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PATOLOGIA

La necrosis foliar causada pomMycosphaerella nawae
Hiura & lkata: una nueva enfermedad del caqui
(Diospyros kakiL. f.) en Espafia

M. BERBEGAL, A. PEREZ-SIERRA, J. ARMENGOL, J. GARCIA-JIMENEZ

En agosto de 2008, se detectaron unos sintomas foliares nunca antes observados en
plantaciones comerciaes de caqui en la provinciade Valencia. Los objetivos del presen-
te trabajo fueron tipificar la sintomatologia de la nueva enfermedad e identificar su
agente causal. Para ello, se prospectaron 19 parcelas situadas en diferentes localidades
de la comarca de La Ribera Alta. A partir de estas observaciones se caracterizo € sin-
drome de la enfermedad, consistente en la aparicion de clorosis y zonas necréticas en las
hojas, defoliacion, madurez y abscision anticipada de los frutos. De las muestras foliares
se aislaron Phomopsisp., Pestalotiopsis microsporg Mycosphaerella hawaé.os re-
sultados de los ensayos de patogenicidad realizados con aislados representativos de las
tres especies demostraron que M. nawaees el agente causal de la nueva enfermedad.
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INTRODUCCION

En Espafia la produccién de caqui
(Diospyros kakL. f.) ha sufrido un conside-
rable incremento desde 1992 (LLACER y BA-
DENES, 2002). La Comunidad Valenciana,
con una produccién aproximada de 50.000 t
anuales, representa el 94% de la superficie
total de caqui en Espafia seguida por Anda-
lucia (Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural y Marino, http://www.marm.es,
2008). La expansion del caqui en la Comuni-
dad Valenciana se ha visto favorecida por su
elevada rentabilidad y el retroceso experi-
mentado por los frutales de hueso en los Ulti-
mos afios (CLIMENT y LLACER, 2001; LLA-
CER Y BADENES, 2002). A estos factores, se
une d interés que ha despertado e cv. Rojo
Brillante, mutacion espontanea de la antigua
variedad autéctona“ Cristalino”, y por € per-

feccionamiento de técnicas postcosecha que
permiten mejorar su comercializacion
(ARNAL y DEL RiO, 2003; SALVADOR et al,
2004). Esta produccion se concentra princi-
palmente en la comarca valencianade La Ri-
bera Alta (Figura 1), donde el 94% de las
plantaciones son del cv. Rojo Brillante injer-
tado sobre Diospyros lotud.. f.

En agosto de 2008, tras una primavera
inusualmente lluviosa, se detectaron unos
sintomas foliares nunca antes observados en
parcelas de caqui situadas en la comarca de
La Ribera Alta. Estos sintomas incluian clo-
rosis, manchas necréticas y fuerte defolia-
cién e iban acompafiadas de madurez y abs-
cision anticipada de los frutos, llegando a
producir unas pérdidas globales en la co-
marca del 20% de |a cosecha estimada.

Hasta el momento, las enfermedades fo-
liares detectadas en cagui en Espafia no ha-
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bian tenido demasiada trascendencia, princi-
palmente por no encontrarse asociadas a
dafios directos sobre la cosecha. En 1998, se
detectd una enfermedad foliar causada por
Pestalotiopsis theaéSaw.) Stey. en parce-
las de caqui situadas en la provincia de
Huelva (TUuseT et al, 1999). Los sintomas
consistian en lesiones circulares con anillo
gue podian aparecer aisladas en las hojas y
gue cuando afectaban a més de un tercio de
su superficie podian provocar una defolia-
cion anticipada. P. theaese ha descrito tam-
bién como agente causal del “leaf blight” en
Japén (YASUDA et al, 2003). Recientemen-
te, se detectd por primera vez Pestalotiopsis
diospyri Sidow & P. Sidow como agente
implicado en la aparicién de éreas necroti-
cas en cdlices (“calyx blight”) en plantacio-
nes de caqui en Huelva (BLANCO et al.,
2008). P. diospyrise ha descrito como agen-
te causal de “leaf blight” y podredumbre de
frutos en Corea del Sur (KWON et al, 2004).
En los principales paises productores de
caqui existen referencias sobre otras enfer-
medades foliares causadas por hongos. My-
cosphaerella nawaéliura & lkata se ha
descrito como agente causal de la mancha
foliar circular del caqui en Japon (ABE et
al., 1996) y la Republica de Corea (KWON
et al, 1995; 2004), donde esta enfermedad
provoco graves pérdidas durante la década
de los noventa, no teniendo en la actualidad
una incidencia importante. También se ha
descrito en Brasil, China o Taiwén, entre
otros paises, la enfermedad de la mancha fo-

liar angular causada por Pseudocercospora

kaki Goh & Hsieh (KANG et al., 1997;
DAVID, 2000). La antracnosis, causada por
Colletotrichum gloeosporioide@Penz.)
Penz. & Sacc., se ha citado en la Republica
de Corea como una enfermedad importante
en cagui, sobre todo por los dafios que oca-
siona en los frutos aunque también puede
provocar lesiones en las hojas (KwWoN et al,
2007).

En el presente estudio se aborda la carac-
terizacion del sindrome de esta nueva enfer-
medad asi como la identificacion de su
agente causal. Una parte de este trabagjo ha

sido publicada recientemente (BERBEGAL et
al., 2010).

MATERIAL Y METODOS

Prospeccién de parcelas y procesado
de muestras

En 2008 se prospectaron secuenciamen-
te un total de 19 parcelas de caqui
(Cuadro 1) situadas en diferentes munici-
pios de la comarca de La Ribera Alta en
Valencia (Figura 1). En cada parcela se
anoto la sintomatologia observada y se to-
maron muestras de hojas afectadas para su
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Figura 1. Hectareas cultivadas de caqui por comarcas
en laComunidad Vaenciana, adaptado de Jarefio
(2009) a partir de los datos de la Consgjeria
de Agricultura, Pescay Alimentacion,
www.agricultura.gva.es, 2007
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Cuadro 1. Parcelas prospectadas y géneros flingicos detectados

Localidad Fecha de prospeccion Phomopsis Pestalotiopsis Mycosphaerella
L’Alcudia 11/11/08 + - +
L’Alcudia 11/11/08 + -
L’Alcudia 18/11/08 + -
L’Alcudia 18/11/08 + - +
L’Alcudia 18/11/08 + - -
L’Alcudia 20/11/08 + + +
Alginet 20/11/08 - + +
Alginet 20/11/08 + + +
Alzira 12/11/08 + + +
Alzira 20/11/08 + + +
Alzira 20/11/08 + - -
Alzira 20/11/08 + - +
Benimodo 11/11/08 - - -
Benimodo 11/11/08 + - +
Benimodo 12/11/08 + + +
Benimuslem 12/11/08 + - +
Carcaixent 12/11/08 + +
Guadassuar 12/11/08 + +
Guadassuar 18/11/08 - - +
Total de parcelas delas que
se aislaron los diferentes hongos 16 10 14

+/-: indicala deteccion positiva o negativa de cada uno de |os géneros flingicos en las parcelas de cagui prospectadas

posterior andlisis en el laboratorio. El ma-
terial vegetal se desinfectd con hipoclorito
sadico (1,5% de cloro activo) durante un
minuto, seguido de dos bafios con agua es-
téril y se sembraron pequefios fragmentos
del borde de las lesiones en placas Petri
con medio PDAS (39 g de patata-dextrosa-
agar, Biokar Diagnostics; 0,5 g de sulfato
de estreptomicina, Sigma-Aldrich; 1 L de
agua destilada). Las placas de aislamiento
se incubaron a 25 °C en oscuridad durante
5-7 dias. De las colonias resultantes se ex-
trajeron puntas hifales que se repicaron a
medio PDA (39 g de patata-dextrosa-agar,
Biokar Diagnostics; 1 L de agua destilada)
para su posterior identificacion.

De agunas parcelas se tomaron semanal-
mente muestras de hojas afectadas defolia-
das, que habian permanecido en el suelo
desde agosto, cuando aparecieron los prime-
ros sintomas, para hacer un seguimiento de

la formacion de cuerpos fructiferos en las
lesiones. A partir del momento en que se
observaron estructuras fungicas maduras en
las lesiones se cortaron fragmentos de estas
lesiones que, tras humedecerlos sumergién-
dolos durante 5 minutos en agua estéril, se
pegaron con vaselina en tapas de placas
Petri con medio PDAS y se incubaron a
25 °C en oscuridad durante 7 dias. Las colo-
nias incipientes observadas en la superficie
del medio de cultivo se repicaron a medio
PDA, para proceder a su identificacion.

Identificacion de especies fungicas
Identificacion morfolégica
Laidentificacién morfoldgica de los aida

dos se hizo a partir de los cultivos puros de
tres géneros flingicos que se obtuvieron
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consistentemente y que se consideraron, por
las referencias existentes y/o por € tipo de
sintomatologia foliar, como potencialmente
asociados a la nueva enfermedad del caqui:
PestalotiopsisPhomopsisy Mycosphaere-
lla. Para inducir la esporulacién se hicieron
crecer en diferentes medios de cultivo: dos
aidados de PestalotiopsigPel y Pe2, pro-
cedentes de parcelas localizadas en Carlet y
L’Alcudia, respectivamente) se incubaron
en PDA en oscuridad a 25 °C durante tres
semanas. En el caso de Phomopsisdos ais-
lados (P1 y P2, de parcelas localizadas en
L Alcudia'y Guadassuar, respectivamente)
se incubaron en PCA (20 g de patata; 20 g
de zanahoria; 15 g de agar, Oxoid; 1 L de
agua destilada) con granos de trigo previa
mente esterilizados, en fotoperiodo 12 h a
25°C durante dos meses. Finalmente, cinco
aidados representativos de Mycosphaerella
(M1y M2 obtenidos de parcelas localizadas
en Carlet, M3 de Alzira, M4 de Guadassuar
y M5 de L’Alcudia) se sembraron en dife-
rentes medios: PCA + trigo, MEA (50 g
agar extracto de malta, Oxoid; 1 L de agua
destilada), agar agua (19 g de agar, Oxoid;
1 L de agua destilada) + hojas de clavel,
agar agua + aciculas de pino, y agar agua +
hojas de caqui, en fotoperiodo 12 h a 25 °C
durante dos meses.

Con € fin de identificar a nivel de espe-
cie los aislados de Mycosphaerellaobteni-
dos en la zona de estudio, se compararon
los caracteres morfoldgicos de los cinco
aislados seleccionados con los de un aisla
do de M. nawaeprocedente de plantaciones
de caqui afectadas por la enfermedad de la
mancha foliar circular en la Republica de
Corea proporcionado por el Dr. Chang-
Seuk Park (College of Agriculture, Gye-
ongsang National University, Chinju,
Kored). Adicionalmente, los cinco aislados
representativos se sembraron en cuatro pla-
cas con PDA que se incubaron en oscuridad
a 25 °C paracacular € ratio de crecimiento
diario. Tras cuatro semanas de incubacion
se midi6 e crecimiento miceliar de los ais-
lados en dos diametros perpendiculares re-
pitiéndose el experimento dos veces.

Identificacion molecular

La identificacion molecular se realizé
con los mismos aislados seleccionados de
cada género fungico y se llevd a cabo a
partir de ADN genémico obtenido del mi-
celio utilizando el kit comercial “EZNA
Plant DNA” (Omega). Se amplifico la re-
gion ITS del ADN ribosdmico mediante la
técnica PCR con los cebadores ITS1 e
ITS4. La reaccion de PCR se llevd a cabo
en un termociclador programable (PTC
200, MJ Research), con las condiciones si-
guientes: 35 ciclosde 1 min a95°C, 1 min
a55° y 1 mina72°C, seguidos de 10
min a 72°C de extension final de los inicia-
dores. La purificacion de los fragmentos
amplificados por PCR se realiz6 con el kit
“high pure PCR product purification”
(Roche), siguiendo las instrucciones suge-
ridas por el proveedor. Los fragmentos pu-
rificados fueron secuenciados, utilizando
los cebadores ITS1 e ITSA y € “kit” ABI
PRISM, que utiliza terminadores marcados
y como enzima se utilizé la Amplitag ADN
polimerasa (Perkin Elmer). La secuencia-
cion serealizd con el secuenciador automé
tico ABI 373 ADN sequencer, por €l Servi-
cio de Secuenciacién de ADN del Instituto
de Biologia Molecular y Celular de Plantas
de la Universidad Politécnica de Valencia.
El proceso anteriormente descrito, se llevé
a cabo también con el aislado de M. nawae
procedente de la Republica de Corea a fin
de proceder a la comparacion entre secuen-
cias ya que no existia ninguna accesion
disponible de esta especie en la base de
datos GenBank.

El mismo proceso se utilizé para identi-
ficar molecularmente aislados obtenidos a
partir de las estructuras fingicas forma-
das en las lesiones en las hojas caidas al
suelo asi como directamente de estas es-
tructuras tomadas de las lesiones. En este
Ultimo caso el proceso fue idéntico, con
la excepcion de la extraccién del ADN,
gue se realizd mediante la técnica de ex-
traccion rapida descrita por ALANIZ et al.
(2009).
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Ensayos de patogenicidad

Se selecciond un aislado representativo de
cada especie para los ensayos de patogenici-
dad (P1 de PhomopsisPel de Pestalotiop-
sis y M2 de Mycosphaerella Por cada ais-
lado se inocularon 10 plantones sanos de
dos afios de edad del cv. Rojo Brillante, in-
jertados sobre D. lotusy otros 10 plantones
injertados sobre D. virginiana El experi-
mento se repitio dos veces.

Para las inoculaciones de Phomopsisy
Pestalotiopsisse prepararon suspensiones
de conidios con agua estéril de 5 x 106 co-
nidios ml-1. En el caso de Phomopsisla
suspension se preparé a partir de colonias
crecidas en placas con agar agua incubadas
en fotoperiodo 12 h a 25 °C durante dos
meses y en Pestalotiopsisa partir del
hongo creciendo en placas con PDA incu-
badas en oscuridad a 25 °C durante un mes.
En el caso de Mycosphaerellano se consi-
gui6 la esporulacion en medio de cultivo,
por lo que se prepard una suspensién del
micelio triturado del hongo con agua esté-
ril (5 x 10° UFC ml-1) a partir de placas
con PDA incubadas en oscuridad a 25 °C
durante un mes.

Las suspensiones se pulverizaron sobre
los plantones a razén de 200 ml por cada
uno. Diez plantones del cv. Rojo Brillante
sobre D. lotusy otros diez sobre D. virgi-
niana se pulverizaron con la misma canti-
dad de agua estéril utilizandose como tes-
tigos en los ensayos. Los plantones se in-
cubaron en una camara de cultivo cubier-
tos por un pléastico semitransparente para
mantener unas condiciones de humedad
elevada, en fotoperiodo 12 h a 20 °C du-
rante los primeros 10 dias después de la
inoculacion. Transcurrido este periodo, se
hicieron pequefios orificios en el pléastico
para facilitar la ventilacion de los planto-
nes y se incrementd la temperatura de in-
cubacion a 22 °C manteniendo las mismas
condiciones de iluminacion en la camara
de cultivo. El seguimiento de los plantones
para observar el momento de aparicién y
la evolucion de los sintomas se realizé se-
manal mente.

RESULTADOS
Sintomatologia

Con e seguimiento de las parcelas afecta
das se consigui6 la caracterizacién del sin-
drome de la nueva enfermedad en caqui. A
partir del mes de agosto se observaba la apa-
ricion de zonas necroéticas redondeadas, de
pequefio tamafio, distribuidas a azar por todo
el limbo foliar. Estas lesiones no estaban li-
mitadas por las nerviaciones y podian desa-
rrollarse, en un principio, de forma aislada.
En una fase més avanzada, estas lesiones se
mantenian rodeadas de un pequefio halo de
color verde oscuro mientras que € resto del
limbo se tornaba clorético (Figuras 2y 3). La
aparicion de estas clorosis iba inmediatamen-
te seguida de defoliacién, en muchos casos
severa (Figura 4). Estos sintomas iban acom-
pafiados de una maduracién anticipada y ré&
pida de los frutos, con reblandecimiento ace-
lerado de los tejidos hasta la abscision (Figu-
ra4). No se detectaban dafios directos en fru-
tos, calices ni pedinculos. Tampoco se ob-
servl en ningln caso lesiones 0 exudaciones
en maderani lesiones en raices.

Identificacion de especies fungicas

Se aid6 Phomopsien un 84% de las par-
celas estudiadas, Mycosphaerellaen un
74% y Pestalotiopsisn un 53% de las mis-
mas. En cinco de las parcelas estudiadas se
aislo conjuntamente Phomopsisy Mycosp-
haerellay las tres especies se aislaron con-
juntamente en siete de las parcelas estudia-
das (Cuadro 1).

Se confirmo la identidad de los aislados
de Pestalotiopsisa partir de la observacion
de sus conidios caracteristicos en medio de
cultivo PDA. A nivel molecular, las secuen-
cias ITS de los aislados se compararon con
las secuencias depositadas en la base de
datos GenBank mediante el programa
BLAST del NCBI (National Center of Bio-
technology Information, USA). Los resulta-
dos mostraron una semejanza del 100%
entre las secuencias de los aislados obteni-
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Figura 3. Sintomas en hojas y madurez anticipada de los frutos
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et

Figura 4. Defoliacion y abscision masiva de los frutos

dos de lazona de estudio y las accesiones de
P. microsporade |a base de datos.

Se confirmd la identidad de los aislados
de Phomopsisa partir de la observacién de
conidios a y 3, formados en picnidios en €
medio de cultivo tras dos meses de incuba
cion. A nivel molecular, los resultados de
las comparaciones entre secuencias mostra-
ron una semejanza del 100% entre los aisla
dos abtenidos de la zona de estudio y las ac-
cesiones de Phomopsissp. en la base de
datos, no siendo posible encontrar una
buena concordancia con ninguna accesion
identificada anivel de especie.

No se observé esporulacion en ninguno de
los medios de cultivo donde se incubaron los
aidlados de MycosphaerellaSin embargo, la
morfologiade las colonias, que d principio pre-
sentaban un color verde oscuro pasando luego a
gris oscuro-negro, asi como € ratio de creci-
miento diario en PDA en oscuridad a 25 °C
(0,9-1 mm), coincidia con las caracteristicas
descritas para la especie M. nawae(KWON et
al., 1995) y eraidénticaalaobservadaen d as
lado de origen coreano (Figura5).

Figura5. A: Pseudotecios formados en laslesiones de
las hojas. B: Aidados de Mycosphaerella nawagrecidos
en medio de cultivo PDA (izquierda: aislado M2
procedente de Carlet; derecha: aidado de la Republica
de Corea) C: Ascas liberadas a partir de los pseudotecios.
D: Asca E: Ascosporas. F: Ascosporas germinando
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Observaciones secuenciales de las lesio- (Accesiones n°® GQ465767 y GQ465768,
nes de las hojas caidas que habian permane- respectivamente).
cido en el suelo de la parcela permitieron
observar estructuras de color oscuro (tipo

pseudotecio) dentro del tejido foliar Ensayos de patogenicidad

(Figura5). A partir del mes de abril comen-

zaron a observarse ascas y ascosporas ma- Los sintomas de la enfermedad se repro-
duras dentro de estos pseudotecios (Figu- dujeron Unicamente en los plantones inocu-
ra 5). Las ascas eran en su mayoria cilindri- lados con el @islado de MycosphaerellaLos
cas con un tamafno de 30,5-60,2 x 8,1- primeros sintomas (lesiones foliares de
10,5 pum. Las ascosporas eran uniseptadas, color oscuro de pequefio tamafio y aisladas)
generalmente con forma de huso, con unas aparecieron 15 dias después de la inocula-
dimensiones de 10,3 (10-11,5) um de largo cién. Un mes después de la inoculacion, los
y 3,4 (3-3,9) um de ancho (Figura 5). La plantones inoculados mostraron necrosis ge-
forma y dimensiones de las ascosporas ob- neralizadas en las hojas, clorosis y defolia-
servadas coincidian también con las descri- cidn severa mientras que los testigos perma:
tas para la especie M. nawae(KwoN et al., necieron asintométicos (Figura 6). Se mos-
1998). Las colonias crecidas en medio traron susceptibles los plantones del cv.
PDAS a partir de estos pseudotecios forma- Rojo Brillante injertados sobre ambos patro-
dos en hojas secas caidas al suelo previa- nes. De las lesiones se reais 6 Mycosphaere-
mente humedecidas y adheridas a las tapas [la completandose asi los postulados de
de placas Petri resultaron idénticas a nivel Koch.

morfolégico alas colonias de Mycosphaere-
lla obtenidas a partir de los aislamientos de

hojas verdes. DISCUSION
A nivel molecular, los resultados de las

comparaciones entre secuencias mostraron En e presente estudio se ha identificado
una semejanza del 96% entre los aislados de al hongo Mycosphaerella nawaeliura &
Mycosphaerellaobtenidos de la zona de es- Ikata como agente causal de la enfermedad
tudio y las accesiones de M. stromatosal. delanecrosisfoliar del cagui en la Comuni-
E. Taylor & Crous en la base de datos. dad Valenciana. No existen referencias
Como se indicé anteriormente, no se encon- sobre la presencia de este patégeno en plan-
traron accesiones de M. nawaeen la base de taciones de caqui en Europa. M. nawaese
datos. Sin embargo, al comparar las secuen- ha descrito como agente causal de la man-
cias del aislado de origen coreano de cha foliar circular del caqui en Japon (ABE
M. nawaey las correspondientes alos aisla- et al.,, 1996) y la Republica de Corea
dos de la zona de estudio (incluyendo los (KwoN et al,, 1995; 2004). Asimismo, en €l
obtenidos a partir de aislamientos de las presente estudio, se han caracterizado los
hojas y a partir de los pseudotecios forma- sintomas de la enfermedad de la necrosis fo-
dos en las lesiones de hojas secas caidas al liar en Espafia: clorosis, necrosis foliares,
suelo) se obtuvo una concordancia del defoliacién, maduracion anticipada y absci-
100%. Asimismo, resultaron idénticas las sion delosfrutos.

secuencias obtenidas a partir de la extrac- De las hojas afectadas se aislaron Pho-
cion directa del ADN de los pseudotecios mopsissp., Pestalotiopsis microspona My-
presentes en las lesiones en las hojas caidas cosphaerella nawaévl. nawaese identifico
al compararlas con la del aislado de M. también a partir de la extraccion directa de
nawaeprocedente de la Republica de Corea. ADN de los pseudotecios maduros forma-
Las secuencias de los aislados M2 y M3 se dos en las hojas caidas al suelo asi como de

depositaron en la base de datos GenBank las ascosporas liberadas de dichos pseudote-
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Figura 6. Defoliacion, necrosis foliaresy clorosis en los plantones de: (A) Rojo Brillante injertado sobre Diospyros
lotusy (B) Rojo Brillante injertado sobre D. virginiana,inoculados con Mycosphaerella nawa€: Detalle de los sinto-
mas observados en las hojas de |os plantones inoculados con M. nawae

cios. La frecuencia de aislamiento de
M. nawaede las parcelas prospectadas fue
baja, posiblemente debido a la dificultad
para el aislamiento del género Mycosphae-
rella 'y asu lento crecimiento. En la mayoria
de las parcelas se aislaron las tres especies
conjuntamente o bien Phomopsissp. y
M. nawae

Laidentificacion de los hongos que podi-
an estar asociados a la enfermedad se reali-
z6 morfologicamente y se utilizaron técni-
cas moleculares para confirmar su identi-
dad. No fue posible la identificacién de los
aislados de Phomopsissp. a nivel de espe-
cie. En el caso de los aislados de Pestalo-
tiopsis se obtuvo una elevada concordancia
al comparar las secuencias obtenidas de la
region ITS con las disponibles en la base de
datos GenBank correspondientes a P. mi-
crospora Esta especie no coincide con las
gue se han descrito dentro del género Pesta-
lotiopsis asociadas con enfermedades folia-
res del caqui en Espafiay Japén: P. brevise-
ta, P. diospyrj P. grandicola P. longisetao
P. theagTusET et al, 1999; YASUDA et al,
2003). Sin embargo, KEITH et al (2006) se-

fialan que es frecuente encontrar P. micros-
pora en plantas tropicales y subtropicales
como endofito o saprofito oportunista.

La morfologia de la coloniay € ratio de
crecimiento que presentaban los aislados de
Mycosphaerellade origen espafiol resulta-
ron similares a los descritos para la especie
M. nawag(KwWOoN et al, 1995). Se compara-
ron las caracteristicas morfol dgicas de estos
aislados con un aislado de M. nawaeproce-
dente de la Republica de Corea resultando
idénticos. Asimismo, la comparacion de se-
cuencias de ITS entre los aislados esparfioles
y €l aislado de M. nawaede origen coreano
resultdé en un 100% de identidad. Por otra
parte, laformay dimensiones de las ascas y
ascosporas liberadas por los pseudotecios
formados en las hojas afectadas coincidie-
ron con las descritas para M. nawae(KWON
et al.,1998).

Los resultados de los ensayos de patoge-
nicidad confirman que el agente causal de
los sintomas observados en las plantaciones
comerciales de caqui de LaRiberaAltaesel
hongo M. nawae De las especies utilizadas
en los ensayos fue la Gnica con la que se re-
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produjeron los sintomas en los plantones de
caqui inoculados. Ademés, fue posible su
reaislamiento a partir de las lesiones en los
plantones sintométicos por 1o que se com-
pletaron los postulados de Koch. Las infec-
ciones severas causadas por M. nawaepue-
den provocar la maduracion anticipada y
abscision de los frutos; estos sintomas tam-
bién se han observado asociados a infeccio-

nes causadas por Pseudocercospora kaki

(DAVID, 2000). Sin embargo, no existen re-
ferencias sobre este tipo de sintomas sobre
los frutos en plantaciones afectadas por es-
pecies fungicas como Phomopsisp. o Pes-
talotiopsisspp. Los resultados obtenidos po-
drian sugerir la presencia de estas dos espe-
cies como saprofitos oportunistas.

No se observaron dafios directos en fru-
tos, calices o pedunculos por lo que la ma-
duracion anticipaday abscision de los frutos
podria producirse como consecuencia de

ABSTRACT

una respuesta fisiolégica de la planta a las
infecciones foliares. Sassa et al. (1989,
1990) han identificado diferentes compues-
tos fitotdxicos producidos por M. nawaeque
podrian estar relacionados con los sintomas
observados en los frutos. Serian necesarios
futuros estudios para determinar los meca-
nismos implicados en el desarrollo de los
sintomas de la enfermedad de la necrosis fo-
liar del caqui.
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Leaf Spot caused by Mycosphaerella nawakliura & Ikata: a new disease of persimmon
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In August 2008, foliar symptoms never observed before were detected in commercial

persimmon (Diospyros kakiL. f.) fields located in La Ribera Alta (Valencia province).
The objectives of this study were to typify the symptomatology of the disease and deter-
mine its causal agent. To this aim, 19 persimmon fields were surveyed in La Ribera Alta.
Through these observations the syndrome of the disease was characterized as chlorosis,
necrotic spots on the leaves, defoliation, early fruit maturation together with fruit abscis-
sion. Phomopsissp., Pestalotiopsis microsporand Mycosphaerella nawagere consis-
tently isolated from the margin of leaf lesions. Pathogenicity tests demonstrated that
M. nawaeis the causal agent of the new disease in persimmon fields located in la Ribera

Alta.

Key words: Rojo Brillante, fruit abscission.

REFERENCIAS

ABE, Y., ABE, M., HAYASHI, S., OGATA, T. 1996. Oc-
currence of circular leaf spot caused by Mycosphae-
rella nawaeon persimmon in Fukushima Prefecture.

Annual Report of the Society of Plant Protection of

North Japan85-87.

ALANIZ, S., ARMENGOL, J., GARCIA-JIMENEZ, J., ABAD-
CAMPOS, P., LEON, M. 2009. A multiplex PCR sys-
tem for the specific detection of Cylindrocarpon lirio-
dendri C. macrodidymumand C. pauciseptatum
from grapevine. Plant Diseasg93: 821-825.

ARNAL, L., DEL Rio, M. A. 2003. Removing astrin-
gency by carbon dioxide and nitrogen-enriched at-
mospheres in persimmon fruit cv. ‘Rojo Brilllante'.
Food Sciences8: 1516-1518.

BERBEGAL, M., PEREZ-SIERRA, A., ARMENGOL, J.,
PARK, C. S, GARCIA-JMENEZ, J. 2010. First report
of circular leaf spot of persimmon caused by My-
cosphaerella nawais Spain. Plant Diseasg94: 374.

BLANCO, C., ROMERO, F., DE LOs SANTOS, B. 2008.
First report of Pestalotiopsis diospymausing calyx



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 36, 2010 223

blight in Huelva province (Southwestern Spain).
Plant Diseasg92: 176.

CLIMENT, C., LLACER, G. 2001. Caqui. En: Nuez, F. y
Ll&cer, G. (eds). La Horticultura Espafiola, SECH,
Ed. de Horticultura, Reus, Tarragona, Espafia.

DAvID, J. C. 2000. Pseudocercospora kakiMl Des-
criptions of fungi and bacteria: 144, sheet 1439.
CAB International, Wallingford, UK.

JareNO, C. F. 2009. Avaluaci6 “in vitro” de fungicides
per a control de fongs associats alatacafoliar circu-
lar del caqui. Trabajo final de carrera. Escuela Técni-
ca Superior del Medio Rural y Enologia. Vaencia.

KANG, S. W., KwoN, J. H., Kim, H. K. 1997. High spo-
rulating medium for Cercospora kakcausing per-
simmon angular leaf spot. Korean Journal of Plant
Pathology 13: 69-71.

KEITH, L. M., VELASQUEZ, M. E., ZEE, F. T. 2006
Identification and characterization of Pestalotiopsis
spp. causing scab disease of guava, Psidium
guajava in Hawaii. Plant Diseasg90: 16-23.

KwoN, J. H., PARK, C. S. 2004. Ecology of disease
outbreak of circular leaf spot of persimmon and ino-
culum dynamics of Mycosphaerella nawaeRese-
arch in Plant Diseas€l0: 209-216. (En coreano).

KwoN, J. H., KANG, S. W., CHUNG, B. K., PARK, C. S.
1995. Cultural characteristics of Mycosphaerella
nawaecausing spotted leaf casting of persimmon.
Plant Disease and Agriculturé: 18-21. (En coreano).

KwoN, J. H., KANG, S. W., PARK, C. S,, Kim, H. K.
1998. Microscopic observation of the pseudothecial
development of Mycosphaerella nawaen persim-
mon leaves infected by ascospore and conidia. Kore-
an Journal of Plant PathologyL4: 408-412.

KWwON, J. H., AHN, G. H., PARK, C. S. 2004. Leaf blight
of sweet persimmon tree in the field and fruit rot in

the storage caused by Pestalotia diospyriThe Kore-
an Journal of Mycology32: 130-133. (En coreano).

KwoN, J. H., JEONG, S. G., CHUNG, B. K. 2007. Sur-
vey of overwintering inoculum potential of anthrac-
nose of sweet persimmon caused by Colletotrichum
gloeosporioidesResearch in Plant Diseasé&3:
204-206. (En coreano).

LLACER, G., BADENES, M. L. 2002. Situacion actual de
la produccion de caquis en el mundo. Agricola Ver-
gel, 242 64-70.

SALVADOR, A., ARNAL, L., MONTERDE, A., CUQUERE-
LLA, J. 2004. Reduction of chilling injury symptoms
in persimmon fruit cv. ‘Rojo Brilllante' by 1-MCP.
Postharvest Biology and Technolo8®: 285-291.

SassA, T., IGARASHI, M. 1990. Structures of (-)-My-
cousnine, (+)-1somycousnine and (+)-Oxymycousni-
ne, new usnic acid derivates from phytopathogenic
Mycosphaerella nawae\gricultural and Biological
Chemistry 54: 2231-2237.

SassA, T., IGARASHI, M., NUKINA, M. 1989. (-)-My-
cousunine and (+)-1somycousunine, new phytotoxic
usunic acid derivates from the phytopathogenic fun-
gus, Mycosphaerella nawadé\gricultural and Biolo-
gical Chemistry53: 1743-1744.

TUsET, J. J., HINAREJOS, C., MIRA, J. L. 1999. First re-
port of leaf blight on sweet persimmon tree by Pes-
talotiopsis theaén Spain. Plant Diseasg83: 11.

YASUDA, F., KOBAYASHI, T., WATANABE, H., IZAWA,
H. 2003. Addition of Pestalotiopsispp. to leaf spot
pathogens of Japanese persimmon. Journal of Gene-
ral Plant Pathology69: 29-32.

(Recepcién: 12 marzo 2010)
(Aceptacion: 7 octubre 2010)






