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Resumen

Se ha realizado una prospeccion en siete viveros forestales de la Comunidad Valenciana muestre-
ando plantas que presentaban sintomas de marchitez, clorosis, manchas foliares, coloracion anormal
de aciculas, malformacion de brotes, defoliacion y/o enanismo. Se recogieron muestras vegetales y
del sustrato en el que fueron cultivadas. Los aislamientos a partir del material vegetal se realizaron en
los medios de cultivo CMA-PARPBH y PDAS. Se utilizaron manzanas como cebo vegetal para el ais-
lamiento a partir de muestras de sustrato. Se obtuvieron cultivos puros de los hongos y oomicetos ais-
lados; dichos cultivos se identificaron inicialmente a nivel morfoldgico. La identificacion molecular
de los aislados de oomicetos y Rhizoctonia se basé en la amplificacion y secuenciacion de la region
ITS del ADNTr. Los aislados de Cylindrocarpon se identificaron mediante PCR con cebadores especi-
ficos. De raices con sintomas de podredumbre y/o sustrato se aislé Phytophthora cactorum, P. citroph-
thora, P. cryptogea, P. nicotianae, P. plurivora y diversos aislados de Pythium. Los hongos aislados
con mayor frecuencia fueron Fusarium oxysporum, F. proliferatum, F. solani, F. verticillioides,
Fusarium sp., Cylindrocarpon macrodidymum, C. liriodendri, Cylindrocarpon sp.y Rhizoctonia sp.
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Abstract

A survey was conducted in seven forest nurseries in the Comunidad Valenciana region. Plants sho-
wing dieback, wilting, chlorosis, leaf spots, discoloration of needles, aborted buds, defoliation and / or
stunting symptoms were sampled. Affected plant material and soil samples were collected. Isolation
from plant material was performed onto CMA-PARPBH and PDAS culture media. Apples were used as
bait for soil isolations. Pure cultures of fungi and oomycetes were obtained and initially morphologically
identified. Molecular identification of Rhizoctonia and oomycetes isolates was based on the amplifica-
tion and sequencing of the ITS region of its DNA. Cylindrocarpon isolates were identified by PCR
using specific primers. The oomycetes Phytophthora cactorum, P. citrophthora, P. cryptogea, P. nicotia-
nae, P. plurivora and several isolates of Pythium were isolated from affected roots and soil. The most
frequently isolated fungi were Cylindrocarpon liriodendri, C. macrodidymum, Cylindrocarpon sp.,
Fusarium oxysporum, E. proliferatum, F. solani, F. verticillioides, Fusarium sp. and Rhizoctonia sp.
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INTRODUCCION

En los viveros forestales de la Comunidad
Valenciana, la produccién de planta esté dirigida
principalmente a la repoblacion forestal. Los
brinzales deben poseer una calidad adecuada
que avale su supervivencia y arraigo en un
medio natural, la mayoria de veces hostil, espe-
cialmente en la zona mediterranea, y asi contri-
buir al éxito de la repoblacion forestal (RUANO,
2002). La exigencia de calidad deberia incluir el
estado fitosanitario de los brinzales, ya que el
material vegetal ya infectado en los viveros
puede ser una importante via de dispersion de
patogenos (BRASIER, 2008). En Espafia, la infor-
macion sobre este tema es escasa y, concreta-
mente, se carece de datos sobre la incidencia de
hongos y oomicetos fitopatdgenos en viveros
forestales de la Comunidad Valenciana. MARTIN
PINTO et al. (2004, 2006, 2007) estudiaron la
influencia del lugar y la estacion sobre la comu-
nidad flingica presente en hojas y tallos de plan-
tas y la frecuencia de aislamiento de hongos
fitopatogenos en Pinus y Quercus en viveros
forestales de Castilla-Ledn. Posteriormente, los
mismos autores sefialaron que Fusarium vertici-
llioides podia ser responsable de pérdidas signi-
ficativas debidas a damping-off, aunque
tradicionalmente F. oxysporum habia sido consi-
derado el principal agente responsable de esta
enfermedad en los viveros forestales espafioles.
En las prospecciones realizadas en viveros
forestales de Andalucia, se detecté que el pino
carrasco (Pinus halepensis) presentaba un sin-
drome de podredumbre radical recurrente, cau-
sado por Phytophthora drechsleri (SANCHEZ et
al., 2002a). En Quercus spp., las plantulas de
encina, alcornoque, quejigo y coscoja presenta-
ban, en ocasiones, infeccién de raicillas absor-
bentes producida por dos grupos de patdégenos
bien distintos: Phytophthora y Cylindrocarpon
(SANCHEZ et al., 2002b, 2005; ANDICOBERRY et
al., 2008). También se aislo Pythium irregulare
y F oxysporum consistentemente de raicillas
necréticas de plantulas de algarrobo (Ceratonia
siliqua) (SANCHEZ et al., 2010). Este trabajo pre-
senta los resultados iniciales de una prospeccion
en los viveros forestales de la Comunidad
Valenciana, con el fin de estimar el estado sani-
tario del material producido.
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MATERIAL Y METODOS

Desde noviembre de 2009 hasta marzo de
2011 se visitaron siete viveros forestales de pro-
piedad publica en distintos periodos del afio.
Tras una observacion general del vivero, de cada
especie vegetal cultivada se recogieron plantas
que presentaran sintomas de enfermedad asi
como sus sustratos. Adicionalmente, en uno de
los viveros se realizo un muestreo aleatorio del
10% de las plantas (asintomaticas y con sinto-
mas) en dos eras, en las que se cultivaba P.
pinaster de 2 savias y Quercus ilex de 1 savia.

Se utilizaron los medios de cultivo PARPBH-
CMA (JErreRs & MARTIN, 1986) y PDAS (pata-
ta-dextrosa-agar suplementado con 0,5 g1 de
sulfato de estreptomicina) para el aislamiento de
oomicetos y hongos, respectivamente, a partir de
pequenios fragmentos de tejido afectado, siendo
raices la mayoria de las muestras procesadas. Las
placas se incubaron a 25°C en oscuridad durante
3 a 7 dias. Los aislados se transfirieron a medio
PDA para obtener cultivos puros e iniciar su iden-
tificacion morfoldgica. Para el aislamiento de
oomicetos a partir de muestras de sustrato se uti-
lizaron manzanas var. Granny Smith como cebo
vegetal (ERWIN & RIBEIRO, 1996). La caracteriza-
cion de los aislados de Phytophthora se basé en
la morfologia de la colonia y en la produccion,
morfologia y dimensiones de los esporangios,
oogonios y anteridios (ERWIN & RIBEIRO, 1996).
La formacién de esporangios se indujo cultivan-
do los aislados en medio V8-agar a 25°C en oscu-
ridad y depositando después discos de micelio de
estas colonias en solucion estéril de extracto de
suelo. Los aislados de Phytophthora que no for-
maron gametangios se sembraron en medio CPA
(agar con zanahoria rallada) en presencia de aisla-
dos de referencia de los tipos de apareamiento Al
y A2 de P. cryptogea, proporcionados por Sabine
Werres (Julius Kiihn-Institute, Braunschweig,
Alemania).

Las caracteristicas de las colonias y la mor-
fologia de las esporas obtenidas en medio PDA
a 25°C en oscuridad fueron los criterios iniciales
para la identificacion de los hongos aislados.
Las especies de Fusarium se identificaron indu-
ciendo su esporulacion en medio SNA
(Spezieller Nahrstoffarmer Agar), incubando las
placas a 25°C durante 10 dias.
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La identificacion molecular de los oomice-
tos se basé en la secuenciacion de las regiones
ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribo-
somico, amplificada mediante PCR con los
cebadores ITS4 e ITS6 (WHITE et al., 1990,
COOKE et al., 2000). Para ello, el ADN de los
aislados se extrajo previamente de acuerdo con
las instrucciones del EZNA Plant Miniprep Kit
(Omega Bio-tek, Norcross, GA). También se
realiz6 un andlisis de la secuencia de la region
ITS del ADNr de aislados de Rhizoctonia. La
identificacion molecular de los aislados de
Cylindrocarpon se realiz6 mediante PCR multi-
plex, utilizando los cebadores disefados por
ALANIZ et al. (2009) que permiten detectar C.
liriodendri, C. macrodidymum 'y C. paucisepta-
fum en una unica reaccion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se procesaron un total de 297 muestras
vegetales; de ellas, 166 presentaban sintomas de
enfermedad y las restantes procedian del mues-
treo aleatorio realizado en uno de los viveros.
Las muestras vegetales procesadas se distribuian
en 19 géneros y 30 especies botanicas, pertene-
ciendo la mayoria de ellas a los géneros Pinus
(48,8%) y Quercus (35,7%). Se encontré una
gran diversidad de sintomas aéreos que incluian
marchitez, bien del total de la planta o de algu-
na de sus partes, amarillez, manchas foliares,
coloracion rojiza de aciculas, malformacién de
brotes, defoliacion y/o retraso del crecimiento.
Los sintomas observados en el sistema radical
de los brinzales fueron reduccién del mismo,
necrosis mas o menos extensa de raices y/o
podredumbre de raicillas absorbentes.

Se aislaron oomicetos y hongos fitopatégenos,
procedentes de 20 especies vegetales (Tabla 1),
coexistiendo varios de estos microorganismos en
nueve de los hospedantes, incluso, en algunos
casos en una misma planta. En todos los viveros
prospectados se ha detectado la presencia de, al
menos, una especie de Phytophthora asociada a la
rizosfera de brinzales. Phytophthora spp. se aisla-
ron en el 10,8% de las plantas recogidas, bien de
sus raices o del sustrato contenido en el alveolo
correspondiente. Las especies identificadas de
Phytophthora, ordenadas de acuerdo con su por-
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centaje de aislamiento, fueron P. cryptogea (34%),
P plurivora (24,5%), P. nicotianae (19,5%), P.
cactorum (13,5%) y P. citrophthora (8,5%).

Los hongos aislados con mayor frecuencia
pertenecian a los géneros Fusarium, Cylindrocar-
pon 'y Rhizoctonia. Del sistema radical de 153
plantas (51,5% de las plantas analizadas) se aislo
Cylindrocarpon. Mediante PCR muiltiple con
cebadores especificos, se determiné que el 72,7%
de los aislados pertenecian a la especie C. macro-
didymum, 2,9% eran C. liriodendri y el resto no
dieron producto de amplificacion, siendo conside-
rados Cylindrocarpon sp. No se detect6 la presen-
ciade C. pauciseptatum en ningln vivero.

Se aislaron hongos del género Fusarium de las
raices de 94 plantas (31,7% de las plantas analiza-
das). La identificaciéon de estos aislados se basé
Unicamente en caracteres fenotipicos, consideran-
dose el 54% de los aislados F oxysporum, 22% F.
proliferatum, 19% Fusarium sp., 4% F. solani y
2% F. verticillioides. No se detectd en ningtn
vivero Fusarium circinatum ni se realizaron
bioensayos para valorar la patogenicidad de los
Fusaria. Se aislaron basidiomicetos con caracteris-
ticas propias de Rhizoctonia del sistema radical
del 13,5% de las plantas. La amplificacion y
secuenciacion de las regiones ITS del ADNr de
estos aislados no permitié su identificacion a nivel
de especie, ya que la busqueda en el GenBank
reconocié estas secuencias como Rhizoctonia sp.,
Ceratobasidium sp. u hongo desconocido.

En el muestreo aleatorio de una era con P.
pinaster de 2 savias se aislo uno o mas de los
géneros Phytophthora, Pythium, Fusarium,
Cylindrocarpon y Rhizoctonia en 35 brinzales.
En igual cantidad de plantas se aislé sélo
Cylindrocarpon; en tres brinzales alguno de los
géneros citados, a excepcion de Cylindrocarpon,
y en las nueve restantes no se obtuvo ningtn ais-
lado de estos cinco géneros. En el muestreo ale-
atorio de Q. ilex, los resultados fueron: en 13
plantas sélo se aislé Cylindrocarpon, en otras
diez estaba presente tanto Cylindrocarpon como
alguno de los otros géneros citados, en tres brin-
zales solo se aisld F oxysporum y en las nueves
restantes no se obtuvo ningtn aislado de estos
cinco géneros. C. macrodidymum y C. lirioden-
dri son patégenos asociados a la enfermedad del
pie negro de la vid (ALaNiz et al., 2007).
Previamente, Neomnectria spp., teleomorfo de
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Hospedante M! Oomicetos 2 Hongos
Arbutus unedo R P. cryptogea C. macrodidymum, F. oxysporum,
F. proliferatum, Rhizoctonia sp.
S P. cryptogea
Celtis australis R F. proliferatum
Ceratonia siliqua R F. oxysporum
S P. nicotianae
Cistus albidus R P.cactorum, P. cryptogea  F. oxysporum, C. macrodidymum
S P. cactorum, P. cryptogea
Crataegus monogina R C. macrodidymum, F. oxysporum
Cupressus sempervirens R C. macrodidymum
Fraxinus ornus R P. cryptogea, Pythium sp. C. macrodidymum, F. proliferatum
S P. cryptogea
Juniperus phoenicea R C. macrodidymum, Cylindrocarpon sp.
Pinus canariensis R F. oxysporum, E proliferatum, Fusarium sp., Rhizoctonia sp.
Pinus halepensis R P. cactorum, Pcryptogea,  C. liriodendri, C. macrodidymum, Cylindrocarpon sp.,

P. nicotianae, Py. vexans

S P. cryptogea, P. nicotianae,
P. plurivora, Pythium sp.

Pinus nigra H

ssp. salzmannii R P. plurivora, Pythium sp.

Pinus pinaster R P. cryptogea, P. plurivora
S P. cryptogea, P. nicotianae,

P. plurivora

Pinus pinea R P. citrophthora

Pinus sylvestris R P. cryptogea, Py. litorale

Quercus coccifera R

Quercus faginea R

Quercus ilex ssp. ballota R P. cryptogea, P. plurivora,

Py. helicoides, Py. litorale,
Py. sterilum

S P. cactorum, P. citrophthora,
P. plurivora

Sorbus domestica S P.cryptogea
Taxus baccata R
Viburnum lantana R P. cactorum

F. oxysporum, F verticillioides, F. proliferatum,
Fusarium sp., Rhizoctonia sp.

Sphaeropsis sapinea

C. macrodidymum, F. oxysporum, Fusarium sp.

C. liriodendri, C. macrodidymum, Cylindrocarpon sp.,

F. oxysporum, E proliferatum, Fusarium sp., Rhizoctonia sp.

F. oxysporum, F. proliferatum, F. solani

F. oxysporum

C. macrodidymum

C. macrodidymum, Cylindrocarpon sp., E proliferatum,
Fusarium sp, Rhizoctonia sp.

C. macrodidymum, Cylindrocarpon sp., E. oxysporum,
F. solani, Fusarium sp.

Rhizoctonia sp.

Rhizoctonia sp.

Tabla 1. Oomicetos y hongos aislados de plantas y/o sustratos procedentes de diversos viveros forestales de la
Comunidad Valenciana. 'Tipo de muestra: R, raices, S, sustrato; H, hojas. °P, Phytophthora; Py., Pythium

Cylindrocarpon, ya habia sido citado como
agente causal de muerte de raices en viveros
forestales en paises escandinavos (BEYER et al.,
1991; MENKIS et al., 2006).

La implicacién de especies de Phytophthora
en enfermedades de plantas cultivadas es bien
conocida desde que, en 1876, Anton de Bary des-
cribi6é a P infestans como el agente causal del
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mildiu de la patata. Sin embargo, es en las dos
ultimas décadas cuando se constata la creciente
deteccion de nuevas especies de Phytophthora
en el ambito forestal, la dificultad por parte de
viveros y de autoridades fitosanitarias para
detectar estas nuevas especies y el desconoci-
miento sobre su implicacion en la salud y en la
regeneracion de los bosques (JUNG et al., 2007).
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De las cinco especies de Phytophthora detecta-
das en los viveros prospectados, cabe destacar a
P. plurivora, especie nueva que surge de una re-
evaluacion de aislados de P. citricola, originales
de hospedantes lefosos en Europa 'y
Norteamérica (JUNG & BURGESS, 2009). En nues-
tro trabajo hemos aislado a P. plurivora de raices
de P. nigra'y P. pinaster y del sustrato contenido
en los alveolos donde crecian brinzales de P.
halepensis, P. pinaster'y Q. ilex, especies lefiosas
no incluidas en el rango de hospedantes descrito
por JUNG & BURGESS (2009).

Los resultados de este trabajo aportan datos
acerca de la presencia de diversos organismos
fitopatégenos en viveros forestales de la
Comunidad Valenciana. Aunque no se ha cuan-
tificado la incidencia de estas infecciones, si
cabe destacar que en todos los viveros, indepen-
dientemente de la época del afio en que se reali-
zaron las visitas, se aislo alguna especie de
Phytophthora y de hongos fitopatégenos. Los
sintomas asociados a infecciones causadas por
estos patogenos se pueden confundir con dafios
de origen abidtico, tales como frio, desequili-
brios nutricionales o de riego. SANCHEZ et al.
(2010), con amplia experiencia en la deteccion
de enfermedades en viveros forestales andalu-
ces, ofrecen una serie de recomendaciones que
son aplicables para el control de estas afeccio-
nes. Los resultados de este trabajo proporcionan
informacion preliminar que sirve de base para
futuros estudios de la incidencia de estos pato-
genos en viveros forestales.
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