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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN
EN CASTILLA Y LEON

1. RESUMEN EN CASTELLANO

Phytophtora alni spp alni es un hibrido oomycete del aliso (Alnus glutinosa L. Gaertn).
Este patdgeno causa gran impacto debido a que su principal sintoma es visual y muy
llamativo, troncos necrosados con exudaciones negras. Sin embargo, también se
manifiesta a través de otros dafios como: fisuras oxidadas, brotes epicormicos o
ramillos adventicios, defoliacion, clorosis y ramas puntisecas. El conjunto de estos
sintomas provoca el decaimiento del aliso e incluso su muerte. Este decaimiento ha
sido asociado a varias subespecies de Phytophthor. tales como: P. alni subsp. alni; P.
alni subsp. multiformis y P. alni subsp. uniformis, siendo la primera la mas agresiva de
las tres. La distribucion de Ultima enfermedad tiene una alta incidencia en los alisos y
una gran repercusién social en el centro de Europa, en paises como: Francia,
Alemania, Republica Checa, Austria, Italia, entre otros. En Espafia han sido halladas
recientemente P. alni subsp. uniformis y P. alni subsp. alni. Con anterioridad a este
trabajo, Unicamente se tenia conocimiento de dos zonas donde se haya constatado la
presencia del patégeno P. alni, concretamente en Galicia y Salamanca. El principal
objetivo del presente trabajo fue ahondar en el conocimiento sobre las potenciales
causas ambientales relacionadas con el decaimiento de los alisos, para lo que fueron
estudiadas 45 alisedas repartidas por los principales rios de Castilla y Leén. En cada
punto se evaluaron 20 arboles, donde se analizaron los sintomas de decaimiento
relacionados con el patdogeno P. alni. Se confirmé la presencia de P. alni en dos
nuevas zonas, en Salamanca y Zamora, y se detectd por primera vez en Espafa
decaimientos de alisos originados por P. pluvivora, concretamente en otras dos zonas
de Salamanca y Soria. Por otro lado, se determiné nuevos avances en la asociacion
de la enfermedad con factores medioambientales. Asi, zonas con riesgo de
inundacion, suelos acidos, fértiles en nitrégeno y la falta de magnesio interactdan entre
el desarrollo del aliso y del patdgeno. Del mismo modo, también se observé que la
temperatura media minima anual podria ser un limitante para el desarrollo y
manifestacion de algunos sintomas patolégicos como la presencia de ramas
puntisecas y defoliacion. Por otro lado, una estructura de la masa inestable favorece el
desarrollo del patégeno. Estos resultados contribuyen al conocimiento de esta
enfermedad y abre nuevas vias de investigacion encaminadas a la prevencion y

tratamiento de Phytophthora. spp en Castilla y Leon.

Palabras claves: Phytophthora. alni, P. pluvivora, Alnus glutinosa, factores
ambientales, MRRP, NMDS.
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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN
EN CASTILLA Y LEON

2. RESUMEN EN INGLES

Phytophthora alni spp alni is a hybrid oomycete of alder (Alnus glutinosa L. Gaertn).
This pathogen causes great impact because its main symptom is visual and very
flashy, necrotic trunks with black exudates. However, it also manifests itself through
other damages such as necrotic exudates, adventitious epicormic shoots dieback,
defoliation, chlorosis and branches dieback. All these symptoms cause the decline of
alder, which has been associated with several subspecies of Phytophthora. such as P.
alni subsp. uniformis , P. alni subsp. multiformis and P. alni subsp. alni , the latter being
the more aggressive of the three. The disease also has a high impact on the center of
Europe, in countries such as France and Germany, among others. In Spain it has been
found recently P. alni subsp. uniformis and P. alni subsp. alni. Prior to this work, only
had knowledge of two areas where identified the presence of the pathogen P. alni,
Galicia and recently in the province of Salamanca. The main objective of this work was
to increase knowledge about the potential causes of the alder decline, which was
studied for 45 alder distributed by major rivers of Castilla y Lebn. At each point were
evaluated 20 trees, which were analyzed decline symptoms and signs related to the
pathogen over P. alni. This studied confirmed the presence of P. alni in new areas of
Salamanca and Zamora and first detected in Spain decline caused by P. pluvivora,
specifically in the provinces of Salamanca and Soria. This study confirmed the
presence of P. alni in two new areas, Salamanca and Zamora, and was first detected in
Spain decays originate P. pluvivora alders, specifically in two other areas of Soria and
Salamanca. Furthermore, this study identifies new developments in the association of
the disease with environmental factors. Thus, areas at risk of flooding, soils acids,
nitrogen fertile and lack of magnesium interact alder and development of the pathogen.
Similarly, we also observed that the average minimum annual temperature could be a
limiting factor for the development and demonstration of some pathological symptoms
such as the presence of dieback and defoliation. Moreover, a structure of the unstable
mass provides better conditions for the development of the pathogen. These results
contribute to the knowledge of this disease and opens new avenues of research aimed

at the prevention and treatment of P. spp in Castile and Ledn.

Keywords: P. alni, P. pluvivora , Alnus glutinosa , environmental factors, MRRP ,
NMDS
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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN
EN CASTILLA Y LEON

3. ANTECEDENTES

«Phytophthora», procedente del griego plyton (planta) y phthora (destructor de
plantas), fue descrita por primera vez en 1875 por Heinrich Anton de Bary. En el afio
1995, un patégeno con sintomas similares a P. alni fue observado en el sureste de
Gran Bretafa y fue clasificado en un taxén similar a P. cambivora (Gibbs, 1995). En
esa ocasion, el patbgeno aun no se habia descrito, aunque ya habia sido detectado en
diversos estudios (Brasier and Kirk, 2001). Trascurridos los afios se fueron detectando
otro tipos de especies de Phytophthora, en el afio 2004, fue descrito formalmente un
agente causal P. alni y consideraron que podria ser un posible hibrido entre otras dos
especies de P. multiformis y P. uniformis (Brasier et al., 2004). La especie fue
subdivididas en tres subespecies; un hibrido estdndar designado como P. alni subsp.
alni, una variante sueca llamada P. alni subsp. uniformis, y una variante holandesa,
alemana y del Reino Unido a la que denominaron P. alni subsp. multiformis (Clive et
al., 2004; Ersek and Nagy, 2008). En el afio 2004, se publicé una actualizacién sobre
el patégeno asociado a los alisos en Baviera ofreciendo informacion sobre la
distribucion, los medios de dispersidén, asi como las posibles estrategias de manejo
(Jung and Blaschke, 2004). Se demostr6 que la dispersion del patdégeno estaba
relacionada con los cursos del agua, como con material propagativo infeccioso. Las
muestras se extraian de agua de rio infestada, del suelo y de la corteza de aliso
necroética (loosv et al., 2005; Bakonyi et al., 2006). Una vez concluida la forma de aislar
el patégeno se procedia a identificar genéticamente la enfermedad. Nuevas
investigaciones han detectado el patdégeno en muchas otras partes de Europa,
principalmente Europa central, en Alemania, Republica Checa, Francia, Austria, Italia,
Irlanda, Suecia, Paises Bajos, Bélgica, Hungria, Estonia, Lituania (Jung et al., 2002;
Downing et al., 2006; Streito et al., 2002; Balci et al., 2002; Santini et al., 2003;
Hartmann, 1995; Mathieu, 1996; Cech, 1997; Werres, 1998; Schmidt et al., 1998;
Gibbs et al ., 1999, 2003; Olsson, 1999; Jung et al., 2000b; Szab¢ et al ., 2000; Werres
et al ., 2001; Brasier et al., 2003; Nagy et al ., 2003.) (Fig. 1). Hasta el afio 2004, P. alni
no fue detectada fuera de Europa, pero nuevos estudios, posteriores a este afio,
confirmaron la existencia de dafios P. alni subsp. uniformis en Alaska (Trummer et al.,
2007; Adams et. al.,, 2008). Dandose las condiciones adecuadas, también tienen

posibilidades de presentar amenazas por Phytophthora otros continentes.
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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN
EN CASTILLA Y LEON

Countries in Europe reporting
the presence of B aind

Figura 1. Paises donde se ha detectado P. alni hasta la fecha del 2006. Fuente:
http://www.forestry.gov.uk/fr/INFD-737J2S

En los dltimos afios la enfermedad ha sido detectado en nuevos paises, tales como,
EEUU (USDA APHIS, 2009) y en Espafa (Solla et al., 2010; Pintos et al., 2012)

3.1. TAXONOMIA E IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LAS
COLONIAS DE P. ALNI

Brasier et al (1999) realiz6 un analisis molecular para demostrar que el patégeno del
aliso era hibrido de P. cambivora y P. fragariae. Mas tarde los investigadores
demostraron que P. alni subsp uniformis y P. alni subsp. multiformis estaban
genéticamente mucho mas préximos que los mencionados al principio. Mas
recientemente loos et al. (2006) demostro que P. cambivora y P. fragariae no eran los
progenitores de P. alni. Y del mismo modo, se demostr6 que P. alni subsp alni
procedia del cruce entre P. alni subsp uniformis y P. alni subsp. multiformis (loos et al.,
2006; loos et al., 2007). A nivel morfoldgico las colonias en el cultivo CA (Carrot-Agar)
son irregulares, con areas de distinto ratio de crecimiento, rapido y lento. La
temperatura Optima de crecimiento oscila entre 23 y 25°C siendo la temperatura
maxima de desarrollo 31°C y una minima de 4°C. Los esporangios no se desarrollan
en medio de cultivo y son escasamente producidos con extractos de suelo no estéril.
Su forma es elipsoidal, no papilado (Fig. 2, izqd) y persistente, nacen simples, en
largos esporangi6foros. Se trata de una especie homotalica, con abundante
produccion de érganos sexuales. Otra estructura caracteristica son los oogonios , los

cudles son tipicamente ornamentados, en mayor o menor grado, con pie estrecho, de
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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN
EN CASTILLA Y LEON

tamafio muy variable, algunos presentan forma de coma y otros estan distorsionados.
Se produce una alta proporciéon de oosporas abortadas. Este patdgeno posee un
anteridio anfigino, predominantemente con dos células (Fig. 2) (Mansilla et al., 2010).
En el anejo IV se ha aportado el arbol genético (Fig. 25), el ciclo vital (Fig. 28) y més
fotografias moleculares (Fig. 26, 27).

Figura 2. Caracteristicas morfologicas de P. alni. De izquierda a derecha: Esporangios no
papilados. Oogonio ornamentado. Oogonio en forma de coma. Anteridio anfigino con dos
células. Oogonio ornamentado con oosporas abortadas. Fuente: Diputacion de Pontevedra
(Mansilla et al., 2010).

3.2. SITUACION EN ESPANA

La alta capacidad de dispersiéon de este patdgeno hizo que llegara a Espafia y sobre
los afios préximos al 2007 se observé un continuo y constante decaimiento de las
alisedas, concretamente en el norte de Espafia. Estos decaimientos empezaron a
observarse en las alisedas del rio Mifio-Sil (Galicia) y otras tantas en la provincia de
Ledn. Los dafios han ido aumentando progresivamente hasta dejar al aliso en una
situacion delicada, dejandose ver en algunos rios de forma puntual. Los técnicos y
habitantes de las comarcas cercanas a los rios mencionados expresaron su sorpresa y
preocupacion por el inusual secado de arboles jovenes y adultos

(www.laopiniondezamora.com., 2013). Ante tal preocupacion, se produjo una reunion

en Ponferrada (Leén), el 13 de Noviembre de 2009, consensuada por las dos
Confederaciones Hidrograficas afectadas, (Cantabrico y Duero), junto con el Servicio
de Proteccién de los Montes contra los Agentes Nocivos (SPMCAN) de la Direccion
General de Medio Natural y Politica Forestal del Ministerio de Medio Ambiente y Medio
Rural y Marino. El principal objetivo de la reunién trataba de potenciar un estudio sobre
el estado sanitario de las alisedas y establecer el origen y una soluciéon para
combatirla. La sequia del verano 2012, se incrementd la presencia de los sintomas de
la enfermedad y fue entonces cuando la Consejeria de Medio Ambiente de Castilla y
Ledn prohibié temporalmente todos los permisos para la corta y la poda de alisos. En

la actualidad, la Junta de Castilla y Ledn, concretamente la Seccion Territorial Il de
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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN
EN CASTILLA Y LEON

Medio Ambiente de Ledn estan dirigiendo medidas preventivas de obligado
cumplimiento por parte de los habitantes de cada comarca afectada para evitar la
propagacion del patdgeno. Dichas medidas han sido elaboradas por el Centro de
Sanidad Forestal de Calabazanos (Palencia) de la Consejeria de Medio Ambiente
(Direccion General y Servicio de Defensa del Medio Natural). Las medidas
seleccionadas pasan por mantener la salubridad y el buen estado de los cauces de los
rios afectados, entre ellas: evitar la plantacion de alisos en zonas afectadas; regular la
actividad antropica de los cauces contaminados, para evitar una mayor propagacion;
controlar la pesca, actividades silvicolas y tomas de aguas para agricultura o industria
y mayor vigilancia fluvial para evitar acciones no permitidas, de esta forma se pretende

detener o minimizar la expansién del patégeno.

Estas medidas propiciaron un gran impacto en centros especializados en el ambito de
la patologia forestal, especialmente en la Universidad y centros de investigacion
internacionales, que establecieron compromisos y estudios conjuntos con el fin de
incrementar el conocimiento sobre la enfermedad que estaba causando el decaimiento
de las alisedas en Castilla-Le6n y Galicia. Para su investigacion colaboraron: la
Universidad de Valladolid, departamento de Entomologia y Patologia Forestal; la
Universidad de Extremadura; la Universidad Politécnica de Valencia; y Phytophthora
Research and Consultancy, (Germany) y Centre for P. Science and Management,
Murdoch University, 90 (Australia). Este hecho revirtid en una serie de investigaciones
paralelas con Confederacion Hidrografica del Duero, las universidades y los centros
mencionados, que lograron determinar, por primera vez, el causante del decaimiento

de las alisedas en Galicia, P. alni (Solla et al., 2010).

3.3. HOSPEDANTE

El principal hospedante de este patdgeno, en Espafia, es el aliso comun (Alnus
glutinosa L. Gaertn), cuya distribucion es amplia en el centro, este y sur de Europa. Se
localiza en paises desde Gran Bretafia hasta Siberia Occidental y el extremo noroeste

de Africa.
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ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN

EN CASTILLA Y LEON

Figura 3. Distribucién del aliso (Alnus glutinosa L Gaertn) en Europa. Fuente:
www.euforgen.org

En Espafia aparece en casi todo el territorio asociado a zonas ripicolas, excepto, en

las comarcas mas é&ridas del suroeste. Las caracteristicas generales del aliso se

resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas generales del Alnus glutinosa L. Gaertn. Fuente: Compendio de
Selvicultura aplicada en Espafia (Serrada et al., 2008)

Carécter Caracteristica Valor
Altitud 700-800 (1500) metros
Rég. Pluvimétrico ~ 400-1300 mm
Preferencia de Suelos frescos
suelos
ToIer’anC|a ala Hidréfila, soporta mal la sequia
sequia
TMA (°C) 1-18
Rég. Térmico TMC (°C) 15-25
Estacion TMF (°C) -30-8
P’refgrenma Templado-calido a Templado-frio
térmica
" VI,
f“bt!po, . VI(IV)
|toc||mat|co VI(IV)s
(Allué, 1990) V(VI)s
I(DRl?\(/)ats)l’o:(L:gga)tlco Colino-Montano, Mesomediterraneo
Textura Indiferente, prefiero suelos limosos
Permeabilidad Baja
CRA Alta
Edéficos Reaccién edéfica Prefiere &cido o neutros
Caliza activa Calcifuga
ToI_elfanma ala Moderada
salinidad
pH 6ptimo 5.5-7 (Funk, 2000). En pH basico afecta negativamente a su crecimiento.
Temperamento Robusto, especie de luz
Porte Arbol mediano de 17-22 m, copa regul_ar y (_jensa, piramidal que luego se
hace redondeada. Tronco derecho y cilindrico. Ramas erecto-patentes
. . No presenta raiz principal, secundarias someras de las que salen
Cultural Enraizamiento

Crecimiento
Longevidad
Reproduccién

terciarias que sirven de anclaje

3% grupo. Réapido, de 9 a 11 m¥ha y afio.
80-120 afios

Sexual y asexual
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Defoliadores : Acronicta alni (Linnaeus, 1767) Agelastica alni (Linnaeus

Insecto 1758)

Zg:rlﬁfss Pat6geno Hojas: Phy!lact_iana guttata (Wallr.) Lév., _
patégenos Tallo:Nectria cinnabarina (Tode) Fr. P. alni
Fen,er_égamas Viscum album L
parasitas '

Estos arboles prefieren los bordes de los cursos de agua, fondos de valles humedos,
zonas pantanosas y turberas. Existen numerosas praderas hUmedas que antes fueron
alisedas y sobre las que el aliso se reinstala con facilidad. En el sur de la peninsula,

este arbol se sitla aislado en lugares de umbria.

3.4. IMPORTANCIA DEL MANTENIMIENTO DE LAS ALISEDAS

Los rios son sistemas naturales con elevado valor ecoldgico, paisajistico y
bioclimético, que desempefian importantes y numerosas funciones ecoldgicas,
ambientales y econdmicas. En este ecosistema suceden una gran variedad de
procesos hidro-geomorfolégicos asociados al cauce fluvial y la calidad de cada
proceso depende en gran medida de la vegetacién riparia o de ribera, sobre todo la
arboleda. La desaparicién o cambio de los principales elementos que forman parte de
cada uno de los procesos vitales del medio (continuidad, anchura, estructura,
naturalidad y conectividad natural) pueden desestructurar el orden natural del rio,
siendo estos cambios en su gran mayoria negativos. El aliso se considera una especie
muy valiosa por su capacidad de colonizacion de terrenos pobres y la resistencia a las
condiciones de encharcamiento. A estas dos importantes caracteristicas se une su
temperamento heliéfilo: el aliso es una especie adecuada para habitar estaciones
donde desaparecen el resto de las especies, particularmente los trampales y zonas
sometidas a hidromorfia (Galan et al, 1998). Del mismo modo, la principal limitacion
para su expansion es la falta de humedad, en particular edafica. Este arbol tiene una
escasa capacidad de regulacion estomatica y presenta tasas de traspiracion muy
superiores a la media de las registradas en bosques de Europa central (Montero et al,
2003). Las alisedas forman un gran papel en la estructura y mantenimiento de la
vegetacion de ribera siendo otras de sus funciones la de aportar materia organica.
Ademas son unos de los principales reservorios de nitrogeno. El aliso es capaz de fijar
nitrégeno gracias a una simbiosis actinorrizica de unos actinomicetos llamados
“Frankia”. Por otro lado, los alisos proporcionan otros aspectos positivos: crear
refugios para la fauna acuatica a partir de sus raices; estabilizar las orillas a través de
su sistema radical; evitar la erosidén edlica e hidrica; disminuir la temperatura de la

zona circundante al aliso creando microclima de caracter hiumedo y fresco. Su
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disminucion puede llegar a ser un 30 % menos en ausencia de vegetacion de ribera;
disminuir la velocidad de las escorrentias; favorecer la recarga de los acuiferos;
mantener los corredores bioldgicos; mejorar la calidad paisajistica; retrasar la
formacion de avenidas; retener sedimentos; actuar como cortaviento, por la densidad
de su copa; posible productor de biomasa en cortas intermedias. Por todo lo expuesto
anteriormente es de vital importancia estudiar esta enfermedad y sus relaciones con el
arbol y los factores ambientales existentes. Por estos motivos, la enfermedad
estudiada representa una gran amenaza para los alisos naturales y pone en peligro la

estabilidad de los ecosistemas riparios.
4. OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio se centran en tener mayor conocimiento de los factores

ambientales con la enfermedad, y mas concretamente en:

1. Evaluacion del estado fitosanitario de las alisedas de Castilla y Leon.
Detectar nuevos focos de P. alni.
3. Determinar qué factores ambientales influyen en el decaimiento de los alisos

de Castillay Leon.

5. MATERIAL Y METODOS
5.1. AREA DE ESTUDIO

El &rea de estudio se centra en rios principales de Castilla y Ledn (ver anejo |, tabla 5
y mapa de localizacion Fig. 4). Los parcelas de muestreo fueron seleccionados en
cada uno de los rios de forma estratificada. Cada punto era de forma circular donde se

seleccionaron 20 alisos.

5.2. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental se basa en los establecidos por otros programas de monitoreo
(ICP, 2010) y de otros estudios elaborados (Bezos et al., 2012) que sirvieron de base y

en la misma linea de investigacion que sigue la Universidad de Valladolid.
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Tabla 2. Factores y variables seleccionados para la elaboracion del estudio.

Tipo de variable Unidad Metodologia, materiale®snentarios adicionales
Factores fisiograficos
Altitud o cota de la parcela Continua m
Formacion del rio Categodrica No unidad Recto;sdosomado; meandriforme
Rapidez del agua Categorica No unidad Estantaado; Rapido
Tamafio del rio (anchura) Categorica No unidad reEsb o Grande
Pendiente media del terreno Continua %
Orientacion de la masa Categorica No unidad N8ite; Este ; Oeste y combinaciones
Zonas de posible inundacién Categorica No unidad Si; No
F. edéficos
pH Continua No unidad Potenciometria PNT-S-01
Conductividad Continua mS/cm Conductivimetro@).2,
CIC Continua meq/100g
Elementos gruesos Continua g/100 g Tamiz 2 mm
Arena fina Continua 0/100 g Tamiz 100 pm
Arena ISSS Continua 0/100 g Densimetro Bouyoucos
Limo ISSS Continua g/100 g Densimetro Bouyoucos
Arcilla ISSS Continua 0/100 g Densimetro Bouyauco
Materia Orgéanica oxidable Continua g/100 g Voltnlaeredox. PNT-S-05
Carbonatos Continua g CaCO03/100g Bernard. PN5-S-0
Caliza activa Continua /100 g Bernard
Fosforo asimilable Continua mg/kg Olsen. PNT-S-04
Potasio asimilable Continua mg/kg Emisién atomiidT-S-07
Calcio asimilable Continua meq/100 g Absorcidgmata. PNT-S-06
Magnesio asimilable Continua meq/100 g Absoreitiimica. PNT-S-06
Sodio asimilable Continua meq/100 g Emision at@mi
Relacion C/N Continua No unidad
Nitrégeno total Continua /100 g Kjeldahl modifito
Textura Categorica No unidad Clasificaciéon aésagdel triangulo del suelo, USDA.
Tipo de suelo superficial Categorica No unidad cd¥o; Arenoso; Arcilloso; Otros suelos
F. climéticos
Pluviometria media anual Continua mm Atlas cliowdigital y MiraMon
a;l\'s;r;peratura minima media Continua °C Atlas climatico digital y MiraMon
a;ll'ﬁgﬂllperatura maxima media Continua °C Atlas climatico digital y MiraMon
Radiacion solar media anual Continua ﬁ?/mz*dia*micrémetro Atlas climatico digital y MiraMon
Meses de heladas Continua Meses
Meses de sequia Continua Meses
F. dendrométricos-
dasométricos
Diametro con corteza Continua cm Forcipula tiadil de brazo movil
Dominancia Categorica 0-2 0 = Dominado; 1= Codhamie; 2 = Dominante
Perimetro con corteza Continua cm Cinta métrica
Presencia de poda Categorica 0-1 0 = no podad@ablado
Competencia arbérea Categodrica No unidad JoemendAdulta (mezcla); Adulta
Selvicultura aplicada Categorica No unidad Nd&ualas; Claras; Desbroces; mezcla de ellos
Area basimétrica Numérica ’tha Relascopio del Bitterlich
Procedencia de la masa Categorica Numérica liaftiom facilitada por el INIA
Dominancia Categorica 0-2 0 = Dominado; 1= Codwamie; 2 = Dominante
Altura Continua m Aparato Vertex
Coeficiente de esbeltez Continua m/cm CE-= H total/diametro indice de espesura
indice de copa viva Continua No unidad ICOPA = Hcopa/Htotalindice de espesura.
F. patoldgicos o patologicos
Manifestacién de los sintomas Categorica No whida Nada; Puntual; Salpicada; Grupo.
Estado de la masa Categorica No unidad Sana; allobreficiente
Positivos de patdégenos Categorica No unidad 1satabre
Necrosis Continua No unidad 0 = nada; 1= pocalf=presencia de necrosis
Localizacion de la necrosis Continua No unidad torc;nrca;)IZ’ 1 = parte baja del tronco; 2 = parte dita
Abundancia de la exudacién Continua No unidad 0=no hf:ly exudacion; 1 = poca exudacion; 2 = alta
exudacion.
Tamafio de la necrosis Continua No unidad 0 =;rbdgequeiio; 2 = grande
s - 1 = 0-20 % de defoliacion; 2 = 20-40 %; 3 = 40-60%;
Defoliacion Categorica 1-5 4 =60-80 %: 5 = 80-100 %
. . . Contabilizar de forma visual el nimero de arboles
Ramas puntisecadas Continua No unidad .
con ramas puntisecadas en la parcela
Chancro Continua No unidad O=nada; 1=presereizhedncro
Clorosis foliar Continua No unidad 1 = 0-20 %attmosis; 2 = 20-40 %,; 3 = 40-60%); 4
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=60-80 %; 5 = 80-100 %

Presencia de fruto Continua No unidad 0 =noj 1=s
Brotes epicormicos Continua No unidad 0 = nabla poco; 2 = alta presencia
Fisuras oxidadas Continua No unidad 0 = nadapfiesencia de fisuras oxidadas

Tras la elaboracion de un estadillo de campo que establecia todas las variables de
medicidn, se seleccionaron los puntos donde se iba a inventariar los diferentes
objetivos de estudio. La metodologia de muestreo se basé en el método de Muestreo
Aleatorio Estratificado (MAE) para parcelas temporales no permanentes, adaptandolo
en la medida de lo posible a los limitantes de la zona (terrenos fangosos, alisos
situados en islas de dificil acceso, etc.). Debido a la particularidad de distribucién de
los alisos (unas veces en transeptos y otras como una masa circular), se ha adaptado
una evaluacion de parcelas circulares. A partir de aqui se comenzaron a medir las
variables de muestreo, propuestas en la tabla 2, teniendo en cuenta unos criterios
fijos a la hora de medir y/o tomar variables (Ver Anejo Il). Tras la medicién de variables
y la toma de muestras, estas Ultimas se trasladaban al laboratorio para ser

procesadas.

5.1. TRATAMIENTO Y ESTADISTICA DE LOS DATOS

Una vez recopilados y revisados los datos de muestreo se selecciond finalmente un

tipo estadistica adecuada para el presente estudio.

Tabla 3. Tipo de dato que se utilizé para el andlisis estadistico.

Factor Tipo de valor utilizado
Dendrométrico-Dasométrico Medio por parcela
Patolégicos o sanitario del decaimiento Medio por parcela
Climatico Unico, por parcela
Edéfico Unico, por parcela
Fisiografico Unico, por parcela

Una vez preparados los datos se siguié un procedimiento donde se aplicé
primeramente un analisis univariante y posteriormente un estudio multivariante (Ver
anejo VI). La mayor parte de este estudio fue analizado con estadistica no-paramétrica
por las ventajas que presenta este tipo de analisis estadistico: se puede aplicar en
datos de distribucion no-normal; la aplicacion de este tipo de estadistica no
paramétrica es de gran aplicacibn en comunidades ecolégicas y ambientales
(Oksanen, 2005). Los principales analisis utilizados fueron: test de Spearman, test de
Kruskal-Wallis, regresiones lineales y no lineales y analisis multidimensional no
metrico (NMDS) y analisis de multiple permutaciones (MRPP). Para ello, se utilizo el

programa R studio 3.0.1. con sus paquetes estadisticos correspondientes.
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6. RESULTADOS.

6.1. EVALUACION DE LOS DANOS EN ALISEDAS DE CASTILL A Y
LEON.

Del total de las alisedas evaluadas en Castilla y Le6n, 16 muestran un estado
fitosanitario deficiente, de las cudles: 7 pertenecen a la provincia de Salamanca; 3 a
Zamora; 2 a Soria, Valladolid y Leon. Por el contrario, las provincias como Burgos,

Palencia, Avila y Segovia presentan masas mas saludables (ver anejo |, Tabla 5).

6.2. POSITIVOS DE PHYTOPHTHORA. SPP. DETECTADOS.

Hay que destacar que uno de los principales resultados obtenido fue la identificacién
de Phytophthora alni en nuevos lugares de Castilla y Ledn y una nueva especie (Ver

anejo 1):

- Ha sido identificado como P. alni, en los siguientes lugares: Olmillo de
Valverde-Bretocino (Zamora); Urb. El Tamaral (Zamora); Fresno de Alhandiga
(Salamanca); La Chopera (Salamanca) y Ciudad Rodrigo (Salamanca).

- Ha sido identificado como P. pluvivora (Ver anejo IV, detalle morfolégico) en
dos zonas: Langa del Duero, Soria, 41° 36’ 34" N, 3° 25’ 10" W, altitud 851 m.;
La Maya, Salamanca, 40° 41’ 42" N, 5° 35’ 36" W, altitud 853 m. La secuencia
de la region ITS de estos aislamientos del patdégeno ya se ha depositado en la
base de datos del banco genético EMLB/GenBank con el GenBanK Accession
N°. KF413074 and KF413075). Ademas se ha publicado un “First report” en
“Plant Disease” con el titulo: “First report of P. plurivora causing collar rot on

common alder in Spain”.

6.3. RELACION ENTRE LA SINTOMATOLOGIA DEL PATOGENO CON
LOS FACTORES AMBIENTALES.

Los resultados obtenidos relativos a los sintomas patolégicos de las masas de aliso
frente al grupo de variables ambientales son diversos (Tabla 4). En general, los
factores suelo y clima juegan un papel clave, asociandose la mayoria de sus variables
con los sintomas principales. Sin embargo, no se han obtenido numerosas

correlaciones con el grupo de variables fisiogréficas y dasométricas-dendrométricas.
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Tabla 4. Correlacion entre las variables ambientales y los sintomas del aliso a través del
coeficiente de correlacion de Spearman.

isuras Brotes

Defoliaciéon  Puntisecado  Clorosis Necrosi%.
xidadas

epicérmicos

Altitud o cota de la parcela
Formacioén del rio

Rapidez del agua

Tamafio del rio (anchura)
Pendiente media del terreno
Orientacién de la masa
Zonas de posible inundacién

-0.32*

pH

Conductividad eléctrica
Capacidad de Intercambio
Catidénico

Elementos gruesos
Arena fina

Arena ISSS

Limo ISSS

Arcilla ISSS

Materia Organica oxidable
Carbonatos

Caliza activa

Foésforo asimilable
Potasio asimilable
Calcio asimilable
Magnesio asimilable
Sodio asimilable
Relacion C/N

Nitrégeno total

Textura

Tipo de suelo superficial

-0.29**

0.27*

0.30**

0.29**

-0.25*

-0.26*

0.34*
0.28*

-0.26*

0.29**

0.32**
0.53**

Pluviometria media anual
Temperatura minima media
anual

Temperatura maxima media
Temperatura media anual
Radiacién solar media anual
Meses de heladas

Meses de sequia

0.32** 0.47%

0.25*

Area basimétrica
Dominancia

Perimetro con corteza
Perimetro con corteza
Diametro geométrico
Diametro medio con corteza
Altura copa viva

Altura media
Selvicultura aplicada
Coeficiente de esbeltez
indice de copa viva

-0.34**

Chancro

Fructificacion
Defoliacién

Ramas puntisecas
Clorosis

Necrosis

Fisuras Oxidadas
Brotes epicornicos (RA)
Positivos patégeno

0.85**

0.27**
0.30**

0.54***
0.43%*
0.43**

0.46***

0.43%**
0.26*
0.40**
0.65***

0.34%+*

0.38***
0.35%**

Las correlaciones quedan identificadas a travék dggnificacion del p-valor. (*) p<0.1; (**)p<0.05
(***)p<0.01. Las celdas en ausencia de estos signp$can su no significancia.

Los resultados son variados en funcion del tipo de factor estudiado, por ejemplo, a
nivel fisiogréfico se observa que aquellas zonas susceptibles de inundarse presentan

un mayor numero de sintomas de fisuras naranjas en los troncos de los alisos (p=-
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0.32, S=10314.36, p-valor=0.03). En el aspecto edéfico, las propiedades quimicas de
cada lugar ejerce una papel importante en la presencia de algunos de los sintomas del
patdgeno. Como se puede observar, en los resultados de la tabla 4, un pH acido del
suelo favorece ligeramente la presencia de ramas secas en las puntas de los arboles
(p=-0.29, S=19733.24, p-valor=0.04) (Fig 15b). A esto hay que sumarle que la
presencia de brotes epicérmicos en el tronco es mayor en zonas con una
conductividad eléctrica alta (0=0.34, S=10002.85, p-valor=0.02) (Fig. 15c). Este ultimo
sintoma también destaca su presencia en riberas de los rios donde los alisos disponen
de una mayor cantidad de magnesio (p=0.32, S=10339.98, p-valor=0.03) y sodio en el
suelo (p=0.53, S=7056.46, p-valor=0.0001) (Fig. 16). Otro resultado interesante se
obtuvo a través de la relacidon entre la materia organica con el patdgeno, ya que, un
descenso en el suelo de dicha variable provoca un efecto negativo en la copa de los
alisos, favoreciendo la presencia de ramas secas o puntisecas (0=0.30, S=10510.62,
p-valor=0.04) junto con una mayor presencia de brotes adventicios en el tronco
(0=0.29, S=10684.07, p-valor=0.03). El dltimo resultado edafico refleja que un
aumento de la catidad de nitrégeno en el suelo favorece la presencia de ramas sin
hojas y secas en la copa del aliso (p=0.29, S=10684.07, p-valor=0.03). Desglosando
los resultados climaticos, sélo se pudo destacar el papel que ejerce la temperatura
media minima anual sobre alguno de los sintomas del patégeno, como fue la
defoliacion (0=0.32, S=10281.22, p-valor=0.03) y ramas puntisecas (p=0.47,
S=8060.75, p-valor=0.001), viéndose ambas favorecidas a media que la temperatura
media minima anual era mayor (Fig. 33). En el grupo de variables dasométricas, so6lo
se ha establecido una relacion negativa entre el area basimétrica y los brotes del
tronco (p=-0.34, S=20298.92, p-valor=0.02).

A través de andlisis multivariante se pudo confirmar que existian diferencias con la
sintomatologia que produce el patégeno con los aspectos ambientales. Por ejemplo, el
test MRRP nos mostré que las provincias de Castilla y Ledn no contenian por igual la
cantidad media de sintomas detectado en las masas (A=0.062, p=0.046), pudiendo
resaltar que las provincias de Salamanca, Zamora y Soria (Fig. 18a, 18b) son las que
contenian unas condiciones sanitarias peores. Otro tipo de test empleado fue NMDS,
el cual, nos ayudo a entender el comportamiento global de todas las variables de cada
factor ambiental en relacién con la sintomatologia de la enfermedad. Por ejemplo, se
observd que la presencia de altos niveles de conductividad eléctrica, CIC, nitrégeno
total, materia orgénica y el limo, refuerza la presencia de dos sintomas evaluados en

las parcelas, como son la defoliacion y ramas puntisecas (Fig. 20). Por ultimo, los
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resultados mostraron que los sintomas que afecta a la copa del aliso (defoliacién y
rama secas) se dan en mayor numero en parcelas donde la temperatura media

minima anual es mas alta (Fig. 21).

7. DISCUSION

Los andlisis llevados a cabo en el laboratorio confirmaron que la distribucion de
Phytophthora spp. en los alisos de Castilla y Ledn ha sido mas amplia de lo esperado.
En un principio, sélo se tenia nocion del patégeno en los cauces de los rios Mifio y Sil
(Solla et al., 2010) y en Salamanca en el cauce de los rios Tormes y Agueda (Haque
et al., 2012). Con este estudio se ha comprobado que P. alni esta también implantado
en la provincia de Zamora, probablemente desde hace afios, debido al mal estado de
las alisedas. Ademas, se ha descubierto por primera vez en Espafa la presencia de P.
pluvivora en dos provincias diferentes (Salamanca y Soria). Esto crea cuestiones
acerca del origen y desde donde se propagdé el patégeno. Una posibilidad es que el
patdgeno haya podido mantenerse estable a lo largo del tiempo en Zamora, como ha
sucedido en Polonia (Belbahri et al., 2006) y en rios de Europa, donde la especie P.
alni ssp. alni esta muy extendida (Clive et al., 2004). Otra hipotesis puede ser que el
patégeno se propag6 desde el norte hacia el sur, ya que se ha podido observar en
campo que aquellas masas del noroeste se encuentran en peor estado sanitario que
las del este y sureste. Se puede sospechar que el patdbgeno haya sido transportado
por origen antrépico (con podas u operaciones mecénicas). Aunque no se haya
estudiado los mecanismos de dispersion, se han dado caso en otro patdgenos, como
Fusarium circinatum en Pinus radiata D Don que se dispersaba a través de la poda
mecénica en Cantabria (Bezos et al., 2012). Las propias zoosporas del patégeno
también pueden jugar un papel importante, puesto que, son capaces de viajar grandes
distancias por las corrientes de los rios (Denman et al., 2005), esto ultimo explicaria
que la infeccion que se haya extendido a los rios Tormes y Agueda (Salamanca) o
Tera (Zamora), desde rio Duero, y/o viceversa. Ante esta preocupacion algunos
autores trabajan en establecer soluciones de cara a un futuro cercano. Una de ellas,
seria entender la propagacion de la enfermedad mediante un modelo de prediccién
del patégeno, como se han hecho en Bavaria (Alemania), para controlar su distribucién
(Jung et al., 2007).

Ademas de la propagacion del patégeno se debe tener en cuenta las dificultades que
presenta su aislamiento y deteccion en laboratorio, en muchas ocasiones no ha sido

posible confirmarlo a pesar de extraer muestras de masas en un estado fitosanitario
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deficiente, porque incluso estando la enfermedad es dificil de aislarlo en laboratorio.
Otro problema a tener en cuenta fue asegurar que los sintomas que se veian eran
realmente debidos a P. alni y no otra especie. En un principio, los sintomas que se
muestras son parecidos, pero analizados morfolégica/molecularmente es posible
determinar otras especies que resultan igual de agresivas en campo, como por
ejemplo: P. cinnamomi, P. citrophthora, P. nicotianae and P. palmivora (Haque et al.,
2012) (Jung et al., 2005), o especies que se retrorecruzan dando lugar a otras nuevas
(Balci et al., 2002) . Dos ejemplos de ello, se han dado en nuestro estudio, el primero,
en Langa del Duero (Soria) y en La Maya (Salamanca), donde se han encontrado los
mismos sintomas que P. alni, sin embargo, se descubrié que la especie causante era
P. pluvivora. Otra complicacion del estudio, fue seleccionar correctamente las
muestras de madera infectada. A pesar de seguir un protocolo estricto, muchas de las
muestras que llegaban al laboratorio, no ofrecian resultado alguno relacionado con P.
alni como ya le han sucedido a otros autores (Ersek et al., 2008) (Balci et al., 2008).
En un estudio con bonsais que contenian Phytophtora. spp mostraron la dificultad de
conseguir aislar el patégeno (Famine, 2007) a través de un protocolo elaborado por
DEFRA y la comisién Forestal de Gran Bretafia. Segun autores (Balci et al., 2002),
parte importante de este fracaso residia en la toma correcta del tejido necrotizado
(Balci et al., 2008). Afirmaban que el éxito del aislamiento era muy alto a partir de
tejido necrético “fresco”, es decir, en un buen aislamiento depende mas de la calidad
del tejido que de la cantidad de necrosis. Los mismos autores proponen ciertas
soluciones detallistas que aumentaria la eficacia y los resultados en el laboratorio: por
un lado que las muestras deben colocarse inmediatamente en una botella llena de
agua destilada y estéril. Y que los pequefios trozos de tejido de la corteza interna
necrotico se siembren directamente sobre un medio selectivo PARPNH o PARPNH-V8
(Jung et al., 2009) sin desinfecciones en la superficie de las muestras (Balci et al.,
2002).

A nivel climdtico se observé que si disminuian las temperaturas medias minimas
anuales, dos de los sintomas relacionados con la copa del &rbol disminuian su
incidencia y/o su presencia, y viceversa. Hay que tener en cuenta que en Espafia esta
temperatura podria no resultar tan determinante o discriminante como pudieran darse
en enero el centro de Europa. Otros investigadores (Cerny et al., 2012) demostraron
gue la viabilidad del patégeno disminuye significativamente si la temperatura alcanza -
5,0 °C manteniéndose vivos durante al menos 1 semana. En este estudio, la

temperatura media minima mas baja registrada ha sido en Villatoro (Avila) de -2.7 ° C,
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sin embargo, no se trata de una temperatura absoluta y también se desconoce los dias
de en que dicha temperatura persiste en el tiempo. Otro estudio (Schumacher et al.
2006) establecié rangos de la funcionalidad del patégeno y especies anélogas, de este
modo, la temperatura 6ptima para el desarrollo del patégeno oscila entre 22.5y 25 °C.
En Castilla y Leon, la temperatura media minima anual es de 5°C y la temperatura
media anual es de 12 ° C, y la temperatura media maxima anual es de 21° C (IPCC,
2013), esto no impide la mortalidad del patégeno, aunque si su desarrollo, ya que no
se encuentra en su 6ptimo. Otro punto a tener en cuenta es el cambio climético,
caracterizado por el aumento de la temperatura medias minimas anual mas bajas del
invierno en Europa Central (IPCC, 2013; Bergot et al.,, 2004) y el Norte de Espafia,
esto puede suponer un riesgo significativo para la poblacion afectada de alisos (Cerny
et al., 2012). Al aumentar las temperaturas media minima anual el desarrollo del
patdgeno se veria favorecido y su propagacion seria mayor. Otro factor importante es
el clima de Castilla y Ledn, al ser un territorio tan amplio, el clima no es el mismo a lo
largo del rio Tormes en Salamanca, que para el rio Sil en Ledn. Los elementos del
clima como por ejemplo las temperaturas favorecen o impiden el desarrollo de la
vegetacion, y en el caso del aliso mucho es mucho mas notable al ser una especie
mas propia de ribera y no de montafia (Serrada et al, 2008). En Castilla y Le6n hay
tres regiones climaticas (Allte, 1996) (Buendia, 1988): (1) Clima Oceanico o Atlantico,
afecta principalmente a las montafas del norte de Castilla y Ledn y se caracteriza por
sus temperaturas suaves, en las cuales el aliso no tiene problemas de crecimiento y
supone un 15 % de los alisos evaluados y el 10% de las masas con estado sanitario
deficiente. (2) El clima mediterraneo continental se da en el centro y sur de Castilla y
Ledn. Las temperaturas son extremas: los veranos son muy calidos y los inviernos son
muy frios con riesgo de heladas, aqui es donde se encuentra el 80 % de los alisos
estudiados y el 90 % de las masas con aspectos fitosanitarios deficientes. (3) El clima
de alta montafa, donde sdlo se da un 5 % de los alisos analizados, e incluso menos o
casi inexistente. Segun otros autores (Brasier et al., 2001) la temperatura minima de
crecimiento P. alni es de 4° C y la del aliso se sitia entre los 3 y 8 °C
aproximadamente (Serrada et al., 2008). La relacion entre la temperatura minima de
desarrollo del patégeno y la del aliso son practicamente iguales, favoreciendo en
Castilla y Ledn al patégeno y mucho mas en la zona central de la Comunidad, puesto
que hay mas restrictivas para el aliso (altitud, humedad, hidromorfia,...) que para el

desarrollo del patégeno de estudio.
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En el aspecto edéfico la interaccion del patdbgeno con algunas propiedades quimicas
del suelo influyen en el estado sanitario del aliso. En principio, gran parte de los suelos
analizados estan situados en intervalos con tendencia acida debido al constante
lavado del agua de rio, con niveles normales de conductividad eléctrica y materia
orgéanica. Los suelos minerales con una CIC alta tienden a ser mas fértiles, lo que se
traduce en una presencia equilibrada de N, P y K. Un exceso de nitrégeno se puede
manifestar de dos formas diferentes, en primer caso, con un aumento de crecimiento
vegetativo, retrasando la maduracion y reduciendo la produccién de frutos y semillas, y
por otro lado, puede ocasionar pérdida foliar, principalmente en la hojas mas viejas,
con sintomas del enrojecimiento y necrosis (Bennet, 1993). El aliso tiene la capacidad
de asociarse a los actinomicetos Frankia (Berry et al., 1985), las cuales fijan nitrégeno
en las raices del arbol, esta cualidad, conjunto con vertidos de nitratos provenientes de
los cultivos agricolas (remolacha, maiz, etc.) o ciudades (Ciudad Rodrigo) puede
provocar en ocasiones un exceso de nitrégeno en el agua y suelo. En nuestros
resultados el nitrégeno total del suelo extraido tiene relacion con la cantidad de ramas
puntisecas, a mayor cantidad de nitrdgeno mayor presencia de este sintoma. Esto
podria que un exceso de nitrégeno en el arbol podria afectar positivamente al hongo o
por lo menos uno de sus sintomas. Hay estudios que demostraron una alta correlacion
entre las emisiones de 6xido nitroso y el dafio provocado por P. capcisi (Requena et
al., 2005). Estos autores corroboraron que altos niveles de nitrégeno en el suelo
pueden generar 0xido nitroso capaz de favorecer el ciclo de desarrollo del patégeno.
Otro micronutriente que en conjunto con el nitrégeno podria estar incidiendo en la
clorosis de los alisos y el patdgeno es el magnesio, autores (Bennet et al., 1993)
coinciden que el magnesio es parte esencial de la clorofila y una deficiencia de
magnesio podria manifestarse en lugares &cidos o ligeramente acidos (como en rios) y
en forma de clorosis en las hojas, seguido de defoliacién y desfavoreciendo el sistema
radicular, siendo esta Ultima, una parte importante del arbol donde P. spp es muy
agresiva (Clemenz et. al., 2008; Scott et al., 2009, C. Brasier and Jung, 2005; Haque &
Diez, 2012; Blaschke, et al., 1999). En este estudio se comprueba que la cantidad de
magnesio existente en las parcelas donde se ha detectado P. spp. es menor que en
las que no se ha detectado. Como se ha comprobado en mayor o menor medida la
interaccion de ciertos micronutrientes en el suelo tienden a favorecer en mayor o
menor grado el desarrollo del patégeno, y por otro lado, el desarrollo de aliso. La
textura y la tasa de materia organica de los suelos son dos factores importantes para

nuestro estudio, los suelos con textura fina y las fracciones granulométricas mas finas
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(arena y limo) derivan de los minerales de mas facil descomposicién que son las
principales fuentes de microelementos para las plantas y la tasa de materia organica
influye en la absorcion de los microelementos, siendo estos Ultimos escasos en suelos
pobres, y por el contrario, presentar problemas de asimilacion debido a que el
complejo pueden ser tan estables que impedirian el movimiento de los iones, tales
como los iones de Mg y Na que se dan en nuestros resultados o incluso lavarse
facilmente por el efecto del rio o provocar deficiencias por las interacciones nitrégeno-
potasio (Navarro, 2000). Esto ultimo, podria ayudar a explicar que ciertas deficiencias
de absorcion de magnesio por parte del aliso, causando indirectamente un
decaimiento en las hojas y permitiendo al patégeno ser méas eficiente en la infeccion.
Otro de nuestros resultados reflejaba que la inundacién juega un papel importante en
la presencia del patégeno, concluyendo que aquellas zonas con posible riesgo de ser
inundadas tenian mayor probabilidad de manifestarse los sintomas de la enfermedad.
Estudios llevado a cabo en la cuenca del rio Moldava (Republica Checa) demostraron
que P. alni era mas agresiva en zonas de inundables (Strnadova et al., 2010),
haciendo alusion también a la escasez de nutrientes. La situacion observada de los
alisos de Castilla y Ledn con respecto los rios y sus inundaciones estan bastante
reguladas. En épocas de fuertes lluvias pueden provocar ligeras crecidas que
afectarian al 95 % de todos los alisos estudiados. También se destacdé que la
conductividad eléctrica de los rios de Castilla y Ledn no presenta ningun obstaculo
para el desarrollo del patdgeno. Esta variable esta relacionada con la salinidad en el
agua o suelo e indirectamente con el sodio, de manera que, si los valores son altos
indicaria que las plantas tienen una mayor dificultad para absorber los nutrientes. Un
estudio investigd la supervivencia de los P. ramorum, P. keruoviae y P. alni con
zoosporas 0 esporangios en respuesta a la conductividad eléctrica (CE) (Kong et al.,
2012). Los experimentos con diferentes concentraciones de solucion de Hoagland
mostraron que los tres patdégenos sobrevivieron a una amplia gama de niveles de CE
durante al menos 3 dias. Llegé afirmar que la contenciébn de la escorrentia y la
reduccion de los niveles de conductividad eléctrica pueden reducir el riesgo de
propagacion del patégeno. Los valores registrados en la zona de estudio no presenta
un problema para el desarrollo de P. alni, ya que, los valores medios de este estudio
se sitlan sobre 240 dS m-1 (Kong et al., 2012; Kong et al., 2009) de media en la
Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn, muy superiores a lo investigado en el
estudio mencionado. A nivel dasométrico sélo el area basimétrica ha reflejado tener

relaciéon con los brotes epicérmicos. Al parecer el aliso tiene mucha tendencia a
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rebrotar de cepa llegando a crear en pocos afios fustes considerables si no se realiza
un selvicultura preventiva (Serrada et al., 2008). En nuestros resultados unos de los
sintomas patoldgicos puede estar influenciado por dos causas. La reaccion de la
aparicion de los brotes epicérmicos puede darse debido a la competitividad entre
cepas por crecer y nutrirse y no al patdgeno, o por otro lado, a la presencia del
patégeno (Webber et. al., 2004). En ambos casos, una confluencia de dichos efectos
perjudica al desarrollo del aliso, favoreciendo su decaimiento. Cabe destacar que
aquellas masas con altas densidades y con mucho competitividad a través de brotes
de cepa son propensas a tener un peor estado sanitario (Serrada et al., 2008) .En este
estudio se refleja que el patégeno es mucho mas incidente en masas mas inestables y
de altas densidades. Se resalta una detalle observado en campo en relacién al grado
de agresividad que presentan las dos Phytophtora. spp encontradas. P. alni resulta ser
mucho mas agresiva que P. pluvivora en Castilla y Ledn coincidiendo con otros
autores (Jung et al., 2005). A pesar de que en los resultados de laboratorio no se pudo
confirmar el patébgeno en algunas zonas, si vimos en campo que los sintomas que se
manifestaban podrian ser de Phytophthora. spp. Como ya ocurrié en otros estudios, el
mero hecho de que no se pueda identificar en laboratorio no significa que no haya una

presencia estable de la enfermedad (Santamaria et al., 2005) .

8. CONCLUSIONES

Acorde con los objetivos propuestos las conclusiones son las siguientes:

1. De las 45 parcelas evaluadas, 16 de ellas presentan un estado fitosanitario
deficiente (35%), de las cuales, cinco positivos detectados pertenian a P. alni y
dos positivos a P. pluvivora.

2. Se ha confirmado nuevo positivo de P. alni en Zamora, y dos de P. pluvivora en
Langa del Duero (Soria) y en La Maya (Salamanca), con respecto otros
estudios en la misma linea de investigacion.

3. A nivel ambiental ciertas variables presentaban relacion con la presencia del
patégeno: las inundaciones favorecen la presencia del patégeno; las
deficiencias del magnesio y sodio, un aumento de la conductividad eléctrica y
zonas con area basimétrica alta repercuten en una mayor presencia de brotes
epicormicos; por otro lado, un pH ligeramente &cido y bajos niveles de
nitrdgeno se asocia con el sintoma de ramas secas en la copa del aliso; y por
altimo, el aumento de la temperatura media minima anual en la zona y bajos

niveles de materia organica favorecen la presencia del conjunto de sintomas
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del patégeno asociado a la parte aérea de los alisos (defoliacion y ramas
puntisecas). En el futuro seria interesante poder estudiar mas a detalle las

posibles relaciones entre estas variables.
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10. ANEJO I. Localizacion y positivos de  P. spp.

Tabla 5. Localizacién del punto de estudio, fecha, rio, provincia, estado fitosanitario y positivos
de P. spp..

Estado
Fecha Término municipal Xutm Y utm Rio Provincia fitosanitario Positivos
de la masa

19/08/2012  Fresno de Alhandiga 281068 4510261 Tormes Salamanca Deficiente +P. alni
08/09/2012  Alba de Tormes 286433 4520677 Tormes Salamanca Deficiente
08/09/2012  Puente Congosto 286518 4485133 Tormes Salamanca Normal
30/09/2012 La Maya.zonaregadio 280848 4508204 Tormes Salamanca Deficiente +P. pluvivora®
30/09/2012 La Maya.El chorron 280353 4506778 Tormes Salamanca Deficiente
29/09/2012 Inicio del agueda 692723 4466936 Agueda Salamanca Sana
30/09/2012  El Tenebron 695322 4469407 Agueda Salamanca Sana
29/09/2012 La Chopera 696299 4469717 Agueda Salamanca Deficiente + P. alni
29/09/2012  Alqueria-lvanrey 706464 4497757 Agueda Salamanca Deficiente
29/09/2012  Ciudad Rodrigo 707836 4497092 Agueda Salamanca Deficiente + P. alni
11/09/2012 Palenzuela 404970 4660961 Arlanza  Burgos Sana
12/09/2012  Puente hierro 414682 4659157 Arlanza  Burgos Sana
12/09/2012  Térdomar-Escudero 418950 4659421 Arlanza  Burgos Normal
11/09/2012 Quintana de la fuente 400202 4660257 Arlanza  Palencia Sana
11/09/2012  Peral de Arlanza 411316 4659292 Arlanza  Burgos Sana
18/09/2012 Palencia 373293 4651288 Carrion  Palencia Normal
18/09/2012  Husillos 374423 4661006 Carrion  Palencia Sana
14/09/2012 Saldafna 357395 4708727 Carrion  Palencia Sana
12/09/2012  Carrion 367691 4688865 Carrion  Palencia Sana
20/09/2012  Villamuriel del Cerrato 374258 4647135 Carrion  Palencia Sana
14/209/2012 Villoldo 368069 4678865 Carrion  Palencia Sana
30/10/2012 Langa del Duero-1 467005 4605882 Duero Soria Deficiente +P. pluvivora®
30/10/2012 Langa del Duero-2 465059 4606574 Duero Soria Deficiente
09/11/2012  Tordesillas-La pefa 334759 4594888 Duero Valladolid  Deficiente
09/11/2012  San Miguel del Pino 341673 4596787 Duero Valladolid  Deficiente
09/11/2012  Villamarciel 344303 4599726 Duero Valladolid ~ Normal
16/10/2012 Requejo de la Vega 263342 4688675 Orbigo Leo6n Sana
16/10/2012  Turcia-P3 265400 4713563 Orbigo Le6n Sana
16/10/2012 Santa Marina del Rey 263860 4710390 Orbigo Leén Sana
15/10/2012 Cerca de Coomonte 268105 4668253 Orbigo Zamora Sana
15/10/2012 Navaianos-P2 267321 4674312 Orbigo Le6n Sana
09/10/2012  Ponferrada-Toreno 704249 4728989 Sil Ledn Sana
09/10/2012  D'r-Congosto- 703881 4719217  Sil Leon Normal

Ponferrada
08/10/2012  Ponferrada-1 696517 4712870 Sil Ledn Deficiente
08/10/2012 Embalse-Ponferrada 679825 4699909 Sil Leo6n Normal
08/10/2012  Ponferrada-2 694317 4712417 Sil Le6n Deficiente
15/10/2012  Olmillo de Valverde 272265 4643807 Tera Zamora Deficiente + P. alni
26/09/2012  Urb. El Tamaral 264356 4653789 Tera Zamora Normal + P. alni
26/09/2012 Mozar 269945 4648478 Tera Zamora Deficiente
26/09/2012 Pumarejo de Tera 746062 4652328 Tera Zamora Deficiente
26/09/2012 Calzadilla de Tera 738963 4653570 Tera Zamora Normal
24/09/2012 Torquemada 391016 4654364 Pisuerga Palencia Normal
26/10/2012 ggﬂgr'captac'o” 393122 4579939  Cega  Segovia 2@

Cuéllar-Puente . Sana
26/10/2012 segoviano 391605 4580093 Cega Segovia
22/10/2012  Villatoro 320554 4491510 Adaja Avila Sana

! Tras el cultivo de muestras en el laboratorio se obtuvieron cinco positivos de P. alni, dos de P.
pluvivora. Actualmente se ha elaborado un First Report que ha sido aceptado en la revista
“Plant Dieases”.
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Figura 4. Mapa de localizacién de las parcelas analizadas y puntos donde se ha detectado positivos de P. spp. Fuente: Elaboracion propia, a través de
programa GvSIG 1.12.0



11. ANEJO Il. Variables medidas

11.1. VARIABLES DENDROMETRICAS-DASOMETRICAS

Todas las variables fueron medidas en campo, excepto el coeficiente de esbeltez (CE),
el indice de copa viva (ICV), que se calcularon posteriormente en la Universidad. Los
equipos empleados fueron los siguientes: cinta métrica: para la medicion del perimetro
normal (d,) a una altura normal de 1,30 m con corteza; forcipula tradicional de brazo
movil, la cual te permite medir el didmetro normal. Los criterios tomados para la
determinacion de la seccion normal fueron los siguientes: Los arboles soldados en la
base formando horquilla se miden separadamente cuando se dividen a una altura
inferior a 1,30 m; si a la altura normal el tronco presenta una deformacién susceptible
de falsear la medida del didmetro, se puede tomar como medida la media aritmética de
dos diametros medidos a igual distancia de una parte y otra de la seccion normal tan
cerca como sea posible y evitando la deformacion; En terreno inclinado, la altura
normal (1,30 m) se mide por el lado de la ladera aguas arriba (Fig. 4). EIl didmetro
normal minimo seleccionado medido era mayor o igual a 7,5 cm; el aparato Vertex:
para la medicion de la altura de los pinos; el coeficiente de esbeltez o factor de
estabilidad es el resultado de dividir la altura en metros de los pies entre el diametro de
los mismos pies en metros, cuya ecuacion matematica: CE=H/D, siendo: H altura en
metros y D didmetro en metros. Posteriormente se calculaba el coeficiente de esbeltez
medio de la parcela, estableciéndose como patron que las parcelas con coeficiente de
esbeltez medio menores de 80, se situaban en parcelas estables (poco peligro por
vientos, derribos por nieves, etc...), pero si eran mayores de 100 la masa era fragil (un
peligro alto por derribos de viento, nieve,...). Y con coeficiente de esbeltez situados
entre 80 y 100 eran parcelas normales; el indice de copa viva es el resultado de dividir
la altura de la copa en metros entre la altura total en metros. Este indice se utiliza para
evaluar la espesura de la masa, ya que, un mayor o menor desarrollo de la copa esta
relacionado con la espesura, a mayor espesura menor copa. Matematicamente:
ICV=H(copa)/H(total); para la medicién de la dominancia se establecieron tres valores
de codificacién (Fig. 5): arboles dominantes, en los que las copas sobresalen algo
sobre el nivel general del conjunto de la masa; codominantes, &rboles mezclados en el
conjunto que reciben algo de la luz desde arriba pero més bajos que los de la clase
anterior y dominados o suprimidos (Fig. 6), no reciben la luz desde arriba; el area
basimétrica fue medida con un relascopio de Bitterlich. El resto de variables eran

calculadas en el departamento.
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Figura 5. Metodologia seguida para la medicion del diametro normal e instrumental utilizado.
Fuente: Selvicultura y Repoblaciones. Rafael Serrada (Dr. Ingeniero de Montes).
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Figura 6. Estrato arboreo considerado para la dominancia. Fuente: Manual de Red de Dafios
de la Comunidad Europea de Nivel II.

11.2. VARIABLES PATOLOGICOS O PATOLOGICAS

Observando que otros autores consiguieron aislar con éxito el patdgeno, se decidié
aplicar el mismo protocolo de actuacion, para ello se siguié aquellos establecidos por
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el Laboratorio de Patologia y Entomologia Forestal de la Universidad de Valladolid.

Los protocolos aplicados fueron los siguientes; Isolation technigues of Phytophtora alni

from bark samples (Laboratorio de Entomologia y Patologia Forestal, Universidad de

Valladolid); Preparation of selective agar media used for P. isolation. Una vez tenido en

cuenta los protocolos, en campo, el trabajo se desarrollaba en dos partes claramente
diferenciadas: toma de datos y muestras en campo e identificacion de los sintomas y
procesado en laboratorio. Los principales sintomas en campo son: la presencia de
ramas puntisecas, se contabilizaban si el &rbol objeto de estudio contenia puntisecado
o no (Fig. 7). Posteriormente se calculaba el nimero medio de arboles con ramas
puntisecadas por parcela; la presencia de defoliacién en la parcela: la metodologia
llevada a cabo para la medicion de la presencia de defoliacion y el grado de
defoliacion, fue la propuesta por la Guia para la Evaluacién de las Copas para
especies forestales mediterraneas. En la evaluacion de la defoliacion de los alisos se
estimo la reduccion de densidad de la copa que se traduce en un incremento de la
transparencia de la misma (Fig. 8). El procedimiento marcado consistia en observar la
copa de diferentes puntos adecuado de observacién, intentando de esta forma ser lo
mas objetivos posible. Aunque no resulto facil debido a los solapamientos entre alisos.
Los distintos grados que se dieron para la evaluacién de la defoliacion de las copas
fueron las siguientes: 1=1-20%, 2=21-40%, 3=41-60%, 4=61-80%, 5=81-100%.Por
ultimo, se procedia a calcular el nUmero medio de arboles con defoliacion por parcela;
la presencia de fisuras oxidadas estaba relacionado con posibles brotes de necrosis
en el tronco del aliso debido a la P. en el pasado (Balci et al., 2008), con lo cual, podria
ser un buen indicador de la presencia del patégeno en el lugar (Fig. 9). Y por ultimo,
otro sintoma son los brotes epicormicos o también llamadas ramillos adventicios en
inglés “Adventious roots (RA)” (Fig. 10). Segun algunos autores, estos brotes salen

como respuesta del aliso a la enfermedad (Throirain et al., 2007).
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Figura 7. Presencia de ramas puntisecas en la cuenca del rio Tera (Zamora). Fuente:
elaboracién propia.

Figura 8. Las distintas clases que se han valorado de defoliacion en el aliso. Fuente:
elaboracién propia.
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Figura 9. Ejemplo de fisuras oxidadas. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 10. Ejemplo de brotes epicérmicos encontrados en la provincia de Salamanca,
concretamente en Fresno de Alhandiga. A la derecha, se observa estos sintomas mas
claramente. Fuente: Elaboracién propia, excepto la fotografia derecha tomada del autor (Kirk,
2010).

La segunda parte se desarrollaba practicamente en el laboratorio donde se trataban
las muestras escogidas con presencia de necrosis. El Ultimo sintoma se extraia de la
corteza y de la madera interna infectada y con presencia de un color negro u/y oxidado
conocidos también como “zonas alquitranadas” o necrosis (Fig. 9 y 10) (ver anejo V,
Fig. 28). Fueron tomadas de los 20 cm superiores de las lesiones activas de naranja-
marrén-negro (Trummer et al.,, 2007; Wickland et al.,, 2008; Jung et al., 2004).
Posteriormente esas muestras eran colocadas en agua destilada y se transportan al
laboratorio en frascos frescos. Para estar seguro en campo de haber escogido la
muestra adecuada, se observaba un veteado de de ondas curvilineas parecidas a las
del agua (Fig. 11). Por otro lado, habia veces que observabamos sintomas similares y
que podian dar cierta confusion, debido a heridas provocadas por insectos (Fig. 12),
pero si no mostraba el sintoma “veteado de agua”, era automaticamente descartada.
Antes de llegar al laboratorio, a los frascos llenos de agua destilada y la muestra
infectada, se les renovaba el agua para evitar un exceso de polifenoles. El material
utilizado fue el siguiente: cincel y martillo; nevera portatil; alcohol 96 % de pureza;
tablas con liquido refrigerante; frascos de vidrio estériles llenos de agua destilada;
botella de agua de plastico de 1,5 I. Posteriormente en el laboratorio, durante 2-3 dias
el agua se reemplazaba cuatro veces por dia, con el fin de eliminar el exceso de

polifenoles (Jung et al., 2009), cuya presencia era hociva con P. alni. Al mismo tiempo
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se preparaba el medio de cultivo PARPNH-V8A, combinado con un zumo comercial
llamado V8 (Fig. 13). Mas tarde se escogian las muestras para ser procesadas que
debian estar 20 minutos aproximadamente secandose dentro de la campana de
extraccion y con papel absorbente, para evitar el exceso de agua. Luego se dividian
las muestras (Fig. 14) en piezas pequefias (4 - 4 - 2 mm aproximadamente) y se
colocaban en agar V8-PARPH (Jeffers, 2006; Solla et al., 2010). El material utilizado
fue el siguiente: cajas de Petri con medio de agar PARPNH; cuchillos; pinzas; guantes;
agua destilada; papel de seda / la toalla de papel; rotulador edding y parafilm (Fig. 14).

Figura 11. . Fuente: elaboracion

propia.
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Figura 12. Ejemplo de falsa necrosis. Fuente: elaboracién propia.
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Figura 14. Protocolo de actuacién en el laboratorio. Las muestras eran procesadas en el
laboratorio y cultivadas en una placa petri. Fuente: elaboracién propia.

11.3. VARIABLES EDAFICAS

Las muestras de suelos son muy importantes, ya que, deben ser representativas de la
zona donde se pretende obtener informacion. En areas cercanas a los rios el suelo es
muy heterogéneo debido en parte a fendmenos naturales (inundaciones, deposicion
de sedimentos, incorporacion de residuos vegetales y animales, etc.), y ademas de los
residuos que pueden ser incorporados de origen antrépico (areas cercanas a campos
de cultivos, fertilizantes, herbicidas, etc.). Otro aspecto a tener en cuenta es la raiz del
aliso, puesto que, no presenta una raiz pivotante diferenciada, sino multiples oblicuas
y horizontales de las que salen otras verticales que actian como anclaje. Enraiza
profundamente y es capaz de explotar las reservas hidricas a profundidades
inalcanzables para otros arboles que no soportan la asfixia radicular (Funk, 2000). Por
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ello, hay que tener un exclusivo cuidado a la hora de escoger muestras que sean
correctamente representativas. En el momento de extraer las muestras de suelo se ha
seguido un procedimiento similar al propuesto por el CATIE (Diez-Romeu et. al.,
1982), adaptandolo y optimizandolo en la medida de lo posible. El procedimiento

seguido fue el siguiente:

1. Muestreo para andlisis de rutina: En una misma é&rea de estudio, se
seleccionaron tres puntos a dos profundidades cada punto, es decir, se tomd
un total de 6 muestras. Cada muestra de cada area de estudio debia de pesar
al menos un 1 kg. que en volumen suponia un llenar mas de la mitad de la
bolsa con capacidad para 3 litros.

2. Obtencion a distintas profundidades: Se escogieron dos profundidades,
superficial (0-30 cm) y profunda (30-80 cm). La primera profundidad fue
propuesta por la existencia de un gran nimero de sedimentos y residuos,
mientras que la segunda profundidad fue seleccionada por la razén de que la
gran mayoria de las raices del aliso se encuentran en este intervalo. De esta
forma podiamos conocer que nutrientes son aportados en la superficie, y
cuales ya estan depositados en las capas méas profundas accesibles a las
raices de los alisos.

3. Mezcla de las dos muestras obtenidas en un mismo punto a distinta
profundidad.

Mezcla de las tres muestras de los tres puntos obtenidos.

Preparacion del suelo antes de ser enviado al laboratorio ITAGRA: las
muestras de suelo debian secarse al aire antes de cerrarse la bolsa para su
envio. Por ello, las muestras de suelo se dejaban abiertas en una zona seca.
La razoén por la que se hacia esto era para evitar cambios quimicos cuando el

suelo estd humedo y cerrado en una bolsa durante muchas horas.

El material utilizado fue el siguiente: barrena manual y bolsa de plastico con capacidad
de 31.

11.1. VARIABLES CLIMATICAS

Los datos climaticos se elaboraron a través de un Atlas Climatico Digital

(http://www.opengis.uab.es/wms/iberia/mms/index.htm) y Miramon. Este atlas nos

facilitaba la posibilidad de obtener valores aproximados a través de la interpolacion

con estaciones meteoroldgicas.
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12. ANEJO lll. Figuras asociadas a los resultados.

12.1. FIGURAS DE MODELOS LINEALES Y NO LINEALES

1.12.1. V. patoldgicos-Factor edéfico.

DEFOLIACION Y RAMAS PUNTISECAS-MATERIA
ORGANICA OXIDABLE RAMAS PUNTISECAS Y pH RAMAS PUNTISECAS Y NITROGENO TOTAL

048

Defoliacion (mediaiparcels)

Ramas puntisecas fmedia/parcela)
Ramas puntisecas (mediafparcelz|
-
-
-
Ramas puntisecas (medalrarcela)

00 - & oo o = oo ' . . 00 4

Materia orginica oxidable (gf10C g) gH Nitrogeno tatal [gH100g)

Figura 15. Relacion entre los sintomas de la copa del aliso con la materia organica oxidable. (Modelo potencial no lineal, defoliacion: linea continua, ramas
puntisecas: discontinua). b. Relacion entre las ramas puntisecas del aliso con el la acidez/basicidad del suelo (pH) (Modelo potencial no lineal). c. Relacion
entre las ramas puntisecas y el nitrogeno total del suelo. (Modelo Michaelis-Menten no lineal).
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BROTES EPICORMICOS Y MAGNESIO-SODIO ASIMILABLE BROTES EPICORMICOS Y MATERIA ORGANICA OXIDABLE BROTES EPICORMICOS Y CONDUCTIVIDAD ELECTRICA-CIC
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Figura 16. a. Relacién entre las cantidades de magnesio y sodio en el suelo con los brotes epicérmicos (Modelo potencial no lineal, magnesio: linea
continua, sodio: discontinua). b. Relacion entre la variable brotes epicérmicos y la materia organica oxidable del suelo. (Modelo logaritmico) c. Relacién entre
la conductividad eléctrica y la capacidad de intercambio cationico con los brotes epicérmicos. (Modelo potencial no lineal, conductividad eléctrica: linea
continua, capacidad de intercambio catidnico: discontinua).
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12.2. Relacion entre los positivos detectados en Ca  stilla y Ledn con los factores patolégicos

NECROSIS DE LOS ALISOS Y POSITIVOS DE PHYTOPHTHORA SPP.

CLOROSIS EN LOS ALISOS Y
POSITIVOS DE PHYTOPHTHORA SPP.
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Figura 17. a. Media de necrosis por parcela para cada positivo confirmado del patégeno. b. Media de clorosis por parcela para cada positivo confirmado del

patégeno.

Ambos gréficos han salido significativos en el tisKruskal-Wallis.
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12.3. Relacién entre los positivos detectados en Ca  stilla y Ledn con sus provincias
NECROSIS ¥ POSITIVOS DETECTADOS EN CASTILLA Y LEON LA NECROSIS MEDIA POR PROVINCIAS DE CASTILLA Y LEON
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Figura 18. a. Media de necrosis por parcela asociado a los positivos confirmados. b. Media de necrosis por parcela para cada provincia de Castilla 'y Ledn.
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12.1. Relacion entre los positivos detectados en Ca  stillay Leon los factores edéficos
MAGNESIO ASIMILABLE Y POSITIVOS DE P. SPP. LIMO Y POSITIVOS DE P. SPP.
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Figura 19. a. Media de magnesio asimilable por parcela asociado a los positivos confirmados. b. Media de limo por parcela asociado a los positivos
confirmados.
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12.2. NMDS.

Las figuras NMDS ha sufrido un proceso de filtrado para quedarnos con las variables méas importantes (Ver anejo estadistico, en multivariante).

2.12.1. V. patoldgicos-Factor edafico

ORDENACION NMDS DE LOS SINTOMAS PATOLOGICOS CON ORDENACION NMDS DE LOS SINTOMAS PATOLOGICOS CON

LOS FACTORES EDAFICOS LA MATERIA ORGANICA OXIDABLE
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e
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Figura 20. a: Ordenacion de los principales sintomas edéaficos con los patolégicos. b: Ordenacion de los factores patoldgicos del aliso con la curva de
tendencia de la materia organica.
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2.12.2. V. patologicos-Factor climético.

ORDENACION NMDS DE LOS SINTOMAS PATOLOGICOS CON ORDENACION NMDS DE LOS SINTOMAS PATOLOGICOS CON

LOS FACTORES CLIMATICOS LOS TEMPERATURA MEDIA MINIMA ANUAL
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Figura 21. a: Ordenacion de los principales sintomas climéaticos con los patolégicos. b: Ordenacién de los factores patoldgicos del aliso con la curva de
tendencia de la temperatura media minima anual.
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2.12.3. V. patoldgicos-Factor dasométrico-dendromét  rico.

ORDENACION NMDS DE LOS{SiNTOMAS PATOLQGICOS CON
LOS FACTORES DASOMETRICOS-DENDROMETRICOS
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Figura 22. Relacion a los principales sintomas dasométricos-dendrométricos con los patoldgicos del aliso.
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13. ANEJO IV. INFORMACION SOBRE EL NUEVO POSITIVO P.
pluvivora CON P. alni

Debido al nuevo descubrimiento de este tipo de Phytophtora en Castilla y Leén ha sido
oportuno aportar algo mas de informacion.
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Figura 23. Arbol genético para P. alni a la izquierda y P. pluvivora a la derecha (T Jung and
Burgess, 2009; Clive et al., 2004).
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Figura 24. Estructuras morfoldgicas de P. alni subsp alni. a-c. Tipica estructura ornamentada
ooganios. d-f. Tipico esporangio. g. A Salida de las zoosporas del esporangio, abajo un
esporangio vacio.
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Figura 25. Estructuras morfolégicas de P. pluvivora. a. oogonio con una oospora plerotica
marrén-dorado y anteridio paraynous; b. oogonios alargaddos con oospores pleraticas; c.
0ogonio con apleroticas esporas y paragynous anteridio con la hifa alagada; d. oogonio con
apleroticas oospores marcadas y anteridio amphigynous; e. hinchazén de las hifas a seis
semanas de cultivo; f. hifas clusterizadas en el lateral. g. esporangio limiforme. h.
esporangio liberando zoosoporas; i. Esporangio bipapilado. Escala utilizada = 25 pm.
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Figura 26. Ciclo vital de Phytophtora spp (Grunwald et al., 2008).
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14. ANEJO FOTOGRAFICO V. POSITIVOS Y SOSPECHOSOS

Lugares donde se han aislados muestras, que posteriormente han dado positivo de P.

alni:

Figura 27. Fotografias de los sintomas presentados en ElI Molino de Ciudad Rodrigo
(Salamanca).

Figura 28. Fotografias de los sintomas presentados en La Chopera, cerca de Fuenteaguilando
(Salamanca).
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Figura 29. Fotografias de los sintomas presentados entre Bretocino y Olmillo de Valverde
(Zamora).

Sintomas aislados que han dado positivo de P. pluvivora:

Figura 30. Fotografias de los sintomas presentados entre Langa del Duero (Soria).

A continuacién se exponen fotografias de lugares sospechosos de contener P. spp.,
pero que no se han podido confirmar en laboratorio:
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Figura 32. Fotografias de los sintomas encontrados en el parque de la Isla Dos Aguas
(Palencia).
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15. ANEJO VI. SALIDA DE LOS RESULTADOS ESTADISTICOS
15.1. UNIVARIANTE

1.15.1. Test de normalidad. Kolmogorov-Smirnov (Lil  liers)

Si el test es significativo implica que las variables no tienen un distribucién

normal;

> lillie.test(Limo)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Limo
D =0.1142, p-value = 0.149

> lillie.test(X.cepa)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: X.cepa
D = 0.1565, p-value = 0.007435

> lillie.test(Altitud)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Altitud
D = 0.1345, p-value = 0.04024

> lillie.test(Proc)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Proc
D = 0.4426, p-value < 2.2e-16

> lillie.test(Elemgrue)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Elemgrue
D = 0.2869, p-value = 4.283e-10

> lillie.test(Arcilla)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Arcilla
D =0.1214, p-value = 0.0941

> lillie.test(Arena)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Arena
D =0.1377, p-value = 0.03207

> lillie.test(Arfina)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Arfina
D =0.1158, p-value = 0.136

> lillie.test(c.n)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: c.n
D = 0.1157, p-value = 0.137

> lillie.test(Pasim)
Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
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data: Pasim
D = 0.3001, p-value = 4.173e-11

> lillie.test(Carb)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Carb
D = 0.352, p-value = 1.437e-15

> lillie.test(Caasim)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Caasim
D = 0.2311, p-value = 2.162e-06

> lillie.test(Conduc)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Conduc
D = 0.2626, p-value = 2.248e-08

> lillie.test(CCC)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: CCC
D =0.1135, p-value = 0.1552

> lillie.test(MO)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: MO
D = 0.1395, p-value = 0.0282

> lillie.test(Ntotal)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Ntotal
D = 0.4656, p-value < 2.2e-16

> lillie.test(Mgasim)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Mgasim
D = 0.114, p-value = 0.1504

> lillie.test(Kasim)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Kasim
D = 0.1525, p-value = 0.01033

> lillie.test(Hm)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Hm
D = 0.0838, p-value = 0.5952

> lillie.test(Do)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Do
D =0.1126, p-value = 0.1626

> lillie.test(Dg)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: Dg
D = 0.09, p-value = 0.4787
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> lillie.test(ICV)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: ICV
D = 0.1734, p-value = 0.001628

> lillie.test(F)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: F
D = 0.1639, p-value = 0.003907

> lillie.test(CHR)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: CHR
D = 0.4246, p-value < 2.2e-16

> lillie.test(RA)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: RA
D = 0.4281, p-value < 2.2e-16

> lillie.test(CLR)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: CLR
D = 0.4916, p-value < 2.2e-16

> lillie.test(PS)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: PS
D =0.1771, p-value = 0.001133

> lillie.test(FO)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: FO
D = 0.3081, p-value = 9.557e-12

> lillie.test(PAnual)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: PAnual
D = 0.2862, p-value = 4.829¢e-10

> lillie.test(heladas)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: heladas
D = 0.3161, p-value = 2.144e-12

> lillie.test(sequia)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: sequia
D = 0.1427, p-value = 0.02229

> lillie.test(TmimAnual)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: TmimAnual
D = 0.2814, p-value = 1.088e-09

> lillie.test(TmaxAnual)
Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
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data: TmaxAnual
D = 0.2828, p-value = 8.611e-10

> lillie.test(TmAnual)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: TmAnual
D = 0.2658, p-value = 1.362e-08

> lillie.test(RadAnual)

Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) normality test
data: RadAnual
D = 0.399, p-value < 2.2e-16

Solo ocho variables analizadas poseen distribucion normal (23 %), debido a la escasez
de normalidad en la gran mayoria de los datos, se propone hacer una estadistica que
no tenga en cuenta la distribucion de los datos y si la distancias, es decir, una

estadistica no-paramétrica.

1.15.2. Test de Kruskal-Wallis

Kruskal-Wallis rank sum test
data: CLR and patogeno
Kruskal-Wallis chi-squared = 17.7135, df = 2, p-value = 0.0001424

Kruskal-Wallis rank sum test
data: NECR and patogeno
Kruskal-Wallis chi-squared = 6.8157, df = 2, p-value = 0.03311

1.15.3. Test de Spearman. Contraste de independenci ay asociacion

También se puede demostrar el grado de correlga@d@nificancia que hay entre dos variables
de interés a través del test de Spearman, cuyadpaies relaciones fueron las siguientes:

VARIABLES PATOLOGICOS-FACTOR AMBIENTAL FISIOGRAFICO

Spearman's rank correlation rho
data: FO and inundacion
S =10314.36, p-value 803229
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.3205294

VARIABLES PATOLOGICOS-FACTOR AMBIENTAL EDAFICO:

Spearman's rank correlation rho
data: DF and MO
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S =11080.81, p-value = 0.07304
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.2700386

Spearman's rank correlation rho
data: PS and pH
S =19733.24, p-value = 0.04571
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
-0.29995

Spearman's rank correlation rho
data: PS and MO
S =10510.62, p-value = 0.04027
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.307601

Spearman's rank correlation rho
data: PS and Ntotal
S =10707.79, p-value = 0.04986
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.2946123

Spearman's rank correlation rho
data: CLR and Kasim
S =19165.02, p-value = 0.08164
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0
sample estimates:
rho
-0.2625179

Spearman's rank correlation rho
data: NECR and Limo
S =19125.28, p-value = 0.08482
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
-0.2598996
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Spearman's rank correlation rho
data: FO and Limo
S =19266.38, p-value = 0.07397
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
-0.2691949

> spearman.test(RA, Conduc)
Spearman's rank correlation rho

data: RA and Conduc
S =10002.85, p-value = 0.02235
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:

rho
0.3410508

Spearman's rank correlation rho
data: RA and CCC
S = 10818.25, p-value = 0.05599
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.2873353

Spearman's rank correlation rho
data: RA and MO
S =10684.07, p-value = 0.04861
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.2961747

Spearman's rank correlation rho
data: RA and Mgasim
S = 10339.98, p-value = 0.03325
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0
sample estimates:
rho
0.318842

Spearman's rank correlation rho
data: RA and Naasim
S = 7056.496, p-value = 0.0001911
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
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rho
0.5351452

Spearman's rank correlation rho
data: Limo and patogeno
S =19545.28, p-value = 0.05579
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
-0.2875676

Spearman's rank correlation rho
data: Mgasim and patogeno
S =19286.19, p-value = 0.07254
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
-0.2705002

VARIABLES PATOLOGICOS-FACTOR AMBIENTAL CLIMATICO:
Spearman's rank correlation rho
data: DF and TmimAnual
S =10281.22, p-value = 0.03109
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.3227129

Spearman's rank correlation rho
data: PS and TmimAnual
S = 8060.757, p-value = 0.001304
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.4689884

Spearman's rank correlation rho
data: FO and heladas
S =11351.32, p-value = 0.09469
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.2522185
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VARIABLES PATOLOGICOS-FACTOR DASOMETRICO:

data: RA and G
S =20298.92, p-value = 0.02399
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
-0.3372145

data: Hm and patogeno
S = 10654.33, p-value = 0.04709
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.2981335

data: CE and patogeno
S =10906.82, p-value = 0.06134
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0
sample estimates:
rho
0.2815008

VARIABLES PATOLOGICOS-VARIABLES PATOLOGICOS:

Spearman's rank correlation rho
data: NCR and DF
S =7474.531, p-value &001331
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0
sample estimates:
rho
0.5432536

Spearman's rank correlation rho
data: NCR and PS
S = 8394.389, p-value &006273
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0
sample estimates:
rho
0.4284293

Spearman's rank correlation rho
data: NCR and FO
S =5017.283, p-value &876e-06
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0
sample estimates:
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rho
0.6464212

Spearman's rank correlation rho
data: NCR and CLR
S =7904.398, p-value 002844
alternative hypothesis: true rho is not equal to 0
sample estimates:
rho
0.43296

Spearman's rank correlation rho
data: CLR and patogeno
S = 7869.699, p-value &0009298
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.4815745

Spearman's rank correlation rho
data: NECR and patogeno
S =9303.749, p-value 8009015
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.3871048

Spearman's rank correlation rho
data: FO and patogeno
S =10997.8, p-value &06726
alternative hypothesis: true rho is not equal to O
sample estimates:
rho
0.2755073

1.15.4. Modelos lineales y no lineales

Para elaborar las relaciones entre los factores patolégicos se emple6 este tipo de
procedimiento para crear el “modelo més ajustado” o “mejor” modelo:

1. Se creaba el modelo.

2. Se comprobaba cual de los modelos creados tenia un mayor coeficiente de
correlacion y/o determinacion y se seleccionaba.

3. A continuacion se elaboraban los gréficos

> modelolm<-Im(DF~TmimAnual)
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> modelopot<-Im(DF~I(1*TmimAnual®(0.1)))

> modeloexpn<-Im(DF~I(-1*exp((-1)*TmimAnual)))

> modeloasinexp<<-Im(DF~SSasymp(TmimAnual,-1,1,1), data)
> modelomicha<-Im(DF~SSmicmen(TmimAnual,1,1), data)

> modelolog<-Im(DF~SSlogis(TmimAnual,1,1,1), data)

> modeloweib<-Im(DF~SSweibull(TmimAnual,1,1,1,1), data)

> summary(modelolm)

Call:
Im(formula = DF ~ TmimAnual)

Residuals:
Min  1Q Median 3Q Max
-0.9170 -0.4578 -0.1578 0.3105 1.5513

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])
(Intercept) -0.1971 0.5518 -0.357 0.7227
TmimAnual 0.2091 0.1033 2.025 0.0491*

Signif. codes: 0 ***' 0.001 **' 0.01 * 0.05'"0.1°"1

Residual standard error: 0.6264 on 43 degreegettm
Multiple R-squared: 0.08709, Adjusted R-squareéd6586
F-statistic: 4.102 on 1 and 43 DF, p-value: 0.0490

> summary(modelopot)
Call:
Im(formula = DF ~ I(1 * TmimAnual™(0.1)))

Residuals:
Min  1Q Median 3Q Max
-0.8778 -0.4594 -0.1594 0.3213 1.5365

Coefficients:

Estimate Std. Error t vaRré>|t|)
(Intercept) -9.779 5.324 -1.8%/0731.
(1 * TmimAnual*(0.1)) 9.061 4.514 2.000.0511.

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 *’0.05'”0.1°"1

Residual standard error: 0.6269 on 43 degreegeflfm
Multiple R-squared: 0.08566, Adjusted R-squareéd6439
F-statistic: 4.028 on 1 and 43 DF, p-value: 0.@10

> summary(modeloexpn)
Call:
Im(formula = DF ~ I(-1 * exp((-1) * TmimAnual)))

Residuals:
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Min 1Q Median 30 Max
-0.92072 -0.42072 -0.09719 0.40216 1.47928

Coefficients:
Estimate Std. Erreatue Pr(>|t|)
(Intercept) 1.0417 0.1307972 5.19e-10 ***
I(-1 * exp((-1) * TmimAnual)) 17.9534 11.7119.533 0.133

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 *'0.05'”0.1°"1

Residual standard error: 0.6384 on 43 degreegeflfm
Multiple R-squared: 0.05182, Adjusted R-squared2977
F-statistic: 2.35 on 1 and 43 DF, p-value: 0.1326

> summary(modeloasinexp)
Call:
Im(formula = DF ~ SSasymp(TmimAnual, -1, 1, 1),alatdata)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q0 Max
-0.91838 -0.56838 -0.07046 0.42967 1.48162

Coefficients:

Estimate Std. Erreatue Pr(>|t])
(Intercept) -836.4 1147@729 0.47
SSasymp(TmimAnual, -1, 1, 1) -837.3 114704730 0.47

Residual standard error: 0.6516 on 43 degreegettm
Multiple R-squared: 0.01223, Adjusted R-square€ti01074
F-statistic: 0.5325 on 1 and 43 DF, p-value: 05469

> summary(modelomicha)
Call:
Im(formula = DF ~ SSmicmen(TmimAnual, 1, 1), datdata)

Residuals:
Min  1Q Median 3Q Max
-0.8775 -0.4545 -0.1545 0.3204 1.5225

Coefficients:

Estimate Std. Error tuaPr(>[t])
(Intercept) -5.319 3.180 7136 0.1016
SSmicmen(TmimAnual, 1, 1) 7.435 3.797 58.90.0567 .

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 *’0.05'”0.1°"1
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Residual standard error: 0.6282 on 43 degreegeffm
Multiple R-squared: 0.08186, Adjusted R-squarédl6051
F-statistic: 3.834 on 1 and 43 DF, p-value: 0.6667

> summary(modelolog)
Call:
Im(formula = DF ~ SSlogis(TmimAnual, 1, 1, 1), dataata)

Residuals:
Min  1Q Median 3Q Max
-0.9192 -0.4192 -0.1050 0.4000 1.4808

Coefficients:

Estimate Std. Erroatue Pr(>|t|)
(Intercept) -6.543  4.68839%6 0.170
SSlogis(TmimAnual, 1,1,1) 7.599 4.78258D 0.119

Residual standard error: 0.6372 on 43 degreegetfém
Multiple R-squared: 0.05547, Adjusted R-squareéd335
F-statistic: 2.525 on 1 and 43 DF, p-value: 0.1194

> summary(modeloweib)
Call:
Im(formula = DF ~ SSweibull(TmimAnual, 1, 1, 1, tpta = data)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q0 Max
-0.91838 -0.56838 -0.07046 0.42967 1.48162

Coefficients:

Estimate Std. Etrealue Pr(>[t])
(Intercept) -1674 329.729 0.47
SSweibull(TmimAnual, 1, 1, 1,1) 1675 329.730 0.47

Residual standard error: 0.6516 on 43 degreegeflfm
Multiple R-squared: 0.01223, Adjusted R-squaréti01074
F-statistic: 0.5325 on 1 and 43 DF, p-value: 05469

> modelolm1<-Im(PS~TmimAnual)

> modelopotl<-Im(PS~I(1*TmimAnual”®(0.1)))

> modeloexpnl<-Im(PS~I(-1*exp((-1)*TmimAnual)))

> modeloasinexpl<<-Im(PS~SSasymp(TmimAnual,-1,Haja)
> modelomichal<-Im(PS~SSmicmen(TmimAnual,1,1), data
> modelologl<-Im(PS~SSlogis(TmimAnual,1,1,1), data)

> modeloweibl<-Im(PS~SSweibull(TmimAnual,1,1,1data)

> summary(modelolm1)
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Call:
Im(formula = PS ~ TmimAnual)

Residuals:
Min 1Q Median 30 Max
-0.34994 -0.14677 -0.04677 0.05640 0.75640

Coefficients:

Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)
(Intercept) -0.27225 0.21349 -1.275 0.2091
TmimAnual 0.10317 0.03995 2.582 0.0133*

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 *'0.05'”0.1°"1

Residual standard error: 0.2424 on 43 degreegettm
Multiple R-squared: 0.1343, Adjusted R-squared:191
F-statistic: 6.669 on 1 and 43 DF, p-value: 0.0133

> summary(modelopotl)
Call:
Im(formula = PS ~ I(1 * TmimAnual”™(0.1)))

Residuals:
Min 1Q Median 30 Max
-0.33164 -0.15081 -0.05081 0.06836 0.74919

Coefficients:

Estimate Std. Error t vaR€>|t|)
(Intercept) -5.033  2.059 -2.44K0187 *
(1 * TmimAnual®(0.1)) 4.499 1.746 2.570.0135*

Signif. codes: 0 ***' 0.001 **' 0.01* 0.05'"0.1°"1

Residual standard error: 0.2424 on 43 degreegeffm
Multiple R-squared: 0.1338, Adjusted R-squared:186
F-statistic: 6.641 on 1 and 43 DF, p-value: 0.@L34

> summary(modeloexpnl)
Call:
Im(formula = PS ~ I(-1 * exp((-1) * TmimAnual)))

Residuals:
Min 1Q Median 3Q0 Max
-0.27951 -0.12951 -0.07227 0.16653 0.72049
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Coefficients:
Estimate Std. Erreatue Pr(>|t|)
(Intercept) 0.34191 0.050®3714 3.35e-08 ***
I(-1 * exp((-1) * TmimAnual)) 9.26211 4.56472.029 0.0487 *

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 *'0.05'”0.1°"1

Residual standard error: 0.2488 on 43 degreegettm
Multiple R-squared: 0.08738, Adjusted R-squared6616
F-statistic: 4.117 on 1 and 43 DF, p-value: 0.0486

> summary(modeloasinexpl)
Call:
Im(formula = PS ~ SSasymp(TmimAnual, -1, 1, 1) adaidata)

Residuals:
Min 1Q Median 30 Max
-0.27922 -0.17922 -0.07922 0.16965 0.72078

Coefficients:

Estimate Std. Erreatue Pr(>|t|)
(Intercept) -486.8 4525K076 0.288
SSasymp(TmimAnual, -1, 1, 1) -487.1 45216076 0.288

Residual standard error: 0.257 on 43 degrees eflfm
Multiple R-squared: 0.02623, Adjusted R-squarédl03581
F-statistic: 1.158 on 1 and 43 DF, p-value: 0.2879

> summary(modelomichal)
Call:
Im(formula = PS ~ SSmicmen(TmimAnual, 1, 1), dadeta)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q0 Max
-0.31244 -0.15765 -0.05765 0.10193 0.74235

Coefficients:

Estimate Std. Error tuaPr(>[t|)
(Intercept) -2.838  1.230 %3 0.0259 *
SSmicmen(TmimAnual, 1,1) 3.715  1.469 29.50.0152 *

Signif. codes: 0 “*** 0.001 ** 0.01 *'0.05'”0.1°"1

Residual standard error: 0.243 on 43 degrees efitmm
Multiple R-squared: 0.1295, Adjusted R-squared:092
F-statistic: 6.395 on 1 and 43 DF, p-value: 0.@151
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> summary(modelologl)
Call:
Im(formula = PS ~ SSlogis(TmimAnual, 1, 1, 1), datdata)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q0 Max
-0.27868 -0.12868 -0.07273 0.16081 0.72132

Coefficients:

Estimate Std. Erroatue Pr(>|t|)
(Intercept) -3.5651 1.825945 0.0583.
SSlogis(TmimAnual, 1,1,1) 3.900 1.862092 0.0422 *

Signif. codes: 0 ***' 0.001 **' 0.01 ** 0.05'"0.1°"1

Residual standard error: 0.2481 on 43 degreegeffm
Multiple R-squared: 0.09257, Adjusted R-squarédi7147
F-statistic: 4.387 on 1 and 43 DF, p-value: 0.321

> summary(modeloweibl)
Call:
Im(formula = PS ~ SSweibull(TmimAnual, 1, 1, 1, djta = data)

Residuals:
Min 1Q Median 3Q0 Max
-0.27922 -0.17922 -0.07922 0.16965 0.72078

Coefficients:

Estimate Std. Etrgalue Pr(>|t|)
(Intercept) -973.9 9b51.076 0.288
SSweibull(TmimAnual, 1,1,1,1) 9741 951.076 0.288

Residual standard error: 0.257 on 43 degrees eflfm
Multiple R-squared: 0.02623, Adjusted R-squareéd03581
F-statistic: 1.158 on 1 and 43 DF, p-value: 0.2879

> par(oma=c(1,1,1,3))

> plot(DF~TmimAnual,type="p",Ity=1,pch= 16,lwd=3dal,ylim=c(0,2),
+  ylab="Defoliacién (media/parcela)",

+  xlab="Temperatura media minima anual (°C)",

+  main="DEFOLIACION Y RAMAS PUNTISECA-TEMPERAJRA
+ MEDIA MINIMA ANUAL",

+ font.main=2, font.lab=2)

> x <-seq(0, 40, 1 =100)

> points(x, predict(modelolm, data.frame(TmimAnua),
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+ type ="I", Ity = 1, lwd=3)

> par(new=TRUE)

> plot(PS~TmimAnual,type="p",Ity=2, pch = 5, yaxt¥, xaxt="n",
+  ylim=c(0,2),

+ xlab =""ylab =", lwd=1,las=1, main="")

> axis(4, las=1)

> mtext("Puntisecado (media/parcela)”,4,line=3 f@)t

> x <-seq(0, 25, 1 =100)

> points(x, predict(modelolml, data.frame(TmimAngal)),

+ type ="I", Ity = 2, lwd=2)

DEFOLIACION Y RAMAS PUNTISECA-TEMPERATURA

MEDIA MiNIMA ANUAL

20

1.0 7

0.5 1

Defoliacion (mediafparcela)

<><>"I<> L

20

1.5

1.0

0.5

0.0

Puntisecado (media/parcela)

Temperatura media minima anual (°C)

Figura 33. Relacién entre defoliacion y puntisecado con la temperatura media minima anual.
Ambos modelos son modelos lineales. Defoliacion, linea continua y ramas puntisecas, linea
discontinua.

Para la obtencion de los demas graficos obtenidos en el anejo I, se ha seguido el

mismo procedimiento anterior.

15.2. MULTIVARIANTE

2.15.1. MRPP. Justificacion de los resultados extra  idos de R

VARIABLES PATOLOGICOS-PROVINCIA:

mrpp(dat = sani, grouping = gr$Prov, permutations = 1000, distance = "bray")
Dissimilarity index: bray
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Weights for groups: n
Class means and counts:

Avila Burgos Le6n Palencia Salamanca Segovia Soria Valladolid Zamora
delta NaN 0.3714 0.4314 0.4757 0.5064 0.3333 0.33330.2025 0.7425
n 1 3 9 8 10 2 2 3 6
Chance corrected within-group agreement A: 0.06293
Based on observed delta 0.4712 and expected delta 0.5029
Significance of delta: 0.046953
Based on 1000 permutations

VARIABLES PATOLOGICOS-SELVICULTURA APLICADA ALOS B ORDES DEL
RIO:

mrpp(dat = sani, grouping = gr$selv, permutations = 1000, distance = "bray")
Dissimilarity index: bray
Weights for groups: n
Class means and counts:
claras claras-poda no poda
delta NaN 0.7543 0.4682 0.2768
n 1 5 35 3
Chance corrected within-group agreement A: 0.02935
Based on observed delta 0.4881 and expected delta 0.5029
Significance of delta: 0.093906
Based on 1000 permutations

VARIABLES PATOLOGICOS-PATRON DE INFECCION OBSERVADO:

mrpp(dat = sani, grouping = gr$patron, permutations = 1000, distance = "bray")
Dissimilarity index: bray
Weights for groups: n
Class means and counts:
grupo nada salpicada unica
delta 0.2784 0.482 0.5032 0.4284
n 2 29 7 6
Chance corrected within-group agreement A: 0.06774
Based on observed delta 0.4688 and expected delta 0.5029
Significance of delta: 0.007992
Based on 1000 permutations

VARIABLE PATOLOGICOS-COMPETENCIA ARBOREA CON EL ALI  SO:

mrpp(dat = sani, grouping = grdcompe, permutations = 1000, distance = "bray")
Dissimilarity index: bray
Weights for groups: n
Class means and counts:
adulta joven joven-adulta
delta 0.4956 NaN 0.4629
n 31 1 12
Chance corrected within-group agreement A: 0.03256
Based on observed delta 0.4865 and expected delta 0.5029
Significance of delta: 0.044955
Based on 1000 permutations

15.3. NMDS

Mateméticamente el método se expresa de esta forma:

José Maria Lomba Blanco i

UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS

Master de Ingenieria en la Investigacion para la Conservacion y Usos Sostenible de los Sistemas Forestales
68



ESTUDIO DE LOS FACTORES QUE AFECTAN AL DECAIMIENTO DEL ALISO (ALNUS GLUTINOSA (L.) GAERTN
EN CASTILLA Y LEON

1. Se calcula la matriz de similaridad X a partir de la matriz de datos de parcelas x

variables patolégicos. Esta matriz nos indica como de iguales son cada par de

parcelas utilizando para ello la similaridad entre las variables patoldgicos. La
distancia utilizada es la distancia de Bray-Curtis (dj).

A+B-2]
dji =
A+B—]J

Siendo:

N N N
A= inj B = ink ] = Xmin (Xij, Xik)
-1

x;j = valor resultante de la fila i (parcela) para la columna j (variable
sanitaria).
Xy = valor resultante de la fila i (parcela) para todas las columnas k

(variables patoldgicos).

2. Se asignan las parcelas a una configuracion inicial aleatoria en un espacio k-
dimensional (donde k son las cinco variables patolégicos), aunque en realidad,
la ordenacion se va a realizar principalmente sobre dos dimensiones.

3. Se calculan las distancias sobre este nuevo espacio geométrico y se calcula
una matriz de distancia Y. Se comparan las matrices de con el “stress”, que es
una medida de la desviacion de una relacion linear entre la distancia en la
matriz original de datos y la distancia en el espacio de ordenamiento (Ver

anejo estadistico). Valores de stress < 0.05 indican _una muy buena

representacion de los datos en el grafico. Un stres s de < 0.1 indica una

buena representacion. Si el estrés > 0.2 el grafico no es muy confiable.

4. La distancia X e Y, se mide como son de parecidas entre ellas (stress).

5. A partir de la configuracién inicial, se reasignan las parcelas y las variables
patolégicos para reducir las distancias con la matriz X.

6. Se repite este proceso de manera iterativa (1000 permutaciones) hasta que se
consigue una solucién optima en donde la matriz de distancias Y es muy
parecida a la matriz de distancias X. Esto es, se minimiza el stress.

7. El resultado final es una representacion grafica 6ptima de las parcelas y las

variables patoldgicos.
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Ademds, se destaca que para este analisis se utilizd6 una aplicacién a la hora de
obtener las graficas que observaremos en el apartado de resultados. Las aplicaciones

encontradas del paquete “vegan” del programa R, son las siguientes:

- Ordisurf: permite dibujar curvas de valores donde se podia deducir facilmente
la tendencia de crecimiento y clasificar el conjunto de parcelas y variables

patoldgicos en funcion de dicha tendencia.

3.15.1. Justificacion de los resultados
VARIABLES PATOLOGICOS-VARIABLES EDAFICAS:

Primeramente se calcula el stress del gréafico ébieen cuenta en un principio las variables
patoldgicos con la distancia de Bray.

Call:

metaMDS(comm = datos.dis)

global Multidimensional Scaling using monoMDS
Data: datos.dis

Distance: bray

Dimensions: 2

Stress: 0.0719602

Stress type 1, weak ties

Two convergent solutions found after 9 tries
Scaling: centring, PC rotation

Species: scores missing

Tras la salida de los datos de R y segun el valor del stress, el grafico a obtener es
bastante confiable. Posteriormente hay que calcular qué variable poseera mayor

fuerza dentro del grafico. La fuerza la determinara la significancia del p-valor.

#+\/ECTORS

NMDS1 NMDS2 r2 Pr(>r)
RA -0.994492  -0.104809 0.1623 0.061 .
CLR -0.962658 -0.270721 0.0953 0.103
PS -0.802503 -0.596648 0.7043 0.001 ***
FO -0.984155 0.177311 0.2234 0.019 *
NECR -0.999943 -0.010666 0.3366 0.013 *
DF -0.874596  -0.484852 0.8784 0.001 ***

Signif. codes: 0 *** 0.001 “**' 0.01 *’0.05°."0.1°"1
P values based on 999 permutations.
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Por dltimo se afiaden al gréfico obtenido los vectores ambientales, en este caso, se

estudido la composicion edafica que han salido correlacionados en el estudio

univariante.
***\/ECTORS
NMDS1 NMDS2 r2 Pr(>r)

Conduc -0.769147 -0.639072 0.0259 0.5105
CCC -0.156220 -0.987722 0.0582 0.2837
MO -0.414310 -0.910136 0.0983 0.1239
Limo -0.069101 -0.997610 0.0305 0.5105
pH 0.299120 0.954216 0.0471 0.3696
Mgasim -0.601526 -0.798853 0.0311 0.4965
Kasim 0.077497 -0.996993 0.0031 0.9101
Naasim -0.507064 0.861909 0.0080 0.7752
Ntotal 0.562472 -0.826816 0.0179 0.6464

P values based on 1000 permutations.

Tras el primer analisis, se puede observar que sélo la materia organica ha presentado
un valor casi significativo, no obstante, hay otras variables que también no ejercen un
peso importante y por el exceso de otras variables no se ven. Se propone eliminar

algunas variables de poca presencia en el analisis, como Kasim y Naasim.

Se presenta el resultado analitico final del grafico NMDS:

*#+\/ECTORS
NMDS1 NMDS2 r2 Pr(>r)
Conduc -0.769147 -0.639072 0.0259  0.54446
ccc -0.156220 -0.987722 0.0582 0.26773
MO -0.414310 -0.910136 0.0983 0.09391 .
Limo -0.069101 -0.997610 0.0305 0.51149
pH 0.299120 0.954216 0.0471 0.35165
Ntotal 0.562472 -0.826816 0.0179  0.62737

Signif. codes: 0 “*** 0.001 **' 0.01* 0.05‘"0.1°"1
P values based on 1000 permutations.

Como se ha podido reflejar la materia organicag@osepeso estadistico significativo. Los
demas grupos de variables se han calculado siguééntismo proceso. El resultado final es un
gréfico (Fig.20a).

VARIABLES PATOLOGICOS-VARIABLES AMBIENTALES CLIMATI  CAS:

Se presenta el resultado analitico final del godlit1DS:

#+\/ECTORS

NMDS1 NMDS2 r2 Pr(>r)
heladas 0.04176 0.99913 0.0061 0.87213
TmimAnual -0.80532 -0.59284 0.1252 0.05994 .

Signif. codes: 0 *** 0.001 **' 0.01 *"0.05'."0.1°"'1
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P values based on 1000 permutations.
El resultado final es un grafico (Fig. 21).
VARIABLES PATOLOGICOS-FACTORES DASOMETRICAS-DENDROM ETRICOS:

Se presenta el resultado analitico final del godlit1DS:

*#+\/ECTORS
NMDS1 NMDS2 r2 Pr(>r)

G -0.223412 0.974724 0.0185 0.61439

P -0.333357 0.942801 0.1271 0.05694 .

Hm -0.045296 0.998974 0.1560 0.02797 *

Signif. codes: 0 *** 0.001 “**' 0.01 *’ 0.05°."0.1 "1
P values based on 1000 permutations.

El resultado final es un gréfico (Fig. 22).
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