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RESUMEN

Phytophthora cinnamomi es un patégeno que causa podredumbre radical en el arbolado de
la dehesa y también en Lupinus luteus, cultivo frecuente en dehesas de Andalucia occidental.
En dehesas que mostraban distintas situaciones en cuanto a decaimiento del arbolado y seve-
ridad de la enfermedad en el altramuz, el aislamiento y conteo de colonias de P. cinnamomi
a partir de muestras de suelo ha mostrado la capacidad del cultivo herbaceo para mantener o
incrementar la densidad de in6culo y asi potenciar la infeccién de las encinas. Los resultados
obtenidos desaconsejan el cultivo de esta leguminosa en dehesas con presencia del patégeno
en el suelo, tanto si el arbolado sufre la enfermedad radical o no.
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INTRODUCCION

Desde hace unos 15 afios se viene observando un severo decaimiento del arbolado
en las dehesas del sur de Espafia y Portugal, origindndose una elevada mortalidad de
encinas y alcornoques (Navarro et al., 2004; Sanchez et al., 2006), debido fundamen-
talmente a la podredumbre radical causada por el oomiceto Phytophthora cinnamomi
(Brasier, 1996; Gallego et al., 1999; Sanchez et al., 2006; Jiménez et al., 2008),
patégeno dificil de controlar debido, entre otras cosas, a su amplio rango de huéspe-
des lefiosos, aunque también infecta algunas herbaceas del género Lupinus (Kirby y
Grand, 1975; Serrano et al., 2009). En las dehesas del sur peninsular es una practica
habitual la siembra de tremosilla o altramuz amarillo (L. /uteus) (MAPA, 2006). En
dehesas con el arbolado afectado por podredumbre radical (Jiménez et al., 2008) asi
como en oquedales formados por la muerte de las encinas, se han observado rodales
de tremosilla con sintomas de enfermedad. En tests de patogenicidad se ha demos-
trado que L. luteus es susceptible a P. cinnamomi, provocando amarillez, flacidez y
marchitez en la parte aérea, asi como podredumbre de las raicillas y muerte de la
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planta (Serrano et al., 2009). Sin embargo, alin no se conoce el efecto que el cultivo
de L. /uteus puede tener sobre la disponibilidad de inéculo de P. cinnamomi para la
infeccion del arbolado de la dehesa. En el patosistema Verticillium dahliae-olivo, la
infeccion de herbéceas si tiene una gran influencia en la multiplicacion del inéculo,
aumentando la presion de enfermedad sobre el huésped lefioso (Trapero y Blanco,
2004). La infeccion de sus huéspedes herbaceos sirve ademas para la dispersion del
patégeno, por lo que la siembra de herbaceas susceptibles no esta recomendada en el
olivar (Trapero y Blanco, 2004).

Con estos antecedentes el objetivo principal de este trabajo ha sido evaluar la rela-
cién presencia de L. luteus-P. cinnamomi en campo, con el fin de establecer el efecto
que la interaccion entre ambos puede tener sobre los Quercus de la dehesa.

MATERIAL Y METODOS

Las prospecciones se realizaron en 2007 en cuatro dehesas de encina (Quercus
ilex spp. ballota) situadas en la comarca del Andévalo (Huelva). En tres de ellas (fincas
2, 3y 4) se conocia la presencia de P. cinnamomi como agente causal de la podre-
dumbre radical que afecta a las encinas (Jiménez et al., 2008), mientras que la cuarta
finca prospectada, dehesa 1, es una repoblacién de 10 afios de edad, en la que las en-
cinas jévenes no mostraban ningln sintoma de enfermedad radical. En todos los casos
se habia sembrado altramuz amarillo en 2006-2007 para ser consumido directamente
por el ganado. En cada una de las fincas se seleccion6 un foco de altramuz sintomético
para su evaluacién y muestreo. En las fincas 2 y 3, los focos de plantas de altramuz se
encontraban situados en focos de encinas afectadas por podredumbre radical. En la
dehesa 4 las muestras se tomaron en un gran foco de altramuces sintomaticos situado
en un oquedal generado por la muerte de las encinas afectadas (Jiménez et al., 2008).
En la finca 1 se localizé un foco de altramuz situado en una vaguada, en el que las
plantas mostraban una ligera flacidez y reduccién del crecimiento, aunque el arbolado
se mostraba asintomatico. Se evalu6 el grado de defoliaciéon medio que presentaba el
arbolado de la finca siguiendo una escala de 0 a b, correspondiendo el O a un porcen-
taje de defoliacion de 0 al 10%, 1 (11-25%), 2 (26-50%), 3 (51-75%) 4 (>76%)y 5
(4rbol muerto) (Sanchez et al., 2003) (Tabla 1). En los focos seleccionados se delimité
una parcela de 10 x 10 m?haciendo coincidir su extremo con el centro del foco, y en
su diagonal se marcaron 10 subparcelas de 1 m?. Las subparcelas se numeraron del
1 al 10, segun la distancia al centro del foco de enfermedad, donde se tomaron las
diferentes muestras.

Tabla 1. Valores medios del grado de defoliacion de los Quercus y severidad de sintomas
aéreos de los altramuces en cada una de las parcelas.

Grado de defoliacion
Fincas de los Quercus (0-5)

Sintomas aéreos en altramuz (0-4)
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Se llevaron a cabo dos prospecciones, una en primavera, cuando L. /uteus esté al
comienzo de la floracién y otra a principios de verano, cuando la planta, infectada o
no, estaba muerta. En la primera prospeccion se evalu6 la severidad de los sintomas
aéreos de las plantas de altramuz, y se tomaron muestras de raiz y suelo. En verano
la vegetacion se encontraba agostada, por lo que solamente se tomaron muestras de
suelo. Para la evaluacién de los sintomas aéreos se utilizé la siguiente escala: O = parte
aérea asintomatica, 1 (sintomas leves) = < 40 % de planta sintomaética (flaccidez y/o
marchitez), 2 (sintomas graves) = 41-90 %, 3 = planta muerta y 4= falta de emergen-
cia. Se evalu6 el numero de plantas que mostraban cada una de las categorias de seve-
ridad en cada subparcela, utilizando la media ponderada como valor representativo de
la severidad de sintomas para cada una de ellas. Para la toma de muestras de raiz, se
eligieron raices de 10 plantas de altramuz pertenecientes a la categoria predominante
en cada parcela, en cada uno de los focos.

Las muestras de raiz procedentes de cada subparcela fueron tratadas separada-
mente. Las raicillas sintomaticas se sembraron en el medio selectivo NARPH (Jiménez
et al., 2008).

Las muestras de suelo se secaron al aire y se tamizaron. Para cada muestra se
pesaron 10 g de suelo seco y se suspendieron en 200 ml de Agar-Agua estéril al 0,2%.
De esta mezcla se tomaron alicuotas de 1 ml y se extendieron en placas de Petri con-
teniendo el medio NARPH. Las placas se incubaron a 24° C en oscuridad durante 24
h y posteriormente se lavé la superficie de cada placa con agua estéril, incubandose
otras 48 h a 24° C en oscuridad. Las colonias obtenidas se identificaron y contaron,
expresando los resultados como unidades formadoras de colonias por gramo de suelo
seco (ufc/g). (Jiménez et al., 2008).

La identificacion de las colonias flingicas obtenidas de las muestras de raiz y de
suelo se basé en su morfologia y en la observacién al microscopio invertido de estruc-
turas caracteristicas: hinchazones hifales y/o clamidosporas (Erwin y Ribeiro, 1996;
Jiménez et al., 2008).

Los datos correspondientes a la densidad de inéculo se analizaron mediante un
ANOVA. Para la comparacién de los valores medios se utilizd el test protegido de Fis-
her al nivel de probabilidad del 0,05 (Steel y Torrie, 1985). Los datos se analizaron
mediante el programa Statistix (Analytical Software, Tallahassee, USA).

RESULTADOS

Los sintomas aéreos observados en los focos de altramuces enfermos consistieron
en reduccién del crecimiento, flacidez y amarillez foliar, marchitez de toda la planta,
plantulas de altramuz muertas y por Gltimo, falta de emergencia en rodales. La extrac-
cién de las plantas sintomaticas mostré la escasez de raicillas seglin eran los sintomas
aéreos mas intensos, con necrosis extensas en las raices existentes. En las fincas 3 y
2, la severidad de sintomas aéreos fue disminuyendo desde el centro del foco hacia
el perimetro exterior (Figura 1). En las otras dos fincas la severidad de sintomas varié
poco con la distancia al centro del foco, si bien la dehesa 4 alcanza valores mas ele-
vados que en la dehesa 1. En la Tabla 1 se muestran los valores medios de sintomas
aéreos en los focos de altramuz para cada una de las fincas.
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Figura 1. Variacion de la severidad de sintomas aéreos en las plantas de altramuz
a lo largo de la distancia al centro del foco en las cuatro fincas muestreadas.

A partir de las muestras de raiz se obtuvo de forma consistente un Unico tipo de
colonia, redonda y muy ramificada. Las observaciones microscopicas mostraron la pre-
sencia de micelio botrioso con hinchazones hifales en racimo y clamidosporas, tipico
de P. cinnamomi (Erwin y Ribeiro, 1996; Jiménez et al., 2008). La Tabla 2 muestra
el porcentaje de aislamiento de P. cinnamomi a partir de muestras de raiz de altramuz
para cada una de las fincas. En la dehesa 4 el porcentaje de subparcelas con aislamien-
to positivo del patégeno de raiz es tan solo del 20 %, debido a que en muchas de las
subparcelas habia Gnicamente plantulas de altramuz de tamafio muy pequefio con poca
raiz o falta de emergencia, por lo que no se pudo disponer de raiz para el aislamiento.
Aunque esporadicamente aparecieron algunas colonias aisladas del género Pythium, en
ningn caso se aislé de raices de altramuz a la especie P. spiculum, otro patégeno de
raiz de encinas frecuente en dehesas de Andalucia occidental (Jiménez et al., 2008).

Tahla 2. Aislamiento de P. cinnamomi a partir de las raices necréticas de plantas
de altramuz amarillo afectadas de podredumbre radical.

Porcentaje de subparcelas con Porcentaje de recuperacion
aislamiento positivo de P. cinnamomi en subparcelas
Fincas de P. cinnamomi con aislamiento positivo*
1 30 6,5
2 70 7,2
3 100 18,2
4 20 2,8

*Porcentaje expresado como n° de trocitos de raiz que dieron lugar a una colonia sobre el n° total de tro-
citos de raiz colocados en medio selectivo (NARPH).
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La densidad de inéculo en el suelo registrada a lo largo de los dos muestreos se
presenta en la Tabla 3. En primavera, dos de las fincas (3 y 4) mostraron unos niveles
de inéculo en suelo de 17,4 y 19,3 ufc/g, mientras que en la finca 2 la densidad fue
de 6,6 y en la finca 1 de solamente 0,3 ufc/g. La densidad de in6culo en las dos pri-
meras fincas es estadisticamente mayor que en la finca 1, en buena correspondencia
con el grado de defoliacién de los arboles en las diferentes dehesas. La comparacién
de valores medios de densidad de in6culo para cada finca entre primavera y verano
se muestra en la Tabla 3. En las fincas 1 y 2 hay un incremento de densidad que s6lo
es significativo en la primera de ellas. En la dehesa 1, a partir de niveles de inéculo
muy bajos en primavera (0,3 ufc/g) se alcanzan los niveles habituales en suelos con
arboles infectados (13,3 ufc/g). Las fincas 3 y 4 presentan una disminucién en la
densidad de inéculo que sblo es estadisticamente significativa en la finca 3, la cual
fue fertilizada con purin antes del muestreo de verano. La comparacién de valores me-
dios de densidad de inéculo en verano entre las distintas fincas no mostré diferencias
significativas.

Tabla 3. Valores medios de densidad de indculo de P. cinnamomi en suelo.
Para cada fila, letras distintas indican diferencias significativas para P< 0,05.

Densidad de indculo en suelo (ufc/g)

Fincas Primavera

1 0,3a 13,3 b
2 6,6 a 10,8 a
3 17,4 a 19b
4 19,3 a 95a
DISCUSION

La susceptibilidad del altramuz amarillo a P. cinnamomi y su capacidad para in-
crementar la densidad de inéculo en suelo y asi potenciar la infeccién de las encinas,
queda patente en la dehesa 1 (repoblacién joven de encinas), donde partiendo de unos
niveles de inéculo en suelo muy bajos en primavera, se alcanzan valores mucho mayo-
res en verano, similares a los de otras fincas con un importante grado de defoliacion
del arbolado.

Cabe destacar la disminucién en la densidad de in6culo en suelo que se produce
en la dehesa 3, a pesar del cultivo de la tremosilla y de partir de niveles elevados en
primavera. Esto podria deberse a la fertilizacién con purin ya que esta finca es una
explotacion ganadera con una elevada densidad de ganado porcino, en la que se dis-
tribuye con bastante frecuencia el purin en el suelo. Nuestros resultados sugieren que
se debe replantear la siembra del altramuz amarillo tanto en las dehesas afectadas por
la podredumbre radical de los Quercus, como en las no afectadas, ya que este culti-
vo mantiene o aumenta la densidad del patégeno en el suelo, suponiendo una seria
amenaza para la supervivencia del arbolado de la dehesa. Por otra parte, en base a lo
obtenido en este estudio, en la bisqueda de métodos de control efectivos contra la po-
dredumbre radical de los Quercus, debemos considerar aquellos que pueden disminuir
la densidad de indéculo en suelo, y en este sentido, la fertilizacién con purin puede ser
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una buena alternativa. Por este motivo, en la busqueda de métodos de control preven-
tivo contra la podredumbre radical causada por P. cinnamomi en las dehesas anda-
luzas, se hace necesario investigar la aplicacién de estiércoles al suelo como posible
herramienta de control biolégico del patégeno.

CONCLUSIONES

Lupinus luteus, huésped herbaceo de P. cinnamomi, incrementa o mantiene los
niveles de inéculo en suelo en condiciones naturales, lo que desaconseja su cultivo
tanto si el arbolado sufre la enfermedad radical o no.
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SUMMARY

INFLUENCE OF LUPINUS LUTEUS L. CROPS ON PHYTOPHTHORA CINNAMOM/IINOCULUM DENSITY
IN DEHESA SOILS

Phytophthora cinnamomi is a pathogen causing root rot in oak trees growing in dehesa sys-
tems and also in yellow lupine, a common pasture crop in western Andalusia. In dehesas show-
ing different situations in terms of tree decline and disease severity in the lupines, isolation and
counting of colonies of P. cinnamomi from soil samples has shown the ability of the herbaceous
crop to maintain or increase the inoculum density and thus may enhance oak infections. The
obtained results discourage the cultivation of this legume in dehesas with known presence of
the pathogen in the soil, whether the trees are suffering the root disease or not.

Key words: decline, holm oak, root rot, yellow lupine.
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