DIVERSIDAD GENOTIPICA Y FENOTIPICA EN AISLADOS DE DIPLODIA PINEA (DES
(KICKX) PROCEDENTES DE PLANTACIONES DE PINUS RADIATA D. DON DEL P#
VASCO: PATOGENEIDAD, VCGS Y MORFOTIPOS

Gonzalez de Murillo, M.; Muruamendiaraz, A; Aragonés, A.; Espinel, S.;lturritxa, E.
eiturritxa@neiker.net.
NEIKER. Granja Modelo — Arkaute. Apdo. 46. 01080 Vitoria-Gasteiz

RESUMEN

Se estudian 36 aislados de Diplodia pinea (Desm) (Kickx) con el fin de caracterizarlos desc
distintos puntos de vista, para posteriores tareas de control del patdgeno en campo. Si bien todos Ic
aislados estudiados resultan patogénicos, no se observan diferencias significativas en la agresividad ¢
cada uno de ellos tras los ensayos de inoculacion realizados. En el estudio de VCGs o Grupos ¢
Compatibilidad Vegetativa se obtiene un 2% de aislados compatibles entre si un 1 % de compatibilida
intermedia, siendo los restantes no compatibles vegetativamente. A nivel molecular s6lo se puec
hablar hasta el momento de cebadores que amplifican con mayor eficiencia que otros los fragmentc
SSR del hongo estudiado.

Palabras clave: agresividad, compatibilidad vegetativa, marcadores SSR

INTRODUCCION

Diplodia pinea (Desm.) (Kickx) (DE WET et al., 2.003) es uno de los patbgenos mas comune
en las plantaciones de Pinus radiata D. Don en esta comunidad. La enfermedad provocada por es
deuteromiceto, endofito y patdgeno latente (BURGESS et al., 2001) puede afectar a otras especies d
genero Pinus siendo también susceptibles especialmente Pinus nigra y Pinus sylvestris (APS Press) a
como otros géneros de coniferas: Abies, Araucaria, Chamaecyparis, Cupressus, Picea Pseudotsugi
Thuja, Juniperus y Cedrus (SWART et al. 1987).

En este estudio se profundiza en el conocimiento de la poblacion de Diplodia pinea, ¢
diversidad genotipica y fenotipica.

Esta informacion resulta de especial trascendencia para deducir su posible origen y potencial ¢
infeccion, lo que facilita la capacidad de prediccion de los dafios potenciales y el planteamiento ¢
estrategias de control acordes a la sostenibilidad de las plantaciones y bosque nativo circundante.

Se estudian 36 aislados procedentes de focos de infeccion de la Comunidad Auténoma Vasc
definiéndose la patogeneidad, los grupos vegetativos de compatibilidad y morfotipos asociadc
mediante métodos moleculares.

MATERIAL Y METODOS
A)PATOGENEIDAD

Se llevan a cabo inoculaciones en invernadero(T=20°C y HR=60%) sobre arboles de 3 afios ¢
Pinus pinea, especie citada como especialmente sensible al patdgeno objeto de estudio (Swart et 3
1987).

Como fuente de indculo se utiliza una superficie de alrededor de 0,8 cm? de micelio de
semana de edad de cada uno de los aislados. Se realiza un corte en cada rama del arbol con tijeras ¢
poda y se procede a cubrir el micelio con parafilm (Chou, 1976). Se realizan 4 repeticiones por aisladc



A los 15 dias se mide la herida producida por el hongo en cada una de las ramas inoculadas.

B)GRUPOS DE COMPATIBILIDAD VEGETATIVA

Se obtienen cultivos monoesporicos de 36 aislados de Diplodia pinea Desm (Kickx)

Se enfrentan los 36 aislados, tomados de tres en tres, a partir de micelio de 7 dias, en plac:
Petri pequefas, utilizando como medio agar de avena . Se repite el ensayo tres veces. A partir di
quinto dia posterior a la siembra se observan los resultados obtenidos.

C)METODOS MOLECULARES
Se prueban 11 parejas de cebadores para conocer cudl de ellas es la que amplifica Ic
fragmentos SSR de Diplodia pinea con mayor eficiencia. (BURGUESS et al. 2000).

RESULTADOS

A)PATOGENEIDAD

Todos los aislados provocan necrosis de tejidos vasculares y adyacentes en las ram
inoculadas. Si bien se observan heridas de tamafios diversos, no se obtienen diferencias significative
en cuanto al tamafio de la herida dependiendo del aislado analizado.

B)GRUPOS DE COMPATIBILIDAD VEGETATIVA

Se observa compatibilidad vegetativa de cada uno de los aislados consigo mismo, tal y corr
cabia esperarse, compatibilidad caracterizada por la fusién de los micelios al crecer. De los 36 aisladc
testados, se observa un 2% de ellos compatibles entre si y un 1% que presenta una compatibilidad r
tan clara como en los casos anteriores y que se categoriza como compatibilidad intermedia. El resto ¢
los aislados resulta ser incompatible, dando lugar a la formacion de barreras de micelio negras que ¢
producen como consecuencia de la muerte y degradacién celular de los micelios inicialmen
fusionados (LESLIE, J.F, 1993).

C)METODOS MOLECULARES

De los cebadores utilizados los que resultan ser mas eficientes en la amplificacion de Ic
fragmentos SSR son las trs parejas que a continuacion se indican:TB23-TB24; TB37-TB38 y TB4:
TB42.

CONCLUSIONES

-Se comprueba el poder patogénico de todos los aislados de Diplodia pinea estudiados sobre Pint
pinea. Se considera la necesidad de realizar este mismo ensayo con clones de pino para asi eliminar
variabilidad genética del huésped y poder entrever con claridad el efecto que cada uno de los aisladc
ocasionaria en un mismo huésped.

-En el Pais Vasco existe una gran diversidad de aislados de Diplodia pinea, tal y como cabia espera
teniendo en cuenta el largo periodo que el patdgeno lleva en nuestras plantaciones y la diversidad ¢
origenes de planta a la que se ha venido recurriendo en estos mismos afios.
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Fotografia 1: aspecto de los arboles inoculados.

Fotografia 2. Lesion ocasionada en ramilla de Pinus pinea tras la inoculacion con Diplodia pinea



Fotografia 3: aspecto de los micelios de aislados enfrentados, de derecha a izquierda: fila superior, incompatibilidad en
primeros dias, posteriores dias, fila inferior, compatibilidad total y compatibilidad intermedia para una de las parejas de
aislados enfrentados(1P-Laudio)
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Fotografia 4: resultados preliminares de los productos de la amplificacion de las PCR sobre gel de agarosa al
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