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Evaluacion de la resistencia aparente de individuos de encina a
Phytophthora cinnamomi Rands

R. M. NAVARRO CERRILLO, D. ARrizA, C. PORRAS, 1. JORGE, J. JORRIN

En este trabajo se ha inoculado con Phytophthora cinnamomi plantas de encina pro-
ducidas a partir de bellotas de drboles seleccionados en campo por su resistencia o sus-
ceptibilidad aparente a esta enfermedad. La altura final de los brinzales no mostré dife-
rencias significativas, siendo estas mds evidentes en los valores de fluorescencia y con-
centracion de fenoles solubles en la raiz. La concentracion de fenoles solubles en las rai-
ces, ocho meses después, de la inoculacion fue mayor en todos los individuos resisten-
tes, independientemente de estar inoculados (0,32 mg g-1) o no (0,27 mg g-!), frente a
los susceptibles. Estos resultados parecen indicar que existen procesos de resistencia
natural a Phytophthora cinnamomi en individuos de encina, en los cuales esta implica-
do la sintesis de fenoles. La aplicacion préctica de estos resultados es limitada, y debe
entenderse en el marco de los programas de restauracion de encinares en dreas con bajos
niveles de afeccion de seca.
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INTRODUCCION

El principal problema fitosanitario de las
masas de Quercus en la peninsula ibérica es
la afeccién de la seca de encina y alcorno-
ques, que esta dafiando gravemente a un gran
numero de dehesas y bosques desde comien-
zos de los afos 80 (RUPEREZ y MuUNOZ,
1980). Phytophthora cinnamomi Rands ha
sido identificado como el agente primario
mds importante en los encinares de la parte
occidental de Andalucia (BRASIER et al.,
1993; RODRIGUEZ-MOLINA et al., 2002; SAN-
CHEZ et al., 2002). En algunas zonas, como
la comarca del Andevalo (Huelva) empieza a
producir importantes perdidas de arbolado
(ROMERO et al., 2007).

Las dehesas de encina son una de las for-
maciones mds afectadas por este proceso
(SANCHEZ et al., 2002). Esta especie presen-
ta una gran variabilidad inter e intrapobla-
cional, tanto en pardmetros morfolégicos
(VAzQuEz, 1998), fisiol6gicos (LEIVA y
ALES, 1998) y bioquimicos (JORGE et al.,
2005). De igual manera, la respuesta de los
individuos de encina a P. cinnamomi parece
presentar un patrén diferencial segtin grados
de tolerancia, ya que hay algunos individuos
que muestran una resistencia aparente a la
enfermedad (Porras, comunicacién personal;
TaPIAS et al., 2006), 1o cual ha sido también
documentado para otras especies lefiosas
como los robles (ROBIN y DESPEZ-L.OUSTAU,
1998; DobpD er al, 2005), los eucaliptos
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(STUKELY y CRANE, 1994; HUBERLI et al.,
2002), los pinos (BUTCHER et al., 1984) o el
castafio europeo (ROBIN ef al., 2006).

Los individuos resistentes generalmente
no muestran los mismos niveles de afeccion
(STUKELY y CRANE, 1994). Las razones de
esta resistencia se han relacionado con la
aparente capacidad de la planta para detener
el avance del patégeno una vez ha invadido
los tejidos de la raiz (HUBERLI et al., 2002).
El cese del desarrollo de las lesiones no esta
acompafiado de la muerte del patégeno ya
que el hongo permanece en el suelo y puede
ser re-aislado varias semanas después de la
inoculacién. El proceso de defensa de la
planta frente al avance de P. cinnamomi den-
tro de las raices no parece estar asociado
usualmente a la produccién de barreras mor-
foldgicas por el hospedante, aunque parece
que hay varios mecanismos de respuestas
que podrian ser importantes. Se considera
que hay numerosas pruebas de que las plan-
tas son capaces de crear mecanismos de
resistencia a P. cinnamomi no sélo de tipo
morfolégico (CAHILL y WESTE, 1983; JANG y
TAINTER, 1990) como callosidades o perider-
mis resistente a la necrosis, sino también
bioquimica con la formacién de ligninas,
suberinas o fenoles (CAHILL et al., 1989). La
infeccién de la raiz por P. cinnamomi causa
importantes cambios fisiolégicos y bioqui-
micos (CAHILL et al., 1985; DAWSON Yy
WESTE, 1986).

La utilizacién de semilla procedente de
progenitores selectos que presenten resisten-
cia a P. cinnamomi, puede ser una alternativa
a la recuperacion de poblaciones de encina
afectada. El proceso de seleccion de material
de base deberia ir acompafado de técnicas
de preacondicionamiento en vivero (NAVA-
RRO et al., 2004), para reforzar la capacidad
de supervivencia a corto y largo plazo de las
plantaciones.

En este articulo se estudia la resistencia
diferencial de individuos de encina, que
muestran resistencia aparente en campo, a la
inoculacién de P. cinnamomi a través del
estudio de mecanismos fisioldgicos.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal utilizado en este traba-
jo fueron bellotas de encina (Quercus ilex L.
subsp. ballota (Desf.) Samp.), colectadas en
noviembre de 2004 en 10 arboles localizados
en el Termino Municipal de Cazalla de la Sie-
rra (Sevilla, 37° 56" N, 5° 45" O). Los indivi-
duos fueron seleccionados en focos de seca,
en los cuales se hizo un diagndstico positivo
de Phytophthora cinnamomi de acuerdo al
criterio propuesto por SANCHEZ et al. (2002).
Los arboles fueron clasificados en campo
como individuos con resistencia aparente (5)
(IRA) e individuos sensibles (5) (IS). Los pri-
meros se caracterizaban por presentar niveles
de defoliacién 0-1 (sensu FERRETI 1994), y un
estado de vigor adecuado, y los segundos pre-
sentaban niveles de defoliacién 3-4, y un claro
proceso de deterioro. Todos los drboles esta-
ban préximos entre si, y se consideraba que
tenfan el mismo riesgo de afeccién por Phy-
tophthora cinnamomi.

Las bellotas colectadas fueron mezcladas
para cada una de las categorias, y cultivadas
en el umbraculo de la Escuela Técnica Supe-
rior de Ingenieros Agrénomos y de Montes
(ETSIAM) de la Universidad de Cérdoba. Al
final de la fase de cultivo en vivero, y pre-
viamente al transplante a los envases defini-
tivos, la planta de encina presentaba una
altura de 30,24 +2,01 cm., y un didmetro en
el cuello de la raiz de 4,74 +0,74 mm.

Diserio experimental

El disefio experimental se realiz6 para
verificar si la resistencia aparente asignada
en campo se mantenia en individuos obteni-
dos mediante reproduccion sexual en condi-
ciones de infeccién de P. cinnamomi. Se optd
por un ensayo factorial con un factor, resis-
tencia aparente, con dos niveles, con o sin
resistencia aparente en campo. Se incluyen
dos controles no inoculados, lo que supone
cuatro tratamientos. El nimero de plantas
utilizadas por tratamiento fueron 60, y un
total de 240 para el ensayo.

El dia 10 de febrero de 2005 se procedid
a la inoculacién de las plantas mediante la



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 35, 2009 91

aplicacion a los cepellones de una suspen-
sion acuosa de micelio y clamidosporas
(SANCHEZ et al., 2003). El in6culo se obtuvo
a partir de una cepa de P.cinnamomi (PE-90)
caracterizada y conservada en la micoteca
del Departamento de Agronomia de la Uni-
versidad de Cérdoba. El inéculo se prepard
de acuerdo al procedimiento propuesto por
SANCHEZ et al. (2003), utilizado previamente
en otros ensayos (NAVARRO et al., 2004). Los
plantones inoculados se transplantaron a
macetas individuales Teku-Tainer (150 x 150
x 200 mm) previamente desinfectadas con
lejia comercial diluida al 10%. El sustrato
necesario para completar el volumen de los
nuevos envases fue una mezcla formada por
turba, arena y limo (1:1:1 en volumen). El
suelo no era estéril, aunque la arena y el limo
habfan sido previamente desinfectados. Las
plantas testigo no inoculadas fueron tratadas
de la misma manera, afiadiendo a sus cepe-
llones 100 ml de agua estéril libre de mate-
rial fingico.

Una vez realizados los tratamientos, todas
las macetas se colocaron en mesas metalicas,
de forma que en cada mesa sélo hubiese plan-
tones con el mismo tratamiento para evitar
posibles contaminaciones. Posteriormente se
afiadi6 agua a todos los envases, de forma que
el nivel se situara en unos 5 cm por debajo del
borde de las macetas. Las plantas permane-
cieron encharcadas dos dias dentro de las
bandejas y el resto de dias se sacaban de las
mismas, asi durante seis semanas hasta que
empezaron a mostrar alguna sintomatologia
evidente de afectacion.

Las plantas fueron colocadas en el inver-
nadero de la ETSIAM (Cérdoba) donde per-
manecieron hasta el final del ensayo, que se
extendi6 desde el 7 de mayo al 7 de octubre
de 2005. El invernadero permitia un mejor
control de la temperatura y de la humedad,
que son factores fundamentales para el desa-
rrollo de Phytophthora cinnamomi, el aisla-
do PE 90 tiene una temperatura 6ptima de
crecimiento de 25,2°C (SANCHEZ et al.,
2003). Durante todo el ensayo se mantuvo
un programa de riego constante para mante-
ner hidratado el sustrato.

Variables morfologicas

La tdnica variable morfolégica evaluada
fue la altura del brinzal en dos ocasiones
mediante un calibre electronico (MITUTO-
YO, e =+ 0,1 mm), los dias 7 de julioy 7 de
octubre de 2005.

Medicion de la fluorescencia.

La fluorescencia de la clorofila se deter-
miné utilizando un fluorimetro Plant Effi-
ciency Analyser (PEA, Hansatech, Reino
Unido). La fluorescencia basal (F,) se midi6
con una luz de 650 umol fotén m 2 s -1, y
para obtener la emisién maxima de fluores-
cencia (F), se aplicé un pulso saturante de
10.000 pumol fotén m2 s-! y un segundo de
duracién. Se usaron unas pinzas especiales,
que forman parte del equipo del fluorimetro,
para el periodo de adaptacién a la oscuridad
(30 minutos) que permite obtener el maximo
grado de oxidacién de la quinona A (Q,). Se
determind la relacion entre la fluorescencia
variable (F,) y la maxima (F,): F,/F,, = (F-
F,)/F,; segiin STRASSER et al. (2000). La
razén F,/F,, es proporcional a la eficiencia
fotoquimica maxima de las hojas, y es una
de las variables mds empleadas por numero-
sos autores en estudios de respuesta a estrés.
La medicién de la fluorescencia se realizé
cada 15-30 dias en el periodo del ensayo
(30 de marzo al 7 de octubre de 2005). Las
mediciones se realizaron al mediodia, (12:00
hora solar) en cuarenta plantas por trata-
miento, y se ha medido siempre en la misma
hoja seleccionada en el tercio medio de cada
planta.

Andlisis de compuestos fendlicos

Al final del ensayo se analiz6 la concen-
tracién de compuestos fendlicos solubles
en muestras de raiz de 10 plantones por tra-
tamiento, que fueron pesados, y conserva-
dos en papel de aluminio a -80°C en nitro-
geno liquido hasta su andlisis. La extrac-
cién de compuestos fendlicos del material
vegetal se realiz6 siguiendo el método des-
crito por Prars (2001). El contenido de
fenoles totales se determind espectrofoto-
métricamente por el método de Folin,
siguiendo el protocolo descrito por LOPEZ-
VALVUENA (1980).
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Andlisis de datos

Una vez realizada la comprobacién de los
requisitos bdsicos de normalidad de los
datos, se procedié a un andlisis de la varian-
za (ANOVA) para las variables estudiadas.
Los resultados se presentan en las tablas y en
las figuras como media y error estindar de
cada tratamiento.

RESULTADOS

Altura

La altura al final del ensayo mostré dife-
rencias significativas para el factor resisten-
cia aparente del progenitor (F=18,29;
P<0,01), pero no para el factor inoculacién
(F=0,07; P=0,79), aunque la planta inocula-
da presentd para todos los tratamientos un
valor menor (Cuadro 1). Las alturas medias
obtenidas para cada uno de los tratamientos
de encina durante el ensayo oscilaron entre
el valor maximo de la planta resistente no
inoculada (h=28 cm) y el valor minimo para
la planta sensible inoculada con Phytophtho-
ra (h=22,3 cm).

Medicion de la fluorescencia

En la Figura 1 se muestran los valores de
la relacién Fv/Fm a lo largo del periodo de
medicién. Los valores se mantienen en ran-
gos muy préximos para todos los trata-
mientos a lo largo del periodo de medicion,
con valores minimos durante el periodo
estival. La planta inoculada, resistente o
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sensible, presenté valores de Fv/Fm por
debajo de 0,7, hasta el final del verano,
produciéndose una mejor recuperacion en
el caso de los brinzales procedentes de
individuos resistentes, frente a los proce-
dentes de individuos sensibles. La planta
no inoculada, por el contrario, tuvo un
menor estrés a lo largo del periodo estival.
En la ultima medida las diferencias fueron
estadisticamente significativas, siendo las
plantas resistentes, inoculadas y no inocu-
ladas, las que presentaron un nivel minimo
de estrés (Fv/Fm=0,78) (F = 398, P =
0,009). Las plantas sensibles también que-
daron agrupadas, independientemente de
estar o no inoculadas, y con un valor de
fluorescencia ligeramente menor al final
del ensayo (Fv/Fm=0,75).

Concentracion de fenoles

Las raices de plantas procedentes de
individuos con resistencia aparente mostra-
ron una concentracion mayor de fenoles en
raiz al final del ensayo que los individuos
procedentes de plantas sensibles (Figura
2). En el primer caso, los valores variaron
entre 0,27 mg g-! para el control y 0,32 mg
gl para la planta inoculada, y en plantas
sensibles vari6 entre 0,22 mg g-! y 0,24 mg
g-l. Sin embargo, estas diferencias no fue-
ron estadisticamente significativas ni para
el factor resistencia (F=1,025; P=0,386), ni
para el factor inoculacién (F=0,485;
P=0,63).

Cuadro 1.- Andlisis de la varianza de la altura de la planta en para cada factor considerado y su interaccioén en las dos
mediciones realizadas los dias 7 de julio y 7 de octubre de 2005.

Tratamiento Medida 07-07-2005

gl Media cuadratica F P
Resistencia 1 1781,00 24,52 <0,01
Inoculacion 1 7,40 0,10 <0,01
Interaccion 1 161,95 2,23 0,75
Tratamiento Medida 07-10-2005

gl Media cuadratica F P
Resistencia 1 10,75 18,29 <0,01
Inoculacion 1 489,72 0,07 0,79
Interaccion 1 150,57 3,25 0,07
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Figura 1.- Valor medio de Fv/Fm para cada los tratamiento de resistencia aparente e inoculacién en plantulas de
Quercus ilex en las mediciones realizadas durante el periodo que duré el ensayo.

DISCUSION

En varios trabajos se ha sugerido la
importancia de la selecciéon de individuos
resistentes como una alternativa para la res-
tauracion de zonas afectadas por P. cinnamo-
mi (DopD et al., 2005; ROBIN et al., 2006;
TaPIAS et al, 2006). La identificacién de
individuos con resistencia aparente en
campo, su propagacién en vivero, y la com-
probacién en condiciones controladas de
esta resistencia es un paso previo a cualquier
trabajo de identificacién y catalogacién de
materiales de base que puedan ser utilizados
de forma generalizada en trabajos de repo-
blacién. En este trabajo se ha evaluado la
resistencia a P. cinnamomi de brinzales pro-
cedentes de individuos con resistencia y sen-
sibilidad aparente en campo, mediante la
produccion de plantulas a partir de bellotas
colectadas en campo, a través de atributos
morfolégicos, la altura, y fisiolégicos, fluo-

rescencia de la clorofila y concentracién de
fenoles solubles.

La altura de los brinzales no se vio afec-
tada significativamente tras la inoculacién
con P. cinnamomi, lo que coincide con los
resultados obtenidos en ensayos previos de
fertilizacién (NAVARRO et al., 2004), lo que
muestra la escasa sensibilidad de estos para-
metros en los estudios con tratamientos de
inoculacién con P. cinnamomi en ensayos de
corta duracién. La falta de efecto en este
caso puede deberse a que en los brinzales de
Quercus, especialmente en la encina, los
efectos se producen en fases avanzadas de la
enfermedad, y en este ensayo la duracion
total fue sélo de siete meses. El escaso creci-
miento del didmetro y de la altura, dificulta-
rian apreciar diferencias asociadas a la
podredumbre radical en las fases iniciales de
la enfermedad (NAVARRO et al., 2004). Otros
pardmetros como la raiz secundaria han
mostrado una mayor sensibilidad (NAVARRO
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Figura 2. Concertacién de compuestos fendlicos en raiz de plantones de encina al final del ensayo.

et al., 2004), aunque no fueron medidos en
este ensayo.

La fluorescencia de la clorofila permite
estudiar las limitaciones a la fotosintesis de
origen no estomadtico. La fluorescencia rela-
tiva F /F, es un indice adecuado para ver la
evolucién del nivel de estrés de una planta
(STRASSER et al., 2000). La fluorescencia de
la clorofila se mostré como un indicador sen-
sible para evaluar los niveles de estrés de
brinzales de encina en funcién de la resisten-
cia aparente, y del estrés asociado a la pre-
sencia de P. cinnamomi. En varios trabajos
se han mostrado los cambios fisiolégicos
asociados a los dafios producidos por este
patégeno en las raices finas de las plantas
afectadas (CAHILL ef al., 1985, 1993; TAPIAS
et al., 2006), aumentando los niveles de
estrés después de la infeccion. Los valores
de la fluorescencia entre los dias de medi-
cién (marzo a octubre) presentaron un des-
censo de la relacién Fv/Fm en todos los tra-
tamientos después de la inoculacién, lo que
indica que el estrés aumenté con el trans-

plante, y el incrementé de la demanda hidri-
ca de las plantas. Una vez superado el estrés
inicial, la capacidad de recuperaciéon varia
con los tratamientos, siendo mds rdapida en
los tratamientos no inoculados. En la fase
final del ensayo, se van diferenciando signi-
ficativamente las plantas resistentes frente a
las no resistentes, con niveles moderados de
estrés en ambos casos, lo cual puede indicar
que es necesaria una mayor duracién del
ensayo para observar cambios fisioldgicos
asociados a los dafios en la raiz (HANSEN et
al., 2005), una vez la planta ha reorganizado
su fisiologia a la nueva situacién. Los resul-
tados de fluorescencia obtenidos parecen
corroborar los resultados obtenidos en otros
ensayos (NAVARRO et al., 2004, 2006),
pudiéndose establecer una relacién entre
afectacion al sistema de raices finas de la
planta y nivel de estrés hidrico expresado a
través de la fluorescencia relativa. El proce-
so temporal observado, puede indicar que los
mecanismos de defensa de la planta, como la
produccidn de ligninas o de fenoles solubles,



BOL. SAN. VEG. PLAGAS, 35, 2009 95

pueden actuar como mecanismos iniciales de
resistencia, y la planta sufre un progresivo
reajuste de sus caracteristicas fisioldgicas en
funcién del grado y gravedad de la infeccion,
asi como de su respuesta genética en funcion
de la resistencia del individuo (CAHILL et al.,
1989; DobpD et al., 2005).

La infeccion de brinzales de encina pro-
ducidos a partir de bellotas de individuos con
resistencia y sensibilidad carente en campo,
mostré cambios en la concentracion de feno-
les solubles en raiz. Aunque las diferencias
no fueron significativas, las plantulas resis-
tentes mostraron un ligero incremento frente
a las plantas sensibles, lo cual ha sido obser-
vado también en otras especies (CAHILL y
McCowmB, 1992). En el caso de dafios causa-
dos por Phytophthora spp. se han encontra-
do evidencias de que los fenoles solubles
desempefian un papel importante en los pro-
cesos de resistencia (Hardham, 2005). Sin
embargo, el incremento de fenoles solubles
en la planta resistente se produjo tanto en la
planta inoculada como en la no inoculada,
por lo que no parece claro que sea una reac-
cién tnica a la presencia del patégeno. El
contenido en fenoles y la lignificacién en rai-
ces de Eucalyptus calophylla, se ha relacio-
nado con los niveles de actividad de fenilala-
nina amoniaco-liasa (PAL) (CAHILL Yy
McCowmB, 1992). La diferencia observada
entre individuos resistentes y no resistentes
podria estar controlada por la activaciéon de
esta proteina, y producirse de manera inde-
pendiente de la infeccién con P. cinnamomi,
que no obstante estimula una mayor activa-
cién de estos mecanismos de defensa. La
respuesta a la presencia del patégeno es rela-
tivamente rapida (72-96 h después de la ino-
culacién), lo que permite a la planta mante-
ner unas condiciones de estrés menor, como
se observa por los valores de fluorescencia
(Figura 1). Sin embargo, en la planta resis-
tente no inoculada la respuesta parece ser
mas gradual, presentando una mejor res-
puesta a largo plazo. Estas diferencias han
sido documentadas en eucalipto (CAHILL y
McCowmB, 1992), aunque los mecanismos
implicados todavia no han sido clarificados.

En este estudio preliminar parece que los
fenoles solubles (asi como posiblemente su
composicion), podrian desempefiar un papel
importante en los mecanismos de resistencia
diferencial de individuos, lo cual a su vez tie-
nen un fuerte control genético. Cémo ya ha
sido sugerido para eucalipto (CAHILL y
McCowmB, 1992), es posible que la deposi-
cién de ligninas y la sintesis de fenoles solu-
bles puedan estar implicados en la resisten-
cia a la infeccién de P. cinnamomi en encina.

Los resultados de este trabajo parecen con-
firmar la hipétesis de la existencia de indivi-
duos resistentes de encina a los dafios produci-
dos por Phytophthora. El estudio de variables
fisioldgicas, y en particular la respuesta de la
raiz a través de la produccion de sustancias
fungo téxicas, puede ser un procedimiento
adecuado para evaluar las caracteristicas gené-
ticas de progenitores selectos en campo, y su
seleccion como &drboles plus para la produc-
cién de material forestal de reproduccion. Esta
resistencia parece tener un fuerte control gené-
tico, al activarse los mecanismos de defensa
tanto en presencia como en ausencia del pat6-
geno, lo cual hace muy prometedor la viabili-
dad de la seleccién de individuos que han
mostrado una respuesta positiva en focos de
seca, aunque el efecto ha sido estudiado s6lo
durante el periodo de nueve meses que dur6 el
ensayo. Seria interesante elaborar un protoco-
lo de cultivo especial para planta resistente,
que incluya programas adecuados de fertiliza-
cién y preacondicionamiento de la planta, por
ejemplo mediante fertilizacion final con fosfo-
natos, que han demostrado un efecto preventi-
vo en plantas de encina y alcornoque (NAVA-
RRO et al., 2004). No obstante, el uso de este
material forestal de reproduccién en trabajos
de restauracion deberia estar orientado a zonas
con riesgo de dafios por Phytophthora, pero no
estrictamente en zonas muy afectadas, donde
las alternativas posiblemente pasan por cua-
rentenas prolongadas, cambios en la especie
principal, etc. Los organismos publicos res-
ponsables de la certificacion de los materiales
forestales de reproduccién y su comercializa-
cion, deberian contribuir en esta direccidn,
tanto mediante los procesos de seleccion de
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arboles plus, como en el control sobre el uso
en vivero y comercializacion final.
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ABSTRACT

NAVARRO CERRILLO, R. M., D. ARIZA, C. PORRAS, I. JORGE, J. JORRIN. 2009. Apparent
resistance of Holm oak trees to Phytophthora cinnamomi Rands. Bol. San. Veg. Plagas,
35: 89-97.

In this work, Phytophthora cinnamomi has been inoculated into holm oak plants pro-
duced from acorns from trees selected in the field for their resistance or apparent sus-
ceptibility to this disease. The final height of the saplings did not reveal any significant
differences, and these were more evident in their fluorescence values and concentration
of soluble phenols in their roots. That concentration, 8 months after the inoculation, was
higher in all the resistant individuals, regardless of being inoculated (0.32 mg g-1) or not
(0.27 mg g1), compared to the susceptible ones. These results would appear to indicate
that there are processes of natural resistance to Phytophthora cinnamomi in holm oak
trees, in which a phenol synthesis is implicated. The practical application of these results
is limited, and should be understood as being in the sphere of the holm oak restoration
programmes in areas with low levels of decay affection.

Key words: Forest decline, variability, phenolic synthesis, ecophysiology.
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