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Resumen

Las dehesas representan el ecosistema mediterraneo mas extendido en la Peninsula Ibérica, con la enci-
na como especie protagonista. Actualmente, la sostenibilidad tanto de la especie como del ecosistema se
encuentran en serio peligro debido al decaimiento de los encinares, producido por la podredumbre de raiz,
causada por patdgenos de suelo del género Phytophthora spp. Este sistema patogeno-anfitrion ha sido
ampliamente estudiado, aunque muchos de los mecanismos subyacentes de la interaccion a nivel histolo-
gico y fisioldgico seguian sin estar claramente determinados. En la presente tesis doctoral se abordaron
diferentes aproximaciones para aumentar el conocimiento disponible en dichas areas. Se realizaron traba-
jos de histologia para describir el proceso de patogénesis especifico, que condujeron a la identificacion de
diferentes etapas relacionadas con el comportamiento troéfico del patogeno, se analiz6 la respuesta fisiolo-
gica del anfitrion ante el estrés producido por el patogeno por separado, y en combinacion con estrés hidri-
co inducido, y se estudio la influencia de la estructura y la funcionalidad de la microbiota a partir de su
composicion especifica y su diversidad con los sintomas de decaimiento del arbolado. Los resultados plan-
tean la necesidad de incorporar nuevos factores en las estrategias de control integrado del decaimiento en
la dehesa, incorporando medidas que fomenten los tratamientos en los momentos adecuados, el concepto
de induccidn de defensas sistémicas, y considerando las especies claves de la microbiota del suelo, mas alla
de la simple vision de la interaccion entre el anfitrion y el patogeno.

Palabras clave: Decaimiento forestal, dehesa, encina, Phytophthora, podredumbre de raiz.

Abstract

The dehesas represent the Mediterranean ecosystem more widespread in the Iberian Peninsula, with the
holm oak as the main species. Currently, the sustainability of both the species and the ecosystem are in
serious danger due to the decay of holm oaks, produced by root rot, caused by soil pathogens of the genus
Phytophthora spp. This pathogen-host system has been extensively studied, although many of the mecha-
nisms underlying the interaction at the histological and physiological level were still not clearly determi-
ned. In the present doctoral thesis, different approaches were taken to increase the knowledge available in
these areas. Histology studies were carried out to describe the process of specific pathogenesis, which led
to the identification of different stages related to the trophic behavior of the pathogen, the physiological
response of the host to the stress produced by the pathogen was analyzed separately, and in combination
with induced hydric stress, and the influence of the structure and functionality of the microbiota was stu-
died from its specific composition and its diversity with the symptoms of tree decay. The results suggest
the need to incorporate new factors in the integrated control strategies of decay in the dehesa, incorpora-
ting measures that encourage treatments at appropriate times, the concept of induction of systemic defen-
ses, and considering the key species of soil microbiota , beyond the simple vision of the interaction betwe-
en the host and the pathogen.

Keywords: Forest decay, dehesa, holm oak, Phytophthora, root rot.
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1. Introduccion

El decaimiento forestal es hoy en dia uno de los mayores desafios para el ma-
nejo y la sostenibilidad de los ecosistemas naturales en todo el mundo (Martinez-
Vilalta et al., 2012). Este proceso se considera un sindrome multifactorial, influi-
do por factores tanto de tipo bidtico como abiodtico, y cuyo nivel de afeccion puede
variar desde el nivel de arbol individual hasta ecosistemas completos (Manion and
Lachance, 1992). Algunos de los factores considerados desencadenantes son de
tipo climatico (sequia y aumento global de las temperatura), y especies patdgenas
invasoras como el caso de Phytophthora cinnamomi (Burgess et al., 2017; Wong
and Daniels, 2017).

Concretamente, el decaimiento de los robles se ha identificado como uno de los
problemas ecoldgicos mas relevantes en Europa, afectando a masas de Quercus ca-
ducifolios y perennifolios desde los bosques continentales de Centro Europa y
Norte Europa, hasta los bosques templados de la cuenca mediterranea (Brasier and
Scott, 1994; Jung et al., 2000). En el caso de la Peninsula Ibérica, a finales de los
afios 80 y principios de los 90 del s. XX se identificaron problemas de decaimien-
to en masas de encina (Quercus ilex L.) y alcornoque (Quercus suber L.) (Brasier
et al., 1993), especies que cubren la mayor parte de la superficie forestal del sury
centro de la Peninsula Ibérica, principalmente formando sistemas de dehesa y
“montados”.

Las dehesas son ecosistemas silvopastorales mediterraneos caracteristicos de la
Peninsula Ibérica. Actualmente suponen una importante fuente de beneficios eco-
nomicos y servicios ambientales en zonas rurales socioeconomicamente desfavo-
recidas (CAP, 2008; Costa Pérez et al., 2006). Por su parte, la encina es el arbol mas
representativo de la Peninsula Ibérica, y la especie principal del estrato arboreo de
las dehesas en la Peninsula Ibérica (Diaz Esteban y Pulido Diaz, 2009). El decai-
miento de la encina se presenta como un problema fundamental en estos ecosiste-
mas, asociado a la accion de patogenos de suelo, principalmente especies del gé-
nero Phytophthora spp., entre las que destaca Phytophthora cinnamomi, patdgeno
invasor muy agresivo, ampliamente distribuido por todo el mundo, que ha sido aso-
ciado con la enfermedad, la decadencia y la mortalidad de una larga lista de dife-
rentes especies vegetales (Burgess et al., 2017; Hardham, 2005). Es una especie
capaz de cambiar su relacion trofica con el huésped, comportandose como un or-
ganismo biotrofo en huéspedes asintomaticos, y como hemibiodtrofo 6 necrotrofo en
huéspedes susceptibles. A lo anterior hay que anadir que la encina se considera la
especie del género Quercus mas susceptible a la accion de dicho patdogeno (Robin
et al., 2001), siendo la variabilidad de la especie otro factor clave en la tolerancia
(Jorrin-Novo y Navarro Cerrillo, 2014; Navarro-Cerrillo ef al., 2018). Los sintomas
son muy inespecificos y suelen hacerse evidentes cuando la enfermedad se presen-
ta como irreversible (Figura 1). Otras especies de los géneros Phytophthora y
Pythium se han encontrado asociadas con el decaimiento de la encina en Espana,
Portugal, Italia y Francia (Catala et al., 2017; Corcobado et al., 2010; Pérez-Sierra
etal.,2013).
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Figura 1. Decaimiento de la encina causado por la podredumbre de raiz. (a) Encina afectada por
sindrome de muerte regresiva. (b) Muerte subita de un ejemplar. (c) Escasez de raicillas absorben-
tes en el sistema radical secundario. (d) Colonia de P cinnamomi en placa de cultivo “in vitro™. (e)
Esporangios de P cinnamomi en “Soil Extract” observados al microscopio bajo 400 aumentos. (f)
Oospora de P cinnamomi bajo 400 aumentos.

Las causas y los efectos de la interaccion en este sistema patdégeno-anfitrion han
sido ampliamente estudiados, estableciendo nuevas metodologias en la mejora de
la gestion para limitar la dispersion y los sintomas del decaimiento (Rios ef al.,
2018; Serrano et al., 2013; Solla et al., 2009). Sin embargo, la mayoria de los tra-
bajos revisados se basaron en aproximaciones empiricas, desconociéndose gran
parte de los mecanismos subyacentes que controlan la interaccion entre las dos es-
pecies, al contrario de lo que ocurre en otros casos similares (OBwald et al., 2014).
Para cubrir esta necesidad, en el trabajo realizado durante esta tesis doctoral se es-
tudio la interaccién entre el anfitrion y el patdogeno con el objetivo principal de
describir la interaccion a nivel histologico y fisioldgico, asi como la influencia de
la microbiota del suelo en la severidad de los sintomas de la enfermedad. Para
dicho proposito se establecieron 4 objetivos especificos:

— Puesta a punto de una metodologia basada en técnicas de histologia ultraes-
tructural y andlisis de imagenes, para analizar de forma semiautomatica la
presencia de P cinnamomi en el interior de los tejidos de raiz de especies le-
nosas.

— Analizar el proceso de patogénesis de P cinnamomi en raices de Q. ilex me-
diante histologia.
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— Estudiar la respuesta fisioldgica y funcional de plantones de Q. ilex ante la
infeccién de P cinnamomi.

— Evaluar la influencia de la estructura y funcionalidad de la microflora fin-
gica y de oomicetos en los sintomas de la enfermedad.

2. Puesta a punto de una metodologia para evaluar la colonizacion
e infeccion de Phytophthora cinnamomi en plantulas de Quercus ilex:

Para analizar el proceso de patogénesis era necesario establecer unos indices
confiables que mostraran su evolucion en los distintos tipos de tejidos. Dicho ana-
lisis fue posible a través de la cuantificacion semiautomatica de las estructuras del
patogeno presentes en secciones histologicas de raices finas mediante el analisis de
imagenes (Ruiz Goémez et al., 2012). Se testaron diferentes soluciones de fijacion,
sustancias de inclusién y métodos de tincidn, y los resultados permitieron la dife-
renciacion clara de las estructuras del patégeno y de los tejidos del huésped. Entre
los distintos indices basados en la localizacion y especificidad de las estructuras del
patégeno y en el tejido del huésped, se determind que aquellos que explicaban de
una forma mas sencilla y estadisticamente robusta el progreso del oomiceto en la
raiz fueron los indices basados en la clasificacion de las estructuras del patégeno
por su tipo y por su posicion respecto al plasmalema.

3. Histopatologia del proceso de infeccion y colonizacion
de las raices de encina por P cinnamomi

El estudio de la patogénesis a través de histologia sirve por ejemplo para deter-
minar si un anfitridon es capaz de activar mecanismos de defensa, y en qué momen-
to se producen los cambios en el comportamiento del patégeno. Para describir este
proceso dentro de las raices de encina, se realiz6 un experimento en camara de cre-
cimiento con plantones de Q. ilex inoculados con P cinnamomi (Ruiz Gomez et al.,
2015). Mediante la metodologia puesta a punto en Ruiz Gémez et al. (2012) se ana-
lizaron secciones longitudinales de epidermis, cortex, tejido parenquimatico del
cilindro central y tejido vascular, a los 1, 3, 7 y 14 dias después de la inoculacion.
El andlisis de los indices de estructuras especificas proporciond una descripcion del
ciclo de colonizacidn/infeccidon del patégeno, clasificada en tres etapas diferentes
relacionadas con su comportamiento trofico, identificando los momentos en los que
estos cambios tuvieron lugar a través de los cambios en la abundancia de estructu-
ras especificas y los sintomas de degradacion celular. Asimismo, se identificaron
cambios histoldgicos a consecuencia de las respuestas desencadenadas por parte de
la planta.
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4. Respuesta diferencial de plantones de encina
ante el estrés biotico y abiotico

El siguiente paso fue determinar la influencia de la interaccidn entre el patoge-
no y el anfitrion en la fisiologia de la planta. Se analizo la respuesta diferencial de
plantulas de encina frente a la inoculacidén con P cinnamomi, ante la sequia severa
y para ambos estreses combinados (Ruiz Gémez et al., 2018). Las plantulas fueron
inoculadas y sometidas a falsa inoculacidn, y la mitad de cada uno de estos trata-
mientos fue sometida a sequia severa, mientras que el resto fue regado de manera
optima. Semanalmente se midieron los valores de fotosintesis, conductancia esto-
matica y fluorescencia, y la biomasa total, y al final del experimento se cuantifi-
caron diversos rasgos funcionales de las plantas. Los datos mostraron la existencia
de diferencias en la respuesta de las plantulas ante la sequia y la inoculacién, asi
como el efecto aditivo de ambos estreses en la muerte de las plantulas. La podre-
dumbre de la raiz causada por Phytophthora cinnamomi alterd principalmente los
patrones de crecimiento, con importantes diferencias en el crecimiento de la raiz
respecto a los tratamientos de sequia y control, pero aunque la tasa de asimilacion
neta y la conductancia estomatica se vieron reducidas de manera similar por el es-
trés hidrico y el bidtico, la eficiencia fotosintética en plantones inoculados y bien
regados se mantuvo similar a los controles, sugiriendo un desacoplamiento entre los
mecanismos hidricos y fotosintéticos, que podrian ser consecuencia de cambios
metabolicos.

5. Analisis de la microbiota del suelo
en dehesas afectadas por el decaimiento de la encina

La evidencia de una respuesta defensiva inespecifica por parte de la encina, y
la sinergia entre el estrés hidrico y bidtico en el dafio a la planta, condujeron a con-
siderar la importancia de la induccion de respuestas sistémicas en la planta, asi
como de la influencia ambiental sobre el aporte de agua y nutrientes. Entre otros
factores, la microflora del suelo presenta influencia en ambos aspectos, tanto indu-
ciendo las defensas constitutivas de las plantas a través de la presencia de organis-
mos endofitos y otros tipos de patdogenos, como a través del papel que juegan las
micorrizas en la mejora de la absorcion de agua y nutrientes (Aleandri et al., 2015;
Corcobado et al., 2014; Tedersoo et al., 2014). Ademas, la composicidén de la mi-
croflora tendria un efecto directo sobre el estado fitosanitario del arbolado a través
de las interacciones ecologicas entre diferentes taxones y los patdogenos de suelo.
En un altimo trabajo se estudio la influencia de la diversidad y la composicion de
la microbiota sobre la encina en dehesas afectadas por decaimiento (Ruiz Goémez
et al., 2019). Para ello se colectaron muestras de suelo de la rizosfera de pies en
zonas de afeccion, y se extrajo el ADN total, que se analiz6 a través de técnicas de
metabarcoding y NGS, con el fin de evaluar la composicidn especifica y la diver-
sidad de las comunidades fungica y de oomicetos, y para estudiar sus relaciones con



Ruiz Gémez et al. | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. (2019) 45(2) 149-160 155

los sintomas de la enfermedad. La comunidad fungica presenté una gran variedad
de patdgenos y abundancia de taxones clave de ectomicorrizas. Phytophthora spp.
aparecio como el taxon dominante dentro de la comunidad de oomicetos, pero las
principales especies relacionadas hasta la fecha con la podredumbre radicular (P
cinnamomi 'y Pythium spiculum) no fueron las mas abundantes, ni presentaron re-
lacidn directa con los niveles de defoliacion. Una unidad taxondmica operacional
(OTU) particular, perteneciente al género Trichoderma, presento correlaciones sig-
nificativas con la escasez de especies patogenas de Phytophthora spp. Las diferen-
cias en defoliacion se correlacionaron con cambios en la funcionalidad de la micro-
biota del suelo y con los niveles de diversidad de las especies patdgenas.

6. Conclusiones

Los cambios que se producen en la raiz a consecuencia de la inoculacion con
P cinnamomi, incluyendo las respuestas defensivas, asi como la respuesta diferen-
cial identificada con la colonizacion/infeccion, conducen a nuevas apreciaciones
sobre la causa de la muerte del arbolado. La encina responde al ataque del patdge-
no, presentando variaciones en la fisiologia diferentes de las causadas por el estrés
hidrico, las cuales permiten la recuperacidn de las plantas si no se superpone un es-
trés adicional a la inoculacion. Por otra parte, el estudio del microbioma mostré la
influencia de su diversidad y estructura en el estado sanitario del arbolado, asi
como mostré nuevas especies de oomicetos y hongos que deben tenerse en consi-
deracion en el manejo del decaimiento de las dehesas de encina en Andalucia.

Los resultados mas destacables del trabajo fueron:

— La propuesta de un modelo conceptual de desarrollo del patdogeno en el in-
terior de los tejidos, que identifica las diferentes etapas del desarrollo con
cambios en su estrategia trofica, derivando importantes consecuencias para
el manejo de la enfermedad.

— La identificacion de una respuesta especifica de la encina a nivel fisioldgi-
co ante el ataque de P cinnamomi, que podria estar relacionada con cambios
en el metabolismo de la planta que provocarian un desacoplamiento de los
mecanismos de proteccion hidrica y fotosintética.

— La determinacidn de perfiles de la microbiota fungica y de oomicetos en las
dehesas de Andalucia, y la relacion de las diferencias en la estructura y fun-
cionalidad del suelo con la defoliacion.

— La identificacion de especies claves de la microflora que podrian estar rela-
cionadas con una mejora en el estado fitosanitario de arboles localizados en
zonas de afeccion de decaimiento.
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Todos estos resultados nos llevan a plantear la necesidad de incorporar nuevos
factores en las estrategias de control integrado del decaimiento de la encina en eco-
sistemas adehesados (Figura 2). Es necesario incorporar medidas que fomenten
los tratamientos en los momentos adecuados, incluyendo el concepto de induccion
de defensas sistémicas en el arbolado, y considerando las especies claves de la mi-
crobiota del suelo, mas alld de la simple vision de la interaccion entre el anfitrion
y el patogeno.
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Figura 2. Modelo conceptual de manejo integrado de la podredumbre de raiz de la encina, inclu-
yendo la respuesta inducida, el manejo de la microbiota y de la composicion y estructura del suelo.

Finalmente, nuestros resultados demuestran la importancia de aplicar ciencia
basica para obtener conocimientos consolidados, que permitan un mejor diagnos-
tico de la causalidad del problema y, por lo tanto, dirijan los esfuerzos de un modo
eficiente hacia soluciones integradas.
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