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Resumen

El decaimiento y muerte de alisos (Alnus spp.) en Europa se asocia desde los anos 90 principalmente
a la accion de los patégenos del complejo taxonémico Phytophthora alni. Para estudiar la resiliencia
de A. glutinosa a infecciones de Phytophthora se seleccionaron cuatro parcelas con A. glutinosa
infectadas con Phytophthora spp. y adyacentes a rios en Austria. Se realiz6 un seguimiento periédico
de la mortalidad, regeneracion y sintomas de infeccion entre 1998 y 2014, y se recogieron muestras
de raices y xilema para aislar Phytophthora spp. Los aislados correspondieron a P. xalni, P.
xmultiformis, P. uniformis y una especie escasamente asociada a alisos, P. polonica. La supervivencia
y la aparicion de arboles sintomaticos difirid6 entre parcelas, y la incidencia y mortalidad final fue
superior en presencia de P. polonica. Se observd que los porcentajes de arboles sintomaticos
aumentaban con gran velocidad mientras que la mortalidad ascendia a un ritmo mucho menor. Se
detecté un mayor riesgo de mortalidad en arboles con tamano de hoja reducido, mientras que el
riesgo disminuia en presencia de muerte de ramillos y de alisos con mas de un pie por tocén. La falta
de regeneracion natural fue generalizada. Los resultados indican una escasa resiliencia de A.
glutinosa frente al complejo P. alni y pronostican un mal escenario para los alisos de Espana, cuya
mortalidad es mas reciente que en Austria.
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1. Introduccion

Desde los anos 90 la mortalidad y debilitamiento de los alisos se ha ido incrementando en toda
Europa hasta alcanzar niveles elevados. Detectada en primer lugar en Reino Unido (GIBBS 1995) y
seguidamente en Austria (CECH, 1997), esta mortalidad se asocia a la accién principalmente del
complejo Phytophthora alni, varias especies patdégenas que atacan especificamente a los alisos. El
complejo P. alni ha sido recientemente clasificado en las tres especies P. xalni, P. xmultiformis y P.
uniformis (HUSSON et al. 2015). En Espana, se ha registrado una mortalidad masiva de alisos desde
2005 (TUSET et al. 2006), si bien no se detecta P xalni hasta 2009 (SOLLA et al. 2010).

Los bosques riparios de alisos estdn sometidos a multiples infecciones en el tiempo debido al
contacto de sus tejidos con la escorrentia superficial, la cual transporta miles de zoosporas infectivas
constituyendo asi una importante via de transmisién de Phytophthora spp. Las miltiples infecciones
producidas en distinto momento unido a una menor supervivencia del complejo P. alni en invierno
conducen a cambios en la concentracion del inéculo capaz de infectar alisos. Estos hechos se
combinan con estados transitorios de salud y de vigor de los alisos a lo largo del tiempo,
condicionados por el clima y el sitio. Se desconoce cémo influyen estos cambios de vigor en la
supervivencia del arbol. Los sintomas asociados a la infeccidon por Phytophthora spp. son generales e
incluyen defoliacion, muerte de ramillos, pequeno tamano y amarillamiento de hojas, fructificacion
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excesiva y temprana, necrosis radicular y aparicion de exudados a causa de las lesiones en la
superficie del tronco y en raices gruesas. Estos sintomas pueden aparecer de forma aislada o en
conjunto. Se ignora si la aparicion de ciertos sintomas se asocia a un indicio o predictor de un
aceleramiento o un mayor riesgo de mortalidad. El aliso es un arbol con gran capacidad de
regeneracion por rebrote, y su madera, aunque de baja calidad, ha sido usada tradicionalmente a
nivel mas local para pequenos usos industriales o artesanales. Es por tanto frecuente ver alisos con
tallos multiples como consecuencia de la tala y el rebrote. Mientras algunos autores han observado
que los alisos de rebrote de sistemas riparios registran niveles mas bajos de infeccion (GIBBS 2003)
que los alisos sin talar, otros autores muestran niveles de reinfecciéon y mortalidad mayores en
plantaciones (JUNG & BLASCHKE 2004). No existen estudios que contemplen un seguimiento
continuado de alisos adultos procedentes de rebrote en términos de vigor y mortalidad.

2. Objetivos

El principal objetivo de este trabajo fue describir la mortalidad a largo plazo de Alnus glutinosa
(L.) Gaertn en riberas y suelos infestados por Phytophthora spp. a partir del analisis de (i) la aparicién
de sintomas asociados a la infeccion, (ii) la evolucién del estado general de salud del arbolado y (iii)
evolucién de sintomas segun el arbol fuera de rebrote o de semilla.

3. Metodologia
Zona de estudio

El estudio se realizd en Austria, donde se seleccionaron cuatro parcelas correspondientes a
bosques riparios de Alnus glutinosa (Tabla 1). El seguimiento de estas parcelas se realizd desde 1998
hasta 2014, de forma no consecutiva. Los primeros sintomas de la enfermedad se observaron en las
parcelas entre mediados de los 80 y los 90. Durante el establecimiento de las parcelas, mas del 20 %
de los arboles seleccionados para el estudio presentaban sintomas de decaimiento y en las cuatro
parcelas Phytophthora spp. (descrita inicialmente como “alder Phytophthora”) fue aislada, asociada
como principal factor de decaimiento. Se recogieron los datos metereolégicos correspondientes a los
Gltimos 25 anos de las estaciones mas cercanas para estudiar posibles diferencias en la temperatura
y precipitacion entre sitios.

Diseno experimental

En cada parcela se seleccionaron 50 arboles al azar excepto en Marwach donde se escogieron
67. Los alisos se combinaban con otras especies riparias como Fraxinus spp. y Salix spp. La seleccién
incluy6 arboles no decaidos (0-14% de transparencia de copa), arboles con inicio de decaimiento (15-
25% de transparencia de copa) y arboles decaidos (25-95% de transparencia de copa) segln el grado
de defoliacién, de acuerdo con EICHHORN et al. (2010). Dentro de cada parcela, los arboles estaban
localizados a diferentes distancias respecto al rio. Los arboles tenian una altura entre 3y 18 m, un
diametro de tronco a la altura de pecho entre 5,5 y 53,4 cm y una edad comprendida entre 15 y 95
anos.

Desde 1998 a 2014 (en anos no consecutivos), concretamente entre finales de primavera y
comienzos de otono, en un total maximo de 10 visitas durante el periodo de mediciones, los arboles
fueron visualmente valorados de acuerdo con su estado de salud y la aparicion de sintomas
asociados a Phytophthora spp.
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Tabla 1. Descripcion de las parcelas de estudio

Coordenadas Precipitacion ~ Temperatura lnci'r?iiir;?a Incidencia Mortalidad ~ Phytophthora
Parcelas  Localizacion  geogréaficas media anual ~ media anual 1998/2000 acumulada  acumulada  spp.

(WGS84) (mm) (°C) (%) 2014 (%) 2014 (%)  detectadas
Litschau  Austriabaja  48.9007; 15,0404 800 89 54 66 5o Fxmultiformis

P.uniformis; P.

Marwach  Austria alta 48,2842:14,5398 790 10,0 53 77 58 xalni
Pucking  Austriaalta  48,1825; 14,2097 810 10,1 24 24 8 Pxalni
Sankt P. xalni;
Johann Estiria 47,3236;16,0469 789 9,9 42 84 82 P.polonica

*Arboles decaidos y muertos respecto al total
Aislamiento e identificacién de Phytophthora spp.

La recogida de muestras se realiz6 a comienzos del estudio (1996-2000) y al final del estudio
(2014). Inicialmente, las muestras se componian de corteza y cambium con exudaciones, resultado
de la infeccion. Al final del estudio también se recogieron raices. Las muestras de corteza y cambium
se mantuvieron en agua durante 2-3 dias para eliminar el exceso de fenoles. Posteriormente, se
cortaron en fragmentos y se secaron con papel de filtro para después ser sembradas en placas con
medio selectivo V8-PARPH. Las placas se incubaron durante 4-6 dias a 20°C en la oscuridad para
facilitar el crecimiento de Phytophthora spp.

Las muestras de rizosfera se recogieron de los cuatro puntos cardinales en 5 arboles por
parcela. Las muestras se recogieron a 1-2 m del tronco a una profundidad de 10-40 cm. Raices
necréticas y no necréticas de aproximadamente 5-6 cm de largo fueron cortadas en fragmentos de 1
cm, lavadas con agua esterilizada, secadas y sembradas en V8-PARPH. Aproximadamente 9 placas
por arbol conteniendo 10 fragmentos de raices finas fueron incubadas en la oscuridad a 20°C
durante 2 dias. Las colonias fueron identificadas por sus estructuras sexuales y asexuales mediante
microscopio y se selecciond una muestra para una posterior determinacion molecular. Tras la
extraccion de ADN y amplificacion de las regiones ITS del ADN ribosomal mediante PCR usando los
primers ITS4 e ITS6, se secuenciaron los productos. EI ADN de los aislados identificados
morfolégicamente dentro del complejo P. alni fue amplificado con los siguientes SCAR-PCR primers:
PAU-F/PAU-R, PA-F/PA-R y PAM-F/PAM-R (I00S et al. 2005) especificos para la diferenciacion y
clasificacion en P. xalni, P. xmultiformis y P. uniformis.

Mediciones

Se realiz6 una valoracion inicial de los arboles que incluyé la medicién de la distancia de los
arboles al rio, el diametro a la altura de pecho (dbh) y la clasificacion en arboles con un pie o con
varios pies por tocén. Durante los anos de estudio, la evaluacién visual de los sintomas relacionados
con infecciones de Phytophthora spp. (Figura 1) abarcaba las categorias de condicion (asintomatico;
inicio del decaimiento; decaido; muerto), tipo de muerte (simultadneo; inicio en la parte superior; inicio
en los ramillos bajos y dirigiéndose hacia arriba), regeneracion (presencia=1/ausencia=0), muerte de
ramillos (presencia=1/ausencia=0), reducido tamano de hojas (presencia=1/ausencia=0),
fructificacion anormal (presencia=1/ausencia=0), defoliacidon (presencia=1/ausencia=0), exudados
(presencia=1/ausencia=0), grietas (presencia=1/ausencia=0), cicatrizacion
(presencia=1/ausencia=0), brotes epicormicos (presencia=1/ausencia=0) y perforaciones por
insectos (presencia=1/ausencia=0).
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Figura 1. Sintomas en Alnus glutinosa asociados a infecciones de Phytophthora spp.: defoliacién (a); reducido tamano de
hojas (b); fructificacion excesiva (c); exudados en el tronco (d).

Anélisis estadistico

Para determinar las curvas de supervivencia se utilizé6 un analisis de supervivencia a través del
estadistico de Kaplan-Meier, en el cual los arboles que no alcanzan el evento (muerte o decaimiento)
son censurados en el analisis (SOLLA et al. 2011). Los datos correspondientes a 2014 (y a 2009 en
Litschau) se excluyeron del andlisis debido a que no se conocié el ano exacto de muerte en el
periodo comprendido entre las pendltimas y UGltimas mediciones. Se compararon las curvas de
supervivencia de las distintas parcelas y de todo el conjunto de arboles segln la clasificacion de cada
arbol con un pie o con varios pies por tocon. S6lo se consideraba valida la mortalidad de arboles
pertenecientes a varios pies por tocon cuando todos los pies de ese mismo tocon estaban muertos.
También se usoO el estadistico de Kaplan-Meier para modelizar las diferencias en la velocidad de
aparicion de arboles sintomaticos (decaimiento leve o severo). En el modelo se incluyd la variable ano
del evento “aparicion de arboles sintomaticos” que correspondia con el ano durante el cual el primer
pie dentro del grupo varios pies por tocon se mostré sintomatico. Finalmente, se analizaron las curvas
de supervivencia de los arboles segln el estado general de salud al que tendian a lo largo del estudio
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(arboles que mejoran, empeoran o se mantienen estables), y se excluyeron los muertos. Para
determinar la razén de riesgos de mortalidad de los arboles en funcién de la presencia o ausencia de
cada uno de los sintomas de infeccion, si pertenecian al grupo un pie o varios pies por tocén o su
estado general de salud, se realizaron las regresiones de cox con la funcién coxph y coxr. Se contrasto
para estas regresiones el cumplimiento de la hipétesis de riesgos proporcionales. Los analisis se
realizaron con el programa estadistico R software environment y los paquetes asociados “survival” y
“coxrobust”.

4. Resultados

La parcela de Sankt Johann mostr6 los mayores porcentajes de incidencia y mortalidad (Tabla
1). En general se observé una elevada proporcion de arboles que se mantienen estables (bien en
estado sintomatico o asintomatico) y un aumento alarmante de arboles muertos en los Gltimos anos
(Figura 2). En las cuatro parcelas la regeneracion era muz baja y se detectd la presencia de 4
especies de Phytophthora spp.: P. xalni, P. xmultiformis, P. uniformis y P. polonica. Sin embargo, las
especies diferian entre las parcelas. En relacion a los datos metereolégicos, los valores de
precipitacion no fueron diferentes significativamente entre las cuatro riberas. Sin embargo, los valores
de temperatura (valores medio, minimo y maximo), si difirieron. Los valores medios y maximos fueron
mayores en Pucking y menores en Litschau (10,1 y 20,8°C; 8,9 y 19,5°C, respectivamente; P<0,001).
Ademas, las temperaturas minimas mas bajas se alcanzaron en Litschau en comparacion con los
demas (-2,22°C; P<0,001).
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Figura 2. Evolucion del estado general de Alnus glutinosa en Austria en funcién de si mejoran, empeoran, se mantienen
estables o mueren, desde 1999 a 2014.

El incremento de mortalidad de alisos difiridé significativamente entre las riberas (P<0,001;
Figura 3), siendo muy acusado inicialmente en Marwach, y escaso en Litschau. Las comparaciones de
curvas a pares mostraron diferencias significativas entre las parcelas excepto entre Litschau y
Pucking y entre Marwach y Sankt Johann. En relacién a la aparicion de arboles sintomaticos, los
primeros arboles con signos de infeccion se observaron muy temprano en Marwach (P<0,001; Figura
4), de modo que la proporcién de arboles sintomaticos varié con distinta velocidad a lo largo del
tiempo entre parcelas. Las comparaciones de curvas a pares también mostraron diferencias entre
todas las parcelas excepto entre Litschau y Marwach y entre Pucking y Sankt Johann.
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Figura 3. Evolucion de la supervivencia (en tanto por uno) de alisos en cuatro riberas en Austria entre 1998 y 2008.

Si se observaron diferencias significativas de supervivencia entre arboles con un solo pie o
varios pies por tocon (P=0,030; Figura 5), siendo mas rapida y mayor la muerte de individuos con un
pie por tocon. Analizando cada parcela por separado, no se obtuvieron diferencias entre arboles con
un pie o con varios pies por tocon, excepto en Sankt Johann (P=0,033), con similar resultado. En esta
parcela concreta, habia un nidmero mas equilibrado de arboles con un solo pie (n=16) frente a varios
pies (n=12) que en las demas. Fue mas rapida la aparicion de arboles sintomaticos cuando los
arboles pertenecian a la categoria un pie por tocon (P=0.038; Figura 6). Dentro de cada parcela, no
se observaron diferencias al respecto.

La mortalidad de alisos no fue mas acelerada segln se clasificaran los arboles como que
‘mejoran’, ‘empeoran’, o ‘se mantienen estables’ (P=0,526).
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Figura 4. Probabilidad de aparicion de arboles sintomaticos debido al complejo Phytophthora alni, en las cuatro riberas de
alisos en Austria entre 1998 y 2008.
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Figura 5. Evolucion de la supervivencia (en tanto por uno) de alisos con un pie o con varios pies por tocén en cuatro riberas

en Austria, entre 1998 y 2008.

Los dos modelos de regresion de cox creados con las variables independientes presencia o
ausencia de cada sintoma y la variable independiente un pie o varios pies por tocén fueron
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significativos siguiendo el contraste con el logaritmo del cociente de verosimilitudes (P<0,050). Se
observd que aquellos alisos que habian tenido a lo largo del estudio un reducido tamano de hojas
(funcién coxph) tenian un riesgo de fallecimiento (o razén de riesgos, HR) 5,60 veces mayor
(HR=5,60; P<0,001) que los arboles con hojas de tamano normal. Ademas, tal y como se obtuvo en el
andlisis de supervivencia, los arboles con varios pies por tocon tenian un menor riesgo de
fallecimiento que un pie por tocon (HR=0,32; P=0,036). Arboles con presencia de ramillos muertos
presentaban un riesgo de fallecimiento 76 veces menor (HR=0,24; P<0,001) que los arboles sin
ramillos muertos. El modelo de regresién de cox creado para la variable estado general de los arboles
no fue significativo (P=0,360).
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o
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Figura 6. Curvas de Kaplan-Meier referidas a la velocidad de aparicion de arboles sintomaticos en funcion de si el arbol
pertenece a la categoria un individuo o mas de un individuo por pie, desde 1998 a 2008.

5. Discusion

Existen escasos estudios sobre el seguimiento de arboles adultos sometidos a infecciones
naturales de Phytophthora spp. a lo largo de un periodo de tiempo amplio (BENOIT, comunicacién
personal; SOLLA et al. 2009). En este trabajo se ha pretendido estudiar cuatro parcelas
correspondientes a bosques riparios de A. glutinosa infectados con diferentes especies de
Phytophthora spp. y evaluar su evolucion en términos de sintomatologia y mortalidad.

Se ha observado que la supervivencia y la velocidad de mortalidad diferian entre diferentes
areas, de modo que la intensidad de infeccién se incrementé de forma mas acusada en Sankt Johann
y Marwach frente a Litschau y Pucking. Se pueden atribuir varias causas a estas diferencias. En
recientes trabajos se ha sugerido que temperaturas minimas bajas de forma prolongada resultan un
factor limitante en la supervivencia y desarrollo de P. xalni (SCHUMACHER et al. 2006; CERNY et al.
2012; REDONDO et al. 2015). En concreto, CERNY et al. (2012) observé que una temperatura minima
de -5,5 °C durante un periodo prolongado afectaba a la supervivencia de P. xalni, mientras que una
temperatura de -2,5°C no resultaba influyente. En efecto, los valores de Tmin fueron significativamente
mas bajosen Litschau; sin embargo, en esta parcela la mortalidad se asocia a la presencia de P.
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xmultiformis (Tabla 1), que es la especie menos frecuentemente aislada en Europa dentro del
complejo taxonémico P. alni. No se cuentan con estudios en profundidad sobre la ecologia de P.
xmultiformis. Se desconoce asi, su sensibilidad a las temperaturas minimas. Sin embargo, en
términos de patogeneidad, P. xmultiformis se considera menos agresiva que las otras dos especies, o
cual podria explicar la mayor supervivencia de los alisos en Litschau. En relaciéon a P. xalni, su
presencia en Sankt Johann y Marwach explica la elevada mortalidad debido a su gran agresividad
(STEPANKOVA et al. 2013). Se ignora si en Marwach la accién combinada de P. xalni y P. uniformis
pudiera ser causa de los niveles altos de mortalidad e intensidad. En Sankt Johann, se han detectado
P. xalni y P. polonica conjuntamente; P. xalni suele infectar el sistema radicular o la base del tronco y
ascender por los tejidos del tronco causando lesiones en el cambium (CERNY y STRNADOVA 2012),
mientras que P. polonica ha sido aislada de rizosfera (BELBAHRI et. al 2006), al igual que en este
estudio. Por tanto, P. polonica se puede considerar un patégeno de mayor actividad radicular. Una
posible sinergia de danos causados por ambas especies podria explicar los elevados valores de
mortalidad e infeccién en esta parcela.

Otro factor influyente y dificil de cuantificar es la frecuencia de mdultiples infecciones. Un
sistema ripario de alisos tiene probabilidades de sufrir infecciones ciclicas a lo largo del tiempo como
consecuencia de su cercania al rio, como fuente de infeccion. Pucking fue la Unica parcela dénde no
se detectd la presencia de Phytophthora spp. en 2014. Los arboles presentan en general un buen
estado de salud y los niveles de mortalidad son los mas bajos de entre todas las parcelas. Se
sospecha que Pucking s6lo estuvo sujeto a infecciones iniciales, detectadas antes de 1998, y que el
potencial de in6culo de P. xalni ha sido bajo por razones que se ignoran.

En este estudio se observa que los porcentajes de arboles sintomaticos ascienden a gran
velocidad mientras que la mortalidad alcanza niveles menores en el tiempo. Asi, se confirma que los
arboles adultos infectados son capaces de sobrevivir durante anos aln manteniéndose en estado
sintomatico avanzado (BJELKE et al. 2016).

El que arboles con varios pies por tocdn tengan mayor probabilidad de infeccion se explica por
la mayor superficie expuesta al patdégeno. El que arboles con varios varios pies por tocon tengan
menor mortalidad que arboles con un pie por tocén se podria explicar por la mayor eficiencia en
cuanto a intercambio de recursos (por ejemplo carbohidratos) que supone disponer de varios pies. Si
uno se anilla y otro no, el arbol sigue disponiendo de fotosintatos. Esta ventaja ya fue observada por
GIBBS (2003), que recomienda talar inmediatamente los ejemplares de aliso infectados. Tras las
infecciones, si se corta temprano la parte aérea, debido a las reservas presentes en el sistema
radicular se genera rebrote y éste evita el decaimiento y muerte del sistema radicular. Si no se corta
temprano, el rebrote no se induce y el sistema radicular se agota, tal y como observaron JUNG &
BLASCHKE (2004) en pies de repoblaciones, tardiamente cortados. Este resultado se plantea como
una alternativa al manejo de alisos infectados a través de la regeneracion por rebrote.

6. Conclusiones

Se concluye que (i) la velocidad de mortalidad de los arboles esta retrasada si el arbol tiene
varios tallos; (ii) el estado de evolucion del arbol (mejora, empeora o estable) no influye en la
velocidad de la mortalidad, y que (iii) determinados sintomas (aparicion de hojas diminutas,
marchitamiento parcial de la copa) son indicadores de una mayor 0 menor mortalidad. En base a la
primera conclusién se recomienda favorecer el rebrote y facilitar que los alisos cuenten con varios
tallos.
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