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Nuevas especies de Pythium que causan podredumbre radical de
Quercus en Espana y Portugal

J. J. JIMENEZ, M. S. SERRANO, M. VICENTE, P. FERNANDEZ, A. TRAPERO, M. E. SANCHEZ

Pythium spiculum, una nueva especie recientemente descrita, se viene aislando desde
2003 de raices y rizosfera de Quercus rotundifolia 'y Q. suber que sufren decaimiento
en el sur de Espaiia y Portugal. En suelos donde crecen formaciones de Quercus, esta
especie ha sido aislada con frecuencias similares a las encontradas para Phytophthora
cinnamomi, especie que, hasta el momento, ha sido el tnico oomiceto descrito como
patégeno radical de Quercus en esta region. Las inoculaciones artificiales llevadas a
cabo en plantulas de Q. rotundifolia mostraron que Py. spiculum es un patégeno agresi-
vo de las raices de Quercus, aunque produce severidades de sintomas significativamen-
te menores que P. cinnamomi. Este nuevo patégeno puede jugar un papel decisivo en el
decaimiento de Quercus en la Peninsula Ibérica. Otra especie recientemente descrita, Py.
sterilum, también es patégena de raices de Quercus, pero se ha encontrado tinicamente
en rizosfera de encinas enfermas en el centro de Espaiia, por lo que mds que un factor
activo de decaimiento, debe ser considerado como un riesgo potencial para las masas de
Quercus.
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INTRODUCCION

Desde principios de los anos 90 se ha
detectado un severo decaimiento en especies
mediterrdneas de Quercus que estd dando
lugar a una mortalidad generalizada de Q.
suber y Q. rotundifolia (sinénimo: Q. ilex
ssp. ballota) en Espana y Portugal (BRASIER
et al., 1993; BRASIER,1996; MOREIRA et al.,
1999; SANCHEZ et al., 2000; 2003a). BRASIER
et al.(1993) llevaron a cabo una prospeccion
en el centro y sur de Espana que puso de
manifiesto la implicacion de P. cinnamomi
como el patégeno que causa los principales
sintomas del decaimiento: podredumbre de
raices absorbentes, marchitez y muerte de la
copa, aparicion de sangraduras en los tron-

cos de algunos arboles afectados y produc-
cion de chupones (BRASIER ef al., 1993;
BRASIER, 1996; MOREIRA et al., 1997; 1999;
SANCHEZ et al., 2000; 2003a). Esta implica-
cion de P. cinnamomi se bas6 fundamental-
mente en el aislamiento de este microorga-
nismo a partir de las raices podridas y de la
rizosfera de arboles enfermos (BRASIER et
al., 1993; BRASIER, 1996; MOREIRA et al.,
1999; SANCHEZ et al., 2000; 2003a), y en los
tests de patogenicidad llevados a cabo en
encinas y alcornoques (TUSET et al., 1996;
MOREIRA et al., 1997; SANCHEZ et al., 2000).
Sin embargo, hay otros factores implicados
en el decaimiento de los Quercus mediterra-
neos que pueden producir sintomas aéreos
similares: chancros causados por Botryos-
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phaeria spp. (LUQUE y GIRBAL, 1989; SAN-
CHEZ et al., 2003b), el chancro carbonoso
causado por Biscogniauxia mediterranea
(JIMENEZ et al., 2005), chancros bacterianos
causados por Brenneria quercina (B10SCA et
al.,2003), plagas de insectos (principalmen-
te Cerambyx sp.), factores abiéticos como la
sequia severa, la mayor duracion de la sequia
estival, y también factores antrépicos, como
la falta de regeneracién natural debido al
exceso de las cargas ganaderas que estd
dando lugar a dehesas muy envejecidas,
podas mal realizadas, etc. (NAVARRO et al.,
2004). Con el objeto de conocer la inciden-
cia de P. cinnamomi como patégeno radical
de encinas y alcornoques, desde 2001 se han
realizado un elevado nimero de aislamientos
a partir de raicillas y rizosfera de arboles
afectados de decaimiento (SANCHEZ et al.,
2000, 2003a, 2006). De estas prospecciones,
llevadas a cabo en Espaia y Portugal, se han
obtenido con bajas frecuencias de aislamien-
to otras especies de Phytophthora a partir de
muestras de suelo y/o raiz: P. megasperma,
P. drechsleri y una especie no identificada
(Phytophthora sp.) (SANCHEZ et al., 2000;
2006). En tests de patogenicidad, esta Phy-
tophthora sp. se mostré tan virulenta como
P. cinnamomi, siendo igualmente mds agre-
siva en Q. rotundifolia que en Q. suber (SAN-
CHEZ et al.,2000). Ademads, recientemente se
han identificado dos nuevas especies de Py-
thium aisladas de encinas y alcornoques
afectados de decaimiento: Pythium spiculum
(PAUL et al., 2006) y Py. sterilum (BELBAHRI
et al., 2006), pero aiin no se conoce su pato-
genicidad en Quercus mediterraneos. Conse-
cuentemente, el objetivo de este trabajo ha
sido determinar la patogenicidad de estas
especies de Pythium en Q. rotundifolia y el
posible papel que pueden jugar en el decai-
miento de los Quercus en el sur de Espana y
Portugal.

MATERIAL Y METODOS
Aislamiento de oomicetos

En el periodo 2003-2005, se tomaron
muestras en un total de 101 formaciones de

Quercus (montes y dehesas) con sintomas de
decaimiento, 74 de ellas localizadas en Espa-
fia y 25 en Portugal (Cuadro 1). En cada par-
cela se tomaron muestras de raicillas absor-
bentes y suelo de la rizosfera de dos drboles
afectados. Las muestras se tomaron siguien-
do la metodologia descrita en SANCHEZ et al.
(2000), y se procesaron separadamente. Para
cada muestra, las raicillas sintomadticas se
lavaron al chorro de agua durante 2 h y se
sembraron segmentos de raiz en el medio
selectivo PARPH (CMA (Cornmeal-Agar)-
Pimaricina-Ampicilina-Rifampicina-Penta-
cloronitrobenceno-Himexazol) (JEFFERS y
MARTIN, 1986) modificado, sustituyendo la
Pimaricina por Nistatina a la misma concen-
tracion (NARPH) (RODRIGUEZ et al., 2004).
Las colonias obtenidas en el medio selectivo
NARPH se agruparon en funcién de su mor-
fologia y se transfirieron aislados al medio
CA (Agar-Zanahoria) (Dhingra y Sinclair,
1995).

Las muestras de suelo se secaron al aire y
se tamizaron (2mm de tamafo de poro). Para
cada muestra se pesaron 10 g de suelo seco y
se suspendieron en 200 ml de Agar-Agua
estéril al 0,2% y se homogeneizaron con agi-
tador magnético. De esta mezcla se tomaron
alicuotas de 1 ml y se sembraron en placas de
Petri conteniendo el medio NARPH, utilizan-
do un asa de vidrio estéril para distribuir el
material por toda la superficie de la placa.
Esta dilucion ha resultado la mds adecuada
cuando se procesan muestras de suelo de
dehesas afectadas por la enfermedad, que
presentan una densidad de inéculo de entre
30 y 130 propagulos por g de suelo (RODRI-
GUEZ et al.,2004). Con esta dilucion se obtie-
ne un nimero de colonias de P. cinnamomi lo
suficientemente individualizadas como para
poder ser contadas (RODRIGUEZ et al., 2004).
Para cada muestra de suelo se prepararon un
total de 20 placas de Petri. Las placas se incu-
baron a 24° C en oscuridad durante 24 h y
posteriormente se lavo la superficie de cada
placa con agua estéril, eliminando la mezcla
suelo-agar-agua. Una vez lavadas, las placas
se incubaron otras 48 h a 24° C en oscuridad
y las colonias obtenidas se identificaron y
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Cuadro 1. Niimero de encinares y alcornocales prospectados en Espaiia y Portugal durante el periodo 2003-2005
y aislamiento de oomicetos

Nimero de encinares y alcornocales

Afectados Con Con Con
por aislamiento aislamiento aislamiento
Pais Provincia Huésped Prospectados  podredumbre  positivo de positivo de positivo de
radical Phytophthora Pythium ambos
cinnamomi spiculum patégenos
1 .Céceres Q. suber | 1 0 | 0
2. Badajoz Q. rotundifolia 1 1 0 1 0
3. Toledo Q. rotundifolia 1 1 0 1 0
4. Ciudad Real Q. rotundifolia 7 3 0 2 1
- Q. rotundifolia 39 27 9 10
Espana 5. Huelva
Q. suber 3 3 0 3
. Q. rotundifolia 5 2 2 0
6. Sevilla
Q. suber | 1 0 1 0
7. Cérdoba Q. rotundifolia 14 12 1 4 7
8. Jaén Q. rotundifolia 2 2 0 2 0
9. Cadiz Q. suber 2 1 0 1 0
. rotundifolia 1 1 0 0 1
10. Alentejo Q L
Portugal Q. suber 11 7 4 0 3
11. Algarve Q. suber 13 10 4 1 S
Total 101 74 19 25 30

contaron. Igualmente, se transfirieron aisla-
dos al medio de cultivo CA.

La identificacion de las colonias aisladas
de raiz y suelo se realiz6 sobre montajes
microscopicos de los aislados incubados en
medio CA a 24° C durante 4-6 dias. En estos
montajes, teiiidos con fucsina dcida en lacto-
fenol, se observaron estructuras especificas,
como el micelio botrioso con hinchazones
hifales en racimo en el caso de P. cinnamomi
(ERWIN y RIBEIRO, 1996) y la tipica orna-
mentacion de las oosporas en el caso de Py.
spiculum (PAUL et al., 2006).

Previamente, en 2001 se recibieron mues-
tras de raiz y suelo de dos encinas afectadas
de decaimiento situadas en el Monte de El
Pardo (Madrid) que se procesaron de la
misma forma ya descrita.

Experimentos de inoculacion

Los aislados utilizados para las inocula-
ciones artificiales se obtuvieron de raiz o
suelo de encinas y alcornoques enfermos,

mantenidos en aceite mineral en la coleccion
flingica del Departamento de Agronomia de
la Universidad de Cérdoba (Cuadro 2). De
estos aislados, algunos (PE154, PEIS5S5,
PE156, PA053, PA054) se han utilizado para
la caracterizacion morfolégica y molecular
de la especie Py. spiculum (PAUL et al., 2006)
y el aislado PE101 se utiliz6 para describir la
especie Py. sterilum (BELBAHRI et al., 2006).
Todos los aislados que aparecen en el Cua-
dro 2, previamente identificados morfol6gi-
camente, se inocularon en plantas sanas de
Q. rotundifolia de 4 afios de edad. Las plan-
tas se obtuvieron a partir de la siembra de
semillas seleccionadas y se cultivaron en el
invernadero del Departamento de Agrono-
mia en macetas de plastico negro de 20 cm
de didmetro, en sustrato de turba fertilizada.

Se realizaron dos experimentos de inocu-
lacién. En el primero (Experimento 1), las
plantas se inocularon separadamente con dos
aislados de Py. spiculum (PE137 y PAOSS,
Cuadro 2). Un tercer lote de plantas se ino-
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Cuadro 2. Aislados utilizados en los tests de patogenicidad sobre Quercus rotundifolia

Aislado Huésped ali T::ﬁ;:]em Pais Provincia Origen Especie

PE101 rQolt‘lj;(d‘;;o i 01/2001 Espaiia Madrid Suelo Pythium sterilum
PE137 01/2003 Espana Huelva Raiz

PE138 01/2003 Espana Huelva Raiz

PE144 Quercus 09/2004 Espaina Huelva Suelo

PE154 rotundifolia 09/2004 Portugal Algarve Suelo

PE155 09/2004 Portugal Algarve Suelo Pythium spiculum
PE156 03/2005 Portugal Algarve Suelo

PAO53 Quercus 09/2004 Espana Huelva Suelo

PA054 suber 11/2004 Espana Huelva Suelo

PA0SS5 09/2004 Espaiia Huelva Suelo

pEO9o*  Quercus 12/2000 Espafia Huelva Suelo Phytophthora

rotundifolia

cinnamomi

*SANCHEZ et al., 2003a

culé con el aislado PE090 de P. cinnamomi
(Cuadro 2). Para la preparacion de los indcu-
los, cada aislado se sembré separadamente
en placas de Petri conteniendo 20 ml de
extracto liquido de zanahoria (DHINGRA y
SINCLAIR, 1995). Las placas se incubaron a
20° C en oscuridad. Tras 4 semanas de incu-
bacion, el medio liquido se filtr6 en condi-
ciones asépticas y el micelio obtenido se sus-
pendié en agua destilada estéril y se batio
durante 3 min (SANCHEZ et al., 2000; 2004).
Para Py. spiculum, se estimd la concentra-
cién de oosporas del indculo utilizando una
cdmara Neuwauer, ajustdndose a 2 x 104
oosporas por ml anadiendo agua destilada
estéril. El inéculo de P. cinnamomi se prepa-
ré de la misma manera, con una concentra-
cién de 2 x 104 clamidosporas por ml. Para
la inoculacién, cada planta se sacé de su con-
tenedor y el cepellén se cubrié homogénea-
mente con 100 ml del inéculo correspon-
diente antes de transferir la planta a una
maceta de mayor tamano (SANCHEZ et al.,
2004) conteniendo 3,5 1 de turba. Las plantas
testigo se trataron de la misma manera, afia-
diendo a sus cepellones 100 ml de agua libre
de patégenos. Se prepararon 10 repeticiones
(plantas) por inéculo ensayado, mds 10 plan-
tas testigo. Todas las macetas se colocaron

en bandejas de pldstico en cdmara de creci-
miento (17-25° C y 12 h de luz -228 ¢E /cm?
s- por dia). Para evitar contaminaciones, las
macetas inoculadas con el mismo aislado y
los testigos se situaron en bandejas separa-
das y se regaron segtin necesidad. Una sema-
na tras la inoculacién, cada bandeja, inclu-
yendo los testigos, se llend parcialmente de
agua del grifo, como ya se ha descrito en tra-
bajos anteriores (SANCHEZ et al., 2000;
2004), manteniendo el encharcamiento del
sustrato durante 2 dias por semana (SANCHEZ
et al., 2004) durante 3 meses (Figura 1).
Las diferencias en virulencia detectadas
entre ambos aislados de Py. spiculum nos lle-
varon a plantear el segundo experimento de
inoculacién, incluyendo un mayor nimero
de aislados y un aislado adicional de Py. ste-
rilum. Asi, en el Experimento 2, las plantas
de encina de 4 afos se inocularon con todos
los aislados que se muestran en el Cuadro 2,
incluyendo el aislado PE090 de P. cinnamo-
mi (SANCHEZ et al., 2003a). Los indculos se
prepararon de la misma forma anteriormente
descrita, con una concentracion final de 2 x
10 oosporas por ml (Py. spiculum) o 2 x 104
clamidosporas por ml (P. cinnamomi). Como
Py. sterilum no produce esporas de resisten-
cia, el inéculo de esta especie se prepard
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Figura 1. Plantas de encina inoculadas con P. cinnamomi o Py. spiculum sometidas a encharcamiento
periddico del sustrato.

batiendo el micelio producido en tres placas
de Petri por cada 100 ml de agua estéril
(SANCHEZ et al., 2000; 2004). El método de
inoculaciéon fue similar al utilizado en el
Experimento |, afiadiendo 100 ml de sus-
pensién acuosa de material fiingico por plan-
ta. Las plantas, incluyendo los testigos, se
colocaron igualmente en bandejas de plasti-
co en cdmara de crecimiento (17-25°Cy 12
h luz -228 ¢E /cm? s- por dia). Se prepararon
diez repeticiones (plantas) por aislado ensa-
yado, incluyendo los testigos. En este expe-
rimento las plantas se sometieron a enchar-
camiento continuo para acelerar el proceso y
que los sintomas de la enfermedad se mani-
festaran en un tiempo mas corto (SANCHEZ et
al., 2004). Una semana tras la inoculacion,
cada bandeja, incluyendo los testigos, se
llené parcialmente con agua del grifo hasta

el final del experimento, 4 semanas después.
El nivel del agua en las bandejas se mantuvo
entre 4-6 cm por debajo de la superficie del
sustrato anadiendo agua periddicamente,
como ya se ha descrito anteriormente (SAN-
CHEZ et al., 2000, 2004).

Al término de cada experimento, la seve-
ridad de sintomas foliares y radicales se eva-
lué en una escala 0-4, segiin el porcentaje de
hojas amarillas o marchitas o de podredum-
bre radical (0 = 0% de tejido sintomatico, 1
= 10-33%, 2 = 34-66%, 3 = mds del 67%, 4
= parte aérea o raiz muerta) (SANCHEZ et al.,
2000; 2004). Con los datos de severidad de
sintomas obtenidos se realizé un andlisis de
varianza y los valores medios se compararon
entre si mediante el test LSD protegido de
Fisher (STEEL y ToORrIg, 1985) a P<0.05.
Ademds, se tomaron muestras de raiz de
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plantas testigo e inoculadas y se sembraron
en el medio NARPH para el reaislamiento
del patégeno inoculado.

Frecuencia de P. cinnamomi y Py. spicu-
lum en suelos de dehesas afectadas por el
decaimiento de los Quercus

Se eligieron seis dehesas en la provincia
de Huelva (Figura 2), en las que previamen-
te se habia detectado la presencia de ambos
patégenos, para comparar su frecuencia de
aislamiento a partir de muestras de suelo. En
el otofio de 2005, se eligieron seis drboles
sintomadticos en cada dehesa, alejados entre

si al menos 10 m y se tomaron cuatro sub-
muestras de suelo de la rizosfera de cada uno
de ellos, siguiendo la metodologia descrita
en SANCHEZ et al. (2000). Para cada parcela,
las cuatro submuestras se mezclaron homo-
géneamente, resultando un total de 400 g de
suelo por muestra. Cada muestra de suelo se
secé al aire, se tamizd y se procesé de la
misma manera descrita anteriormente, pero
sembrando un total de 50 placas del medio
NARPH para cada muestra. Las placas se
incubaron y lavaron en las mismas condicio-
nes ya descritas y las colonias obtenidas se
identificaron morfol6gicamente y se contaron.

HUELVA

3e

Figura 2. Localizacion de las dehesas afectadas de decaimiento elegidas en la provincia de Huelva para el aislamiento
de oomicetos a partir de muestras de suelo. 1: El Campillo, 2: Dehesa Los Bueyes. 3: El Partido, 4: Dehesa Boyal,
5: Almonte, 6: Hinojos (ver Cuadro 3).
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Cuadro 3. Frecuencias de aislamiento de Pythium spiculum y Phytophthora cinnamomi a partir de muestras de
suelo de dehesas afectadas de decaimiento en la provincia de Huelva

Frecuencia de aislamiento

Huésped Dehesa (propagulos por g de suelo)
Pythium spiculum Phytophthora cinnamomi

1. El Campillo 20 49

Quercus rotundifolia 2. Dehesa los Bueyes 110 19
3. El Partido 22 10

4. Dehesa Boyal 14 12

Quercus suber 5. Almonte 6 4

6. Hinojos 3 16

Los resultados obtenidos se expresaron como
propagulos por g de suelo. Como las muestras
de suelo fueron previamente secadas, se asu-
mié que cada colonia obtenida resulté de la
germinacion de al menos una espora de resis-
tencia (oospora o clamidospora).

RESULTADOS

Aislamiento de oomicetos

Los resultados de aislamiento de oomice-
tos obtenidos en este trabajo se muestran en
el Cuadro 1. De un total de 101 fincas con
sintomas de decaimiento muestreadas, 74
mostraban podredumbre radical y en todas
ellas se aislaron oomicetos a partir de las
muestras de raiz y/o suelo. En las 27 fincas
restantes, los sintomas aéreos de decaimien-
to no estaban asociados a la presencia de
podredumbre radical. En estas muestras no
se aislaron oomicetos de las raicillas y s6lo
ocasionalmente se registraron bajos niveles
de aislamiento en suelo.

Los sintomas aéreos observados en las
distintas fincas fueron siempre inespecificos:
escaso crecimiento de los brotes del afio,
amarillez y marchitez foliar, defoliacidn,
muerte regresiva de ramas e incluso muerte
de drbol, independientemente de que se ais-
lara dnicamente P. cinnamomi (20 fincas),
s6lo Py. spiculum (25 fincas), ambos patdge-
nos (29 fincas) o no se aislara ningtin paté-
geno radical.

Pythium spiculum mostré colonias muy
irregulares en el medio selectivo NARPH.

Las colonias consistieron en unas pocas
ramas creciendo a partir de un punto central
en el que habia germinado el propdgulo
(forma de estrella de mar). Por el contrario,
P. cinnamomi mostraba colonias redondas
muy ramificadas. Las observaciones micros-
copicas de las estructuras desarrolladas en el
medio CA mostraron la presencia de oospo-
ras espiculadas tipicas en las colonias de Py.
spiculum (Figura 3), y el micelio botrioso
con hinchazones hifales en racimo (Figura
4a) y clamidosporas (Figura 4b), tipico de P.
cinnamomi.

La frecuencia de aislamiento a partir de
muestras de raiz, expresada como porcentaje
de fragmentos de raiz que daban lugar a una
colonia de P. cinnamomi o Py. spiculum,
cuando se sembraba en NARPH, vari6 del 8
al 87%. Para las muestras de suelo, el nime-

Figura 3. Oosporas esféricas ornamentadas
caracteristicas de Pythium spiculum.
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Figura 4. a) Micelio botrioso con hinchazones hifales en racimo y b) clamidosporas de Phytophthora cinnamomi.

ro de propagulos para cada especie de oomi-
ceto vari6 entre 5 y 66 por g de suelo.

Pythium sterilum se aislé con baja fre-
cuencia de las muestras de suelo del Monte
de El Pardo (Madrid), no obteniéndose nin-
guna otra especie de oomiceto de estas
muestras.

Experimentos de inoculacion

Al término de ambos experimentos, todas
las plantas inoculadas mostraron sintomas de
enfermedad: necrosis radical (Figura 5),
extensa en el caso de P. cinnamomi, acom-
pafiada de sintomas foliares de moderados a
severos (Figura 6). Las plantas inoculadas
con ambas especies de Pythium mostraron
los mismos sintomas foliares ya descritos

para P. cinnamomi (SANCHEZ et al. 2000,
2004): una marchitez que comenzaba por los
mdrgenes y progresaba hacia el nervio cen-
tral. Ocasionalmente se observo defoliacion
(Figura 6¢), pero en general las hojas mar-
chitas permanecian unidas al tallo (Figura
6b). Los sistemas radicales aparecian reduci-
dos, con necrosis de las raicillas absorbentes
(Figura 5b, 5c). Por el contrario, las plantas
testigo mostraron un bajo nivel de sintomas
radicales (Figura 5a) y en algunos casos
incluso se pudo constatar el crecimiento de
nuevas raicillas. En ambos experimentos, el
patégeno inoculado se recuperd siempre de
las raicillas necréticas de las plantas inocula-
das, con una frecuencia del 20-80%, de los
segmentos de raiz sembradas en NARPH.

Figura 5. Sintomas radicales en plantas de encina,
a) testigo no inoculado, b) inoculada con Py. spiculum,
¢) inoculada con P. cinnamomi.

Figura 6. Sintomas foliares en plantas de encina,
a) testigo no inoculado, b) inoculada con Py. spiculum,
¢) inoculada con P. cinnamomi.
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OFoliares

M Radicales

Severidad de sintomas

Figura 7. Patogenicidad de aislados de Pythium spiculum en Quercus rotundifolia (Experimento 1) bajo condiciones de
encharcamiento periddico del sustrato (2 dias por semana).
Escala de severidad de sintomas: 0 = 0%, 1 = 10-33%, 2 = 34-66%, 3 = mas del 67%, 4 = planta muerta. Para cada
columna, los valores con la misma letra no difieren significativamente segtin el test LSD protegido de Fisher (P < 0.05)
(Steel y Torrie, 1985).

Ninguno de los tres patégenos se recuperd
nunca de las plantas testigo.

Experimento 1: Los valores medios de
severidad de sintomas registrados en las plan-
tas inoculadas y testigo se muestran en la
Figura 7, junto con la comparacion de medias
para cada aislado inoculado. El anilisis de
varianza mostré diferencias significativas de
severidad de sintomas radicales entre las plan-
tas inoculadas y las testigo. Ademds, los valo-
res registrados para los sintomas radicales difi-
rieron de unos aislados a otros. Las plantas
inoculadas con P. cinnamomi mostraron valo-
res de necrosis radical estadisticamente mayo-
res que ambos aislados de Py. spiculum, que
también difirieron entre ellos.

Experimento 2: Los resultados del experi-
mento aparecen en la Figura 8. Cuatro sema-

nas tras el encharcamiento continuo del sus-
trato, todas las plantas inoculadas con P. ci-
nnamomi mostraron marchitez foliar y
necrosis radical severa, mientras que las
plantas inoculadas con Py. sterilum o Py. spi-
culum mostraron sintomas moderados o
severos en funcién del aislado inoculado. La
severidad de sintomas radicales siempre
resultd significativamente mayor en las plan-
tas inoculadas con respecto a las testigo para
los tres patogenos inoculados, siendo P. cin-
namomi la especie mds virulenta, producien-
do una necrosis radical estadisticamente
superior al resto de aislados. De nuevo se
detectaron diferencias en virulencia entre los
aislados de Py. spiculum. El principal grupo
de aislados (siete de nueve) produjeron valo-
res de necrosis radical similares al aislado de
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Figura 8. Patogenicidad de aislados de Pythium sterilum y Py. spiculum en Quercus rotundifolia (Experimento 2) en
condiciones de encharcamiento
continuo del sustrato.

Escala de severidad de sintomas: 0 = 0%, 1 = 10-33%, 2 = 34-66%, 3 = mas del 67%, 4 = planta muerta. Para cada
columna, los valores con la misma letra no difieren significativamente segun el test LSD protegido de Fisher (P < 0.05)
(Steel y Torrie, 1985).

a) Sintomas radicales
b) Sintomas foliares
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Py. sterilum y significativamente mayores
que los producidos por el segundo grupo de
dos aislados de Py. spiculum (Figura 8).

En ambos experimentos los sintomas
foliares secundarios también difirieron entre
aislados de forma comparable a los sintomas
radicales, aunque no hubo una correspon-
dencia total entre el dano radical y el desa-
rrollo de la marchitez foliar.

Frecuencia de P. cinnamomi 'y Py. spicu-
lum en suelos de dehesas afectadas por el
decaimiento de los Quercus

Las colonias que se obtuvieron de las
muestras de suelo fueron identificadas como
Py. spiculum o P. cinnamomi en funcién de
la distinta morfologia de las colonias y la
observacion microscépica de sus estructuras
caracteristicas. Las frecuencias de aisla-
miento de Py. spiculum y P. cinnamomi en
las muestras de suelo tomadas en las seis
dehesas seleccionadas en Huelva aparecen
en el Cuadro 3. En general, la densidad de
in6culo en el suelo para ambas especies
patégenas es mas elevada en dehesas de
encina (media de 38 + 27 propdgulos por g
de suelo) que en las de alcornoque (media de
9 + 5 propagulos por g de suelo), aunque la
frecuencia relativa de cada patégeno mostro
una alta variabilidad entre fincas. Phytoph-
thora cinnamomi fue la especie dominante
en las dehesas | y 6, Py. spiculum en las
dehesas 2 y 3, y ambos oomicetos fueron
igualmente frecuentes en las dehesas 4 y 5
(Cuadro 3), aunque los sintomas de la enfer-
medad fueron similares en las seis fincas.

DISCUSION

La podredumbre radical causada por P.
cinnamomi se ha descrito como la principal
enfermedad asociada al decaimiento de los
Quercus en el sur de Espana y Portugal
(BRASIER, 1996; TUSET et al., 1996; MOREI-
RA et al., 1999; SANCHEZ et al., 2000; 2003;
NAVARRO et al., 2004). Este trabajo muestra
que Py. spiculum es un patégeno tan fre-
cuente como P. cinnamomi en montes y
dehesas de Quercus que sufren decaimiento

n
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o

en esta region. Los dos patégenos aparecen
juntos en un tercio de las fincas investigadas.
Las frecuencias de aislamiento obtenidas de
raicillas y suelo son muy variables entre fin-
cas, probablemente debido al distinto
momento y afio de muestreo, con diferentes
temperaturas y humedad del suelo, condicio-
nes que resultan criticas al menos para el ais-
lamiento de P. cinnamomi (SANCHEZ et al.,
2003a). Por esta razén se realizo una pros-
peccién mads intensa en otofio, que es el
mejor momento para el aislamiento de oomi-
cetos en el sur de Espana (SANCHEZ et al.,
2003a), a partir de muestras de suelo. Se eli-
gi6 la provincia de Huelva por ser la zona
mas severamente afectada por la podredum-
bre radical en Andalucia (SANCHEZ et al.,
2000; 2006; NAVARRO et al., 2004). En gene-
ral, esta segunda prospeccion mostré la exis-
tencia de niveles similares de inéculo en el
suelo en las distintas fincas estudiadas, no
apareciendo un patégeno con mayor fre-
cuencia que el otro causando podredumbre
radical. Pythium spiculum se ha descrito en
otros ecosistemas distintos: en vifiedos en
Francia (PAUL er al., 2006) y en raices podri-
das de Prunus sp., Castanea sativa 'y Celtis
australis en Andalucia (Informes Internos,
Consejeria de Medio Ambiente, Junta de
Andalucia).

Las inoculaciones artificiales han demos-
trado que ambas especies de Pythium, Py. spi-
culum 'y Py. sterilum, son patogenos agresivos
de las raices absorbentes de Q. rotundifolia, si
bien P. cinnamomi result significativamente
mads virulenta que cualquiera de las dos espe-
cies de Pythium recientemente descritas. Ade-
mas, como ya se demostré para P. cinnamomi
(SANCHEZ et al., 2000, 2004), su patogenici-
dad depende del contenido hidrico en el suelo.
Asi, el Experimento 2, realizado en encharca-
miento continuo, dio lugar al desarrollo de los
sintomas de la enfermedad radical en un tiem-
po marcadamente menor que el Experimento
1, que se desarroll6 en condiciones de enchar-
camiento periédico. Estos resultados estdn en
correspondencia con el hecho de que la
podredumbre radical de los Quercus esta cla-
ramente asociada con el encharcamiento oca-
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sional del suelo en condiciones naturales
(BRASIER, 1996; SANCHEZ et al., 2000). En
ambos experimentos de inoculacidn, la seve-
ridad de sintomas radicales en las plantas tes-
tigo siempre fue significativamente menor
que en las plantas inoculadas mantenidas en
las mismas condiciones de encharcamiento.
Este resultado demuestra que el encharca-
miento en si mismo no es responsable de los
sintomas observados en las plantas inocula-
das, tal y como ya se demostré para la podre-
dumbre radical de Q. rotundifolia causada por
P. cinnamomi (SANCHEZ et al., 2000; 2004).
Ademads, hay evidencias de que el ataque de P.
cinnamomi se reduce a las raices absorbentes
de los Quercus que crecen en suelos general-
mente secos, pero que ocasionalmente sufren
encharcamientos (BRASIER, 1996; SANCHEZ et
al., 2000). Estas evidencias también pueden
ser aplicables a la podredumbre radical que
causan las especies de Pythium, que se repro-
dujo en plantas jovenes con abundantes raici-
llas absorbentes en condiciones de encharca-
miento del sustrato.

El encharcamiento periddico del sustrato
parece ser particularmente favorable para la
infeccion de huéspedes lefiosos por especies
de Phytophthora (RIBEIRO, 1978; BROWNE y
MIRCETICH, 1988) y especialmente en el caso
de los Quercus mediterraneos (SANCHEZ et
al., 2004). Sin embargo, se ha demostrado
que el encharcamiento continuo durante un
corto periodo de tiempo (4 semanas) tam-
bién favorece la infeccién por parte de P. cin-
namomi y el desarrollo de sintomas, dando
lugar a una podredumbre radical menos
severa pero que no difiere significativamente
de la que se obtiene en condiciones de
encharcamiento periddico (SANCHEZ et al.,
2004).

El Experimento 1 mostré diferencias sig-
nificativas en virulencia entre los dos aisla-
dos de Py. spiculum inoculados, aunque los
sintomas aéreos registrados fueron modera-
dos y no difirieron entre si. En el segundo
experimento de inoculacién de nuevo se
puso de manifiesto que existen al menos dos
grupos de aislados de esta especie que difie-
ren en su patogenicidad en encinas.

Hasta ahora, P. cinnamomi era el unico
oomiceto implicado en el decaimiento de
los Quercus en Espaia y Portugal (BRaA-
SIER, 1996; TUSET et al., 1996; MOREIRA et
al., 1999; SANCHEZ et al., 2000; 2003a;
NAVARRO et al., 2004). Este trabajo consti-
tuye la primera cita de otras especies que
causan podredumbre radical en los Quer-
cus mediterrdneos. La presencia de dife-
rentes especies de oomicetos infectando
raices de Quercus parece ser la situacién
mas frecuente en el decaimiento de Quer-
cus en Europa central. Se han aislado trece
especies diferentes de Phytophthora aso-
ciadas al decaimiento en Alemania, Suiza,
Hungria, Italia, Eslovenia, Francia y Sue-
cia (JUNG et al., 1996; 2000; 2002; HANSEN
y DELATOUR, 1999; VETTRAINO et al., 2002;
JONSSON et al., 2003). Sin embargo, hay
pocas citas de especies de Pythium asocia-
das al decaimiento de los Quercus en Euro-
pa (JUNG et al., 1996; JONSSON et al., 2003,
BELBAHRI et al., 2005). Ambos patégenos,
P. cinnamomi'y Py. spiculum, aparecen fre-
cuentemente y al mismo tiempo infectando
raices de Quercus en el suroeste de Espana
y sur de Portugal, las zonas mds severa-
mente afectadas por la podredumbre radi-
cal (MOREIRA et al., 1999; NAVARRO et al.,
2004; SANCHEZ et al., 2006). Sin embargo,
la frecuencia relativa de cada patégeno
puede ser muy variable entre fincas, como
se ha demostrado en Huelva. Cémo estos
dos patégenos pueden sobrevivir juntos sin
competir en la colonizacion de las raices de
los Quercus, es una cuestiéon que actual-
mente se estd investigando.

En estos experimentos también se ha
demostrado la patogenicidad de Py. sterilum
en Q. rotundifolia, aunque esta especie
nunca se ha aislado de raices en condiciones
naturales, por lo que no hay evidencias de su
posible implicacion en el decaimiento de los
Quercus. Sin embargo, esta nueva especie de
Pythium puede representar un riesgo poten-
cial para las formaciones de Quercus en el
centro de Espana.

La mala salud de los Quercus en el
sudoeste andaluz y en el sur de Portugal se
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explica mejor por una enfermedad de etio-
logia simple causada por P. cinnamomi que
como un decaimiento, si bien algunos fac-
tores abidticos, como la alternancia de perio-
dos secos y himedos en la regién, pueden
jugar un papel crucial en la incidencia de la
enfermedad (SANCHEZ et al., 2000; 2003a;
2006; NAVARRO et al., 2004; MOREIRA y
MARTINS, 2005). Esta situacién no es la
misma que la que se registra en el resto de
Andalucia, donde P. cinamomi representa un
factor de decaimiento de entre muchos otros
(NAVARRO et al., 2004; SANCHEZ et al.,
2006). Nuestros resultados indican que Py.
spiculum debe ser tenido en cuenta como un
factor de decaimiento, sobre todo en aque-
llos casos en los que los sintomas de
podredumbre radical no aparecen asociados
a la presencia de P. cinnamomi. Aunque se
han detectado diferencias de virulencia entre

ABSTRACT

distintos aislados de Py. spiculum, incluso
los aislados menos virulentos son capaces de
infectar la raiz de los Quercus y causar la
enfermedad radical. Por el contrario, mas
que un factor activo de decaimiento, Py. ste-
rilum debe considerarse como un riesgo
potencial para los montes y dehesas de
Quercus.
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Pythium spiculum, a recently described new species, has been frequently isolated

from declining Quercus rotundifolia and Q. suber roots and rhizosphere since 2003 in
southern Spain and Portugal. In soils of declining Quercus forests this species was found
as frequently as Phytophthora cinnamomi which, until now, was the only oomycete
described as a Quercus root rot pathogen in the region. Inoculation tests conducted on Q.
rotundifolia young plants showed that Py. spiculum is an aggressive root pathogen,
although producing severities of symptoms significantly lower than P. cinnamomi. This
new pathogen could play a role as decline factor in southern Iberian Peninsula. Another
new species, Py. sterilum, was also found pathogenic to Quercus roots but there are
presently only few records of this organism isolated from rhizosphere of declining oaks
in central Spain. More than an active decline factor, this species should be considered as
a potential risk for Quercus forests.

Key words: decline, Mediterranean Quercus, Phytophthora cinnamomi, Pythium
spiculum, Pythium sterilum.
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