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Resumen

En 2016 se identificé a Phytophthora alni como el principal agente causal del decaimiento de alisos
en el espacio Natura 2000 “Sotos del rio Alberche” (Toledo). Debido a la importancia del aliso (Alnus
glutinosa) para la estabilidad de los ecosistemas riparios, y el peligro que representa la extension de
la enfermedad, se inicié6 un programa para la conservacion de estas poblaciones.

La presencia de alisos asintomaticos en zonas altamente afectadas podria sugerir que presentan
cierto grado de tolerancia/resistencia a la enfermedad. De esta forma, a lo largo del rio Alberche se
preseleccionaron 22 arboles candidatos. Se ensayaron diferentes métodos de inoculacion in vitro,
buscando uno que fuera rapido, repetitivo y que reprodujese las condiciones de infeccion que se
dan en condiciones naturales para realizar una primera seleccién de genotipos resistentes a la
enfermedad. Entre éstos, la inoculacion de ramillas terminales de aliso con una suspension de
zoosporas resulté ser valido para evaluar los distintos genotipos candidatos. Asi, se han
seleccionado 3 arboles plus o selectos con resistencia/tolerancia a P. alni. El siguiente paso del
programa de conservacion y mejora sera evaluarlos mediante un test que reproduzca las
condiciones de infeccién que se dan en condiciones naturales y con otras especies de Phytophthora
identificadas también en la podredumbre radical del aliso.
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1. Introduccion

Los alisos (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.) son un componente muy importante en la vegetacion
riberefia en muchos de los rios de las zonas templadas y boreales del hemisferio norte, debido
fundamentalmente a que son capaces de soportar condiciones de humedad elevada. Estos arboles,
ademas, son intolerantes a la sombra, lo que les hace ser una especie pionera, y por tanto elegida
para ser utilizada en la recolonizacion de habitats riberefos degradados. Una vez establecidos
proporcionan sombra y temperaturas mas frias, lo cual permite que otras especies vegetales
puedan asentarse. Por otro lado, contribuyen a la fijacion y aporte de nitrégeno, afectando
significativamente en la dindmica de este elemento a escala local y paisajistica, ya que el nitrégeno
producido puede ser exportado por toda la cuenca (COMPTON et al., 2003). La estructura de raiz tan
extensa que presentan les hace ser buenos estabilizadores de la ribera y sus raices "adventicias"
crean importantes habitats para invertebrados y peces. En definitiva, estos arboles juegan un papel
fundamental en la ecologia de los ecosistemas de agua dulce. Esta combinacion de atributos, junto
con los valores recreativos y estéticos que se derivan de arroyos y rios, hace que su reemplazo por
otras especies sea muy limitado (MALANSON, 1993; CLAESSENS, 2003).

Recientemente, se ha detectado una fuerte reduccién de las masas de alisos a lo largo de

toda Europa y en algunas partes de América del Norte. El principal agente causal es Phytophthora
alni. Actualmente, este patégeno ha sido renombrado como un complejo hibrido de origen no claro
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compuesto por tres especies P. alni, P. multiformis y P. uniformis con una variada patogenicidad
(BRASIER, 2003; HUSSON et al., 2015; 100S et al., 2006). La mayoria de autores indican que la
especie mas agresiva debido a la elevada mortalidad que provoca es P. alni, la cual se ve favorecida
por inviernos calidos, pero no excesivamente calurosos y altas temperaturas en verano (REDONDO
et al., 2015; STEPANKOVA et al., 2013).

Los efectos del cambio climatico son ya evidentes y, segun los futuros escenarios climaticos,
se intensificaran progresivamente a medida que avance el tiempo. Las condiciones de crecimiento
del patégeno nos indican que ante estos cambios habra un aumento en su distribucién e incidencia.
Como consecuencia, se dara una mayor mortandad de masas de alisos, aumentando de esta forma
el riesgo de incendios forestales por la acumulaciéon de biomasa. Por otro lado, dada su funcién de
estabilizador de cuencas, la desaparicion de éstas agravaria la reduccion de la disponibilidad hibrida
y de los problemas debidos a la torrencialidad en los cauces hidrograficos.

Los métodos de control aplicados hasta el momento no han resultado ser eficaces, por lo que
un factor clave para la viabilidad a largo plazo de la poblacion de alisos es el desarrollo de
resistencia o tolerancia a la enfermedad. La presencia de alisos asintomaticos en zonas altamente
afectadas podria sugerir que presentan dicha tolerancia o resistencia a la enfermedad. Por este
motivo, es importante buscar genotipos resistentes en condiciones naturales, comprobar su
resistencia en condiciones controladas desarrollando un método de evaluacién rapido y repetitivo y
utilizar posteriormente las selecciones menos susceptibles como material base de reproduccion
para su uso en la recuperacion de los sistemas riparios.

2. Objetivos
Los objetivos fueron los siguientes:

2.1. Rastrear y marcar ejemplares asintomaticos de aliso en el espacio protegido Natura 2000
“Sotos del rio Alberche”

2.2. Seleccionar individuos resistentes/tolerantes a P. alni

2.3. Analizar su resistencia/tolerancia en condiciones de laboratorio

3. Metodologia

3.1. Muestreo

Para la seleccion de individuos resistentes/tolerantes a P. alni se recorri6 toda la longitud del
tramo del rio Alberche desde Calalberche hasta Cerro Alberche, en los términos municipales de El
Casar de Escalona, Hormigos, Escalona y Santa Cruz del Retamar, excepto en alglin trecho en el que
no se pudo acceder debido a la inaccesibilidad al mismo. En base a una escala visual se
seleccionaron individuos con indice de severidad entre O y 1, en zonas con presencia de la
enfermedad (Figura 1). Estos fueron marcados con una ficha identificativa in situ en la base del
tronco y se tomé su localizacién GPS. De éstos, se recogieron muestras de tierra, raices, brotes y
tallos. Se cortaron 4 ramas procedentes de los 4 puntos cardinales en el arbol candidato.
Posteriormente se colocaron en un recipiente con agua para mantener la humedad y la hidratacién
de las hojas. Las muestras de raiz y tierra fueron conservadas en frio hasta su analisis en
laboratorio.

-
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Figura 1. Seleccién de individuos candidatos. Con fecha roja se sefalan arboles sintoma
asintomaticos en focos de podredumbre.

3.2. Comprobacion de arboles asintomaticos

De forma preliminar, para reducir el nimero de arboles candidatos y hasta que se pueda
comprobar su resistencia/tolerancia en condiciones controladas mediante inoculaciones, se ha
comprobado si los arboles asintomaticos estaban infectados mediante el analisis de muestras de
raicillas y de tierra, tomadas de la rizosfera a 0,5-1 m del tronco a una profundidad de 10 cm para la
identificacion de P. alni. Las raices necréticas y no necréticas de aproximadamente 5-6 cm de largo
se cortaron en fragmentos de 1 cm, se lavaron con agua esterilizada, se secaron sobre un papel de
filtro y se sembraron en PARPNH [agar de jugo V8 con 10 ug mL-1 de pimaricina, 200 yg mL1 de
ampicilina, 10 yg mL1 de rifampicina, 25 yg mL1 de pentacloronitrobenceno (PCNB), 50 ug mL1 de
nistatina y 50 ug mL-1 de himexazol]. Las placas se incubaron en oscuridad a 20°C durante 5 d.

3.3. Evaluacién de resistencia/tolerancia

3.3.1.Produccién de inéculo

3.3.1.1. Discos de agar

Para la produccion de discos de agar, las colonias de aislamientos de P. alni se cultivaron en
agar V8 [100 mL/L V8 (Campbell Grocery Products); 3 g/L CaCOs; 20 g/L agar (Technical DIFCO,
Detroit, MI, EEUU)] y se incubaron durante 1 semana a temperatura ambiente. Con ayuda de un
sacabocados se tomaron discos de 6 mm del borde de crecimiento para realizar las inoculaciones
de las ramas.

3.3.1.2. Produccién de esporangios y zoosporas

Las colonias de los aislados de P. alni se cultivaron en agar V8 y se incubaron a 22 °C en luz
diurna continua durante 2 semanas. Para obtener la suspensién de zoosporas, se tomaron discos
de agar del borde de la colonia y se pusieron en placas de Petri que contenian agua con filtrado de
tierra (100 g de suelo por 1.000 mL agua del grifo) durante 2-3 d con luz continua a 22 °C. Cada 12
h se cambi6 el filtrado de tierra de las placas. Transcurrido el tiempo de incubacion, el liquido se
decantd en un vaso de precipitados estéril. Posteriormente la suspension se mantuvo a 5 °C
durante 1 h y seguidamente a temperatura ambiente durante 75 min para promover la liberacion de
zoosporas. Se realizd el conteo con el hemacitdmetro de la concentracién de las zoosporas
ajustandola a 2 x 103 zoosporas/mL (DENMAN et al. 2005; JUNG et al. 1999; RIBERO, 1978).

3.3.2.Test de resistencia
3.3.2.1. Inoculacién de ramillas con discos de agar
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Ramas de diametro de 1,2-1,5 cm se cortaron a 15 cm de longitud y se realizé una herida de
6 mm de diametro, eliminando la corteza y llegando hasta el cambium vascular. En ésta, se coloco
un disco de 6 mm de diametro de micelio de P. alni creciendo sobre V8. La herida con el disco se
cubrié con parafilm. Las ramas de control se inocularon con discos de agar sin micelio. Se realizaron
4 repeticiones por genotipo mas el control de cada uno de ellos. Las ramas inoculadas se incubaron
en camara humeda a 25 °C durante 6 d en oscuridad (BRASIER & KIRK, 2001; WEBBER & HEDGER,
1986). Pasado el tiempo de incubacion se midié la longitud de la necrosis.

3.3.2.2. Inoculacion de ramillas terminales con suspension de zoosporas

Se tomaron ramillas con hojas de 16 cm de longitud y 0,5-1 cm de diametro. Cada una de
ellas se coloc6é en tubos de ensayo con 15 ml de la suspension de zoosporas y se pusieron en
camara con fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad a 22 °C (CHANDELIER et al., 2016). Por cada
uno de los genotipos se dispusieron otras 2 ramillas en agua como control. La cantidad de agua o
inbculo en cada tubo se mantuvo constante mediante la adicidbn diaria para compensar la
transpiracion. Se analizaron 8 ramitas de cada genotipo. Una vez colocadas en los tubos de ensayo
se situaron en cajas para mantener una humedad relativa elevada e impedir la desecacién de las
hojas. A los 13 d, se tomd nota de los sintomas observados y se evaluaron en funcién de una escala
visual de severidad (gravedad del dano observado), que comprendié los siguientes valores: O, sin
sintomas; 1, algunas hojas marchitas; 2, estaquillas defoliadas o todas las hojas marchitas y
necrosis en el tallo. A partir de estos valores se calculd el indice de severidad para cada uno de los
genotipos ensayados obtenido como el sumatorio del nimero de estaquillas x nivel de severidad
segln la escala anterior/ nimero total de estaquillas evaluadas.

3.3.2.3. Andlisis de datos

En primer lugar, se comprobd si los datos seguian una distribucién normal y cumplian con la
homocedasticidad, para poder hacer un ANOVA. El valor de P (W) fue menor de 0,05, por lo que los
datos no seguian una distribucion normal. Para intentar ajustarlos se realizaron varias
transformaciones de los datos: (length) 0,5, Log(length), arcsen ((length) 0,5/100). Sin embargo, los
datos no se ajustaron, por lo que se us6 el modelo no paramétrico de Friedman Two-Way, incluyendo
como factores los genotipos y las repeticiones. Se realizaron asi mismo sendas comparaciones de
medias por el método L.S.D. de Fisher para p<0,05 de la longitud de herida causada y el indice de
severidad en las estaquillas para los distintos genotipos.

4. Resultados

Se recorrieron aproximadamente 40 km del tramo del rio Alberche desde Calalberche hasta
Cerro Alberche, por los términos municipales de El Casar de Escalona, Hormigos, Escalona y Santa
Cruz del Retamar, sin embargo, en algunas zonas no se pudo acceder, por lo que la longitud y el
area de seleccion fueron de aproximadamente 23 km y 92 ha, respectivamente. A lo largo del
recorrido se marcaron 22 candidatos por la ausencia de sintomas de la enfermedad en areas con
presencia de la podredumbre radical. De las muestras de tierra y raicillas absorbentes recogidas de
los arboles candidatos no se obtuvo ninguna colonia de P. aini.

Las estaquillas de los arboles candidatos se recogieron entre julio y agosto segln el protocolo
de NOVATMA & STOCHLOVA (2012). Seglin el analisis no paramétrico de la longitud de la lesién, no
hubo diferencias estadisticas entre las repeticiones (p=0,1865), pero si entre genotipos (p=0,0001).
De esta forma, los valores medios de la longitud de herida causada en los distintos genotipos se
compararon mediante el test LSD de Fisher para p<0,05 (Figura 2 y Figura 3). La comparacion de
medias mostré que los genotipos 491 y 492.2 fueron los mejores de todos con menor longitud de
lesion. Los genotipos 496 y 484 no mostraron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los mejores, por lo tanto, podrian considerarse también como tolerantes. Segln el
analisis para el indice de severidad de las estaquillas inoculadas, hubo diferencias estadisticas
entre los distintos genotipos (p<0,0001) y entre las repeticiones (p=0,0318), por lo que se
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compararon los valores medios entre si mediante el test LSD de Fisher (Figura 4). Al comparar las
medias se observo que el genotipo 484 fue significativamente diferente de todos los demas.
Después, los mejores genotipos fueron 489 y 492.2 con una severidad muy baja, aunque
significativamente mayor que la del 484 (Figura 5).
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Figura 2. Comparacién de genotipos segun la longitud de la lesion. Medias con una letra comun no son significativamente
diferentes (p=0,05)

Punto inoculaciaon 1 Punto inoculacion 2 Punto inoculacién control

Figura 3. Detalle de las lesiones en el test de inoculacion en ramillas.
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Si unimos estos resultados a los obtenidos con el experimento anterior, el mejor genotipo de
todos los ensayados es el 492.2, que presentd la menor longitud de lesién y el valor de severidad de
enfermedad de los mas bajos observados, seguido de los genotipos 491, el cual no causé lesién en
el primer experimento y no fue significativamente diferente del 492.2 en el segundo experimento, y
el 484 que, aunque en el experimento con brotes no se observaron danos, si produjo lesién en el
primer experimento.

5. Discusion

De los 22 genotipos preseleccionados en campo por su ausencia de sintomas, se han
seleccionado finalmente 3 por su tolerancia/resistencia a P. alni. Los métodos de inoculacion y
evaluacion de resistencia utilizados en este estudio son véalidos para realizar una selecciéon
preliminar de los mejores individuos candidatos en base a su resistencia o tolerancia al patégeno.
Estos métodos de inoculacion artificial son rapidos y repetitivos en condiciones de laboratorio. No
obstante, es necesario que se reproduzcan las condiciones de infeccion que se dan en condiciones
naturales para comprobar los genotipos resistentes a la enfermedad. El modo comin de infeccion
de fitéftoras en un huésped es a través de raices finas (BRASIER & KIRK, 2001), por lo que se
deberia evaluar los genotipos mediante la inoculacién con raices.

Ademas, se ha descrito a P. multiformis y P. uniformis también como causantes de la
podredumbre radical en Alnus glutinosa. Por tanto, seria necesario inocular estos mismos genotipos
con otros aislados de P. alni y otras especies de Phytophthora descritas para probar su
patogenicidad y virulencia sobre los genotipos seleccionados y comprobar que su resistencia es de
tipo genético.

6. Conclusiones

Los trabajos realizados en este estudio constituyen el inicio de un programa de mejora
genética de resistencia/tolerancia a la podredumbre radical del aliso. La existencia de variacion
fenotipica en la poblacion estudiada en cuanto a resistencia a la enfermedad nos permite dar los
primeros pasos para el desarrollo de una linea de mejora genética del aliso que culmine con la
obtencion de individuos que posean resistencia a la enfermedad, procurando conservar el maximo
de diversidad genética y capacidad de adaptacién a un amplio rango de situaciones ambientales,
especialmente climaticas.
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