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Patogenicidad de Phytophthora spp. causantes de podredumbre
radical de Quercus ilex ssp. ballota en viveros forestales

M. E. SANCHEZ, S. ANDICOBERRY, A. TRAPERO

Como parte de una linea de investigacién sobre calidad de planta para forestacién de
tierras agrarias, se ha estudiado la etiologia de las podredumbres radicales que afectan a
la encina (Quercus ilex ssp. ballota) en viveros forestales de Andalucfa. La sintomatolo-
gia mostrada por las pléntulas afectadas consisti6 en marchitez foliar asociada a la necro-
sis extensa de las raicillas absorbentes. A partir de las raices necréticas se obtuvieron
diversos aislados fiingicos que han sido identificados como Phytophthora cinnamomi, P.
drechsleri y P. cryptogea. El estudio del crecimiento micelial de los aislados en funcién
de la temperatura, ha mostrado que las tres especies de Phytophthora poseen curvas de
crecimiento similares, con temperaturas Gptimas alrededor de 24° C. Las inoculaciones
efectuadas sobre plantones sanos han mostrado claramente el caricter patogénico de
todos los aislados ensayados en Q. ilex ssp. ballota y Q. suber, sin que se apreciara
especificidad de huésped. Las condiciones de exceso de agua en el sustrato de cultivo
resultaron decisivas para el establecimiento de la infeccién y el desarrollo de la enferme-
dad radical. Phytophthora cinnamomi ha resultado ser la especie mds virulenta. También
se ha establecido que Q. ilex ssp. ballota es més susceptible a la infeccién por P. cinna-
momi que Q. suber. El presente trabajo constituye la primera descripcién de P. cinnamo-
mi, P. drechsleri y P. cryptogea como patdgenos de plantones de encina en vivero.
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INTRODUCCION las especies, las que experimentaron una

mayor demanda fueron la encina (Quercus

Desde 1993 hasta 1997 fueron forestadas
en Andalucia cerca de 120.000 ha dentro del
Programa de Forestacion de Tierras Agrarias
de 1993 (GOMEZ-JOVER y JIMENEZ, 1997).
Este programa ofrecia ayudas a la repobla-
cién con especies forestales en parcelas
sometidas a un aprovechamiento agricola
previo. La puesta en marcha del Programa
generd una demanda de planta forestal a la
que respondieron los viveros andaluces con
un aumento de la produccién de las especies
mads solicitadas, pero sin fijar unos determi-
nados criterios de calidad de planta. De todas

ilex spp. ballota) y el alcornoque (Q. suber),
ocupando entre ambas alrededor del 70% de
las tierras agrarias forestadas dentro de dicho
Programa (GOMEZ-JOVER y JIMENEZ, 1997).
La calidad de la planta forestal producida
por el viverista va a determinar, en gran
medida, el éxito de la plantacién, en cuanto
al crecimiento y supervivencia de las espe-
cies empleadas (NAVARRO et al., 1998). En
las condiciones ambientales particulares del
vivero se corre el riesgo de que las enferme-
dades se extiendan e intensifiquen con rapi-
dez, dando lugar a la aparicién de problemas
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a corto plazo, en el mismo vivero, o a mis
largo plazo, apareciendo los sintomas de la
enfermedad una vez que los plantones infec-
tados ya se han establecido en las parcelas de
repoblacién (SANCHEZ et al., 1999). El con-
trol sanitario en los viveros es, pues, clave
para conseguir un buen desarrollo de los cul-
tivos y producir una planta de calidad para la
repoblacién. Se han descrito més de 30 espe-
cies fingicas diferentes causantes de podre-
dumbres radicales de plantulas en especies
forestales. Algunos de ellos son pardsitos
con escasa capacidad saprofitica (Phytopht-
hora y Pythium), aunque la mayoria son
saprofitos facultativos que pueden actuar
como patdgenos cuando se ven favorecidos
por las condiciones ambientales (BUTIN,
1995). En los viveros espafioles, la mayoria
de los problemas de muerte de plantulas son
debidos a enfermedades causadas por hon-
gos, especialmente los causantes de caida de
plantulas (damping-off), y los derivados de
la aparicién de malas hierbas en los cultivos
(PERNUELAS y OCANA, 1996). En Espafia, la
podredumbre de las raices causada por Phy-
tophthora rara vez ha sido identificada en
viveros forestales y normalmente suelen atri-
buirse las pérdidas a una mala aireacién del
sustrato (PENUELAS y OCANA, 1996). Por otra
parte, en el género Quercus las podredum-
bres radicales de plantones en vivero no son
muy frecuentes, y no estd estudiada la inci-
dencia de estas enfermedades en las especies
de Quercus que se producen en Espaiia.

El desconocimiento existente sobre las
principales enfermedades de vivero en el
contexto especifico de las especies mds utili-
zadas en la forestacién de tierras agrarias en
Andalucia, hace necesario un estudio en pro-
fundidad sobre su etiologia, como primer
paso necesario para establecer un control
efectivo de las mismas (SANCHEZ et al.,
1999).

Por ello, como parte de una linea de inves-
tigacién sobre calidad de planta en los vive-
ros forestales andaluces, los objetivos del
presente trabajo han sido (i) caracterizar la
sintomatologia de las principales micosis
que afectan a los plantones de encina en los

viveros andaluces, (ii) identificar los hongos
asociados con las podredumbres radicales de
la encina en vivero y (iii) determinar la pato-
genicidad sobre alcornoque y encina de los
hongos consistentemente aislados de las
plantas enfermas.

MATERIAL Y METODOS

Manejo de las muestras

La toma de muestras se realizé en dos
viveros forestales de la provincia de Cérdo-
ba afectados de muerte de plantones. El pri-
mero de ellos (Vivero I) era un vivero de pro-
duccién propia para forestacién de una finca
privada ubicada en la sierra de Cérdoba. Los
plantones de encina afectados crecian en
bolsas de polietileno negro de 1 1 de capaci-
dad, utilizando como sustrato suelo natural
de monte. El otro vivero (Vivero II) esta
dedicado a la produccién comercial intensi-
va de planta en envase y utilizan como sus-
trato turba rubia / negra (7/3 en volumen) en
bandejas de 9 x 5 alvéolos de 18 cm de altu-
ra 'y 300 cm3 de volumen. En los dos vive-
ros, las pléntulas de encina afectadas eran de
1 savia y estaban préximas a su plantacién
en campo.

Tras consignar la sintomatologia aérea de
la enfermedad, para el muestreo se tomaron
seis plantones sintomdticos en cada vivero,
desechando aquellos que aparecian comple-
tamente marchitos. Ya en el laboratorio, tras
sacar los plantones de sus envases, se proce-
di6 a un lavado cuidadoso de las raices bajo
el chorro de agua. Las raices con sintomas de
podredumbre de cada uno de los plantones
se trataron separadamente. Se cortaron con
escalpelo estéril en pequefios trozos (3-4 mm
de longitud) bajo condiciones asépticas, y se
sembraron en placas de Petri. Los medios de
cultivo empleados para los aislamientos fue-
ron: APDA (medio genérico para el aisla-
miento de hongos) (SANCHEZ et al., 2002c),
PARP (especifico para el aislamiento de
hongos pitidceos) y PARPH (especifico para
el aislamiento de especies del género Phy-
tophthora) (JEFFERS y MARTIN, 1986). Se
sembraron 6 placas de cada medio de cultivo
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Cuadro 1. Aislamiento de Phytophthora spp. a partir de las raices necréticas de plantones de encina afectados de

podredumbre radical
Vivero Aislados purificados Especie fiingica Aislamiento (% )8
I ) PV1,PV2 Phytophthora cinnamomi A2 32
II PV3,PV4 Phytophthora drechsleri A2 17
PVS5 Phytophthora cryptogea Al 34

a Porcentaje expresado como n° de trocitos de raiz que dieron lugar a una colonia sobre el n° total de trocitos de raiz

colocados en medio selectivo (PARP o PARPH).

por plantén. Las placas se incubaron a 22° C
en oscuridad durante 4 dias. Al cabo de 2
dias, las placas que contenfan el medio
APDA se colocaron bajo luz durante otros 4
dias (12 h/dia). Las colonias obtenidas se
agruparon en funcién de su morfologia y se
transfirieron aquellas que presentaron mayor
frecuencia de aislamiento, con el fin de obte-
ner cultivos puros (aislados) de cada grupo
morfoldgico. Se seleccionaron 1 6 2 aislados
de cada grupo (Cuadro 1) para su caracteri-
zacion e identificacion.

Caracterizacién e identificacion de los
aislados

Morfologia de las colonias

Para caracterizar la morfologia de la colo-
nia se utilizé el medio de zanahoria-agar
(CA) (DHINGRA y SINCLAIR, 1995). Los ais-
lados se incubaron en oscuridad y a 20° C y
se observaron a los 4 dias de crecimiento.
Ademds, se realizaron observaciones del
micelio al microscopio éptico invertido.

Estructuras de reproduccion asexual

Para estimular la produccién de esporan-
gios, se colocaron trozos de CA colonizados
por cada uno de los aislados en un medio
liquido de extracto de suelo (RIBEIRO, 1978;
SANCHEZ et al., 2000; 2002b) a dos tempera-
turas de incubacion: 15 y 20° C, renovando
el extracto de suelo cada 24 h. Se realizaron
observaciones periddicas desde las 48 h de
incubaci6n hasta los 5 dias con el microsco-
pio invertido. Cuando se observé la produc-
cién de esporangios, se realizaron montajes
tefiidos con fucsina 4cida en lactofenol para
su observacion en el microscopio 6ptico. Por
cada aislado se observaron y midieron 30
esporangios maduros.

Estructuras de reproduccion sexual

Para la produccién de gametangios se reali-
zaron cultivos dobles en medio CA con aisla-
dos de referencia de tipo de apareamiento Al
y A2, ya que ninguno de los aislados produjo
estructuras sexuales en cultivo simple. Para los
cruzamientos se utilizaron como aislados de
referencia P. cinnamomi Al (proporcionado
por la Dra. Pérez Giménez, CIFA, Mélaga), P.
cinnamomi A2 (obtenido de la micoteca del
Dpto. de Agronomia de 1a ETSIAM, Cérdoba)
y P.drechsleri A1 y A2 (proporcionados por el
Dr. Brasier, Forestry Commission Research
Agency, UK). Se prepararon 3 repeticiones
por combinacién y las placas se incubaron a
22° C en oscuridad. En las placas donde los
cruzamientos tuvieron éxito se procedi6 a la
preparacién de montajes microscopicos tefli-
dos con fucsina 4cida en lactofenol. Por cada
aislado se observaron y midieron 30 oogonios,
30 anteridios y 30 oosporas maduras.

Tasa de crecimiento a distintas tempera-
turas

Cada uno de los aislados se sembro en el
medio CA y las placas se incubaron a 5, 10,
15, 20, 25, 30 0 35° C. Se midi6 el didmetro
medio de la colonia a los 2,4, 6, 10 y 15 dias
de incubacién a cada temperatura. Con los
datos de tres repeticiones por aislado y tem-
peratura, se calculé la tasa médxima de creci-
miento diario en funcién de la temperatura.
Estos datos se ajustaron matemdticamente a
una curva de regresion, mediante el progra-
ma Statistix for Windows (Analytical Soft-
ware, Tallahassee, USA), eligiendo el mode-
lo que mejor se ajustaba para cada uno de los
aislados. Utilizando la ecuacién resultante,
se calcularon las temperaturas cardinales de
crecimiento.
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Ensayos de patogenicidad en plantones
de encina y alcornoque

Experimento I: Los dos aislados proce-
dentes del Vivero I (PV1 y PV2) se inocula-
ron en plantones sanos de encina y alcorno-
que de 1 savia. Se ensayaron tres métodos de
inoculacién de los plantones: mediante la
aplicacién de inéculo producido en medio
VAV8 (Vermiculita-avena-V8) (WILCOX y
MIRrCETICH, 1985), sustituyendo el jugo de
vegetales V8 por extracto de zanahoria (SAN-
CHEZ et al., 2000; 2002b); en medio de mijo
(MOREIRA et al., 1997) y en suspension
acuosa (SANCHEZ et al., 2000; 2002b).

En todos los casos el inéculo se aplicé al
cepellén de los plantones extraidos de sus
envases originales, a razén de 100 ml por
planta para los medios de vermiculita y sus-

pension acuosa y de 50 ml para el medio de
mijo (Figura la, 1b). El cepellén asi tratado
se introdujo en una maceta previamente
desinfestada con lejia y se afiadi6 suelo hasta
completar un volumen de 2.5 1 por maceta.
Este suelo era una mezcla de arena, limo y
turba (1:1:1 en volumen) (TRAPERO y JIME-
NEZ, 1985). Se prepararon 6 repeticiones por
aislado y tipo de indculo. Las macetas se
colocaron en bandejas, también previamente
desinfestadas con lejia, de forma que en cada
bandeja sdlo hubiera plantas inoculadas con
el mismo aislado. Tras una semana de acon-
dicionamiento en cdmara de crecimiento, las
bandejas se llenaron de agua (Figura Ic),
manteniéndose llenas durante todo el experi-
mento, ya que éstas son las condiciones que
favorecen la infeccién radical de la encina y

Figura 1: Inoculacién de plantones de encina y alcornoque de 1 savia (Experimento 1), a) aplicacién al cepell6n del
in6culo en el medio VAVS modificado, b) aplicacion al cepellén del inéculo en el medio de mijo, ¢) encharcamiento
del sustrato mediante inundacién de las bandejas.
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el alcornoque por Phytophthora spp. (SAN-
CHEZ et al., 2000; 2002b). El experimento
transcurri6 a 22 + 2° C de temperatura y 14
h de luz diaria. Los plantones testigo fueron
tratados de la misma manera, salvo por la
ausencia de cualquier tipo de inéculo.
Experimento 2: Se ensayd la influencia
del contenido hidrico del suelo en la infec-
cién. Para ello, los aislados PV2 y PV5 se
inocularon en plantones sanos de encina y
alcornoque de 1,5 savias. La inoculacién se
realiz6 con suspensiones acuosas en dosis de
100 ml por planta. Todos los plantones,
incluyendo los testigos, fueron sometidos a
tres regimenes hidricos distintos: saturacién
continua (SANCHEZ et al., 2000; 2002b),
saturacion periddica corta (2 dias por sema-
na) y saturacion periédica larga (2 dias cada
2 semanas). Para ello, todas las plantas fue-
ron colocadas en bandejas de plastico de
forma que en cada bandeja s6lo hubiera
plantas inoculadas con el mismo aislado y
tras una semana de acondicionamiento en
cdmara de cultivo a 22 + 2° C, se procedié a

la inundacién de las bandejas segiin las con-
diciones hidricas que les correspondiesen. El
experimento se llevé a cabo en umbréculo,
con una temperatura maxima media de 31,5°
C y temperatura minima media de 12,2° C.
Se prepararon 6 repeticiones por aislado y
régimen hidrico.

Experimento 3: En este ensayo se inocula-
ron plantones de encina y alcornoque de 9
meses de edad con los 5 aislados procedentes
de encina mds un aislado de referencia de F.
drechsleri procedente de pldntulas de pino
carrasco (SANCHEZ et al., 2002a), conservado
en la micoteca del Dpto. de Agronomia de la
Universidad de Cdérdoba (aislado PPH). Para
infectar las plantas se eligié el método de ino-
culacién con suspensiones acuosas. Las plan-
tas inoculadas y las testigo fueron sometidas
a condiciones de encharcamiento periddico
corto (2 dias por semana). El experimento se
llevé a cabo en umbraculo, con temperatura
maxima media de 33,5° C y temperatura
minima media de 18,1° C. Se prepararon 6
repeticiones por aislado inoculado.

Figura 2: Sintomas de la podredumbre radical en plantones de encina, a) sintomas foliares: marchitez en los mérgenes
de las hojas, b) marchitez foliar generalizada, ¢) necrosis de raicillas absorbentes, d) desprendimiento de la corteza
externa o sintoma "raiz pelada”.
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En todos los experimentos se realizé un
seguimiento de los sintomas foliares, y se
dieron por finalizados cuando las plantas
inoculadas mostraron la sintomatologia
aérea de la enfermedad. En este momento se
sacaron las plantas de sus macetas, se lava-
ron a chorro de agua las raices y se evalua-
ron. Se utiliz6 la escala 0-4 para la evalua-
cién de la severidad de las infecciones en
parte aérea y raiz (0 = sin sintomas, 1 = 1-
33%,2 = 34-66%, 3 = 67-99%, 4 = 100% de
parte aérea o raiz sintomdtica) (SANCHEZ et
al., 2000; 2002b). A estos datos se les aplicé
el andlisis de la varianza y los valores
medios fueron comparados mediante el test
LSD (minima diferencia significativa) prote-
gido de Fisher al nivel de significacién P =
0,05 (STEEL y TORRIE, 1985). Tras la evalua-
cién se realizaron aislamientos de las raici-
llas en el medio PARPH para determinar el
grado de recuperacién del patégeno.

RESULTADOS

Sintomatologia observada en vivero

Los sintomas observados en los plantones
de encina fueron similares en los dos vive-
ros. Las pldntulas presentaban clorosis, dese-
cacién y marchitez foliar, que comenzaba
por los margenes e iba avanzando hacia el
nervio principal hasta la completa marchitez
de la hoja (Figura 2a). En algunos casos se

produjo defoliacién, pero en general las
hojas marchitas permanecian prendidas al
tallo (Figura 2b). Los sistemas radicales apa-
recian reducidos y con necrosis extensas en
las raicillas absorbentes ain unidas a la raiz
principal lefiosa, que sin embargo no presen-
taba lesiones (Figura 2c). En estas raices
absorbentes necrosadas frecuentemente se
apreciaba un desprendimiento de la corteza
externa, dando lugar al sintoma denominado
"raiz pelada" (Figura 2d) (SANCHEZ er al,
1998a; 2000). En los dos viveros el drenaje
de los envases era deficiente, por lo que se
vefan sometidas a encharcamientos periédi-
cos. En el Vivero I, las plantulas estaban dis-
puestas sobre ldminas de polietileno negro
sobre un suelo de hormigdn. El riego se rea-
lizaba diariamente con manguera y el exceso
de agua se acumulaba en el suelo, formando
charcos que llegaban a cubrir los orificios de
drenaje de las bolsas en las que crecian estos
plantones. Todas las pldntulas de encina de
este vivero mostraban en mayor o menor
grado sintomas de podredumbre radical. En
el Vivero II los problemas de drenaje estaban
originados por la alta capacidad de retencién
hidrica del sustrato utilizado para el cultivo.
En este vivero la enfermedad se manifest6 en
forma de rodales que se distribufan en torno
a los aspersores de riego.

De estos dos viveros se obtuvieron cuatro
tipos de colonias fiingicas en el medio PARP

Figura 3: Morfologia de las colonias de Phytophthora spp. a los 4 dias de crecimiento a 20° C en el medio CA, a) colonia
petaloide con micelio aéreo algodonoso del aislado PV1, identificado como P. cinnamomi, b) colonia tipo roseta del
aislado PV35, identificado como P. eryptogea, ) colonia tipo crisantemo del aislado PV4, identificado como P. drechsleri.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los esporangios producides por los aislados de Phytophthora spp. en medio liquido

de extracto de suelo
Especie Aislado Longitud (L)* Anchura (A)* (L/A) Apices truncados (%)
P. cinnamomi PV1 402+ 104 315+7,1 12 80,0
PV2 404 = 100 30777 13 433
P. drechsleri PV3 34758 279+30 12 100
PV4 399+43 30035 13 733
P. cryptogea PV5 358+34 235+32 1:5 100

* Valores expresados en pm. Cada valor es la media de 30 observaciones + desviacién estindar.

y PARPH asociadas a la podredumbre radi-
cal, de los cuales se conservaron y caracteri-
zaron 5 aislados. Los porcentajes de aisla-
miento aparecen reflejados en el Cuadro 1.
Ademds, en el medio PARP se obtuvieron
puntualmente algunas colonias pertene-
cientes al género Pythium, y en el medio
APDA se aislé esporddicamente alguna

colonia perteneciente a los géneros Cylin-
drocarpon y Fusarium.

Caracterizacién e identificacion de los
aislados

Morfologia de las colonias

A los 4 dias de crecimiento a 20° C en el
medio CA, los aislados PV1 y PV2 formaron

Figura 4: Morfologia de las estructuras de reproduccién asexual de los aislados de Phytophthora spp., a) esporangio
elipsoide de P. cinnamomi, b) ramificacién simpodial de los esporangiéforos de P. cinnamomi, ¢) esporangio
subesférico de P. drechsleri, d) esporangio obpiriforme de P. cryprogea.
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colonias de color blanco, con abundante
micelio aéreo algodonoso y crecimiento uni-
forme o ligeramente petaloide (Figura 3a).
Las colonias de los aislados PV3 y PV5 pre-
sentaron formaciones miceliares blanqueci-
nas a modo de pétalos, dando lugar a una
colonia tipo “roseta”, con micelio aéreo esca-
so (Figura 3b). Por dltimo, el aislado PV4
formé colonias blancas tipo “crisantemo”,
con pétalos pequefios e imbricados, micelio
aéreo escaso y pulverulento (Figura 3c).

En las observaciones realizadas con el
microscopio invertido, todos los aislados
presentaron un micelio cenocitico muy rami-
ficado. Los aislados PV1, PV2 y PV5 pre-
sentaron ramificaciones botriosas. Los aisla-
dos PV1 y PV2 mostraron ademads hinchazo-
nes hifales grandes, esféricas, terminales e
intercalares, simples y en racimo.

Caracterizacidn de estructuras de repro-
duccidn asexual

De las dos temperaturas ensayadas, la de
20° C fue la mas favorable para la formacion
de esporangios. A esta temperatura el tiempo
que tardaron en formarse los esporangios
oscilé entre las 48 y las 72 h, mientras que a
15° C oscil6 entre los 4 y 5 dias y se produ-
jeron en menor nimero.

En todos los aislados los esporangios for-
mados fueron persistentes y no papilados. Sus
caracteristicas se recogen en el Cuadro 2.

Los esporangios producidos por el aislado

PV1 fueron de forma ovoide-elipsoide, con
un alto porcentaje de esporangios con 4dpice
truncado (Figura 4a). Los esporangiéforos
fueron en su gran mayoria simples y largos,
aunque también los hubo ramificados simpo-
dialmente (Figura 4b). Los esporangios pro-
ducidos por PV2 fueron similares, aunque en
este caso el porcentaje que presentaban el
dpice truncado fue menor. PV3 produjo
esporangios subesféricos (Figura 4c) y en
menor proporcién ovoides. Sélo un pequeiio
porcentaje de los esporangios presentd el
dpice truncado. Los esporangiéforos fueron
en su gran mayoria simples y largos, con
proliferacién externa, generalmente no rami-
ficados. Los esporangios producidos por el
aislado PV4 fueron de forma ovoide o elip-
soide. Un alto porcentaje presenté 4pice
truncado. Los esporangiéforos fueron simi-
lares a los de PV3. El aislado PV5 produjo
esporangios obpiriformes (Figura 4d) y elip-
soides con un 100% de dpices truncados y
esporangidforos simples.

En todos los aislados se observé la forma-
cién de hinchazones hifales en medio liquido
de extracto de suelo, siendo mas abundantes
a 15° C que a 20° C. Estas fueron en su
mayoria esféricas, intercalares y en racimos,
aunque también las hubo solitarias y termi-
nales, siendo de mayor tamafio y mucho més
abundantes las producidas por los aislados
PV1y PV2.

Figura 5: Morfologia de las estructuras de reproducci6n sexual de los aislados de Phytophthora spp. obtenidos
mediante cruzamientos con aislados de referencia: oosporas pleréticas y anteridios anfiginos de a) P. cinnamomi,
b) P. drechsleri, c) P. cryptogea.
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Cuadro 3. Formacién de estructuras de reproducciéon sexual de los aislados de Phytophthora spp. en cultivo
doble con aislados de referencia de ambos tipos de apareamiento (Al y A2)

Aislado de referencia

Especie Aislado Tipo de
P. cinnamomi P. cinnamomi  P. drechsleri P. drechsleri apareamiento
Al A2 Al 2
P. cinnamomi PV1 + - + - A2
PV2 + - + - A2
P. drechsleri PV3 + - + - A2
Pv4 + - + - A2
P. cryptogea PV5 - + - + Al
+ = Formacién de gametangios en cultivo doble.
- = Ausencia de gametangios en cultivo doble.
Caracterizacion de estructuras de repro- zonas, reduciéndose asi la eventualidad de
duccion sexual incluir gametangios producidos por los aisla-
Los resultados de los cruzamientos de los dos de referencia.
aislados a identificar con los aislados de En todos los casos se produjeron oogo-
referencia se recogen en el Cuadro 3. Casi nios esféricos, de pared lisa y con oosporas
todos los aislados produjeron gametangios plerdticas (Figura 5). Los anteridios fueron
en cultivo doble con los aislados de referen- en todos los casos anfiginos y unicelulares
cia Al, por lo que su tipo de apareamiento es (Figura 5), salvo algunos pertenecientes a los
A2. La tnica excepcidn fue el aislado PVS, aislados PV1 y PV2, que fueron bicelulares
que resulté de tipo de apareamiento A1l. Para (Cuadro 4). Las dimensiones de los oogo-
la caracterizacion de las estructuras sexuales nios, grosor de la pared de las oosporas y
de los aislados con tipo de apareamiento A2, tamafio de los anteridios aparecen en Cuadro
se utilizaron las producidas en los cruza- 4. La relacién entre el didmetro de la oospo-
mientos realizados con P. cinnamomi Al. ra y la longitud del anteridio (Do/La) para
Para el aislado PVS5, se observaron y midie- todos los aislados oscilé entre 2,3 y 2,6,
ron los gametangios obtenidos en los cruza- excepto para el aislado PV5, que fue de 1,2
mientos realizados con P. drechsleri A2. En (Cuadro 4).
todos estos casos se produjeron estructuras Identificacion de los aislados
sexuales en las interfases y en zonas de la Todos los aislados obtenidos se caracteri-
placa préximas a la pieza de agar de siembra zaron por ser heterotdlicos, con anteridios
del aislado a identificar. Los montajes se rea- anfiginos y oosporas pleréticas. Ademads, los
lizaron con estructuras procedentes de estas esporangios aparecian en posicién terminal

Cuadro 4. Caracteristicas de las estructuras sexuales de los aislados de Phytophthora spp. producidos en cultivos
dobles con aislados de referencia

. . Didmetro Grosor de la pared  Longitud del Anteridios
Especie Aislado  ge] gogonio (Do)® de la oospora® anteridio (La)» Do/La  picelulares (%)
P. cinnamomi  PV1 416+48 38+0,5 18,1+44 24 233

PV2 39,7+33 39+03 163+28 25 233
P. drechsleri PV3 30,125 45+08 13,1 £1,8 23 0

PV4 303+2,1 25+206 11,7+17 2,6 0
P. cryptogea PV5 234124 22+04 192 +3,1 1,2 0

® Valores expresados en pm. Cada valor es la media de 30 observaciones + desviacién estandar.
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Figura 6. Curvas de crecimiento en el medio de cultivo CA para cada una de las especies de Phytophthora causantes
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puntos representan los valores medios de tasa de crecimiento de los aislados de cada especie a las distintas
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Cuadro 5. Temperaturas minimas y éptimas de crecimiento estimadas para cada especie de Phytophthora en el

medio de cultivo CA
Especie T* minima? T* éptima®
P. cinnamomi 24,7
P. drechsleri 244
P. cryptogea 23,7

2 Las temperaturas minimas fueron determinadas calculando los valores de T para y = 0 de las ecuaciones polinémicas

de regresion (Figura 6) ajustadas para cada especie.

b Las temperaturas 6ptimas fueron estimadas a partir de la derivacion de las ecuaciones polinémicas de regresi6n (Figura 6)

ajustadas para cada especie.

en el esporangiéforo, eran no papilados y
persistentes. Por todo ello, pertenecen al
género Phytophthora, dentro del grupo VI de
WATERHOUSE (1963). La caracterizacién de
sus estructuras vegetativas y de reproduccion
sexual y asexual (Cuadros 2 y 4), han permi-
tido su adscripcién a diferentes especies mor-
folégicas: PV1 y PV2 han sido identificados
como P. cinnamomi; PV3 y PV4 como P.
drechsleri y PV5 como P. cryptogea, segin
las descripciones de WATERHOUSE (1963),
STAMPS et al. (1990) y ERWIN y RIBEIRO
(1996).

Tasa de crecimiento a distintas tempera-
turas

Los valores de tasa diaria mdxima de cre-
cimiento en funcién de la temperatura para
los distintos aislados se ajustaron a un
modelo polinémico de 3er grado forzado en

el origen, cuya expresién general es:
y=a*T3+b*T2+c*T, donde y representa la
tasa de crecimiento méaximo diario, T es la
temperatura de crecimiento y a, b y ¢ son los
coeficientes de regresiéon. Las curvas de cre-
cimiento para cada una de las especies iden-
tificadas aparecen en la Figura 6. A partir de
las ecuaciones obtenidas se estimaron las
temperaturas minimas y Sptimas de creci-
miento (Cuadro 5). Las temperaturas 6pti-
mas de crecimiento difirieron poco entre
especies y estuvieron alrededor de 24° C. Por
otra parte, se estimé la temperatura minima
de crecimiento para cada especie, que se
ajust en todos los casos a las observaciones
experimentales, estimdndose temperaturas
minimas superiores a 5° C para P. cinnamo-
mi e inferiores a 5° C para P. drechsleri 'y P.
cryptogea (Cuadro 5). Las temperaturas

Cuadro 6. Influencia del método de inoculacién en la patogenicidad de aislados de P. cinnamomi sobre plantones
de encina y alcorneque (Experimento 1)

Severidad media de sintomas 2

) Encina Alcornoque
Aislado Tipo de inéculo - - -
Foliares Radicales Foliares Radicales
PV1 Suspensién acuosa 34a 35ab 39a 35ab
Mijo 29a 3,6 ab 38a 30b
VAVS 32a 35ab 33a 34 ab
PV2 Suspensién acuosa 23a 39a 32a 37a
Mijo 37a 33b 38a 3,6 ab
VAVS 30a 38ab 34a 32ab
Testigo - 06b 12¢ 26a 1,1c

a La escala utilizada para evaluar la severidad de los sintomas fue: O = sin sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-
99%, 4 = 100% del tejido afectado. Para cada columna, medias seguidas de una letra comin, no difieren
significativamente (P = 0,05), segin el test de la minima diferencia significativa (LSD) protegido de Fisher (Steel y

Torrie, 1985).
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méximas de crecimiento estimadas para cada
especie excedieron del intervalo de tempera-
turas ensayado, por lo que no se consideraron.

Ensayos de patogenicidad

En todas las condiciones ensayadas, en
las dos especies de Quercus, con las distintas
técnicas de inoculacién y aislados inocula-
dos, se reprodujeron los sintomas de la
enfermedad observados en vivero (Figura 7).
En ningiin caso se observo esta sintomatolo-
gia en las plantas testigo utilizadas en los
diferentes ensayos, con lo cual, los resulta-
dos que se exponen a continuacién muestran
claramente el cardcter patégeno de todos los
aislados en las dos especies de Quercus ino-
culadas. En todos los experimentos se recu-
peré el hongo inoculado a partir de las raices
necréticas de las plantas inoculadas, mien-
tras que el porcentaje de recuperacién de
Phytophthora spp. en las raices de las plan-
tas testigo fue del 0% en todos los casos.

Experimento I: Se dio por concluido al
cabo de 4 semanas. La severidad de los sinto-
mas aéreos y radicales correspondientes a las
diferentes especies de planta, aislados y técni-
cas de inoculacién, se recogen en el Cuadro 6.
También aparecen los andlisis de la varianza y
comparaciones de medias individualizados
por especie de planta. El anlisis global de la
varianza para la severidad de sintomas aéreos
mostré diferencias significativas entre las
plantas inoculadas y las testigo sin inocular.
También se apreciaron diferencias significati-
vas en funcién de la especie de planta inocula-
da, asf como en la interaccién aislado-planta.
Sin embargo, no existieron diferencias en fun-
cién de los distintos métodos de inoculacién
empleados, los aislados ensayados, ni en la
interaccién entre ambas variables A nivel radi-
cal sélo hubo diferencias significativas entre
plantas testigo e inoculadas.

Experimento 2: La duracidn de este ensa-
yo fue de 4 semanas para las plantas someti-

Cuadro 7. Influencia del contenido hidrico del suelo en la patogenicidad de aislados de Phytophthora spp. sobre
plantones de encina y alcornoque (Experimento 2)

Severidad media de sintomas 2

Enci Al
Aislado  Tipo de encharcamiento® - na - - cornoque‘
Foliares Radicales Foliares Radicales
PV2 " Continuo 40a 40a 37a 2,3 abc
(P. cinnamomi)  -Periddico corto
(2 dias por semana) 1, cd 2.9 bc 14cd 2,6 ab
Periédico largo
(2 dias cada 2 semanas) 05d 2,6 bc 0,7 de 22 be
PV5 Continuo 27b 3,1b 25b 30a
(P. cryptogea) Periédico corto
(2 dias por semana) 09cd 25¢ 25b 22bc
Periédico largo
(2 dias cada 2 semanas) l4c 24c 10 cde 19cd
Testigo Continuo 05d 0,7e 05e 06e
Periédico corto ’
(2 dias por semana) 05d 1,3d 1,7 bc 1,3de
Periédico largo
(2 dias cada 2 semanas) 05d 14d 1,3 cde 08¢

2] a escala utilizada para evaluar la severidad de los sintomas fue: O = sin sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-
99%, 4 = 100% del tejido afectado. Para cada columna, medias seguidas de una letra comiin, no difieren significati-
vamente (P = 0,05), segin el test de la minima diferencia significativa (LSD) protegido de Fisher (Steel y Torrie,

1985).

b Para el encharcamiento continuo, valores a las cuatro semanas tras la inoculacién. Para el resto, el tiempo transcurri-

do fue de ocho semanas.
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a) J'( b) P,

Figura 7: Sintomas expresados por los plantones inoculados en los experimentos de patogenicidad. Experimento 3,
a) marchitez foliar y necrosis radical en plantén de encina inoculado con P. cinnamomi (PV1), a la izquierda plantén
testigo b) sintomas foliares y necrosis radical en plantones de alcornoque. De izquierda a derecha: plantén testigo,
inoculado con P. cinnamomi (PV 1), inoculado con P. cinnamomi (PV2), inoculado con P. drechsleri (PV4).

das a encharcamiento continuo y de 8 sema-
nas para las encharcadas periddicamente. En
este experimento, el andlisis global de la
varianza mostré diferencias significativas en
la severidad de sintomas aéreos y radicales
en funcioén de las condiciones de encharca-

miento, entre plantas inoculadas y testigo y
entre las dos especies de plantas, asi como en
las interacciones entre las condiciones de
encharcamiento y cada una de las demds
variables. Asi, los encharcamientos continuo
y periddico corto resultaron los mds favora-

Cuadro 8. Patogenicidad de los aislados de Phytophthora spp. sobre plantones de encina y alcornoque

(Experimento 3)
Severidad media de sintomas ?
Especie Aislado it Aleornviipe
Foliares Radicales Foliares Radicales

P. cinnamomi PVI 37a 38a 22a 3la
PV2 35a 36a 23a 30a

P. drechsleri PV3 15b 23¢ 24a 24 be
PV4 1.7b 30b 2,1 a 2,7 ab

PPHb 33a 36a 22a 20¢c

P. cryptogea PV5 16b 26¢c 22a 24 be
Testigo 02c¢ 06d 0,6 b 0,6d

a La escala utilizada para evaluar la severidad de los sintomas fue: 0 = sin sintomas, 1 = 1-33%, 2 = 34-66%, 3 = 67-
99%, 4 = 100% del tejido afectado. Para cada columna, medias seguidas de una letra comiin, no difieren significativa-
mente (P = 0,05), seglin el test de la minima diferencia significativa (LSD) protegido de Fisher (Steel y Torrie, 1985).

b PPH = Aislado de P. drechsleri causante de podredumbre radical en pldntulas de Pinus halepensis (Sdnchez et al.,
2002a).
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bles para el desarrollo de la enfermedad. No
se apreciaron diferencias significativas entre
el aislado de P. cinnamomi (PV2) y el de P.
cryptogea (PV5). Este andlisis también mos-
tr6 una mayor severidad de sintomas radicales
en encina, si bien los sintomas secundarios de
la enfermedad, es decir, los sintomas aéreos,
fueron significativamente mds severos en
alcornoque. En el Cuadro 7 se muestran los
resultados del experimento y los andlisis de la
varianza y comparaciones de medias indivi-
dualizados por especie de planta.

Experimento 3: Se dio por concluido a las
8 semanas. El andlisis global de la varianza
para la severidad de sintomas aéreos y radi-
cales y su comparacién de medias permitié
establecer diferencias de patogenicidad entre
los distintos aislados ensayados, resultando
los aislados PV1 y PV2, identificados como
P. cinnamomi, los mas patogénicos tanto en
encina como en alcornoque (Cuadro 8). El
aislado de referencia de P. drechsleri (PPH)
resulté igualmente muy patogénico en enci-
na, aunque no asf para el alcornoque. En este
experimento no se apreciaron diferencias
significativas a nivel aéreo entre encinas y
alcornoques, aunque sf las hubo a nivel radi-
cal (Figura 7), siendo de nuevo las encinas
las que mostraron sintomas mds severos.

DISCUSION

El sindrome de muerte de plantones
observado en los dos viveros afectados se
corresponde plenamente a la enfermedad
conocida como “colapso tardio” o “dam-
ping-off tardfo”, segin la denominacién de
BuTiN (1995).

Los hongos asociados a la podredumbre
radical pertenecen en todos los casos al géne-
ro Phytophthora. De las tres especies identifi-
cadas (P. cinnamomi, P. drechsleri y P. crypto-
gea), sblo P. cinnamomi ha sido descrita cau-
sando enfermedades radicales en pies adultos
de Q. ilex ssp. ballota y Q. suber (BRASIER,
1996; TUSET et al., 1996, MOREIRA et al.,
1997; SANCHEZ et al., 2000; 2002b).

Todos los aislados presentaron curvas de
crecimiento muy parecidas, con elevadas

tasas de crecimiento y temperaturas Gptimas
alrededor de 24° C. Estas temperaturas con-
trastan con las temperaturas Gptimas descri-
tas para P. cinnamomi (30° C) procedentes de
aislamientos realizados en Andalucia de raiz
de encinas adultas (SANCHEZ et al., 2000;
2002b), sugiriendo una cierta adaptacién de
los aislados a las condiciones especificas del
vivero.

Los experimentos de patogenicidad reali-
zados han demostrado que todos los aislados
de Phytophthora son claramente patgenas
de encina y alcornoque en vivero y reprodu-
cen los sintomas de podredumbre radical y
marchitez foliar en todas las condiciones
ensayadas. Ademds, la patogenicidad de P.
cinnamomi, P. drechsleri y P. cryptogea
viene determinada por el contenido hidrico
del suelo, ya que la aparicién de la enferme-
dad en los viveros estudiados estuvo asocia-
da a un estado de saturacién hidrica periédi-
ca de los sustratos en los que crecian los
plantones. Estas condiciones de encharca-
miento favorecen la aparicién de este tipo de
enfermedades (JUZWIK et al., 1998; PETTITT
et al., 1998; SANCHEZ et al., 1998b; 2000;
2001; 2002b). El bajo nivel de sintomas
mostrados por las plantas testigo en todos los
experimentos, significativamente menores
que los valores de severidad mostrados por
las plantas inoculadas, indica que el efecto
del encharcamiento, en ausencia de patége-
no, no es el responsable de los sintomas
observados en las plantas inoculadas. Tal y
como ya se demostré en el caso de la podre-
dumbre radical del olivo causada por Phy-
tophthora megasperma (SANCHEZ et al.,
1998b; 2001), los resultados obtenidos
sugieren que lo que se viene considerando
como alta sensibilidad de los Quercus a la
asfixia radical (PENUELAS y OCARNA, 1996)
por encharcamiento de los sustratos de culti-
vo, se debe contemplar mas apropiadamente
como una muy elevada susceptibilidad a
estos patégenos en las condiciones de satu-
racién hidrica que favorecen la infeccién de
las raices.

Los aislados reprodujeron la enfermedad
en las dos especies de Quercus inoculadas,
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no pudiéndose apreciar especificidad de
huésped, tal y como cabia esperar de hongos
causantes de “damping-off” (MANION, 1991;
Burtiy, 1995).

En el primer ensayo de patogenicidad
(Experimento 1) los tres tipos de indculo
dieron lugar a la infeccién radical de los
plantones, sin que se apreciaran diferencias
significativas en cuanto a la severidad de sin-
tomas radicales obtenida. DHINGRA y SIN-
CLAIR (1995) consideran mas efectivos los
métodos de inoculacién de raices en los cua-
les el in6culo se afiade suspendido en un
medio nutritivo. En nuestro caso, la ausencia
de nutrientes en el medio de inoculacién
(suspensién acuosa), resulté tan efectivo
como los otros dos tipos de indculo, en los
cuales el hongo se afiadia colonizando gra-
nos de avena y particulas de vermiculita
(medio VAV8 modificado) o granos de mijo.
Este hecho puede ser debido a la gran capa-
cidad infectiva que muestran los aislados
cuando las condiciones de humedad y tem-
peratura son favorables. Por este motivo, se
eligio la suspensién acuosa para posteriores
inoculaciones, por ser el método de inocula-
cién més sencillo en cuanto a su preparacién
y posterior manejo.

El Experimento 2 tuvo como objetivo
conocer la influencia de la saturacién hidrica
del suelo en el desarrollo de la enfermedad.
La mayoria de autores sefialan las condicio-
nes de encharcamiento periédico como las
mejores para el desarrollo de las infecciones
producidas por Phytophthora en huéspedes
lefiosos (RIBEIRO, 1978; BROWNE y MIRCE-
TICH, 1988). En nuestros ensayos, las condi-
ciones de encharcamiento continuo resultaron
las més favorables, ya que dieron lugar a
infecciones més severas y ademds, la sinto-
matologia de la enfermedad se desarroll6 en
un tiempo menor. Los plantones testigo some-
tidos a encharcamiento continuo mostraron
unos valores de necrosis radical bajisimos,
incluso menores que los ya bajos valores
obtenidos para los plantones testigo encharca-
dos periédicamente. No obstante, para los
siguientes experimentos se opté por someter a
los plantones a encharcamiento periédico

corto, por ser éstas las condiciones que mds se
asemejan a las condiciones reales de vivero.

El Experimento 3 mostré diferencias de
patogenicidad entre los distintos aislados
ensayados. En este sentido, atendiendo a la
sintomatologia primaria de la enfermedad, P.
cinnamomi result6 ser la especie mds viru-
lenta para ambas especies de Quercus. En
encina, el aislado PPH procedente de pino,
identificado como P. drechsleri (SANCHEZ et
al., 2002a), dio lugar a una sintomatologia
tan severa como los aislados de P. cinnamo-
mi, en contraste con el resto de aislados de P.
drechsleri, que dieron lugar a una severidad
de sintomas menor, a pesar de haber sido
obtenidos de raices enfermas de encina. Es
importante sefialar que, en las condiciones
de este experimento, los alcornoques presen-
taron una menor severidad de sintomas folia-
res que las encinas, aunque las diferencias no
fueron tan marcadas a nivel radical. La
mayor susceptibilidad de la encina a la infec-
cién radical por P. cinnamomi ya habia sido
puesta de manifiesto en inoculaciones artifi-
ciales sobre plantones (MOREIRA et al., 1997,
SANCHEZ et al., 2000; 2002b).

En cuanto al posible origen de la enfer-
medad en los viveros estudiados, hay que
diferenciar la situacién de cada uno de ellos.
En el Vivero I, el suelo de monte utilizado
como sustrato para el cultivo aparece como
la fuente de in6culo mds probable. El hecho
de que P. cinnamomi, patégeno extremada- -
mente virulento, haya sido aislado tnica-
mente bajo estas condiciones especiales,
hace pensar que no debe tratarse de un agen-
te que habitualmente cause pérdidas en vive-
ro. En cuanto al Vivero II, es mds dificil
determinar el posible origen del in6culo, que
pudo llegar al vivero con el sustrato de culti-
vo o con el agua de riego. Hay que sefialar
que en este vivero se utiliza el mismo sustra-
to y régimen de riegos para la produccién de
encinas y alcornoques y, sin embargo, s6lo
las primeras se vieron afectadas por la enfer-
medad radical, a pesar de que nuestros expe-
rimentos muestran que el alcornoque tam-
bién es susceptible a Phytophthora spp. Esta
aparente contradiccién puede explicarse si
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tenemos en cuenta las diferencias que exis-
ten en el cultivo de ambas especies. La época
de siembra es mds tardia para el alcornoque,
mientras que el endurecimiento (preacondi-
cionamiento hidrico) de esta especie ocurre
antes, con objeto de evitar portes demasiado
elevados (NAVARRO et al., 1998). De esta
manera, el tiempo que el alcornoque pasa en
las condiciones de saturacién hidrica peri6-
dica que favorecen la enfermedad es sensi-
blemente menor que en el caso de la encina.
Este hecho, unido a la menor susceptibilidad
del alcornoque a la infeccién por Phytopht-
hora, podria justificar la ausencia de sinto-
mas en alcornoque en el vivero, al tiempo
que no nos permite descartar el sustrato o el
agua como el origen del inéculo. En cual-
quier caso, no debe olvidarse la semilla
como otra posible via de entrada al vivero
del in6culo inicial.

Independientemente del origen del in6cu-
lo, la constatacién de que el exceso de agua
es la condicién fundamental que favorece la
infeccién de las raices, implica que la mejor
medida de control contra la enfermedad en el
contexto del vivero consistird en evitar los
encharcamientos periédicos que sufren los
plantones (BLOOMBERG, 1985; ERWIN y
RIBEIRO, 1996), bien por instalaciones inade-
cuadas, excesos de riego, empleo de sustra-
tos poco porosos y/o con gran capacidad de
retencién de agua, etc.

ABSTRACT

Hasta el momento, s6lo una especie de
Phytophthora (P. cinnamomi) ha sido des-
crita como agente causal de podredumbres
radicales en encinas y alcornoques (BRA-
SIER, 1996; TUSET et al., 1996; MOREIRA et
al., 1997; SANCHEZ et al., 2000; 2002b),
aunque nunca en plantones de vivero. Este
trabajo constituye la primera descripcién de
P. cinnamomi, P. drechsleri y P. cryptogea
como agentes de podredumbre radical tar-
dia de Q. ilex ssp. ballota en vivero. Tam-
bién se ha demostrado que las tres especies
de Phytophthora constituyen un peligro
potencial para la produccién en vivero de
Q. suber.
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Within a research project on quality of plants for forestation of agricultural lands, we

studied the etiology of a root rot affecting holm oak (Quercus ilex ssp. ballota) seedlings
in two forest nurseries in southern Spain. Major disease symptoms were foliar wilting
and necrosis of feeder roots. Three fungal species, Phytophthora cinnamomi, P. crypto-
gea and P. drechsleri, were isolated from necrotic roots of holm oak. Isolates of the three
species showed similar growth patterns at different temperatures with optimum tempera-
tures near 24 °C. Selected isolates of the three Phytophthora species were pathogenic to
Quercus ilex ssp. ballota and Q. suber seedlings in artificial inoculations. Soil flooding
conditions were essential for infection and root rot development. There was not host spe-
cificity among fungal species, being the isolates of P. cinnamomi the most virulent in all
inoculated plants. In these inoculations, Q. ilex ssp. ballota plants were more susceptible
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than those of Q. suber were. This work is the first report of P. cinnamomi, P. drechsleri
and P. cryptogea affecting Q. ilex ssp. ballota in forest nurseries.

Key words: Phytophthora cinnamomi, P. cryptogea, P. drechsleri, Quercus rotundi-

folia, Q. suber.
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