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Resumen

El acebuche y el alcornoque son dos de las especies mas importantes de los ecosistemas mediterra-
neos. Sin embargo, en los ultimos afios, ambas especies estan siendo gravemente afectadas por podredum-
bres radicales, decaimiento y muerte del arbolado, que ponen en grave peligro su conservacion. Esta
Tesis Doctoral ha permitido determinar la etiologia de las podredumbres radicales del acebuche, incluyen-
do la primera descripcion de Phytophthora oleae como patogeno radical de Olea spp. Ademas, ha permi-
tido esclarecer algunos aspectos de la epidemiologia de la podredumbre radical del alcornoque causada
por P, cinnamomi 'y Pythium spiculum, como la influencia del estrés hidrico y del contenido de humedad
del suelo en el desarrollo de la enfermedad. Asimismo, se ha demostrado, aportando evidencia experimen-
tal contrastada, el efecto preventivo y curativo de los fosfonatos para evitar la destruccion de los ecosis-
temas mediterraneos dominados por el alcornoque.
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Summary

Wild olive and cork oak are keystone tree species of high ecological value for Mediterranean forests.
Both species are suffering root rots, decline, and death, which seriously threaten their future. This PhD
thesis state the etiology of the root rots affecting wild olives, including the first report of the new patho-
gen P, oleae causing root disease on Olea spp. Furthermore, the influence of previous drought and soil
water content in the epidemiology of cork oak root disease caused by P cinnamomi and Pythium spicu-
lum has been clarified. In addition, has provided statistical evidence of the preventive and therapeutic ef-
fectiveness of systemic phosphonates to avoid destruction of Mediterranean ecosystems based on oak wo-
odlands.
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1. Introduccion

El alcornoque (Quercus suber L.) y el acebuche (Olea europaea subsp. europaea
var. sylvestris) constituyen dos de los elementos clave de los bosques mediterrane-
os (Costa et al., 1997). Estos ecosistemas son especialmente proclives a sufrir pro-
cesos de decaimiento provocados, entre otras causas, por la incidencia de enferme-
dades y plagas (Vitousek 1994). En este contexto, uno de los mayores problemas a
los que se enfrentan los ecosistemas forestales mediterraneos son las enfermedades
radicales causadas por oomicetos (Liebhold ef al., 2017; Sena et al., 2018). Estos mi-
croorganismos producen una destruccion masiva de raices absorbentes de los arbo-
les que infectan, reduciendo su capacidad de absorcidon de agua y nutrientes, y ge-
nerando en la parte aérea una sintomatologia muy inespecifica: amarillez y/o
marchitez foliar, defoliacion y muerte regresiva de brotes y ramas (Erwin y Ribei-
ro 1996). El acebuche, en general, es una especie forestal poco susceptible a la in-
cidencia de enfermedades. Sin embargo, en uno de los acebuchales mas importan-
tes de Europa (Smits et al., 2005), se observo en el afio 2009 la sintomatologia
tipica de una podredumbre radical. Por ello, se plante6 la necesidad de determinar
la etiologia de esta enfermedad, que puede poner en peligro la conservacion de un
acebuchal de alto valor ecologico.

Por otra parte, la podredumbre radical causada por Phytophthora cinnamomi 'y
Pythium spiculum se ha convertido en la principal causa de muerte del alcornoque
en el suroeste de la Peninsula Ibérica (Sanchez et al., 2006; Romero et al., 2007).
Phytophthora cinnamomi es el Gnico microorganismo incluido en las 100 especies
exoticas invasoras mas dafiinas del mundo (Lowe ef al., 2000). Existen numerosos
estudios sobre diferentes aspectos epidemioldgicos de la enfermedad radical que
causa en los Quercus mediterraneos (Sanchez et al., 2002; Hardham 2005; Des-
prez-Loustau et al., 2006; Corcobado et al., 2013). Sin embargo, quedaban por acla-
rar algunos aspectos relevantes, como el papel de la sequia, tantas veces citado como
un factor predisponente a la infeccidén por P cinnamomi, o su capacidad de compe-
tencia con el otro oomiceto implicado, Py. spiculum, para infectar la raiz del alcor-
noque, tanto en las condiciones climaticas actuales, como bajo las futuras condicio-
nes previstas por los modelos de cambio climatico.

En cuanto al control de este tipo de enfermedades en especies forestales, cabe
destacar el manejo integrado de la enfermedad en dehesas de encina mediante un
buen manejo del ganado, drenajes (Fernandez et al., 2008), seleccion de cultivos her-
baceos no susceptibles al patdogeno (Serrano ef al., 2012a), fertilizacion calcica (Se-
rrano et al., 2012b), o biofumigacion (Rios ef al., 2016). Sin embargo, la mayoria
de estas medidas son de dificil aplicacion en un medio natural no antropizado. En
ecosistemas naturales, las podredumbres radicales suelen controlarse principalmen-
te mediante la aplicacion de fosfonatos, siendo un ejemplo paradigmatico el control
de la podredumbre radical de eucaliptos en bosques naturales australianos. Los fos-
fonatos son productos fitosanitarios inductores de resistencia (fitoactivadores) de ca-
racter sistémico. Son sales de bajo peso molecular del 4cido fosforoso, no toéxicas y
absorbibles por la planta, capaces de desplazarse por el xilema (movimiento acro-
peto) y el floema (movimiento basipeto). Por este motivo, a diferencia de otros pro-
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ductos sistémicos, los fosfonatos pueden ser aplicados al tronco mediante inyeccion
(Hardy et al., 2001; Garbelotto ef al., 2007) o pulverizarse sobre el follaje (Jackson
et al., 2000; Hardy et al., 2001; Garbelotto et al., 2007; Shearer et al., 2012). Los
productos basados en fosfito potdsico han mostrado buenos resultados en el control
preventivo de podredumbres radicales causadas por Phytophthora spp. en Quercus
ilex (Fernandez-Escobar et al., 1999); Quercus agrifolia (Garbelotto ef al., 2009);
Eucalyptus spp. y otras especies nativas australianas (Jackson et al., 2000; Hardy et
al.,2001). Sin embargo, la comercializacioén de las sales del acido fosforoso (fosfi-
tos) como fertilizantes ha dado lugar a la prohibicion de su uso en tanto no sean co-
mercializados como productos fitosanitarios, segin su adscripcion en el Registro
Unico Europeo (European Pesticides database https://ec.europa.eu/food/plant/pes-
ticides/eu-pesticidesdatabase/public/?event=homepage&language=EN). Por este
motivo, se hizo necesario testar otros fosfonatos sistémicos comercializados como
fitosanitarios para su posible uso tanto en monte como en sistemas adehesados.
En base a estas premisas, los objetivos de esta Tesis Doctoral fueron:

# Determinar la etiologia de la podredumbre radical que afecta al acebuche.

# Esclarecer la influencia del estrés hidrico del alcornoque como factor predis-
ponente para la infeccion por Phytophthora cinnamomi.

# Determinar el grado de competencia entre P cinnamomi'y Py. spiculum para
infectar la raiz del alcornoque en un gradiente de humedad del suelo.

# Evaluar la eficacia de inductores de resistencia (fosfonatos) en el control de
la podredumbre radical del alcornoque y el acebuche en condiciones contro-
ladas.

# Evaluar la eficacia de inductores de resistencia (fosetil-aluminio) en el con-
trol de la podredumbre radical del alcornoque en campo.

2. Etiologia de la podredumbre radical del acebuche

En los ultimos afios se han observado sintomas de podredumbre radical en el
acebuchal de la Reserva Natural Concertada de la Dehesa de Abajo (Figura 1), un
area protegida perteneciente al municipio sevillano de La Puebla del Rio. Durante
los afios 2013, 2014 y 2015 se tomaron muestras de suelo y raiz de arboles sintoma-
ticos y se analizaron posteriormente en el laboratorio. Se aislaron consistentemen-
te tres especies del género Phytophthora (P cryptogea, P. oleae y P megasperma),
junto con Py. spiculum, demostrandose su patogenicidad en plantones. En muestre-
os previos (2009), P megasperma fue el principal patégeno asociado a la enferme-
dad, mientras que en este trabajo se constatd que, en 2013, P cryptogea fue la prin-
cipal especie aislada, probablemente debido a un aumento generalizado de las
temperaturas, que favorecieron las infecciones radicales por parte de una especie
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mas terméfila, como es P cyptogea. Ademads, desde su primera deteccion en 2014,
la nueva especie invasora P oleae parecio estar desplazando a las especies de
Phytophthora nativas, poniendo en peligro no solo la supervivencia de los acebucha-
les, sino que también representa un grave riesgo para el olivar.

Figura 1. Vista general de un arbol sintomatico (izquierda) junto a dos asintomaticos (derecha) en el ace-
buchal de la Reserva Natural Concertada de la Dehesa de Abajo (a). Sintomas foliares y radicales: ama-
rillez foliar (b); defoliacion severa (c); necrosis y pérdida de raices absorbentes (d).

3. Epidemiologia de la podredumbre radical del alcornoque

Se realizaron inoculaciones artificiales utilizando plantones de alcornoque y se
evaluo la influencia de la humedad en el desarrollo de la enfermedad. Por un lado
se determino el efecto de la sequia como un factor predisponente en la infeccion de
P, cinnamomi. Para ello, los plantones se sometieron a tres diferentes condiciones hi-
dricas: sequia extrema, sequia moderada y riego normal. Posteriormente se inocu-
laron con suspensiones de clamidosporas de P cinnamomi y se mantuvieron duran-
te cuatro semanas en condiciones Optimas para la infeccion. Finalmente se evaluaron
los sintomas radicales y se demostré coémo este oomiceto actua como un patdgeno
virulento cuando los plantones se expusieron a suelos infestados con clamidospo-
ras, independientemente de las condiciones previas de estrés hidrico. Por lo tanto,
la sequia por si misma no puede ser considerada como un factor predisponente ne-
cesario para el desarrollo de la podredumbre radical del alcornoque.

Por otro lado, se evalud la influencia del contenido de humedad del suelo en el
nivel de competencia de los oomicetos causantes de podredumbre radical en alcor-
noque (P cinnamomi y Py. spiculum). Para ello, los plantones se inocularon con
suspensiones de esporas de los dos patdogenos y se sometieron a diferentes niveles
de humedad del suelo. Se comprob6 que el contenido hidrico es un factor determi-
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nante para la infeccidén por uno u otro patégeno. Phytophthora cinnamomi fue alta-
mente virulento en suelos con un porcentaje de humedad entre la saturacion y la se-
quia moderada (= 25%), causando altos niveles de necrosis radical, pero fue inca-
paz de infectar las raices cuando la humedad del suelo disminuy6 hasta el 12%
(sequia). Por el contrario, Py. spiculum puede infectar la raiz del alcornoque en con-
diciones de sequia, pero resulta menos virulento que P cinnamomi en suelos hume-
dos, e incapaz de infectar las raices en suelos saturados. En los alcornoques inocu-
lados simultaneamente con ambos patdogenos, los sintomas radicales fueron siempre
similares a los producidos en solitario por P cinnamomi en un amplio rango de hu-
medad del suelo (9-100%), sin ningn efecto sinérgico entre los dos patogenos. Por
lo tanto, P cinnamomi predominard como patogeno radical de Quercus en suelos sa-
turados a moderadamente humedos, mientras que Py. spiculum sera el patdogeno
predominante solamente en ausencia de P cinnamomi o en condiciones de sequia.
De esta forma, los bosques de Quercus mediterraneos, habitualmente infestados por
ambos patdgenos, estaran en riesgo de sufrir epidemias de la enfermedad en el mo-
mento presente y también bajo las condiciones de aumento de la aridez previstas
para la region mediterranea.

4. Control de la podredumbre radical del alcornoque y del acebuche

Por otra parte, la creciente necesidad de un manejo integral de las enfermeda-
des que afectan a las dehesas y montes de Quercus, que ademas sea respetuoso con
el medio ambiente, hace del uso de productos activadores de resistencia (fosfona-
tos) una opcion atractiva. Estos productos pueden ser aplicados directamente al
tronco (endoterapia), estimulando las defensas naturales del arbol frente a determi-
nados patogenos e impidiendo la contaminacion de las dehesas y alcornocales. En
este contexto, se evalud la capacidad de estos productos para inhibir in vitro el cre-
cimiento micelial de P cinnamomi y se ensayo0 su eficacia para prevenir la infeccion
en plantones de alcornoque. Se demostrd que elbfosfito potasico, a la dosis recomen-
dada por el fabricante (100 ug/mL), inhibe totalmente el crecimiento radial de las
colonias de P cinnamomi, mientras que el fosetil-aluminio indujo una reduccion
del crecimiento del 75%. Sin embargo, solamente las plantas tratadas con fosetil-alu-
minio mostraron unos niveles de sintomas radicales similares a los de las plantas no
inoculadas.

Ademas, también se evaluo la eficacia del fosfito potasico y el fosetil-aluminio
contra los patdgenos radicales del acebuche en condiciones in vitro e in planta. El
fosfito potasico redujo el crecimiento micelial de P cryptogea, P. oleae, P megas-
perma 'y Py. spiculum, mientras que el fosetil-aluminio solo fue efectivo contra P
cryptogea y P oleae. Sin embargo, cuando se ensayaron in planta, ambos fosfona-
tos redujeron significativamente la necrosis radical causada por todas las Phytoph-
thora spp.

Finalmente, y debido a que el uso del fosfito potéasico se prohibié en Espafia, de-
bido a su comercializacion como fertilizante fosforico, se ensay¢ la efectividad del
fosetil-aluminio contra la podredumbre radical del alcornoque. Este producto es un
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fosfonato registrado en Espafia como fungicida para su uso en cultivos agricolas y
algunos cultivos forestales. Por ello, se ensayo la eficacia del fosetil-aluminio en una
dehesa de alcornoque, aplicando el producto por inyeccion al tronco a la dosis re-
comendada por el fabricante para cultivos lefiosos. Los arboles se catalogaron en
funcién de su clase de defoliacion: arboles asintomaticos (0-10% de defoliacion),
con defoliacién leve (11-25%) o moderada (26- 50%). Ademas, se tomaron mues-
tras de raicillas absorbentes y de suelo de la rizosfera de cada arbol para el aisla-
miento de patégenos. Se inyectaron 30 arboles (10 por clase de defoliacion) con fo-
setil-aluminio, y otros 30 (testigos) solamente con agua. Los alcornoques, in-
cluyendo algunos asintomaticos, ya estaban infectados con P cinnamomi'y Py. spi-
culum cuando se realiz6 el tratamiento con fosetil-aluminio o con agua. La evalua-
cién de la defoliacion y los muestreos de raiz y suelo se repitieron dos veces al afo
durante 3 afios. Al final del periodo de evaluacion, la aplicacidn de fosetil-aluminio
redujo significativamente la defoliacion de los arboles tratados en comparacion con
los testigos, independientemente de la clase de defoliacion inicial (Figura 2). Ade-

Figura 2. Efectividad del fosetil-aluminio contra la podredumbre radical del alcornoque en dehesa. In-
yeccion al tronco de un alcornoque mediante una capsula presurizada conteniendo fosetil-aluminio (a).
Aspecto de la copa de un alcornoque testigo (tratado con agua) en el afio 2014 (b) y 2017 (c). Obsérvese
la pérdida de follaje. Aspecto de la copa de un alcornoque tratado con fosetil-aluminio en el afio 2014 (d)
y 2017 (e). Véase como el arbol permanece con un alto porcentaje de cobertura foliar.

mas, se observo una mejora de la cobertura foliar en los arboles tratados, lo que su-
giere un efecto terapéutico del fosetil-aluminio sobre las infecciones preexistentes,
que se sumaria a su efecto preventivo contra las nuevas infecciones. Por otro lado,
las variaciones en la densidad de indculo en el suelo o en la presencia de P cinnna-
momi'y Py. spiculum en las raices a lo largo del tiempo de evaluacion, no dependie-
ron significativamente del tratamiento aplicado. Por lo tanto, la aplicacién de inyec-
ciones al tronco de fosetil-aluminio debe considerarse como una medida efectiva en
el manejo integrado de esta grave enfermedad del alcornoque, incluso en areas na-
turales protegidas.
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