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RESUMEN

Phytophthora cinnamomi Rands. (hongo patégeno del suelo) es el principal responsable del
decaimiento de encinas y alcornoques en el Suroeste de la Peninsula Ibérica. Este decaimiento es uno
de los problemas ambientales mas graves que amenaza la supervivencia y sostenibilidad, tanto
ecoldgica como econdmica, de las formaciones de Quercus del sur peninsular.

Este trabajo analiza la variabilidad de resistencia o tolerancia de plantulas de una savia de encina al
patdgeno del suelo Phytophthora cinnamomi. Para ello se recogieron semillas de 20 individuos de 7
regiones de procedencia de Espafia y Portugal. Tras una pregerminacion en sustrato estéril en
laboratorio, se transfirieron a un envase forestal de 300cc en invernadero con un Unico sustrato pero
tres niveles de infestacion: N (naturalmente infestado, suelo natural con vermiculita), P (parcialmente
pasteurizado, el anterior sometido a un proceso de pasteurizacion parcial) y A (artificialmente
infestado, el anterior al que se ha afiadido una cantidad constante de inoculo del hongo). Cada
tratamiento de infeccion se colocd en una mesa de cultivo sometidas al mismo régimen de riegos y
temperaturas. En cada nivel de inoculacién del sustrato se colocaron 10 plantas de cada familia en un
disefio de bloques al azar con una planta de cada familia por bloque. Periddicamente se comprobd la
supervivencia y el nivel de dafios y en una ocasion el tamafio de la planta (altura y diametro).

Los resultados muestran una importante susceptibilidad de la encina pues registré gran mortalidad en
los tres niveles de infeccion (promedio del 51,2%), llegando al 92% en el sustrato artificialmente
infectado. El efecto del nivel de infeccion del sustrato, la region de procedencia y la familia fue
estadisticamente significativo para todos los parametros medidos. Globalmente se observd una alta
variabilidad de respuestas y se identificaron progenitores que dan familias con un buen desarrollo en
el conjunto del ensayo y algunos individuos que mostraron desarrollo sobresaliente en cada nivel de
infeccion.
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INTRODUCCION

El decaimiento progresivo (“seca”) de los Quercus es uno de los problemas fitosanitarios mas
importantes en Espafia, ya que compromete la estabilidad y persistencia de los encinares y los
alcornocales y altera sus valores ecologicos, socioecondémicos y paisajisticos. En una primera
aproximacion sobre la posible etiologia del problema se consideré como un caso de decaimiento,
producido por la interaccion de una serie de factores bidticos y/o abidticos intercambiables cuya
accion ordenada sobre una planta conduce al deterioro gradual de su estado fisioldgico, y a menudo
termina con su muerte (MANION 1991). Entre los factores que participan en el decaimiento, se
pueden citar las sequias severas y recurrentes, encharcamientos estacionales, contaminacion
atmosférica, los tratamientos del arbolados y cambios de uso en las dehesas, los insectos perforadores
y hongos patégenos como Phytophthora cinnamomi, Biscogniauxia mediterranea (sinénimo de
Hypoxilon mediterraneum) y Botryosphaeria stevensii (anamorfo Diplodia mutila) y la bacteria
Erwinia quercina (MONTOYA 1992, MUNOZ et al. 1996; SANCHEZ et al. 2000a, LOPEZ et al
2004, NAVARRO et al, 2004). En la actualidad se tiende diferenciar por zonas y a atribuir a ciertos
factores concretos la principal responsabilidad en el decaimiento cada zona (NAVARRO et al. 2004)
en lugar de la hipétesis de participacion conjunta considerada en un principio.

La mayoria de los investigadores estan de acuerdo en atribuir al hongo del suelo P. cinnamomi Rands



la principal responsabilidad en la muerte y debilitamiento de las encinas y alcornoques en el Suroeste
de la Peninsula Ibérica (RUPEREZ y MUNOZ 1980, BRASIER et al 1993a 'y b; TUSET et al., 1996;
GALLEGO et al., 1999, SANCHEZ et al 2002, FERRAZ et al 2003, NAVARRO et al 2004),
adicionalmente aparecen en este regién agentes secundarios como hongos vasculares (B.
mediterranea y Botryosphaeria spp), cerambicidos perforadores (LOPEZ et al 2004), combinado con
un proceso de cambio fitoclimatico trascendente que acentlan los dafios producidos por P.
cinnamomi.

Phytophthora cinnamomi es un patégeno de muchas plantas lefiosas que provoca importantes dafios
en distintas partes del planeta. Provoca la muerte masiva de las raices absorbentes, reduciendo la
capacidad del arbol para absorber agua y nutrientes. Los sintomas que se observan en la parte aérea
son similares a los de la sequia provocando, en ocasiones, la muerte repentina de los arboles (muerte
stbita), en otras un decaimiento prolongado (LUQUE et al 1999 y 2002, SANCHEZ et al 2000b). El
hongo ha sido aislado en la mayoria de las parcelas muestreadas en la provincia de Huelva
(SANCHEZ et al 2000a, y 2002, TRAPERO et al 2000). El control de P. cinnamomi cuenta con el
obstaculo de la amplia gama de hospedantes, y la longevidad de sus estructuras de resistencia en el
suelo (MOREIRA 2001). Se han propuesto métodos quimicos para arboles adultos (FERNANDEZ
ESCOBAR et al 1999) fertilizacion fosforada en brinzales (NAVARRO et al 2004) pero se
desconoce la eficiencia a largo plazo. La mejora genética de la tolerancia / resistencia de las especies
adquiere especial interés como posible herramienta a medio y largo plazo, ademas del uso de
organismos antagonistas como las micorrizas y la recuperacién del equilibrio biologico de los suelos.
Frente a la practica unanimidad en sefialar a P. cinnamomi como el principal responsable de la
mortalidad de los Quercus en el Suroeste de la Peninsula Ibérica, no existe consenso en los factores
que hacen que su efecto sea mas o menos grave. Parece que el contenido de humedad del suelo, y
factores edaficos como escasa profundidad del suelo y las texturas finas propician la severidad de la
enfermedad (MOREIRA, 2001). Tampoco estan claros los mecanismos de resistencia / tolerancia de
la planta. La supervivencia de algunos individuos en focos severos de «seca» asi como ensayos
preliminares en vivero (GARCIA 2004, SANTANA 2004) apuntan a la existencia de una importante
variabilidad genética en las dos especies que puede ser aprovechada para la mejora.

Este trabajo presenta los resultados preliminares de un estudio de la variabilidad de la resistencia /
tolerancia de plantas de encina de una savia al hongo del suelo P. cinnamomi Ademas, trata de
diferenciar que parte de esta variabilidad se puede atribuir a factores genéticos y que parte a factores
ambientales

METODOLOGIA

Material vegetal

Se recogieron semillas de 7 regiones diferentes, dos del sur de Portugal (Algarbe y Baixo Alentejo) y
5 de Esparia (Centro de Badajoz, Huelva-Andevalo-, Cadiz, Granada y La Rioja). En cada region se
eligieron 20 arboles separados mas de 100 metros y de cada uno se recogieron unos dos kilos de
bellotas durante los meses de noviembre - diciembre de 2003. Las semillas se limpiaron y
desinfectaron antes de su conservacion en camara fria (4°C). Durante el mes de febrero se pusieron a
pregerminar unas 50 semillas de cada progenitor en perlita himeda dentro de bandejas de plastico con
tapa. Estas bandejas se mantuvieron en laboratorio a temperatura ambiente.

Cuando las bellotas emitieron radicula y epicotilo (febrero-marzo) se transfirieron a un envase
forestal individual de 300 cc (superleach 300) en invernadero donde permanecieron durante todo el
ensayo. Las condiciones del invernadero se intentaron controlar mediante calefaccion en los meses
frios y con ventilacion forzada y sistema de refrigeracion procurando mantenerse en el rango de 16-
35°C. Los riegos fueron frecuentes, diarios a partir de mayo, para mantener una humedad constante
del sustrato.

Preparacion del indculo

El cultivo en vivero se realiz6 en un sustrato con las mismas caracteristicas fisicas y quimicas pero
con tres niveles de infeccion: naturalmente infestado(N: suelo natural + vermiculita), parcialmente
pasteurizado (P: Suelo natural pasterizado + vermiculita) y artificialmente infestado(A: Suelo natural
pasteurizado + inoculo de P. cinnamomi + vermiculita), todos ellos a partir del mismo suelo
procedente de una dehesa de San Bartolomé de la Torre (Huelva) con una textura franco arenosa y
densidades muy altas de P. cinnamomi.



En los tres niveles de infeccidn, la proporcion de suelo natural y vermiculita fue la misma, 1:3 en
volumen.

La Pasteurizacion parcial del suelo se realiz6 haciendo pasar vapor de agua por el suelo durante 2
horas y en dos dias consecutivos. Las temperaturas alcanzadas por el suelo fueron superiores a 90°C.
La adicién de micelio se hizo antes de la siembra mediante semillas de mijo (Panicum milliaceum L.)
colonizadas por el hongo (MOREIRA 2001) a razon de 3 g/planta. Se emplearon 5 cepas del hongo
de contrastada patogeneidad.

Disefio del experimento y analisis de los datos

Cada nivel de infeccion del sustrato se localizd en mesas de cultivo separadas. En cada mesa se
realizaron 10 blogues donde se colocaron aleatoriamente una planta de cada familia de manera que
cada familia esta representada por 10 plantas en cada nivel de infeccion del sustrato y 30 plantas en el
conjunto del ensayo.

Periodicamente se realizaron controles de emergencia y supervivencia de las plantas (marzo, abril,
mayo, junio y finales de agosto). A finales del mes de agosto se realiz6 una medicion de altura y
diametro de todas las plantas y una evaluacion de los sintomas en la parte aérea distinguiendo cuatro
niveles: muertas (0), mas del 75% de la parte aérea muerta (0,2), entre el 50 y 75% de la parte aérea
muerta (0,4), entre el 25 y 50% muerto (0,7), hojas pequefias y gran numero de brotes de corta
longitud (0,7) y menos del 25% de hojas dafiadas (1).

Los datos de emergencia, supervivencia, nivel de dafios y desarrollo de las plantas para cada una de
las fechas de medicion se analizaron mediante el Modelo Lineal General (procedimiento
UNIANOVA del programa estadistico SPSS v12) considerando la region de procedencia, la familia 'y
el nivel de infeccion de sustrato como factores del modelo. También se realizé una estimacion de la
contribucién de cada factor a la varianza total mediante el procedimiento VARCOMP (SPSS v12).

RESULTADOS

Se plantaron un total de 3801 bellotas de 132 progenitores. La emergencia de las plantas, un mes
después de la siembra, resulté desigual, afectada significativamente (p<0.001) tanto por el origen de
la semilla (progenitor) como el sustrato y la interaccién de ambos. El sustrato fue el factor que mas
influyo, siendo significativamente menor en el artificialmente infectado (A) 86,4+0,5% que en los
otros dos que no tuvieron diferencias (98,39 y 98,09% en P y N) (figura 1, valor de marzo). 19 de las
132 familias ensayadas tuvieron una emergencia baja (entre el 60 y 83%). En este grupo se
encuentran 9 familias del Algarbe.

Un mes después de la siembra ya se observaron importantes diferencias en la supervivencia de las
plantas. La familia, el sustrato y la interaccion resultaron altamente significativos (p<0.001). En el
conjunto del ensayo, 37 de las 132 familias registraron una supervivencia inferior al 83% y 75
superaban el 90%. La supervivencia fue menor en A (82,7+0.9 %) que en N (86.3£0,8%) y en P
(95.0+0,8%), (figura 1). En el sustrato A se aprecia rapidamente una importante mortalidad y se hace
muy intensa a partir de mayo. En los otros dos sustratos es moderada hasta junio y un poco méas
intensa en el periodo junio-agosto (figura 1). Al final de verano (24 de agosto de 2004), la
supervivencia promedio del ensayo se redujo al 48,8% con un efecto significativo de los factores
familia, sustrato e interaccion (p<0.001). La supervivencia fue muy baja en el sustrato A (9,2+1,3%),
seguida del N (63,5+1,1%) y el P (68,9+1,2%).

La evolucion de la supervivencia del conjunto de plantas de cada region de procedencia tiene
comportamiento similar al de los promedios (figura 2). Baixo Alentejo y Algarbe son las regiones que
tienen un mejor y peor comportamiento respectivamente en los niveles de infeccion mas bajos
(tratamientos N y P). En el tratamiento de mayor nivel de infeccion (A) algunas procedencias
muestran antes su susceptibilidad que las demas, pero al final convergen a valores muy similares de
supervivencia (entre el 5y el 10%).

Los factores region de procedencia, familia y nivel de infeccion del sustrato influyen
significativamente en el tamafio de las plantas (altura y didmetro) al final del ensayo (figura 3). Las
plantas de la region de Baixo Alentejo poseen los mayores valores de altura y diametro en los tres
tratamientos. Los peores promedios son los de La Rioja y Granada. Algarbe, que dio los peores
resultados de supervivencia, tiene un desarrollo medio-bajo. EI menor desarrollo de las plantas de La
Rioja y Granada, con un comportamiento intermedio-bueno en cuanto a supervivencia, puede ser
debido al menor tamafio de sus bellotas que condiciona el desarrollo en los primeros meses (efecto



maternal) mas que a una mayor susceptibilidad al hongo. Las pocas plantas que sobrevivieron en el
sustrato artificialmente infectado tuvieron un desarrollo muy pequefio (promedio de 2,8+0,3 cm)
mostrando unos evidentes sintomas de ataque por P. cinnamomi. EI promedio de las plantas en el
sustrato N fue de 6,2+0,1 cmy en el P de 7,2+0,1cm.

A nivel de familia se observd una gran variabilidad en la supervivencia y crecimiento (figura 5). 20 de
las 132 estudiadas tuvieron un promedio de altura bajo (4-5 cm) en el conjunto de los sustratos Ny P,
13 de las cuales pertenecen a las regiones de Granada y La Rioja. 23 familias destacaron por su mayor
altura promedio (8-10 cm) de las cuales 14 pertenecen a la Region de Baixo Alentejo. En el sustrato
A sélo dos familias alcanzaron alturas promedio casi normales (4 y 5,5 cm). Sélo tres individuos
superaron los 7 cm aunque uno de ellos muri6. A nivel individual también destacan 53 plantas en los
sustratos N y P que superaron los 13 cm ,llegando a 23 en el sustrato P, aunque 9 de ellas murieron
poco antes del final del ensayo.

El nivel de dafios que presentaron las plantas en verano, recogidos en un indice combinado de
supervivencia y dafios, estd fuertemente influenciado por la regién de procedencia, el sustrato
(p<0,001) y no asi por la interaccion. Las plantas en el tratamiento P y de la region de Baixo Alentejo
mostraron un menor nivel de dafios. La region del Algarbe fue la que tuvo el peor comportamiento.
En la estimacién de los componentes de la varianza, la contribucion de la region de procedencia y el
progenitor fue baja para la supervivencia en las distintas fechas considerando el conjunto del ensayo
(entre el 1-3% para la region y entre el 3-5% para la familia). Considerando solo los tratamientos N y
P estos valores subieron a unas dos unidades. La contribucion al tamafio final de las plantas fue
mayor, en torno al 5% para la region y 9% para la familia, considerando el conjunto del ensayo. Estos
valores suben unas 4 unidades si se consideran solo los tratamientos N y P.

DISCUSION

Los resultados ponen de manifiesto la existencia de una importante variabilidad en la
resistencia/tolerancia de encina a P cinnamomi en plantas de una savia. No se han encontrado familias
con supervivencias aceptables en niveles de infeccidn del sustrato muy altos pero si en niveles medios
o moderados de infeccion. La supervivencia de la encina ha sido muy inferior a la registrada en
alcornoque en un ensayo que se realizd simultaneamente y en las mismas condiciones que éste
(supervivencia del 21 % en el sustrato A y méas del 80% en el N y P, datos no publicados). La
existencia de variabilidad en la resistencia/tolerancia se ha puesto de manifiesto en otros patosistemas
similares (Phythophthora spp. y Eucalyptus marginata, STUKELY y CRANE 1994, HUBERLI et al
2002 ay b).

La contribucion genética a esta variabilidad global de la resistencia/tolerancia es pequefia, al menos la
contribucion del progenitor. Una eventual linea de mejora basada en la seleccion de progenitores o
familias ofreceria unos moderados incrementos de la tolerancia solo adecuados para lugares con
infecciones medias 0 moderadas. La existencia de individuos con un aceptable desarrollo en el
sustrato con alto nivel de infeccion o de individuos con un gran desarrollo en los sutratos
moderadamente infectados sugiere la existencia de variabilidad genética dentro de las familias que
puede ser aprovechada por propagacion vegetativa. Hay que recordar que son resultados de plantulas
de 6 meses por lo que se debe tener precaucion en la interpretacion de los resultados pues ain no se
ha demostrado la existencia de correlacion entre la resistencia/tolerancia en etapas juveniles con el
comportamiento en etapas posteriores, como se ha podido comprobar en otros estudios (WU 1999 a 'y
b)
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Figura 1. Evolucién de la supervivencia de Quercus ilex en los distintos tratamientos de inoculacion
de Phytophthora cinnamomi. A: artificialmente infestado, P: parcialmente pasteurizado, N:
Naturalmente infestado. (Todos: promedio general del ensayo).

100 -
90
80
70
60 -
50 -
40
30
20

10

0

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Agosto

Figura 2. Evolucion de los porcentajes de supervivencia de las 7 regiones de procedencia de Quercus
ilex en los tres niveles de infeccion: N (naturalmente infestado), P (parcialmente pasteurizado) y A
(Artificialmente infestado).
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Figura 3. Altura (izquierda), diametro (centro) y esbeltez (H/D, derecha) promedios de las 7 regiones
de procedencia en los tres niveles de infeccién del sustrato: N (naturalmente infestado), P
(parcialmente pasteurizado) y A (Artificialmente infestado).
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Figura 4. indice de dafios promedio de cada region de procedencia en los tres tratamientos: N
(naturalmente infestado), P (parcialmente pasteurizado) y A (Artificialmente infestado).
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Figura 5. Distribucion de la frecuencia observada de los promedios familiares de los porcentajes de
supervivencia (izquierda) y de la altura (derecha) al final del ensayo. Se indican las distribuciones en
cada nivel de infeccién del sustrato (N, naturalmente infestado, P, parcialmente pasteurizado y A,
Avrtificialmente infestado) y de los promedios familiares en el conjunto del ensayo (global)
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