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Resumen

Se analizan las consecuencias de los danos causados por los perforadores de bellota Curculio spp. en
la viabilidad de plantulas de encina y en su resistencia posterior a Phytophthora cinnamomi. Se
plantearon las hipétesis (i) el estrés sufrido durante el desarrollo de la bellota por la larva de los
coledpteros inducira resistencia a infecciones posteriores por P. cinnamomi y (ii) bellotas atacadas
por Curculio spp. generaran plantas mas susceptibles al oomiceto debido a la pérdida de cotiledon.
Mediante un experimento manipulativo en invernadero se observé que la infestacion por Curculio spp.
reducia las tasas de germinacién y la probabilidad de emergencia de la parte aérea. Las bellotas
infestadas germinaron antes probablemente por la perforacién en la cubierta de la semilla. Debido a
la pérdida de cotiledon, las bellotas infestadas dieron lugar a plantulas de menor biomasa total, que
murieron antes por P. cinnamomi'y en mayor proporcion que las controles. La mayor vulnerabilidad al
oomiceto podria deberse a la menor disponibilidad de reservas en los cotiledones para compensar la
degeneracion del sistema radicular provocada por P. cinnamomi. La plaga y patégeno estudiados
tienen efectos negativos aditivos sobre la viabilidad de plantulas de encina.

Palabras clave
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1. Introduccion

A lo largo de su vida las plantas se enfrentan a plagas y patégenos que amenazan su
supervivencia y/o reducen su potencial reproductor. Tradicionalmente, el estudio de los efectos
negativos de plagas y patégenos sobre las plantas se solia plantear por separado, no teniéndose
generalmente en cuenta las interacciones que podria haber entre ellos. Sin embargo, recientes
revisiones sobre este tema han puesto de manifiesto la necesidad de tener una perspectiva mas
global y contemplar esas interacciones mediadas por la respuesta de la planta a los ataques de unos
y otros (BIERE & BENNETT 2013). Existen complejas interacciones basadas en la capacidad de la
planta de detectar y “responder” al ataque de plagas y patégenos. Las plantas son capaces de
detectar a estos organismos y activar una serie de reacciones en cadena que, mediadas por
complejos mecanismos hormonales, desencadenan la produccidon de metabolitos secundarios
defensivos especificos (PIETERSE et al. 2012).

La infeccion por patégenos puede modificar caracteristicas de la planta como la morfologia,
fisiologia o la composicion quimica de las hojas que van a afectar a la calidad de la misma como
recurso alimenticio de los insectos. De hecho, algunos patégenos pueden inducir defensas en la
planta contra insectos herbivoros (STOUT et al. 2006), y lo mismo puede ocurrir en el sentido
contrario (ROSTAS et al. 2003). El perjuicio final para la planta puede ser aditivo (si el efecto final es
resultado de la suma del efecto que cada uno tendria por separado), sinérgico (si el efecto combinado
es mayor que la suma) o antagdnico (si es menor). Este Gltimo caso se daria cuando el ataque por un
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agresor desencadena una respuesta en la planta que reduce los efectos negativos de otro agresor
(BANSAL 2015). El resultado de la interaccién entre plagas, patégenos y estresores abibticos, asi
como el perjuicio ocasionado a la planta, van a depender también del orden temporal en el que la
planta se enfrenta a ellos.

Se ignoran las consecuencias del dano combinado de insectos perforadores de bellota y las
infecciones de Phytophthora cinnamomi en la supervivencia de plantulas de Quercus ilex en las fases
tempranas de su desarrollo. En Quercus sp., durante el primer afo de vida (desde que esta la semilla
en el arbol hasta el establecimiento de la plantula) se produce la mayor mortalidad de plantas. En
primer lugar, las bellotas de encina sufren en el arbol la depredacion por insectos perforadores,
principalmente larvas de coledpteros del género Curculio spp, conocidos cominmente por el nombre
de gorgojos de las bellotas.. Posteriormente, al caer al suelo pueden ser depredadas por grandes
herbivoros o por roedores. Una vez emergidas, las plantulas deben superar la primera sequia estival,
es aqui cuando tiene lugar la mayor mortalidad, especialmente si las plantulas se encuentran en
lugares sin cubierta de matorral (PULIDO & DIAZ 2005). A esta mortalidad natural por estrés hidrico
se le suma el efecto negativo del patégeno P. cinnamomi (CORCOBADO et al. 2017), que actualmente
se encuentra ampliamente distribuido en gran parte de los encinares del sureste peninsular
(CORCOBADO et al. 2015). Este oomiceto se detectd por primera vez en 1991 en las dehesas y esta
provocando una mortalidad preocupante de encinas y alcornoques. Pudre las raicillas, anilla las
raices gruesas y puede matar arboles adultos, aunque la mortalidad es mucho mayor en plantulas al
tener éstas un sistema radicular menos lignificado y desarrollado (REDONDO et al. 2015).

El ataque a bellotas por larvas de Curculio spp. es siempre previo al del patdégeno y podria por
tanto condicionar el efecto de este Ultimo o condicionar la supervivencia de la plantula ante las
infecciones. Las hembras de estos coledpteros perforan las bellotas para introducir el oviscapto en el
interior y hacer la puesta, normalmente un huevo por semilla (DESOUHANT et al. 2000; BONAL &
MUNOZ 2008). La larva se desarrolla dentro de una sola bellota y se alimenta de los cotiledones
hasta que completa su crecimiento. La larva provoca la muerte de la bellota si durante su desarrollo
depreda el embrion, situado en el apice de la misma; si esto ocurre no habra germinacién. Sin
embargo, esto no siempre es asi, ya que la larva puede terminar su crecimiento sin llegar al apice vy,
en ese caso, la bellota podra germinar aunque la plantula dispondra de menos reservas para su
desarrollo al haber sido los cotiledones parcialmente consumidos (SORIA et al. 1996; BONAL et al.
2007). Las bellotas que sobreviviesen al ataque de Curculio spp. podrian aportar regeneracion
natural, si bien el haber sido parcialmente depredadas por Curculio spp. tal vez condicione la
supervivencia de la planta. La depredacion del cotiledén supone una pérdida de reservas que afecta
la biomasa total de la plantula (SORIA et al. 1996; ROSTAS et al. 2003; STOUT et al. 2006; BONAL et
al. 2007), lo que podria alterar su capacidad de supervivencia ante sucesivos estreses. Por ejemplo,
en plantulas de encina procedentes de bellotas sanas pero de diferente tamano se ha observado que
aquellas que tienen un sistema radicular menos desarrollado (menos biomasa) son mas vulnerables
a la desecacion durante el verano (LLORET et al. 2004). La interaccion entre plagas y patdégenos en la
supervivencia de las encinas durante su primer ano de vida no se ha estudiado hasta ahora, y es
relevante debido a la creciente incidencia del patégeno P. cinnamomi en las dehesas.

Se plantean las hipétesis (i) bellotas danadas por Curculio spp. son mas susceptibles a P.
cinnamomi pues la pérdida de cotiledén implica menor vigor de las plantulas, y (ii) el dano mecanico
generado por el insecto en la bellota condiciona la capacidad defensiva de la plantula induciendo
resistencia a P. cinnamomi.

2. Objetivos
Se pretende: (1) cuantificar el efecto de la infestacion por Curculio spp. en la germinacion y

emergencia de bellotas de encina; (2) estudiar las consecuencias de la infestacion de las bellotas por
Curculio spp. en términos de pérdida de biomasa, cambios en la arquitectura y susceptibilidad a P.
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cinnamomi de las plantulas; (3) evaluar la influencia de la arquitectura de la plantula en la mortalidad
final por P. cinnamomi.

3. Metodologia
Material vegetal y disefo experimental

Las bellotas utilizadas se recogieron de 10 arboles de una misma poblacién en un encinar del
término municipal de Toledo (coordenadas 04° 01 33" "0y 39° 53" 26" 'N; altitud 557 m.s.n.m.). A
finales de octubre de 2014 se recolectaron 805 bellotas, aproximadamente una mitad sanas y otras
atacadas por Curculio spp., distinguibles al presentar un agujero de puesta caracteristico (BONAL &
MUNOZ 2008). Las bellotas fueron desinfectadas con etanol al 50%, etiquetadas y puestas a
germinar en bandejas entre arena y turba en condiciones de laboratorio 25°C (Figura 1a). Las
bandejas se cubrieron con un film para mantener la humedad, y tras la emergencia de la radicula
fueron pesadas individualmente y trasladadas al invernadero del Centro Universitario de Plasencia
(40°02'06"'N, 6°04'590; 374 m s.n.m.) a luz natural bajo una malla de sombreo del 50%.

Las plantas se dispusieron en un diseno aleatorio “Split-split”, replicado en 7 bloques. El diseno
experimental incluy6 la inoculacion (dos niveles: plantas inoculadas y plantas no inoculadas) como el
factor principal, la presencia de danos por gorgojo en bellotas (dos niveles: presente y ausente) como
el primer factor “Split” de division, y las 10 familias (brinzales medio hermanos de los 10 arboles
madre) como el segundo factor de division. Cada bloque estuvo compuesto por dos bandejas de 40
alveolos. En cada bandeja se incluyeron 2 tipos de bellota x 10 arboles madre x 2 brinzales de cada
familia = 40 brinzales. En total se plantaron 560 brinzales correspondientes a 7 bloques x 2
tratamientos de inoculacion x 2 tipos de bellota x 10 arboles madre x 2 brinzales. Los brinzales dentro
de cada una de las 14 bandejas utilizadas se dispusieron al azar. Plantas de 4 bandejas control se
destruyeron en dos tandas, antes de la inoculacion y al final del periodo vegetativo, para evaluar su
morfologia.

In6culo e inoculacion

El inéculo se preparé autoclavando dos veces frascos Erlenmeyer de 1 L que contenian 500
cms3 de vermiculita, 40 cm3 de avena y 350 mL de zumo de 8 vegetales (V8) diluido (200 mL de zumo
y 3 g de CaCO3 diluidos en un litro de agua), e introduciendo posteriormente en los frascos 4
fragmentos de 2x2 cm de una colonia de P. cinnamomi (UEx1) crecida en PDA (Jung et al. 1996). Los
frascos se incubaron 5-6 semanas a 23°C hasta la total colonizacién del sustrato por el micelio del
patégeno (Figura 1b). El 22 de abril de 2015 se inocularon las plantas introduciéndose 20 mL de
indculo en cada alveolo, o que supuso una proporcion de inéculo del 5% del sustrato (vol.). Un dia
antes de inocular el sustrato fue humedecido mediante riego abundante y, a los dias de inocular, los
alveolos se sumergieron en agua hasta un nivel de encharcamiento de 1-2 mm por encina del
sustrato (48 h), todo ello para favorecer la adaptacion y esporulacion del patégeno. Los
encharcamientos de 48 h se repitieron cada 4-5 semanas.

Toma de datos

El peso de las bellotas (Was) se estim6 a partir de Wac = (Dac-ni-L-W)-(1-Dac-L/W), féormula
desarrollada por BONAL et al. (2007) donde Dac es la densidad de los tejidos de la bellota, y Ly W
son la longitud y la anchura maxima (mm), respectivamente. Se utiliz6 esta estimacion a partir de las
medidas lineales de la bellota porque el peso de la misma no pudo usarse directamente al depender
de la cantidad de cotiledén consumido por las larvas en el caso de las bellotas atacadas por Curculio
spp. Desde su colocacion inicial en las bandejas del laboratorio a finales de octubre, las bellotas se
revisaron a diario para registrar la fecha de germinacion y el nimero de agujeros de salida de larvas.
Las bellotas que germinaban se llevaban el mismo dia a las bandejas de siembra donde se colocaban
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en el alveolo correspondiente de acuerdo a la planta madre de la que procedian y a su categoria
(atacadas por Curculio spp. 0 no).

TTTTTY
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Figura 1. Bellotas en el laboratorio durante la germinacion (a); matraces Erlenmeyer conteniendo el inéculo de Phytophthora
cinnamomi (b); disposicion de las bandejas en el invernadero (c); contenedores utilizados para encharcar periddicamente
las bandejas (d); medicion de la longitud de una bellota (e); y separacion de tejidos secos de una plantula antes de pesar.

Tras la inoculacién (22 de abril de 2015) se registré la mortalidad de las plantas cada
miércoles, y se anotaron rebrotes hasta diciembre de 2015 (final del experimento). Justo antes de la
inoculaciéon se midié la altura de todas las plantulas (medida no destructiva) y se levantaron dos
bandejas control en las que a todas las plantas se les midi6 ademas el peso del tallo y de la raiz
gruesa, peso de la raiz fina y nmero, peso y superficie de las hojas mediante el programa Imagen J.
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El objetivo fue conocer el efecto de la infestacion por gorgojo en el desarrollo de la plantula antes de
la inoculacién del patdégeno y extrapolarlo a las plantulas sometidas a la inoculacion en las que estas
medidas destructivas no podian tomarse a priori. Al final del experimento (diciembre de 2015) todas
estas medidas se tomaron en todas las plantas que quedaban vivas, y también se levantaron dos
bandejas de un segundo control, correspondiente a plantulas no inoculadas. El objetivo de este
segundo control era poder comparar al final del experimento la mortalidad y el desarrollo de las
plantulas atacadas por el patdégeno (provenientes tanto de bellotas atacadas por gorgojo y sanas) con
un control de plantulas no inoculadas.

Anéalisis de datos

Ante variables dependientes de tipo binomial (germina la bellota/no germina, emerge la
plantula/no emerge, muere la planta/no muere) se utilizaron Modelos Lineares Generalizables (GLZ)
mixtos mediante el paquete de R Ime4. El arbol madre se consider6 factor aleatorio. Ante variables
dependientes continuas (peso de plantula, biomasa por superficie de hoja, etc.) se utilizaron Modelos
Lineares Generales (ANCOVAS, ANOVAS multifactoriales) mixtos mediante el software Statistica v.10.
La evolucion de la mortalidad de los brinzales seglin el tipo de bellota se analiz6 mediante el
procedimiento Survival Time Analysis, que modeliza la mortalidad y calcula probabilidades de
supervivencia a partir del estadistico Kaplan-Meier. La significacion de este analisis se obtuvo a
través de un test no paramétrico (Gehan’s).

4, Resultados

La tasa de germinacion fue significativamente mayor en las bellotas sanas que en las
infestadas, 95% vs 66% respectivamente (Z=-2,9; P=0,003). La germinacion se vio favorecida por un
mayor tamano de bellota (Z=0,07; P<0,001). Dado que la interaccion infestacion x peso de la bellota
no fue significativa en la germinacion (Z=0,7; P=0,460), el efecto positivo del tamano de la bellota se
observo tanto en bellotas sanas como en bellotas infestadas. El niimero medio de dias necesario para
germinar desde la siembra fue significativamente mayor en las bellotas sanas, 23,1 vs. 20,5 dias
respectivamente (Z=7,1; P<0,001).

La mayoria de las bellotas presentaron un solo agujero de salida de larvas (Figura 2). El nimero
de agujeros estuvo relacionado con la cantidad de larvas que hubo dentro y con la intensidad de la
depredacion. En una submuestra de 45 bellotas infestadas y diseccionadas tras haber salido las
larvas, se observd que el nimero de agujeros estuvo correlacionado con el peso seco de los
excrementos de las larvas en el interior (Spearman r=0,36; P=0,014). De acuerdo con esto, la tasa de
germinacion de las bellotas infestadas (una vez tenido en cuenta el efecto del tamano de la bellota)
fue menor cuanto mayor fue el nimero de agujeros de salida (Z=2,5; P<0,001) (Figura 2).
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Figura 2. Frecuencias relativas de bellotas que germinaron (verde) y que no germinaron (blanco) segin el nimero de
agujeros de salida generados por Curculio spp. En el eje derecho se representa la tasa de germinacion.

(a

Biomasa total de la planta (g)

Una vez emitida la radicula, la falta de emergencia aérea fue mas frecuente en bellotas
infestadas por gorgojo que en sanas, 16% vs. 8% respectivamente (Z=-2,5; P=0,011). El peso de la
bellota no tuvo influencia en la emergencia aérea (P=0,907).

A'los 5 meses de desarrollo, la biomasa total (parte aérea + raiz) de las plantas provenientes de
bellotas infestadas por gorgojo fue casi la mitad que la biomasa de las plantas que provenian de
bellotas sanas (1,17+0,08 vs. 2,14+0,11 g). Las bellotas de mayor tamano dieron lugar a plantulas
con mayor biomasa total (raiz + parte aérea) (F1, 59=19,82; P<0,001) y para un mismo tamano de
bellota, las plantulas germinadas a partir de bellota con gorgojo tuvieron menor peso que las
plantulas germinadas a partir de bellota sana (F1, 59=38,05; P<0,001) (Figura 3a). La interaccion
infestacion x peso de bellota no fue significativa en la biomasa de las plantas.
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Figura 3. Relacion entre el peso de plantulas de Quercus ilex y el de su bellota (a), y entre el peso de las plantulas y su altura
(b) a partir de bellotas sanas o infestadas por Curculio spp.

La infestacion por gorgojo produjo cambios en la arquitectura de las plantulas: menor peso y
mayor inversién de biomasa en la parte aérea con respecto a la raiz en comparacion a las plantulas
provenientes de bellotas sanas (ratios parte aérea: parte radicular (g:g) de 0,67+0,04 vs 0,57+0,02,
respectivamente, F1, 50=5,76; P=0,025). A consecuencia de la mayor inversion en parte aérea, la
altura de plantulas resultantes de bellotas con gorgojo fue mayor de lo que cabria esperar por su
biomasa total; el test GLM mostré que la biomasa total de las plantulas estuvo relacionada
positivamente con la altura de la parte aérea (F1, so =62,17; P<0,001), pero ademas el factor
infestacion resulto significativo (F1,50 =51,37; P<0,001) (Figura 3b).

Por otro lado, las plantulas de bellotas infestadas presentaron una menor inversion por unidad
de hoja (menor biomasa por superficie foliar) que las plantulas a partir de bellotas sanas (0,031 +
0,001 vs. 0,046 + 0,001 g/cm?, respectivamente). No obstante, estas diferencias se atribuyen al
menor peso de las plantulas procedentes de bellotas infestadas, pues en el modelo (GLM)
considerando conjuntamente el efecto infestacion (variable independiente) y el peso de la plantula
(covariable), se obtuvo falta de significacién en la infestacion (F1, s6=0,08; P<0,72) mientras que la
covariable fue altamente significativa (F1, 56=57,13; P<0,001). En otras palabras, las plantas a partir
de bellotas infestadas tuvieron las hojas menos engrosadas por ser mas pequenas.

Tanto el ataque por Curculio spp. como la infeccion por P. cinnamomi tuvieron un efecto
negativo sobre el desarrollo de las plantulas aunque por diferentes motivos. Curculio spp. generé
pérdida de cotiledén y P. cinnamomi pudricion elevada del sistema radicular (Figura 4). Respecto a
las plantulas procedentes de bellotas no infestadas y no inoculadas, se observaron reducciones del
41%, 46% y 58% del peso de las raices por la presencia del patégeno, Curculio spp. y Curculio spp. +
patdégeno, respectivamente. Las diferencias en el peso de las raicillas entre estas cuatro clases de
plantulas fueron significativas (F1, 275= 14,21, P<0,001). El analisis a posteriori (test LSD) confirmé
que el ataque por Curculio spp. y la infestacion por el patégeno tuvieron efectos negativos aditivos
significativos (Figura 4).
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Figura 4. Biomasa total de las raices finas en plantas no inoculadas (control), inoculadas con Phytophthora cinnamomi,
procedentes de bellotas con Curculio spp. y procedentes de bellotas con Curculio spp. y ademas inoculadas con
Phytophthora cinnamomi. Letras distintas indican diferencias significativas al 95%.

Las tasas de mortalidad de las plantas no inoculadas e inoculadas con P. cinnamomi fueron
0,0% y 45,4%, respectivamente. El ataque por Curculio spp. acentud los efectos negativos de la
inoculacion por Phytophthora en la supervivencia de las plantulas (49,5% vs. 41,4%). Un modelo GLZ
conjunto considerando la supervivencia de las plantulas inoculadas como variable dependiente
(variable binomial sobrevive/muere) y el factor ataque por Curculio spp. y la covariable altura de la
plantula previa a la inoculacion del patégeno como independientes, mostré que la probabilidad de
sobrevivir fue menor en las plantulas que provenian de bellotas atacadas por el insecto (Z=3,06;
P<0,001) que en las plantulas que provenian de bellotas sanas. Este efecto negativo fue
independiente del tamano de la plantula, que tuvo por su parte un efecto positivo en la probabilidad
de supervivencia al patégeno (Z=-2,85; P=0,020). Las tasas de mortalidad de las plantas inoculadas
fue similar seglin las bellotas tuvieran 1, 2 y 3 de agujeros (53,4%, 45,9% y 47,8%, respectivamente;
P=0,388). La supervivencia a la inoculacion del patégerno no sélo fue menor en las plantulas
procedentes de bellotas atacadas por Curculio spp., sino que la mortalidad fue ademas mas
temprana que en plantas inoculadas de bellota sana (17,6 vs. 19,3 semanas, respectivamente), si
bien las diferencias entre las curvas de supervivencia de ambos grupos de plantas fueron
marginalmente significativas (Figura 5; P=0,093).
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Figura 5. Representacion de probabilidades de supervivencia de brinzales de Quercus ilex inoculados con Phytophthora
cinnamomi 'y germinados a partir de bellotas sanas o infestadas por Curculio spp. La inoculacion se realizé en la semana 0.

5. Discusion

Los danos por Curculio spp. y por P. cinnamomi tuvieron consecuencias negativas para la
supervivencia temprana de las plantulas de encina. El dano por gorgojo no desencadend en las
plantas ningln mecanismo que pudiera hacerlas mas resistentes al patégeno; por el contrario, la
susceptibilidad a P. cinnamomi fue maxima en las plantulas que procedian de bellotas infestadas por
larvas de Curculio spp..

La infestacion favorecio el adelanto de la germinacién, que fue significativamente mas tardia en
las bellotas sanas. La bellota esta cubierta por un pericarpio lefoso que la protege de la
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deshidratacion y necesita, por tanto, un ambiente himedo para que el interior de la semilla se hidrate
y se desencadene la germinacién. Los agujeros de salida de las larvas son lo suficientemente grandes
como para que el agua entre por ellos y acelere todo el proceso. Sin embargo, a pesar de este
adelanto, la tasa de germinacion fue significativamente menor en las bellotas infestadas. El motivo es
que en una bellota con gorgojo siempre existe el riesgo de que el embrién sea depredado por las
larvas de Curculio spp. mientras se alimentan dentro de la bellota. Este riesgo es menor cuanto mas
grande es la bellota y mayor cuanto mayor es el nimero de larvas que se desarrollan juntas (BONAL
et al. 2007). Los datos muestran que lo mas frecuente es que hubiese una larva por bellota, al igual
que en otros estudios (DESOUHANT et al. 2000; BONAL & MUNOZ 2008) y confirman el efecto
negativo del nimero de larvas por bellota en la probabilidad de germinacion. Otra razén por la que la
tasa de germinacion puede ser menor es por la pérdida de cotileddon en las bellotas con gorgojo, ya
que disponer de mas reservas aumenta las probabilidades de éxito. Esto ocurre también en las
bellotas sanas, en las que el tamano de la bellota esta positivamente relacionado con la probabilidad
de germinacién (GOMEZ 2004).

Una vez emitida la radicula, los efectos negativos del dano continuaron, pues en las bellotas
atacadas por gorgojo la probabilidad de que la parte aérea de la plantula no llegase a emerger fue el
doble que en las bellotas sanas. Este efecto se ha documentado en pocas ocasiones (BONAL et al.
2007) y podria deberse, una vez mas, a la falta de recursos en las bellotas infestadas para lograr
completar su desarrollo. El efecto negativo de la infestacién por gorgojo también se tradujo en una
menor biomasa total de las plantulas. Las bellotas mas grandes producen plantulas con mas biomasa
pero, tal como se ha visto en otros estudios (BONAL et al. 2007), las danadas producen plantulas mas
pequefias de lo que cabria esperarse de acuerdo al volumen de la bellota. La relacion lineal del
tamano de la bellota y el tamafo de la plantula hacen pensar que todo el cotiledon es usado para
formar plantula. Esto contrasta con las semillas de algunas plantas tropicales, en las que la relacion
entre tamano de la semilla y de la plantula es exponencial negativa, con lo que parte del cotiledon
tiene como funcién ser una reserva para “tolerar” la depredacion llegado el caso (SOUSA et al. 2003).

Las plantulas procedentes de bellotas infestadas por Curculio spp. también tuvieron una
arquitectura diferente a las plantulas de bellotas no infestadas. En relacién al reparto de biomasa,
destaca la mayor inversion en la parte aérea respecto a la raiz de las plantas de bellotas infestadas.
Por otro lado, las plantulas procedentes de bellotas atacadas por gorgojo tuvieron una menor
biomasa por unidad de superficie de hoja, aunque esto fue un subproducto de su menor tamano. De
hecho, el andlisis demostré que la biomasa por unidad de superficie foliar estuvo positivamente
relacionada con el peso total (raiz+parte aérea) de la plantula, y que al incluir esta variable las
caracteristicas de la bellota de procedencia (infestada o no) no tuvo ningln efecto significativo. Estos
resultados apuntan a que las plantulas pequenas, originadas a partir de menos recursos, invierten
estos recursos en formar tejido fotosintético para recuperarse a costa de disminuir el grosor de la
hoja. La razén de esta estrategia podria estar basada en la limitacidbn que para una planta puede
suponer el no disponer de suficiente superficie foliar con la que fijar carbono durante los primeros
estadios. Esta estrategia no esta exenta de riesgos, sobre todo en un clima Mediterraneo. Un menor
engrosamiento foliar facilita la evapotranspiracién y por tanto también aumenta el riesgo de morir por
desecacion; por otro lado, el menor desarrollo proporcional de la raiz en las plantulas procedentes de
bellotas atacadas por gorgojo puede amenazar la supervivencia de la plantula a la sequia estival
(CUBERA et al. 2012).

Las encinas interrumpieron su crecimiento en altura al ser inoculadas con P. cinnamomi. Este
resultado es similar a las observaciones de LUQUE et al. (1999) en plantulas de Q. suber inoculadas
con este mismo patégeno. Se confirma el efecto del patdgeno como causante de podredumbre
radicular. La inoculacién de P. cinnamomi en plantulas de seis meses puede generar hasta pérdidas
de biomasa radicular del 85,6% y 94,5% para Q. subery Q. ilex, respectivamente (ROBIN et al. 2006).
Las tasas de mortalidad observadas estan en el rango de las observadas en plantulas de encina de
igual edad (35-70% segin CORCOBADO et al. 2017).
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Las plantulas mas pequefas presentaron una mayor tasa de mortalidad a consecuencia del
patégeno. La razén podria ser el menor desarrollo, lignificacion y suberizacién del sistema radicular,
que las haria mas vulnerables al ataque del oomiceto. Esto justificaria por qué las plantulas de
bellotas infestadas, de menor tamano, fueron mas susceptibles a P. cinnamomi; sin embargo, la
infestacion por gorgojo tuvo un efecto negativo adicional, ya que la mortalidad por P. cinnamomi de
plantulas de bellotas infestadas fue mayor que en las sanas independientemente del tamano de la
plantula. El motivo de la mayor mortalidad podria ser, una vez mas, la falta de recursos disponibles en
las plantas de bellotas danadas, por ejemplo carbohidratos. Esta hip6tesis esta por confirmar.

La interaccion entre la plaga y el patdégeno estudiados tiene consecuencias negativas para la
supervivencia de la encina durante su primer ano de vida. A diferencia de otro estudio (BIERE &
BENNETT 2013), la infestacién por las larvas de gorgojo no desencadena ningdn mecanismo que
disminuya el efecto negativo del patégeno. Es mas, los cambios que se producen en la anatomia de la
planta (menor desarrollo del sistema radicular) la harian mas vulnerable a P. cinnamomi. Aparte, la
perforacion del pericarpio, que facilita la entrada de microorganismos patégenos al endospermo,
podria generar pudricion y ser un factor de riesgo adicional que aumentara la mortalidad si la bellota
fuera infectada al caer al suelo.

6. Conclusiones

Se constata un efecto aditivo, no sinérgico, de Curculio spp. y P. cinnamomi de cara a disminuir
el potencial de regeneracion de Q. ilex. Desde el punto de vista practico, se concluye que (i) en suelos
infestados por P. cinnamomi resulta todavia mas necesario controlar la calidad de la bellota que se
utiliza en las siembras, que no deberia estar afectada por perforadores, (ii) para incentivar la
regeneracion natural es necesario un control integrado, enfocado no sélo a P. cinnamomi sino a
Curculio spp.
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