Estudio de la variacion geografica en los niveles constitutivos e inducidos de
defensas bioticas en la encina (Quercus ilex)

Autor. Manuela Rodriguez Romero 12

CENTRO DE INVESTIGACIONES
CIENTIFICAS Y TECNOLOGICAS
DE EXTREMADURA

Otros autores. Alejandro Gallardo®, Andrea Pérez2, Fernando Pulido?.

UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

Centro de Trabajo. 1. Instituto del Corcho, la Madera y el Carbon Vegetal (ICMC)/ Centro de Investigaciones Cientificas y Tecnologicas
de Extremadura (CICYTEX). Junta de Extremadura, manuela.rodriguez@juntaex.es

7 GOBIERNO  MINISTERIO ORGANISMO

2. Instituto de Investigacion de la Dehesa (INDEHESA), Universidad de Extremadura. T DEESPANA  DEAGRICULTURAALIMENTACION  AUTONOMO
3. Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Genética. Facultad de Veterinaria, Universidad ERCRE S, REEDICREBIERLE BACIORITES
de Extremadura. ‘ . )
Y T f
7° CONGRESQ FORESTAL o o ) _ o
ESPANOL efensas quimicas principales en Quercus se basan en la sintesis de compuestos fenodlicos,

INTRODUCCION

En las ultimas décadas los bosques ibéricos de Quercus estan experimentando sintomas de decaimiento
por diversos factores entre los cuales destacan los originados por agentes bioticos. Aunque la intensidad
varia regionalmente, su prolongacion temporal pone en riesgo la persistencia de bosques y dehesas, con
implicaciones negativas directas sobre la resiliencia y biodiversidad asociada (LLORET et al. 2012).

oresaliendo los taninos de alto peso molecular, tanto hidrolizables (Th, derivados de acidos galico y
elagico) como condensados (Tc, también conocidos como “proantocianidinas”). Estos reducen la
digestibilidad de los tejidos en herbivoros (HASLAM, 2007), provocan alteraciones metabolicas en
insectos (BARBEHENN et al., 2009) y, segun algunos trabajos realizados sobre especies de robles
americanos y centroeuropeos, imponen una barrera a la accion de patogenos radiculares (OLIVA et al.,

1999; KRAUS et al., 2003).
El estudio de la base genética que explica las posibles diferencias en la susceptibilidad que pudiera

existir entre individuos, poblaciones y regiones, requiere el empleo de herramientas de biologia
molecular aplicadas a distintas escalas espaciales para conocer y predecir la resistencia al estrés biotico
causado.

Los niveles de resistencia constitutiva corresponden a rasgos defensivos de las plantas relativamente
estables, mientras que los inducidos se generan como respuesta a la accion de agentes bioticos
externos (SCHULTZ, 1988). Ambos se encuentran controlados genéticamente y sus diferencias
determinan el grado de plasticidad de la especie en cada region y constituyen la base genética para

En este ensayo se utiliza la encina (Quercus ilex) como especie forestal modelo ampliamente estudiaday  disenar una estrategia de actuacion frente a escenarios de futuro en condiciones ambientales
presente en todos los parques nacionales terrestres espanoles. cambiantes.

MATERIAL Y METODO

[ 1. Seleccion de poblaciones y bellotas para siembra posterior en invernadero }

e 7 Parques Nacionales: Aiguestortes (6), Cabaneros (2), Guadarrama (7), Monfragle (1), Ordesa (5), Picos de Europa (4) y Sierra Nevada (3).
e Siembra de bellotas . Invernaderos del Centro Universitario de Plasencia (UTM Zona 29N X: 748862; Y: 4435709, 374 mshm).

{ N

2. Diseno experimental

\. J

 Tipo encajado con 1960 plantulas (7 regiones x 2 poblaciones/region x 7 arboles/poblacion x 4 tratamientos x 5 bellotas/plantulas).
Objetivo: valorar los efectos geograficos y genéticos sobre la tolerancia de las distintas plantulas ante el dano inducido y establecer las
posibles diferencias en la respuesta segun el agente responsable.

{

[ 3. Aplicacion de tratamientos experimentales

e/

e inoculacion con el patégeno radical Phytophthora cinnamomi (P)
e herida mecanica o “tronchado” (“mechanical wounding”) del tercio superior de la plantula, simulando el posible dano de un herbivoro (D)
* mixto (patogeno/defoliacion) (X)

: control (C)

4. Recogida y preparacion de muestras para analisis quimico

e Colecta de 5-6 hojas por plantula, a razon de 3 plantulas/arbol madre.
e Liofilizado (-55°C), triturado y congelado a -80°C.

Y 4

L 5. Extraccion de fenoles

50 mg de muestra liofilizada y triturada/plantula + 1 ml de metanol al 70%
e bano de ultrasonidos (15 min), agitado con vortex (cada 10 min) y centrifugado (5 min, 10.000 rpm, 4°C)
 extraccion del sobrenadante

4 )

6. Medida de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu

. VW

 Método basado en la reaccion de los compuestos fenolicos a pH basico, originando coloraciones azules susceptibles de determinacion

mediante espectrofotometro a 725 nm. punto | meacido | Solucion )
: = galico/L madre (ml)
 Dilucion 1:20 (extracto puro + metanol al 10%) 10 20 0.100 4900
e Alicuota final de 200 pl (60 pl extracto diluido + 140 pl H,0) + 1 ml reactivo Folin-Ciocalteu Feud al 10% + 0,8 ml Na,CO; al 7,5%. 2° 40 0,100 2400
* Recta patron de acido galico (solucién madre de concentracion conocida: 100 mg acido galico en 100 ml H,0) + blanco S° 60 0,400 6460 220
L . . : i 100 0,500 4500 y = 86,896x - 2,0337
Tiempo de espera de 45 min. Absorbancia medida a 725 nm. 5o 150 0.750 4950 150 R® = 0.9999
7. Cuantificacion de taninos condensados (Tc) Puntos de la curva de acido galico. 100
e Calculo a partir de la absorbancia obtenida sobre la curva patron de acido galico, expresados en mg GAE/g muestra. B .
e Segun datos propios obtenidos mediante HPLC, en las plantulas de la muestra el 90% de los polifenoles son Tc. 0 ' '
e Analisis estadistico mediante modelos lineales generalizados (GLM) sobre un diseno de ANOVA mixto. Statistica v10. Test de Tukey. : i . - G
Recta patron y concentracion de
taninos estimada (mg GAE/L).
Resistencia constitutiva: mayor variabilidad entre regiones y genotipos que entre poblaciones. Resistencia inducida: los tratamientos aplicados incrementan siempre la produccion de taninos.
60 ' ' ' ' ' ' B N I _ 70 . . . . . e La respuesta inducida es distinta segin el
60 11 11 - _ tratamiento aplicado: el tronchado favorece

una mayor produccion de taninos que la
infeccion con el patéogeno radical.
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* La produccion de taninos presenta diferencias
significativas entre regiones, poblaciones,
genotipos y tratamientos.
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) \ e [ « La acciéon combinada del patégeno radical y el
40 N / o ) 40 dano mecanico del tercio superior de la
/‘ 1 §50 H ) 1t % - 35 | | ! == 110 plantula (tronchado) induce, en un 60% de los
| ‘ i 0} g B B HH\{ } : ol | %% casos estudiados, producciones de taninos
1 ! 1 1 ] o mayores que los valores obtenidos para las
o 11 11 | = 25 ' ' ' ' ' = Tto generadas por la aplicacion por separado de
30 . . . . . . oy e pob 0 P S M C d . .
0 P s M c G genf: 2 4 6 gt 2 4 B gt 2 4 6 1 g | —I= Tto Phytophthora cinnamomi y tronchado. Se
! 3 5 L 3 5 L 3 5 ~%- pob Region de procedencia X L. ]
Regi6n de procedencia Vontragie cabanores A > detectan efectos sinérgicos en las regiones de
. . . . . ) _ L _ _ _ ) . - . . . . Sierra Nevada, Picos de Europa y Cabaneros.
Niveles constitutivos de taninos en hojas de Quercus ilex segiin  Niveles constitutivos de taninos en hojas de encina segin Niveles constitutivos e inducidos de taninos en hojas de Quercus
region de procedeéncia. region de procedencia, poblacion y genotipo. ilex segun region de procedencia y tratamiento.
Efecto SS |[Gradosdelib| MS F p
CONCLUSIONES o ) O N D
tto 4950 2 2475 | 2243 | 0,000000*
La variabilidad individual y ecotipica genera variaciones en la respuesta de las defensas quimicas frente a los agentes bioticos, mostrando reg g1 | 5 | 1662 | 1506 00000007
cierta especificidad en la produccion de taninos segun la naturaleza del causante, lo que pudiera ser una estrategia adaptativa a la diversidad egtto | 4207 | 10 | 430 | 380 | 0000047%
de la comunidad de patogenos y herbivoros presentes en el ecosistema. oobfegto | 1568 | 12 | 131 | 118 | 0202332
. - . . . . . . . . _ . 2 T s u gen(pobireg)) 13747 56 245 222 0,000005*
La eleccion de una especie de estudio como la encina, ampliamente distribuida y presente bajo condiciones climaticas, edaficas y antropicas e o T T Tis o
o*gen(pobreg '

tan variables facilita que los resultados obtenidos sean generalizables y extrapolables a otras areas con la misma problematica.
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