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Resumen 

Los microorganismos de la rizosfera son clave para la salud de las plantas y su 
defensa  contra  patógenos  de  la  raíz,  pero  su  papel  en  la  protección  frente  a 
patógenos de la parte aérea es menos conocido. Por ello, se sembraron hayucos de 
Fagus  sylvatica en  suelo  estéril  enriquecido  con rizosfera  procedente  de  hayas 
vigorosas o decaídas del Hayedo de Montejo (Madrid). Cinco meses después de su 
germinación, se inocularon dos patógenos corticales,  Biscogniauxia nummularia y 
Neonectria faginata, previamente aislados de corteza de hayas decaídas adultas. B. 
nummularia resultó más virulento que N. faginata, pero su impacto dependió del 
tipo  de  rizosfera.  En  hayas  con  rizosfera  de  vigorosas,  B.  nummularia causó 
síntomas  foliares  más  severos,  disminuyó  la  eficiencia  en  el  uso  del  agua  y 
aumentó  los  niveles  foliares  de  MDA,  almidón  y  azúcares,  mientras  que  con 
rizosfera  de  decaídas  los  síntomas  fueron  menos  intensos  y  la  fisiología  de  la 
planta no se vio alterada. Nuestros resultados indican que el  microbioma de la 
rizosfera influye de manera diferencial en la respuesta a patógenos corticales. En 
concreto, la rizosfera de hayas decaídas tiende a atenuar los efectos negativos de 
estos patógenos.
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1. Introducción 

 

     En las últimas décadas, los bosques de todo el mundo han registrado episodios 
significativos  de  mortalidad  y  decaimiento,  relacionados  con  la  creciente 
frecuencia  de  eventos  meteorológicos  extremos,  como  sequías  y  olas  de  calor 
(Hammond et al.,  2022;  Schuldt et al.,  2020).  Estas condiciones extremas no solo 
afectan el funcionamiento fisiológico de los árboles, sino que también predisponen 
al ataque de patógenos, exacerbando los riesgos para la salud forestal (La Porta 
et al., 2008). 

 

     El haya europea (Fagus sylvatica L.) ha sufrido eventos de decaimiento como 
resultado de la interacción de factores abióticos y bióticos. Patógenos de la raíz, 
principalmente oomicetos del género  Phytophthora,  han sido identificados como 
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principales responsables de este fenómeno (Jung, 2009). En la parte aérea, algunos 
hongos como  Neonectria  faginata,  N. coccinea y  Biscogniauxia nummularia,  han 
sido  documentados  como  patógenos  latentes  contribuyentes  al  decaimiento  en 
hayas previamente debilitadas (Granata & Sidoti,  2004;  Reed et al.,  2022).  Estos 
patógenos corticales, aunque no actúan como agentes primarios del decaimiento, 
pueden acelerarlo, exacerbando los efectos del estrés. 

 

     El microbioma del suelo juega un papel crucial en la salud y resiliencia de las 
plantas  (Berendsen  et al.,  2012;  Reinhold-Hurek  et al.,  2015).  Las  interacciones 
planta-suelo  son  especialmente  activas  en  la  rizosfera,  la  parte  del  suelo  más 
cercana y con mayor influencia de la raíz (Hartmann et al., 2008). Aunque algunos 
microorganismos del  suelo pueden tener un papel  perjudicial  para las  plantas, 
otros pueden resultar beneficiosos, optimizando la absorción de nutrientes y agua, 
mejorando el  crecimiento  y  la  respuesta  a  estrés  o  actuando como agentes  de 
biocontrol por competencia directa con patógenos o por inducción de resistencia 
en la planta (Raaijmakers et al., 2009; Reinhold-Hurek et al., 2015). Esta capacidad 
de actuar como agentes de biocontrol es conocida frente a patógenos radiculares 
(Haas & Défago, 2005; Thakur & Singh, 2018), pero su papel en la protección frente 
a patógenos de la parte aérea ha sido poco estudiado. 

 

     La ingeniería del microbioma se presenta como una herramienta prometedora 
para mejorar la salud de los suelos y las plantas (Foo et al.,  2017). Este enfoque 
implica  la  trasferencia  de  microbiomas  entre  suelos  o  de  microorganismos 
concretos seleccionados tales  como las micorrizas,  las  bacterias promotoras del 
crecimiento  vegetal  (Plant  Growth-Promoting  Bacteria,  PGPB)  o  agentes  de 
biocontrol, potenciando sus propiedades beneficiosas (Arif et al., 2020; Foo et al., 
2017). Una estrategia específica de ingeniería del microbioma es el trasplante de 
suelo (Araujo,  2022).  En agricultura,  algunos estudios han demostrado que esta 
técnica puede mejorar la  salud de las  plantas  y  su resistencia  a  enfermedades 
(Bziuk et al., 2022; Yergeau et al., 2015). Sin embargo, se sabe poco de su efecto en 
especies forestales, más longevas y con sistemas radicales mucho más extensos, y 
de su impacto en la protección contra patógenos corticales. Esta transferencia de 
organismos potencialmente beneficiosos para la planta podría ser de utilidad para 
comprender el papel del microbioma de la rizosfera en la respuesta de la planta a 
patógenos de la corteza.

 
2. Objetivos 

     El  objetivo  de  este  estudio  fue  evaluar  el  efecto  protector  del  microbioma 
rizosférico frente a patógenos corticales. Para ello, se realizó un ensayo controlado 
en el que se enriqueció el suelo de plántulas de haya con microbioma rizosférico 
procedente  de  hayas  adultas  con  distintos  grados  de  decaimiento.  Nuestra 
hipótesis  inicial  fue  que  el  microbioma  de  la  rizosfera  de  hayas  vigorosas 
(presumiblemente  más  rico  en  microorganismos  beneficiosos)  ofrece  mayor 
protección contra patógenos corticales que el de hayas decaídas.

 
3. Metodología 

     Tanto el muestreo de rizosfera como el aislamiento de patógenos corticales se 
realizó a partir de hayas del Hayedo de Montejo (Comunidad de Madrid). En los 
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últimos años, esta región ha experimentado un decaimiento y muerte gradual de 
las  copas  tanto  en  hayas  adultas  como  juveniles  (Figura  1a),  además  de  otros 
síntomas  como  la  aparición  de  cancros  en  la  corteza  (Figura  1b),  cuerpos  de 
fructificación (Figura 1c) o exudaciones en el tronco (Figura 1d), en contraste con 
los  ejemplares  sanos  (Figura  1e).  Sin  embargo,  hasta  el  momento  no  se  han 
identificado patógenos asociados a estos síntomas.

 

Figura 1. Síntomas de decaimiento en hayas adultas en Hayedo de Montejo. 
a) haya decaída; b) cancro de corteza; c) cuerpo de fructificación de hongo en la 

corteza; d) exudaciones en la base del tronco; e) haya vigorosa. 
 Aislamiento de patógenos corticales

 

     Previo a este ensayo, se realizó un muestreo de hongos de corteza en árboles 
sintomáticos presentes en este hayedo, con el fin de identificar posibles patógenos 
responsables de esta sintomatología. Para ello, se recogieron muestras de corteza 
de 4 árboles decaídos con síntomas corticales y 1 árbol vigoroso sin síntomas como 
control. Una vez en el laboratorio, se realizó una esterilizaron superficial de las 
muestras pasándolas ligeramente por una llama, y se sembraron en placas Petri 
con los medios de cultivo Rosa de Bengala y extracto de malta-agar (MEA). Las 
placas se incubaron en oscuridad a 22 °C durante 4-6 días. Los hongos crecidos se 
repicaron  en  otras  placas  de  cultivo  para  obtener  colonias  aisladas,  y  se 
clasificaron en distintos morfotipos en función de sus características. Al menos una 
cepa de cada morfotipo fue identificada molecularmente. Para ello, se extrajo el 
ADN a partir de micelio fresco con el kit de extracción Plant/Fungi DNA Isolation 
(Norgen). Se amplificó la región ITS mediante reacción en cadena de la polimerasa 
(Polymerase Chain Reaction,  PCR)  con los primers ITS1f-ITS4.  Los  productos de 
amplificación  del  ADN  se  secuenciaron  mediante  Sanger.  Las  secuencias 
resultantes se alinearon con otras secuencias de ITS mediante BLAST (Altschul, 
1997) con la base de datos de GenBank (NCBI). Se estableció un umbral de similitud 
superior  al  98%  para  la  identificación  a  nivel  de  especie.  De  este  modo,  se 
identificaron dos endófitos corticales capaces de actuar como patógenos latentes 
en el haya:  Neonectria faginata, que se aisló a partir de cuerpos de fructificación 
(Figura  1c),  y  que  suele  asociarse  al  decaimiento  de  hayas  (principalmente  F. 
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grandiflora)  en  combinación  con  otros  microorganismos  e  insectos, 
preferentemente bajo estrés ambiental previo (Cale et al., 2017; Reed et al., 2022); y 
Biscogniauxia  nummularia,  aislada  a  partir  de  cancros  corticales  (Figura  1b)  y 
conocida por su papel en el  haya, no sólo como patógeno latente sino también 
como  agente  primario  (Granata  &  Sidoti,  2004).  Los  resultados  del  BLAST  se 
presentan en la Tabla 1.

 

 Tabla 1. Resultados del alineamiento por BLAST de las secuencias de hongos 
aislados en cortezas sintomáticas de hayas decaídas. 

Morfotipo Síntoma origen Árbol origen Mejor 
alineamiento 

BLAST

% Ident. e-value

1 cancro corteza D8, D3 Biscogniauxia 
nummularia

99.28 2e-142

2 cuerpo 
fructificación

D3, DX, V2 Neonectria 
faginata

99.66 5e-154

 

 
 Recogida de rizosfera de hayas decaídas y vigorosas

 

     Para  el  muestreo  de  rizosfera,  se  utilizaron  5  árboles  con  síntomas  de 
decaimiento (40-70% de muerte de la copa) y 5 árboles sanos coexistentes en la 
misma parcela,  todos de una edad aproximada de 150 años.  Se recogieron tres 
testigos  de  suelo  (8  cm  de  diámetro,  10  cm  de  profundidad)  en  un  radio 
aproximado de 50 cm de cada árbol. Las tres muestras por árbol se agruparon y 
transportaron  al  laboratorio  a  4  °C.  A  su  llegada,  separamos  las  raíces  con  la 
rizosfera del resto del suelo (bulk soil). A partir de las raíces, se recogió la rizosfera 
adherida manualmente y se tamizó a 1 mm. Esta rizosfera se secó a temperatura 
ambiente para su conservación hasta su uso en el ensayo. 

 
 Condiciones del ensayo

 

     En  enero  de  2022,  se  sembraron  hayucos,  previamente  desinfectados  y 
estratificados en perlita a 4 °C, en macetas de 650 cm3 con suelo del hayedo estéril 
(autoclavado  tres  veces)  y  enriquecido  con  un  5.8%  v/v  de  rizosfera  de  hayas 
decaídas o vigorosas. A los cinco meses de crecimiento se inocularon en la base del 
tallo los hongos patógenos aislados en el hayedo. Una parte de las plantas de cada 
tratamiento de suelo se inoculó en la base del tallo con B. nummularia, otra con N. 
faginata y otra parte se dejó sin inocular, actuando como tratamiento control. Se 
utilizaron 6  plantas  para  cada tratamiento  combinado  de  suelo  y  patógeno.  El 
ensayo  se  realizó  en  invernadero  bajo  condiciones  controladas,  con  una 
temperatura entre 15 y 25 °C y riego diario. A los 15 días post-inoculación (dpi) el 
riego se limitó a un 30% simulando una sequía moderada, con el fin de favorecer el 
efecto  de  los  patógenos.  Durante  el  ensayo,  se  evaluaron  los  síntomas  foliares 
visualmente en una escala de 0 a 5, siendo 0 = todas las hojas sanas, 1 = < 25% de 
las hojas afectadas, 2 = 25-49%, 3 = 50-75%, 4 = > 75% y 5 = 100% de las hojas  
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afectadas.  Antes  de la  inoculación,  a  los  15,  y  a  los  30 dpi  se  utilizó  el  equipo 
Li-6400 para medir la conductancia estomática foliar (gs), la tasa fotosintética (Pn) y 
la eficiencia de los centros abiertos (= oxidados) del PSII (Fv'/Fm'). A partir de estos 
parámetros se calculó la eficiencia del uso del agua (WUE). Al final del ensayo, se 
cosecharon las  hojas  para su análisis  bioquímico.  Para ello,  se  utilizaron hojas 
frescas  previamente  homogeneizadas  y  se  siguió  el  protocolo  rainbow (López‐
Hidalgo  et al.,  2021)  para  analizar  distintos  biomarcadores  relacionados  con  la 
respuesta al estrés, entre ellos malondialdehído (MDA), flavonoides (TFL), azúcares 
solubles totales y almidón. 

 
 Análisis estadístico

 

     El  análisis  estadístico  se  realizó  en  R-Studio,  con  la  versión  4.2.1  de  R  (R 
Development Core Team). El efecto del trasplante de rizosfera en la fisiología de las 
plantas antes de la inoculación de los patógenos se evaluó mediante ANOVA, con el 
tipo de suelo como factor. El efecto del patógeno entre las distintas mediciones se 
evaluó  con  un  análisis  de  medidas  repetidas  en  cada  tratamiento  de  suelo, 
tomando como factores fijos el patógeno, el tiempo y su interacción. Los resultados 
de  los  marcadores  bioquímicos  de  la  hoja  (MDA,  TFL,  azúcares  y  almidón)  se 
analizaron  por  ANOVA  con  el  patógeno  como  factor  en  cada  tratamiento  de 
rizosfera.  Se comprobaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad de 
todos los datos previo a su análisis.

 
4. Resultados 

 
 Sintomatología foliar

 

     Quince días después de la inoculación, las plantas inoculadas comenzaron a 
mostrar síntomas de necrosis foliar, que fueron más notables tras la exposición a 
condiciones de sequía (Figura 2a). Así, a los 25 dpi, la combinación de patógenos y 
sequía  moderada  produjo  más  síntomas  que  únicamente  la  sequía  (plantas 
control)  en  los  dos  tipos  de  suelo.  B.  nummularia resultó  notablemente  más 
agresivo  que  N.  faginata,  causando  síntomas  superiores  a  2  en  la  escala  de 
valoración en todas las plantas inoculadas, independientemente del tipo de suelo 
(Figura 2).  B.  nummularia causó síntomas más leves en las  hayas con suelo de 
árboles decaídos (Figura 2b) que en hayas con suelo de árboles vigorosos (Figura 
2c), con un 33% del total de plantas gravemente afectadas (escala 3.5-4.5) frente a 
un  67%,  respectivamente.  Las  plantas  con  rizosfera  de  árboles  vigorosos 
mostraron síntomas más severos tras la inoculación de  B. nummularia que de  N. 
faginata (Figura 2c).
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Figura 2. Sintomatología foliar. a) Signos foliares observados en las plantas 
inoculadas; Proporción de plantas con rizosfera de árboles decaídos (b) o vigorosos 

(c) en cada grado de afección. El eje x representa el patógeno inoculado 
(Biscogniauxia nummularia, Neonectria faginata o control sin patógeno).

 
 Adaptaciones fisiológicas

 

     En  ausencia  de  patógenos,  las  plantas  con  rizosfera  de  hayas  decaídas 
presentaron una mayor conductancia estomática al inicio del ensayo (Figura 3a), y 
una mayor tasa fotosintética y Fv’/Fm’ al final del tratamiento de sequía (Figura 
3b). 

 

     La  inoculación  de  los  patógenos  llevó  a  un  aumento  de  la  WUE  entre  las 
distintas mediciones del ensayo, pero únicamente con rizosfera de hayas decaídas 
(Figura 3b). Con suelo de hayas vigorosas, sólo las plantas sin patógeno siguieron 
esa tendencia. Esta diferencia lleva a una menor WUE en plantas con rizosfera de 
vigorosas inoculadas con patógeno frente al control, especialmente evidente en las 
inoculadas con B. nummularia bajo condiciones de sequía (Figura 3b). 

 



MT 7: SANIDAD Y OTROS RIESGOS BIÓTICOS

Figura 3. Adaptaciones fisiológicas. Efecto del suelo a tiempo inicial (a) y 
variación temporal del efecto suelo y patógeno (b) de la tasa fotosintética (Pn), 

conductancia estomática (gs), fluorescencia de la clorofila (Fv’/Fm’) y eficiencia del 
uso del agua (WUE). La línea discontinua vertical representa la fecha de inoculación 

del patógeno. 

 
 Cambios bioquímicos en la hoja

 

     En hayas con suelo de vigorosas,  B. nummularia provocó mayores niveles de 
MDA que N. faginata (Figura 4a). Con suelo de decaídas no se observó un efecto del 
patógeno para los niveles de MDA (Figura 4a). 

 

     La inoculación de N. faginata tuvo el mismo efecto en la concentración de TFL 
bajo  rizosfera  de  decaídas  que  de  vigorosas,  mientras  que  B.  nummularia 
disminuyó los valores de TFL con rizosfera de vigorosas respecto a la de decaídas, 
al igual que las plantas sin patógeno (Figura 4b).

 

     En los niveles de azúcares libres no vimos un claro efecto del patógeno ni del 
suelo  (Figura  4c).  Sin  embargo,  sí  se  observó  un  efecto  del  patógeno  en  la 
concentración  de  almidón,  con  mayores  niveles  tras  la  inoculación  de  B. 
nummularia que de N. faginata solamente con rizosfera de hayas vigorosas (Figura 
4d). 
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Figura 4. Respuesta bioquímica en la hoja. Valores medios ± error estándar de la 
concentración de MDA (a), TFL (b), azúcares libres (c) y almidón (d) con cada 

patógeno y tipo de suelo.

 

 
5. Discusión 

     Los resultados de este estudio evidencian que el microbioma de la rizosfera 
desempeña un papel importante en la protección frente a patógenos corticales, y 
que el trasplante es una estrategia útil para el estudio de las interacciones planta-
suelo. Concretamente, el microbioma asociado a hayas en decaimiento atenuó los 
efectos  negativos  del  patógeno  cortical  más  virulento  (B.  nummularia)  en  la 
sintomatología foliar (Figura 2), fisiología (Figura 3) y respuesta bioquímica de la 
planta (Figura 4).  Este efecto fue menos evidente para  N. faginata.  Este estudio, 
junto con futuros ensayos, podría contribuir significativamente a comprender los 
procesos  de  decaimiento  forestal  y  la  influencia  de  los  microorganismos 
rizosféricos en la respuesta de las plantas a patógenos corticales.

 

     El trasplante de rizosfera influyó en la respuesta fisiológica de la planta (Figura 
3). En concreto, y contrariamente a nuestra hipótesis inicial, la rizosfera de hayas 
en decaimiento mejoró la respuesta fisiológica en comparación con la de hayas 
vigorosas, independientemente del patógeno inoculado (Figura 3b). La reducción 
en  la  conductancia  estomática  al  inicio  del  ensayo  con  rizosfera  de  vigorosas 
podría haber limitado la tasa fotosintética hacia el final del experimento (Singh & 
Raja Reddy, 2011), lo cual contrasta con los efectos observados con la rizosfera de 
decaídas (Figura 3b). Este hecho también podría explicar la mejora de la Fv'/Fm' 
con rizosfera de decaídas (Sommer et al., 2023) (Figura 3b). Asimismo, esta menor 
conductancia con rizosfera de vigorosas podría llevar al aumento de la WUE al 
inicio del ensayo (Figura 3a), pero a su reducción en respuesta al estrés (Singh & 
Raja Reddy, 2011), que ocurre especialmente frente a  B. nummularia (Figura 3b). 
Este efecto resultó más evidente bajo condiciones de sequía, lo que refuerza la idea 
de que el impacto de estos patógenos se intensifica cuando las plantas enfrentan 
condiciones abióticas adversas (Hendry et al., 1998; Langer & Bußkamp, 2021). 
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     En cuanto a la respuesta bioquímica de la planta, los niveles de MDA, indicador 
del daño en las membranas celulares por peroxidación (López‐Hidalgo et al., 2021), 
fueron  menores  en  plantas  inoculadas  con  N.  faginata en  comparación  con 
aquellas  inoculadas  con  B.  nummularia,  pero  únicamente  con  rizosfera  de 
vigorosas (Figura 4a). B. nummularia afectó más al estrés oxidativo de la planta que 
N. faginata, pero la rizosfera de hayas decaídas atenuó ese impacto (Figura 4a). La 
rizosfera inoculada también alteró la capacidad de defensa de la planta frente al 
estrés biótico. Los niveles foliares de TFL fueron mayores con rizosfera de decaídas 
(Figura  4b),  lo  que  podría  indicar  una  mayor  protección  frente  al  patógeno 
(Treutter, 2006), particularmente evidente frente a B. nummularia. En contraste, la 
menor concentración de flavonoides en plantas con rizosfera de vigorosas podría 
aumentar su susceptibilidad a los patógenos (Treutter, 2006). Por otro lado, tanto 
los  niveles  de  azúcares  libres  (Figura  4c)  como  los  de  almidón  (Figura  4d) 
tendieron  a  aumentar  con  la  inoculación  de  B.  nummularia solamente  con 
rizosfera de vigorosas, con diferencias significativas para los niveles de almidón 
(Figura 4d). El patógeno podría estar alterando el metabolismo de carbohidratos y 
limitando la movilización del  almidón y el  transporte de recursos dentro de la 
planta (Gamm et al., 2011; MacDonald & Strobel, 1970; Pitino et al., 2018).

 

     Al contrario de lo planteado en nuestra hipótesis inicial,  nuestros resultados 
sugieren que el  microbioma de la rizosfera de árboles decaídos desempeña un 
papel  activo  en  la  mitigación  del  estrés  causado  por  patógenos  corticales, 
atenuando sus efectos tanto a nivel fisiológico como bioquímico. Este fenómeno 
podría estar relacionado con el concepto de "cry for help",  que propone que las 
plantas  expuestas  a  estrés  modifican  los  exudados  de  sus  raíces  para  reclutar 
microorganismos  capaces  de  minimizar  los  efectos  del  estrés  y  mejorar  su 
resistencia  (Durán et al.,  2021;  Rizaludin  et al.,  2021;  Rolfe  et al.,  2019).  De  este 
modo,  las  hayas  decaídas,  previamente  expuestas  a  estos  patógenos  u  otros 
factores de estrés,  podrían haber seleccionado comunidades microbianas mejor 
adaptadas o capaces de aportar un beneficio frente a estas condiciones,  lo que 
explicaría el beneficio aportado a las plantas con rizosfera de decaídas frente a los 
patógenos inoculados.

 
6. Conclusiones 

     En plantas con rizosfera de hayas vigorosas,  B.  nummularia causó síntomas 
foliares más severos, disminuyó la eficiencia en el uso del agua, redujo los niveles 
foliares  de  flavonoides  y  aumentó  los  de  MDA  y  almidón,  mientras  que  con 
rizosfera de hayas decaídas los síntomas fueron menos intensos y sus parámetros 
fisiológicos apenas se alteraron. Nuestros resultados indican que el microbioma de 
la rizosfera influye de manera diferencial en la respuesta a patógenos corticales. 
En concreto, la rizosfera de hayas decaídas promueve unas respuestas fisiológicas 
y bioquímicas más efectivas frente a estos patógenos que la rizosfera de hayas 
vigorosas. Esto podría estar relacionado con una composición microbiana mejor 
adaptada al estrés en hayas decaídas. En su conjunto, estos hallazgos resaltan la 
necesidad  de  investigar  más  profundamente  las  interacciones  entre  los 
microorganismos del suelo y la planta, así como su papel en la regulación de la 
respuesta al estrés y en la salud forestal.
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