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Deteccion de Phytophthora cinnamomi en dehesas de Extrema-
dura afectadas por ‘‘seca” y su comportamiento in vitro

M.C. RODRIGUEZ-MOLINA, R. SANTIAGO MERINO, A. BLANCO SANTOS, J.D. POZO QUINTANILLA,
M.I. CoLiNo NEvVADO, E.J. PALO NUREZ, L.M. TORRES-VILA

Con el objetivo de determinar la asociacién de P. cinnamomi con el sindrome de seca
en dehesas de Extremadura se realizaron dos prospecciones de focos de seca, la prime-
ra de ellas entre el otofio de 1991 y la primavera de 1992, y la segunda entre la prima-
vera del afio 1999 y la del afio 2000. En la primera prospeccién se muestrearon 30 focos
y P. cinnamomi se detectd en 12 (40%) de ellos (9 correspondian a dehesas de encina y
3 a dehesas mixtas de encina y alcornoque). En la segunda prospeccién se muestrearon
27 focos y P. cinnamomi se detect6 en 8 (30%) de ellos (5 correspondian a dehesas de
encina y los otros 3 a dehesas mixtas de encina y alcornoque). El porcentaje de focos de
seca en los que el hongo se encuentra implicado se ha mantenido relativamente estable
en ¢l intervalo de tiempo transcurrido entre las dos prospecciones, a pesar de la reacti-
vacién de la seca en ese periodo. P. cinnamomi fue la tinica especie de Phytophthora
detectada en ambas prospecciones.

Se determind la tasa de crecimiento sobre patata-dextrosa-agar a 10, 15, 20, 25,30y
35 °C de 9 aislados de P. cinnamomi, 7 de ellos procedentes de suelo de encinar y 2 de
suelo de alcornocal. Se observé una gran variabilidad entre aislados en cuanto a tem-
peraturas Optimas de crecimiento y tasas de crecimiento diario, incluso entre aislados
procedentes del mismo foco de seca.

Los resultados indican que P. cinnamomi desempeiia un papel significativo en los
procesos de seca en Extremadura y evidencian no sélo una considerable plasticidad
fenotipica en relacién a la temperatura sino también variabilidad fenotipica entre aisla-
dos en la tasa de crecimiento.
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INTRODUCCION Fig. 3), es uno de los principales problemas
fitosanitarios que actualmente afecta a las

El decaimiento y muerte de algunas espe- dehesas y bosques espafioles. A principios de
cies del género Quercus, fenémeno habitual- la década de los 80 del siglo XX se detecta-

mente denominado “seca” (Fig. 1, Fig. 2 y ron los primeros focos de seca en nuestro
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Fig. 1.- Encinas en ladera con sintomas de “seca”: sindrome de muerte stibita.

pais, pero fue al final de los 80 y principio de do principalmente a encina y alcornoque
los 90 cuando se produjo una rdpida y alar- (CoBos et al., 1993; BRASIER, 1996; ARIAS y
mante expansién de este sindrome, afectan- DEL Pozo, 1997). Asi, en el ano 1991 se

Fig. 2.- Encinas con sintomas de “seca™: sindrome de muerte sibita.
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habian detectado en Andalucia, Castilla-La
Mancha, Extremadura, Madrid y Castilla-
Le6n un total de 1255 focos afectando a més
de 20.000 ha. (LECO BERROCAL, 1994). A
finales de los 90 se produce una fase de reac-
tivacion de la seca, al menos en Extremadu-
ra (FERNANDEZ CaNcIO, 1999). Los datos
extraidos de encuestas realizadas por el Ser-
vicio de Sanidad Vegetal de Extremadura y
por la Asociacién Espaiiola de Criadores de
Ganado Porcino Selecto de Tronco Ibérico
(AECERIBER) (VAzQUEz, 1999) indican
que desde 1995 se han detectado al menos
70 nuevos focos en Extremadura, que hay
que afiadir a los 409 detectados en 1991
(LEco BERROCAL, 1994).

En 1991 y 1992 se realizaron prospeccio-
nes de focos de seca en Espafia y Portugal,
aisldndose el hongo Phytophthora cinnamo-
mi Rands de raices y rizosfera de encinas y
alcornoques con sintomas de decaimiento
(BRASIER, 1992; BRASIER et al.,, 1993).
Desde entonces, P. cinnamomi se ha consi-
derado como uno de los principales agentes
implicados en los procesos de seca, y se ha
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Fig. 3.- Encina con sintomas de “seca”: sindrome de decaimiento lento.

comprobado su poder patégeno sobre plan-
tulas de encina y alcornoque (RODRIGUEZ-
MoLINA et al., 2002), asi como plantas jove-
nes (TUSET et al., 1996; ROBIN et al., 1998,
GALLEGO et al., 1999; LUQUE et al., 2000;
SANCHEZ et al., 2000) e individuos adultos
de estas especies (TUSET et al, 1996). Sin
embargo, en prospecciones realizadas en
Extremadura, Andalucfa, Castilla-La Man-
cha, Castilla-Ledn y Madrid, el nimero de
focos en los que se detecta la presencia de P
cinnamomi es relativamente bajo, lo que
sugiere que el hongo se encuentra muy dis-
perso en las dreas de encinares y alcornoca-
les, y estd altamente influenciado por las
condiciones climaticas (TUSET et al., 1996).

Las ultimas décadas del siglo XX se
caracterizaron por la alternancia de episo-
dios de fuertes lluvias y encharcamientos
con periodos de sequias severas (BRASIER,
1996; MANRIQUE MENENDEZ y FERNANDEZ
Cancio, 2000), condiciones éstas que incre-
mentan la susceptibilidad del hospedador y
favorecen la actividad de P cinnamomi
(BRASIER, 1996). A esta situacién hay que
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afiadir el aumento térmico sostenido desde
1970 en gran parte de la Peninsula (FERNAN-
DEZ CANCIO, 1999), lo que puede tener efec-
tos tanto sobre la distribucién de las especies
arbéreas (SARDINERO et al., 2000) como en
los dafios causados por P. cinnamomi, que
puede incrementar su actividad con tempera-
tura elevada y/o aprovechar el estrés que ésta
causa en la vegetacion hospedadora.

Ademaés de P. cinnamomi, otros factores,
tanto bidticos como abidticos, pueden estar
implicados y contribuir en mayor o menor
medida a los procesos de decaimiento y seca.
Entre los factores bidticos se han sefialado
los hongos Hypoxylon mediterraneum (de
Not.) Ces y de Not. (TORRES JuaN, 1985;
LUQUE y ALVAREZ, 1997) y Botryosphaeria
stevensii Shoem. (Anamorfo: Diplodia muti-
la Fr. y Mont) (RUPEREZ y MURNoz, 1980;
LUQUE y ALvAaREZ, 1997; LUQUE et al.,
2000); la bacteria Brenneria quercina (Hil-
debrand y Schroth) Hauben et al. (LOPEZ et
al., 1996; SORI1A et al., 1997) o incluso insec-
tos como el coledptero Cerambyx cerdo L.
(ROMANIK y CADAHIA, 1992). Entre los fac-
tores abiéticos sefialar los macro y micro cli-
maticos (SPV, 1990; ALLUE, 1995; SSV,
1998; FERNANDEZ CANCIO, 1999) y los selvi-
colas (MoNTOYA y MESON, 1994; LECo
BERROCAL, 1994; SANCHEZ et al., 2000).

En este trabajo se presentan los resultados
de dos prospecciones de focos de seca en
dehesas de Extremadura, la primera de ellas
en 1991-1992, y la segunda en 1999-2000,
con el objetivo de determinar la asociacién
de P. cinnamomi con el sindrome de seca.
Por otra parte, se determina la tasa de creci-
miento a distintas temperaturas de una colec-
cién de aislados de P. cinnamomi proceden-
tes de los focos prospectados, con el objeti-
vo de establecer las preferencias térmicas de
los mismos.

MATERIAL Y METODOS

Prospecciones de focos de seca

Se realizaron dos prospecciones de focos
de seca en dehesas de Extremadura, la pri-
mera de ellas entre el otofio de 1991 y la pri-

mavera de 1992, y la segunda entre la prima-
vera del afio 1999 y la del afio 2000.

En la primera prospeccién se muestrearon
30 focos, de los cuales 21 correspondian a
dehesas de encina y 9 a dehesas mixtas de
encina y alcornoque (Tabla 1). En cada foco
se derribaron 3 drboles afectados, tomédndo-
se una muestra de suelo de la rizosfera de
cada uno de ellos y raicillas de grosor no
superior a S mm.

En la segunda prospeccién se muestrearon
27 focos, 20 de los cuales correspondian a
dehesas de encina, 3 a dehesas de alcornoque
y 4 a dehesas mixtas de encina y alcornoque
(Tabla 1). En cada foco se tomaron muestras
de tierra y raicillas al pie de 4rboles con sin-
tomas de decaimiento (3-5 4rboles por foco),
a una distancia de 1 m del tronco y a una pro-
fundidad variable entre 20 y 50 cm.

Deteccién y aislamiento

Para la deteccion de Phytophthora spp. en
las muestras de tierra se emplearon pétalos
inmaduros de clavel como trampas o cebos
vegetales. Después de homogeneizar las
muestras, se tomaron submuestras (~ 15 gra-
mos) que se dispusieron en placas de Petri de
90 mm de didmetro, se afiadié agua destila-
da hasta formar una 1dmina, y flotando sobre
ésta se situaron los pétalos inmaduros de cla-
vel (8-10 pétalos por placa de Petri). Las
placas se incubaron en oscuridad a 20 °C
durante un tiempo variable entre 2 y 15 dias,
y se examinaron diariamente los bordes de
los pétalos con microscopio (100 x) para dis-
tinguir los esporangios tipicos de Phytopht-
hora spp.

Para el aislamiento de Phytophthora spp.
los pétalos se secaron sobre papel de filtro y
posteriormente se sembraron sobre medio
Ponchet (PONCHET et al., 1972) o sobre
medio PARPH (JEFFERS y MARTIN, 1986),
selectivos ambos para Phytophthora spp.

Tan sélo en la primera prospeccion (1991-
1992) se realizaron, ademds de los andlisis
de tierra, andlisis de raicillas necréticas. Para
ello, las muestras de raices se lavaron con
agua corriente durante 2 horas. Posterior-
mente se dejaron secar sobre papel de filtro
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Tabla 2.— Focos de seca muestreados (con indicacién de la especie de Quercus afectada) y aislamientos positivos
de P. cinnamomi en las campaiias de muestreo 1991-1992 y 1999-2000 en Extremadura.

Muestreo Localidad (Provincia) Especie N° de focos
muestreados P. cinnamomi +
1991-1992 Alconchel (BA) Encina 2 -
Badajoz (BA) Encina + alcornoque 1 -
Herrera del Duque (BA) Encina + alcornoque 2 -
Meérida (BA) Encina 2 -
Oliva de la Frontera (BA) Encina 1 1
San Vicente de Alcédntara (BA) Encina 1 -
Valencia de Mombuey (BA) Encina 1 -
Villanueva del Fresno (BA) Encina 2 1
Aldeacentenera (CC) Encina 3 -
Berzocana (CC) Encina 1 -
Ciceres (CC) Encina 2 2
Casas de Don Antonio (CC) Encina + alcornoque 1 1€
Collado de la Vera (CC) Encina + alcornoque 1 10
Herrera de Alcdntara (CC) Encina 3 2
Holguera (CC) Encina 1 1
Logrosan (CC) Encina 2 1
Portezuelo (CC) Encina + alcornoque 3 1¢
Zorita (CC) Encina 1 1
Subtotal muestreo 1991-1992 30 12 (40%)
1999-2000 Alburquerque (BA) Encina 2 1
Alconchel (BA) Encina 1 1
Badajoz (BA) Alcornoque 2 -
Carmonita (BA) Encina + alcornoque 1 10
Cheles (BA) Encina 1 1
Fuente de Leén (BA) Encina 1 -
La Nava de Santiago (BA) Encina 1 -
La Roca de la Sierra (BA) Encina + alcornoque 1 10
Meérida (BA) Alcornoque 1 .
Oliva de la Frontera (BA) Encina 1 -
Puebla de la Reina (BA) Alcomnoque i .
Puebla de Obando (BA) Encina 1 -
San Vicente de Alcédntara (BA) Encina 1 -
Usagre (BA) Encina 1 -
Valencia de Mombuey (BA) Encina 1 -
Villar del Rey (BA) Encina + alcornoque 3 24
Aliseda (CC) Encina 1 -
Casas de Don Antonio (CC) Encina 1 -
Logrosan (CC) Encina 1 -
Portezuelo (CC) Encina + alcornoque 1 -
Santiago de Alcéntara (CC) Encina 1 1
Serrején (CC) Encina 1 -
Zorita (CC) Encina 1 -
Subtotal muestreo 1999-2000 27 8 (30%)
Total 57 20 (35%)

a Un foco positivo de encina. Un foco positivo de encina y alcornoque, y se aisla de ambos.

b Se aisla de encina y de alcornoque
c Se aisla s6lo de encina
BA: Badajoz, CC: Ciceres
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y se trocearon en fragmentos de 3-5 mm.
Parte de estos fragmentos se sembraron
sobre medio Ponchet (8-10 fragmentos por
placa), y otra parte se procesé de forma simi-
lar a las muestras de tierra: en placas de Petri
de 90 mm de didmetro se dispusieron §-10
fragmentos de raices, se afiadié agua destila-
da y pétalos inmaduros de clavel, y las pla-
cas se incubaron en oscuridad. El aislamien-
to de Phytophthora spp. a partir de los péta-
los se realiz6 mediante siembra sobre medio
Ponchet.

Identificacion de los aislados de Phy-
tophthora spp.

La identificacién especifica de los aisla-
dos se realiz6 en base a las caracteristicas de
los esporangios observados en los bordes de
los pétalos de clavel, la morfologia de las
colonias en los medios patata-dextrosa-agar
(PDA) y zanahoria-agar (ZA) (RaPILLY,
1968), asi como a las caracteristicas de los
hinchamientos hifales formados en estos
medios.

Crecimiento de los aislados de P. cinna-
momi a distintas temperaturas

Se determind el crecimiento a diferentes
temperaturas de 9 aislados de P. cinnamomi.
De éstos, 7 (EC-2, DS-2, EC-5, ET-7, LB,
LE-1 y CU-A) se aislaron de muestras de
suelo de encinar y 2 (Pcn-1 y Pcn-2) de
muestras de suelo de alcornocal que se toma-
ron durante la prospeccion de los focos de
seca realizada en 1999-2000.

Para cada aislado se determind la tasa de
crecimiento diario a 10, 15, 20, 25, 30 y 35
°C. Para ello se extrajeron, mediante un tro-
quel cilindrico previamente esterilizado, dis-
cos de in6culo de 10 mm de didmetro de pla-
cas conteniendo patata-dextrosa-agar (PDA)
en las que se habia desarrollado el aislado a
estudiar. Cada disco de in6culo se sembré en
el centro de una placa de Petri (90 mm de
diametro) conteniendo 18 mm de PDA. Por
cada aislado se prepararon cuatro placas
(repeticiones), que se mantuvieron en un
incubador a la temperatura deseada y en
oscuridad. Las mediciones de las colonias se

realizaron a intervalos de 24 h, empezando a
las 48 h de la siembra, y en cada una de las
placas se midieron dos didmetros perpendi-
culares de la colonia desarrollada. Depen-
diendo de la tasa de crecimiento de los aisla-
dos estas mediciones se prolongaron entre
11 y 29 dias desde la fecha de siembra. Para
cada aislado y temperatura se calculd la tasa
media de crecimiento en mm/dia.

Los efectos sobre la tasa de crecimiento
de la temperatura, del aislado y de la interac-
cién temperatura x aislado se estudiaron
mediante un Analisis de Varianza (ANOVA)
Modelo I a dos vias (SOKAL y ROHLF, 1995),
al considerar no sélo la temperatura sino
también el aislado como factores fijos.

RESULTADOS

Prospecciones de los focos de seca

Phytophthora cinnamomi se detecté en
12 de los 30 (40%) focos prospectados en
1991-1992, de los cuales 9 correspondian a
dehesas de encina y 3 a dehesas mixtas de
encina y alcornoque; y en 8 de los 27 (30%)
focos prospectados en 1999-2000, de los
cuales 5 correspondian a dehesas de encina,
y los otros 3 a dehesas mixtas de encina y
alcornoque (Tabla 1). De los 12 focos posi-
tivos en la prospeccién de 1991-1992, en 5
de ellos se detecté P. cinnamomi solamente
en muestras de suelo, en 3 de ellos sola-
mente en raicillas sembradas en medio
selectivo, y en los 4 restantes se detect6 el
hongo tanto en las muestras de suelo como
en las de raicillas.

Identificacion de los aislados de Phy-
tophthora spp.

Todos los aislados de Phytophthora spp.
procedentes de las muestras de suelo se iden-
tificaron como P. cinnamomi. Las colonias
desarrolladas sobre medio PDA presentaron
aspecto de tipo roseta (Fig. 4), mientras que
sobre medio ZA su aspecto fue uniforme, sin
diferenciar ningiin tipo caracteristico. El
micelio formado en ambos medios fue de
tipo coraloide, con caracteristicos hincha-
mientos hifales esféricos en racimos (Fig. 5),
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Fig. 4.- Phvtophthora cinnamomi: colonia tipo
“roseta” en medio PDA.

especialmente abundantes en medio ZA. Los
esporangidforos formados en los bordes de
los pétalos de clavel fueron simples, portan-
do esporangios ovoides o elipsoidales, no
papilados y persistentes (Fig. 6). Se observa-
ron ramificaciones subesporangiales de los
esporangiéforos, y en ocasiones prolifera-
ciones internas del esporangio, tanto en
“nido™ (Fig. 7) como extendidas, o ambas en
el mismo esporangio (Fig. 8).

Crecimiento de los aislados de P. cinna-
momi a distintas temperaturas

Las tasas medias de crecimiento a dife-
rentes temperaturas de los aislados proce-
dentes de suelo de encinar y alcornocal se
presentan en la Figura 9. La tasa de creci-
miento se vio significativamente afectada
por la temperatura, por ¢l propio aislado y
por la interaccidon temperatura x aislado
(Tabla 2). Los incrementos de crecimiento
diario de los aislados fueron, en general,
lineales para cada temperatura (10, 15, 20,
25y 30 °C), especialmente al excluir las pri-
meras 48 h y las ultimas 24 h previas al
alcance de los bordes de las placas por las
colonias. Ninguno de los aislados estudiados
se desarrolld a 35 °C, ni fue capaz de crecer
a 25 °C wras 10 dias de exposicion a 35 °C,

Fig. 5.- Phytophthora cinnamomi: micelio coraloide e
hinchamientos hifales.

La tasa de crecimiento a 30 °C de los dos
aislados de alcornocal fue mds elevada que
la de los aislados de encinar, y lo mismo ocu-
ri6 a 25 °C, (exceptuando el aislado CU-A
que a esta temperatura presentd una tasa de
crecimiento similar a la de los aislados de
alcornocal), por lo que sus curvas de creci-
miento resultan, al compararlas con las de
los aislados de encinar, “desviadas™ hacia el
rango de temperaturas elevadas. Sefalar el

o e
"5. e

Fig. 6.- Phyvtophthora cinnamomi: esporangio ovoide.
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Fig. 7.- Phytophthora cinnamomi: esporangio con
proliferacién en “nido”.

caso del aislado Pcn-2, que es el tnico que
presenta el dptimo de crecimiento a 30°C,
con una tasa de crecimiento a esta tempera-
tura de 14,4 mm/dia y que es la mdxima tasa
de crecimiento observada en el ensayo. Es
caracteristico de este aislado el incremento
cuasi-lineal de la tasa de crecimiento con la
temperatura en el rango de 10 a 30 °C, incre-
mento especialmente acusado (al menos en
comparacién con el resto de los aislados) al
pasar de 10 a 15 °C, asf como el escaso mar-
gen que existe entre la temperatura Sptima
de desarrollo y la cardinal mdxima.

Los aislados de encinar no difirieron sus-
tancialmente entre si cuando se considera-
ron las tasas de crecimiento a 10, 15 y 30
°C. Sin embargo, al considerar los creci-
mientos a temperaturas intermedias (20 y
25 °C) se pudieron diferenciar dos grupos
de aislados: los que presentan tasas de cre-
cimiento rdpido (ET-7, LE-1 y CU-A) y
lento (EC-2, EC-5, DS-2 y LB). La mayoria
de los aislados (6 de los 7 considerados)
presentaron un crecimiento 6ptimo, mds o
menos variable en torno a 25 °C, y sélo en
ET-7 tuvo lugar a 20 °C.

Es preciso sefialar que aislados proceden-
tes del mismo foco de seca presentaron tem-
peraturas éptimas de crecimiento sensible-

- A

O B = I

Fig. 8.- Phytophthora cinnamomi: esporangio con
proliferacion en “nido” y extendida.

mente diferentes. Asf ocurre con los aislados
EC-2 y EC-5, procedentes ambos de un foco
en Cheles (Badajoz): mientras que el creci-
miento mds rdpido de EC-2 se produjo clara-
mente a 25 °C, EC-5 present6 un 6ptimo de
crecimiento también en torno a 25 °C, pero
mucho menos definido, con escasa diferen-
cia entre las tasas de crecimiento a 20, 25 y
30 °C. Asimismo, los aislados Pcn-1 y Pcn-
2, ambos de un foco en Carmonita (Bada-
joz), presentaron 6ptimos en tono a 25 y 30
°C, respectivamente.

DISCUSION

Prospecciones de focos de seca e identi-
ficacién de los aislados

En las dos prospecciones realizadas en
Extremadura los porcentajes de focos en los
que se detectd la presencia de P. cinnamomi
fueron similares: 40% en la de 1991-1992 y
30% en la de 1999-2000. Estos resultados
sugieren que el porcentaje de focos en los
que el hongo se encuentra implicado se ha
mantenido relativamente estable en el inter-
valo de tiempo transcurrido entre las dos
prospecciones, a pesar de la reactivacién de
la seca en ese periodo (FERNANDEZ CANCIO,
1999).
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Tabla 1.- ANOVA Modelo I a dos vias del efecto de la temperatura, del aislamiento y de su interaccién sobre la
tasa de crecimiento de P. cinnamomi

Fuente gl CM F P
Temperatura 526.16 1918.2 <0.001
Aislamiento 8 55.34 201.8 <0.001
Temperatura x Aislamiento 32 10.63 38.8 <0.001
Error 135 0.2743

Los datos obtenidos a 35 °C se excluyeron del andlisis ya que en los 9 aislamientos estudiados la tasa de crecimiento a
esta temperatura fue cero. gl: grados de libertad. CM: cuadrados medios.

Por otra parte, estos porcentajes de aisla-
miento de P. cinnamomi son comparables a
los obtenidos en otras prospecciones. Asi, en
las realizadas en 1991 en varias Comunida-
des Auténomas la presencia del hongo se
detectd en el 47% de los focos correspon-
dientes a alcornoque y del 17% de los corres-
pondientes a encina (COBOS et al., 1993); y
en los muestreos realizados por ROBIN et al.
(1998) en 24 zonas de encina y alcornoque
del sudeste de Francia con diversos grados
de decaimiento se aislé P. cinnamomi en 7
(29%) de las zonas muestreadas. Sin embar-
go estos porcentajes son claramente inferio-
res al 85% de focos positivos reportado por
Brasier a raiz de las prospecciones realizadas
en 1991 y 1992 en zonas de seca de encina y
alcornoque en el sudoeste de la Peninsula
Ibérica (BRASIER, 1992; BRASIER et al.,
1993). Esta disparidad de resultados podria
deberse, en parte, a la localizacién topografi-
ca particular de los focos muestreados por
Brasier, la mayoria de ellos distribuidos a lo
largo de arroyos, valles o depresiones, o bien
en zonas planas con acumulacién de agua
superficial en primavera o en zonas de alte-
racién reciente del suelo; asi como al estado
himedo del suelo en el momento del mues-
treo en casi todos los casos. Ademads, a los 9
focos prospectados personalmente por Bra-
sier se sumaron 4 focos adicionales en los
que otros colegas detectaron P. cinnamomi,
sin aportar informacién sobre el porcentaje
que suponen respecto al total de focos pros-
pectados por ellos. Todo ello pudo producir
una considerable sobre-estimacién del por-
centaje de focos de seca positivos en esos
estudios.

En cualquier caso, el hecho de no encon-
trar Phytophthora en el suelo debe ser inter-
pretado con precaucion, ya que el fracaso en
su deteccién no implica necesariamente su
ausencia (ERWIN y RIBEIRO, 1996). De hecho
son varios los factores que pueden influir y
determinar el éxito o fracaso en la deteccién:
la efectividad de los métodos de aislamiento,
el modelo de distribucién del patégeno, el
nivel de muestreo y la densidad de inéculo
en el suelo (ROBIN et al., 1998).

Respecto a los métodos de deteccién
sefialar que, tanto en la prospeccién de 1991-
1992 como en la de 1999-2000, se emplea-
ron pétalos inmaduros de clavel como cebos
para el aislamiento de Phytophthora. Una de
las razones para utilizar este cebo fue su
poca especificidad dentro del género, por lo
que su empleo permitiria la “captura” tanto
de P, cinnamomi (TELLO et al., 1991; MuRoz
et al., 1996; GALLEGO et al. 1999; LUQUE et
al. 2000) como de otras especies que pudie-
ran estar asociadas a la rizosfera de encinas
o alcornoques con sintomas de seca. De
hecho los pétalos inmaduros de clavel se han
mostrado eficaces en el aislamiento de P.
capsici Leon. y P. parasitica Dastur (PON-
CHET et al., 1972), e incluso P. cactorum
(Leb. y Cohn) Schroet. y P. cryptogea
Pethybr. y Laff. (TELLO et al, 1991). En
cualquier caso, como sefiala Tsa0 (1983), el
éxito en la deteccién mediante cebos vegeta-
les depende tanto de factores intrinsecos al
cebo (susceptibilidad y edad o madurez de
los tejidos) como de las condiciones de incu-
bacién (temperatura, luz, aireacién, calidad
del agua y proporcién agua / suelo). En la
prospeccién de 1991-1992 el empleo de
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trampas vegetales para el aislamiento del
suelo se complementd con la siembra de rai-
cillas sobre medio agarizado selectivo, y
aunque lo mas frecuente fue la deteccion
s6lo en el suelo (5 de los 12 focos positivos)
o en el suelo y las raicillas (4 de los 12 focos
positivos), en 3 de los focos el hongo sélo se
detectd en las raicillas y no en el suelo. Esto
indica el interés de combinar, cuando es
posible, los dos métodos de deteccion.

Por otro lado, segiin ROBIN er al. (1998) la
probabilidad de capturar P. cinnamomi con
el nivel de muestreo empleado (3-5 drboles
por foco) es baja, especialmente si su distri-
bucién en el suelo no es uniforme sino agre-

gada, como demostraron DESPREZ-LOUSTAU
y Dupuis (1994).

En cuanto a la densidad del inéculo, ésta
puede cambiar, desde indetectable hasta ele-
vada, en un corto periodo (ERWIN y RIBEIRO,
1996). Asi, en los suelos del oeste de Austra-
lia P. cinnamomi se detecta raramente por
trampeo durante gran parte del ailo, particu-
larmente durante los meses secos de verano
(OLD, 1979; WESTE, 1983). De hecho, Bra-
SIER (1992) atribuye los fallos en el aisla-
miento de esta especie en dos de los puntos
muestreados por €l en el sudoeste de la
Peninsula Ibérica a las condiciones secas del
suelo en el momento del muestreo. El hongo
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sobrevive los periodos secos en el suelo o en
las raices como clamidosporas de pared
engrosada, o bien en las capas profundas del
perfil del suelo alrededor de raices infectadas
(SHEARER y TipPET, 1989). En estas condi-
ciones, la profundidad a la que se toman las
muestras de suelo se presenta como un factor
determinante del éxito en la deteccion.

Crecimiento de los aislados de P. cinna-
momi a distintas temperaturas

Es preciso indicar que las comparaciones
de las temperaturas cardinales y de creci-
miento 6ptimo, asi como de las tasas de creci-
miento obtenidas en este estudio, con las indi-
cadas por otros autores, deben ser interpreta-
das con precaucién, ya que para un mismo
aislado pueden variar segin la composicién
del medio de cultivo empleado (SHEPHERED y
PRATT, 1974; ZENTMEYER et al., 1976), segtin
la profundidad del agar (LEONIAN, 1934) e
incluso segin el método de aislamiento
(SHEPHERED y FORRESTER, 1977).

SHEPHERED y PRATT (1974) determinaron
las temperaturas cardinales y de crecimiento
optimo de 50 aislados de P. cinnamomi de
Australia sobre varios medios de cultivo,
entre ellos PDA. Sobre este medio, la tem-
peratura minima oscilaba entre 5y 10 °C, la
mdéxima entre 32,5 y 35 °C, mientras que la
Optima se encontraba entre 25 y 25,7 °C.
Nuestros resultados no permiten fijar con
exactitud el intervalo de temperatura mini-
ma, pero si afirmar que la temperatura maxi-
ma de crecimiento de los 9 aislados estudia-
dos es inferior a 35 °C, y que el intervalo de
temperatura ptima de los aislados extreme-
fios (entre 20 y 30 °C) es mds amplio que el
obtenido por SHEPHERED y PRATT (1974).
Seiialar sin embargo que el intervalo de tem-
peratura 6ptima determinado por SHEPHERED
y PRATT (1974) sobre PDA es mds estrecho
que sobre otros medios de cultivo, similar-
mente a los obtenidos por ZENTMEYER ef al.
(1976) sobre medio minimo sintético (21-30
°C) y por ERWIN y RIBEIRO (1996), que osci-
la entre 20 y 32,5 °C. La temperatura ptima
estimada por SANCHEZ et al. (2000) sobre
medio zanahoria-agar para aislados de P.

cinnamomi procedentes de zonas de seca de
encinas en Huelva fue de 32,2 °C, pero este
valor se obtuvo a partir de una regresién cur-
vilinea agrupando varios aislados, por lo que
su rango de variacién es desconocido.

Ninguno de los aislados estudiados se
desarroll6 a 35 °C, ni fue capaz de crecer a
25 °C después de 10 dias de exposicidn a 35
°C. Esta situacién contrasta con otros estu-
dios en los que algunos aislados de P. cinna-
momi fueron capaces de crecer a temperatu-
ras superiores a 34 °C sobre PDA (ZENTME-
YER et al., 1976) o sobre otros medios agari-
zados (HAASIS et al., 1964; SHEPHERED et al.,
1974; SANCHEZ et al., 2000), pero es similar
a la descrita por HUBERLI et al. (2001), ya
que ninguno de los 73 aislados estudiados
por ellos fue capaz de crecer a 32 °C sobre
PDA y el 75% de dichos aislados murieron
tras 16 dias de exposicion a esa temperatura.
Es preciso sefialar el caso del aislado Pcn-2
por el escaso margen que existe entre la tem-
peratura éptima de desarrollo (30 °C) y la
cardinal mdxima (35 °C).

Respecto a las tasas medias de crecimien-
to diario, las obtenidas a 25 °C (5,8- 13,3
mm/dia) son inferiores a las determinadas
por ZENTMEYER et al. (1976) a esta misma
temperatura y también sobre PDA para 187
aislados de diferentes procedencias, y que
oscilaron entre 11,2 y 2! mm/dia. Sin
embargo, son superiores a las determinadas
por HUBERLI et al. (2001) a 24 °C sobre PDA
para 73 aislados procedentes de bosques de
eucaliptos en Australia. Desafortunadamente
no es posible comparar las tasas de creci-
miento diario con las obtenidas por otros
autores, ya que los medios de cultivo emple-
ados son diferentes y esto, como ya se ha
seflalado, puede influir en la velocidad de
crecimiento.

En cualquier caso, y a pesar de que el
nimero de aislados de P. cinnamomi estudia-
do por nosotros es relativamente reducido
(n=9), los resultados indican claramente una
gran variacién tanto en la temperatura Opti-
ma de crecimiento como en la tasa de creci-
miento diario. Ademads, como se ha indicado,
estos pardmetros variaron incluso entre ais-
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lados procedentes del mismo foco de seca.
El efecto significativo de la temperatura
sobre la tasa de crecimiento sugiere cierta
plasticidad fenotipica de los aislados. Por
otro lado, las diferencias observadas entre
aislados en la tasa de crecimiento indica la
existencia de variabilidad fenotipica. La con-
vivencia en el mismo lugar geogrifico de
aislados con distintas preferencias de tem-
peratura y diferentes tasas de crecimiento
sugiere distintas estrategias adaptativas del
patégeno a las condiciones térmicas de un
medioambiente, predecible o impredecible,
pero siempre fluctuante. Ademds, el signifi-
cativo efecto de la interaccién temperatura x
aislado indica que la respuesta de los aisla-
dos extremeifios, en términos de tasa de cre-
cimiento, fue distinta segin la temperatura.
SHEPHERED y PRATT (1974) también observa-
ron amplias diferencias en las tasas de creci-
miento entre y dentro de poblaciones regio-
nales de P. cinnamomi de Australia.

En resumen, la implicacién de P. cinna-
momi en los procesos de seca, si bien com-
pleja, estd actualmente fuera de duda y nues-
tros resultados corroboran que el hongo
representa un papel significativo en los epi-

ABSTRACT

sodios de seca de encinas y alcornoques en
Extremadura. Ademads, nuestro estudio rela-
tivo al crecimiento de los aislados extreme-
flos a distintas temperaturas muestra el
importante efecto regulador del medioam-
biente (temperatura) sobre el desarrollo de P.
cinnamomi, y evidencia una considerable
variabilidad tanto fenotipica como en la plas-
ticidad fenotipica, que se traduce en normas
de reaccién diversas en la tasa de desarrollo
moduladas por la temperatura (PIGLIUCCI,
2001). El punto crucial que queda por deter-
minar es si tal variabilidad puede estar corre-
lacionada con el potencial patogénico de los
aislados de P. cinnamomi.
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QUINTANILLA, M. 1. CoLiNO NEVADO, E. J. PALO NUREZ, L. M. TorrES-VILA. 2003. Detec-
tion of Phytophthora cinnamomi in declining Mediterranean open woodlands (dehesas)
in Extremadura (SW Spain) and its growth in vitro . Bol. San. Veg. Plagas, 29: 627-640.

Two surveys for the presence of P. cinnamomi in declining holm and cork oak stands
in Extremadura (SW Spain) were performed. The first survey was carried out between
autumn 1991 and spring 1992, and the second between spring 1999 and spring 2000.
Thirty foci were sampled in the first survey and P. cinnamomi was detected in 12 (40%)
of them (9 holm oak stands and 3 holm and cork oak stands); 27 foci were sampled in
the second survey and P. cinnamomi was detected in 8 (30%) of them (5 holm oak stands
and 3 of holm and cork oak stands). The percentage of decline foci where P. cinnamomi
is involved has remained relatively stable in the lapse of time between the two surveys,
despite of the oak decline reactivation during that period. P. cinnamomi was the only Phy-
tophthora species isolated in both surveys.

Growth rates on potato-dextrose-agar at 10, 15, 20, 25, 30 and 35 °C were determi-
ned for 9 P. cinnamomi isolates, 7 of them from holm oak stands and 2 of them from a
cork oak stand. Considerable variation in optimum growth temperatures and in daily
growth rates occurred among isolates, even between isolates from the same decline focus.

Results show that P. cinnamomi plays a significant role in oak decline processes in
Extremadura and evidence not only a considerable phenotypic plasticity in relation to
temperature but also phenotypic variation among isolates in growth rate.

Key words: Phytophthora cinnamomi, holm oak, cork oak, dehesa, oak decline, tem-
perature, phenotypic variation, phenotypic plasticity.
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