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Resumen

El hongo causante del escaldado del alcornoque Diplodia corticola se asocia al decaimiento y pérdida de producti-
vidad de los rodales de alcornoque (Quercus suber L.). La no renovacion por parte de la Union Europea de los quimicos
usados hasta el momento en la prevencion y control del hongo ha acelerado la blisqueda de alternativas efectivas y respe-
tuosas con el medio ambiente. El objetivo principal de este estudio ha sido validar el potencial biocontrolador del género
de bacterias Bacillus frente a D. corticola. En primera instancia, mediante un ensayo in vitro enfocado a confirmar el efec-
to antagonista de dos formulados bacterianos enfrentandolos en cultivo dual a siete cepas del hongo. En segundo lugar, me-
diante un estudio en invernadero y con plantulas de Q. suber inoculadas con el patogeno y los mismos tratamientos ensa-
yados in vitro, con el fin de evaluar la virulencia del hongo y profundizar en la capacidad protectora de los formulados
empleados. Los resultados obtenidos in vitro confirman el potencial biocontrolador de las bacterias a las concentraciones
estudiadas. Ademas, sugieren mecanismos de antagonismo quimico por parte de Bacillus spp. Estos resultados prelimina-
res suponen un avance en la busqueda de un agente de control biologico efectivo frente al escaldado.

Palabras clave: fitopatologia, Diplodia corticola, escaldado, biocontrol, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mojavensis.

Abstract

The canker causing agent Diplodia corticola is associated to the decay and loss of productivity of cork oak stands
(Quercus suber L.). The non-renewal of the chemical compounds used so far in the prevention and control of the fungus
by the European Union has accelerated the search for effective and environmentally friendly alternatives. This study seeks
to validate the biocontrol potential of the genus of bacteria Bacillus against D. corticola. First, with an in vitro study focu-
sing to confirm the antagonist effect of two bacterial concentrates facing seven strains of the fungus in dual cultures. Se-
cond, through an in vivo assay with Q. suber seedling inoculated with the pathogen and the same formulates tested in vitro,
aiming to evaluate the virulence of the fungus, and deepening in the protective capacity of the concentrates. The results ob-
tained in vitro confirmed the biocontrol potential of the bacteria in the studied concentrations. Moreover, they suggest the
existence of chemical antagonism associated with Bacillus spp. These preliminary results show the potential of biological
control agents to face Botryosphaeria canker.

Keywords: phytopathology, Diplodia corticola, Botryosphaeria canker, biocontrol, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus mojaven-
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1. Introduccion

El decaimiento de las formaciones boscosas con alcornoque (Quercus suber L.)
concentradas en la region mediterranea occidental (Fig. /) (Corticeira Amorim,
2014; Mundet et al., 2018) se asocia al abandono de la gestién de estas masas y a
unas condiciones ambientales cambiantes que suponen un estrés para los arboles e
impulsan la proliferacién de patdégenos que infectan a los ejemplares debilitados
(Sierra-Pérez et al., 2015; Vericat et al., 2013).

De entre los patdogenos mencionados, destaca el hongo ascomiceto Diplodia
corticola A.J.L Phillips, A. Alves & J. Luque (Teleomorfo: Botryosphaeria cortico-
la), causante de la patologia cominmente conocida como chancro o escaldado del
alcornoque. El escaldado es considerado una de las enfermedades emergentes de
mayor importancia econémica a nivel europeo (Moricca et al., 2016; Serrano et al.,
2015), pudiendo provocar la pérdida de mas de un 60% de su rendimiento en pro-
duccioén en los rodales afectados (QualitySuber, 2019).

Figura 1. Distribucion geografica de los alcornocales de Q. suber en la Peninsula Ibérica y la Cuenca Me-
diterranea (izquierda) y en Catalufia (derecha). Mapas elaborados con QGIS a partir de los datos proce-
dentes de “EuroGeographics for the administrative boundaries (03M, 2020), Base comarcal ICGC (2021)
y Caudullo et al. (2017).

Las medidas de control més extendidas frente a esta patologia han sido tradicio-
nalmente de tipo quimico [p.ej., Benomilo (CisHisN+Os), Carbendazim (CosHsNsO2)
y Metil-Tiofanato (Ci-Hi:N+OsS2) (Luque et al., 2008; Serrano et al., 2015)]. Pese a
los buenos resultados obtenidos por parte de estos tratamientos, su caracter inespe-
cifico suscito la prohibicién de su uso por parte de la Comisién Europea (Redaccion
PHYTOMA-Espaia, 2020). Ante esta situacion, los propietarios y gestores foresta-
les se encuentran sin opciones de tratamiento frente a la infeccion, lo que urge en-
contrar alternativas, preferentemente de base biologica y respetuosas con el medio
ambiente, que permitan controlar los brotes de esta enfermedad en rodales produc-
tores de corcho.
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En este contexto los Agentes de Control Bioldgico (BCA) se postulan como una
alternativa de control (Aiello et al., 2019; Carmona-Hernandez et al., 2019; Dai et al.,
2021; Dimopoulou et al., 2021; Fernandez et al., 2015). En esta linea, uno de los
agentes bioldgicos que esta ganando crédito en el control de patégenos flingicos y bac-
terianos es el género de bacterias grampositivas Bacillus spp. (Dimopoulou et al.,
2021; Raaijmakers et al., 2002; Raupach & Kloepper, 1998; Raza et al., 2016 ; Zhang
et al.,2016). Pese a la existencia de algunos estudios que prueban su eficacia frente
a patogenos forestales (Dai et al., 2021; Munoz-Adalia et al., 2021), la investigacion
en este campo se encuentra ain en una fase incipiente por lo que es necesario seguir
profundizando en la efectividad del agente empleado en condiciones de campo.

En este sentido, el presente trabajo persigue dos objetivos de investigacidn prin-
cipales:

1. Mejorar el conocimiento existente sobre la biologia y etiologia del hongo D.
corticola, aun escasamente conocidas.

2. Evaluar la viabilidad de varios formulados de Bacillus spp. como alternativas
de control frente al chancro.

2. Material y métodos

La metodologia puesta en practica incluy6, en primer lugar, un ensayo in vitro
que busc¢ verificar el efecto antagonista de dos formulados bacterianos en desarro-
llo comercial [Probelte S.A.U. (Murcia, Espana) (codigo: BAM: Solucion de B.
amyloliquefaciens (1x10* unidades formadoras de colonia-mL") y codigo: BMX:So-
lucion mezcla de B. amyloliquefaciens + B. mojavensis (ratio 1:1, 1x10® ufc-mL™")],
enfrentandolos en cultivo dual a siete cepas de D. corticola. En segundo lugar, se re-
alizé un estudio in vivo con plantulas de Q. suber a las cuales se les inocul6 el pa-
togeno y los mismos tratamientos ensayados in vitro, con el fin de evaluar la viru-
lencia del hongo en base a la sintomatologia y los cambios fisiologicos sufridos por
la planta durante la infeccidn, y profundizar en la capacidad protectora de los for-
mulados empleados.

El ensayo in vitro se baso en el cultivo dual en placa de Petri. Este proceso con-
sistidé en enfrentar separadamente las cepas D. corticola con los dos tratamientos
bacterianos anteriormente comentados, en combinaciones de una cepa fungica fren-
te a un tipo de tratamiento bacteriano.

Durante el desarrollo del ensayo in vitro se midieron los radios representativos
del crecimiento micelial hacia el tratamiento aplicado encima de un disco de papel
estéril, mediante los cuales se calcularon un total de cinco indices de antagonismo:
¢ (cm), Sc (cm), I (%), Al (%) y DAI (%) (Campanile ef al., 2007; Martinez-Alva-
rez et al., 2016; Mufnoz-Adalia et al., 2021). Asimismo, se evaluo la tasa de espo-
rulacion del hongo en cultivo dual, pasados treinta dias desde la inoculacion (tres ré-
plicas para cada tratamiento y cepa; n=73) mediante conteo de conidios en cdmara
Thoma.
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El ensayo in vivo se llevo a cabo en condiciones de invernadero (15 + 10 °C) du-
rante 256 dias empleando ciento cincuenta plantulas de alcornoque (h =54,6 + 12,9
cm) de tres savias de edad como elementos a inocular. Las plantulas se inocularon
por incision en tallo a 5-6 cm del cuello de raiz. Los tratamientos aplicados a las
plantulas experimentales, con cinco réplicas cada uno, consistieron en la inoculacién
individual de las siete cepas del hongo con cada uno de los dos formulados bacte-
rianos, un control negativo (agua destilada estéril), un control positivo (cepa fungi-
ca solamente) y un control de tratamiento bacteriano.

A lo largo del ensayo se monitorizaron dos variables fisioldgicas en cada plantu-
la de Q. suber de forma quincenal: la conductancia estomatica (gs, mol H2O-m™s™)
y el contenido total de clorofila. Con la misma frecuencia, se evalu6 la sintomato-
logia causada por D. corticola de acuerdo con Félix ef al. (2017).

3. Resultados y discusion

De entre las variables evaluadas in vitro, los valores obtenidos para tres de los
indices de antagonismo evaluados in vitro (c, I y Al) fueron significativamente in-
feriores en las placas en cultivo dual respecto las placas control (p-valor <0,05 en
todos los casos). Estos resultados demuestran que los formulados bacterianos de las
dos soluciones comerciales estudiadas (BAM y BMX) fueron capaces de reducir el
crecimiento del hongo D. corticola en las condiciones de cultivo.

El analisis de la sintomatologia en plantulas demostrdé que la inoculacion del
hongo, independientemente de la cepa empleada, provocaba la aparicion de sinto-
mas en la mayoria de los ejemplares y, en menor proporcion, la muerte de algunos
de ellos (7ab. 1). No se detectd mortalidad en los controles negativos. Por otro lado,
el hecho que los controles bacterianos no causaran ningtin dafio en las plantulas su-
giere la inocuidad del tratamiento sobre la planta hospedante.

Tabla 1. Registro de plantulas muertas y sintomaticas de las tratadas con los controles negativo (n=35) y
positivo (n=35), y con el hongo y los tratamientos BAM (n=35) y BMX (n=35).

Control negativo Control positivo BAM BMX
Muertas Sintomaticas Muertas| Sintomaticas Muertas Sintomaticas Muertas Sintomadticas
Total 0 7 5 32 4 16 3 11
% 0,0 20,0 14,3 91,4 11,4 45,7 8,6 31,4

Por lo que se refiere a la eficacia biocontroladora de los BCAs usados, se ob-
servo una reduccion clara del porcentaje de plantas sintomaticas respecto del con-
trol fungico (BAM: 45,7%; BMX: 60%), lo que respaldaria el efecto protector de las
bacterias frente a la infeccion del hongo.

Por lo que respecta a los datos fisiologicos, no se dio un efecto significativo ge-
neralizado de las cepas sobre el contenido de clorofila (SPAD) y la conductancia es-
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tomatica (gsv, mol H:2O-m™-s™). En consecuencia, los parametros fisiolégicos cons-
tituyen una extension de lo que se habia validado mediante el analisis de sintoma-
tologia.

4. Conclusiones

1. El ensayo in vitro ha confirmado el efecto antagonista de los formulados bac-
terianos frente a D. corticola en cultivo dual.

2. El ensayo in vivo ha confirmado la inocuidad de los tratamientos bacterianos
sobre las plantulas de Q. suber. No obstante, su efecto protector frente al
chancro parece estar limitado a la reduccion de la severidad de los sintomas,
siendo incapaz de reducir la mortalidad causada por las cepas mas agresivas.

3. La caracterizacién de los componentes secretados por Bacillus spp. causan-
tes del antagonismo observado merecen investigacion en el futuro. Del mismo
modo, los efectos del avance de la infeccidn a nivel fisioldgico requieren de
un analisis més profundo que permita conocer la interaccion bacteria-hongo-
planta a nivel metabdlico.
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