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Andlisis del tiempo de susceptibilidad tras el descorche en alcornoques infectados por Diplodia
corticola
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Resumen

La enfermedad del chancro o escaldado del alcornoque (Quercus suber), causada por el hongo
Diplodia corticola supone una grave amenaza para el sector corchero en Espana y Portugal. La
infeccién causa necrosis en la felodermis reduciendo drasticamente la produccién de corcho, lo que
compromete su aprovechamiento a medio plazo. En este estudio, se evalud la hipétesis existente de
un periodo de maxima susceptibilidad ante la enfermedad inmediatamente posterior al descorche.
Para ello, se realizaron ocho inoculaciones reiteradas en cinco arboles maduros (del dia de pela
hasta 35 dias tras la extraccion) y se monitored su evolucion durante los seis meses posteriores. Los
resultados revelaron que el tiempo hasta la aparicion del primer sintoma y la severidad de la
patologia variaron con los tiempos de inoculacion ensayados. Concretamente, se encontraron
sintomas mas tempranos e intensos en los pies inoculados desde una a varias semanas después
del descorche que en los inoculados en los primeros cuatro dias. Ademas, se detecté un posible
efecto de la humedad relativa del aire en el desarrollo de la enfermedad. Este estudio demuestra
que el arbolado es susceptible durante mas tiempo de lo esperado y abre nuevas lineas de
investigacion para desentranar la etiologia del patosistema.

Palabras clave
Botryosphaeria corticola, Escaldado del alcornoque, Felégeno, Industria del corcho, Quercus suber.

1. Introduccién

La extraccion de corcho es un ejemplo paradigmatico de uso sostenible de los recursos
forestales no maderables. La extraccion y procesamiento del corcho aporta importantes ingresos a
los propietarios de alcornocales y dehesas de alcornoque (Quercus suber L.) en numerosos paises a
lo largo del Mediterraneo occidental. Este aprovechamiento forestal cuenta con especial incidencia
econdémica en Portugal y Espana, paises que producen conjuntamente mas del 80% del corcho a
escala internacional (en concreto, esta industria supone el 1,50% y 0,90% del PIB de cada pais
respectivamente) (Sierra-Pérez et al. 2015). El precio de las panas de corcho se rige por estrictos
criterios de calidad y calibre, lo que hace que la rentabilidad de la extraccién del recurso dependa en
gran medida del vigor y crecimiento del arbolado y, por lo tanto, de su estado sanitario (Vericat et al.
2013).

Los alcornocales ibéricos padecen el efecto de diversas enfermedades e infestaciones de
fitofagos que merman sensiblemente su capacidad productiva. Asi pues, a las cada vez mas
intensas defoliaciones causadas por la lagarta peluda (Lymantria dispar L.) se unen los danos
ocasionados por las larvas de la culebrilla del corcho (Coraebus undatus Fabricius; Coleoptera,
Buprestidae) cuyas galerias subcorticales provocan una fuerte devaluacion de la pana y causan
debilitamiento en el arbol (Gallardo et al. 2012). Entre los microorganismos patoégenos del
alcornoque destacan aquellos que causan enfermedades en raiz y tronco. La pudricion de la raiz
causada por Pythium spiculum B. Paul y Phytophthora cinnamomi Rands limita de forma intensa el
flujo de agua y nutrientes a los tejidos aéreos, causando fuerte decaimiento y muerte incluso en
arboles maduros. Por otra parte, el hongo ascomiceto Diplodia corticola Phillips, Alves & Luque
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(teleomorfo: Botryosphaeria corticola Phillips, Alves & Luque) causa una de las enfermedades del
tronco mas virulentas en esta especie: el chancro o escaldado del alcornoque (Linaldeddu et al.
2014; Gonzalez et al. 2019). Diplodia corticola [identificada ocasionalmente como Diplodia mutila
(Fr.) Mont. (Philips et al. 2013)] cuenta con numerosos hospedantes del género Quercus, incluyendo
especies abundantes en el Mediterraneo tales como la encina (Quercus ilex L.) y el alcornoque. La
proliferacion de este hongo provoca la aparicion de chancros en las ramas y tronco del arbol
infectado. Estas lesiones, que en arbolado adulto comienzan como depresiones oscurecidas en la
corteza, llegan a cubrir amplias secciones del tronco causando una progresiva necrosis de la capa
suberofelodérmica, lo que impide la regeneracion del corcho (Luque et al. 2008). La elevada
incidencia de chancros debilita sensiblemente al arbolado, favoreciendo la colonizacién por parte de
otros organismos patdégenos y causando en ocasiones la muerte del alcornoque (Navarro et al.
2004).

A pesar del impacto ecolégico y econémico de esta patologia y de su conocimiento desde
antiguo (Velaz de Medrano y Ugarte, 1922), la mayoria de los aspectos etiologicos de la enfermedad
son desconocidos. Se considera que las esporas son dispersadas principalmente por la lluvia y el
viento durante los meses calidos. Sin embargo, los factores climaticos que favorecen la
esporulacion no han sido estudiados en profundidad. Por otra parte, estudios recientes han puesto
en relieve el papel que diversos taxones de insectos pueden desempenar en la dispersion de las
esporas; tal es el caso de Coraebus florentinus Herbst (Col., Buprestidae) (Pinna et al.2019).
Respecto a los factores de virulencia empleados por el hongo en la colonizacion del hospedante, se
sabe que D. corticola segrega enzimas extracelulares capaces de degradar la pared celular vegetal
(Fernandes et al. 2014), asi como compuestos fitotdxicos y antifiingicos (Cimmino et al. 2016). Pese
a estos avances, se desconocen aspectos esenciales de la etiologia de la enfermedad como los
tiempos y grado de susceptibilidad del arbolado o los factores ambientales que favorecen la
infeccion.

2. Objetivos

En este estudio, los objetivos de investigacion perseguidos fueron: (1) determinar el periodo
de tiempo para el cual Q. suber es susceptible a D. corticola después del descorche y (2) identificar
los factores ambientales que podrian favorecer el desarrollo de chancro en alcornoques en
produccién. Este conocimiento, resulta esencial desde el punto de vista de la gestion, permitiendo
incorporar la incidencia de la enfermedad a los plazos de pela y ajustar la aplicacion de los
tratamientos preventivos al periodo preciso de maxima susceptibilidad.

3. Metodologia

a. Ensayo de inoculacion

El bioensayo se realiz6 en una parcela experimental poblada por alcornoques en densidad
media y localizada en el municipio de Tordera (Barcelona). Un total de cinco pies maduros del Q.
suber (didmetro normal con corteza: 38,32 + 3,06 cm, valor medio y error estandar) fueron
descorchados por una cuadrilla profesional el 4 de julio de 2019. Después del descorche, cada
arbol fue marcado con una cuadricula de 10 x 10 cm (Figura 1). En cada cuadrado de la cuadricula
se realiz6 un tratamiento de inoculacién en un tiempo dado (Tm). Las inoculaciones se asignaron a
la casilla de la cuadricula de forma aleatoria a razén de una inoculacién por cuadrado. Los tiempos
de inoculacion ensayados fueron (A) inmediatamente después del descorche; (B) 4 dias después del
pelado (ddp); (C) 7 ddp; (D) 11 ddp; (E) 14 ddp; (F) 21 ddp; (G) 28 ddp y (H) 35 ddp. Los cuadrados
permanecieron cubiertos por una gasa estéril hasta ser inoculados para reducir asi la posible
infeccion natural causada por in6culo aéreo. Dos cuadrados de cada arbol fueron tomados como
control (tratamiento 1). Estos controles ni recibieron inéculo experimental ni fueron cubiertos por
gasa, para favorecer asi la libre infeccion del indculo local.
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Las inoculaciones experimentales se realizaron utilizando una herramienta consistente en un
disco de fieltro adhesivo (diametro: 40 mm; KMT® Style) fijado a un mango metalico (Figura 2). El
indculo se obtuvo mediante contacto del disco de fieltro con la superficie de colonias maduras de un
Unico aislado de D. corticola (cepa CAA-0O07-1, procedente de la coleccidon de aislados del
Laboratorio de Fitopatologia del Dr. Artur Alves, Universidade de Aveiro, Portugal) cultivadas a
temperatura ambiente en PDA (3,90% p/v patata-dextrosa-agar, Biokar). Una vez cargado el fieltro
de propagulos, se estampéd cuatro veces sobre el cuadrado a inocular de modo que se pusiera en
contacto la mayor cantidad de inéculo con la felodermis (Figura 2). Los discos de fieltro se
desecharon después de cada uso.

253

4
Figura 1. Aspecto de la cuadricula marcada e

r ;

n los arboles analizados.
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Figura 2. Proceso de inbulacién mediante fieltro con propagulos.

b. Monitoreo del avance de la infeccion

El periodo de revision de los arboles inoculados se extendié desde el dia del descorche hasta
que el 30% de los tratamientos presentaron alglin grado de lesion (30 de enero de 2020; 210 dias
de seguimiento). El monitoreo se realizd cada 4 dias entre el 4 y el 18 de julio, espaciandose
después en visitas semanales hasta mediados de agosto y pasando posteriormente a ser
mensuales y bimensuales. En cada evento de muestreo se evaludé el estado de infeccién
(sintomatico/asintomatico) para cada cuadrado y se registr6 fotograficamente el area afectada por
la necrosis incluyendo una escala grafica como referencia.

Las imagenes de cada cuadrado en cada evento de muestreo se escalaron utilizando el
software ImageJ (Abramoff et al. 2004) y la extensiéon en cm?2 de cada lesion detectada fue estimada
por quintuplicado utilizando el mismo software. Esos registros se utilizaron para calcular el valor del
area bajo la curva de la enfermedad (AUDPC, cm? dia) para cada tratamiento y arbol. El valor de
AUDPC se obtuvo como el area del trapezoide en la fecha j [Arj = hj (b1j + b2j / 2)], siendo hj el
periodo entre eventos de muestreo jyj + 1. Los valores b1jy b2j se computaron como el area media
afectada por necrosis (cm2) en los eventos de muestreo jy j + 1 (Munoz-Adalia y Colinas, 2021).

De forma adicional, en la parcela experimental se instalé un registrador de datos EL-USB-2
(Lascar Electronics, Wiltshire, Reino Unido) que obtuvo de forma horaria los valores de temperatura
y humedad relativa del aire durante todo el periodo de estudio.

c. Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron en el entorno de programacién R (R Core Team
2019). Las variaciones de AUDPC entre tiempos de inoculacién (Tm) se evaluaron con la prueba de
suma de rangos de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn como analisis post-hoc.

Para el analisis del tiempo hasta la aparicion del primer sintoma (ts) se ajustdé un modelo
mixto generalizado (GLMM) utilizando el paquete “Ime4” (Bates et al. 2015). En dicho modelo, ts se
incluyd como variable respuesta siendo el tratamiento de inoculacion (Tm) un factor fijo. Se
incluyeron como factores aleatorios en los modelos probados las variables arbol, temperatura y la
humedad relativa del aire (valores medios, maximos y minimos). Las variables climaticas se
calcularon para la semana anterior y posterior al dia de la inoculacién y para periodos de cuatro dias
previos y posteriores a cada inoculacion. En el tratamiento de control, los datos climaticos para los
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periodos antes mencionados se calcularon desde el registro mas temprano de necrosis en los
cuadrados de control hasta el 30 de septiembre.

El GLMM seleccionado entre todos los ajustados se eligi6 en base a los Criterios de
Informacion de Akaike (AIC). Asimismo, se ajusté un modelo nulo como modelo lineal generalizado
(GLM) que incluia solo la variable explicativa Tm. Los GLMM mas parsimoniosos se compararon con
el modelo nulo mediante la prueba X2,

4. Resultados

Las primeras evidencias de escaldado se registraron 28 ddp en la mayoria de los cuadrados
(Tabla 1) independientemente de cuando fueron inoculadas. El nimero de cuadrados asintomaticos
vario de 0 a 60% segln los tratamientos (Tabla 1), si bien no se registrd aparicion de nuevos
sintomas después de noviembre de 2019.

Tabla 1. Descripcion del avance de la infeccion en los arboles inoculados.

Tratamiento Fecha de sintoma mas Fecha de sfn:toma mas C_uadrl’c’u!as
temprano tardio asintomaticas
A (O ddp) 01.08.2019 30.01.2020 40%
B (4 ddp) 01.08.2019 18.11.2019 40%
C (7 ddp) 01.08.2019 08.08.2019 20%
D (11 ddp) 01.08.2019 18.11.2019 0%
E (14 ddp) 01.08.2019 18.11.2019 0%
F (21 ddp) 01.08.2019 09.09.2019 40%
G (28 ddp) 18.11.2019 18.11.2019 60%
H (35 ddp) 08.08.2019 09.09.2019 0%
I (control) 01.08.2019 18.11.2019 40%

La gravedad de los sintomas expresados como AUDPC vari6 significativamente entre los
tiempos de inoculacién (Tm) (p-valor = 0,03) (Figura 3). El analisis revel6 valores de AUDPC mas
altos en los tratamientos inoculados 7, 11, 14 y 35 ddp sin que se observaran diferencias
significativas entre ellos (p-valor > 0,66 en todos los casos). Los valores de AUDPC de las
inoculaciones 11, 14 y 35 ddp fueron significativamente mas altos que los de aquellas realizadas 4
y 28 ddp (p-valor <0,03, en todos los casos). Los valores mas bajos de AUDPC se encontraron los
tratamientos de inoculaciéon en dia del descorche, 4, 21 y 28 ddp no mostrando variacion
significativa con el control.

El GLMM ajustado incluy6 el tiempo de inoculacién (Tm) como factor fijo y el arbol de variables
como efecto aleatorio incluyendo el tiempo hasta la aparicion del primer sintoma (ts) como variable
de respuesta. Este modelo mostré variaciones significativas en ts entre los niveles de Tm (p-valor
<0,01). El mencionado modelo difirié estadisticamente del modelo nulo (MO, p-valor <0,01) y resulté
en un valor mas bajo de AIC (AAICwom1i = 388). Posteriormente, se ajusté un segundo GLMM
denominado M2 incluyendo los registros de humedad relativa minima del aire cuatro dias después
de la inoculacion (Hmina). La inclusién de este factor, cuyo desarrollo parecia ser inverso al de la
variable ts (Figura 3), no alteré la significancia de los factores del modelo respecto de M1,
observandose diferencias significativas respecto al modelo nulo (p-valor <0,01). Adicionalmente, las
diferencias de AIC entre M1 y M2 no resultaron relevantes (AAICw2m1 = 2).
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Figura 3. Variacion del tiempo hasta la aparicion del primer sintoma (ts) en cada tratamiento de inoculacion (Tm; A-l)
(barras) respecto de los valores de AUDPC (cm? dia; cruces) y la humedad relativa minima del aire cuatro dias tras la
inoculacion (%; lineas). Se muestran valores medios observados.

5. Discusion

El estudio aqui presentado supone un avance en el conocimiento del escaldado del
alcornoque puesto que no existe suficiente informacién acerca de la susceptibilidad de arbolado
adulto tras el descorche. Respecto del analisis de la gravedad de los sintomas, un estudio previo en
Cataluna obtuvo una tasa de infeccion por arbol de hasta el 4,50% (expresada como area de
chancro / area descortezada; arboles infectados de forma espontanea) seis meses después del
descortezado (Rojo y Lugue 2005). En nuestro ensayo, al menos el 40% de réplicas de cada
tratamiento se infectaron en un periodo similar con un porcentaje medio de necrosis mas alto por
cuadrado tratado (9,59%; datos no mostrados). Por otra parte, cabe destacar que durante el estudio
se registrd6 un chancro incipiente a fecha de 9 de septiembre que no fue registrado con
posterioridad, senalando la capacidad del arbolado de revertir los sintomas en sus primeros
estadios, aspecto no observado con anterioridad. Respecto de la severidad de la enfermedad,
Navarro et al. (2004) encontraron areas afectadas superiores a 1800 cm?2 de area de chancro por
arbol dos meses después de la pela en parcelas andaluzas. En este sentido, los primeros chancros
aparecieron antes en nuestro estudio, si bien los niveles de afectacion descritos por Navarro et al.
(2004) no se registraron en Tordera hasta cuatro meses tras la inoculacion. Dado que en el ensayo
realizado por Serrano et al. (2015) los danos no aparecieron hasta la primavera siguiente al
descorche, tendemos a pensar que los danos en nuestra parcela experimental pueden considerarse
moderados en el contexto ibérico.

Los tratamientos preventivos frente al escaldado se aplican de forma general inmediatamente
después del pelado ya que Rojo y Luque (2005) encontraron que los tratamientos con benomilo
(C14H18N40s3; actualmente prohibido) contra D. mutila produjeron una efectividad superior al 60% al
aplicarse 4 horas después del descorche. Si bien con frecuencia se asume que estas primeras horas
tras el pelado son criticas para la colonizacion por parte del hongo, no existe informacion detallada
sobre la evolucion del riesgo de infeccion a lo largo del tiempo. Los resultados presentados aqui
parecen cuestionar esta hipétesis asumida, ya que se encontraron sintomas mas tempranos e
intensos en los alcornoques inoculados de una a varias semanas después de la pela. Esta
sintomatologia retardada podria atribuirse a la respuesta fisiolégica desarrollada por el arbol tras el
descorche (Costa-e-Silva et al., 2021). Sin embargo, nuestros resultados ponen de manifiesto otro
retraso en la apariciébn de sintomas para las inoculaciones 21 y 24 ddp (Figura 3). Estas
observaciones hacen que la hipotesis de una respuesta atenuada con el tiempo por parte del arbol
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no parezca la mas plausible, debiendo considerarse otros factores de predisposicion como los
climaticos.

Las altas temperaturas registradas en la parcela experimental no parecieron afectar a la
virulencia del patégeno ya que D. corticola causé danos de escaldado incluso en periodos con
temperaturas por encima de los 40°C. Esta aparente termo-tolerancia de la especie ha sido
evaluada en el pasado apuntando al caracter termofilo de este patégeno (Sanchez et al. 2003).
Respecto de la humedad, Serrano et al. (2015) encontraron que los alcornoques ubicados en zonas
con mayor namero de dias de niebla y con humedad relativa minima mas elevada sufrieron lesiones
mayores y mas abundantes que los arboles ubicados en parcelas mas secas. Esta observacion se
alinea con los resultados del modelo M2 que incluye la humedad relativa minima del aire 4 dias
después de la inoculaciéon. Ademas, el retraso acusado en la apariciébn de chancros entre la
inoculacion 21 y 28 ddp podria estar asociado con el periodo seco observado la primera semana de
agosto que muestra la Figura 4. Un posterior aumento de la humedad coincidié con el registro
temprano de sintomas en la inoculaciéon 35 ddp. Curiosamente, Navarro et al. (2004) también
encontraron sintomas mas intensos en alcornocales del Parque Natural Los Alcornocales donde la
precipitacion anual es ligeramente mas alta que en nuestra parcela de muestreo. Por todo ello,
consideramos que la humedad del aire podria ser un factor relevante en el desarrollo del escaldado,
siendo necesarios nuevos ensayos que permitan caracterizar el papel de las variables climaticas en
la etiologia de esta enfermedad.

45 4 100
- 80

- 60

Temperatura (°C)

- 40

Humedad relativa (%)

F 20

Periodos de registro climatico (aiio 2019)

Figura 4. Registros climaticos estivales de la parcela experimental (junio-agosto de 2019). Se muestra la temperatura
media (linea sdlida negra) y la humedad relativa del aire media (linea sélida gris). Los valores maximos y minimos para
cada una de las variables se muestran mediante lineas punteadas en los respectivos colores. *: periodo de descorche.

6. Conclusiones

En conclusién, los resultados de este estudio sugieren que los pies de Q. suber son
susceptibles a D. corticola durante al menos 35 dias después de la extraccion del corcho. Ademas,
nuestros hallazgos mostraron que las infecciones tempranas no estan asociadas con sintomas mas
severos 0 con una colonizacion mas rapida por parte del patégeno, como se suele asumir en el
sector corchero. Por otra parte, los resultados sugieren que la humedad relativa del aire en los dias
posteriores a la inoculacion podria desempenar un papel relevante en el desarrollo de la infeccion.
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