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Control de la podredumbre radical de encinas mediante
fertilizantes inorganicos III: efecto de la aplicacion al suelo
de fertilizantes calcicos y potasicos

M. S. SERRANO, P. DE VITA, P. FERNANDEZ-REBOLLO, M. E. SANCHEZ

En este trabajo se estudia el efecto de distintos compuestos de calcio (CaO, CaCOj
y CaS0,) y potasio (KOH y K105) en la densidad de inéculo en el suelo y la infectivi-
dad de Phytophthora cinnamomi, el principal agente bioldgico que causa podredumbre
radical de especies de Quercus en montes y dehesas del sur de Espana. Los productos
fueron seleccionados por su eficacia en la inhibicién in vitro de la produccion de espo-
rangios y clamidosporas de P. cinnamomi. Cada producto se anadio separadamente a
suelo infestado con P. cinnamomi a las dosis habituales utilizadas en dehesas. Dos se-
manas después de la adicion los productos, solo los compuestos de potasio dieron lugar
a una disminuci6n significativa en la densidad de indculo. En ese momento, los suelos
fueron transferidos a macetas donde se plantaron encinas. Las plantas que crecieron en
suelo infestado y no tratado mostraron altos niveles de sintomas foliares y radicales.
mientras que las plantas que crecieron en suelos infestados tratados con fertilizantes
(excepto KI03) mostraron una reduccion significativa de la severidad de sintomas.
Estos resultados sugieren que, junto con otras estrategias de control, se debe considerar
la aplicacién regular de Ca y K en dehesas para la reduccion de la incidencia de esta
grave enfermedad.
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INTRODUCCION

La encina (Quercus ilex spp. ballota)
constituye la especie mds importante del
ecosistema forestal andaluz, la dehesa, y del
sur europeo. Tanto por su importancia desde
el punto de vista medioambiental, como
para la economia rural de la region, se justi-
fica ampliamente la conservacion y protec-
cion de las dehesas, en especial del decai-
miento (Seca) que desde hace anos vienen
sufriendo. En este sentido, la Junta de Anda-
lucia promulgé la Ley 7/2010 de 14 de julio
para la Dehesa (BOJA 144, 23/07/2010),
que en su Articulo 18 (Medidas especificas

de Investigacion, Desarrollo y Formacion),
fija como linea estratégica b) Prdcticas de
regeneracion y mantenimiento del arbolado
y de lucha contra su decaimiento (la seca).

Como principal factor de decaimiento o
seca de las encinas en la dehesa andaluza
destaca la podredumbre radical causada por
Phytophthora cinnamomi, patégeno de
suelo que ocasiona su deterioro y muerte
(BRASIER et al., 1993; BRASIER, 1996; SAN-
CHEZ et al.,2002; 2003; 2006).

De acuerdo a la naturaleza del patosiste-
ma Quercus/Phytophthora, algunas de las
medidas de control habituales en otros eco-
sistemas, como el establecimiento de cua-
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rentenas, no resultan viables en las dehesas
en el momento actual, ya que los suelos
estdn altamente infestados por el patogeno,
que ademds presenta una distribucién ubi-
cua en la region (ROMERO et al., 2007). Por
otra parte, los elevados costes y el caracter
seminatural de la dehesa (FERNANDEZ y PO-
RRAS, 1998) no recomiendan el uso genera-
lizado de productos quimicos para el control
de la muerte de los Quercus causada por P.
cinnamomi, sino que debe integrarse racio-
nalmente con distintas estrategias de control
bioldgico y cultural.

La bisqueda de suelos supresivos para P.
cinnamomi es un método de control poten-
cialmente aplicable en las dehesas. Estos
suelos, segliin LINDERMAN y RIBEIRO
(1991), deben de cumplir una serie de carac-
teristicas entre las que se incluyen niveles
altos de calcio (frecuentemente 20-25 meq x
100 g') y pH de 6 a 7, que estimulan el de-
sarrollo de microorganismos del suelo anta-
gonistas del patégeno. En las dehesas habi-
tualmente se llevan a cabo fertilizaciones
con el fin de mejorar la produccién y la
composicion botdnica de los pastos, asf
como el estado vegetativo y nutritivo del ar-
bolado (CARBONERO et al., 2004). Ademds,
los drboles con un buen contenido en calcio,
son mds tolerantes a la infeccién por P. cin-
namomi (SERRANO et al., 2010a), ademas
de presentar un mejor desarrollo radical.
También el tratamiento del aguacate (Per-
sea americana) con sulfato y carbonato cél-
cico disminuye la susceptibilidad de la plan-
ta a P. cinnamomi (DUVENHAGE y KOTZE,
1991).

Para Aphanomyces se ha demostrado que
cuando se aplican soluciones saturadas de
CaCO; y CaSO, in vitro, se disminuye la
produccién de zoosporas (HEYMAN et al.,
2007). Segin estudios realizados por CAM-
PANELLA et al. (2002), la aplicacion a un
suelo infestado por Phytophthora nicotianae
de propionato y lactato cdlcico disminuye
significativamente la densidad de in6culo en
el mismo. Se han obtenido resultados simi-
lares para el 6xido y el carbonato cdlcico,
que son capaces de disminuir la capacidad

infectiva de P. cinnamomi, al inhibir la pro-
duccion de esporangios y clamidosporas in
vitro (SERRANO et al., 2010b).

El objetivo de este trabajo ha sido la de-
terminacion del efecto que la aplicacion al
suelo de distintos fertilizantes cdlcicos y po-
tdsicos tiene sobre la capacidad infectiva de
P. cinnamomi en raices de encina.

MATERIAL Y METODOS

Efecto del Ca y el K en suelo infestado
con P. cinnamomi

Se utilizaron dos aislados de P. cinnamo-
mi de la coleccion fingica del Departamen-
to de Agronomia de la Universidad de Cor-
doba: PE90 y PA25, cada uno de ellos per-
teneciente a uno de los grupos genéticos
descritos para los aislados de P. cinnamomi
de Quercus en el sur de la Peninsula Ibérica
(CAETANO et al., 2009).

Se evalud el efecto que los compuestos de
calcio y potasio tienen sobre los propagulos
de P. cinnamomi en el suelo. Se selecciona-
ron cinco compuestos que mostraron su
efectividad en cuanto a la inhibicién de la
produccion de esporangios (SERRANO et al.,
2010b) y la formacion de zoosporas en ex-
perimentos in vitro: CaO, CaCO,, CaSO,,
KOH y KIO;. Se infesté suelo (turba-arena
6:1 v/v) con clamidosporas de los dos aisla-
dos de P. cinnamomi. Para la preparacion
del in6culo, cada aislado se sembré separa-
damente en placas de Petri conteniendo
cada una 20 ml de extracto liquido de zana-
horia (DHINGRA y SINCLAIR, 1995). Las pla-
cas se incubaron durante 4 semanas en oscu-
ridad a 22 °C. Transcurrido este tiempo, el
liquido se filtré en condiciones asépticas y
el micelio de ambos aislados se suspendié
en agua destilada estéril y se batié durante
3 min. Se realizé un conteo en cdmara Neu-
bauer y se ajusté la concentracién de clami-
dosporas (650 clamidosporas x g de suelo
seco). Se prepararon tres repeticiones por
tratamiento (recipientes de plastico de 35 x
33 x 14 cm con tapa hermética) con 10 L de
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suelo infestado cada una, mas los correspon-
dientes controles sin tratar. Se humedecio el
sustrato mediante la adicion de agua del
grifo hasta capacidad de campo. Los reci-
pientes se cerraron herméticamente y se in-
cubaron a 24 + 2 °C (12 h) y 18 £ 2 °C
(12 h) y en oscuridad durante 1 semana.
Transcurrido este tiempo, se afiadieron los
distintos compuestos de calcio y potasio a
una concentracion de 600 ppm de Ca* y
50 ppm de K*, mds un testigo con 0 ppm de
ambos iones. Se midio el pH de cada bande-
ja mediante la suspension de 10 g de suelo
en 30 ml de agua destilada y desionizada
(ADD) (KALRA y MAYNARD, 1991) utili-
zando un pHmetro CRISON, GLP21.

Semanalmente se tomaron muestras de
suelo en las cuales se evalud la superviven-
cia de las clamidosporas. Se extrajeron co-
lumnas de suelo utilizando un tubo estéril de
2.5 cm de diametro (50 ml de volumen
aproximadamente). Cada muestra de suelo
se seco al aire y se tamiz6 (2 mm de tamano
de poro). Posteriormente las muestras se
procesaron mediante la extension de alicuo-
tas de suspension de suelo en el medio se-
lectivo para Phytophthora NARPH (ROME-
RO et al., 2007). Las colonias obtenidas se
identificaron mediante la observacion al mi-
croscopio invertido de las estructuras carac-
teristicas de P. cinnamomi (hinchazones hi-
fales) (ROMERO et al., 2007; CAETANO et
al., 2009) y se contabilizaron. Los resulta-
dos se expresaron como ufc x g (unidades
formadoras de colonia por gramo de suelo
seco). Para el andlisis estadistico de los
datos, los valores obtenidos se transforma-
ron seguin la expresion (ufc x g' + 0,5)"?y
se les aplic un andlisis de varianza, compa-
rando los valores medios mediante el test
LSD de Fisher para P<0,05 (STEEL y ToO-
RRIE, 1985).

Efecto del Ca y el K en la infectividad
de P. cinnamomi en planta

Se evalud la capacidad infectiva de P. cin-
namomi en plantones de encina de 18 meses

de edad trasplantados al suelo tratado con
los distintos compuestos de calcio y potasio.
Se utilizd el suelo procedente del experi-
mento anterior tras 2 semanas de incubacion
después de anadir los productos de calcio y
potasio.

Para la inoculacion, cada planta se sacé de
su contenedor original y se transfirid a una
maceta de plastico con 3 L de sustrato con
los distintos tratamientos. Se prepararon
10 repeticiones (plantas) por producto ensa-
yado, mds un lote de 10 plantas en suelo in-
festado y sin tratamiento (Testigo 1) y otro
lote creciendo en suelo no infestado y no
tratado (Testigo 0). Todas las macetas se co-
locaron en el interior de bandejas de plastico
(40 L de capacidad) y se incubaron en in-
vernadero climatizado (25 + 2 °C diurnos y
10 + 2 °C nocturnos). Se regaron las mace-
tas y se pulverizo la parte aérea de las enci-
nas para evitar en lo posible el estrés del
trasplante. Una semana tras el trasplante,
cada bandeja se llend parcialmente con agua
del grifo (hasta unos 4-6 cm por debajo de
la superficie del sustrato) (SANCHEZ et al.,
2002; 2005), manteniendo el encharcamien-
to del sustrato durante 2 dias por semana
(SANCHEZ et al., 2005) (Figura 1). A las
8 semanas se dio por terminado el experi-
mento.

Al término del ensayo se evalué la severi-
dad de sintomas foliares y radicales median-
te una escala 0-4 segin el porcentaje de
hojas amarillas o marchitas y el porcentaje
de podredumbre radical (0 = 0-10% de teji-
do sintomdtico, 1 = 11-33%, 2 = 34-66%,
3 = mas del 67%, 4 = parte aérea o radical
muerta) (SANCHEZ et al., 2002; 2005).

Los datos obtenidos se analizaron me-
diante un ANOVA y los valores medios se
compararon entre si y con los testigos me-
diante el test LSD de Fisher (STEEL y To-
RRIE, 1985) para P< 0.05.

Ademas, al término del experimento las
raicillas de las plantas inoculadas y testigo
se lavaron al chorro de agua y se sembraron
en placas conteniendo el medio selectivo
NARPH para el reaislamiento del patégeno
inoculado.
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Figura 1. Plantas de encina inoculadas con P. cinnamomi y tratadas con CaSO, sometidas a encharcamiento periédico
del sustrato

RESULTADOS En la Figura 2 aparece la progresion tem-
poral de la densidad de indculo a lo largo
Efecto del Ca y el K en suelo infestado del ensayo expresada como unidades forma-
con P. cinnamomi doras de colonia por gramo de suelo seco
(ufc x g'). En el primer muestreo ya se ob-
Los valores de pH de cada uno de los sue- servan diferencias significativas entre los di-
los tratados fueron similares al testigo (pH = ferentes tratamientos. En el sustrato tratado
5,5-6). con CaO el nimero de ufc x g' es significa-
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Figura 2. Progresion temporal de los valores medios de densidad de inéculo en suelo en presencia de los compuestos de
calcio y potasio ensayados. Letras distintas indican diferencias significativas segiin el test LSD de Fisher para P< 0,05
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tivamente mds elevado que en el resto de los
tratamientos, incluido el testigo, y ademds
se mantiene practicamente constante duran-
te todo el ensayo. En el segundo muestreo
tinicamente los compuestos de potasio,
KIO, y KOH, dieron lugar a una densidad
de indculo significativamente menor que el
testigo. Los tratamientos con calcio no difi-
rieron del testigo.

Efecto del Cay el K en la infectividad
de P. cinnamomi en planta

Ocho semanas tras el primer periodo de
encharcamiento, todas las plantas testigo
inoculadas (Testigo 1) mostraron sintomas
de enfermedad: en la parte aérea de la planta
se produjo falta de crecimiento, amarillez,
desecacion y marchitez foliar y en la parte
radical podredumbre y/o ausencia de raici-

(3]
(98]

llas absorbentes (Figura 3). Esta sintomato-
logia no se observé en las plantas que creci-
an en sustrato libre de P. cinnamomi (Testi-
20 0).

Los valores medios de severidad de sinto-
mas aéreos al final del ensayo aparecen re-
presentados en la Figura 4. Todas las plan-
tas inoculadas presentan una severidad de
sintomas aéreos significativamente mayores
que el testigo sin inocular, pero las plantas
incubadas en suelo tratado con KOH,
CaCO,, CaSO, y CaO presentan sintomas
aéreos significativamente menores que el
testigo inoculado. Sin embargo, las encinas
que crecieron en suelo tratado con KIO,
presentaron severidades de sintomas aéreos
similares a los del testigo inoculado, si bien
las hojas afectadas presentaron una clorosis
generalizada (Figura 5) distinta a la marchi-
tez mostrada por las plantas testigo infecta-
das y no tratadas.

Figura 3. Severidad de sintomas radicales en plantas de encina inoculadas con P. cinnamomiy tratadas con CaO
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Figura 4. Valores medios de la severidad de sintomas foliares en las encinas inoculadas con P. cinnamomi en funcién
del compuesto de calcio o potasio aplicado, segiin la escala 0-4 (0= 0% tejido sintomético, 1= 10-33%, 2= 34-66%,
3= mds del 67%, 4= planta muerta). Letras distintas indican diferencias significativas segin el test LSD de Fisher
para P< 0,05

Figura 5. Planta de encina creciendo en suelo tratado
con KIO; e infestado con P. cinnamomi, mostrando
clorosis generalizada

En la Figura 6 aparecen los valores me-
dios de severidad de sintomas radicales para
los distintos tratamientos ensayados. De
nuevo, la severidad de sintomas es significa-
tivamente mayor para las plantas inoculadas
en comparacion con los testigos creciendo
en sustrato libre de P. cinnamomi. En cuan-
to a las plantas inoculadas, las tratadas con
KOH, CaCO;, CaSO, y CaO presentan una
severidad de sintomas radicales significati-
vamente menor que el testigo inoculado sin
tratar. El KIO; dio lugar a una severidad de
sintomas (muerte radical) intermedia-alta,
no mostrando diferencias significativas con
respecto a los testigos inoculados.

Phytophthora cinnamomi se reaislé de
todas las muestras de raicillas absorbentes
procedentes de las plantas que crecieron en
sustrato infestado (tratado con los distintos
compuestos ensayados o testigo no tratado).
La frecuencia de reaislamiento, expresada
como porcentaje de segmentos de raiz que
dieron lugar a una colonia de P. cinnamomi
en NARPH vari6 del 5 al 42%. En ningin
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Figura 6. Valores medios de la severidad de sintomas radicales en las encinas inoculadas con P. cinnamomi en funcion

del compuesto de calcio o potasio aplicado, segin la escala 0-4 (0= 0% tejido sintomdtico, 1= 10-33%, 2= 34-66%,
3= mis del 67%, 4= planta muerta). Letras distintas indican diferencias significativas segin el test LSD de Fisher
para P< 0,05

caso se reaisld el patégeno a partir de las
raicillas de las plantas testigo sin inocular.

DISCUSION

En trabajos previos se determiné que el
CaO y el CaCO; dan lugar a una inhibicion
in vitro de la produccion de esporangios y
clamidosporas de P. cinnamomi del 100%
(SERRANO et al., 2010b). Sin embargo, la
aplicacion de estos productos al suelo pre-
viamente infestado con clamidosporas del
patégeno, no logra inhibir su germinacion,
detectada como produccion de colonias en
placas de Petri. Resultados similares obtie-
nen CAMPANELLA et al. (2002) para P. nico-
tianae al aplicar 6xido, carbonato, propiona-
to, sulfato o cloruro célcico al suelo.

Se ha demostrado que la aplicacion de
productos de calcio al suelo aumenta los ni-
veles disponibles de este i6n, permitiendo
una mejor nutricion célcica de la planta y

una mayor tolerancia a la infeccion por Phy-
tophthora spp. (SUGIMOTO et al., 2007, SE-
RRANO et al., 2010a). Ademads, el mayor
nivel de calcio en el suelo dificulta el desa-
rrollo de este tipo de patdgenos, convirtien-
do el sustrato en un suelo supresivo para
Phytophthora (LINDERMAN y RIBEIRO,
1991).

En el medio natural, P. cinnamomi se en-
cuentra como esporas de resistencia en el
suelo (clamidosporas) que cuando germinan
producen esporangios que a su vez germina-
rdn liberando las zoosporas infectivas
(ERWIN y RIBEIRO, 1996). Aunque en nues-
tros experimentos la aplicacion de CaO y
CaCOy al suelo no impidié la germinacion
de las clamidosporas preexistentes, si ha in-
hibido la produccion de esporangios y/o su
germinacion, disminuyendo la infectividad
del patégeno y dando lugar a una menor se-
veridad de sintomas de la enfermedad. Igua-
les resultados se han obtenido con el CaSO,,
a pesar de su menor capacidad de inhibicion
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in vitro de la produccién de esporangios
(SERRANO et al.,2010b). También la aplica-
cion de KOH al suelo ha resultado efectiva,
disminuyendo la capacidad infectiva de P.
cinnamomi en raiz de encina, pero es un
compuesto dificil de aplicar en la dehesa.
Por otro lado, el KIO; aunque es un com-
puesto eficaz in vitro (SERRANO et al.,
2010b), resulté toxico para las plantas a la
dosis ensayada, induciendo una clorosis ge-
neralizada que dio lugar a un deterioro simi-
lar al de las plantas infectadas que crecieron
en suelo no tratado.

En conclusion, la aplicacién de compues-
tos de calcio al suelo, concretamente CaCO,,
CaO y CaSO,, se debe considerar como una
medida paliativa de los efectos que supone la
podredumbre radical causada por P. cinna-

ABSTRACT

momi en dehesas de encina. La aplicacion de
enmiendas calizas en dehesas supone no s6lo
una mejora de la nutricion de las plantas, au-
mentando su nivel de tolerancia a la infec-
cion (SERRANO et al., 2010a), sino que actia
directamente sobre la produccion de espo-
rangios del patdgeno en el suelo, disminu-
yendo la tasa de infecciones y, por lo tanto,
la sintomatologia de la enfermedad radical
causada por P. cinnamomi.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido financiado por el Mi-
nisterio de Ciencia e Innovacion (proyecto
AGL2009-00530) y la Consejeria de Agri-
cultura y Pesca de la Junta de Andalucia.

SERRANO, M. S., P. DE VITA, P. FERNANDEZ-REBOLLO, M. E. SANCHEZ. 2011. Con-
trol of the root rot of holm oaks by inorganic ammendments III: effect of soil application
of calcium and potassium amendments. Bol. San. Veg. Plagas, 37: 119-127.

We studied the effect of various calcium (CaO, CaCO; and CaSO,) and potassium

products (KIO; and KOH) on the inoculum density in the soil and infectivity of Phytoph-
thora cinnamomi, the main biological agent causing root rot on Quercus species in oak-
rangelands ecosystems in southern Spain. Products were chosen by their known effective-
ness on inhibition of P. cinnamomi sporangial and chlamydospore production. The chem-
icals were added separately to soil infested with P. cinnamomi at the usual doses used in
rangelands. Two weeks after chemicals addition, only potassium products produced a sig-
nificant decrease on inoculum densities. At that time, soils were transferred to pots and
holm oak seedlings were planted. Plants growing in infested and untreated soil showed
high levels of foliar and root symptoms, whereas plants growing in soil treated with fertil-
izers (exception made with KIO;) showed a significant reduction of symptom severities.
These results suggest that, together with other control strategies, the regular application of
Ca and K fertilization in oak rangelands should be considered for reduction of the inci-
dence of this severe disease.
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