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Resumen

Fusarium circinatunes un hongo patdégeno causante del chancro resinoso del pino que provoca
mortalidad en viveros y en plantaciones adultas. Se establece la hip6tesis de que los inductores de
resistencia en plantas, el acido Piaminobutirico (BABA) y el benzotiadiazol (BTH), puedan
actuar como elicitadores de los mecanismos defensivésnds pinasterante este patégeno. El
experimento se llevd a cabo con semillas de 39 clon&s gieastermejorados y de una progenie
no mejorada (control). A los 7 meses de la siembra, las plantulas fueron tratadas con (i) BABA a
25mM, (ii) BTH a 1 mM vy (iii) agua destilada estéril (n = 60). Un dia después de los tratamientos,
las plantas fueron inoculadas cBncircinatum En general, los tratamientos con BABA o BTH
incrementaron la mortalidad causada razircinatum(P<0,001). Sin embargo, este resultado vario
significativamente segln la familia (P<0,001). Algunas familias mostraron resistencia inducida con
ambos compuestos, otras sé6lo con BABAY otra s6lo con BTH, aunque la mayoria no lo hicieron con
ninguno de los dos compuestos. A pesar de los resultados negativos obtenidos a nivel general, de
poca utilidad en viveros, interesa seguir estudiando los cuatro grupos de respuesta contrastada, a fir
de identificar en planta compuestos quimicos desencadenantes de la induccion de resistencia.

Palabras clavePino maritimo, Chancro resinoso, Variacion familiar, acido DL-3-amino-n-butanoico (DL--
aminobutirico), Benzo [1,2,3]thiadiazol-7-carbotionico acido-S-methyl ester

INTRODUCCION pas tempranas a la interaccion planta-patégeno
podria disminuir o eliminar los dafios causados
Las plantas poseen estrategias de defenea la planta debido al ataque de organismos
constitutivas e inducidas para resistir el ataqueocivos. Se han descrito sustancias quimicas y
de insectos y patogenos. Las defensas constitubiiolégicas capaces de aumentar ciertos com-
vas se encuentran de forma permanente en mlestos defensivos en plantas. Estas sustancias,
arbol y representan las primeras barreras de proenocidas como inductores, son capaces de des-
teccion de la planta. Las defensas inducidas s@mcadenar los mecanismos de defensa de las
activadas por la planta una vez se ha producidgantas sin mostrar un efecto antibiético directo.
el ataque del insecto o patégeno, la finalidad dél acido DL-3-amino-n-butanoico (DR-ami-
estas defensas es responder de forma eficamabutirico) (BABA) y el compuesto Benzo
futuros peligros (RancescHi et al. 2005). La [1,2,3]thiadiazol-7-carbotionico &cido-S-metil
activacion de las defensas inducidas durante etéster (Bion®) (BTH) son dos conocidos induc-
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tores quimicos de resistencia en plantas, guse realizé en un invernadero cerrado de metacri-
actGan contra un amplio espectro de patégendsto ubicado en el Centro Universitario de
(CoHEN, 2002; BwRiLLI etal., 2010). Plasencia (Caceres). La siembra se hizo en
Fusarium circinatumNirenberg & O’Donnell  diciembre de 2008, utilizandose alveolos de 250
(teleomorfo Gibberella circinatd es un hongo ml agrupados en bandejas de 40 alveolos, y una
causante del chancro resinoso del pino. Originarigemilla por alveolo. Como sustrato se utilizd
del sureste de Estados Unidos, su primera detegrena estéril y turba (3:1). Se siguié un disefio
cién en la UE tuvo lugar en un vivero del Paicompleto de bloques al azar con 60 bandejas
Vasco, sobr@inus radiatay P. pinaster(LANDE-  repartidas en 2 bloques, de modo que cada ban-
RAs et al., 2005). Recientement€&, circinatum deja incluia una semilla de cada una de las 40
también se ha detectadofeialepensig P. pinea familias. Se utilizaron un total de 2.400 semillas.
en ltalia (QRrLuccl etal., 2007) y en brinzales de  Alos 7 meses de la germinacion, las plantu-
P. radiatay deP. pinasteren Portugal (BAGANGA  las fueron tratadas con BABAYy BTH e inocula-
etal., 2009). Los sintomas que causa en patdgenas cornF. circinatum Para decidir las dosis de
incluyen marchitamientos de plantulas en pre- BABAy BTH a utilizar, y el intervalo de tiem-
postemergencia, clorosis o enrojecimiento de agbo entre los tratamientos y la inoculacion, se
culas, torsién y puntisecado de brotes, aparicion dealizé un ensayo previo con menor numero de
chancros resinosos, aborto de pifias y mortalidggdantas (n = 10). Se testaron aplicaciones de
del arbol (QrRey & KELLEY, 1994). BABA a 10; 25 y 50 mM, y aplicaciones de
El pino maritimo P. pinasterAit.) es una BTH a 1; 5y 10 mM, en intervalos de 1; 3;y 5
conifera natural de la cuenca mediterranea ocalias de separacion frente a la inoculacionfeon
dental. En Espafia es la especie mas utilizada eincinatum Las dosis de BABA 'y de BTH que
plantaciones, con una gran importancia en lmayor proteccion ofrecieron a las plantas &nte
economia forestal. La deteccidnkeircinatum  circinatumfueron 25 y 1 mM, respectivamente,
en el norte de la Peninsula Ibérica representa @aplicadas un dia antes de las inoculaciones. No
problema fitosanitario, pues se trata de un pat&e observaron sintomas de toxicidad.
geno de cuarentena, y una amenaza para las plan- Los tratamientos aplicados fueron (i) BABA
taciones deP. radiatay posiblemente también a 25 mM, (i) BTH a 1 mM, y (iii) agua destila-
paraP. pinaster Actualmente no existe ningn da estéril. La aplicacion se realizé pincelando el
medio para controlar la enfermedad. A pesar d&llo de cada plantula con las distintas solucio-
ello, para paliar los dafios se sugiere un adecuaes (Figura 1). Un dia después de los tratamien-
do manejo selvicola de las plantaciones, practies, todas las plantas fueron inoculadas Eon
cas de higiene en viveros, la implantacién deircinatum La cepa dé&. circinatumutilizada (F
medidas de cuarentena y la seleccion de genofi-1, MAT-1, aislada en 2005 en Asturias) fue
pos menos susceptibles WFIELD etal., 2008). suministrada por el Laboratorio de Patologia de
En este trabajo se parte de la hipotesis de qlee EUIT Forestal de Madrid (UPM). El in6culo
los compuestos BABA y el BTH puedan actuaise preparé mediante el cultivo del patégeno en
como inductores de los mecanismos defensivd3DA a oscuridad y temperatura de laboratorio.
deP. pinasteranteF. circinatum F. circinatumnormalmente no penetra en tejidos
de pino intactos, y para la infeccion es necesaria
la existencia de heridas WINELL & BARROWS
MATERIAL Y METODOS BroaDDUS, 1981). Por ello la inoculacion se rea-
liz6 poniendo en contacto micelio dE
El experimento se llevo a cabo con semillagircinatumsobre incisiones longitudinales de 1
de 39 clones d®. pinastermejorados (Huerto mm practicadas con bisturi a 10 cm del suelo
semillero de Sergude, Xunta de Galicia{MuRoz vy AmrPubiA, 2005) (Figura 2).
Conselleria de Medio Rural, 42° 49' N, 8° 27°  Después de la inoculacién se evalu6 sema-
0) y de una progenie de polinizacién abierta naalmente la aparicién de sintomas, y como refe-
mejorada (Cangas de Morrazo, Pontevedra 428ncia se utiliz6 la clasificacién propuesta por
16’N, 8° 47’ O) que sirvié de control. El ensayoCorreLL et al. (1991): (0) sano, sin necrosis;
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Figura 2. Inoculacién con Fusarium circinatum poniendo en contacto micelio del hongo sobre incisiones longitudina-
les de 1 mm practicadas con bisturi a 10 cm del suelo, en el tallo verde de Pinus pinaster {MvpPubia, 2005)

(1), aciculas verdes y necrosis sélo en el punfbulsa, OK, USA). Para comparar la incidencia

de inoculacién; (2) aciculas verdes y necrosi§porcentaje de plantas afectadas), la intensidad

superior a 2 cm en las proximidades del puntde los dafios (grado medio de dafio de las plan-

de inoculacion; (3) aciculas y/o brotes marchitas afectadas) y la mortalidad de las plantulas

tos, y necrosis anillando el brote; y (4) brote ani¢variables dependientes) entre los tratamientos y

llado y follaje muerto desde el extremo distal alas familias (factores), se utilizé un modelo GLZ

punto de inoculacion. Debido al reducido tama¢Generalized Logit Model).

fio de los tallos no se pudo cuantificar la necro-

sis de las plantulas. A las 8 semanas de la

inoculacion se realizé una evaluacion final deRESULTADOS Y DISCUSION

los dafios y posteriormente se constataron los

postulados de Kock reaislando el patégéno Las plantas tratadas con BABA 0 BTH mos-

circinatum en medio selectivo K (&mapa, traron mayores sintomas y mayor mortalidad

1975). Al final del experimento todo el materialcausada poF. circinatumque las plantas trata-

utilizado (sustrato incluido) fue esterilizado y eldas con agua (Figura 3; P<0,001). Los resulta-

interior del invernadero reiteradamente pulveridos, sin embargo, variaron segun la familia

zado con Captan @RON-ALBALAT etal., 2010). utilizada (P<0,001). Las familias 2031, 2054 y
Los datos fueron analizados con el programa082 mostraron menor mortalidad ante trata-

estadistico Statistica v7.0 (Stat Software Incmientos de BABA o de BTH que ante el trata-
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Figura 3. Mortalidad (%) causada por Fusarium circinatum en plantulas de Pinus pinaster tratadas con agua (con-
trol), BABA'y BTH. Las barras son errores estandar, y letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05)

miento control de agua (grupo 1), la familiauna significativa variacion interfamiliar en
1003 mostré6 menor mortalidad ante tratamieneuanto al peso medio de la semilla, el momento
tos de BABA que ante el tratamiento de agude germinacion, el crecimiento y la respuesta
(grupo 2), y las familias 1059, 2041, 2050, 2053anteF. circinatum(Vivas etal., 2012a).

y 2077 mostraron menor mortalidad ante BTH Ademas de la influencia genética, hay que
gue ante agua (grupo 3, Figura 4). El resto de lasner en cuenta que el efecto de los inductores
familias, incluida la control, present6 una mayode resistencia puede variar en funcién de la con-
mortalidad anté- circinatumsi sus plantas fue- centracién utilizada, el momento de aplicacion y
ron tratadas tanto con BABA como con BTHel patosistema considerado offLLo et al.,
(grupo 4, Figura 4). Los resultados sugieren cl&2006). El ensayo previo realizado para calcular
ramente que la activacién de defensas inducidéess dosis y el momento de aplicacién de los tra-
enP. pinasteranteF. circinatumdepende de la tamientos se realizé a los 5 meses de la germina-
progenie seleccionada. Estudios recientes, reatiion de las plantulas. Esta diferencia pudo haber
zados con el mismo material vegetal, muestraprovocado que las dosis de BABAy BTH utili-

OControl OBABA @BTH
100 1 g
d i
god .
1 1]

S < £ 5
= 609 ab
] b e
=
s
S 401
=

20 1

0 T T

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Figura 4. Mortalidad (%) causada por Fusarium circinatum en grupos de familias de Pinus pinaster tratados con agua
(control), BABA'y BTH. Las barras son errores estandar, y letras distintas indican diferencias significativas (P<0,05)
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zadas ante plantulas de 7 meses no hayan si(lEUIT Forestal) por habernos proporcionado las
las adecuadas o suficientes para activar defesemillas, el BTH y la cepa deusarium circina-
sas. Ademas, los cambios desencadenados pom, respectivamente. Este trabajo se ha realizado
los inductores de resistencia en las plantas ti®ajo la financiacion del Proyecto INIA-RTAQ7-
nen lugar en horas o a los pocos dias tras los trlB0-C2. Maria Vivas ha sido financiada por una
tamientos (N Loo etal., 2006), por lo que no beca FPU del Ministerio de Ciencia e Innovacién
se descarta que el plazo utilizado entre tratgdResolucion 2 de diciembre de 2008).
miento e inoculacion fuera incorrecto para evitar
los dafios del patégeno.
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