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Influencia del cultivo de Lupinus luteus en la podredumbre
radical de las encinas en dehesas

M. S. SERRANO, M. E. SANCHEZ, P. DE VITA, M. D. CARBONERO, A. TRAPERO,

P. FERNANDEZ-REBOLLO

Phytophtora cinnamomi es un patégeno que causa podredumbre radical en el arbo-
lado de la dehesa y también en Lupinus luteus, cultivo frecuente en dehesas de Andalu-
cia occidental. En suelos infestados artificialmente y sembrados con distintos cultivares
de altramuz amarillo se produce un incremento significativo en la densidad de propagu-
los de P. cinnamomi respecto de los niveles iniciales y el testigo, lo que se corresponde
con los datos obtenidos en campo. En dehesas que mostraban distintas situaciones en
cuanto a defoliacién del arbolado y en las que habfa sembrado altramuz, el aislamiento
y conteo de colonias de P. cinnamomi a partir de muestras de suelo ha mostrado la capa-
cidad del cultivo herbdceo para mantener o incrementar la densidad de indculo y asi
favorecer la infeccién de 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 obser-
vando un severo decaimiento del arbolado en
las dehesas del sur de Espafia y Portugal, ori-
gindndose una elevada mortalidad de encinas
y alcornoques (NAVARRO et al., 2004; SAN-
CHEZ et al., 2006), debido fundamentalmen-
te a la podredumbre radical causada por el
oomiceto Phytophthora cinnamomi (BRA-
SIER 1996; GALLEGO et al., 1999; SANCHEZ et
al., 2000, 2006; JIMENEZ et al., 2008). Este
es un patégeno dificil de controlar (ERWIN y
RIBEIRO, 1996) debido, entre otras cosas, a
su amplio rango de huéspedes, la mayoria
especies lefosas, aunque también infecta
algunas herbaceas del género Lupinus spp.

(KIRBY y GRAND, 1975; ERWIN y RIBEIRO,
1996; SERRANO et al., 2009).

En las dehesas del sur peninsular es una
préctica tradicional la siembra de tremosilla
(MAPA, 2006) o altramuz amarillo (Lupinus
luteus). Se utiliza fundamentalmente para la
alimentacién del ganado, aunque también
como cultivo mejorante del cereal (Figura 1)
y los pastos, para controlar la invasién de
matorrales y como abono verde en las repo-
blaciones forestales (CERA, 1986).

En ensayos en condiciones controladas se
ha demostrado que L. [uteus es susceptible a
P. cinnamomi, provocando amarillez, flaci-
dez y marchitez en la parte aérea, asi como
podredumbre de las raicillas y muerte de la
planta (SERRANO et al., 2009). Estos mismos
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Figura 1. Dehesa de la provincia de Huelva con cultivo de tremosilla - cereal y con el arbolado afectado de
podredumbre radical.
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sintomas se han observado también en
campo: en dehesas con el arbolado afectado
por decaimiento (JIMENEZ et al., 2008) apa-
recen rodales de tremosilla con sintomas de
enfermedad (Figura 1). También en oqueda-
les formados por la muerte del arbolado
debido a la podredumbre radical y que se
sembraron con tremosilla. En ambas situa-
ciones se ha aislado a P. cinnamomi a partir
de raices podridas de altramuz (SERRANO et
al., 2009). Sin embargo, atin no se conoce el
efecto que la infeccién de L. luteus puede
tener sobre las poblaciones de P. cinnamomi
en el suelo y en la disponibilidad de in6culo
para la infeccién del arbolado. Por este moti-
vo, el objetivo de este trabajo ha sido evaluar
la influencia del cultivo de la tremosilla en la
densidad de inéculo de P. cinnamomi en el
suelo en condiciones controladas y en
campo. Se discute ademds cémo estas varia-
ciones en densidad de in6culo pueden afec-
tar a la incidencia de la enfermedad radical
de los Quercus en las dehesas.

MATERIAL Y METODOS

Evaluacion de la densidad de inéculo
en condiciones controladas:

Se ha evaluado el efecto de cuatro cultiva-
res de L. luteus (Juno, Cardiga, Nacional y
Paris) sobre la densidad de indculo de P. cin-
namomi en el suelo. Para ello se realizaron

ensayos en condiciones controladas, en
camara de cultivo, usando material vegetal
procedente de semillas suministradas por la
empresa Fertiprado. Las semillas se desin-
festaron superficialmente y se prepararon
siguiendo la metodologia descrita en CAE-
TANO (2007) y al cabo de 5 dias, tras la
emergencia de la radicula, las semillas pre-
germinadas se sembraron en bandejas de
plastico con vermiculita himeda, mantenien-
do una temperatura de 22° C y una humedad
del 100 % durante 7 dias adicionales.

Una vez pasado este tiempo, las plantas
obtenidas de cada cultivar fueron trasplanta-
das a bandejas de plastico con 8 Kg de sus-
trato turba: arena (proporcién 2:1) infestado
con una suspension acuosa de clamidosporas
de P. cinnamomi a una concentracion de 1,5-
2,0 x 103 clamidosporas/ml. Para infestar el
sustrato se usé el aislado PE9O procedente
de la micoteca del Departamento de Agrono-
mia (Grupo de Patologia Forestal) de la Uni-
versidad de Cérdoba, siguiendo la técnica
descrita por SANCHEZ et al. (2000).

Para cada cultivar se prepararon tres ban-
dejas (repeticiones) con 30-40 plantas cada
una mds los testigos, que consistieron en
bandejas con sustrato infestado en las que no
se sembr¢ altramuz. Durante el ensayo las
bandejas se mantuvieron en cdmara de culti-
vo con un periodo luz/ oscuridad de 12 h,
con una temperatura diurna de 24+2° C y

>4

Figura 2. a) Toma de muestras de suelo del cultivar Paris una semana después del trasplante. b) Toma de muestras de
suelo y evaluacion de la supervivencia del cultivar Paris al final del ensayo.
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Figura 3. Localizacién en la provincia de Huelva de las
fincas donde se ha llevado a cabo el muestreo en
campo.

nocturna de 18+2° C, manteniendo el sustra-
to himedo mediante riegos repetidos.

Semanalmente se tomaron muestras de
suelo (Figura 2a). Se extrajeron columnas de
suelo utilizando un tubo estéril de 2,5 cm de
didmetro. El suelo se secé al aire y se tamizé
(2 mm de tamafio de poro). Posteriormente
las muestras se procesaron mediante exten-
sién de suspensiones de suelo en placas de
Petri con el medio selectivo para Phytopht-
hora NARPH (JIMENEZ et al., 2008). Las
colonias obtenidas se identificaron mediante
su observacion al microscopio invertido y se
contabilizaron.

El ensayo se prolong6 durante 4 semanas,
momento en el cual se evalué el porcentaje
de mortalidad de las plantas de L. luteus
(Figura 2b). Ademds, se tomaron muestras
de raices podridas de cada bandeja y se sem-
braron en el medio NARPH para el reaisla-
miento del patégeno.

Evaluacion de la densidad de indculo
en condiciones de campo:

Se seleccionaron cuatro fincas en la provin-
cia de Huelva donde se habia sembrado tre-

Figura 4. Subparcela nimero 1, situada a 1 m del
centro del foco de la enfermedad en la finca 3.

mosilla en 2006-2007 y en las que, ademds de
aparecer focos de altramuces sintomaticos, el
arbolado presentaba decaimiento debido a la
podredumbre radical causada por P. cinnamo-
mi (Figura 3). Cada finca presentaba un estado
de defoliaciéon del arbolado diferente. Para
definirlo se evaluaron los arboles existentes
alrededor del foco de altramuces enfermos
siguiendo una escala de 0 a 5, en la que el
valor O supone un porcentaje de defoliacion de
0 al 10%, 1 del 11-25 %, 2 del 26-50 %, 3 del
51-75 %, 4 >76 %y 5 arbol muerto (SANCHEZ
et al., 2003). Se escogieron fincas con un
grado de defoliacién diferente, intentando
cubrir toda la escala descrita.

En cada una de las fincas se localiz6 un
foco de altramuces sintomadticos, donde se
delimit6 una parcela de 10x10 m?2 y en su
diagonal se marcaron subparcelas de 1 m
(Figura 4). Las subparcelas se numeraron de
1 a 10, segtn la distancia al centro del foco
de la enfermedad y se marcaron con estacas
de madera y cinta de obra para posteriores
muestreos. En cada una de estas subparcelas
se tomaron las diferentes muestras de suelo y
vegetacion.
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Se llevaron a cabo dos muestreos diferen-
tes, uno en primavera, al comienzo de la flo-
racion del altramuz, en el que se evalud la
severidad de sintomas aéreos y se tomaron
muestras de raiz de los altramuces (SERRANO
et al., 2009) y muestras de suelo. El segundo
muestreo se realizé en verano, y solamente
se tomaron muestras de suelo, ya que la
vegetacion ya habia sido agostada.

Estas muestras de suelo se procesaron
siguiendo el mismo procedimiento empleado
en condiciones controladas, identificando y
contabilizando las colonias de P. cinnamomi
obtenidas.

Andlisis estadisticos:

Los datos correspondientes a la densidad
de indéculo en condiciones controladas y
también en condiciones de campo, se anali-
zaron mediante un ANOVA. Para ello, a los
datos de niimero de colonias de P. cinnamo-
mi obtenidas en condiciones controladas se
les aplico la transformacion (ufc/g + 0,5)1/2
(STEEL y TORRIE, 1985), siendo ufc/g la den-
sidad de in6culo expresada como el niimero
de unidades formadoras de colonia por
gramo de suelo seco. A los valores de densi-
dad de indculo obtenidos en condiciones de
campo, mds bajos, se les aplicé la transfor-
macion (ufc/g)1/2 (STEEL y TORRIE, 1985). En
ambos casos, para la comparacién de valores
medios se utiliz6 el test protegido de Fisher
a un nivel de probabilidad del 0,05 (STEEL y
ToRRIE, 1985). Los datos fueron analizados
con el programa Statistix (Analytical Soft-
ware, Tallase, USA).

RESULTADOS

Densidad de indéculo en condiciones
controladas:

La densidad media de indéculo en suelo
(ufc/g) obtenida para cada cultivar y testigo,
se representa en la Figura 5. En la primera
toma de muestras (semana 0), el andlisis de
varianza y comparacién de valores medios
indica que no hay diferencias significativas
en la densidad de indculo entre las distintas
bandejas, sembradas con altramuz o testigos.

Sin embargo, a lo largo de los muestreos rea-
lizados se observa un incremento en la den-
sidad de in6culo en las bandejas de los dife-
rentes cultivares, que no ocurre en las bande-
jas testigo. Este incremento se hace estadis-
ticamente significativo para los cuatro culti-
vares ensayados al cabo de 4 semanas, como
mostrd el andlisis de varianza. También se
observaron diferencias significativas para el
cultivar Juno, que da lugar a un incremento
en densidad de in6culo menor que los otros
tres cultivares, si bien el incremento es signi-
ficativo con respecto al testigo (Figura 5).

Con respecto al porcentaje de mortalidad
de plantas evaluado al finalizar el ensayo
(Figura 2b), no se observaron diferencias sig-
nificativas entre los distintos cultivares (Figu-
ra 6). Phytophthora cinnamomi se reaislo a
partir de las raices podridas en todas las ban-
dejas de todos los cultivares ensayados.

Densidad de indculo en condiciones de
campo:

El grado de defoliacién del arbolado alre-
dedor de cada uno de los focos de enferme-
dad en altramuz, obtenidos en la evaluacion
inicial, aparece en el Cuadro 1. La finca 1 es
una repoblacién joven de Quercus en la que
no se apreciaban sintomas de la enfermedad
en el arbolado, las dehesas 2 y 3 presentaban
una situacién de presencia de la enfermedad
radical en el arbolado pero atin no muy desa-
rrollada, mientras que en la finca 4 la severi-
dad de sintomas era mucho mayor, con el
arbolado muy afectado. En esta tdltima finca
se han llevado a cabo al menos dos repobla-
ciones con encinas jovenes de vivero, pero
en todos los casos las marras alcanzaron el
100% a los 3 afios de la plantacién. En las
tres ultimas fincas se obtuvo aislamiento
positivo de P. cinnamomi en trabajos anterio-
res a partir de raicillas o rizosfera de encinas
(JIMENEZ et al., 2008).

La densidad de in6culo en el suelo registra-
da a lo largo de los dos muestreos se presenta
en el Cuadro 2. En primavera, dos de las fin-
cas (dehesas 3 y 4) mostraron unos niveles de
inéculo en suelo de 17,4 y 19,3 (ufc/g), mien-
tras que en la dehesa 2 la densidad fue de 6,6
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Figura 5. Evolucién en el tiempo de la densidad de indculo en el suelo en presencia de distintos cultivares de L. luteus.
Para los datos correspondientes a la cuarta semana, letras distintas indican diferencias significativas para P< 0,05 segtin
el test protegido de Fisher realizado sobre los valores transformados (ufc/g+0,5)1/2.

100
80

60
40
0

L. luteus L. luteus L.luteus L.luteus
Paris Cardiga Nacional Juno

Mortalidad (%)

Figura 6. Porcentaje medio de mortalidad para los distintos cultivares de L. [uteus al final del ensayo. El andlisis esta-
distico mostré la ausencia de diferencias significativas entre ellos.
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Cuadro 1. Valores medios del grado de defoliacion
de las encinas (0-5) en cada una de las parcelas

Fincas Grado de defoliacion
1 0,0
2 1.5
3 2,0
4 4,0

Cuadro 2. Valores medios de densidad de inéculo de
P. cinnamomi en el suelo de las distintas fincas.
Para cada fila (primavera-verano), letras distintas
indican diferencias significativas para
P< 0,05 segiin el test protegido de Fisher sobre
valores transformados (ufc/g)!/2

Fincas Densidad de in6culo en suelo (ufc/g)
Primavera Verano

1 03a 13,3b

2 6,6 a 10,8 a

3 174 a 19b

4 193 a 9,5a

y en la nimero 1 de solamente 0,3 (ufc/g). La
densidad de in6culo en las dos primeras fincas
es estadisticamente mayor que en la finca 1, en
buena correspondencia con el grado de defo-
liacién de los arboles en las diferentes dehesas.
La comparacién de valores medios de densi-
dad de indculo para cada finca entre primave-
ra y verano se muestra en el Cuadro 2. En las
fincas 1 y 2 hay un incremento de densidad
que solo es significativo en la primera de ellas.
En la dehesa 1, a partir de niveles de in6culo
muy bajos en primavera (0,3 ufc/g) se alcan-
zan los niveles habituales en suelos con arbo-
les infectados (13,3 ufc/g). Las fincas 3 y 4
presentan una disminucién en la densidad de
inéculo que sélo es estadisticamente significa-
tiva en la 3, finca que fue fertilizada con purin
antes del muestreo de verano. La comparacién
de valores medios de densidad de indculo en
verano entre las distintas fincas no mostrd
diferencias significativas.

DISCUSION

En condiciones controladas, todos los cul-
tivares de L. luteus aumentan la densidad de

in6culo en el suelo, aunque ‘Juno’ algo
menos que los demds. La enfermedad es
similar en todos los cultivares y no hay dife-
rencias significativas en los porcentajes de
mortalidad, como ya se demostré en trabajos
anteriores (SERRANO et al., 2009).

En campo, se pasa de valores distintos en
densidad de inéculo entre fincas, en corres-
pondencia con la defoliacién del arbolado, a
valores similares y habituales cuando los
arboles sufren la enfermedad radical, situa-
dos entre 30 y 130 ufc/g (RODRIGUEZ et al.,
2004), valores incluso superiores a los de
cualquier otro patdgeno de suelo no pitidceo.
JIMENEZ et al., (2008) sitian la densidad de
inéculo de P. cinnamomi en dehesas de enci-
na que sufren la enfermedad radical en valo-
res mas bajos, con una media de 38 + 27 pro-
pégulos por g de suelo seco. Por lo tanto, la
presencia de L. [uteus en la dehesa tiene una
gran influencia en la multiplicacién del in6-
culo, aumentando la presién de la enferme-
dad radical sobre su huésped lefioso. Esta
situacién ocurre también con el patégeno de
suelo Verticillium dahliae, que presenta una
amplia gama de huéspedes lefiosos, entre
ellos el olivo, y herbaceos (solaniceas,
cucurbitaceas, malvaceas, rosaceas, orna-
mentales y malas hierbas) (DE ANDRES,
1991; SMITH et al. 1992; BLANCO-LOPEZ et
al. 1994; TRAPERO y Branco 2004). La
infeccidn de estos huéspedes herbaceos sirve
para la multiplicacién y dispersion del patd-
geno, por lo que en los olivares no se deben
poner estos cultivos entre las hileras de drbo-
les, ademads de observar un buen control de
malas hierbas (BLANCO-LOPEZ et al., 1994,
TRAPERO y BLANCO, 2004). En otros siste-
mas agricolas, las malas hierbas que crecen
entre hileras o en los margenes de los culti-
vos, pueden también actuar como huéspedes
alternativos. Este es el caso de Phytophthora
capsici, que sobrevive infectando malas hier-
bas en los periodos en los que no hay hués-
pedes del patégeno (hortalizas) o cuando las
oosporas no estin presentes (FRENCH-
MONAR et al., 2006). En Portugal se han
encontrado especies de sotobosque de las
familias Ericaceae, Cistaceae y Legumino-
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sae infectadas por P. cinnamomi, con sinto-
mas de la enfermedad e incluso muertas
(MOREIRA y MARTINS, 2005). Estas especies,
al igual que L. luteus, pueden incrementar la
produccién y supervivencia del indculo al
actuar como reservorios de P. cinnamomi
(MOREIRA y MARTINS, 2005). Por el contra-
rio, para Phytophthora ramorum, agente
causal de la muerte subita de los robles en
Norteamérica (R1zzo et al., 2002) aunque se
conocen huéspedes herbaceos, como Trien-
tales latifolia y Maianthemum racemosum,
es probable que estos desempefien un papel
poco importante en la propagacion natural
de la enfermedad en sus huéspedes lefiosos
(Camellia spp, Viburnum spp., Rhododen-
dron spp., Quercus robur) (HUBERLI et al.,
2003; 2005; PINTOS et al., 2004a; 2004b).

No parece que otros cultivos habituales de
la dehesa muestren sintomas de podredumbres
radicales asociadas a P. cinnamomi, pero
podrian ser huéspedes asintomdticos que mul-
tipliquen el in6culo y/o ayuden a su disper-
sién. Esta situacién ya se ha descrito para el
trigo y la cebada como portadores asintomati-
cos de V. dahliae (SMITH et al., 1992).

Segtin JAYASEKERA ef al. (20006), en raices
de Lupinus angustifolius, P. cinnamomi se
comporta como pseudohomotalica, produ-
ciendo oosporas bajo la influencia de los
exudados radicales de distintas variedades de
Acacia pulchella (fagicea endémica de los
bosques de eucaliptos del oeste de Australia,
resistente a P. cinnamomi (JAYASEKERA et al.,
2006)). Hasta el momento, en las dehesas
andaluzas no se ha descrito la existencia de
reproduccién sexual en P. cinnamomi. No
obstante, es necesaria la investigacién de la
posible presencia de oosporas en las raices
de L. luteus infectadas, ya que estas esporas
juegan un papel muy importante en la varia-
bilidad y supervivencia del patégeno.

Los arboles de la finca 1 permanecian atin
asintomdticos en verano, pero, a raiz de los
resultados obtenidos, se puede afirmar que
se encuentran en serio peligro de infeccién
radical dado los elevados valores que ha
alcanzado la densidad del patégeno en el
suelo. Seria de gran interés realizar un segui-

miento del arbolado de esta finca y mads
teniendo en cuenta que el otofio-invierno de
2008 ha sido muy lluvioso, favoreciendo el
encharcamiento del suelo y facilitando la
dispersion e infeccién de las raices de las
encinas por parte de P. cinnamomi. (STERN et
al., 1977).

Cabe destacar la disminucién en la densi-
dad de inéculo en el suelo que se ha observa-
do en la dehesa 3, a pesar del cultivo de la tre-
mosilla y de partir de niveles elevados en pri-
mavera. Esta finca es una explotacién ganade-
ra grande con una elevada densidad de ganado
porcino, en la que se fertiliza el suelo con puri-
nes con bastante frecuencia y esta puede haber
sido la causa de la reduccion de la densidad de
inéculo. Por este motivo, en la busqueda de
métodos de control preventivo contra la podre-
dumbre radical causada por P. cinnamomi en
las dehesas andaluzas, se hace necesario inves-
tigar la aplicacién de estiércoles al suelo como
posible herramienta de control biol6gico del
patégeno.

Los resultados obtenidos sugieren que se
debe replantear la siembra del altramuz amari-
llo tanto en las dehesas afectadas por la podre-
dumbre radical de los Quercus, donde mantie-
ne los elevados niveles de densidad de in6culo
registrados, como en las no afectadas por la
podredumbre radical, donde el cultivo de L.
luteus puede facilitar la multiplicacién de los
bajos niveles de in6culo disponible para la
infeccion del arbolado. Por lo tanto, el cultivo
de altramuz amarillo puede suponer una seria
amenaza para la ya comprometida superviven-
cia del arbolado de la dehesa.
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ABSTRACT

SERRANO, M. S., M. E. SANCHEZ, P. DE VITA, M. D. CARBONERO, A. TRAPERO, P. FER-
NANDEZ-REBOLLO. 2009. Influence of Lupinus luteus crops on the root rot affecting holm
oak in dehesas. Bol. San. Veg. Plagas, 35: 481-490.

Phytophthora cinnamomi is the causal agent of root rot affecting tree species in dehe-
sa systems. This pathogen also affects Lupinus luteus, an herbaceous crop common in
western Andalusia. In artificially infested soils planted with different cultivars of yellow
lupine, a significant increase in the density of propagules of P. cinnamomi was detected,
both in comparison with initial densities and control levels, in good agreement with data
obtained in the field. In dehesas showing different situations in terms of tree defoliation
and in which lupine was sown, isolation and counting of P. cinnamomi colonies from soil
samples has shown the ability of this herbaceous crop to maintain or increase the inocu-
lum density, favouring oak infections. The results obtained discourage the cultivation of
this legume in dehesas with presence of the pathogen in the soil, whether the trees are
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suffering root disease or not.

Key words: Decline, Phytophthora cinnamomi, Quercus ilex, Yellow Lupin.
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