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Resumen

En otono de 2015, técnicos del CICYTEX y TRAGSA establecieron 33 puntos de muestreo para
seleccionar encinas y alcornoques en base a criterios de (i) arboles sanos ubicados en focos
sintomaticos de seca, (ii) arboles suficientes de cada regién de procedencia y (iii) arboles que
representen la diversidad edafica y climatica de Extremadura. En cada punto, ICMC-CICYTEX elabord
una ficha descriptiva y seleccioné 3 arboles asintomaticos y con buenas caracteristicas de forma, un
total de 84 encinas y 15 alcornoques. Posteriormente, TRAGSA recogié bellotas de todos los arboles
con fruto. La bellota fue desinfectada, estratificada en frio y sembrada en alveolos seglin diseio en
bloques al azar. En un 10% de los bloques se anoté el peso de bellota y el momento de la
germinacion. En junio de 2016 se inoculd la planta segln indicaciones de la Universidad de
Extremadura, con una cepa virulenta de Phytophthora cinnamomi aislada en Badajoz, y se dejaron
plantas control. Semanalmente se tomé nota de los individuos muertos hasta el otono de 2016.

Los resultados indican la existencia de una variabilidad de respuesta importante de Q. ilex y Q.
suber ante P. cinnamomi. Esta variabilidad, unida a los valores significativos de heredabilidad para el
caracter ‘tiempo en morir’ (0,46 y 0,70 en Q. ilex y Q. suber, respectivamente), permiten afirmar que
la mejora de ambas especies es posible. La supervivencia de algunos individuos en campo, ubicados
en el medio de focos severos de seca generada por P. cinnamomi confirma variabilidad genética aqui
observada, que puede ser aprovechada para la mejora genética de encinas y alcornoques a fin de
incrementar su tolerancia al patégeno.
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1. Introduccion

La encina (Quercus ilex) es el arbol mas abundante en Espana (TERCER INVENTARIO FORESTAL
NACIONAL, 1997-2007), de modo que los encinares monoespecificos ocupan de 820.000 ha, y los
encinares mixtos, asociados a otras quercineas, ocupan un area proxima a las 2.500.000 ha,
mayormente en forma de dehesas. El alcornoque (Q. suber) es un arbol de gran importancia
econdémica y ecologica en el centro y sur de Espana, y entre otros beneficios, el aprovechamiento
corchero proporciona el 23% de la produccion mundial (PEREIRA & TOME, 2004). La dehesa es el
sistema de aprovechamiento 6ptimo de Q. ilex y Q. suber, y es reconocido por la comunidad cientifica
como uno de los mejores ejemplos de gestion extensiva y sostenible de los recursos naturales en
Europa (OLEA & SAN MIGUEL-AYANZ, 2006). La dehesa es ademas un componente fundamental de la
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identidad nacional y juega un importante papel en la economia rural del sur y suroeste espanol
(ESCRIBANO Y PULIDO, 1998; CAMPOS et al. 2001).

En las Ultimas décadas la dehesa ha experimentado importantes cambios en sus pautas de
manejo y numerosas voces han cuestionado la supuesta sostenibilidad del sistema, al menos ante la
actual gestion (PLIENINGER et al. 2003; AROSA et al. 2017). La compactacion, pérdida de fertilidad y
erosion del suelo, la ausencia de regeneracion natural del arbolado y el decaimiento y mortalidad del
arbolado por ausencia de micorrizas y presencia de diversos patégenos, principalmente Phytophthora
cinnamomi, son algunos de los problemas mas reconocidos para Q. ilex y Q. suber (CAMILO-ALVES et
al. 2013; CORCOBADO et al. 2015, 2017). La utilizacion de semilla procedente de progenitores
selectos que presenten resistencia a P. cinnamomi podria ser una alternativa valida para la
recuperacion de poblaciones de encina y alcornoques afectados. La respuesta de la encina ante P.
cinnamomi presenta un patron diferencial entre distintos individuos, ya que existen genotipos con
una aparente tolerancia al patégeno (TAPIAS et al. 2006; NAVARRO et al. 2009; LEON, 2013;
CORCOBADO et al. 2017). Recientemente se observé que en suelos infestados por Phytophthora spp.,
Q. ilex subsp. ilex germina mejor que Q. ilex subsp. ballota (CORCOBADO et al. 2017). La variacion y
tolerancia ante P. cinnamomi también ha sido documentada en otras especies lefiosas (HUBERLI et
al. 2002; BUTCHER et al. 1984; ROBIN et al. 2006). Una posible limitacion de la mejora forestal ante
un patégeno es la falta de conocimiento sobre la transmision de la resistencia entre generaciones. No
existen datos de heredabilidad de |a resistencia de encinas y alcornoques frente a P. cinnamomi.

2. Objetivos

A largo plazo este trabajo pretende poner a disposicion del propietario materiales forestales de
reproduccion de encina y alcornoque tolerantes a P. cinnamomi. Con ello se conseguiria incrementar
la tolerancia a P. cinnamomi de las nuevas plantaciones, y de las reposiciones en las dehesas. A corto
plazo se pretenden identificar arboles madres cuyas progenies sean tolerantes a P. cinnamomi, y
evaluar la heredabilidad de la resistencia con miras a la mejora.

3. Metodologia

En otono de 2015, basandonos en estudios previos del CICYTEX referentes a la presencia de
danos bibticos por seca en Extremadura, y cruzando estos datos con el mapa de regiones de
procedencia y el mapa edafoclimatico de la Comunidad, se establecieron 33 puntos de muestreo
localizados en focos de seca, pero que al mismo tiempo representaran suficientemente todas la
regiones de procedencia, asi como las zonas mas extremas del territorio en cuanto a clima y tipo de
suelo. Estos 33 puntos de muestreo fueron consensuados entre técnicos del CICYTEX y de TRAGSA, y
una vez establecidos, técnicos del Instituto del Corcho la Madera y el Carb6on (ICMC, Mérida),
caracterizaron sobre el terreno cada uno de los puntos, mediante georreferenciancion y la
cumplimentacion de una ficha. En cada punto se seleccionaron tres arboles, encinas o alcornoques
segln el caso, asintomaticos. En algunos casos fue necesario realizar cambios en los puntos
inicialmente propuestos, por ausencia de arboles sanos, por excesivas podas que limitaban la
recogida de bellota, o por imposibilidad de acceso a alguna de las fincas. Finalmente se seleccionaron
84 ejemplares encinas y 15 alcornoques, que fueron visitadas en noviembre y diciembre por técnicos
de TRAGSA para la recogida de bellotas. Se recogio6 fruto de todos los arboles de los que fue posible y
las bellotas fueron enviadas al vivero de TRAGSA en Maceda, Ourense.

Siembra e inoculacién con Phytophthora cinnamomi: Las bellotas fueron desinfectadas en una
solucion de fungicida de amplio espectro (Thiram 2%) y posteriormente estratificadas en turba a 3-4°C
durante un mes. A mediados de Enero de 2016, las bellotas fueron sembradas segln un diseno de
blogues completos al azar, en bandejas forestales Forest Pot de 50 alveolos de 400 cc de volumen
cada uno, que contenian una mezcla de turba rubia y vermiculita en proporcién 3:1. En el ensayo se
incluyeron las progenies de 75 arboles (67 encinas y 8 alcornoques) que fueron los que finalmente
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dispusieron de suficiente cantidad de bellota. Cada bloque contenia 2 bellotas del mismo progenitor,
y estaba formado por 3 bandejas, 150 plantas en total. En un 10% de los bloques (5) se tomaron
datos del peso de la bellota y de la fecha de emergencia.

Las plantulas desarrollaron en condiciones de vivero hasta el mes de junio, recibiendo riegos
periddicos con agua de pozo para evitar posibles contaminaciones por Phytophthora spp.
ocasionadas por la posible contaminacion del agua de balsa. En el mes de junio, se inocularon todos
y cada uno de los alveolos siguiendo la metodologia descrita por SOLLA et al. (2013) con inéculo
preparado seglin método descrito por JUNG et al., (1996) a partir de la cepa de P. cinnamomi UEx1
aislada por la Universidad de Extremadura, de alta virulencia. Tras la inoculacién, las plantas fueron
inundadas hasta la altura del cuello de la raiz durante 24 h y posteriormente dispuestas de nuevo en
el invernadero en condiciones de permanente inundacién. En el momento de la inoculacién, se midié
la altura de las plantas en aquellas de las que ya se conocia el peso de la bellota y la fecha de
emergencia. Semanalmente se tomd nota de las plantulas muertas, desde la inoculaciéon hasta el
mes de octubre. Las plantas supervivientes se reinocularan en la primavera de 2017 para confirmar
su resistencia, y las supervivientes seran clonadas in vitro y establecidas en campo para la creacion
de una poblacion de mejora y huerto semillero.

Analisis de datos : La evolucion de la mortalidad de los brinzales segun la especie, la subregion
de procedencia y la progenie se analizdé de dos maneras, en primer lugar mediante el procedimiento
Survival Time Analysis (SOLLA et al., 2011), censurandose los brinzales vivos. Para modelizar la
supervivencia se utilizé el estadistico de Kaplan-Meier, y la significacion de este analisis se obtuvo a
través de un test no paramétrico (Gehan’s). Para obtener diferencias entre curvas se empled un test.
En segundo lugar se utilizaron modelos lineares generalizados (GLM) mixtos. En ellos cada punto de
muestreo, formado por tres arboles, se asumié como una poblacién. Para estimar la variacion de la
susceptibilidad dentro de cada especie se utilizaron GLM mixtos, con el tiempo en morir como
variable dependiente, el bloque como factor fijo, la poblacién (o la subregion) y el arbol madre
(anidado a la poblacién) como factor aleatorio, y el peso de la bellota, momento de germinacion y
altura de la planta como covariables. A partir de los modelos se obtuvieron los componentes de la
varianza. Las heredabilidades (h2; en sentido estricto) de encina y alcornoque para el caracter ‘tiempo
en morir’ se estimaron dividiendo la varianza genética aditiva (Va) entre la varianza fenotipica (Ve).
Para corregir las estimaciones de h2 asumiendo tasas medias de autopolinizacion entre 1 y 3%
(ORTEGO et al. 2010), se utilizd un coeficiente r de parentesco de 0,27 en vez del valor 0,25 habitual
entre medios hermanos. Por tanto h2 fue estimada como:

h2=Va/Ve=[(1/r)X 0% @op]/ (02 (pop) + 02p + 02)

donde 02 pop) €S la varianza entre arboles madre, 62, la varianza entre poblaciones, y 02¢ la varianza
del error. Los errores estandar de h2 se obtuvieron a siguiendo a JAYARAMAN (1999). Las
correlaciones genéticas y fenotipicas entre peso de bellota, el tiempo en germinar, la altura de la
planta y el tiempo en morir se obtuvieron a partir de coeficientes de Pearson, tras relacionar los
valores medios familiares e individuales de las variables, respectivamente. Para todos los analisis se
utilizé el programa Statistica V.10 (StatSoft. Inc, Tulsa, OK, USA).

4. Resultados

A finales de octubre de 2016, transcurridos 133 dias tras las inoculaciones, se observan
mortalidades del 25,9% y 14,9% en planta de Q. ilex y Q. suber, respectivamente. El pico de
mortalidad fue en julio para ambas especies (Figura 1a), en concreto a los 26 dias desde la
inoculacion. En base a la mortalidad registrada semana a semana, la ventana de susceptibilidad de
ambas especies ante P. cinnamomi se define basicamente, para este ensayo, entre el 11 de julioy el
16 de agosto. En Q. ilex, la proporcion de plantas muertas fue mayor y mas acelerada que en Q. suber
(Figura 1b). Los modelos de supervivencia o curvas de mortalidad difirieron significativamente entre
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ambas especies (Figura 1b; P < 0.0001), y se estimaron esperanzas medias de vida tras las
infecciones de 109 y 118 dias para Q. ilex y Q. suber, respectivamente.
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Figura 1. Mortalidad de plantulas de una savia de Quercus ilex y Q. suber inoculadas con Phytophthora cinnamomi a
mediados de junio de 2016, en porcentaje respecto al total (a), y en términos de supervivencia acumulada segtn el
estadistico de Kaplan-Meier (b).

En Q. ilex no se observaron diferencias significativas de supervivencia media entre el material
de las 5 subregiones de procedencia evaluadas (Figura 2a; P = 0.201), ni tampoco entre progenies de
Caceres y Badajoz (P = 0.529). No obstante, si hubo diferencias significativas de mortalidad entre
progenies (P < 0.001), de modo que los brinzales del arbol madre 499 (progenie menos susceptible)

mostraron un patron de supervivencia muy diferente al de los brinzales del arbol madre 433 (progenie
mas susceptible; Figura 2b).
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Figura 2. Curvas de supervivencia de plantulas de Quercus ilex segtin la procedencia (a), y segun las progenies mas

extremas en susceptibilidad (b). Las plantulas fueron inoculadas con Phytophthora cinnamomi a mediados de junio de
2016.

En Q. suber si se observaron diferencias significativas de supervivencia media entre las 3
subregiones de procedencia evaluadas (Figura 3a; P < 0.0001). Las progenies 450 y 439 fueron las
mas extremas en términos de susceptibilidad, y en concreto 450 no presenté ningln brinzal muerto al
final del periodo vegetativo (Figura 3b). Las progenies 499, 545, 425 y 504 de Q. ilex y 450, 452, 451
y 438 de Q. suber mostraron mortalidades finales inferiores al 5% (Figura 4). En Q. ilex y Q. suber se
estimaron heredabilidades (en sentido estricto) para el caracter ‘tiempo en morir’ de 0,46 + 0,02 y
0,70 + 0,04, respectivamente.
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Figura 3. Curvas de supervivencia de plantulas de Quercus suber seglin la procedencia (a), y segun las progenies mas
extremas en susceptibilidad (b). Las plantulas fueron inoculadas con Phytophthora cinnamomi a mediados de junio de
2016.
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Figura 4. Mortalidad final de 67 progenies de Quercus ilex y 8 progenies de Q. suber tras ser inoculadas con Phytophthora
cinnamomi a mediados de junio de 2016.

Las bellotas de Q. ilex mas pesadas dieron lugar a las plantas mas altas, y a las plantas que
mas tiempo tardaron en morir (Tabla 1, bajo la diagonal). La altura de las plantas se observo
inversamente relacionada con el tiempo que tarda en germinar la bellota (Tabla 1, bajo la diagonal),
de modo que las plantas mas altas se corresponden con bellotas que germinan antes. Las progenies
de Q. ilex con las bellotas mas pesadas fueron también las progenies mas altas, y que mas tiempo
tardaron en morir (Tabla 1, sobre la diagonal).

Tabla 1. Correlaciones genéticas (entre medias familiares; n=67; sobre la diagonal) y fenotipicas (individuales;
n=759; bajo la diagonal) de cuatro variables medidas en Quercus ilex

Peso de bellota Tiempo en germinar Altura de la planta Tiempo en morir
Peso de bellota 1 ns 0,59** 0,54%*
Tiempo en germinar ns 1 ns ns
Altura de la planta 0,44*%* -0,15** 1 0,42**
Tiempo en morir 0,21%** ns 0,17** 1

Los asteriscos indican significacion tras aplicar la correccion de Bonferroni (a/6) segiin *P<0.05/6 y **P<0.01/6
ns indica falta de significacion debido a que P>0.05/6

En Q. suber, el peso de la bellota y la altura de la planta no influyé significativamente en tiempo
que tardaron en morir las progenies o los individuos (Tabla 2).
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Tabla 2. Correlaciones genéticas (entre medias familiares; n=8; sobre la diagonal) y fenotipicas (individuales; n=92;
bajo la diagonal) de cuatro variables medidas en Quercus suber.

Peso de bellota Tiempo en germinar Altura de la planta Tiempo en morir
Peso de bellota 1 ns 0,88* ns
Tiempo en germinar ns 1 ns ns
Altura de la planta 0,54** ns 1 ns
Tiempo en morir ns ns ns 1

Los asteriscos indican significacion tras aplicar la correccion de Bonferroni (a,/6) segliin *P<0.05/6 y **P<0.01/6
ns indica falta de significacion debido a que P>0.05/6

5. Discusion

Los resultados indican la existencia de una variabilidad de respuesta importante de Q. ilex y
Q. suber ante P. cinnamomi. Esta variabilidad, unida a los valores significativos de heredabilidad para
el caracter ‘tiempo en morir’ (0,46 y 0,70 en Q. ilex y Q. suber, respectivamente), permiten afirmar
que la mejora de ambas especies es posible. La supervivencia de algunos individuos en campo,
ubicados en el medio de focos severos de seca generada por P. cinnamomi confirma variabilidad
genética aqui observada, que puede ser aprovechada para la mejora genética de encinas y
alcornoques a fin de incrementar su tolerancia al patégeno. TAPIAS et al. (2005) inocularon encinas
procedentes de 7 zonas diferentes (Algarbe, Badajoz, Granada, Cadiz, Huelva y Rioja) y compararon la
mortalidad obtenida con la de un ensayo paralelo de alcornoque, observando una mayor mortalidad
en progenies de Q. ilex que en las de Q. suber para tres niveles de infeccion. Sus resultados coinciden
con los obtenidos en este trabajo donde la mortalidad de las progenies de Q. ilex fue superior (25,9%)
a la mortalidad de las progenies de Q. suber (14,9%). Esta variabilidad interespecifica ya fue
reportada por otros autores (MOREIRA et al., 1997; SANCHEZ et al., 2002).

TAPIAS et al. (2005) observaron un rapido avance de la enfermedad en el caso de la encina con
una mortalidad del 17,3% al cabo del mes de la inoculacidon de tipo A (artificial), que podemos
asemejar a la realizada en este trabajo, y de un 90,8% al final del verano. Esta mortalidad final es
muy superior a la registrada en nuestro trabajo, o que puede deberse a las diferentes condiciones
ambientales en las que fue realizada la inoculacion (Huelva vs. Ourense; las elevadas temperaturas
favorecen al patégeno), o a la naturaleza el material vegetal. TAPIAS et al. (2005) no realizaron una
seleccion de los arboles madre, mientras que en nuestro caso se muestrearon arboles con aparente
resistencia. Otra posible razén de nuestra menor mortalidad podria ser debida a que ambos trabajos
distan 12 anos en el tiempo, y la abundancia de arboles infectados es mayor en la actualidad.
Individuos infectados, probablemente la mayoria de los arboles madre aqui utilizados, generan planta
mas tolerante a P. cinnamomi que individuos no infectados (SOLLA et al., 2013). En todo caso, las
plantas supervivientes se reinocularan en la primavera de 2017 una segunda vez para confirmar su
resistencia y/o lograr mayor mortalidad.

Se detectan, para ambas especies, diferencias significativas entre la mortalidad de las
diferentes progenies. Esto coincide con lo senalado por TAPIAS et al. (2006), que también ponen de
manifiesto la existencia de variabilidad intraespecifica entre individuos de una poblacion. Estos
autores senalan sin embargo, ausencia de variabilidad entre poblaciones. En nuestro trabajo no se
encontraron diferencias significativas entre las progenies de diferentes subregiones de procedencia
para Q. ilex, pero si se detectaron en el caso de Q. suber, siendo las progenies de la RP Sierra Morena
Occidental significativamente mas tolerantes que las de Montes de Toledo y Sierra de San Pedro. En
alcornoque, por tanto, podriamos decir que también existen diferencias entre poblaciones, si bien la
cantidad de ejemplares muestreados de Q. suber fue mucho mas reducida que la de Q. ilex, con lo
qgue hay que interpretar este resultado con precaucion.

El siguiente paso a seguir es observar la mortalidad de los brinzales ante el verano venidero,
pues mucha planta superviviente no aguantara el calor (y el estrés hidrico) de un segundo periodo
vegetativo. Las infecciones generadas por P. cinnamomi habran dahado el sistema radicular
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(resultados no presentados) y ese efecto se nota a largo plazo. Con la planta mas vigorosa
superviviente se pretende clonar in vitro algunos genotipos y establecerlos en campo para la creacion
de una poblacién de mejora y huerto semillero. A largo plazo este material podra ser cualificado

6. Conclusiones

Se han identificado cuatro encinas y cuatro alcornoques cuyas progenies muestran un muy bajo
nivel de mortalidad ante inoculaciones artificiales de P. cinnamomi, y por tanto se podrian considerar
tolerantes. Estos arboles y sus progenies podrian ser empleados en una estrategia de conservacion
de la dehesa extremena. Se precisa ahora realizar esfuerzos hacia su propagacion, tanto para lograr
constatar la resistencia de este material como su difusion.
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