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Resumen.

Se han inoculado plantas de 3 savias de Pinus radiata con distintos aislamientos de Fusarium
circinatum (= Fusarium subglutinans (Wollenw. et Reinking) Nelson et al. f. sp. pini Correll et al.)
obtenidos de pies afectados por cancros resinosos. En el ensayo se testa igualmente una cepa de
Fusarium subglutinans obtenida de maiz. La valoracion sobre la patogenicidad de cada aislamiento,
teniendo en cuenta las plantas testigo, se realiza siguiendo los criterios propuestos por CORREL et al.
(1991), resultando altos niveles de patogenicidad para Fusarium circinatum y nulos para Fusarium
subglutinans, no diferenciables de las plantas testigos. Se aporta informacion sobre las secuencias
sintomatoldgicas observadas en las plantas a partir de la fecha de la inoculacion y se describe la
morfologia de los aislamientos utilizados, su comportamiento térmico y aspectos de identificacion del
hongo al microscopio.
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INTRODUCCION

El g. Fusarium comprende un elevadisimo numero de especies, subespecies, razas, formas
especializadas, patotipos etc., cosmopolitas y pledfagas, muchas de las cuales, provocan importantes
pérdidas en los cultivos agricolas de distintos paises. Su incidencia ha sido mucho menos importante
en el campo forestal. EI n° de especies detectadas en la actualidad sobre planta forestal es escaso en
comparacion con su presencia en la agricultura y cultivos de invernadero, aunque algunas de ellas son
muy frecuentes y tienen gran importancia como productoras de marras en viveros forestales, tanto en
plantulas preemergentes, como en postemergencia, (“damping-off”) causando podredumbres de las
radiculas, y estando asociadas también con pudriciones de sistemas radicales, especialmente de
coniferas, de 1y 2 savias (MUNOZ,1991). Es el caso de Fusarium moniliforme Sheldon y Fusarium
oxysporum Schlecht emend Snyd & Hans. Estas especies, se comportan como hongos patdgenos de
suelo, estando presentes en las tierras y sustratos empleados en viveros, siendo vehiculizados
especialmente por las semillas, provocando dafios limitados a las fases juveniles.

En 1945 se identifica en Estados Unidos, Fusarium lateritium emend Snyd & Hans f. sp. pini
como causante de una grave enfermedad, conocida como “Pitch canker” en plantaciones de Pinus
elliottii var. elliottii y Pinus taeda (SNYDER et al., 1949), adscripcion taxondmica que se mantiene
en los trabajos de ARTMAN (1973). La capacidad del género para afectar al arbolado adulto, queda
confirmada.

La nomenclatura taxonémica ha sufrido en los Gltimos afios diversos cambios para designar a
la misma enfermedad: Fusarium moniliforme Sheldon var. subglutinans Wollenw & Reink
(KUHLMAN et al., 1978) ; Fusarium subglutinans (Wollenw. & Reink) Nelson et al. f sp. pini
Correll et al. (CORRELL et al., 1991). Finalmente, NIRENBERG & O'DONNELL, (1998) aportan
la altima combinacién Fusarium circinatum Nirenberg & O Donnell sp. nov.

Desde el punto de vista practico, y en relacién con las especies de Fusaria que mas
frecuentemente se aislan en especies vegetales forestales, F. circinatum, se diferencia de F.
moniliforme, por la ausencia de produccion de microconidios en cadena, formandolos en falsas
cabezas, y por la presencia de polifidlidas, y a su vez, difiere en este caracter, y en la ausencia de



clamidosporas, de Fusarium oxysporum. Ademas de la abundante presencia de hifas estériles
enrolladas, sin duda, el caracter mas sobresaliente como herramienta de identificacion en laboratorio,
es la formacion de polifidlidas, cuya observacion debe ser muy meticulosa, para evitar confusiones
con las monofialidas ramificadas, muy frecuentes en los Fusaria (Figuras 2 y 3).

Considerado un organismo de cuarentena en Europa, su reciente localizacion en nuestro pais,
en puntos del Norte de la Peninsula sobre Pinus radiata permite conjeturar, que un nuevo y grave
problema se cierne sobre las masas de coniferas espafiolas, dado la capacidad de este hongo de
transmitirse por semilla, pudiéndose convertir en potencial patdgeno de diversas especies de pino,
entre ellas Pinus halepensis y Pinus canariensis (CORRELL et al., 1991).

Los sintomas de los pies afectados por el “cancro de la miera” (Pitch canker) son muy
variados y a menudo espectaculares. El patdégeno afecta practicamente a todas las estructuras
vegetativas y reproductoras del pino, siendo caracteristico el cancro de los troncos y ramas con
abundante exudacion de resina y el enteamiento de la madera de los arboles adultos. La enfermedad
suele comenzar en la fase de vivero, al emplear semillas portadoras del hongo, extraidas de pifias
infectadas.

En el presente trabajo, se exponen los resultados y observaciones obtenidas tras las
inoculaciones con cepas de distinto origen sobre plantas de Pinus radiata, en condiciones de
invernadero. Se describen aspectos de las secuencias sintomatoldgicas externas e internas de los
tejidos afectados, y asi mismo se aporta informacion sobre el comportamiento térmico de estos
aislados, aspecto que tiene interés de cara a la posible limitacion de expansion geogréfica por
condiciones climaticas.

MATERIALES Y METODOS
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS

Las cepas se obtuvieron por siembra, tras desinfeccion, de secciones de cancros resinosos, en
medio KOMADA (KOMADA,1975). El estudio de los caracteres mas especificos para la
identificacion de la especie, como la produccion de hifas estériles enrolladas y la formacién de
polifidlidas, se llevé a cabo en medio SNA (NIRENBERG & O'DONNELL, 1998)

Para comprobar el comportamiento de 5 cepas de Fusarium circinatum de las cuales 4 se
aislaron de cancros resinosos de Pinus radiata, 1 fue cedida por el Laboratorio de Sanidad Vegetal
del Principado de Asturias obtenida de semillas en vivero (BANDERAS et al.,2004) y 1 cepa de
Fusarium subglutinans subglutinans cedida por el Departamento de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Complutense de Madrid, aislada de Zea mais y procedente de
Illinois (USA) se ha procedido de la siguiente forma en tres ensayos temporalmente espaciados:

CARACTERISTICAS DE LOS ENSAYOS DE INOCULACION
ENSAYO 1: Se comenzo el 14 de Mayo de 2002.

Se utilizaron 20 plantas de Pinus radiata de 3 savias, procedentes de vivero, que fueron
transplantadas a recipientes mayores. Las plantas utilizadas presentaban un buen estado fitosanitario.

De estas 20 plantas, se hicieron 4 bloques de 5 cada uno de ellos.

5 plantas fueron inoculadas con la cepa Fc-1, obtenida de cancro resinoso.

5 plantas fueron inoculadas con la cepa Fc-2, obtenida de cancro resinoso.

5 plantas fueron inoculadas con la cepa Fss (Fusarium subglutinans subglutinans), obtenida
de Zea mais

5 plantas fueron consideradas Testigos



ENSAYO 2: Se comenzd el 14 de Octubre de 2002.

Se utilizaron 10 plantas de Pinus radiata de 3 savias, procedentes de vivero, que previamente
fueron transplantadas a recipientes mayores. Las plantas utilizadas presentaban un buen estado
fitosanitario.

De estas 10 plantas, se hicieron 2 bloques de 5 cada uno de ellos.
5 plantas fueron inoculadas con la cepa Fc-3, obtenida de cancro resinoso.
5 plantas fueron consideradas Testigos.

ENSAYO 3: Se comenzd el 25 de Noviembre de 2004.

Se utilizaron 15 plantas de Pinus radiata de 5 savias, procedentes de vivero, que previamente
fueron transplantadas a recipientes mayores. Las plantas utilizadas presentaban un buen estado
fitosanitario.

De estas 15 plantas, se hicieron 3 bloques de 5 cada uno de ellos.

5 plantas fueron inoculadas con la cepa Fc-4 obtenida de semilla y cedida por el Laboratorio
de Sanidad Vegetal del Principado del Asturias.

5 plantas fueron inoculadas con la cepa Fc-5 obtenida de cancros resinosos.

5 plantas fueron consideradas Testigos.

En todos los casos, los bloques se seleccionaron de la forma mas homogénea posible,
incorporando en todos ellos, plantas con diferente grado de desarrollo.

METODO DE INOCULACION

Se utiliz6 el propuesto por CORRELL et al. (1991). En cada planta se practic6 una
incision con un bisturi estéril, portando en la hoja masa de micelio y conidios obtenida por barrido
directo de la superficie de la placa con el aislamiento a testar.

La incision, en sentido longitudinal sobre el brote suculento, a unos 5 cm. del &pice del
macroblasto y con un tamafio de 0,5 cm de longitud. Algunas excepciones, que tuvieron consecuencia
en los resultados como se pudo posteriormente comprobar, fueron las inoculaciones practicadas en
parte del tallo ya lignificado, por ausencia de brotes tiernos en el momento del ensayo. Los testigos
fueron heridos de la misma forma, mediante un bisturi estéril. Las zonas de incision fueron protegidas
con papel de parafilm.

VALORACION DE LA PATOGENICIDAD
7 CORRELL et al. (1991), proponen realizar el seguimiento del desarrollo de los sintomas a las
4, 6 y 8 semanas posteriores a la fecha de la inoculacion, utilizando como escala de valoracion la
siguiente:

Nivel 0: Sano, sin necrosis.

Nivel 1: Aciculas verdes. Necrosis sélo en el punto de inoculacion.

Nivel 2: Aciculas verdes. Necrosis superior a 2 cm en las proximidades del punto de
inoculacion.

Nivel 3: Aciculas y / o brotes marchitos, y necrosis anillando el brote.

Nivel 4: Brote anillado y follaje muerto desde el extremo distal al punto de inoculacion.

En el presente trabajo se han aplicado los niveles de valoracion propuestos por estos autores.
Sin embargo, en algunos casos los tiempos de observacion se han modificado ligeramente,
adaptandolos o bien a una mayor velocidad de observacién de sintomas (2 semanas) o por el contrario
tras la superacion de las 8 semanas.



Tras los ensayos, se obtuvo el reaislamiento de las cepas de cada uno de los cancros
provocados artificialmente

COMPORTAMIENTO TERMICO
7 Se han utilizado estufas de cultivo programadas sucesivamente con el siguiente rango de
temperaturas: 5° C; 10° C; 15° C; 20° C; 25° C; 30° C; 35° C y 40 ° C. y cultivos de cada una de las
cepas en PDA.

Una pastilla de agar y micelio del borde de la colonia, de 6 mm de diametro obtenida con un
sacabocado esterilizado a la llama, se situ6 en el centro de una placa de Petri con PDA. Por cada
aislamiento se realizaron 3 repeticiones y a las 120 horas, se midieron los crecimientos diametrales en
mm, segun unos ejes de coordenadas trazados por el centro del in6culo.

Se calcularon las medias y desviaciones tipicas por cada aislamiento y temperatura
considerada.

En el caso de ausencia de crecimiento a determinadas temperaturas (las extremas), los cultivos
se depositaron durante 1 semana maximo sobre bancada de laboratorio a temperatura ambiente, con el
fin de comprobar, si la temperatura era letal o simplemente habia supuesto el cese momentaneo de la
actividad miceliar.

RESULTADOS
Con relacion a la patogenicidad.

Se expresan en las Tablas del Anexo. Por cada una de las cepas testadas en los tres ensayos
realizados se exponen los Niveles obtenidos, a las 4, 6 y 8 semanas, de acuerdo con los criterios
propuestos por CORRELL et al. (1991). A la vista de los resultados, podemos decir que todas las
cepas testadas, a excepcion logicamente de la cepa Fss, cumplen los postulados de Koch

Con relacién a la sintomatologia.

Externamente, en los casos de evolucién mas rapida, y aproximadamente a los 15 dias de la
inoculacion, los macroblastos presentan alteraciones llamativas, con cambios de tonalidad de la
epidermis hacia un pardo-rojizo constituyendo una banda que progresa inicialmente en sentido
ascendente desde el punto de inoculacién para después desarrollarse también en sentido descendente,
hasta delimitar aproximadamente unos 4 cms de lesién (Figura 6). Paralelamente, el extremo del
brote muestra flaccidez, permaneciendo en esta fase las aciculas ain verdes (Figura 4).

A las 4 semanas en algunos casos, y en otros a las 6 u 8, se observan las aciculas de los brotes
inoculados, completamente muertas, con una tonalidad pardo rojiza intensa (Figura 5). El area de
inoculacion, se encuentra deprimida, con resinosis, y toda la epidermis de la parte superior a la lesion,
pardo rojiza. El brote muerto por anillamiento, se rompe con facilidad.

En las inoculaciones practicadas inicialmente sobre tallo lefioso, no se observan tan
claramente los cambios de tonalidad de la corteza, si bien hay resinosis y depresiones en la zona de la
herida practicada , y finalmente, anillamiento con la consecuente muerte de las aciculas situadas por
encima.

Internamente, en los cortes transversales practicados a la altura de la inoculacién y también
por encima de ésta, se observa un “enteamiento” generalizado de los tejidos, y la destruccion de los
tejidos primarios de la médula (Figuras 7 y 8), asi como extensas alteraciones en el xilema
secundario, provocadas por la colonizacion fungica via radios medulares.



En preparaciones microscopicas, se diferencia micelio, fidlidas y microconidios ocupando el
parénquima lagunar de la médula y filamentos miceliares discurriendo a través de los radios
medulares, observable tanto en cortes transversales, como tangenciales y radiales.

Por otra parte, las heridas practicadas en los Testigos, y con la inoculacion de la cepa Fss, se
cerraron perfectamente a los 15 dias de la inoculacion (Figura 9).

Con relacién al comportamiento térmico.

En la Tabla 4 y la Figura 1 puede observarse, que todas las cepas testadas tienen un optimo de
desarrollo a los 25° C, por lo que Fusarium circinatum puede considerarse un hongo termotolerante,
teniendo por otra parte los puntos cardinales maximos a 30 °© y los minimos los 10 ° C, por lo que
podriamos hablar de una cierta estenotermia

Por otra parte, los 40° C son letales para todas las cepas, mientras que los sometidos a 5° C
reinician su desarrollo tras situarlos en bancada de laboratorio a temperatura ambiente

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Nuestros resultados son esencialmente coincidentes con los de otros autores. Por una parte se
ajustan a los criterios de valoracién propuestos por CORRELL et al. (1991), si bien en algunos casos,
hemos observado niveles 3 y 4 a las dos semanas de la inoculacion en primavera, mientras que en
otros, los niveles 3 y 4 se han manifestado con posterioridad a las 8 semanas propuestas por estos
investigadores, en las inoculaciones practicadas en otofio (cepas Fc4 y Fc5). También coincidimos en
la mayor velocidad de produccion de cancros en las inoculaciones practicadas en primavera con
relacién al otofio, abundando en las observaciones anteriores, cuestion que podria tener su origen en
la velocidad de propagacion del hongo en el interior de los tejidos en asociacién con la mayor
actividad vascular de las plantas al comienzo del periodo vegetativo. Por otra parte, la influencia de la
temperatura en el desarrollo y progresion de la enfermedad en campo, es resaltada por GORDON et
al. (2001) en relacion con los resultados de crecimiento miceliar en laboratorio situando el limite
minimo en 9°C. Pero teniendo en cuenta que los 5° C no son letales de acuerdo con nuestros
resultados. Finalmente, las inoculaciones practicadas en parte lefiosa, tienen mayor dificultad de
desarrollo, lo que puede relacionarse con la menor vulnerabilidad de los tejidos. Esto puede indicar
que el brote suculento es la parte mas susceptible a la enfermedad, y las épocas de maxima infeccion,
la primavera y comienzos del verano. Se han observado variaciones morfologicas y
comportamentales entre algunas cepas, probablemente debido a que se traten de genotipos distintos,
por lo que en estos momentos se estan realizando estudios para su caracterizacion.
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CEPA NIVEL 0 NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4

4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8
Fss 100 | 100 | 100 - - - - - - - - - - - -
Fcl 20 20 - - - - - - 40 - - 40 80 | 100
Fc2 - - - - - - 40 - - 40 20 - 20 80 | 100
Testigos 100 | 100 | 100 - - - - - - - - - - - -

Tabla 1. Ensayo 1. Porcentaje de plantas contabilizadas a las 4, 6 y 8 semanas.
CEPA NIVEL 0 NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL 3 NIVEL 4

4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8
Fc3 - - - 100 | 40 - 60 - - 40 - 60
Testigos 100 | 100 | 100 - - - - - - - - - - - -

Tabla 2. Ensayo 2. Porcentaje de plantas contabilizadas a las 4, 6 y 8 semanas..

CEPA NIVEL 0 NIVEL 1 NIVEL 2 NIVEL3 NIVEL 4

4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8 4 6 8
Fc4 60 - 40 60 60 - - 40 - - 40
Fc5 60 - - 20 40 20 - 20 20 20 20 20 - 20 40
Testigos 100 | 100 | 100 - - - - - - - - - - - -

Tabla 3. Ensayo 3. Porcentaje de plantas contabilizadas a las 4, 6 y 8 semanas.

CEPA 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
Fc-1 0 no letal 0.38 1.62 2.3 4.7 1.3 0 no letal 0 letal
Fc-2 0 no letal 0.2 2.98 5.48 7.61 1.9 0 no letal 0 letal
Fc-3 0 no letal 1.02 4.32 6.43 8.2 15 0 no letal 0 letal
Fc-4 0 no letal 1.7 4.98 8.13 10.02 3.7 0 no letal 0 no letal
Fc-5 0 no letal 1.15 2.83 4.27 6.57 2.47 0 no letal 0 letal
Fss 0 no letal 0.85 3.55 6.58 8.5 5.1 0 no letal 0 letal

Tabla 4. Tabla de crecimientos medios (mm /dia) de las cepas a diferentes temperaturas (°C).
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Figura 1. Crecimiento medio (mm/dia) de las diferentes cepas en funcion de la temperatura (°C).



Figura 4. Flaccidez del brot . Figura5. Tonalidad pardo -
rojiza del brote muerto.

) Ll |
Figura 7. Enteamiento generalizado de los tejidos.

Figura 8. Destruccidn de los tejidos de la médula. Figura 9. Herida totalmente cicatrizada en un testigo.



