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Resumen

Los alcornoques centenarios del Parque Nacional de Dofiana se consideran estructuras clave en
el ecosistema de las arenas estabilizadas. Estos drboles se encuentran actualmente amenazados por
la presencia de aves zancudas nidificantes, cuyos detritos provocan profundos cambios quimicos en
el suelo y afectan a las hojas, asi como por dos oomicetos patégenos (Phytophthora cinnamomi 'y
Pythium spiculum), que han sido aislados de las raices y la rizosfera de los arboles analizados.
Phytophthora cinnamomi ha experimentado una importante dispersion en el Parque durante el dlti-
mo afio, aprovechando la alta humedad primaveral e invernal del 2010. Se analiz6 la distribucion de
siete especies de oomicetos (seis de Pythium y una de Phytophthora) en el suelo, bajo las copas de
los alcornoques, a lo largo de un gradiente de influencia aviaria. El andlisis de correspondencias
canonicas revel6 la existencia de una relacion significativa entre la distribucion de las especies de
oomicetos y algunas variables quimicas del suelo estrechamente relacionadas con la acumulacion de
desechos aviarios. Se encontrd que algunas especies de Pythium eran capaces de vivir en suelos muy
afectados por las aves, mientras que las especies patogenas, Py. spiculum 'y P. cinnamomi no prospe-
raron en sitios fuertemente afectados.
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INTRODUCION

Dofiana (SW Espafia) es una de las principales
zonas europeas protegidas para las aves acudticas.
Fue declarado Parque Nacional en 1969, Reserva
de la Biosfera en 1981 y Patrimonio de la Huma-
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nidad en 1994. El alcornoque (Quercus suber 1..)
es la especie principal en las arenas estabilizadas
de Donana. Las talas masivas y diversas formas de
explotacion a lo largo de los dltimos siglos han lle-
vado a una dréstica disminucion de su poblacion
hasta el punto que s6lo unos pocos cientos de gran-
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des pies centenarios sobreviven (GRANADOS,
1988). Actualmente, la regeneracion natural del
alcornoque en Dofiana es practicamente inexisten-
te debido a la intensa actividad herbivora (HERRE-
RA, 1995). Por otra parte, la ocupacion prolongada
de los alcornoques por las aves zancudas para ani-
dar parece afectar negativamente su estado de
salud por la profunda alteracion quimica del suelo
y las hojas debida a los depdsitos de guano (RAMO
et al., 2009). El aumento de los niveles de sales
ornitogénicas (nitratos, fosfatos) se ha relacionado
con un aumento de los sintomas de estrés y un sig-
nificativo incremento de la defoliacion (GARCIA et
al., 2011). Ademas, las poblaciones de alcornoque
situadas fuera del parque o las que crecen en las
dehesas en la provincia de Huelva, se ven muy
afectadas por la enfermedad causada por los oomi-
cetos P. cinnamomi'y Py. spiculum (SANCHEZ et al.,
2002; ROMERO et al., 2007). En 2008 se encontra-
ron varios focos de ambos agentes patégenos en
Dofiana y se han registrado algunos episodios de
muerte subita de arboles infectados desde el afio
2009. El objetivo de este estudio es investigar si la
fertilizacion inducida por las aves puede condicio-
nar la distribucion de los oomicetos del suelo,
incluyendo la de las dos especies patdgenas.

MATERIAL Y METODOS

Se muestrearon 45 alcornoques a lo largo del
otofo e invierno de los afios 2008 a 2011. Se
recogieron dos diferentes conjuntos de datos. En
la temporada 2008 antes de las lluvias (octubre-
noviembre), se tomaron muestras de suelo (5-25
cm de profundidad) y raices absorbentes, bajo la
copa de 21 alcornoques centenarios, con el fin
de evaluar la presencia y distribucion de espe-
cies de oomicetos a lo largo de un gradiente de
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fertilidad del suelo inducida por las aves. De
2009 a 2011 durante las estaciones de lluvia, se
tomaron muestras de suelo de la rizosfera espe-
cificamente para evaluar la presencia y abun-
dancia de los dos principales patdgenos
identificados (P. cinnamomi 'y Py. spiculum) en
40 arboles. Aproximadamente la mitad de ellos
habian sido incluidos en el muestreo de 2008.

Influencia aviaria

Se utilizaron dos tipos de estimacion de la
influencia aviaria para el estudio: frecuencia de
anidacion (porcentaje de afos con nidos a lo
largo de los ultimos 24 afios) y ocupacion avia-
ria (nimero medio de nidos presentes a lo largo
de los ultimos 16 afios). Tras la comparacién de
las caracteristicas quimicas de los suelos se con-
cluy6 que una ocupacion aviaria podia conside-
rarse insignificante para valores inferiores a 2
nidos/afio y significativa a partir de ese valor
(véase Tabla 1).

Analisis de suelo y raices

En la prospeccion de 2008, las muestras de
suelo y raices fueron analizadas siguiendo la
metodologia descrita en SANCHEZ et al. (2002)
utilizando hojas de alcornoque como cebos bio-
légicos y NARPH como medio selectivo
(ROMERO et al., 2007). En 2009 y 2010-11, las
muestras de suelo se analizaron como se descri-
be en ROMERO et al. (2007) y los resultados se
expresaron como unidades formadoras de colo-
nias por gramo de suelo seco (ufc-g"). Como las
muestras de suelo se secaron previamente, se
asumio que cada colonia obtenida era el resulta-
do de la germinacion de, al menos, una espora
de resistencia. Ambas submuestras de suelo fue-
ron analizadas para N total (Kjeldhal) y P
(digestion acida e ICP-OES).

Influencia aviaria no Influencia aviaria Cociente
significativa (<2 nidos/afio) significativa (=2 nidos/afio) medio
N 1.900 (891) 5.150 (2.940) 3
P 250 (244) 3.336 (4.158) 13
Ca 1.338 (725) 9.187 (10.121) 7
K 160 (82) 444 (337) 3
Mg 208 (60) 401 (240) 2

Tabla 1. Media y (desviacion estdandar) de varios macronutrientes medidos en los suelos bajo las copas de los alcor-
noques con diferente influencia aviaria. Las concentraciones se expresan como mg-kg' de suelo seco
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Identificacion de los aislados

La identificacion morfologica de los aisla-
dos provenientes de las raices y del suelo se
llevo a cabo segun las descripciones de van der
PLAATS-NITERINK (1981), ERWIN & RIBEIRO
(1995) y PauL et al. (2006). Ademas, la identifi-
cacion especifica fue confirmada con la secuen-
ciacion de regiones ITS de los aislados
obtenidos y comparadas con las secuencias
publicadas (GenBank) de los agentes patogenos.

Analisis de datos

Para establecer las relaciones de multiva-
rianza entre la distribucién de las especies de
oomicetos, las caracteristicas del suelo y las
variables relacionadas con la influencia aviaria,
medidas en el conjunto de datos de 2008, se rea-
liz6 un andlisis de correspondencias candnicas
(CCA), con el software CANOCO (TER BRAAK
& SMILAUER, 2002). También se analizé como la
abundancia de oomicetos variaba a lo largo de
los ejes de ordenacion y en relacion con las
variables ambientales mas relevantes, mediante
el ajuste de modelos lineales generalizados
(GLZ), usando el programa CanoDraw (TER
BRrRAAK & SMILAUER, 2002). Se asumio una dis-
tribucién de Poisson para la presencia/ausencia
de los patégenos, de acuerdo con LEPS &
SMILAUER (2003). El recuento de colonias de P.
cinnamomi'y Py. spiculum correspondiente a los
muestreos del 2009 y 2010-11 se relacion6 con
la influencia aviaria empleando un GLZ, asu-
miendo también una distribucion de Poisson
para la variable dependiente y una funcién de
enlace de tipo logaritmico. El nivel de significa-
cion se fijo en 0,05.

RESULTADOS

Condiciones ambientales y aislamiento de
oomicetos

Los arboles estudiados se extienden a lo
largo de un amplio gradiente de influencia avia-
ria y fertilidad del suelo (Tabla 1). De hecho, la
intensidad de ocupacion de los arboles por las
aves es un buen indicador de la fertilidad del
suelo, en especial para el fésforo (r = 0,81,
p<0,00002). Se detectaron siete especies de
oomicetos en el muestreo de 2008, que fueron
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identificadas como Py. debaryanum, Py. irregu-
lare, Py. spiculum, Py. tracheiphillum, Py.
vexans, Py. salinum'y Phytophthora cinnamomi.

Distribucion de oomicetos a lo largo de los
gradientes aviarios

El analisis CCA para las cinco especies de
oomicetos bien representadas (Py. spiculum, P.
irregulare, P. debaryanum, P. tracheiphillum y
P. vexans) identific6 sélo un gradiente subya-
cente principal capaz de explicar el 27% de la
varianza del conjunto de las especies. S6lo una
variable (frecuencia de anidacion) fue incorpo-
rada al modelo 6ptimo. Las otras variables
ambientales, aunque resultan significativas
cuando se analizaron por separado, no anadieron
informacién adicional al modelo, por su estre-
cha relacién con la frecuencia de anidacién
(correlacion de Pearson de 0,78 a 0,82).

Como se muestra en la Figura 1, algunas
especies se desarrollan en suelos fertilizados,
mientras que otros prefieren suelos con bajos
niveles de fertilidad. La Figura 2 muestra el
modelo de respuesta para cada especie a lo largo
del gradiente de ocupacion aviaria. Se detectaron
tres respuestas diferentes al gradiente: no signifi-
cativa (Py. vex, p=0,33 y Py. irr, p=0,37); positi-
va y significativa (Py. deb, p=0,016, y Py. tra,
p=0,000011) y negativa significativa (Py. spi,
p=0,000682). Una respuesta similar (no mostra-
da) se obtuvo de las variables de suelo (N y P).

Influencia aviaria y respuesta de los patogenos

La Figura 3 muestra el promedio de colonias
de los dos patégenos en los sitios con influencia
aviaria insignificante o significativa. A pesar de
que la abundancia media de P. cinnamomi fue 10
veces mayor en suelos no fertilizados que en los
fertilizados, la alta (y desigual) dispersion de los
datos genera una significacion mucho mas baja
(p=0,045) que la obtenida para P. spiculum
(p<0,00001), a pesar de que en esta ultima el
promedio de colonias fue de sélo dos veces
mayor en los sitios no fertilizados.

DISCUSION

Las aves inducen cambios en la fertilidad del
suelo que afectan de manera significativa a la
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Figura 1. Distribucion de abundancia de oomicetos a lo
largo del gradiente de influencia aviaria. Las variables
ambientales se representan por flechas cuya proyeccion
sobre el eje indica su relacion con él
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Figura 2. Modelo de respuesta a los niveles de ocupa-
cion de aves de cinco especies de Pythium
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Figura 3. Respuesta de Pythium spiculum y Phytophthora cinnamomi a los distintos niveles de influencia aviaria

composicion de la comunidad de oomicetos de
la rizosfera. Cuando la influencia aviaria es
excesiva, el suelo se saliniza e hiperfertiliza y
tanto la salud del arbol (GARCIA et al., 2011)
como la distribucién de los patogenos se ve
afectada. No obstante, hemos encontrado prue-
bas consistentes de cambios en la composicion
de la comunidad de oomicetos incluso a niveles
moderados de fertilizacion. A diferencia de los
oomicetos no patdégenos, las poblaciones tanto
de P. cinnamomi como de P. spiculum parecen
disminuir rdpidamente, incluso a niveles mode-
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rados de fertilizacion aviaria. Estos resultados
confirman los obtenidos por ARYANTHA et al.
(2000), que demostraron que, entre diferentes
estiércoles probados frente a P. cinnamomi, sélo
la gallinaza fresca redujo significativamente la
supervivencia del patégeno en el suelo.
Mientras la fertilizacién moderada inducida por
las aves podria prevenir la proliferacion de patd-
genos y a su vez podria ayudar a la superviven-
cia de los arboles, una hiperfertilizacion resulta
perjudicial tanto para los alcornoques como para
los patégenos del suelo.
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