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Resumen

Tomicus piniperda (Coleoptera, Scolytidae) es un potencial vector de Fusarium circinatum en las
masas forestales de Pinus radiata alli donde las tres especies coexisten. El insecto realiza
mordeduras de alimentacion en los ramillos de arboles sanos, momento en el que podria transmitir la
enfermedad, si previamente estuvo en contacto con arboles enfermos. En este trabajo se analiza la
respuesta defensiva de P. radiata ante un atague de ambas especies por separado y
simultaneamente, a través del analisis de la fraccion de resina total no volatil. Se inocularon 20
plantas juveniles con el hongo, en otras 20 se enjauld el insecto y en 20 mas se enjauld el insecto y
seguidamente se inocularon con el hongo en el orificio de entrada. Los resultados muestran que la
respuesta defensiva de P. radiata es mayor frente a F. circinatum que frente a T. piniperda cuando
ambas especies entran en la planta por separado. Sin embargo la respuesta defensiva tiende a
reducirse cuando ambas especies son inoculadas simultaneamente. Asimismo la lesién ocasionada
por F. circinatum es significativamente mayor cuando el hongo se inocula aisladamente que cuando
ambas especies entran conjuntamente a la planta. Los resultados sugieren que la respuesta
defensiva del arbol al insecto contribuye a reducir el establecimiento y avance del patégeno.
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1. Introduccion

Fusarium circinatum es el hongo causante de la enfermedad del chancro resinoso de los pinos.
Puede atacar a un nimero elevado de coniferas y constituye una amenaza para las plantaciones de
pinos en todo el mundo (WINGFIELD et al., 2008). Esta presente en Estados Unidos, México, Japon,
Corea del Sur, Sudafrica y algunos paises de centro y Sudamérica como Haiti, Chile, Colombia,
Uruguay y Brasil (EPPO, 2005). En Europa se ha citado en Espana (LANDERAS et al., 2005), Italia
(CARLUCCI et al., 2007), Portugal (BRAGANCA et al., 2009) y Francia (EPPO, 20086). En Espana se cito
por primera vez en 2005 (LANDERAS et al., 2005) y constituye una amenaza para los pinares del
Noroeste de la Peninsula Ibérica siendo Pinus radiata una de las especies mas sensibles a esta
enfermedad (VILJOEN et al., 1995). El hongo causa chancros resinosos en el tronco y en las ramas
gruesas que merman la productividad de la especie y con el tiempo pueden llegar a causar
anillamiento y matar el arbol.

Las coniferas poseen un sistema defensivo complejo y responden a los ataques de insectos y
patégenos mediante barreras fisicas (FRANCESCHI, 2005), acumulando terpenos y fenoles (KELPZIG
et al. 1995; ERBILGIN et al., 2006), aumentando el flujo de resina (LOMBARDERO et al., 2006) o
acumulando proteinas defensivas (EKRAMODDOULLAH et al., 2000). Una de las respuestas mas
claras de P. radiata ante la colonizacién de F. circinatum es la fuerte exudacion de resina visible en
ramas y troncos y de la que proviene el nombre comiln de la enfermedad de chancro resinoso del
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pino. Esta abundancia de resina exudada es debida, en parte, al incremento en el nimero de canales
resiniferos traumaticos que aparecen en la planta, inducidos a consecuencia de la entrada del
patégeno (MARTIN-RODRIGUES et al., 2013). La resina contenida en estos canales traumaticos puede
ser mas eficiente que la resina contenida en los canales resiniferos constitutivos porque la
composicion de terpenos es diferente y porque contiene mas fenoles (NAGY et al., 2000; KROKENE et
al., 2003). Aun asi algunos autores sugieren que el incremento de canales resiniferos por parte de la
planta podria ser, en realidad, inducido por el hongo en su beneficio, para aprovechar el almidén de
sus paredes epiteliales y alimentarse (MARTIN-RODRIGUES et al., 2013).

Aparte de la aparicion de canales resiniferos traumaticos, otra respuesta clara de la planta a
la presencia del hongo es una reaccién de defensa mas severa a nivel local, en el tejido que esta
directamente en contacto con el patégeno y se conoce como reaccion hipersensible, manifestandose
como un area de lesidén necrética en el tejido de la planta donde se acumulan terpenos, fenoles y
otros compuestos defensivos. La reaccion hipersensible representa un mecanismo muy eficaz para
circunscribir al patégeno en el tejido infectado (RYALS et al., 1996).

La dispersion del hongo en campo se realiza a través de esporas que son transportadas por el
viento y el agua, pero también por insectos que emergen de los arboles afectadas y colonizan arboles
sanos (STORER et al.,, 2004). En Norteamérica se ha asociado la transmisiéon de este hongo a
escolitidos representantes del género Pityophthorus (STORER et al., 2004). En Espana se han citado
varias especies de este mismo grupo de insectos en los que se ha observado el hongo foréticamente
asociado como Pityophthorus pubescens, Hylurgops palliatus, Ips sexdentatus, Hypothenemus
eruditos, Hylastes attenuatus y Orthotomicus erosos (ROMON et al., 2007). Todas estas especies
estan asociadas a estados de debilidad de la planta por lo que de producirse su transmision seria de
plantas enfermas a plantas debilitadas por algiin motivo. Sin embargo BEZOS et al. (2015) sugiere la
posibilidad de que Tomicus piniperda L. puede transmitir la enfermedad a arboles sanos cuando este
escolitido realiza mordidas de alimentacion en los ramillos de arboles sanos para completar su
maduracién (LANGSTROM, 1983).

Tomicus piniperda es un insecto nativo de Europa que causa danos generalmente en arboles
debilitados en los que el insecto excava sus galeria de reproduccion en el floema, cortando la
circulacion de la savia y causando la muerte del arbol. Durante este proceso el insecto puede
transmitir hongos del azulado que contribuyen a devaluar la madera. Asimismo cuando los individuos
juveniles completan su desarrollo, suben a los ramillos de arboles sanos a realizar mordeduras de
alimentacion, perforando una galeria en el interior de los mismos. Esto hace que los ramillos se
rompan con facilidad por efecto del viento, reduciendo la capacidad de fotosintesis y dando lugar a
malformaciones de los mismos (BAKKE, 1968). Si el insecto emerge de un arbol afectado por F.
circinatum podria estar transmitiendo la enfermedad a un arbol sano durante este proceso,
convirtiéndose en un vector primario (BEZOS et al., 2015).

La mayoria de los estudios sobre respuestas defensivas de las plantas hacia un agente
patdégeno se realiza tras el ataque de un Unico patégeno o con plantas afectadas por un organismo
que luego es atacado por otro (HATCHER, 1995). Pocos estudios analizan la entrada simultanea de
dos patégenos tal y como ocurre con organismos vectores como el que nos ocupa. La respuesta
defensiva de la planta puede complicarse si los atacantes son especies diferentes y si la respuesta a
uno puede verse modificada por la respuesta al otro (STOUT et al., 2006).

2. Objetivos
Los objetivos de este trabajo son:

- Estudiar la respuesta defensiva de P. radiata ante T. piniperda y F. circinatum analizando
la fraccion de resina total no volatil
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- Determinar si la respuesta defensiva de la planta se modifica cuando ambos organismos
entran juntos, tal y como ocurriria en campo si el insecto se comportara como un vector
primario.

3. Metodologia

Se seleccionaron 100 plantas de P. radiata de dos anos de edad mantenidas en maceta con
el mismo sustrato y en las mismas condiciones ambientales. Las plantas se dividieron aleatoriamente
en 5 grupos, que fueron sometidos a los siguientes tratamientos: (1) 40 plantas se enjaularon con
una pareja de T. piniperda, permitiéndoles perforar el ramillo; (2) 20 plantas fueron inoculadas en el
tallo terminal depositandose 1 ul de una disolucién conteniendo 10 esporas de F. circinatum por ul de
agua, tras hacerse una pequena puncion de aprox. 1 mm de profundidad con una aguja; (3) 20
plantas fueron inoculadas de manera similar al tratamiento 2, pero anadiendo agua esterilizada sin
las esporas del hongo; (4) 20 plantas fueron perforadas por el insecto (tratamiento 1) e inoculadas
del mismo modo que en el tratamiento 2, salvo que la solucion se depositd en el orificio de entrada a
pocos minutos de que el insecto penetrase en el interior; y (5) 20 plantas se dejaron como control sin
ningun tipo de inoculacion o perforacion. Los insectos fueron recolectados en una masa de P. radiata
cercana a la ciudad de Lugo. Todos los insectos utilizados en el ensayo fueron esterilizados
previamente con una solucion White modificada (KOPPER et al., 2003) y enjuagados con varios
lavados en agua estéril, sumergiendo a los insectos unos segundos. La cepa de F. circinatum (MAT-2)
fue aislada en Cantabria en 2011 y su virulencia en planta fue previamente comprobada (VIVAS et al.,
2014).

Al cabo de seis semanas se procedid a procesar las muestras, midiendo primero la lesion
necrética producida en el tallo a consecuencia del avance del hongo en aquellas plantas sometidas a
inoculaciones de F. circinatum. Se midieron también las posibles lesiones necréticas causadas por las
heridas realizadas al inocular el agua estéril y las que pudieran ocasionarse por el insecto.

A continuacién se procedié a cuantificar la fraccion de resina total no volatil, también conocida
como diterpenos, del tallo. Para ello se eliminaron las aciculas y se cortaron los ramillos afectados
seleccionando una seccién de similar tamano en todas las plantas que incluyese lesiéon necrética y
floema sano a partes iguales. Para obtener la concentracion media de resina, expresada en mg g1 de
peso seco del ramillo, se siguié el método propuesto por SAMPEDERO et al. (2011). Se corté un
gramo de material vegetal fresco intacto de cada muestra en secciones muy pequenas y los
compuestos de la resina fueron sometidos a una doble extracciéon con n-hexano durante 24 horas. El
material vegetal fue recuperado por filtracion y secado en estufa a 70 °C durante 48 horas. Tras la
evaporacion del extractante el residuo de la masa de resina no volatii se determind
gravimétricamente con una balanza de precision. El contenido total de resina se estimé sumando los
dos residuos obtenidos en cada filtracion, obteniéndose el peso total de la resina por peso seco de
material vegetal.

Resultados
4.1 Lesion necrética

La lesion necroética se vio claramente afectada por los tratamientos (Fo,52 = 16,49, P < 0.001;
Figura 1). La lesion mas grande se produjo cuando F. circinatum fue inoculado aisladamente en la
planta, seguida por la lesién causada por el tratamiento en que ambos organismos fueron inoculados
conjuntamente. El tamano de la lesién fue significativamente menor cuando se hizo una inoculacion
sblo con agua estéril, y no se observo lesion en las plantas perforadas por el insecto (Figura 1). Hubo
diferencias significativas en las longitudes de las lesiones entre los dos tratamientos que llevan
Fusarium (F135 = 7,38; P = 0,01) resultando una lesién significativamente mayor cuando el hongo es
inoculado aisladamente que cuando el hongo y el insecto entran juntos en la planta (Figura 1).
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Figura 1. Longitud de la lesién necrética causada en la planta tras los distintos tratamientos combinados con Fusarium
circinatum (Fc) y Tomicus piniperda (Tp). Datos: Media + ES

4.2 Fraccion no volatil de resina

Pinus radiata mostrd6 una elevada respuesta defensiva ante F. circinatum en cuanto a la
produccion de diterpenos (Figura 2). La concentracién de diterpenos fue significativamente mas alta
en las plantas inoculadas con F. circinatum aisladamente (Fazs4 = 18.70; P < 0.001; Figura 2). Esta
concentracion tiende a disminuir cuando F. circinatum y T. piniperda estan juntos, aunque sigue
siendo significativamente mayor que en las plantas son inoculadas sélo con T. piniperda. Aun asi el
insecto no es invisible para la planta ya que la concentracién de diterpenos en las plantas atacadas
sélo por T. piniperda es también significativamente mayor que las plantas inoculadas con agua estéril
o las plantas control, no existiendo diferencias entre estas lltimas (Figura 2).
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Figura 2.Concentracién de terpenos en el tallo tras 6 semanas tras los distintos tratamientos combinados con Fusarium
circinatum (Fc) y Tomicus piniperda (Tp). Datos: Media + ES
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4. Discusion

Los resultados relativos al tamano de la necrosis del tallo indican que F. circinatum tuvo
menos dificultades de colonizar los tejidos de la planta cuando entré sélo, a través de la puncién, que
cuando entré a través de la herida generada por el insecto. Dicho de otro modo, los resultados
sugieren que la planta tuvo menores dificultades para contener al patégeno cuando este fue
inoculado ante la presencia previa del insecto. Es posible que la respuesta defensiva inicial contra la
perforacion del insecto, manifestada en parte por el exudado tipico de resina que se produce en el
brote, haya dificultado la infeccidon o ralentizado la posterior colonizacion de tejidos por parte del
hongo dando como resultado una lesion necrética menor. En trabajos anteriores realizados con otros
organismos se ha observado una respuesta similar pero cuando el hongo era inoculado varios dias
después del insecto (MOUTTET et al., 2011). Esta reduccién en el tamano de la lesion sugiere la
existencia de una interaccion indirecta entre ambos agentes dahinos, de modo que la presencia de
un primer agente atacante aumenta la capacidad de la planta de resistir a un segundo agente
patégeno, incluso de naturaleza diferente. Los avances en el conocimiento del sistema defensivo de
las plantas han demostrado que las interacciones en un escenario de ataques mdultiples son
complejas (PIETERSE et al., 2012). Interacciones indirectas pueden ocurrir por ejemplo cuando
ambos atacantes estimulan distintas rutas metabdlicas implicadas en defensa (ROBERT-SELANIANTZ
et al.,, 2011). Sin embargo éste no parece ser nuestro caso ya que los hongos necrétrofos y los
insectos masticadores tienden a ser regulados por la misma ruta metabdlica (GLAZEBROOK, 2005;
PIETERSE & DICKE, 2007).

La respuesta de la planta frente al insecto parece menor que la respuesta al hongo, ya que la
concentracion de diterpenos fue significativamente menor ante el insecto que ante el hongo (Figura
2). Este hecho podria deberse al tiempo trascurrido desde el dano hasta la toma de muestras.
Estudios previos muestran que la respuesta defensiva inducida frente a danos mecanicos o ataques
de insecto desaparece al cabo de unas pocas semanas de producirse el dano (RUEL et al., 1998). Sin
embargo LOMBARDERO et al. (2006) muestran valores elevados de resina 55 dias después de
haberse producido una inoculacion con hongos Ophiostomatales; en el presente estudio trascurrieron
6 semanas hasta la toma de muestras para darle tiempo al hongo a desarrollarse. En todo caso, la
concentracion de diterpenos, maxima ante la presencia individual del patégeno, no ha sido eficaz
para interrumpir la colonizacién del patégeno.

Las plantas inoculadas con ambos organismos a la vez muestran no sélo una concentracion
menor de diterpenos sino una lesién necrética menor, probablemente a consecuencia de una
interaccion indirecta entre la respuesta de la planta al insecto y la actividad del hongo que pudo verse
mermada. Ante heridas en la peridermis, las plantas desplazan carbohidratos desde los tejidos
préximos a la lesion, que se acumulan como almidén en las células cercanas a la herida (SOLLA et al.,
2002), donde se consumen y utilizan para restaurar los tejidos danados. Es posible que esta
inversion de carbohidratos por parte de la planta para restaurar la peridermis implique un perjuicio
para el patégeno. Este efecto podria ser mas patente en condiciones de campo cuando la fuerte
resinacion que caracteriza a los ataques de este insecto en brotes de pinos (ROMANYK y CADAHIA
1992) entra en contacto con el exoesqueleto del insecto donde presumiblemente viaja el hongo
(BEZOS et al., 2015), ya que en este proceso podria reducirse la cantidad de in6culo como ocurre en
otros sistemas (VEYSEY et al. 2003). Esto unido al hecho de que P. radiata no es el arbol preferido por
T. piniperda en su fase de copas (LOMBARDERO et al. 2008) sugiere la necesidad de realizar estudios
mas completos , en campo, acerca del papel que puede jugar el potencial vector T. piniperda en la
dindmica de la enfermedad comparado con la trasmision por viento o agua. Aun asi consideramos de
gran importancia mantener los niveles de poblacion de T. piniperda bajos en zonas donde la
enfermedad esta presente dado que su actividad en los ramillos causa un nimero elevado de heridas
en la planta que podrian actuar como vias de entrada del hongo por otros medios.
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5. Conclusiones

El desarrollo de F. circinatum en P. radiata es diferente cuando se inocula individualmente
gue cuando se inocula conjuntamente con el potencial insecto vector. El avance del hongo es menor
cuando ambos organismos entran en la planta que cuando se inocula aisladamente, lo cual podria
tener implicaciones en la dinamica de la enfermedad en condiciones de campo, posiblemente
favoreciendo al arbol.
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