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RESUMEN

Fusarium circinatum Nirenberg & O "Donnell es el hongo patégeno causante del chancro resinoso del
pino. Su presencia en Europa se restringe a la Peninsula Ibérica, si bien su capacidad de dispersion
amenaza al resto de masas europeas y viveros forestales. La susceptibilidad de tres especies de
coniferas de gran importancia en la Republica Checa (Pinus sylvestris, Picea abies y Larix decidua) fue
testada en condiciones de laboratorio frente a F. circinatum. Plantulas de 1,5-3 afos fueron
inoculadas en el tallo con una suspension de esporas y mantenidas en camaras de crecimiento. Los
sintomas comenzaron a desarrollarse a los 34 dias de ser llevadas a cabo las inoculaciones. El pino
silvestre fue la Unica especie susceptible a F. circinatum, mientras que las otras dos especies
mostraron plantas asintomaticas. Este hallazgo es alarmante para los bosques de la RepUlblica Checa
y debera ser tenido en cuenta por sus autoridades fitosanitarias.
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1. Introduccién

El chancro resinoso del pino causado por el hongo patégeno Fusarium circinatum (telemorfo =
Gibberella circinata) Nirenberg and O’Donnell es una grave enfermedad afectando principalmente a
especies de pinos a nivel mundial (Wingfield et al. 2008). La primera apariciéon tuvo lugar en Carolina
del Norte (Estados Unidos) en 1945 (Hepting and Roth 1946) y no fue hasta la primera década del
presente siglo cuando la enfermedad fue confirmada en Europa, en concreto en Espana (Landeras et
al. 2005), Francia (EPPO 2006), Italia (Carlucci et al. 2007) y Portugal (Braganca et al. 2009). Su
limitada distribucion hace que F. circinatum sea actualmente un patégeno de cuarentena en Europa
(EPPO A2 List of pests recommended for regulation as quarantine pest). Sin embargo, bajo las
actuales condiciones climaticas y la distribucion de las especies consideradas susceptibles se estima
qgue al menos 10 millones de hectareas estarian amenazadas por F. circinatum (EFSA, 2010)

El chancro resinoso del pino es responsable de danos y mortalidad de arboles tanto de
plantulas en vivero como de arboles adultos en el bosque, lo cual implica cuantiosas pérdidas
econdmicas (Dwinell et al., 1985). La principal sintomatologia consiste en chancros resinosos en el
tallo principal y ramas laterales (Barnard and Blakeslee, 1987), si bien raices, brotes, flores, pifias y
semillas también pueden verse afectadas. Al menos 57 especies de pinos y el abeto rojo
(Pseudotsuga menziesii) son consideradas susceptibles a F. circinatum (Gordon, 2013). Aunque la
practica totalidad de especies de pino estudiadas son consideradas susceptibles, algunas de ellas
han mostrado cierto nivel de tolerancia en funcion de su procedencia (Hodge and Dvorak, 2000).

El pino silvestre (Pinus sylvestris) es una especie nativa en la Republica Checa, la cual cubre el
17 % de su superficie forestal (442.000 hectareas) y tiene una gran importancia en su industria
maderera. El pino silvestre ha sido catalogado como especie susceptible, aunque sin graves danos, al
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chancro resinoso del pino (CABBI, 2014).

2. Objectivos

El principal objetivo de este trabajo fue estudiar la susceptibilidad de tres importantes coniferas
de procedencia Checa species (Pinus sylvestris, Larix decidua and Picea abies) a F. circinatum. Con la
finalidad de conocer el daino potencial frente a una nueva introduccién de dicho patégeno en las
masas forestales de Republica Checa

3. Material y métodos

Los ensayos de patogenicidad fueron llevados a cabo sobre planta en envase (un ano y medio
P. sylvestris y L. decidua y tres anos y medio P. abies). Dichas plantulas procedieron de semilla
recolectada en bosques localizados a altitudes medias (500-600 m), temperaturas medias anuales
de 6,5-7,5 °C y una precipitacion anual media de 690 — 800 mm (Pliva, 1987). En concreto el pino
silvestre de “South Bohemia”, la picea europea de “Middle Bohemia” y el alerce comin de
“Bohemian-Moravian Highland”.

Para la obtencion de la suspension esporal micelio del aislado FcCa6 de F. circinatum fue
subcultivado en medio de cultivo PDA (Patata Dextrosa Agar) y mantenido a 25° C en oscuridad
durante 7 dias. Posteriormente cinco trozos (5 mm de didmetro) fueron adheridos a un matraz
Erlenmeyer conteniendo medio de cultivo PDB (Caldo Patata Dextrosa) y mantenido en agitacion a
180 ciclos por minuto durante 24 horas. La suspension resultante fue filtrada con una grasa estéril y
ajustada con un hemocitdmetro a una concentracién de 106 esporas mlt (Martinez-Alvarez et al.,
2014).

Se inocularon 25 plantulas por especie, para lo cual se ocasioné una pequena herida a 7 cm
del cuello de la raiz y aplicaron 100 pl de la suspension esporal, procediendo al posterior sellado
mediante Parafilm® para evitar desecacion y posibles contaminaciones. Del mismo modo, el
tratamiento control fue similar pero aplicando la misma cantidad de agua destilada estéril (25
plantulas por especie). Las plantulas una vez inoculadas fueron mantenidas en condiciones
controladas en camaras de crecimiento (22,5° C con un fotoperiodo de 16 horas de luz y riegos
semanales).

Los danos fueron registrados cada 2-3 dias usando como escala; O = sin dano, 1 = presencia
de resina en el punto de inoculacion, 2 = presencia de resina en el punto de inoculaciéon y mas alla, 3
= notable marchitamiento y 4 = planta muerta (Correll et al., 1991).

Para confirmar la presencia de F. circinatum en las plantulas inoculadas se procedié a su
reaislamiento en cinco plantulas por especie seleccionadas de forma aleatoria. Para evitar que el
patégeno se reaislase directamente del inéculo aplicado (lo cual podria considerarse un falso
positivo), se procedié a analizar un trozo del tallo a dos centimetros del punto de inoculacién. Para
ello, se procedid a su esterilizaciéon: inmersion en agua destilada estéril 3 minutos, en hipoclorito
sodico al 3% durante 2 minutos y en alcohol al 70% durante 2 minutos. Finalmente se procedi6 a su
inmersion durante 5 minutos en agua estéril para eliminar los residuos de alcohol y otros compuestos
(Martinez-Alvarez, 2015). Para la identificacion del patégeno se utilizé el medio de cultivo SNA
(Spezieller  Nahrstoffarmer  Agar) que favorece la presencia de circinos caracteristicos de F.
circinatum.

4. Resultados
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El progreso de la enfermedad de las plantulas inoculadas en cada especie puede ser observado
en las figuras 1. Diferencias entre especies son evidentes, comportandose como la especie mas
susceptible el pino silvestre. De hecho, se observd presencia de resina mas allad de la herida al dia
siguiente de la inoculacién (Figura 2). La presencia de marchitamientos comenz6 a los 12 dias de la
inoculacion lo que conllevé a su posterior muerte (Figura 3). Las plantulas de P. abies apenas
mostraron dafos. Unicamente dos plantulas presentaron exudaciones de resina mas alla de la herida,
lo cual tuvo lugar 20 dias después de la inoculacion. Las plantulas de L. decidua no mostraron
sintomas hasta el final de la observacion (34 dias) mas alld de una pequena resinacién fruto de la
herida producida durante las inoculaciones. A pesar de no mostrar danos, en todas las plantas
analizadas se reaisl6 F. circinatum confirmando su presencia en dichas plantas en un estado latente.
Por su parte, ninguna de las plantulas control mostré ninguna sintomatologia.
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Pinus sylvestris
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Figura 1. Progreso de la enfermedad de las plantulas inoculadas de (a) Pinus sylvestris, (b) Picea abies y (c) Larix decidua.
Escala de nivel de dano: O = sin dafo, 1 = resinacion en el punto de inoculacién, 2 = inoculacién mas alla del punto de
inoculacion, 3 = marchitamiento acentuado, 4 = planta muerta.
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Figura 2. Detalles de la resinacion mas alla del punto de inoculacion - nivel de dafo 2.

Figura 3. Escala del nivel de dafo en las plantulas de pino Silvestre. De izquierda a derecha: 1 = resinacién en el punto de
inoculacion, 2 = inoculacion mas alla del punto de inoculacion, 3 = marchitamiento acentuado, 4 = planta muerta.

5. Discusion

Este ensayo ha confirmado la susceptibilidad de una de las procedencias de P. sylvestris de la
Replblica Checa a F. circinatum. Este estudio es el primero que ha demostrado la susceptibilidad de
una especie procedente de la Republica Checa al chancro resinoso del pino. Aunque la
susceptibilidad de P. sylvestris fue previamente apuntada por algunos autores, si bien hay disparidad
de resultados. Mientras Pérez-Sierra et al. (2007) y Enebak y Stanosz (2003) confirmaron su
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susceptibilidad en pléntujas de 6-8 meses y 3 anos, respectivamente. Sin embargo, los resultados
obtenidos por Martinez-Alvarez et al. (2014) no confirmaron dicha susceptibilidad. Lo cual fue
justificado por la influencia de muchos factores, incluyendo la procedencia y la edad de las plantulas.

La susceptibilidad de las otras dos especies (Picea abies and Larix decidua) no fue confirmada,
lo cual estad en concordancia con los resultados obtenidos por Martinez-Alvarez et al. (2014). Si bien,
el hecho que dos plantulas de P. abies mostrasen resinacion y que en todas las plantulas analizadas
la presencia F. circinatum fuese confirmada mas alla del punto de inoculacién indica que se trata de
plantas asintomaticas pero infectadas. Este hallazgo es de gran relevancia ya que se desconoce si la
enfermedad se pudiera expresar en un plazo mayor de tiempo o bajo condiciones de estrés para la
planta. Lo cual cobra incluso mayor relevancia si se confirma que el efecto del cambio climatico
sometera a muchas especies localizadas en zonas proximas a su umbral de necesidades a un estrés
hidrico o de temperaturas. Por otro lado, lanza el interrogante de si plantas asintomaticas de especies
consideradas no susceptibles podrian ser la via de dispersion del patégeno a paises libres del mismo.

6. Conclusiones

La procedencia Checa de P. sylvestris estudiada en este ensayo ha mostrado una clara
susceptibilidad a F. circinatum. Por lo tanto este patégeno puede ser una grave amenaza para las
masas de pino silvestre y los viveros forestales en la Republica Checa si llegase a introducirse en el
pais. Por otro lado, dicha dispersion podria verse favorecida por su presencia en plantas
asintomaticas de otras especies consideradas a priori como resistentes a dicho patégeno.
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