
del moteado del nispero del drea del Medite-
1Tdneo.
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SANCHEZ TORRES P., R. HINAREIOS, J. J. TUSET. 2007. Fusicladium eriobotryae:
Fungal pathogen causing Spanish Mediterranean loquat scab. Bol. San. Veg. Plagas.

33: 87-98.

Fungal pathogen causing Spanish Mediterranean loquat scab has been isolated and

has been idenfied as Fusicladium eriobotryae according to conidial state and genetic cha-
racterisation. Mediterranean loquat scab symptoms are generally most noticeable and
serious on on both sides of leaves and fruit as green to olive-brown spots. The lesion is
usually circular and as it increases in size it becomes olive-colored and velvety due to
production of asexual spores. Scab symptoms have been reproduced by developing an in
vivo infection system. Following this strategy it has been compared two isolates F. erio-
botryae (NSH and NCH) to different isolates closely related such as Venturia. inaequa-
lis, Venturia pyrina, Spilocaea pomi, Spilocaea eriobotryae and Fusicladiun carpophi-
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lum, studying symptoms and infection process. Molecular characterisation has also been
done comparing rDNA regions from all strains dealing to stablish their putative homo-

logy and phylogenetic relationship.

Key words: Spilocaea, Venturia, patogénesis, ITS, Rdna.
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