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Resumen

Las coniferas poseen una estructura de canales resiniferos que actia como defensa contra el ata-
que de insectos y patdgenos. Varios autores han observado que un aumento en la disponibilidad de
nutrientes puede alterar el reparto de energia en las plantas, en detrimento de los sistemas defensivos.
El presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto de la fertilizacion de establecimiento
sobre el desarrollo del sistema de canales resiniferos en Pinus pinaster. Mediante histologfa en brin-
zales de 3 savias sometidos a dos ensayos familia x fertilizacion se cuantifico la densidad y el area de
los canales resiniferos del floema y del xilema tanto en el tallo principal como en ramas laterales en
dos ensayos familia x fertilizacion. Se observo un efecto significativo de la fertilizacion en el desarro-
llo de los canales resiniferos del floema (p<0,05), con valores de 0,45 y 0,36 canales.mm? para brin-
zales no fertilizados y si fertilizados, respectivamente. Este efecto no se observd en las variables del
xilema. La densidad de canales resiniferos en el xilema fue significativamente diferente entre las dos
parcelas estudiadas, siendo mayor en la atacada por el curculionido Hylobius abietis. Por Gltimo, la
relacion tallo-rama de las variables cuantificadas no fue lo suficientemente consistente como para uti-
lizar los canales en ramas de P. pinaster como indicadores de los canales en el tronco principal.
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INTRODUCCION Galicia por su vigor, rectitud del fuste y escasa

ramosidad. Dentro del programa de mejora se

Pinus pinaster Ait es la especie forestal de
mayor importancia en Galicia ocupando casi un
30% de la superficie arbolada gallega. Debido a
la importancia de esta especie en el sector pro-
ductivo forestal, en los afhos 80 se impulsé un
programa de mejora genética donde se seleccio-
naron 116 arboles plus de la zona costera de
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incluyeron varios ensayos en diversos puntos de
la geografia gallega para evaluar la interaccion
familia x fertilizacion bajo diferentes condicio-
nes ambientales. El ataque masivo a uno de
estos ensayos por parte del curculionido
Hylobius abietis L. permitié un primer estudio
de los patrones de preferencia de ataque, vulne-
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rabilidad y resistencia entre progenies (ZAS et
al., 2005) y de como la disponibilidad de
nutrientes afecta al sistema insecto-planta (ZAs
et al., 2006). Los resultados de estos trabajos
mostraron una clara preferencia del insecto por
las plantas fertilizadas, especialmente con fosfo-
ro, y por unos genotipos determinados.

Las plantas poseen mecanismos de defensa
constitutivos e inducidos para resistir el ataque
de insectos o patogenos. El sistema de defensa
constitutivo de mayor importancia en coniferas
es la produccion de oleorresina en los canales
resiniferos del floema y del xilema. Entre las
defensas inducidas en coniferas y como respues-
ta a ataques, destaca la produccion de canales de
resina traumaticos en el xilema; su finalidad es
aumentar el flujo y la acumulacidon de resina y
prevenir o responder mas eficazmente a futuros
ataques (FRANCESCHI et al., 2005). La eficacia
de los mecanismos de defensa varfa seglin la
especie, genotipo y edad (KARBAN & BALDWIN,
1997), y podria estar condicionada por factores
ambientales como la disponibilidad de nutrien-
tes (VANAKKER et al., 2004).

La fertilizacion de establecimiento es una
herramienta selvicola de gran importancia y es
particularmente aconsejada para la plantacion
de pinos en los suelos arenosos y acidos de
Galicia, donde existe un déficit importante de
nutrientes, especialmente de fosforo (SANCHEZ-
RODRIGUEZ et al., 2002; ZAS & SERRADA,
2003). Varios autores han observado que la fer-
tilizacion de especies forestales, asimase la dis-
ponibilidad de nutrientes, afecta en gran medida
a la dindmica poblacional de los insectos herbi-
voros y otras plagas (SELANDER & IMMONEN,
1992; VANAKKER et al., 2004). Se desconoce,
sin embargo, como afecta la fertilizacion a la
estructura de los canales resiniferos constituti-
vos e inducidos en P. pinaster.

En el presente trabajo se pretende estudiar si
el incremento en la disponibilidad de nutrientes
provocado por la fertilizacion de establecimien-
to de P. pinaster produce una alteracion en la
densidad y el drea media de los canales resini-
feros. Como segundo objetivo, se pretende estu-
diar si existe una correlacion entre las variables
medidas en rama y en tallo, a fin de poder
muestrear en un futuro solo en rama y evitar
danar la planta.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio experimental

El estudio se realizd en dos ensayos familia
x fertilizacion del plan de mejora de P. pinaster
en Galicia instalados en Rianxo y Rebordelo. La
parcela de Rianxo se ubica al SE de la Sierra del
Barbanza, en el limite entre las provincias de A
Coruia y Pontevedra. El ensayo fue instalado en
marzo de 2003, un afio después de la corta de un
antiguo monte maduro de P. pinaster. La presen-
cia de numerosos tocones recién cortados hizo
que en el verano de 2003 apareciese un ataque
masivo del curculidnido H. abietis. La parcela
de Rebordelo estd ubicada en el MVMC de
Rebordelo a unos 20 km de Pontevedra y perte-
nece al Ayuntamiento de Cotobade. El ensayo
fue instalado también en marzo de 2003 y pre-
sentaba antes de la plantacion una vegetacion de
matorral denso. Se muestrearon destructivamen-
te 50 plantas pertenecientes a un testigo comer-
cial (TSER), por ser este material una
representacion completa de la poblacion de
mejora presente en el huerto semillero de
Sergude. Se tomaron muestras en 5 bloques y 5
tratamientos de fertilizacion que representaban
una graduacion de crecimiento y de susceptibili-
dad al ataque de H. abietis en base a estudios
previos de campo. Los tratamientos fueron un
control no fertilizado y otros cuatro fertilizados
con sulfato potasico (15 g K.planta') y sulfato
magnésico (5 g Mg.planta') pero diferenciados
por la presencia o ausencia de superfosfato (10 g
P.planta’) y urea (5 g N.planta™).

Toma de muestrasy procesado

La toma de muestras se hizo en diciembre de
2004, cuando la planta tenia 3 savias. Para el
estudio histoldgico se tomaron segmentos de 15
cm de longitud en el tallo principal, bajo el lti-
mo verticilo superior (3 savias), y en la base de
una rama lateral del Gltimo verticilo (1 savia).
Las muestras se fijaron en FAA (formaldehido,
etanol, acido acético y glicerol), los cortes trans-
versales se realizaron con un microtomo de des-
lizamiento con un espesor de corte de 90 Im y la
tincidn se realizd en Safranina disuelta en agua
(1% w/v) durante 12 h. Posteriormente se proce-
di6 al analisis de imagen de todas las muestras
mediante IMAGE-PRO PLUS v 6.0. Tanto en
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tallos como en ramas, y a partir de dos sectores
que representaban aproximadamente el 75% de
la superficie transversal, se midi6 la densidad y
el didmetro de los canales resiniferos en el floe-
ma y en el xilema. Se analizd el incremento
correspondiente a 2004.

Andlisis estadistico

El anélisis de la varianza para las variables
area y densidad se realiz6 con el programa STA-
TISTICA 5.0 seginel modelo Y =u + P+ T +
B(P) + P x T + error, donde u = media general,
P = parcela, T = tratamiento de fertilizacion, y
B(P) = bloque anidado dentro de la parcela.
Cuando los efectos fueron significativos, las
diferencias entre las medias fueron analizadas
mediante el test de Tukey. Las relaciones entre
tallos y ramas se estudiaron mediante regresio-
nes lineales.

RESULTADOSY DISCUSION

El anélisis de imagen de los cortes histologi-
cos mostrd que existieron diferencias significa-
tivas en la densidad de canales resiniferos del
floema entre plantas sometidas a diferentes tra-
tamientos de fertilizacidon (Tabla 1). El control
no fertilizado presentd una densidad de canales
30% mayor que las plantas sometidas a los
demés tratamientos de fertilizacidon (0,45 vs.
0,36 canales.mm? respectivamente) (Tabla 2).
Estos resultados son coherentes con los observa-
dos en un estudio realizado por VANAKKER et al.
(2004), en el que la densidad de canales de resi-
na en brinzales de Picea glauca x P. engelman-
nii fertilizados era significativamente menor
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cuando se incrementaba la disponibilidad de
nutrientes. Estos resultados concuerdan con las
hipotesis ecologicas de adjudicacion de recursos
en planta, que proponen que la produccién de
sustancias defensivas y el crecimiento compiten
por la misma energfa y el carbono asimilado
(BRYANT et al., 1983; KyToO et al., 1996). En
base a dichas hipOtesis se predice que la res-
puesta de las plantas a un aumento de la fertili-
zacion implica un descenso en la sintesis de
compuestos carbonados secundarios, tales como
fenoles y terpenos, que actian como repelentes
contra los insectos herbivoros.

La fertilizacion no tuvo efectos significativos
sobre la densidad y la superficie transversal de
los canales resiniferos en el xilema (Tabla 1). Al
analizar diversas variables de los canales resini-
feros constitutivos en Picea abies, ROSNER &
HANNRUP (2004) observaron que el factor gené-
tico era significativamente mas importante que el
factor ambiental, obteniéndose heredabilidades
muy altas. En ZAs et al. (2005), la variacion
debida al factor genético familiar fue responsa-
ble de una gran parte de la variacion experimen-
tal en P. pinaster frente al ataque de H. abietis. El
niimero de muestras analizadas en este trabajo
para cada tratamiento de fertilizacion (N = 10)
quiza haya sido aqui insuficiente para detectar
diferencias entre tratamientos y, ademas, por
haber utilizado plantas de un testigo comercial,
no se ha podido controlar el factor genético.

La densidad de canales resiniferos en el xile-
ma fue significativamente diferente entre parce-
las (Tabla 1), siendo mayor en la de Rianxo,
atacada por H. abietis. Esta diferencia podria ser
atribuible a la induccion de canales resiniferos
traumaticos en el xilema después del ataque del

Variable Parcela (P) Ttofert (T) Bloque(P) PxT
F, 3y (4, 31) (9, 31) Fa,
Canales del floema
Densidad (canales mm?) 0,3 2,8% 3,8%* 1,8
Area media (wm?) 2,0 23 0,8 1,1
Canales del xilema
Densidad (canales mm?) 20, 8%** 0,8 0,7 1,7
Area media (um?) 1,2 1,5 1,4 0,8

Tabla 1. Valores F-ratio de los andlisis de varianza de las variables densidad y drea media en el xilema y floema de P.
pinaster sometidos a diferentes tratamientos de fertilizacion de establecimiento. Los asteriscos indican significacion

seguin p<0,05 (*), p<0,01 (*¥*), y p<0,001 (***)
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Variable control +N+P -N+P +N-P -N-P
Canales del floema
Densidad (niimero.mm?) 0,45a 0,36ab 0,34b 0,31b 0,32b
Area media (um?) 14.299a 13.034a 11.222a  10.555a  20.554a
Canales del xilema
Densidad (niimero.mm?) 2,59a 2,29a 2,75a 2,46a 2,50a
Area media (um?) 10.381a 12.462a 12.070a  12.265a 13.266a

Tabla 2. Densidad y drea media de canales del xilema y del floema de brinzales de P. pinaster sometidos a diferentes
tratamientos de fertilizacion de establecimiento en las dos parcelas objeto de estudio. Para cada variable, letras dife-
rentes entre tratamientos de fertilizacion para cada variable indican diferencias significativas (p<0,05)

insecto. Sin embargo, en nuestras preparaciones
histologicas no se ha podido distinguir entre
canales constitutivos y canales inducidos como
en otras especies (VANAKKER et al., 2004). La
densidad de canales del floema no vari6 signifi-
cativamente entre parcelas, sugiriendo que el
intenso ataque registrado en Rianxo no afectd a
esta variable.

Se observo una relacion lineal positiva entre
el area media de los canales del xilema entre
tallos y ramas para ambas parcelas, Rianxo (N =
25, r=0,57, p<0,01) y Rebordelo (N =25, r =
0,47, p<0,01). Esta misma relacion también se
encontrd tomando los datos de las dos parcelas
en conjunto (N = 50, r = 0,53, p<0,01). La den-
sidad de canales en el xilema también presentd
una relacion lineal y positiva entre tallos y
ramas para la parcela de Rebordelo (N =25,r =
0.60, p<0.01) y para las dos parcelas en conjun-
to (N =50, r = 0,38, p<0,01). Sin embargo esta
relacion desaparecid en la parcela de Rianxo (N
=25,1r=0,23, n.s.). En el floema no se observd
ninguna relacion significativa expresa mejor
(Tabla 3), luego para este tejido no es suficiente
considerar que el muestreo de canales resinife-

ros en ramas laterales sea buen indicador del sis-
tema de los canales en el tallo.

Este es el primer trabajo que estudia el efec-
to de la fertilizacion sobre el desarrollo del sis-
tema de canales resiniferos en brinzales de P.
pinaster. La fertilizacidbn, aunque no parece
afectar a las dimensiones y densidad de los
canales resiniferos del xilema, disminuye la
densidad de canales resiniferos en el floema,
afectando asi negativamente a la capacidad
defensiva de la planta. El estudio histologico de
los canales resiniferos se muestra como una
buena medida para indicar el nivel defensivo de
los brinzales de P. pinaster, aunque tiene el
inconveniente de ser destructivo. En este senti-
do, en el floema no se han encontrado correla-
ciones satisfactorias entre los pardmetros
medidos en los tallos principales y en las ramas
laterales que permitan muestrear sin dafar la
guia principal de la planta. En posteriores estu-
dios se comprobara si estos resultados son cohe-
rentes con la idea propuesta por otros autores
(FRANCESCHI et al., 2005) de que en especies
como P. pinaster, los canales del floema son
exclusivamente constitutivos.

Variable General (N = 50) Rianxo (N = 25) Rebordelo (N = 25)
Canales del floema

Densidad (nimero.mm?) 0,03 0,15 0,24

Area media (wm?) 0,01 0,11 0,06
Canales del xilema

Densidad (nimero.mm?) 0,38%** 0,23 0,60%*

Area media (wm?) 0,53%*%* 0,57** 0,47*

Tabla 3. Coeficiente de correlacion de Pearson entre cada una de las variables medidas en tallos y ramas para las dos
parcelas analizadas en conjunto y para cada una por separado. Los asteriscos indican significacion segiin p<0,05 (*),

p<0,01 (*%), y p<0,001 (¥*%)
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