XUNTA DE GALICIA

CONSELLERIA DO MEDIO RURAL

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

nematodo del marchitamiento del pino (Bursaphelenchus xylophilus) EDOMAR

e Montes
Margarita Alonso Santos? CENTRO DE INVESTIGACION FORESTAL
Maria Menéndez Gutiérrez!; Raquel Diaz Vazquezi?; Maria Francisca Ignhacio Quintéirol; Enrique Jiménez LOUR! ZAN

Carmona?l; Pedro Pérez-Gorostiaga Rivérol; Adela Abelleira Argibay3; José Pedro Mansilla Vazquez®; Pilar
Mosquera Veiga3; Gabriel Toval HernandezX.

1 Centro de Investigacion Forestal de Lourizan. Secretaria Xeral de Medio Rural e Montes. Conselleria do Medio
Rural e do mar. Xunta de Galicia. Ctra. Marin, km 4. 36153 Pontevedra.

S
DeletaC|6n : g UNIVEEiIDADE
| A Iry .

Universidad de Vigo. Departamento de Ingenieria de los Recursos Naturales y Medioambiente, 36310 Vigo.

3 Estacion Fitopatoloxica Areeiro. Subida a la Robleda s/n, 36153 Pontevedra.
VIGO

T1° CONGRESD) FORESTAL
ESPANOL

INTRODUCCION

Bursaphelenchus xylophilus es un nematodo considerado organismo de cuarentena en la Union Europea, causando la muerte de gran numero de especies de coniferas. El pH de las maderas infectadas con él 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 test 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 biotico, también
cambian (FOYER & NOCTOR, 2013). Dentro del ensayo que actualmente nos ocupa, datos publicados en un articulo anterior (MENENDEZ et al. 2017) 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).

El objetivo de este trabajo es analizar los cambios originados por efecto de la inoculacion 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, en especies susceptibles, y en una especie muy susceptible. Estudiar la evolucion de esos cambios con el tiempo para cada grupo de susceptibilidad.

MATERIAL Y METODOS

Inoculacion Muestreo de xilema en la zona de inoculacion. Metodologia

Plantas de 2 anos de edad de las siete especies mencionadas se inocularon A los 14, 30, 46 y 90 dias después de la inoculacion se muestreo una planta Los extractos acuosos ( 0.5 g/ 25ml) de la muestra descongelada de xilema se obtuvieron con
el 18 de junio del 2013, en invernadero. El inéculo con B. xylophilus fue  por especie, bloque y tratamiento para la determinacion de compuestos un homogeneizador triturador (POLITRON). La medida de pH y Eh se llevé a cabo en un pHmetro
obtenido en la Estacion Fitopatologica de Areeiro, extraido de un P. pinaster quimicos en distintos tejidos, excepto a los 90 dias que solo se muestrearon (713 pHmeter Methrom), en un baho termostatizado a 25°C (RTE 110 NESLAB), y con. El
procedente de As Neves, Pontevedra. Los nematodos fueron reproducidos en las especies nada o poco susceptibles, pues la mayoria de las plantas del electrodo de referencia utilizado en ambas medidas fue un Methrom 6.0786.100 Ag, AgCl 3M
un medio de PDA con Botrytis cynerea, y un dia antes de la inoculacién se ~ resto de las especies habian muerto ya. En 4 de esas 5 plantas, tanto KCL.. Para la medida de pH se utilizé un electrodo de vidrio Methrom 6.0123.100 pH , calibrando
extrajeron los nematodos por el método del embudo de Baermann (THORNE, inoculadas con nematodo como controles (con H20), se extrajo un cilindro de con buffer a pH 4 y 7. La medida del Eh se realiz6 segiin el procedimiento descrito por
1961), y las diluciones se prepararon con agua destilada. Para el ensayo se ~ tallo de aproximadamente 3 cm de longitud que incluia la zona de NORDSTROM (1998), bajo burbujeo de N, con electrodo de platino Methrom 6.0351.100 Pt; Ia
utilizaron 525 plantas, 10 plantas por especie y bloque fueron inoculadas con inoculacion. Una vez descortezado, la madera del xilema se hizo lascas con un calibracion con disolucién de ZoBell. El valor del Eh se corrigié afiadiéndole el potencial del
B. xylophilus y 5 con agua destilada (controles). Todas las plantas se sacapuntas de acero inoxidable, congelando a -18°C este material hasta la electrodo de referencia respecto al electrodo estandar de hidrégeno (209 mV). Debido a la
colocaron al azar dentro de los bloques. La T° media del invernadero fue de fecha de analisis. dependencia del Eh con el pH, se calculé el valor del Eh a un pH determinado, en este caso
24°C, con una oscilacion térmica de 17 a 35°C debido a los cambios entre dia 5.35, Eh5.35= Eh+ (pH-5.35)*59 (MEGONIGAL et al., 1993), siendo 5.35 el valor promedio de
y noche. El riego fue por goteo 2 veces por semana. pH del extracto acuoso del xilema de las especies consideradas. La conductividad eléctrica del

extracto se midido con un conductivimetro tipo CDM3, en celda de 1cm (Radiometer,

Cophenagen, Denmark).

El analisis estadistico de los datos se realizo 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). Se aplico 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+5Sp;+ L+ (Sp xI)j + &y

, donde Sp es la especie e | el tipo de inoculo (H,0 o Bursaphelenchus xylophilus); mientras que

Eliminacion Corte Gasa estérily  Inoculacion Cierre de ‘ al grupo de muy susceptible, con una sola especie, se aplico el modelo

de aciculas longitudinal embudo embudo X=pu+I + E»j(i)

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

RESULTADOS

Diagramas Eh-pH del extracto de xilema en la zona de inoculacion, para los tres grupos de especies segun su susceptibilidad.

Especies no susceptibles al Bursaphelenchus xylophilus Especies susceptibles al Bursaphelenchus xylophilus Especie muy susceptible al Bursaphelenchus xylophilus

(14 dias despues de la inoculacion) (30 dias despues de la inoculacion) (46 dias despues de la inoculacion) (90 dias despues de la inoculacion) (14 dias despues de la inoculacién) (30dias despues de la inoculacion) (46 dias despues de la inoculacion) (14 dias despues de la inoculacion) (30 dias despuesde la inoculacién) (46 dias despues de la inoculacion)
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Variacion de los parametros analizados, a los 14, 30, 45 y 90 dias después de la inoculacion de las plantas con B.
xylophilus o H,0, en los grupos de especie segun su susceptibilidad. Letras distintas en una misma fecha indica

Componentes de la varianza de los parametros analizados , para cada grupo de diferencias significativas entre plantas inoculadas con B. xylophilus y plantas control (inoculadas con agua).

especies segun su susceptibilidad al nematodo del pino (B. xylophilus).
No susceptibles Susceptibles Muy susceptible

Especie muy

. ibl E i ibl .
Especies no susceptibles species susceptibles susceptible

a
Y0

'

d
Sp I Sp * 1 Sp I Sp * I I O
Dia  Fs24 Pr>F Fi24 Pr>F F3024 Pr>F Fis Pr>F Fis Pr>F Fis Pr>F , Pr>F
14 5,1 0,007 8,7 0,007 4,7 0,010 5,0 0,045 4,5 0,056 3,1 0,106 , 0,007
30 0,8 0,513 23,9 0,000 0,2 0,911 2,4 0,149 25,6 0,000 2,2 0,164 , 0,001
46 0,8 0,517 28,1 0,000 3,3 0,037 0,9 0,350 0,5 0,488 1,6 0,225 , 0,083

90 4,9 0,008 0,5 0,493 1,0 0,408

b
b
¢ ¢

14 4,9 0,008 20,2 0,000 4,0 0,019 3,2 0,096 4,3 0,060 0,2 0,655 , 0,000
30 5,7 0,004 34,9 0,000 1,3 0,289 6,3 0,029 0,2 0,700 5,2 0,044 , 0,086
46 18,8 0,000 0,2 0,695 4,6 0,011 0,0 0,846 2,7 0,124 0,0 0,972 , 0,039
90 8,4 0,001 0,0 0,838 5,1 0,007

Eh a pH 5,35

14 8,9 0,000 0,0 0,983 0,7 0,533 0,1 0,782 0,2 0,630 29 0,117 , 0,116
6,1 0,003 2,6 0,121 0,4 0,773 0,4 0,547 1,1 0,308 29 0,116 0,002
9,1 1,1 1,4 0,259 0,2 0,685 11,6 0,005 09 0,371 , 0,213

CONCLUSIONES
Independientemente de la susceptibilidad al nematodo del pino (Bursaphelenchus xylophilus), el tejido § ~ % N
» xilematico de plantulas de 2 aihos de edad, situado alrededor de la zona de inoculacion en las especies g g™ é ¢+
estudiadas, incrementa su acidez después de la inoculacion, produciéndose este hecho primero en la ?%150
especie muy susceptible. ©
3IO 4I5 6IO 7I5 | 3IO 4IS 6IO 7I5 9IO 0 | ) 3:0 ) 4IS . 6IO 3 7I5 9IO
La especie muy susceptible (P. sylvestris), se diferencia de los demas grupos de susceptibilidad en que iy enan youaden ias después e a inoculacion Dias después de a inoculacién

» 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.
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