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Diagramas Eh-pH en extractos de xilema de especies de pino y susceptibilidad al nematodo
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Resumen

Bursaphelenchus xylophilus es un nematodo considerado organismo de cuarentena en la Unién
Europea, causando la muerte de gran nimero de especies de coniferas. Parece de interés analizar los
cambios biogquimicos que se producen en el xilema, tejido donde se alimenta y reproduce este
organismo. Se estudia la evolucién del potencial redox y el pH en extractos de xilema de plantulas de
2 anos de edad de 7 especies de pino con distinto grado de susceptibilidad a este nematodo.
Después de la inoculacién, se observa un incremento de acidez en el tejido xilematico alrededor de la
zona de inoculacion en todas las especies estudiadas: poco o nada susceptibles (P. canariensis, P.
halepensis, P. taeda y P. pinea), susceptibles (P. pinastery P. radiata) y muy susceptible (P. sylvestris).
Sin embargo, solo el xilema de la especie muy susceptible muestra incrementos evidentes en el
potencial redox, indicando condiciones mas oxidantes en ese tejido después de la inoculacion con el
nematodo.
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1. Introduccion

El pH de las maderas infectadas con el nematodo de la madera del pino (PWN, del inglés “pine
wood nematode”), Bursaphelenchus xylophilus, es diferente al de las maderas sanas. Por este
motivo, la medida del pH o la utilizacion de colorantes indicadores de pH son algunos de los tests
utilizados para identificar positivos en maderas en cuarentena (ZHAO 2008, YOU et al. 1994, WANG
et al. 2001). Junto con el pH, la conductividad también se ha utilizado para diferenciar maderas sanas
de afectadas por PWN (CHEN et al.,, 2010). De igual forma, las condiciones redox en las plantas,
después de un estrés bidtico, como el caso que nos ocupa, también cambian; FOYER & NOCTOR
(201.3) hicieron una revision sobre el tema, donde indican que, por medio de electrones procedentes
de la fotosintesis y del metabolismo, las plantas generan radicales de oxigeno y peréxido
denominados ROS (reactive oxigen species), que reaccionan rapidamente en cadena. Las plantas
utilizan esta explosion oxidativa para alertar al metabolismo de cambios bidticos o abiéticos en el
ambiente, generando ROS en la matriz de las células del apoplasto, incrementando la oxidacion en
ese lado, mientras que la cara interna citosélica permanece reducida. El gradiente redox a través de
las membranas posibilita la regulacion redox diferencial de proteinas en la cara celular, incluyendo
receptores y canales i6nicos que inician una cascada de rutas de senalizacion. Todos estos
mecanismos pueden traducirse como una respuesta innata inmune de la planta, que induce unos
patrones moleculares de reconocimiento de substancias extranas como por ejemplo ozono, quitina, o
péptidos/proteinas de la saliva de insectos. Los primeros blancos de las ROS como moléculas senal
son aminoacidos tales como cisteina en las proteinas o tioles de bajo peso molecular como el
glutation. El ambiente oxidativo creado por las ROS facilita también la senalizacién de otras rutas,
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como la movilizacién de Ca, intercambio tiol-disulfuro, etc. La célula puede considerarse como un set
de compartimentos discretos con unas condiciones redox particulares. Cambios en estas condiciones
pueden alterar las rutas de sefalizacion.

Dentro del ensayo que actualmente nos ocupa, datos publicados en un articulo anterior
(MENENDEZ et al. 2017, aceptado) indicaron la existencia de tres grupos de especies de pino en
relacion a la susceptibilidad al PWN (Bursaphelenchus xylophilus): nada o poco susceptibles (P.
canariensis, P. halepensis, P. taeda y P. pinea), susceptibles (P. pinaster y P. radiata), y muy
susceptible (P.sylvestris). Consideramos de importancia el estudio de los cambios en parametros
basicos como pH, Eh y conductividad, originados por efecto de la inoculaciéon del nematodo del pino
en la primera zona de contacto con la madera, en cada uno de esos grupos y su evolucioén a lo largo
del tiempo.

2. Objetivos

Analizar los cambios originados por efecto de la inoculacién de B. xylophilus en parametros
basicos como pH, Eh y conductividad, en la primera zona de contacto en especies de pino poco o
nada susceptibles al nematodo (P. canariensis, P. halepensis, P. pinea y P. taeda), en especies
susceptibles (P. pinaster y P. radiata), y en una especie muy susceptible (P. sylvestris). Estudiar la
evolucién de esos cambios con el tiempo para cada grupo de susceptibilidad.

3. Metodologia

Se realiz6 ensayo de inoculaciéon en invernadero, con plantas de 2 anos de edad, de siete
especies de pino (P. canariensis, P. halepensis, P. pinea, P. taeda, P. pinaster, P. radiata y P.
sylvestris), en condiciones de temperatura controlada, con una oscilacién de 17 a 35°C debido a los
cambios entre dia/noche, y T media de 24°C. El riego fue por goteo dos veces por semana segin
demanda. El diseno del experimento fue de bloques completos aleatorizados, con siete especies,
cinco bloques, y dos tratamientos (inoculados y control). Para el ensayo se utilizaron 525 plantas, 10
plantas por especie y bloque fueron inoculadas con B. xylophilus y 5 con agua destilada (controles).
Todas las plantas fueron colocadas al azar dentro de los bloques.

El in6culo con B. xylophilus utilizado en el ensayo fue obtenido en la Estacion Fitopatoléxica
Areeiro, extraido de un P. pinaster procedente de As Neves (Pontevedra). Los nematodos fueron
reproducidos en un medio de PDA con Botrytis cinerea. Un dia antes de la inoculacién, los nematodos
se extrajeron utilizando el método del embudo de Baermann (THORNE, 1961) y las diluciones del
in6culo se prepararon con agua destilada.

El 18 de junio del 2013, se inocularon un total de 75 plantas por especie en el invernadero del
Centro de Investigacion Forestal de Lourizan, 25 plantas fueron inoculadas con agua esterilizada
(controles) y 50 inoculadas con una suspension de B. xylophilus. Con un bisturi se hizo una incisién
longitudinal en la zona central del crecimiento del ano anterior del tallo principal. La herida fue
cubierta con una gasa estéril y cubierta con un parafilm formando un embudo, donde se pipetearon
300 pl de la suspensién conteniendo 600 nematodos directamente sobre la gasa, cerrando luego el
embudo para evitar la desecacion del tejido (PHRAME 2007). Las plantas control se inocularon con
300 pl de agua estéril.

Los sintomas de dafio en las plantas fueron evaluados dos veces por semana, en una escala de
1 a 7(MENENDEZ et al., 2017, aceptado): 1 (sin sintomas), 2 (1-20% aciculas de 2 anos bajo el punto
de inoculacién dafadas (amarillas o marrones)), 3 (21-40% de aciculas de 2 anos bajo punto de
inoculacion danadas), 4 (41-60% de aciculas de 2 anos bajo punto de inoculacion danadas), 5 (61-
80% de aciculas de 2 anos y 0-50% de aciculas de 1 afo bajo punto de inoculacién danadas), 6 (81-
99% de aciculas de 2 anos y 51-99% de aciculas de 1 ano bajo punto de inoculaciéon danadas)y 7 (
todas las aciculas danadas).

Transcurridos 14, 30, 46 y 90 dias después de la fecha de inoculacién se muestred una planta
por especie de cada bloque vy tratamiento para la determinacion de compuestos quimicos en
distintos tejidos, excepto a los 90 dias que solo se muestrearon las especies poco o nada
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susceptibles, pues la mayoria de plantas del resto de las especies habian muerto ya. En 4 de esas 5
plantas, tanto inoculadas como controles se muestreo un cilindro de tallo de aproximadamente 3 cm
de longitud y correspondiente a la zona de inoculacién. Una vez eliminado el parafilm y la gasa, se
descortez6 y la madera del xilema se hizo lascas con un sacapuntas de acero inoxidable, congelando
este material a continuacion a -18°C hasta la fecha de analisis. Un dia antes de la extracciéon acuosa
del material congelado, éste se pasd del congelador al frigorifico a 4°C. El extracto se obtiene
homogenizando 0.5 g de material vegetal con 5 ml de agua destilada proxima a 0°C (mantenida sobre
hielo) en un homogeneizador Polytron (Polytron Dispersing Technology Laboratory Systems,
Kinematica AG, Lucerne, Switzerland), durante unos segundos, a velocidad 10 hasta formar una pasta
homogénea, luego se adicionan otros 5 ml de agua y se vuelve a homogenizar. El homogeneizador se
inserta luego en otro tubo con 10 ml de agua, con el objeto de lavar el vastago para utilizarlo en la
muestra siguiente. El contenido de los tubos se deja reposar unos minutos y luego se filtra a vacio,
primero el contenido del tubo con la muestra y luego el del tubo con agua. El extracto obtenido se
trasvasa a un matraz de 25 ml, enrasando con agua destilada. El contenido del matraz es pasado a
un vaso e introducido en un bano termostatizado a 25°C (RTE 110 NESLAB Temperature Controlled
Liquid Systems, Valkenswaard, Netherlands), donde se realizan las medidas de pH y Eh con un
pHmetro (713 pHmeter Metrohm, Herisau, Switzerland). El electrodo de referencia utilizado en ambas
medidas fue un Methrom 6.0786.100 Ag, AgCl 3M KCI. Para la medida del pH se utilizé6 un electrodo
de vidrio Methrom 6.0123.100 pH, y para la medida del potencial redox un electrodo de platino
Methrom 6.0351.100Pt. La calibracion de la medida del pH fue con Buffer a pH 4 y 7. La medida del
Eh en la solucién se hace siguiendo el procedimiento descrito por NORDSTROM (1998), bajo burbujeo
de N2, la calibracion del equipo con disolucion de ZoBell. El valor del Eh se corrigié anadiéndole el
potencial del electrodo de referencia respecto al electrodo estandar de hidrogeno (209 mV). Debido a
la dependencia del Eh con el pH, se calcul6 el valor del Eh a un pH determinado, en este caso 5.35,
Ehs3s= Eh+ (pH-5.35)*59 (MEGONIGAL et al., 1993), siendo 5.35 el valor promedio de pH del
extracto acuoso del xilema de las especies consideradas. La conductividad eléctrica del extracto se
midi6é con un conductivimetro tipo CDM3, en celda de 1cm (Radiometer, Cophenagen, Denmark).
El analisis estadistico de los datos se realizé con el software SPSS v. 13.0 ( SPSS Inc., Chicago

IL, USA), en base a resultados de susceptibilidad de las especies obtenidos previamente del mismo
ensayo (MENENDEZ et al, 2017, aceptado). Se aplicod el siguiente modelo a los grupos de especies
susceptibles y poco o nada susceptibles, en cada fecha de muestreo después de la inoculacion,

X=p+ Spi+ Iy + (Sp x ij + Eiai
donde Sp es la especie e | el tipo de inoculo (H20 o Bursaphelenchus xylophilus); mientras que al
grupo de muy susceptible, con una sola especie, se aplicé el modelo

X=p+li+ g

Para la comparacion de medias se us6 el test de Duncan.

4. Resultados

Los diagramas Eh-pH para cada grupo de especies de pino segln su grado de susceptibilidad
al nematodo muestran diferencias en la variacién conjunta de ambos parametros (Figura 1). Las
especies poco 0 nada susceptibles parecen reaccionar al nematodo, en comparacion a la simple
inoculacion con agua (control), con una tendencia al descenso de pH y Eh a los 14 dias de la
inoculacion, luego a los 30, sigue el descenso de pH, a los 46, continua igual excepto P. taeda que
incrementa su Eh. Estas especies sobrevivieron después de 90 dias, fecha en que dichos parametros
se estabilizaron para todas las plantas (inoculadas con agua y con B. xylophilus) y se mantuvieron en
un rango de pH (5.20-5.62) y Eh (247-305mV). Las especies susceptibles reaccionan mas lento,
primero a los 14 y 30 dias con un descenso de pH y luego a los 46 dias, también con un descenso de
Eh. A los 90 dias ya habian muerto todas las plantas. La especie muy susceptible reacciona a los 14
dias con descenso de pH y Eh, luego a los 30 y 46 dias mantiene la bajada de pH pero reacciona de
forma contraria a las demas especies incrementando el Eh.
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Diagramas Eh-pH en extracto de xilema del drea de inoculacion en especies no susceptibles al Bursaphelenchus xylophilus
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Figura 1. Diagramas Eh-pH del extracto de xilema en la zona de inoculacion a los 14, 30, 46 y 90 dias después de la
inoculacion de las plantas con Bursaphelenchus xylophilus (B. x) o con agua (H20) en especies de pino no susceptibles al
nematodo (P. canariensis, P. halepensis, P. pinea y P. taeda), susceptibles (P. pinaster y P. radiata) y muy susceptible (P.
sylvestris). Las plantas de especies susceptibles y de la especie muy susceptible murieron antes de los 90 dias.

Los resultados del ANOVA para cada grupo de especies segln su susceptibilidad al nematodo
del pino, para los parametros testados en el extracto acuoso de xilema en la zona de inoculacién, pH,
Eh a pH 5.35, y conductividad eléctrica, se muestran en la Tabla 1, habiendo comprobado
previamente la normalidad y homocedasticidad de los datos. Para las especies poco 0 nada
susceptibles, los resultados del test de Duncan de comparacién de medias (Figura 2), muestran un
descenso significativo del pH a los 30 dias de haber sido inoculadas, manteniéndose este descenso
hasta los 45 dias, para luego no apreciarse diferencia entre tratamientos a los 90 dias; en las
especies susceptibles, este descenso significativo de pH es observado también a los 30 dias, no
siendo ya significativo a los 46; en la especie muy susceptible, el descenso significativo del pH se
observa ya a los 14 dias, manteniéndose hasta los 30, no siendo ya significativo ese descenso
después (Figura 2). El potencial redox, que esta relacionado con el nivel de oxidacion, en este caso
del xilema en la zona de inoculacion, y por tanto con el deterioro de ese tejido, desciende
significativamente en las especies poco o nada susceptibles a los 30 dias después de la inoculacién
con B. x, pero luego se estabiliza en las fechas de muestreo siguientes, no observandose diferencias
en el Eh de plantas inoculadas con las control; en las especies susceptibles no se aprecian cambios
significativos en ninguna fecha, y en la especie muy susceptible, disminuye significativamente a los
14 dias después de la inoculacién con B. x, para luego, al contrario de lo ocurrido en las especies no
susceptibles y susceptibles, incrementar y ser este incremento significativo a los 45 (Figura 2).
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Tabla 1. Componentes de la varianza del pH, Eh a pH 5.35 y conductividad del extracto acuoso de xilema en la zona de
inoculacion medidos a 25°C y presion atmosférica para cada grupo de especies segun su susceptibilidad al nematodo del
pino, en las distintas fechas de muestreo después de la inoculacién con B. xylophilus 6 H20. Sp ( especie: no susceptibles

(P. canariensis, P. halepensis, P. pinea, P. taeda), susceptibles (P. pinastery P. radiata) y muy susceptible (P. sylvestris), |
(inéculo: H20 6 B. xylophilus).

ecie mu
Especies no susceptibles Especies susceptibles Esp i Y
susceptible
Sp 1 Sp*1 Sp 1 Sp *1 I
Dia Fsza Pr=F Fiza Pr>F Fsza Pr>F Fis Pr>F Fis Pr>F Fis Pr>=F Fis Pr=F

14 51 0,007 87 0,007 4,7 0010 50 0045 4,5 0,056 31 0,106 15,7 0,007
30 08 0,513 239 0,000 02 0911 24 0,149 256 0,000 22 0,164 37,4 0,001
46 028 0,517 281 0,000 33 0037 09 0350 0,5 0,488 16 0,225 43 0,083
90 49 0,008 05 0,493 1,0 0,408

pH

14 49 0,008 202 0,000 4,0 0019 3,2 0096 4,3 0,060 02 0,655 66 0,000

thaonsas 30 57 0,004 349 0,000 1,3 0289 63 0029 0,2 0,700 52 0,044 42 0,086
apH5,

46 18,8 0,000 02 0,695 46 0011 00 0,846 27 0,124 00 0972 69 0,039

80 84 0,001 0.0 0,838 5,1 0,007

14 89 0,000 0.0 0,983 0,7 0533 0,1 0,782 0,2 0,630 29 0,117 34 0,116

B 30 6,1 0,003 26 0,121 0,4 0773 0,4 0547 1,1 0,308 29 0,116 24,8 0,002
Conductividad

46 9,1 0,000 1.1 0,308 1.4 0.259 0,2 0,885 11.6 0,005 09 0371 19 0,213

90 12,5 0,000 12,1 0,002 0,2 0,867
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Figura 2. Variacion de pH, Eh a pH 5.35 y Conductividad en el extracto de xilema en la zona de inoculacién a los 14, 30, 46y
90 dias después de la inoculacion de las plantas con Bursaphelenchus xylophilus (B. x) o con agua (H20) en especies de
pino no susceptibles al nematodo (P. canariensis, P. halepensis, P. pinea y P. taeda), susceptibles (P. pinaster y P. radiata) y
muy susceptible (P. sylvestris). Las plantas de especies susceptibles y de la especie muy susceptible murieron antes de los
90 dias.

La conductividad eléctrica del extracto nos da idea sobre la concentracion de solutos en esa
zona. En especies poco o nada susceptibles, no se observan cambios significativos de este parametro
hasta los 90 dias después de la inoculacion, cuando la conductividad es significativamente mas alta
en plantas inoculadas con B. x que en las inoculadas con agua; en las especies susceptibles, este
mismo efecto se observa antes, a los 45 dias de la inoculacion, y en la especie muy susceptible,
mucho antes, a los 30 dias (Figura 2).
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5. Discusion

El descenso significativo del pH en el extracto acuoso del xilema en la zona de inoculacién con
B. xylophilus en todas las especies de pino ensayadas en este experimento, independientemente de
que sean poco o0 hada susceptibles al nematodo (P. canariensis, P. halepensis, P. pinea y P. taeda),
susceptibles (P. pinastery P. radiata), o muy susceptible (P. sylvestris), podria inducirnos a pensar que
sustancias de caracter acido, que ademas pudieran ser antioxidantes (por el descenso anadido de Eh
en las especies poco o nada susceptibles a los 30 dias después de la inoculacion con B. x y a los 14
en la especie muy susceptible) estarian implicadas en esa respuesta inicial de las plantas al
patdgeno. El glutation, tripéptido de caracter acido es considerado el mayor antioxidante endégeno
producido por las células (FOYER & NOCTOR, 2013); el acido ascérbico, de caracter acido y
considerado un antioxidante por excelencia es otro ejemplo (SMIRNOFF, 1996; HOREMANS et al.
2000); los acidos fendlicos, metabolitos secundarios presentes en los pinos, con su caracter acido
por una parte, y su gran capacidad antioxidante, por otra, podrian ser también moléculas que
interviniesen en el proceso de defensa (SIMIC, 2007; RICE-EVANS et al., 1996). ZHAO (2008) indicé
gue en China se estaba utilizando la medida de pH en tejidos de arboles muertos por la enfermedad
del marchitamiento de los pinos causada por este nematodo, basandose en la informacion de un
descenso significativo de pH en arboles muertos en relacién a arboles sanos (YOU et al, 1994; WANG
et al. (2000 & 2001)). La toma de muestra 14 dias después de la inoculacién de las plantas y no
antes, nos impide saber el momento, en ese periodo de tiempo, en el que se produce una respuesta
de defensa. Quizas en un primer momento se hubiese observado un incremento de Eh debido a ese
incremento de radicales de oxigeno y peréxido supuestamente originados por el contacto del
nematodo con el xilema y su paso a través de él. También es posible que después de esto, la planta
respondiera biosintetizando sustancias antioxidantes para contrarrestar esa explosion oxidativa, y por
tanto, a los 14 dias de la inoculacién con B. xylophilus observemos esa tendencia al descenso de Eh,
gue continlia en especies no susceptibles a los 30 dias con respecto a las inoculadas con agua, y
posteriormente deja de observarse; en las especies susceptibles hay una tendencia a la baja en este
parametro, aunque mas tardiamente y sin significacion estadistica, mientras que en la especie muy
susceptible, primero, a los 15 dias de la inoculacion el Eh baja en las plantas inoculadas con
nematodo con respecto a las inoculadas con agua, pero luego incrementa, contrariamente a lo
ocurrido en las otras especies, y a los 45 dias es significativamente superior al valor observado en
plantas inoculadas con agua, supuestamente no pudiendo esta especie responder de forma eficiente
para contrarrestar la explosion oxidativa originada por la presencia del patégeno. En cuanto al
incremento significativo de conductividad eléctrica en plantas inoculadas con nematodo en relacion a
plantas inoculadas con agua, es observado primero en la especie muy susceptible, a los 30 dias de la
inoculacion, luego en las especies susceptibles, un poco después, a los 45 dias, mientras en las
especies no susceptibles, este hecho ocurre mucho mas tarde, a los 90 dias. Los solutos circulan en
el xilema con la savia bruta, de las raices a las hojas. Este incremento de conductividad en la zona de
inoculacion pudiera estar relacionado con la posible inmovilizacién de esos solutos en la zona, tras el
bloqueo de estos canales debido a la emigraciéon del nematodo a través de ellos.

6. Conclusiones

Independientemente de la susceptibilidad al nematodo del pino (Bursaphelenchus xylophilus),
el tejido xilematico de plantulas de 2 anos de edad alrededor de la zona de inoculacion en las
especies estudiadas incrementa su acidez después de la inoculacion, produciéndose este hecho
antes en la especie muy susceptible. Por otra parte, la especie muy susceptible se diferencia de los
demas grupos de susceptibilidad en que después de un descenso inicial del potencial redox, éste
incrementa rapidamente de forma significativa, pudiendo este hecho estar relacionado con una
pronta oxidacion de estos tejidos.

Los incrementos de conductividad después de la inoculacién con B. xylophilus son observados
primero en la especie muy susceptible, luego en las especies susceptibles y mas tardiamente en las
no susceptibles, pudiendo indicar un bloqueo en la movilizacién de solutos a través del tallo.
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