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Protocolo de actuacion frente a Phytophtora alni y otros patégenos en
las alisedas dentro del marco del proyecto Life Alnus Taejo.
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GUTIERREZ, R., CANIBANO, C. y PEREZ-REDONDO, R.

Area de Biotecnologia y Area de Recursos Naturales y Biodiversidad. Fundacién
Centro de Servicios y Promocion Forestal y de su Industria de Castilla y Leon.

Resumen

Desde su aparicién en 2007 en la peninsula ibérica, el oomiceto Phytophthora
alni se ha convertido en una gran amenaza para la poblacién de Alnus glutinosa,
provocando una sintomatologia que acaba en la muerte de los ejemplares y un
dafio irreparable en el ecosistema. Uno de los objetivos primordiales del proyecto
Life Alnus Taejo, que dio comienzo en el 2021, es la proteccién frente a agentes
fitopatdgenos. Por ello se pretende prevenir el impacto de P. alni y otros agentes
que supongan un riesgo inmediato en los hébitats riparios, como las alisedas que
conforman el hdabitat prioritario 91E0*, elemento clave de dicho proyecto.
Actualmente no existen medidas de prevencion del proceso infeccioso. Es por esto
que, el proyecto Life Alnus Taejo pretende establecer una metodologia de recogida
y andlisis de muestras con la que poder extraer informacién sobre Phytophthora y
otros patdgenos, y elaborar un protocolo de deteccion y prevencidn que sirva de
ejemplo en otras zonas.
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1. Introduccion

El proyecto Life Alnus Taejo LIFE20 NAT/ES/000021 (Conservation and
restoration of mediterranean alder forests priority habitat in western international
Tajo river basin) dio comienzo en septiembre del 2021, y tiene como objetivo
proteger, conservar, mejorar y restaurar los rios y riberas dominados por bosques
aluviales residuales (tipo de habitat prioritario 91E0*), que albergan una elevada
biodiversidad e influyen en la calidad del agua de los rios y sus ecosistemas.

Phytophthora es un género de patdgenos vegetales del grupo de los oomicetos.
Los oomicetos comparten con los hongos ciertos aspectos de su ciclo vital, como
son el estadio filamentoso y la reproduccién por esporas. Como diferencias, los
oomicetos carecen de septos, por lo que las hifas son plurinucleadas, y su pared
celular tiene beta-glucanos, y no quitina. Muchas especies del género Phytophthora
tienen zoosporas acudticas carentes de pared celular con dos flagelos. Las
zoosporas se encuentran inmersas en peliculas de agua en la superficie de las
hojas, en el suelo, en medios hidrop6nicos y en masas naturales de agua. La
dispersion a través de un curso de agua es el modo de colonizar nuevas zonas. Asi,
el patégeno puede adherirse a la superficie vegetal retrayendo los flagelos y
secretando un mucilago de sujecién. A continuacion, ocurre la germinacién y los
tubos penetran la epidermis de la especie vegetal iniciando el proceso infeccioso
(FRY & GRUNWALD, 2010). El género Phytophthora también forma oosporas que
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pueden sobrevivir durante afios en el suelo en ausencia de un hospedador vegetal
(NAVE et al, 2021).

Por lo general, los andlisis de presencia o ausencia de Phytophthora alni en aliso
(Alnus glutinosa) se realizan desde una muestra del drbol que comprende corteza y
madera y que se toma con un hacha. De esta forma el arbol resulta comprometido,
ya que la lesion puede convertirse en un acceso para distintos patégenos. Con el fin
de evitar la herida, esta investigacion pretende determinar si es posible la
deteccidn del oomiceto P. alni en otras matrices, como agua de rio o raices, al ser
éstas el medio de transporte y de entrada del patégeno en la planta. Para este
proposito se utilizard la metodologia de deteccion molecular propuesta por I00S y
colaboradores (2005) combinada con baiting (uso de tejidos vegetales trampa;
MARTIN et al, 2012).

2. Objetivos

Toma de muestras y andlisis en laboratorio de muestras con posible patégeno
detectados en los muestreos de campo realizados en la acciéon Al del proyecto que
hace referencia a la caracterizacién y diagnostico de los hdbitats 91E0*, en esta
accién y como accion preparatoria se realizaron los trabajos de campo y base de
datos de los tramos fluviales, inventariando y realizando la caracterizacién
ecoldgica, botanica e hidrolégica de los bosques aluviales residuales. Ademads, se
cartografio la zona para realizar la modelizaciéon hidroldgica de las diferentes
llanuras de inundacién para distintos periodos de retorno.

Creacion de un protocolo de actuaciéon frente a la propagacion de P. alni,
diferenciando entre zonas donde no se ha detectado el patégeno y zonas con
presencia del patégeno, que no s6lo valdrd para la detecciéon de P. alni sino
también de otros oomicetos y que podra ser aplicado en el marco del proyecto y
también a nivel peninsular.

3. Metodologia

3.1 Area de estudio
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Figura 1. Mapa con la localizacion de los puntos de recogida de muestras, en la zona
de Salamanca, Cdceres y Portugal.

Para la recogida de las diferentes muestras, se eligieron las zonas siguiendo el
area de extension que abarca el proyecto LIFE Alnus Taejo. De todas las zonas
posibles, se excluyeron las que presentaban mds problemas de accesibilidad. Las
muestras se recogieron entre junio y octubre del 2024, por un lado en la provincia
de Salamanca, en las zonas de Las Batuecas-Sierra de Francia, Candelario, Valle del
Cuerpo de Hombre y Riberas del Rio Alagon y afluentes; en Caceres en la zona del
Rio Arrago y Tralgas Rio Jerte, Alagén y Esperabdn; y por ultimo en Portugal en la
zona de Malcata. Todas las zonas forman parte de la cuenca del rio Tajo. (Figura 1).

3.2 Protocolo de recogida de muestras

Se recogieron agua y raices tiernas tratando de que fuesen lo mas cercanas
entre si. Idealmente, de un mismo aliso de ribera, se tomaron raices tiernas de su
base y agua en un radio no mayor a 1 metro.

Se tomaron una serie de precauciones para evitar transferir el patégeno entre
areas y/o contaminar las muestras entre si, comenzando por el uso de bhotas de
goma. Entre los distintos puntos de muestreo se elimind toda la suciedad
(guijarros, hierbas) de suelas y de costados de botas y se descontaminaron a
continuacién con lejia de uso doméstico (concentracién de lejia/hipoclorito sodico
entre 47 y 65 gramos de cloro activo por litro) y apta para la desinfeccién del agua
de bebida (otras lejias incluyen higienizantes que pueden ser t6xicos) al menos 2
minutos y se enjuagaron con agua de grifo. Se usaron guantes de un solo uso,
evitando que los guantes entrasen en contacto con superficies, materiales o
equipos. Estos guantes, papel y todo lo descartable se recogié en una bholsa de
basura. El instrumental para cortar las raices se limpié con papel de cocina, se
sumergio en lejia al menos dos minutos y enjuagd con agua de grifo al menos dos
veces.
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La muestra de agua se recogi6 en direccion opuesta a la corriente, para reducir
la potencial contaminacion por botas y evitar que la turbidez pasase a la botella de
recogida. La botella se sumergid, evitando hundirla en el fango, se enjuago tres
veces y se recogio 1 1 de agua como muestra definitiva. Las raices jovenes se
cortaron, preferentemente, de distinta disposicion (hacia los 4 puntos cardinales) y
se introdujeron en una bolsa. Los materiales se transportaron en nevera o caja de
poliestireno expandidocon hielo o bloques de frio y el envio a laboratorio se
realizé inmediatamente, de forma que las muestras se procesaron en menos de 24
horas desde su recogida. Las muestras se enumeraron y codificaron con la inicial
-A (agua) o -R (raiz).

3.3 Procesamiento de las muestras de agua.

En campana de flujo laminar se transfirieron 150 ml de la muestra de agua en
un matraz, con tapon que permite la aireacion pero preserva la esterilidad, y se
afiadié una hoja de rododendro previamente higienizada. Para ello la hoja se lavo
bajo el grifo, se frotdé con papel humedecido en etanol 70 %, se sumergio en lejia
doméstica al 2% durante 5 min y se enjuagé en agua estéril. El baiting se incub6 a
temperatura ambiente sobre la mesa durante 4 dias. Como control negativo se
utilizd agua de riego estéril con hoja de rododendro. Como control positivo se
afladieron 5 discos (de 6 mm de didmetro) de un cultivo fresco de P. alni CECT
20785 al agua de riego estéril con hoja de rododendro.

Una vez transcurridos 4 dias de incubacién se filtr6 40 ml del agua a través de
membrana (PES 0.22 micrémetros). La membrana se recuperd y recorté en
porciones de 1 x 1,2 cm, que se colocaron hacia abajo sobre placas de V8-PARP
(Medio V8: una lata de 330 ml de zumo comercial V8 se mezclé con 1300 ml de
agua de grifo. El pH se ajusto6 a 7,2 +/- 0,2. A cada 100 ml de esta dilucion se afiadio
0,3 g de CaCO3 y 1,5 g de agar y se esterilizo en olla durante 15 min. PARP: P,
pimaricina, 10 microg/ml; A, ampicilina, 200 microg/ml; R, rifampicina, 10
microg/ml; P, pentacloronitrobenceno, 10 microg/ml). Una porcién de filtro se
destiné a realizacion de la PCR con cebadores especificos de P. alni.

3.4 Procesamiento de las raices

Las raices se lavaron bajo el agua de grifo durante 5 minutos, se sumergieron en
un vaso con lejia al 2 % durante 4 minutos y se pasaron por agua estéril para
eliminar restos del desinfectante. En campana de flujo laminar se recortaron,
secaron y varios trozos se depositaron sobre placa de V8-PARP. Las placas se
incubaron a 25 °C. Por otro lado, se recogieron fragmentos de raiz que se
congelaron para posterior extracciéon de ADN.
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De los cultivos en V8-PARP, tanto obtenidos de las muestras de agua como de las
de raiz, se observéd la morfologia. Con el fin de obtener cultivos puros se
transfirieron tacos de micelio a nuevas placas de V8-PARP. De los aislados se
tomaron muestras de micelio destinado a la amplificacion por PCR.

3.5 Preparacion del molde para PCR desde la membrana de filtracién, hifas de
micelio o raices y condiciones de PCR y secuenciacién

Las muestras correspondientes a porciones de filtro se hidrataron durante 1-2
horas en microtubo con 150 pl de agua. El micelio de los cultivos se recogio con un
palillo a microtubo con el mismo volumen de agua. A continuacion, se afiadieron
esferas de vidrio (glass beads, 212-300 micras, Sigma), se mezcld en agitacién de
vortice durante 1 min, y se incubd a 96 °C durante 5 min para liberar el ADN.

Alternativamente, desde los filtros se extrajo ADN con los sistemas DNeasy Plant
Pro y DNeasy PowerSoil Pro de Qiagen. Para extraer ADN de las raices se usé el
sistema DNeasy Plant Pro de Qiagen.

Las condiciones de PCR y la secuencia de oligonucledtidos PA-F/PA-R para
deteccion de P. alni fueron las descritas por I00S y colaboradores (2005), con
inclusién de un ADN sintético control para la deteccion de posibles eventos de
inhibicién de la PCR. La identificacion taxonémica de los cultivos puros se realizé a
través de la secuenciacion de un fragmento del ADN ribosomal con los cebadores
universales ITS1 e ITS4 (WHITE et al, 1990).

4. Resultados

4. 1. Detecciéon molecular de P. alni subsp. uniformis CECT 20785 a partir de
micelio

En la deteccién molecular de P. alni distintos servicios e investigadores utilizan
la informaciéon publicada por IOOS y colaboradores (2005) como referencia
practicamente universal, aunque existe la posibilidad de analizar otros
biomarcadores (IOOS et al, 2006; SIMS et al, 2017; AGUAYO et al, 2014). La pareja
de oligonucledtidos PA-F/PA-R es suficiente para identificar las 3 subespecies de P.
alni: P. alni subsp. alni, P. alni subsp. uniformis y P. alni subsp. multiformis,
mientras que la pareja PAM-F/PAM-R identifica P. alni subsp. alni y P. alni subsp.
multiformis y la pareja PAU-F/PAU-R identifica P. alni subsp. alni y P. alni subsp.
uniformis (I00S et al, 2005).

Para el desarrollo de un sistema de diagndstico a través de ADN que permitiese
la identificacién de P. alni se adquirié en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT) un cultivo activo de P. alni subsp. uniformis CECT 20785, asi como su ADN
genomico. Este microorganismo corresponde a un aislado de corteza de aliso en
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Silleda (Pontevedra) en el afio 2011. Ademas, se disefid y sintetizo una secuencia de
ADN sintética con sitios de reconocimiento para la pareja de cebadores generales
PA-F/R. Una PCR sobre este ADN sintético control con los cebadores PA-F y PA-R
produce un amplicon PA de 674 pb, a diferencia del tamafio de amplicén generado
sobre un ADN silvestre del patogeno, que es de 447 pb. Esto permite diferenciar, a
partir de la comparacion de los amplicones obtenidos desde muestras reales
cebadas y no cebadas con este ADN sintético, posibles eventos de inhibici6on de la
reaccién de amplificacién cuando se trabaja con muestras reales.

Dentro del proceso de optimizacién del método, y con el fin de conocer el limite
de deteccién de la técnica, se realizaron reacciones de PCR con diluciones de ADN
gendmico. La cantidad minima de ADN gendmico de P. alni subsp. uniformis CECT
20785 que dio lugar al amplicon con la pareja de cebadores PA-F y PA-R fue de 1.0

ng.

Una vez comprobada la funcionalidad de los cebadores y los ADN molde, el de la
cepa de coleccién y el sintético, se puso a punto un sistema de ruptura de las
membranas celulares del fitopatégeno que permitiese la liberacién del ADN para
su posterior amplificacién mediante PCR. Para ello, desde un cultivo en medio V8
de P. alni subsp. uniformis CECT 20785 se tomaron pequefias porciones de micelio
aéreo en microtubos con 150 ul de agua. A estos tubos se aplicé 3 condiciones
distintas, combinando tratamientos mecdnicos y/o térmicos, reflejados en la Figura
2 . El resultado de la PCR mostré que el procedimiento A, 4 ciclos de ruptura
mecdnica en vdrtex con esferas de vidrio durante 1 minuto seguidos de
desnaturalizacidn a 95 °C durante 5 minutos, libera ADN suficiente para el proceso
de amplificacién. Las condiciones B o C, respectivamente de 3 ciclos de congelacién
y calentamiento a 65 °C o una desnaturalizaciéon prolongada a 95 °C durante 20
min, no rindieron el amplicon (Figura 2, panel de la izquierda). Tomando como
referencia la condicion A, se optimizd el proceso de ruptura de las membranas
celulares reduciendo el numero de ciclos de agitacion y calentamiento (Figura 2,
panel de la derecha). De esta manera se determind que un unico ciclo de agitacién
y desnaturalizacidon es suficiente para la liberacién de ADN desde micelio y la
obtencidn del amplicén. El procedimiento debe seguir la siguiente secuencia: 1)
1,5-3 mg de micelio tomado de una placa de cultivo en 100-150 ul de agua con bolas
de vidrio de 212-300 micras; 2) 1 minuto de agitacion en vdrtex; 3) 5 minutos de
desnaturalizacion a 95 °C.
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Tubo m.g d? Anadido Tratamiento Almacén
micelio
A 1,5  glass beads Vortex Imin  95°C5min Vortex Imin  95°C 5min Vortex Imin  95°C5min Vértex Imin 95°C5min -20°C
B 19 -80°C 25 min 65°C 15min -80°C 20 min 65 °C 20 min -80°C 20 min 65°C 15 min -20°C
C 05 95 °C 20 min -20°C

sd 110

sd 110 sd 110 sd 110 sd M0 sd 110

Cebadores PA-F y R

Figura 2. Puesta a punto de la PCR con la pareja PA-F/R a partir de micelio P. alni
subsp. uniformis. En la parte superior se detallan las 3 condiciones de ruptura
ensayadas. En la parte inferior izquierda el resultado de la PCR con la suspension
proveniente de los tratamientos A, By C. En la parte inferior derecha el resultado de
la PCR con el molde proveniente del tratamiento A obtenido tras 1, 2, 3 0 4 ciclos de
agitacion y calentamiento (A1, A2, A3 o0 A4, respectivamente). En 20 ul de reaccion se
usaron 5 ul de la suspension sin diluir (sd) o en dilucion 1/10. M se refiere al
marcador de tamafios, CPy CN a los controles positivo con ADN gendmico y
negativo. El amplicon se produce en el tratamiento A cualquiera que sea el niimero
de ciclos aplicado al micelio.

4. 2. Puesta a punto de un método para la detecciéon en agua de P. alni subsp.
uniformis CECT 20785

El aislamiento de Phytophthora se puede realizar a partir del tejido vegetal
infectado colocado sobre una placa de cultivo con un medio selectivo que
permitird el desarrollo del patégeno. Es a partir de este cultivo sobre el que se
utilizan las metodologias de microscopia o PCR para confirmar su identidad. El
aislamiento también es posible a partir de tierra y agua (MARTIN et al, 2012;
AGUAYO et al, 2014; SIMS et al, 2017). En estos casos, para recuperar el patogeno
en un cultivo microbioldgico se utilizan como trampa tejidos vegetales. El trampeo
o cebado (baiting) consiste en la flotacién de un cebo vegetal atractivo para las
zoosporas que se hallan en suspension liquida o como oosporas durmientes.

Para establecer la metodologia de deteccion del fitopatégeno en agua, se
prepardé una serie de ensayos de infeccién artificial. Para ello, en condiciones
controladas, se inocul6 agua con distinta carga microbiana obtenida a partir de un
cultivo activo P. alni subsp. uniformis CECT 20785 y se afiadieron manzana, hoja de
rododendro u hoja de lauroceraso como trampa vegetal. Al cabo de 4 dias de
incubacion se filtraron distintos volumenes del agua recuperando la membrana de
filtracion donde queda retenido el microorganismo. Fragmentos del cebo vegetal y
de la membrana de filtracién se colocaron sobre medio de cultivo V8-APR. Al
remanente de esta membrana se afiadié agua y guardo a -20 °C. Transcurridos 10
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dias de incubacidn de las placas se observo la morfologia propia del oomiceto en
las que contenian las porciones de membrana, mientras que en las placas con
porciones de cebo vegetal habia poblaciones mixtas de P. alni con otros
microorganismos procedentes de la propia microbiota de los cebos utilizados.
Micelio aéreo de estas placas de cultivo y muestras guardadas del liquido tras el
lavado de los filtros se usaron como material de partida para la liberacién de ADN
molde y analisis por PCR.

En la Figura 3 se muestra el resultado de uno de los ensayos realizados para la
puesta a punto del método de deteccidn de P. alni de coleccidn a partir de muestras
de agua.

Micelio Suspension de fitrado Controles

WA M-A40 M-B20 M-B4O F-A20 F-A4 F-B2O FB4O M CON CPD3 CPD4 CN
Selasl T T Jesiel—Teoleslewlt

Cebadores PA-F y R

Figura 3. Fase de puesta a punto de la deteccion de P. alni subsp. uniformis CECT
20785 en agua tras baiting. A la izquierda cultivos de 10 dias en V8-APR (solo se
muestra la réplica A del experimento), con fragmentos de hoja de rododendro, arriba,
y de membranas de filtracion tras filtrar 20 o 40 ml de agua, abajo. A la derecha
resultado de PCR de muestras de micelio tomadas de las placas de las membranas de
filtracioén y de las suspensiones de agua tras el lavado de dichas membranas (réplicas
Ay B). M se refiere al marcador de tamafio molecular. CN es el control negativo y
CP:D3 y CP:D4 son controles positivos realizados con dos cantidades distintas de
molde de ADN gendmico. En todos los casos se obtuvo el amplicon PA, tanto en las
submuestras que proceden del micelio del cultivo como en las de las suspensiones del
lavado de filtro.

En la serie de ensayos realizados para poner a punto la deteccién del patégeno
desde agua se determind que tanto el cebo de hoja de rododendro como de
lauroceraso eran adecuados para la implantacion del fitopatégeno, descartando el
uso de manzana. En cuanto al limite de deteccién de la PCR se concluyo que el
in6culo minimo para obtener el amplicén fue de 7 discos de cultivo de P. alni
subsp. uniformis CECT 20785 con un ratio de volumen de agua filtrada de 1/30 del
volumen inicial del baiting.
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Las muestras de aguas y raices de 24 puntos de muestreo fueron analizadas.
Para las aguas se empled el método de baiting combinado con filtraciéon a través de
membrana y siembra en medio selectivo V8-PARP. Para las raices se empled el
método de siembra directa en medio selectivo. Con ambas matrices se emplearon
también los métodos de biologia molecular para la detecciéon por PCR de un
fragmento especifico del genoma de P. alni y para la identificacién taxonémica de
los microorganismos obtenidos mediante secuenciaciéon de la regiéon ITS. Un
ejemplo de andlisis de PCR se presenta en la Figura 4.

Reacciones cebadas con el plasmido sintético Controles de ADN
|
R » 5
Micelios de muestras de agua3y 4 Micelios CECT ;\\@\ ,\\@Q’ (55’
1 | 2 ) )
D D S o 0@9
M ,&’\\' &Q Q‘?' @\Q $%Q$>
3a 3 3 3d e 4a & & ¢ ¥ & W

Cebadores PA-FyR

Figura 4. Resultados de PCR de los cultivos originados a partir de las muestras de
agua 3y 4. Las reacciones correspondientes a los micelios obtenidos de los cultivos
tras el baiting de las muestras de agua 3y 4 (desde la izquierda, carriles 3-a a4-a) y
de los baiting control con P. alni subsp. uniformis CECT 20785 (carriles CECT (1) y

(2)) se cebaron con el plasmido sintético. M se refiere al marcador de tamafio
molecular. Los controles positivos se realizaron con dos cantidades distintas de
plasmido sintético (1) y (2) y con ADN genomico de P. alni subsp. uniformis CECT
20785. CN es el control negativo. El tamafio de amplicon esperado desde el plasmido
sintético es de 0,67 kb y desde ADN gendmico de P. alni es de 0,45 kb. Las reacciones
con micelio de las muestras 3y 4 poseen el amplicon de 0,67 kb pero no el de 0,45 kb.
Esto significa que la reaccion de PCR no estd inhibida en las muestras problema y que
ninguna de ellas es positiva para P. alni.

El resumen de los resultados de las 24 muestras analizadas se recoge en la Tabla
1. En ningun caso se produjo la deteccién de P. alni a través de PCR. Phytophtora
alni tampoco se encontro en la identificacién taxondémica de los cultivos puros de
los microorganismos aislados. Ambos resultados concuerdan entre si. La
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secuenciacion permitio la identificacion de otros oomicetos de los géneros
Phytophthora, Pythium, Phytopythium y Saprolegnia. Por otro lado, en las raices se
detectaron ascomicetos que no son objeto del estudio.
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Tabla 1. Resumen de resultados. Se indica el lugar de recogida de la muestra

y si esta era de agua o raiz, su codigo (ID), el resultado del analisis de PCR
con la pareja de cebadores PA-F/R Yy la identificacion taxonomica del
microorganismoy/s aislado/s. (*) indica 99 % de identidad de la secuencia
obtenida del aislado con dos o mas especies depositadas en la base de datos

(separadas por /).
San Esteban de la agua 1A negativo Pythium coloratum /
Sierra X
P. dissotocum (*)
San Esteban de la agua 2A negativo Phytophthora sp. / P.
Sierra amnicola/P. oleae (*) y
Phytopythium litorale
San Esteban de la raiz 1R negativo no analizado
Sierra
San Esteban de la raiz 2R negativo Pythium coloratum/
Sierra X
P. dissotocum (*)
El Tornadizo agua 3A negativo Saprolegnia ferax y
Phytophthora lacustris
El Tornadizo agua 4A negativo no secuenciado,
probable Saprolegnia
ferax
El Tornadizo raiz 3R negativo Phytopythium litorale
El Tornadizo raiz 4R negativo Phytopythium litorale
Miranda del Castafiar agua 5A negativo Pythium torulosum
Miranda del Castafiar agua 6A negativo Pythium torulosum
Casas del Conde agua 7A negativo sin candidato para
secuenciacion
Casas del Conde agua 8A negativo sin candidato para
secuenciacion
Miranda del Castafiar raiz 5R no analizado sin candidato para
secuenciacion
Miranda del Castafiar raiz 6R no analizado sin candidato para
secuenciacién
Casas del Conde raiz 7R negativo Pythium dissotocum
Casas del Conde raiz 8R negativo Pythium dissotocum
Montemayor del Rio agua 9A negativo Pythium sp. y
Saprolegnia ferax
Montemayor del Rio agua 10A negativo Saprolegnia australis
Candelario agua 11A negativo Pythium sp.
Candelario agua 12A inconcluyente Pythium dissotocum
Casas del Castafiar agua 13A negativo Pythium torulosum
Casas del Castafiar agua 14A negativo Phytophthora sp.
Montehermoso agua 15A negativo sin candidato para
secuenciacién
Montehermoso agua 16A negativo sin candidato para
secuenciacion
Casas del Castafiar raiz 13R negativo Phytopythium helicoides




92 CC
FORESTAL ANOI
2025 |16-20
GIJON | JUNIO

MT 7: SANIDAD Y OTROS RIESGOS BIOTICOS

Casas del Castafiar raiz 14R negativo Pythium torulosum

Montehermoso raiz 15R negativo ascomiceto:
Clonostachys rosea

Montehermoso raiz 16R negativo Pythium torulosum
Pinofranqueado agua 17A negativo Phytophthora lacustris
Pinofranqueado agua 18A negativo sin aislado para
secuenciacién
Cadalso agua 19A negativo Phytophthora sp.
Cadalso agua 20A negativo Pythium deliense
Pinofranqueado raiz 17R negativo ascomiceto:
Thelonectria
beijingensis
Pinofranqueado raiz 18R negativo Phytopythium helicoides
Cadalso raiz 19R negativo Pythium sp.
Cadalso raiz 20R negativo ascomicetos:

Penicillium janthinellum
y Dactylonectria
pauciseptata

Penamacor, tramo agua 21A negativo Phytopythium sp. y
14 01 Phytophthora sp.

Penamacor, tramo agua 22A negativo Phytophthora sp. y
1401 mucoromiceto:

Mortierella elongata

Penamacor, tramo O_01 agua 23A negativo Pythium sp.
Penamacor, tramo 0_01 agua 24A negativo Phytopythium sp. y
Phytopythium litorale
Penamacor, tramo raiz 21R no analizado Pythium
14_01 heterothallicum
Penamacor, tramo raiz 22R no analizado ascomicetos:
14 01 [Penicillium] mirabile y

Clonostachys rosea

Penamacor, tramo 0_01 raiz 23R no analizado ascomiceto: Mortierella
verticillata

Penamacor, tramo O_01 raiz 24R no analizado mucoromiceto:
Linnemannia elongata.
Ascomicetos:
Clonostachys
aureofulvella y
Fusarium libertatis

5. Discusion

Los oomicetos, particularmente los del género Phytophthora, tienen un impacto
devastador en los ecosistemas naturales y agricolas debido a su capacidad para
infectar una amplia variedad de plantas. Su alta adaptabilidad, eficiente dispersion
y resistencia en condiciones adversas los convierte en peligrosos agentes
microbianos, y hace necesario el desarrollo de estrategias de prevencion y
mitigacion. Entre estas estrategias se hallan los programas de monitoreo para
deteccién de infecciones tempranas, las restricciones al movimiento de plantas,
suelos o aguas contaminadas o el desarrollo de plantas resistentes para la
restauracion ecoldgica de &areas afectadas. La presente publicacion pretende
contribuir al establecimiento de una metodologia de recogida y analisis de
muestras con la que poder extraer informacién sobre Phytophthora y otros
patogenos para elaborar un protocolo de deteccion y prevencion.

Los métodos para aislar Phytophthora incluyen el uso de técnicas de siembra
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directa o de baiting. La siembra directa es util para el andlisis de raices y muy
efectiva cuando el indculo del microorganismo es alto. Por otro lado, el baiting se
ajusta al estudio de aguas o tierras y permite detectar especies con baja densidad
poblacional o aquellas que sobreviven como oosporas inactivas. Este método
utiliza cebos atractivos que son colonizados por las zoosporas en suspension y que
luego se transfieren a medios selectivos.

Para la atraccion de distintas especies de Phytophthora se utilizan cebos de
hojas de plantas de hoja perenne o incluso frutas sumergidas (MARTIN et al, 2012).
Parece existir una preferencia de especie por el cebo utilizado, y, aunque para P.
alni se usa hoja de rododendro, nuestro estudio indica que también es posible el
uso de hoja de lauroceraso. Estas hojas tienen una estructura gruesa y resistente, lo
que las hace adecuadas para soportar la inmersion sin descomponerse
rapidamente, y facilitan la observacion de decoloraciones debidas a las
colonizaciones microbianas. El tiempo de incubacion del trampeo depende en gran
medida de la temperatura del agua, aunque por encima de 15°C el proceso de
infeccién puede ser de 3 a 7 dias (MARTIN et al, 2012).

En el protocolo de actuacidn para el andlisis de agua que hemos disefiado se
combina el método de baiting con la posterior retencion de microorganismos en
una membrana de filtracién (LARAMIE et al, 2015). Estos filtros se incuban en
medio selectivo o se pueden usar para obtenciéon de ADN para la deteccién por
PCR, procedimiento que es mas rapido y comodo que la técnica microbioldgica.

Nuestro muestreo revela la biodiversidad de Phytophthora spp. y otros
oomicetos en los ecosistemas de alisedas analizadas (Figura 5). No obstante, existen
limitaciones y mejoras en el protocolo de actuacion. Por ejemplo, las poblaciones
de Phytophthora spp. pueden fluctuar estacionalmente (REDONDO et al, 2015), de
manera que es recomendable tomar muestras en diferentes épocas del afio. Las
condiciones experimentales del baiting, temperatura y tiempo de incubacidn, asi
como la preferencia de cada oomiceto por un tipo u otro de cebo vegetal pueden
determinar el éxito del andlisis (MARTIN et al, 2012). En este caso particular las
muestras analizadas resultaron ser negativas para P. alni. Esto puede deberse a la
ausencia del patégeno o a una baja carga microbiana, inferior al limite de
deteccién del método aplicado. Para asegurar el correcto desarrollo del
procedimiento siempre se incluyo el tratamiento de controles negativos y positivos
de baiting, que resultaron correctos. Ademas, gracias al uso de un ADN molde
sintético, que se incluyd en las reacciones de PCR, se demostré que no existio
inhibicién de la ADN polimerasa.
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Figura 5. Localizacion del género Phytophtora en las muestras recogidas en
Salamanca, Cdceres y Portugal.

6. Conclusiones.

Se ha establecido un protocolo para recogida y andlisis de muestras. La
combinacién de uso de tejidos vegetales trampa y de filtros de retencién para
aislamiento microbioldgico, junto con las metodologias de PCR e identificacién
taxondmica son enfoques complementarios para la deteccion de oomicetos en
ecosistemas de ribera.
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