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RESUMEN

El hongo Fusarium circinatum Nirenberg & O "Donnell, causante del chancro resinoso del
pino, es actualmente la enfermedad mas importante de masas de coniferas silvestres y
comerciales a nivel mundial. Ha tenido una expansion global en los Ultimos anos
amenazando a paises donde aln no se conoce su presencia. En este estudio describimos
la accién patogénica pre-germinacién y post-emergencia por medio de pruebas de
patogenicidad con procedencias europeas de Pinus sylvestris y Pinus radiata. Estas
procedencias fueron inoculadas via sustrato en tres concentraciones esporales (50, 103y
106 esporas mlt) midiendo el porcentaje de germinacion y el tiempo de supervivencia. Se
utilizaron las pruebas chi-cuadrado (X2) y el estimador de sobrevivencia de Kaplan-Meier
(P=0.95). Demostramos que en relacibn a la concentracion esporal utilizada, hay
diferencias significativas en el tiempo de mortalidad, variando también la susceptibilidad
de las procedencias, destacando en susceptibilidad las procedencias de Austria, Reino
Unido, Grecia y Espafna. Esto indica que la diversidad geografica de los hospederos no es
un limitante para la expansion de la enfermedad, a la vez se confirma la alta patogenicidad
para el género Pinus. La variabilidad climatica puede favorecer la expansion de la
enfermedad en zonas libre del patégeno.
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1. Introduccion

La enfermedad del Chancro Resinoso del Pino, es una grave patologia forestal que es
causada por el hongo ascomicete Fusarium circinatum, principalmente sobre las especies
del genero Pinus, y sobre Pseudotsuga menziesii (Mirb) (NIRENBERG Y O'DONNELL, 1998),
aunque se sabe de la susceptibilidad de Picea abies (Flores-Pacheco, et al. Datos no
publicados). La enfermedad afecta con mas virulencia la especie de Pinus radiata D. Don,
que es la conifera mas plantada en todo el mundo (CRITCHFIELD, 1966). La enfermedad
fue detectada por primera vez en el sureste de Estados Unidos de América (EEUU) sobre
Pinus virginiana Mill (HEPTING AND ROTH, 1946), aunque se cree que el patégeno es
endémico tanto de ahi como de México (DWINELL, 1985; GUERRA-SANTOS, 1998). Desde
entonces se ha extendido por gran parte de la geografia mundial. En muchos casos a
causa de las practicas de manejo forestal intensivo (DWINELL, 1985). Asi, hasta el
momento el patégeno se ha detectado en Haiti donde afectaba a Pinus occidentalis
(GEORGE ET AL., 1946). Sin embargo, no fue hasta 1986 cuando su expansion se acelero
ganando importancia en las plantaciones nativas e industriales de pino a nivel mundial con
mayor énfasis en Pinus radiata (GORDON ET AL., 1996). En el ano 1987 se registro la
primera infeccion en Asia, especificamente en Japén (EUROPEAN UNION, 2011) sobre
Pinus luchuensis. En el mismo ano se detecté en México afectando a Pinus radiata
(SCHWEIGKOFLER ET AL., 2004). Desde entonces se ha detectado en 19 especies de pino
en la zona central de México (ALVAREZ-LOAYZA & TERBORGH, 2013). El Ministerio de
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Agricultura y Montes de Nueva Zelanda (ITURRITXA ET AL., 2011) con fecha de 29 de abril
de 2010 ha declarado la deteccion de material vegetal procedente de Canada infectado F.
circinatum (MITCHELL ET AL., 2013). La enfermedad es reportada en Sudafrica por
PORTER ET AL., (2009), a pesar que se conoce de posibles afectaciones desde 1994. En
este reporte se confirma que Fusarium circinatum es el causante de la pudricion radicular
en Pinus patula y Pinus radiara, siendo este el mas susceptible, se observd esta
sintomatologia y daifos en campo y en viveros.

En los Gltimos anos su expansion ha continuado por diversas area del mundo, tales como
Chile (WINGFIELD, ET AL., 2002, THWAITES ET AL., 2005), Espana (LANDERAS ET AL.,
2005), Portugal (BRAGANCA ET AL., 2009), Italia (CARLUCCI ET AL, 2007), Corea del Sur
(LEE ET AL., 2009), Uruguay (ALONSO & BETTUCCI, 2009) y Colombia (STEENKAMP et al.,
2012). Se reporté el ingreso del patégeno en Nueva Zelanda y el inicio de su
caracterizacion epidemiolégica para las especies de Pinus locales (MEASON & MASON,
2014). El ultimo reporte confirmado se tiene en Brazil (PFENNING et al., 2014). Esta
enfermedad estaba dentro de la lista A1 de la EPPO (European Plant Protection
Organization) hasta el momento en que se detecté en Espana y Francia (actualmente
erradicado), pasando entonces a aparecer dentro de la lista de cuarentena A2 (plagas
presentes en alguna region de la EPPO) (MEDITERRANEAN, 2009).

Basado en lo dicho anteriormente, presentamos un estudio en el que empleamos
diecinueve procedencias de europeas de Pinus sylvestris y una de Pinus radiata, que
funciona como control por su conocida susceptibilidad a la enfermedad, en el cual
evaluamos la susceptibilidad de las diferentes procedencias de estas especies a Fusarium
circinatum, por medio de su accién pre-germinacion y post-emergencia en semillas y
plantulas, respectivamente. Estimamos la virulencia a través de la tasa de la mortalidad,
en relacion al tiempo, de la utilizacién de tres concentraciones esporales del patégenos en
las distintas procedencias. Esto nos permite conocer el potencial de expansion del hongo
por territorio europeo en relacion a la diversidad geografica de los hospedantes. Nuestra
hipétesis se centra en la posibilidad identificar una precedencia de Pinus sylvestris
resistente o con elevada tolerancia a Fusarium circinatum, con lo que se ampliarian las
opciones de manejo de la enfermedad.

2. Objetivos

v" Evaluar el grado de patogenicidad de Fusarium circinatum en Pinus sylvestris por
medio de la evaluacion de mortalidad en pre-germinacion y post-emergencia.

v' Estimar la virulencia de Fusarium circinatum en base a la velocidad y tasa de
mortalidad en Pinus sylvestris.

v' Estudiar el efecto de la dosis del inoculo de Fusarium circinatum en distintas
precedencias europeas de Pinus sylvestris.

3. Metodologia

El micelio del hongo Fusarium circinatum (aislado FcCa6), se sembré en PDA (Patata -
Dextrosa - Agar). Posteriormente se preparé 1 litro de PDB Scharlau® (Potato Dextrose
Broth). A la solucién se agregaran 24 gramos de PDB por litro de agua destilada, sometida
a un ciclo de autoclave a 120° C por 20 minutos en matraz Erlenmeyer de un litro de
capacidad. Una vez que la solucion alcanzo temperatura ambiente (aproximadamente 24°
C) se cortan 5 trozos de PDA con micelio de aproximadamente 5 mm diametro
depositandolos en 1 litro de PDB. Se colocé el matraz Erlenmeyer en el agitador orbital a
180 ciclos por minuto durante 24 horas continuas. Pasado este tiempo se procedié al
conteo de esporas con un hemocitdmetro ajustando la suspension a tres concentraciones,
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50, 103, 106 esporas ml1. Para ajustar las suspensiones a las concentraciones deseadas
se adiciono agua destilada esteriliza (MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2014). Para el
establecimiento del ensayo se utilizan bandejas de germinacion de 96 alveolos de 36 cc
cada uno. Se colocé una semilla por alveolo. El control se establece con igual cantidad de
semillas. Cada alveolo es inoculado con 100 ul suspension esporal (CABEZA ET AL., 20006).
Las bandejas inoculadas se mantuvieron en condiciones controladas a 25° C de
temperatura con un fotoperiodo de 16 horas luz, 60% humedad relativa y con régimen de
riego semanal con agua destilada estéril.

El analisis estadistico de la supervivencia de las plantulas de Pinus sylvestris y Pinus
radiata frente a las distintas dosis inoculadas de Fusarium circinatum se llevé a cabo
mediante el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier (K-M). Utilizando el paquete
estadistico “Survival” implementado sobre el programa “R” (R-DEVELOPMENT-CORE-TEAM,
2013). Con las curvas de funciones de sobrevivencia que fueron calculadas usando la
funcién “survit”. La prueba estadistica para determinar diferencias entre dos o mas curvas
de supervivencia se calcularon con la funcién Test survival differences.

4. Resultados
Pre-germinacion

Al realizar la prueba de pre-germinacién con la concentracion esporal de 50 esporas ml?t
de Fusarium circinatum (Figura 1 A). En esta concentracion la procedencia mas susceptible
al patdégeno procedente de Reino Unido (BA) que tuvo una germinacion de 48% (p=0.02),
en comparacioén al control correspondiente que tuvo una germinacion de 78.95%. En una
segunda fase de la evaluacion se utilizé una concentracioén esporal 103 esporas ml-t (Figura
1 B), se confirmé la mayor susceptibilidad de la procedencia de Grecia (GR1) con un 23%
de germinacion (p=0.001), respecto a su control que registro un 63% de germinacién. Con
el fin de conocer el efecto de concentraciones elevadas del in6culo de Fusarium
circinatum, utilizamos una concentracion de 106 esporas ml-1 (Figura 1 C), lo cual brind6
datos similares a los ya descritos. En orden de sensibilidad se mantuvieron en el siguiente
orden las procedencias, North Central - Glen Afric de Reino Unidos (GA) con 50% de
germinacion (p=0.007), la procedencia de Turquia (TU2) con 56% (p=0.008), de
germinacion y la polaca (PO1) con el 57% de germinacion (p=0.007). Esto, en relacion al
control correspondiente para cada procedencia evaluada.
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Figura 1. Efecto pre-germinativo en la reduccion de la germinacion en semillas de Pinus sylvestris y Pinus
radiata inoculadas con Fusarium circinatum A) 50 esporas mli; B) 103 esporas ml1; C) 106 esporas mll. Las
procedencias se diferencian y ordenan por bloques de origen. Letras distintas indican diferencia
estadisticamente significativa (X2= prueba chi-cuadrado, P=0.95) entre procedencias comparadas con semillas
control. Se grafica utilizando los valores de la media.

Post-emergencia
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Para la concentracion esporal de 50 esporas ml!l (Tabla 1), se encuentra que las
procedencias de Pinus sylvestris mas susceptibles son las pertenecientes a Austria, AU1 -
AU4 (p =0.001), que murieron entre los dias 32 - 35 posterior a la inoculacién del hongo.
En el caso de la concentracion esporal de 103 esporas ml-t el tiempo de muerte de las
plantas se reduce a 15 dias. Las procedencias mas destacadas en cuanto a la
susceptibilidad son AU1 con muerte de las plantas entre los 5-14 dias (p=0.001), PO1 con
3-12 dias (p =0.001), TU2 con 3-12 dias (p=0.001) y Pinus radiata (Rad) de Espafa con 2-
14 dias (p=0.001), desde la inoculacién. En medida que se aumentd la concentracion
esporal, se reduce el tiempo, asi pues, al usar la concentracion de 108 esporas mll se
redujo el tiempo a 12 dias de sobrevivencia.

Tabla 1. Sobrevivencia post-emergencia para cada procedencia de plantulas Pinus sylvestris y Pinus radiata
para la inoculaciéon con suspension esporal de Fusarium circinatum a 50 esporas ml-1; 103 esporas ml-1y 106
esporas mli, Se utiliza el estimador no paramétrico de Kaplan-Meier (K-M, P=0.95) para la supervivencia en
funcién del tiempo (dias) en relacion a la probabilidad de muerte de las plantulas.

50 esporas ml-t 103 esporas mlt 108 esporas ml1

Cadigo Especie
X2 Significacion X2 Significacion X2 Significacion

AU1 P. sylvestris  18.150 X 20.880 **x 19.100 X
AU2 P. sylvestris  15.200 ns 3.200 **x 8.160 X
AU3 P. sylvestris  15.200 ol 17.140 i 16.970 x
AU4 P. sylvestris  17.110 ol 10.830 i 12.920 x
AB P. sylvestris ~ 1.000 ns 7.400 *x 14.230 *x
BA P. sylvestris  0.000 ns 6.070 *x 11.910 *x
BE P. sylvestris  0.000 ns 10.580 **x 32.000 *x
CCC P. sylvestris ~ 1.000 ns 10.200 **x 112.150 *x
GA P. sylvestris  0.000 ns 7.540 *x 19.710 *x
GE P. sylvestris ~ 1.000 ns 9.770 **x 12.090 **x
GL P. sylvestris ~ 1.100 ns 11.510 *x 29.110 ol
GR1 P. sylvestris ~ 1.000 ns 4.660 **x 12.030 **x
PO1 P. sylvestris  0.007 ns 26.700 **x 19.210 **x
PO2 P. sylvestris  0.005 ns 15.550 **x 29.000 **x
PO3 P. sylvestris  0.013 ns 23.670 o 3.010 x
SE2 P. sylvestris ~ 1.000 ns 17.230 o 10.090 x
TUl P. sylvestris ~ 1.000 ns 9.620 o 21.030 x
TU2 P. sylvestris ~ 1.000 ns 21.890 wx 17.630 x
SP P. sylvestris ~ 1.000 ns 10.010 wx 10.580 x
RAD P. radiata 31.000 ol 19.710 o 20.240 x

* = Diferencia significativa o = 0.05; ** = Diferencia significativa &« = 0.01; ns = Sin diferencia

significativa.

5. Discusion
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Hemos comprobado la susceptibilidad de veinte procedencias y dos especies del género
Pinus a Fusarium circinatum en semillas, efecto de pre-germinacion, y en plantulas, efecto
post-emergencia, al inocular al sustrato, con tres concentraciones esporales del hongo.
Con ello, no solo demostramos que existen diferencias significativas en cuanto a la
susceptibilidad al ser relacionada con la concentraciéon del inoculo y la procedencia del
género Pinus, sino también, con el tiempo requerido por el hongo para inducir la muerte de
la plantula. Estudios previos en procedencias y especies americanas, europeas y asiaticas
del genero Pinus han encontrados diferencias sustanciales en la susceptibilidad a
Fusarium circinatum (HODGE & DVORAK, 2007). La mayor parte de esta informacion esta
basada en pruebas de laboratorio realizadas con inoculaciones artificiales con distintos
métodos y concentraciones, sin embargo, en su mayoria estudian las mismas interacciones
interespecificas de la planta ante el patégeno a fin de evaluar su susceptibilidad (SWART &
WINGFIELD, 1991; GORDON et al., 1998; GORDON et al., 2006; ROUX et al., 2007a).

Coincidiendo con lo publicado por ITURRITXA et al. (2013) nuestros resultados sitdan a
Pinus radiata como la especie mas susceptible al hongo en estudio, con un tiempo de
muerte directamente relacionado con la cantidad de esporas inoculadas. Estos datos son
coherentes con los reportes de campo de las zonas afectadas en Espana, en los rodales
donde co-existen mas de una especie de Pinus, prevalece que es Pinus radiata la mas
afectada al ser comparada con Pinus pinaster y Pinus nigra, que a pesar de estar
infectadas, presentan menor severidad de la afectacion (ITURRITXA et al., 2012; PEREZ-
SIERRA et al., 2007; MARINEZ-ALVAREZ et al., 2014). Otros investigadores han reportado
una considerable variacion en la susceptibilidad dentro del género (CORRELL ET AL., 1991,
DWINELL, 1985) estas diferencias en los resultados podria explicarse por las diferencias
en las técnicas de inoculacion utilizadas y/o la variabilidad en el muestreo genético, indicio
de la existencia de heredabilidad de la susceptibilidad al patégeno (VIVAS ET AL., 2012).

Tomando como referencia estos y otros tantos estudios sumados el hecho que Fusarium
circinatum afecta en diversos grados a todo el género Pinus, y con mayor severidad a Pinus
radiata que a la fecha es la conifera mas ampliamente sembrada en Espana y el mundo
con aproximadamente 4 millones de hectareas (DONOSO ET AL., 2015), se evidencia la
importancia de explorar la posibilidad de la induccion o focalizacidon de proteccién a la
planta por medio de respuestas fisico-quimicas y/o proteccién con otros agentes (hongos y
bacterias) antagonicos - endéfitos y micovirus causantes de hipovirulencia (MUNOZ-ADALIA
ET AL, 2016). La totalidad de las plantas utilizadas en este estudio han muerto, sin
embargo, es interesante mencionar la aparicion de plantas asintomaticas que dieron
positivo en la presencia del patégeno al realizar el re-aislamiento de partir de tejido vegetal
(aciculas, tallo y raiz) infectado. En otros estudios se ha dado este comportamiento
permitiendo conocer la capacidad de latencia del hongo dentro de la planta (BARROWS-
BROADDUS, DWINELL, 1985). Esta caracteristica apunta a una mayor peligrosidad de lo
considerado en cuanto a la diseminacion del patdégeno, que debido a que, al no presentar
sintomatologia, se dificulta su diagnéstico, incrementando el riesgo de manejo inadecuado
de residuos vegetales vivos y/o muertos infectados, pues lo convierte en via de dispersion,
que puede variar en sus dimensiones desde lo local hasta la extensién a nuevos territorios.

6. Conclusiones

1. Se ha confirmado la accién patogénica del chancro resinoso del pino (Fusarium
circinatum) tanto en semillas (pre-germinacion) y plantulas (post-emergencia) causando
la muerte de estas por pudricion de la semillas y anillamiento del cuello del tallo,
respectivamente.

2. La totalidad de las procedencias de Pinus sylvestris evaluadas son susceptibles al
hongo evaluado. Las procedencias mas sensibles, indistintamente de la concentracion

esporal utilizada, son Ab (Reino Unido) y AU2 (Austria).
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3. No se ha identificado resistencia y/o tolerancia a Fusarium circinatum segln la
diversidad geografica de las procedencias de Pinus sylvestris evaluadas.
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