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Efecto de la disponibilidad de luz en la interaccién entre el curculiénido Hylobius abietis y

Pinus pinaster. intensidad del dafo, respuestas defensivas de las plantas y variacion entre
procedencias

SUAREZ-VIDAL, E.1, LOPEZ-GOLDAR, X.1, ZAS R.1, SAMPEDRO, L.

1 Misién Biolégica de Galicia (MBG-CSIC. Apdo. 28, Pontevedra, 36143, Galicia, Espafia).

Resumen

La produccion de defensas quimicas en los pinos es costosa y debe balancearse con la inversion
en otras funciones vitales. Cambios ambientales que alteren el proceso fotosintético, como la
falta de luz, podrian afectar la capacidad defensiva de las plantas frente a herbivoros. En
trabajos previos se observé que el dano por Hylobius abietis, importante herbivoro en la etapa
juvenil de Pinus pinaster, es mayor en oscuridad. Nuestro objetivo es conocer por qué la
disponibilidad de luz modifica el resultado de la interacciéon planta-insecto, algo que podria
deberse a restricciones fisiolégicas en la planta o al habito nocturno del insecto. Para ello
expusimos pinos de tres procedencias sometiendo planta y/o insecto a luz u oscuridad durante
6 dias en un diseino factorial completo con muestreos destructivos, estudiando las respuestas de
la planta y el consumo del insecto. La privacion de luz sobre la planta no afecté a la intensidad de
la respuesta defensiva (P=0.616); el dafo por el insecto fue mayor cuando éste se encontraba
en condiciones de oscuridad (P=0.003) y difiri6 significativamente entre procedencias (P=0.044).
Estos resultados sugieren un efecto directo de la luz el comportamiento del insecto, sin
restricciones fisioldgicas defensivas de la planta en oscuridad.

Palabras clave
Herbivoria, privacion de luz, defensas inducidas, carbohidratos, variacion genética.

1. Introduccion

El almacenamiento y produccion de resina y compuestos fendlicos es el principal
mecanismo defensivo de las coniferas. Se trata de un sistema defensivo “cuantitativo”, ya que,
de forma general, sigue un patrén dosis-dependiente, es decir, a mayor concentracion de estos
compuestos toxicos, mayor es la resistencia contra plagas y patégenos (Zas y Sampedro., 2015).
En respuesta a los dafios ocasionados por insectos y patdégenos los pinos, como otras plantas,
pueden incrementar la concentracion de sus defensas quimicas, lo que se conoce como
“defensas inducidas”. Terpenos y fenoles son compuestos carbonados costosos de producir, por
ello, la inversién en defensas quimicas debe estar equilibrada con la energia destinada al resto
de las funciones vitales, como crecer, reproducirse y la tolerancia a otros estreses. Las defensas
inducidas suponen, de hecho, una estrategia de ahorro de recursos, ya que la sintesis de
defensas se ejecuta s6lo cuando es realmente necesaria. Sin embargo, la sintesis de defensas
inducidas también es costosa para la planta, y requiere de gran cantidad de recursos carbonados
(SAMPEDRO et al 2011). Cualquier limitacién en el suministro de carbono, como la falta de luz o
el cierre de estomas ante un evento de sequia (propio de especies isohidricas como los pinos)
podria, por tanto, reducir la capacidad para generar defensas inducidas. Conocer hasta qué
punto la sintesis de defensas inducidas depende de la disponibilidad de fotosintatos de reciente
sintesis resulta esencial para comprender la capacidad de hacer frente a multiples estreses, algo
que se espera que sea especialmente critico en circunstancias ambientales cambiantes.

En un trabajo previo (LOPEZ-GOLDAR et al., 2016) se observé que tanto el dafio causado
por el curculiénido H.abietis sobre los pinos como la produccién de resina por la planta, fue
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mayor cuando ambos (planta e insecto) fueron sometidos a oscuridad. Sin embargo, estos
resultados no aclaran en qué medida la alteracion de la actividad fotosintética, debida a
restricciones de luz, podria condicionar las respuestas fisiolégicas de la planta en respuesta a la
herbivoria, ni hasta qué punto la mayor actividad del insecto en condiciones de oscuridad se
debe a cambios fisiol6gicos en la planta, como se ha demostrado en otros sistemas (ARIMURA et
al., 2008; DANIELLE et al., 2012; KIM et al., 2011; SHIOJIRI et al., 2006), ya que los tratamientos
de luz y oscuridad fueron aplicados a la totalidad de la planta e insecto de forma simultanea.

En este trabajo exploramos estas cuestiones en diferentes procedencias de P. pinaster
expuestos a H. abietis, curculiénido comedor del floema y corteza que causa importantes danos
en el tallo de las plantas, causando el anillamiento y muerte de las mismas. Para ello, realizamos
un experimento bajo condiciones controladas con un diseno factorial en el que se cruzaron dos
tratamientos de disponibilidad de luz (luz natural / oscuridad) aplicados sobre la planta o sobre
el insecto en un diseno factorial completo.

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es conocer hasta qué punto la privacion de luz altera el
resultado de la interaccion pino-curculiénido, y si dicha alteracion es debida a un cambio de
comportamiento del insecto, del estado fisiol6gico de la planta en ausencia de luz y fotosintesis o
a efectos interactivos de ambos factores.

La hipétesis principal es que si las respuestas generadas por el pino frente al ataque del
insecto dependen de la actividad fotosintética de la planta, la restriccién de luz limitara la
capacidad de los pinos de responder al dano causado por el insecto. Por el contrario, si la
respuesta de plantas en condiciones de luz fuese similar a la de las plantas en condiciones de
oscuridad indicaria la ausencia de limitaciones fisiolégicas defensivas en falta de luz y sugeriria
que las diferencias observadas deberian derivarse de un efecto directo de la luz sobre el
comportamiento del insecto.

3. Metodologia

Plantas de Pinus pinaster Ait. de tres anos de edad y tres procedencias (Galicia-Costa,
Soria-Burgos y Marruecos) fueron expuestas a herbivoria experimental por el insecto curculidnido
H. abietis, y sometidas a dos factores principales: luz sobre la planta y luz sobre el insecto, en un
diseno factorial completo replicado en 6 bloques. Cada uno de estos factores consté de dos
niveles: luz natural y oscuridad completa, como se ilustra en la figura 1.

Para los tratamientos de herbivoria, un macho y una hembra de peso conocido fueron
recluidos en una caja de madera de 7 x 4 x 3 cm con los laterales de plastico transparente
provistas de un bebedero, cortando previamente las aciculas en la zona de la caja. Para los
tratamientos de privacion de luz al insecto, la caja se recubrié con dos capas de cinta adhesiva
negra, permaneciendo los insectos en las plantas con luz en la caja transparente. Para restringir
la luz a la planta se emplearon bolsas de plastico agricola negro, cubriendo las plantas control
expuestas a la luz con una bolsa transparente de la misma galga. Como control sin herbivoria se
establecid un conjunto idéntico de plantas provistas de cajas pero sin insectos. Las plantas
fueron mantenidas durante 6 dias con los tratamientos de herbivoria y luz correspondientes en
un invernadero en la Mision Biologica de Galicia (CSIC) bajo condiciones controladas de luz,
humedad y temperatura.
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Figura 1. Tratamientos cruzados de luz en planta e insecto.

A los 6 dias se retiraron los insectos y se cosecharon las plantas. El area mordida por el
insecto se determind mediante un film adherente que se pegd al tallo (Fig. 2), en el que se
marcaron las mordeduras de la corteza, y que posteriormente fue escaneado y sometido a
analisis de imagen con el software Image ProPlus®.

Figura 2. (A) Exudacion de resina tras el dano causado por el curculiénido H. abietis en el tallo y (B) delimitacion del
area mordida en la parte experimental del tallo para su posterior analisis con el software Image ProPlus®.
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A continuacion se procedid a la extraccion de la resina la parte experimental del tallo-con
hexano y la concentracion de su fraccion no volatil (mayormente diterpenos) se determiné
gravimétricamente en balanza de precision tras la evaporacion del extractante (MOREIRA et al.,
2009). Los azucares solubles totales y almidén se extrajeron con etanol y HCI respectivamente, y
su concentracion se determind espectrofotométricamente con antrona en &cido sulflrico
(HANSEN & MOLLER., 1975).

Los datos se analizaron mediante un ANOVA con tres factores fijos (poblacion, luz en el
insecto y luz en la planta) y un factor aleatorio (bloque) utilizando el procedimiento Proc Mixed de
SAS. Cuando los residuos del modelo no fueron normales, las variables dependientes se
transformaron mediante log (x+1) para conseguir la normalidad.

4. Resultados
Efecto de la restriccion de luz en planta e insecto sobre los danos causados por éste:

Los resultados obtenidos muestran que los insectos comieron mas cuando estuvieron en
oscuridad, produciendo una mayor area mordida (tabla 1). No encontramos un efecto
significativo de la restriccion de luz en la planta sobre la intensidad de alimentacion del insecto (p
= 0.859), pero si encontramos diferencias significativas entre procedencias (p = 0.044) en el
dano causado por el insecto, con un mayor consumo en las plantas de Marruecos (figura 3)
respecto a Galicia-Costa y Soria-Burgos.

Tabla 1. Efecto de los tratamientos cruzados de luz sobre la planta o sobre el insecto en el area mordida (mm2)
por H. abietis. Media * E.S. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos de luz del
insecto y las n.s las diferencias no significativas de los tratamientos de luz en las plantas.

Insecto en luz Insecto en oscuridad Efecto de la luz
(area mordida, mm?2) (area mordida, mm2) sobre el insecto
*%*
Planta en luz 157.95 + 20.3 218.73 + 28.14
Planta en oscuridad 143.26 + 18.49 230.30 + 29.67 *%
Efecto de la luzen la
planta n.s. n.s.
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Figura 3.Dano causado por H. abietis en las tres procedencias estudiadas (Galicia-Costa, Soria-Burgos y
Marruecos) de Pinus pinaster. Media + E.S.

Efecto de los tratamientos de luz en planta e insecto sobre la respuesta de la planta:

La exposicion al insecto provocd un claro incremento de la concentracion de resina en la
parte experimental del tallo respecto a las plantas control sin insecto (Figura 4). El incremento de
resina fue mayor cuando el insecto estuvo sometido a oscuridad (Figura 4), no habiendo
diferencias en funcién del tratamiento de luz en la planta. Al igual que con los danos, la
produccién de defensas inducidas fue diferente entre procedencias (figura 5), siguiendo el
mismo patrén que el del dafo.
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b) Insecto en luz
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Figura 4. Efecto de la exposicion al insecto H. abietis durante 6 dias sobre la concentracion de resina no volatil
(mg g1 peso seco) en pinos de tres anos de edad con el insecto en oscuridad (a) o en luz (b) para los diferentes niveles
de luz en la planta (planta en luz puntos blancos, planta en oscuridad puntos negros). Medias + E.S.
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Figura 5. Concentracion de resina no volatil (mg g1 peso seco) en los tratamientos control y herbivoria para las
tres procedencias estudiadas (Galicia-Costa, Soria-Burgos y Marruecos). Media + E.S.

Efecto de los diferentes tratamientos de luz en planta e insecto en las reservas:

Se observé una disminucion significativa de la concentracion de azlcares solubles a los
seis dias de exposicion al insecto, aunque no encontramos diferencias significativas entre
tratamientos de luz en planta e insecto. Asimismo, los tratamientos no generaron diferencias
significativas en la concentracion de almidén.
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5. Discusion

Nuestros resultados descartan la hipotesis de partida en la que planteabamos que la
respuesta defensiva en los pinos frente a este insecto podria deberse a limitaciones fisiol6gicas
defensivas en ausencia de fotosintesis o posibles efectos indirectos mediados por cambios
fisiolégicos en la planta en relacion al régimen de luz. Al descartar esta idea, y vista la ausencia
de interaccién entre los efectos de la privacion de luz en insecto y en la planta, los resultados del
presente trabajo sugieren que el habito de consumo preferente en oscuridad depende de un
efecto directo de la luz sobre el comportamiento del insecto. Un patrén de alimentacion mas
activo de este insecto en oscuridad ya ha sido descrito anteriormente en invernadero por LOPEZ-
GOLDAR et al. (2016) y también in vitro por FEDDERWITZ et al (2014).

Por otro lado, nuestros resultados proporcionan evidencias de que la produccion de resina
inducida en respuesta al ataque por el insecto no esta restringida en ausencia de fotosintesis, y
que, por tanto_el origen de los compuestos carbonados empleados en la sintesis de resina
inducida podria partir de otras fuentes de carbono distintas de los fotosintatos de reciente
sintesis, como carbohidratos de almacén, a pesar de que no encontramos un descenso
significativo en la concentracion de almidén en los tejidos analizados.

Por otro lado, se observd que la procedencia mas atacada fue la de Marruecos. Este
hecho podria estar relacionado con que este origen no se encuentra dentro del rango actual de
distribucion natural del insecto (Europa y Asia, SCOTT & KING, 1974). Podriamos especular que si
los pinos de este origen no han evolucionado en presencia de este insecto, podrian carecer de un
sistema de defensa efectivo, carecer de mecanismos de reconocimiento del dano especificos, o
bien que la reaccion defensiva no resultase tan eficaz como en otras poblaciones que hayan
evolucionado en su presencia (como Galicia-Costa y Soria-Burgos). Estas diferencias abren las
puertas a profundizar en el estudio de mecanismos de resistencia en poblaciones marginales,
que no hayan coevolucionado con el insecto.

6. Conclusiones

Con estos resultados se descarta la hip6tesis de partida; la planta no ve mermada su
capacidad defensiva ante la privacion de luz y la consecuente inanicién de carbono.

Se corrobora, como ya se habia demostrado en trabajos anteriores, que el insecto se
alimenta mas en condiciones de oscuridad que en luz.

Las procedencias incluidas en el estudio difieren en la susceptibilidad al dano por el
insecto, que se alimentd con mas intensidad en las plantas de origen Marroqui.
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