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El chancro de encinas y alcornoques causado por Botryosphaeria
spp- en Andalucia

M.E. SANCHEZ, J. VENEGAS, M.A. ROMERO, A.J.L. PHILLIPS, A. TRAPERO

Phytophthora cinnamomi esta considerada como el principal agente asociado con el
decaimiento de Quercus en Andalucia. Sin embargo, frecuentemente aparecen chancros
en los drboles que sufren el decaimiento en esta regién. En las prospecciones llevadas a
cabo en Andalucia en zonas afectadas de decaimiento, se detectd la presencia de dreas
alargadas de corteza necrosada en las ramas enfermas. De estas lesiones se aislaron con-
sistentemente tres especies de Botryosphaeria o taxones relacionados, Botryosphaeria
stevensii, B. dothidea y Diplodia sarmentorum. La inoculacién de aislados de las tres
especies en ramas cortadas de encina dieron lugar al desarrollo de chancros. Las inocu-
laciones en ramas de drboles sanos en campo también indujeron la formacién de chan-
cros, aunque s6lo B. stevensii causé lesiones que anillaron y mataron las ramas. La tem-
peratura éptima de crecimiento de B. stevensii y B. dothidea fue de alrededor de 25°C,
con crecimiento lento a 35°C. Por el contrario, D. sarmentorum presentd una tempera-
tura 6ptima de crecimiento alrededor de 21°C y no crecid a 35°C. La frecuencia y amplia
distribucién de estos patégenos, su asociacién con los chancros y su capacidad para
infectar encinas y alcornoques sugiere su papel como agentes contribuyentes del decai-
miento de Quercus en Andalucia.
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INTRODUCCION

Los ecosistemas dominados por encinas y
alcornoques (montes o dehesas) constituyen
la vegetacion climax en gran parte de Anda-
lucia y se caracterizan por su alta capacidad
para proteger y crear suelo bajo las condicio-
nes climéticas semi-4ridas caracteristicas de
esta region. La diversidad de ecosistemas
dominados por los Quercus mediterraneos
albergan ademds una rica y variada fauna.
" Este hecho, junto con su importancia para la
economia rural de la region, especialmente

la cria de ganado y la extraccién de corcho,
justifica ampliamente la necesidad de su
conservacion (MONTOYA, 1988).

Desde principios del siglo XX, las espe-
cies de Quercus han sufrido a lo largo de
toda Europa varios periodos de decaimiento
y mortandad. En la cuenca mediterrdnea se
detecté un severo decaimiento a principios
de los afios 80. Las especies mas afectadas
en Espafia son Quercus suber'y Quercus ilex,
y en menor medida, Quercus faginea y
Quercus pyrenaica (MONTOYA,1994). Tam-
bién se ha descrito un decaimiento similar
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sobre Q. suber en Tinez, Portugal y Marrue-
cos (BRITO DE CARVALHO, 1993; BRASIER,
1996; EL-BADRI y ABADIE, 2000). En Italia
las principales especies afectadas son Quer-
cus cerris, Quercus frainetto y Quercus
pubescens (RAGAZzI et al., 2000).

Se ha citado un amplio nimero de facto-
res asociados con los decaimientos de los
Quercus mediterrdneos, como periodos recu-
rrentes de sequia severa, encharcamientos
estacionales, cambios en los aprovechamien-
tos tradicionales de las masas, ataques de
insectos perforadores, podredumbres radica-
les causadas por Phytophthora cinnamomi 'y
chancros causados por Biscogniauxia medi-
terranea (Hypoxylon mediterraneum) y
Botryosphaeria stevensii (Diplodia mutila)
(LUQUE y GIRBAL, 1989; RAGAZZI et al.,
1989, 2000; MonToOYA, 1992; Luisl et al.,
1993; BRASIER, 1996; TUSET et al., 1996;
VANNINI e? al., 1996; GALLEGO et al., 1999;
LUQUE et al., 2000; SANCHEZ et al., 2000,
2002 a, 2002 c). Ademds, la bacteria Brenne-
ria (Erwinia) quercina también se ha asocia-
do con el decaimiento de Quercus en Espaiia
(SoR1A et al., 1997).

Botryosphaeria stevensii se ha descrito
como el principal agente fiingico asociado al
decaimiento de Quercus en Italia (RAGAZZI
et al., 1989, 1999, 2000), Marruecos (EL-
BADRI y ABADIE, 2000), y nordeste espafiol.
De hecho, el chancro del tronco causado por
B. stevensii se considera como la principal
enfermedad causante de muerte de alcorno-
ques en Cataluiia (LUQUE y GIRBAL, 1989,
LUQUE et al., 2000). Sin embargo, en el
sudoeste (Andalucfa y Extremadura) la
causa principal de muerte de encinas y alcor-
noques es la podredumbre radical causada
por P. cinnamomi (BRASIER, 1996; TUSET et
al., 1996; GALLEGO et al., 1999; SANCHEZ et
al., 2002 a; 2002 c). Este patgeno es res-
ponsable de la tipica distribucién de arboles
muertos y moribundos en grandes grupos o
focos, y también de la asociacién del decai-
miento con depresiones topogréficas u otras
areas afectadas por encharcamientos estacio-
nales (BRASIER, 1996; SANCHEZ et al., 2002
a; TUSET et al., 1996). El chancro carbonoso

causado por B. mediterranea es una enferme-
dad conocida desde antiguo en Andalucia,
sobre todo afectando a Q. suber (TORRES
Juan, 1985), y también ha sido asociada con
el decaimiento en esta regién (NAVARRO y
FERNANDEZ, 2000; SANCHEZ et al., 2000). Sin
embargo no hay referencias de otros chan-
cros fingicos implicados en el decaimiento
de encinas y alcornoques en Andalucia.

Las prospecciones llevadas a cabo en
dehesas y montes andaluces afectados de
Seca desde 1998 (TRAPERO et al., 2000; SAN-
CHEZ et al., 2002 c) revelaron la presencia de
drboles afectados por un chancro distinto al
causado por B. mediterranea. Esta enferme-
dad no siempre aparece asociada con las
infecciones radicales causadas por Phytopht-
hora (SANCHEZ et al., 2002 c). Con estos
antecedentes, los objetivos del presente tra-
bajo fueron (i) describir la enfermedad en las
masas de Quercus en Andalucia, (ii) identifi-
car los agentes causales de la enfermedad y
determinar sus temperaturas 6ptimas de cre-
cimiento y (iii) determinar la patogenicidad
de los hongos consistentemente aislados de
los chancros. Los resultados preliminares de
este trabajo se han expuesto en varios con-
gresos (SANCHEZ et al., 2001; VENEGAS et
al., 2001; ROMERO et al., 2002).

MATERIAL Y METODOS

Prospecciones y obtencion de aislados
fingicos

Desde 1998 se estdn llevado a cabo pros-
pecciones por toda Andalucia en encinares y
alcornocales afectados o no por el sindrome
de decaimiento de Quercus o Seca de los
Quercus (TRAPERO et al., 2000; SANCHEZ et
al., 2002 c). Para este trabajo, las tomas de
muestras se llevaron a cabo en ocho fincas
afectadas de Seca en las provincias de Cadiz,
Coérdoba, Huelva y Sevilla (Figura 1). Las
especies predominantes eran Quercus ilex
ssp. ballota y Quercus suber. En cada una de
estas fincas se eligié una parcela experimen-
tal de 4 ha que incluia un foco de decaimien-
to. En las parcelas seleccionadas se consig-
naron los sintomas de la enfermedad y se
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Figura |. Localizacion de las parcelas experimentales. 1: La Rozuela (Quercus ilex), 2: Vinuela Alta (Q. ilex), 3: Los
Labrados (Quercus suber), 4: Las Navas y el Berrocal (Q. ilex), 5: La Encamnacion (Q. ilex), 6: La Pizarra (Q. ilex), 7:
Monte Mogea Luenga (Q. suber), 8: San Carlos del Tiradero (Q. suber).

realizaron dos tomas de muestras, en prima-
vera (abril-mayo) y otofio (noviembre-
diciembre) de 2000.

La primera toma de muestras se realizo
sobre cuatro drboles con sintomas de chan-
cro. De cada arbol se cortaron tres ramas con
chancro aun vivas de 25 a 40 cm de longitud
y 1,5 a 3,5 cm de didmetro. En otofio se
muestrearon doce drboles por parcela, y se
tomaron cualro ramas sintomdticas por
arbol. Los chancros fueron desinfestados
superficialmente con etanol. Posteriormente,
les fue retirada la corteza externa por medio
de un escalpelo estéril y se extrajeron cufias
de 2-3 mm? de tejido cortical necrético para
sembrarlas en placas de Petri conteniendo el
medio de Patata-Dextrosa-Agar (DHINGRA y
SINcLAIR, 1995) acidificado con dcido lacti-
co (APDA) para inhibir el crecimiento bac-
teriano. Se sembraron seis cufas por chancro
y placa de Petri. Las placas se incubaron a
22°C en oscuridad durante 2 dias, seguidos

de otros 4 dias bajo luz-oscuridad (12 h-12
h) a 22°C. Las colonias fiingicas crecidas a
partir del tejido cortical necrético se transfi-
rieron separadamente a nuevas placas de
APDA,

Caracterizacion e identificacion de los
aislados fingicos

La identificacién se basé parcialmente en
las caracteristicas de los cultivos en APDA, y
principalmente en la micromorfologia de los
aislados en el huésped y en cultivo. La espo-
rulacién en el medio APDA se estimuld
mediante la incubacion de las placas bajo luz
fluorescente (12 h / dia) a 25°C. Con los
conidiomas y conidias producidos en cultivo
puro se realizaron montajes microscopicos
teiiidos con fucsina dcida en lactofenol al
0,005%. Por medio de un ocular calibrado y
a 1000 aumentos, se midié la longitud y
anchura de 50 conidias de seis aislados de
cada uno de los distintos grupos morfoldgi-
cos obtenidos. Los ascomas se tomaron
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directamente de la corteza infectada para
realizar los montajes microscépicos. Se con-
signd la forma de los ascomas y se midieron
las dimensiones de 15 ascas y 30 ascosporas.

Ademids se determiné la tasa de creci-
miento micelial en APDA de los mismos seis
aislados de cada grupo morfoldgico. Para
ello, se tomaron cilindros de agar de 7 mm
de didmetro del margen de colonias crecien-
do activamente y se sembraron en el centro
de placas de Petri de 9 cm de didmetro. Las
placas se incubaron a §, 10, 15, 20, 25, 30 o
35°C a razén de tres placas por aislado y
temperatura. Tras 2 y 4 dias de incubacién,
se midieron dos didmetros de colonia por
placa. Las tasas de crecimiento se expresa-
ron en mm por dfa. El experimento fue repe-
tido dos veces. Los datos obtenidos de la tasa
de crecimiento a cada temperatura ensayada
se ajustaron a curvas de regresién por medio
del programa Statistix for Windows (Analy-
tical Software, Tallahassee, USA). Sobre
estas curvas se calcularon las temperaturas
cardinales de crecimiento.

Experimentos de patogenicidad

Se eligieron dos aislados previamente
caracterizados de cada grupo morfolégico
para determinar su patogenicidad en condi-
ciones controladas de laboratorio y en condi-
ciones de campo.

Experimento 1: Inoculacion de ramas
cortadas. Para los experimentos de inocula-
cién en laboratorio se cortaron ramas de 16 a
32 cm de longitud y 6 a 15 mm de didmetro
de encinas adultas y sanas de una parcela
experimental localizada en Cérdoba. Las
ramas recién cortadas se sellaron por ambos
extremos con Parafilm para evitar su deseca-
cién. El punto de inoculacién, situado en el
punto medio de cada rama cortada, se desin-
festd con etanol y posteriormente se realizé
una herida de 7 mm de didmetro con un saca-
bocados estéril. En esta herida se coloc6 un
cilindro de APDA con el aislado creciendo
activamente y se sellé con Parafilm. En las
ramas testigo se reemplazaron los cultivos
fiingicos por cilindros de APDA estéril. Las
ramas asi inoculadas se incubaron a 15, 20,
25 0 30°C en el interior de camaras himedas

con 12h de luz y 12h de oscuridad por dia.
Se inocularon seis ramas por cada aislado y
temperatura ensayada, midiendo la longitud
de las lesiones resultantes a intervalos. La
severidad de sintomas se expresé como lon-
gitud de la lesién / longitud de la rama, en
porcentaje. Con los datos obtenidos se reali-
z6 un andlisis de la varianza y se calcularon
las minimas diferencias significativas
mediante el test protegido de Fisher (STEEL
y TORRIE, 1985) utilizando el programa Sta-
tistix for Windows.

Experimento 2: Inoculacion de drboles en
campo. Este experimento se realiz6 sobre
encinas adultas y sanas creciendo en la
misma parcela experimental de donde se
obtuvieron las ramas para el Experimento 1.
Se realizaron dos inoculaciones, la primera
en diciembre de 2000 (inoculacion de invier-
no) y la segunda en marzo de 2001 (inocula-
cién de primavera). Se inocularon ramas de
6 a 15 mm de didmetro utilizando el mismo
método ya descrito. Para cada aislado ensa-
yado se inocularon seis ramas elegidas al
azar entre varios drboles, de forma que en un
arbol individual no se inocularon més de seis
ramas. El andlisis estadistico de los datos
obtenidos (porcentaje de longitud de rama
con lesién) fue el mismo que en el Experi-
mento 1.

Al término de cada experimento de inocu-
lacién se tomaron las ramas inoculadas y tes-
tigo para el reaislamiento en medio APDA.
Para ello se cortaron cuiias de tejido cortical
a intervalos de 1 cm desde el punto de ino-
culacién en direccién proximal y distal. Las
placas se incubaron a 22°C en oscuridad
durante 2 dfas, seguidos por otros 15-30 dias
de incubacién bajo luz-oscuridad (12 h- 12
h) para estimular la esporulacién de las colo-
nias obtenidas.

RESULTADOS

Incidencia y sintomatologia de la enfer-
medad

En primavera de 2000, se detecté una
desecacién y marchitez de ramas de Quercus
asociada con la presencia de chancros en
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Cuadro 1.- Aislamiento de hongos a partir de chancros en ramas de Quercus

Especies fiingicas aisladas

Botryosphaeria stevensii Diplodia sarmentorum Botryosphaeria dothidea
FINCA sp? 1* 2° 1* 2° 1° 2°
Prospeccion Prospeccién Prospeccién Prospeccién Prospeccion ~ Prospeccion
Inc®  Ais Inc Ais Inc Ais Inc Ais Inc Ais Inc Ais
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1. La Rozuela E 0 0 125 833 75 738 166 541 83 45 42 499
2. Vifiuela Alta E 0 0 217 65 0 0 166 527 100 28 0 0
3. Los Labrados A -d - 42 583 - 6.3 66.6 - 21 100
4. Las Navas y
El Berrocal E - - 0 0 - 83 41.6 - 42 66.6
5. La Pizarra E - 50 75 - - 0 0 - - 0 0
6.La Encarnacion  E 333 815 20 315 46 283 10 333 0 0 0 0
7.Mogea Luenga A 100 63.5 e (@] 0 0 () (0] 0 0 () )
8. S Carlos del
Tiradero A () () - () () - - () ()
: Especie dominante: E = encina, A = alcornoque

Incidencia, porcentaje de ramas afectadas de chancro de las que se aislé el hongo correspondiente

¢ Aislamiento, porcentaje de aislamiento en APDA de cada uno de los hongos a partir del tejido necrético de las

ramas afectadas
d o se observaron ramas con chancro
€ no se tomaron muestras

cuatro de las ocho fincas prospectadas. Sin
embargo, todas las fincas mostraron sinto-
mas de chancro en otofio (Cuadro 1). La
sintomatologia de la enfermedad fue similar
en todas las fincas. Los sintomas foliares
consistieron en amarillez, empardecimiento
y marchitez en ramas aisladas (Figura 2a, b).
Todas las ramas en las que aparecian hojas
marchitas ain prendidas a la rama presenta-
ron chancros en la corteza (Figura 2c, d).
Estos chancros aparecian como zonas alar-
gadas de corteza necrosada, visibles més
facilmente cuando se retiraba la corteza
externa. Sin embargo, no todas las ramas
secas y defoliadas necesariamente estaban
afectadas de estas lesiones corticales. Los
chancros en el tronco fueron frecuentes en
las fincas de alcornoque. Las lesiones apare-
cian como hinchazones o abultamientos en
el corcho de 5 a 20 cm de longitud, fre-
cuentemente con una grieta central que deja-
ba al descubierto la casca necrosada. Estas
lesiones se alineaban a lo largo de las lineas
de descorche, con un desarrollo muy pobre

del corcho que quedaba circundado por los
abultamientos. De esta forma, el drea afecta-
da adquiria un aspecto aplanado que incluso
llegaba a hacer perder al fuste su forma cilin-
drica normal (Figura 3a). A pesar de que en
ocasiones el drea de corcho afectada podia
ser bastante extensa (Figura 3b, c), no se
registr6 ningin caso de anillamiento del
tronco que diera lugar a la muerte del alcor-
noque afectado.

Los sintomas descritos en ramas y tronco
también fueron observados en otras zonas de
Andalucia, afectadas o no por el sindrome de
decaimiento o Seca de los Quercus. De
hecho, en zonas como en la Sierra Subbética
cordobesa, Sierras de Malaga y Cadiz, se
han detectado desecaciones de ramas de
encinas y alcornoques asociadas a la presen-
cia de chancros, en masas no afectadas por el
decaimiento (Fig. 4). Los datos referentes a
la presencia de esta enfermedad de los Quer-
cus en Andalucia, obtenidos en colaboracién
con la Consejerfa de Medio Ambiente de la
Junta de Andalucia, junto con la identifica-
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cion de los agentes filingicos implicados,
serdn objeto de una publicacién posterior
(SANCHEZ et al., datos no publicados).

Caracterizacion e identificacion de los
patogenos

A partir de las muestras de chancros se
obtuvo un elevado nimero de colonias fin-
gicas (Cuadro 1). En un principio, todas las
colonias eran de color blanco en el medio
APDA, torndndose a gris verdoso y poste-
riormente a gris oscuro con el tiempo. Tras
15 dias de incubacién a 22°C, se distingufan
tres morfologias de colonia distintas. De un
total de 112 aislados obtenidos en cultivo
puro, 47 presentaban colonias gris claro con
abundante micelio aéreo (Figura 5a). Estos
aislados se denominaron DM. Otros 54 ais-
lados formaron colonias de color gris muy
oscuro y escasa produccion de micelio aéreo
(aislados DS) (Figura 5b), mientras que los
restantes 11 aislados formaron colonias gris

oscuro con micelio aéreo muy abundante
(aislados FA) (Figura 5c). En tres parcelas
experimentales (1, 2 y 3) fue posible aislar
los tres grupos morfolégicos. Sin embargo,
en el resto de las parcelas sélo se aislé uno o
dos de los grupos morfolégicos detectados
(Cuadro 1).

Aunque la caracterizacién se basé en los
picnidios formados en cultivos puros, estas
estructuras también se observaron en el teji-
do cortical afectado. Las caracteristicas
microscépicas de los seis aislados seleccio-
nades de cada grupo morfoldgico permitie-
ron identificar tres especies fiingicas distin-
tas, en clara correspondencia con los tres
tipos de colonia descritos.

En los picnidios de los aislados DM
(Figura 6a) se observé la ausencia de coni-
diéforos. Las células conidiégenas midieron
17-26 x 4 um y eran hialinas, lisas, cilindri-
cas y aseptadas. La formacién de conidias

Figura 2. Sintomas del chancro de encinas y alcornoques en Andalucia. a, b) Empardecimiento y marchitez foliar en
ramas aisladas, ¢) encina severamente afectada, d) aspecto de la lesién (chancro) en rama de encina
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Figura 3. Sintomas del chancro de encinas y alcornoques en Andalucia. a) Corteza necrética bordeada de
abultamientos situados a lo largo de las lineas de descorche. Nétese el aspecto aplanado del tronco afectado, b. ¢)
Chancros extensos que no llegaron a anillar el tronco.

fue holoblastica, formdndose una conidia
individual en el extremo de la célula coni-
didgena que posteriormente proliferaba de
forma percurrente, dando lugar a 2-3 collare-
tes, o bien la proliferacién ocurria al mismo
nivel originando hinchazones periclinales.
Las conidias obtenidas de los cultivos
puros no difirieron de las producidas en los
estromas del tejido vegetal infectado. En
ambos casos fueron hialinas, aseptadas, con
pared celular lisa y relativamente gruesa.

Aproximadamente el 80% eran cilindricas,
con el dpice redondeado y la base redondea-
da o truncada (Figura 6b, c). Sus dimensio-
nes medias fueron 27.9 + 2.7 x 132 £ 1.5
um, con una relacién longitud / anchura
(L/A) de 2.1 £0.3. El 20% restante eran sub-
globosas (Figura 6b), con unas dimensiones
medias de 16.7 + 2.8 x 13.6 + 1.2 um y una
relacion L/A de 1.2 £ 0.2. Ocasionalmente se
observaron conidias cilindricas, de color
marrén claro y con una septa (Figura 6¢). En

Figura 4. Marchitez foliar, chancro y muerte de ramas en encinas no afectadas por el decaimiento o Seca de Quercus.
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Figura 5. Morfologia de las colonias fiingicas a los Figura 6. Caracteristicas microscopicas de los aislados
15 dias de incubacién a 22°C en el medio APDA. DM, identificados como D. mutila. a) Picnidios,
a) Colonias gris claro con abundante micelio aéreo de b) conidias hialinas aseptadas, cilindricas (80%) y
los aislados DM, b) colonias de color gris muy oscuro subglobosas (20%), ¢) conidias cilindricas de
con micelio aéreo escaso de los aislados DS, extremos redondeados, hialinas y aseptadas (80%) y
¢) colonias grises con abundante micelio aéreo de los ocasionalmente, oscuras y con una septa,

aislados FA d) espermogonio con espermacias
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Figura 7. Caracteristicas microscépicas de los aislados DS, identificados como D. sarmentorum. a) Picnidios,
b) conidias oscuras, rectas, ovoides a oblongas, con dpice obtuso y base truncada

los cultivos puros y en los tejidos corticales
infectados también se produjeron esperma-
cias hialinas, de 2 pm de longitud y alrede-
dor de 1 pm de anchura. Las espermacias
aparecian entremezcladas con las conidias o
bien se producian en léculos (espermogo-
nios) independientes (Figura 6d). La mayo-
ria de las caracteristicas de los aislados DM
se corresponden con las descritas para D.
mutila, el anamorfo de B. stevensii (SHOE-
MAKER, 1964; PHILLIPS, 2000).

En los picnidios de los aislados DS (Figu-
ra 7a) tampoco se observaron conidiéforos.
Las células conidiégenas eran hialinas, lisas,

cilindricas, aseptadas, holobldsticas al prin-
cipio, después mostraban proliferacién per-
currente con uno o dos collaretes. Sus
dimensiones fueron 12-15(-17) x 3—4.5 um.
Las conidias obtenidas en cultivo fueron
idénticas a las procedentes del tejido enfer-
mo. Inicialmente eran hialinas y aseptadas,
con pared gruesa, para posteriormente
adquirir una coloracién marrén oscuro, con
una septa central, lisas externamente y orna-
mentadas (verrucosas) internamente. De
forma recta, ovoide a oblonga, con dapice
obtuso y base truncada (Figura 7b). Sus
dimensiones medias fueron 23.9 + 2.1 x 94

Figura 8. Caracteristicas microscdpicas de los aislados DS, identificados como F. aesculi. a) Picnidios, b) conidias
fusiformes, hialinas, aseptadas u ocasionalmente con una septa. con dpice sub-agudo y base truncada
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+ 1.1 um, con una relacién L/A de 2.6 £ 0.3.
Aunque los aislados DS poseen algunas
caracterfsticas que encajan bien en la des-
cripcién de D. mutila de SutToN (1980), la
correspondencia es mucho mayor con la des-
cripcién de la especie Diplodia sarmento-
rum, estado anamérfico de Otthia spiraeae
(BooOTH, 1958).

Los picnidios de los aislados FA (Figura
8a) presentaron conididforos hialinos, cilin-
dricos, lisos, en ocasiones ramificados. Las
células conidiégenas eran hialinas, lisas, de
pared delgada y cilindricas, de mas de 28 pm
de longitud x 2-2.5 mm de anchura, holo-
blasticas, ocasionalmente proliferando al
mismo nivel para dar lugar a hinchazones
periclinales. Las conidias obtenidas en los
cultivos resultaron idénticas a las proceden-
tes de la corteza infectada y fueron hialinas,
lisas, de pared delgada, fusiformes a elipsoi-

dales, con contenido granular, dpice sub-
agudo, base truncada con una pequeiia pro-
tuberancia, mas anchas en el tercio superior
de la conidia, mayoritariamente aseptadas
aunque ocasionalmente presentaban una
septa (Figura 8b). Sus dimensiones medias
fueron 22.6 + 3.4 x 4.5 + 0.8 pm, con una
relacion L/A de 5.2 + 1.1. Las caracteristicas
de los aislados FA en el huésped y en cultivo
corresponden al género Fusicoccum, ana-
morfos del género Botryosphaeria (PENNY-
COOK y SAMUELS, 1985; Crous y PaLM,
1999). Estos aislados se corresponden con la
descripcién de la especie-tipo Fusicoccum
aesculi descrita por CROUS y PaLM (1999), y
el teleomorfo corresponde a Botryosphaeria
dothidea (PENNYCOOK y SAMUELS, 1985).
Las estructuras de reproduccion sexual
(ascomas) sélo se observaron inmersas en el
tejido cortical afectado procedente del tron-

Figura 9. Caracteristicas microscépicas del estado teleomérfico identificado como B. stevensii. a) Ascomas (16culos)
en el tejido cortical de Q. suber, b) ascoma mostrando ascas inmaduras y ascosporas hialinas aseptadas y oscuras con
dos septas, ) ascas bitunicadas, hialinas y claviformes con ocho ascosporas ovoides, hialinas, lisas y aseptadas, d)
detalle del interior de un asca con dos ascosporas hialinas, aseptadas y una oscura con dos septas
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co de alcornoques descorchados 2 afios antes
del muestreo (Figura 9a). Estos ascomas
eran estructuras multiloculares, de color
marrén oscuro a negro (Figura 9b). En su
interior se encontraban ascas bitunicadas,
hialinas y claviformes (Figura 9c), de 112.0
+9.5 x 25.2 + 1.8 um. Las ocho ascosporas
eran ovoides, mayoritariamente hialinas,
lisas y aseptadas, pero también se encontra-
ban en el mismo asca y con menor frecuen-
cia, ascosporas oscuras con dos septas
(Figura 9d). Las dimensiones medias de las
ascosporas fueron 28.6 + 2.1 x 13.3 + 1.7
um, con una relacién L/A de 2.2 + 0.3. Estas
caracteristicas encajan bastante bien con la
descripcién de Botryosphaeria stevensii
(SHOEMAKER, 1964; PuiLLIPS, 2002). No se
observé ningin otro estado teleomérfico en
las ramas infectadas ni en las lesiones del
tronco. Tampoco se formé ningdn tipo de
ascoma en cultivo.

La correspondencia entre anamorfo y
teleomorfo se establecié mediante la obten-
cién de cultivos del anamorfo desarrollado a
partir de ascosporas individuales sembradas
en el medio APDA. Se obtuvieron un total de
58 cultivos monoascospéricos mediante el
método desarrollado por TRAPERO y KAISER
(1992). La morfologia de colonia de estos
cultivos fue idéntica a la de los aislados DM
obtenidos de las lesiones corticales e identi-
ficados como D. mutila. Ademas, la forma y

dimensiones de los picnidios y conidias pro-
ducidos por los monoascospéricos no difirie-
ron de las descritas para los aislados DM.

Para expresar la tasa de crecimiento en
funcién de la temperatura, la ecuacidn selec-
cionada fue un polinomio de cuarto grado: y
=a+bT + cT2 + dT3 + T4, donde y repre-
senta la tasa de crecimiento diario (mm dia -
1), T es la temperatura de crecimiento y a, b,
¢ y d son los coeficientes de regresién (Figu-
ra 10). El andlisis de la varianza y el test de
Fisher mostré diferencias significativas entre
las tasas de crecimiento a las distintas tem-
peraturas ensayadas. No obstante, las tasas
de crecimiento correspondientes a los aisla-
dos de la misma especie no difirieron signi-
ficativamente entre si para cada temperatura.

La temperatura Optima de crecimiento
estimada para D. sarmentorum fue cercana a
los 22° C, y resulté mas elevada (>25° C)
para B. stevensii y B. dothidea. Ademas, B.
stevensii y B. dothidea crecieron a 35°C,
mientras que D. sarmentorum no crecié a
esta temperatura.

Patogenicidad

Todas las inoculaciones dieron lugar a
lesiones corticales. En el Experimento 2 se
registr6 ademds la presencia de sintomas
foliares (marchitez) y muerte de la rama ino-
culada. Estos sintomas nunca aparecieron en
las ramas testigo, por lo que estos valores de
severidad de sintomas (siempre 0) no se

Cuadro 2.- Severidad de sintomas? en ramas cortadas de Quercus ilex inoculadas con Botryosphaeria stevensii, B.
dothidea o Diplodia sarmentorum e incubadas a diferentes temperaturas

Temperatura de incubacién

AisladosP

15°C 20°C 25°C 30°C
DMEI1 932a 913a 877 a 87.4 a
DMAI1 884 a 90.5 a 91.6 a 823 a
DSE27 68.2 ab 80.7 a 925a 755a
DSE14 45.4 be 45.7b 73.2a 70.8 a
FAE2 27.5cd 40.0b 61.0a 60.9 a
FAES 8.0d 23.1b 86.2 a 64.4 a

a Expresada como porcentaje de la longitud del chancro / longitud de la rama
b DME1, DMAL: Botryosphaeria stevensii; DSE27, DSE14: Diplodia sarmentorum; FAE2, FAES: B. dothidea
Para cada columna, los valores seguidos de la misma letra no difieren significativamente segin el test LSD protegido

de Fisher para P = 0,05
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Figura 10. Curvas de crecimiento de los aislados en el
medio de cultivo APDA. a) Botrvosphaeria stevensii.
b) Diplodia sarmentorum. ¢) B. dothidea. Las flechas
indican las temperaturas éptimas de crecimiento
estimadas. Los puntos representan los valores medios
de tasa de crecimiento de seis aislados de cada especie
a las distintas temperaturas ensayadas

incluyeron en los andlisis estadisticos. No
hubo diferencias entre la extension de las
lesiones en sentido distal y proximal en nin-
guno de los dos experimentos. En algunos
casos, la longitud del chancro alcanzdé la lon-
gitud total de la rama inoculada. Por este
motivo, la severidad de sintomas se expresé
como porcentaje de rama con lesion. La
especie inoculada se recuperé en todos los
casos a partir del tejido necrético de la
lesién, con porcentajes de reaislamiento
superiores al 70%. De la misma manera que
ocurre con las infecciones naturales, el pato-
geno se hallaba presente a lo largo de toda la
longitud del chancro. Unicamente se aisla-
ron ocasionalmente algunas colonias del
género Fusarium y de bacterias.

Experimento 1: Inoculacion de ramas
cortadas. Cuatro semanas tras la inocula-
cién, algunas lesiones corticales ocupaban
pricticamente toda la longitud de la rama
(16 a 32 cm). Los valores medios del por-
centaje de longitud de rama con lesion (seve-
ridad de sintomas) aparecen en el Cuadro 3.
El andlisis de los datos mostré que a las tem-
peraturas de incubacién mds bajas (15 y
20°C), los aislados de B. stevensii y el aisla-
do DSE27 de D. sarmentorum produjeron
sintomas significativamente mds severos que
el resto de aislados (Figura 11a). Por el con-
trario, a las temperaturas mds altas (25 y
30°C), los aislados de las tres especies pro-
dujeron sintomas severos, no detectindose
diferencias significativas entre ellos (Figura
11b).

Experimento 2: Inoculacion de drboles en
campo. Las evaluaciones de sintomas en
campo se prolongaron durante tres meses
para la inoculacién de primavera y seis
meses para la inoculacién de invierno.

Seis meses tras la inoculacion de invierno,
se desarrollaron lesiones en las ramas inocu-
ladas (Figura 12a). Los aislados de D. sar-
mentorum y B. dothidea originaron peque-
fios chancros rodeados por una capa de callo.
Sin embargo, los chancros que aparecieron
en las ramas inoculadas con B. stevensii no
desarrollaron callo. En ningtin caso se llega-
ron a expresar sintomas foliares, a pesar de
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Figura 11. Inoculacién de ramas cortadas. a) Necrosis cortical en ramas cortadas de encina incubadas a 15°C. De
arriba a abajo, rama testigo, rama inoculada con B. dothidea, rama inoculada con D. sarmentorum y rama inoculada
con B. stevensii b) Necrosis cortical en ramas cortadas de encina incubadas a 25°C. De arriba a abajo, rama testigo,

rama inoculada con B. dothidea, rama inoculada con D. sarmentorum y rama inoculada con B. stevensii. En todos los
casos se ha retirado la corteza externa para apreciar mds facilmente la necrosis cortical

que dos de las ramas inoculadas con B. ste-
vensii estaban anilladas.

Tres meses después de la inoculacién de
primavera, las ramas inoculadas con ambos
aislados de B. stevensii mostraban marchitez
foliar, anillamiento y muerte de la rama
(Figura 12b, c). Sin embargo, en las ramas
inoculadas con D. sarmentorum y F. aesculi,
las lesiones corticales no llegaron a anillar
(Figura 12d) y por tanto, no hubo expresion
de sintomas foliares. No se detecté produc-
cién de callo en ninguna de las lesiones,

independientemente de la especie inoculada.

El andlisis global de la varianza de la
severidad de sintomas, expresada como por-
centaje de longitud de rama con lesién corti-
cal, mostré diferencias significativas en fun-
cién del aislado inoculado, del momento de
inoculacién (invierno-primavera) y de la
interaccién entre ambos factores. La severi-
dad de sintomas fue significativamente
mayor en las ramas inoculadas con ambos
aislados de B. stevensii que en las inoculadas
con las otras dos especies. También se obtu-
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Figura 12. Inoculacién de drboles en campo. a) Chancro desarrollado en rama de encina inoculada con B. stevensii en
invierno b) ramas de encina inoculadas con B. stevensii en primavera, mostrando marchitez foliar, anillamiento y
muerte de la rama, c) detalle de rama de encina inoculada con B. stevensii en primavera, d) chancro desarrollado en
rama de encina inoculada con B. dothidea en primavera

vieron valores de severidad significativa- 3), mostré que en la inoculacién de invierno
mente mayores en las inoculaciones de pri- la severidad de sintomas fue significativa-
mavera que en las de invierno. mente mayor en las ramas inoculadas con el

El andlisis estadistico individualizado aislado DMEI de B. stevensii (Cuadro 3),
para cada momento de inoculacién (Cuadro procedente de Q. ilex, que con los otros dos

Cuadro 3.— Severidad de sintomas en ramas de Quercus ilex inoculadas en campo con Botryosphaeria stevensii,
B. dothidea y Diplodia sarmentorum.

Alsladosd Severidad de sintomas ?
islados

Inoculacion de invierno Inoculacién de primavera
DMEI 144 a 543a
DMAI 7.5 ab 27.1b
DSE14 L.Ib 202¢c
DSE27 09b 13.5¢
FAE2 1.2b 11.0c
FAES 09b 185¢

# Expresada como porcentaje de la longitud del chancro / longitud de la rama

b DMA I, DMEI1: Botryosphaeria stevensii; DSE27, DSE14: Diplodia sarmentorum; FAE2, FAES: B. dothidea
Para cada columna, los valores seguidos de la misma letra no difieren significativamente segin el test LSD protegido
de Fisher para P = 0,05
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patégenos. En la inoculacién de primavera,
esta mayor patogenicidad del aislado DMEL1
fue més acusada, difiriendo significativa-
mente incluso del aislado DMA1, obtenido
de Q. suber (Cuadro 3).

DISCUSION

Las encinas y alcornoques afectados de
marchitez foliar y muerte cortical en Andalu-
cia occidental, invariablemente presentaban
lesiones o chancros en sus ramas. Sin embar-
g0, la presencia de ramas defoliadas no aso-
ciadas a la presencia de chancros, también
fue muy frecuente en las fincas prospectadas.
De hecho, en seis de las ocho parcelas expe-
rimentales muestreadas, los drboles también
sufrian la podredumbre radical causada por P.
cinnamomi (SANCHEZ et al., 2002 c), enfer-
medad que produce sintomas secundarios
inespecificos, como defoliacién y puntiseca-
do de ramas. Por otra parte, la enfermedad se
ha detectado en masas de encina y alcorno-
que que no sufren decaimiento (SANCHEZ et
al., datos no publicados).

A partir de la corteza necrética se aislaron
consistentemente tres especies diferentes del
género Botryosphaeria o géneros relaciona-
dos. Dado que los teleomorfos de Botryosp-
haeria son morfolégicamente muy similares,
las especies se diferencian en funcién de las
caracteristicas de los anamorfos. Algunas
caracteristicas, como el color o la septacién
de las conidias o la morfologia del estroma
picnidial, son muy plésticas (JACOBS y REH-
NER, 1998; DENMAN et al., 2000). De hecho,
el color y la septacién de las conidias varia
con su edad, por lo que es dificil describirlas
adecuadamente. A pesar de que la prolifera-
cién percurrente de las células conidiégenas
se ha considerado como mds tipica del géne-
ro Sphaeropsis (SUTTON, 1980), este caracter
también se da en Diplodia (PHILLIPS, 2002).
Se han citado cinco especies distintas de
Diplodia causando enfermedad en Quercus
spp., D. longispora, D. mutila, D. quercina,
D. sarmentorum y D. suberina (SHOEMAKER,
1964; FARR et al., 1989; FRISULLO et al.,
2000). El género Diplodia incluye alrededor

de 1000 especies y no se ha abordado una
revision taxondmica adecuada (HAwWKS-
WORTH et al., 1995; DENMAN et al., 2000).
Por tanto, para evitar confusiones asociadas
a la nomenclatura de los anamorfos, normal-
mente se utiliza el nombre del holomorfo
para nombrar a estos hongos, y esta es la
regla que se sigue en este trabajo.

En nuestro estudio, la especie més fre-
cuentemente aislada se identificé como B.
stevensii. El estado sexual fue identificado a
partir de los chancros presentes en el tronco
de alcornoques descorchados en 1998. Los
ascomas nunca se produjeron en cultivo,
como previamente comprobaron SINCLAIR e?
al. (1987) para este género. Algunas caracte-
risticas del estado anamérfico de nuestros
aislados coinciden con los de B. quercuum.
Por ejemplo, las conidias subglobosas se
consideran més tipicas de B. quercuum que
de B. stevensii. El principal caracter utiliza-
do para distinguir entre estas dos especies
(SHOEMAKER, 1964) es la forma de la coni-
dia, expresada como relacién L/A. Las coni-
dias de nuestros aislados resultaron dimoérfi-
cas, y se produjeron tanto conidias subglo-
bosas como cilindricas. La relacion L/A de
las conidias subglobosas fue de 1,2, lo que
estd muy cerca del valor referido por SHOE-
MAKER (1964) para B. quercuum (1,5). Sin
embargo, la relacién L/A obtenida para las
conidias cilindricas fue de 2,1, valor mds
cercano a B. stevensii (SHOEMAKER, 1964).
Como unicamente el 20% de las conidias
fueron subglobosas, hemos basado la identi-
ficacién de estos aislados en las caracteris-
ticas de las conidias mayoritarias, que son
cilindricas, y por lo tanto, hemos identifica-
do a esta especie como B. stevensii. Las rela-
ciones filogenéticas que se han establecido
entre las distintas especies de Botryosphae-
ria y taxones relacionados en base a la
secuenciacién de las regiones ITS del rDNA,
sugieren que el nombre B. stevensii ha sido
aplicado a m4s de una especie, y que aisla-
dos que se han identificado como B. quer-
cuum deberian incluirse en la misma especie
que otros que han sido nombrados como B.
stevensii (ZHOU y STANOSZ, 2001).
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La segunda especie mds frecuente de las
consistentemente asociadas a los chancros
de Quercus, se ha identificado como D. sar-
mentorum (STEVENS, 1936), especie que se
ha considerado como el estado anamérfico
de O. spiraeae (BOOTH, 1958; SIVANESAN,
1984). Como refiri6 LAUNDON (1973), D.
sarmentorum estd claramente relacionada
con los anamorfos del género Botryosphae-
ria, 1o que pone en duda la validez del géne-
ro Otthia. Este punto de vista también ha
sido respaldado por DENMAN et al. (2000),
que sugieren que Ofthia podria ser conside-
rado como sinénimo del género Botryospha-
eria, aunque se necesitan més estudios mor-
foldgicos y moleculares antes de establecer
esta sinonimia. El teleomorfo de D. sarmen-
torum no ha sido observado en el presente
estudio, por lo que no nos es posible confir-
mar si estos aislados son una especie de Ott-
hia o de Botryosphaeria. Consecuentemente,
en el presente trabajo nos referimos a estos
aislados mediante el nombre del anamorfo.

La morfologia de la especie de Botryosp-
haeria menos frecuentemente aislada corres-
ponde a los anamorfos del género Fusicoc-
cum (SUTTON, 1980; PENNYCOOK y SAMUELS,
1985; JacoBS y REHNER, 1998; Crous y
PaLM, 1999; DENMAN et al., 2000). Las
caracteristicas de estos anamorfos se corres-
ponden muy bien con la descripcién de la
especie-tipo F. aesculi, que es el anamorfo
de B. dothidea (Crous y PALM, 1999). Sin
embargo, también coinciden en gran parte
con el anamorfo de Botryosphaeria ribis,
Fusicoccum sp. (PUNITHALINGAM y HOLLI-
DAY, 1973; Maas y UECKER, 1984), a pesar
de que sus conidias son mds estrechas que
las descritas para esta especie en otros hués-
pedes (PUNITHALINGAM y HoLLIDAY, 1973;
SutToN, 1980; MORGAN-JONES y WHITE,
1987, SANCHEZ et al., 2002 b). De nuevo, en
nuestro estudio no fue posible obtener el
teleomorfo en cultivo y tampoco se observéd
en material de campo infectado. En ocasio-
nes B. dothidea y B. ribis se han considera-
do sinénimos (SHAHIN y CLAFLIN, 1980;
Maas y UECKER, 1984; SIVANESAN, 1984;
CLINE, 1994), pero también han sido tratadas

como dos especies diferentes (VON ARX,
1987, FARR et al., 1989). De hecho, B. dothi-
dea se considera como un complejo de espe-
cies que han de ser convenientemente sepa-
radas en base a sus caracteristicas morfold-
gicas y moleculares (PENNYCOOK y
SAMUELS, 1985; PHILLIPS et al., 2002). Aun-
que algunos estudios morfolégicos acerca
del complejo B. dothidea/B. ribis, junto con
estudios filogenéticos basados en las secuen-
cias ITS del tDNA, apoyan la sinonimia de
las dos especies (PENNYCOOK y SAMUELS,
1985; PHILLIPS y Lucas, 1997; JACOBS y
REHNER, 1998; CroUS y PALM, 1999; DEN-
MAN et al., 2000), otros estudios similares
establecen la diferenciacién entre ellas
(Zuou y StaNosz, 2001). Mientras se
resuelve esta controversia, hemos preferido
considerar las dos especies como sinénimos
y utilizar la nomenclatura méis antigua, B.
dothidea (1863) para referirnos a nuestros
aislados.

Las curvas de crecimiento en funcién de
la temperatura de incubacién obtenidas para
los aislados de B. dothidea se ajustan bastan-
te bien a las descritas anteriormente para
Fusicoccum aislada de Cistus ladanifer en
Andalucia (SANCHEZ et al., 2002 b), que cre-
cen lentamente a 10 y a 35°C, con tempera-
turas Optimas alrededor de los 28°C. Sin
embargo, otros aislados de Fusicoccum obte-
nidos de otros huéspedes no crecen a 35°C
(BROOKS y FERRIN, 1994; JACOBS y REHNER,
1998). No obstante, hay que destacar que las
temperaturas Optimas de crecimiento para
aislados de Fusicoccum procedentes de
arbustos nativos de California fueron tam-
bién similares a las obtenidas en este estudio
(BROOKS y FERRIN, 1994). Esto sugiere que
los distintos aislados difieren en sus tem-
peraturas dptimas de crecimiento en funcidn
de su origen geogréfico. Los aislados de
Botryosphaeria stevensii crecieron a 35°C,
en contraste con los datos de JACOBS y REH-
NER (1998) para esta especie. Unicamente D.
sarmentorum no crecié a 35°C.

Las ecuaciones polinémicas que hemos
utilizado para describir el crecimiento de los
hongos en funcién de la temperatura no tie-
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nen necesariamente una significacién biold-
gica, pero resultan utiles para determinar sus
temperaturas cardinales de crecimiento. Asi,
las curvas de crecimiento en funcién de la
temperatura obtenidas para B. stevensii y B.
dothidea sugieren que estas dos especies
podrian estar mejor adaptadas que D. sar-
mentorum para colonizar la corteza de Quer-
cus a las temperaturas generalmente altas
que se registran durante la primavera y el
verano en Andalucia.

La patogenicidad de los aislados se
demostré en cada uno de los experimentos
realizados, cumplimentdndose los postulados
de Koch. La inoculacién de ramas cortadas
de encina indica que las tres especies presen-
tan una gran capacidad para infectar y
sobrevivir en el tejido cortical debilitado a
temperaturas superiores a 25°C. Las diferen-
cias en virulencia entre especies y aislados
sélo se detecta a temperaturas mds bajas. Este
comportamiento de Botryosphaeria y espe-
cies relacionadas como patégenos de debili-
dad, e incluso como saprofitos oportunistas,
ha sido observada frecuentemente (SCHOENE-
WEISS, 1975, 1981; WENE y SCHOENEWEISS,
1980; SINCLAIR et al., 1987; GILBERT y STE-
VEN, 1996; RAYACHHETRY et al., 1996).

Sin embargo, las inoculaciones en arboles
vigorosos en condiciones de campo (Experi-
mento 2), sugieren que la debilidad del hués-
ped no es una condicién necesaria para que
se desarrollen las lesiones en la corteza
infectada. En el caso de los aislados de B.
stevensii, el desarrollo de los chancros estu-
vo claramente favorecido por las altas tem-
peraturas (inoculacién de invierno-inocula-
cién de primavera), y varia significativamen-
te con el aislado inoculado. LUQUE et al.
(2002) mostraron que la longitud de las
lesiones en pléntulas de Q. suber estaba
directamente relacionada con la temperatura
minima en el momento de la inoculacién; las
lesiones de mayor tamafio se desarrollaron
en los plantones inoculados en el periodo
mds cdlido del afio (agosto). En nuestros
experimentos, sélo las inoculaciones de pri-

mavera con B. stevensii dieron lugar a los
sintomas secundarios de la enfermedad, esto
es, el anillamiento y muerte de la rama y la
subsecuente marchitez foliar. Estos resulta-
dos sugieren que B. stevensii es un patégeno
primario de la encina y el alcornoque en
Andalucia, como fue descrito por LUQUE y
GIRBAL (1989) para Q. suber en Catalufia y
FRISULLO et al. (2000) para diferentes espe-
cies de Quercus en Italia. Botryosphaeria
stevensii también se ha citado como uno de
los principales factores biéticos ‘irnplicados
en el decaimiento de Quercus en Cataluiia
(LUQUE et al., 2000), Italia (RAGAZZI et al.,
2000) y Marruecos (EL-BADRI y ABADIE,
2000). Las otras dos especies fingicas consi-
deradas en este trabajo han mostrado su
capacidad para producir necrosis corticales
extensas en ramas de encina debilitadas,
pero aunque produjeron lesiones, no fueron
capaces de anillar ramas de drboles vigoro-
sos. Este udltimo hecho también se ha obser-
vado para estos hongos en especies de Quer-
cus italianas (FRISULLO et al., 2000).

De todo lo expuesto se puede concluir que
aunque Unicamente B. stevensii se ha mos-
trado como un patégeno primario de Q. ilex
y Q. suber, las tres especies estudiadas
deben ser consideradas como factores contri-
buyentes del decaimiento de Quercus en
Andalucia.
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ABSTRACT

SANCHEZ MLE,, J. VENEGAS, M.A. ROMERO, A J.L. PHILLIPS, A. TRAPERO. 2003. Botr-
yosphaeria canker of holm and cork oak in Andalucia (southern Spain). Bol. San. Veg.
Plagas, 29: 593-612.

Root rot caused by Phytophthora cinnamomi is considered to be the main disease
associated with oak decline in southwestern Spain. However, cankers are frequently
observed on declining Mediterranean Quercus species in this region. In surveys carried
out in declining oak forests in southern Spain, strips of necrotic bark were common on
diseased branches. Three Botryosphaeria or related species, namely Botryosphaeria ste-
vensii, B. dothidea and Diplodia sarmentorum, were consistently isolated from affected
branches. Isolates of all three species caused cankers when inoculated onto excised oak
branches. Inoculations on healthy branches in the field also induced canker development,
but only B. stevensii caused lesions that girdled and killed the branches. The optimum
temperature for growth of B. stevensii and B. dothidea was above 25°C, with slow growth
at 35°C. In contrast, D. sarmentorum had an optimum temperature for growth of about
21°C, and did not grow at 35°C. The common occurrence and wide distribution of these
pathogens, their association with cankers and their ability to infect oaks suggests that
they may contribute to the decline of Quercus in southwestern Spain.

Key words: Botryosphaeria dothidea, Botryosphaeria ribis, Botryosphaeria steven-

sii, Diplodia mutila, Diplodia sarmentorum, Fusicoccum aesculi, Mediterranean forest,
oak decline, Otthia spiraeae, Quercus ilex, Quercus suber.
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