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Resumen

La infeccion natural en una parcela experimental de Pinus pinaster (n = 2.880 plantas) sometida
a 9 tratamientos de fertilizacion ha permitido estudiar el efecto de la nutricion y del genotipo en la
susceptibilidad a Fusarium oxysporum. El material consiste en 28 familias de polinizacion abierta
procedentes de arboles plus seleccionados en masas naturales de la procedencia Galicia-Costa, y tres
lotes de semilla comercial a modo de testigos. Los primeros sintomas de la enfermedad en las plan-
tas se encontraron a los dos anos de edad. Las plantas presentaban una clorosis aguda en las acicu-
las con desecamiento de la yema terminal. Los sintomas mostraron una fuerte autocorrelacion
espacial que obligd al uso de técnicas de ajuste espacial para el correcto andlisis. Los sintomas ana-
lizados mostraron diferencias significativas segiin el tratamiento de fertilizacion aplicado y el geno-
tipo. Las plantas fertilizadas mostraron mayor sintomatologia (clorosis foliar) que las no fertilizadas
(30% vs 5%). Las familias mejoradas resultaron, en general, més afectadas que los testigos de semi-
Ila comercial. Se observaron agrupaciones sintomaticas en patorregiones de 30 a 90 metros de dia-
metro. Se ha observado que la mejora del estado nutricional de P. pinaster mediante una fertilizacion
adecuada puede aumentar la sensibilidad del material. Esto tiene una repercusion practica importan-
te pues la fertilizacion de establecimiento en coniferas es ampliamente recomendada en los suelos
pobres, arenosos y acidos de Galicia.
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INTRODUCCION

El pino maritimo (Pinus pinaster Ait.) es una
de las especies mas importantes empleadas en
repoblacion forestal en Galicia, y por ello en la
década de los 80 se inicid en el CINAM-Lourizdn
un programa de mejora genética de esta especie.
En el marco de este programa, y teniendo en
cuenta que la nutricién es uno de los principales
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factores que afecta a la productividad de los
pinos en Galicia (SANCHEZ-RODRIGUEZ et al.,
2002), se establecieron ensayos factoriales fami-
lia x fertilizacion en diferentes localidades con el
fin de analizar la variacion genética en plastici-
dad frente a este factor ambiental.

F. oxysporum es un hongo saprofito causante
de pudriciones y marchiteces, que tiene una
importancia primordial en numerosos cultivos
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agronomicos (COUTEAUDIER & ALABOUVETTE,
1981). Este hongo también es uno de los mas fre-
cuentes del complejo fangico causante de la
enfermedad del damping-off en viveros foresta-
les y en ocasiones produce importantes dafios en
plantaciones muy jovenes en campo
(BLOOMBERG, 1981). F. oxysporum sblo se activa
cuando las raices de la planta huésped entran en
contacto con el micelio, penetra en las raices a
través de heridas y se extiende por los vasos xile-
maticos mediante crecimiento miceliar y forma-
cion de microconidias que se transportan con el
flujo ascendente de agua. Los sintomas foliares
de las toxinas producidas por el hongo varian
seglin el huésped, con aciculas esparcidas y clo-
roticas o aciculas retorcidas, seguidas por muer-
te descendente de puntas, sintomas de
marchitamiento y achaparramiento conforme la
enfermedad progresa (NELSON et al., 1981).

La presencia y dafos causados por este patd-
geno en uno de los ensayos familia x fertilizacion
nos permitid evaluar el efecto de la familia y de la
fertilizacion de P. pinaster ante F. oxysporum. Al
tratarse de una infeccion natural por un hongo,
podemos esperar que la infeccion no sea homogé-
nea sino que se produzcan focos de infeccion
heterogéneos con parches de distinta intensidad
en diferentes partes de la parcela. Los métodos
convencionales requieren la independencia de las
observaciones, y no permiten detectar, en ocasio-
nes, diferencias entre tratamientos y familias si
estas observaciones estan espacialmente autoco-
rrelacionadas. A través de la geoestadistica, con
ayuda de los semivariogramas y el método kri-
ging, se puede explorar la estructura espacial de
las variables, y en caso necesario, corregir la
autocorrelacion espacial que presenten mediante
un proceso de andlisis espacial iterativo (ZAs,
2006). Los objetivos de este trabajo fueron (i)
evaluar la variabilidad familiar de la susceptibili-
dad de P. pinaster ante F. oxysporum, (ii) obser-
var si esta susceptibilidad varfa en funcion de la
disponibilidad de nutrientes por parte del arbol, y
(iii) describir el patron de la infeccion.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se desarrolld sobre un ensayo fac-
torial familia x fertilizacion instalado en febrero
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de 2004 en la zona interior de Galicia (Cea:
42,46° N 7,76° O, 520 m snm). La parcela tiene
un clima atlantico con un cierto caracter medite-
rraneo con precipitaciones anuales moderadas
(1127,1 mm), un periodo de sequia estival de 3
meses y una oscilacion térmica intranual mode-
rada. La parcela se sitlia sobre granitos con suelo
franco-arenoso y 4cido, rico en materia orgénica
y N total (3,6 g.kg"), y pobre en otros nutrientes,
especialmente en P asimilable (5,9 mg.kg").

El material de mejora consistid en 28 fami-
lias de polinizacion abierta de P. pinaster proce-
dentes de arboles plus seleccionados en la
region de procedencia la Noroeste-Litoral y 3
familias testigo a partir de lotes de semilla
comercial (Tcys, material identificado de la
region de procedencia 1a Noroeste-Litoral; Ty,
material identificado de la region de proceden-
cia 1b Noroeste-Interior; Tgpg, material cualifi-
cado del huerto semillero mejorado de Sergude,
A Coruna). La parcela se distribuyd conforme a
un disefo split-plot replicado en 10 bloques, con
9 tratamientos de fertilizacion de establecimien-
to como factor principal y las familias como fac-
tor secundario. Los 9 tratamientos de
fertilizacién de establecimiento se disefiaron por
combinacion de 4 abonos comerciales mono- y
bi-elementales: N como nitrato amonico (5 g
N.planta®), P como superfosfato triple (10 g
Pplanta'), K como sulfato potasico (15 g K
planta') y Mg como sulfato magnésico (5 g
Mg.planta') seglin se indica en la figura 1. La
fertilizacion se aplicoO manualmente alrededor de
las plantas en el momento de la plantacion. El
nimero total de plantas presentes en el ensayo
fue de 2.790 plantas.

En diciembre de 2005 (dos periodos vegeta-
tivos después de la plantacidon) se observaron
sintomas de clorosis en las aciculas y marchita-
miento de la yema terminal en muchas de las
plantas del ensayo, por lo que se evaluaron dife-
rentes variables de dano seglin la sintomatologia
encontrada en las plantas tras una prospeccion
visual general. Se muestrearon destructivamente
10 plantas pertenecientes a un testigo comercial
(Tsgr), por ser este material una representacion
completa de la poblacion de mejora presente en
el huerto semillero de Sergude, con todo el sis-
tema radical y suelo circundante segin una esca-
la gradual de dafio. Estas muestras se llevaron a
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analizar a la Estacion Fitopatologica do Areeiro
(Pontevedra), la cual diagnosticd que las plantas
analizadas estaban infectadas por F. oxysporum.
Los resultados de los aislamientos mostraron
esta patologia infecciosa, sin embargo, no se
comprobaron los postulados de Koch, puesto
que no se inoculd ninglin microorganismo del
cultivo en una planta sana.

Se evalud, durante el segundo y tercer perio-
do vegetativo, el aspecto general de todas las
plantas vivas mediante dos variables cualitati-
vas, coloracion foliar y estado de la yema termi-
nal. La coloracion foliar se evalud conforme a
una escala gradual que vari6 entre 1 (plantas con
todas sus aciculas verdes), y 5 (plantas con clo-
rosis en el 100% de las aciculas). El estado de la
yema terminal se evalud seglin una escala bino-
mial 0, yema viva, y 1, yema muerta.

Tras evaluar la distribucion espacial de los
datos mediante técnicas de geoestadistica y
comprobar que las variables estaban espacial-
mente autocorrelacionadas, se ajustaron las
observaciones mediante el método de analisis
espacial iterativo (Zas, 2006) empleando el
paquete estadistico SAS.

Una vez ajustadas las variables, la variacion
genética y el efecto de los distintos tratamientos
de fertilizacidn sobre la sintomatologia de infec-
cion del hongo se analizaron mediante analisis
de varianza utilizando el procedimiento MIXED
del paquete estadistico SAS, considerando la
interaccion bloque x fertilizacion como factor
aleatorio y el resto de los factores como fijos
(LITTELL et al., 1996). Cuando los factores o
interacciones resultaron significativos, las dife-
rencias entre las medias de los tratamientos fue-
ron examinadas empleando el comando
LSMEANS del procedimiento MIXED, asu-
miendo un nivel de significacion de 0,05.

RESULTADOSY DISCUSION

La incidencia de la infeccidn por este patd-
geno fue elevada el primer afio de las evaluacio-
nes y mas baja el segundo. El porcentaje de
plantas con clorosis fue del 68% durante 2005 y
44% durante 2006. En cuanto al porcentaje de
yemas muertas, el primer afio de estudio fue de
un 50% y de un 20% el segundo. Varios autores
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encontraron que F. oxysporum predomina en
suelos acidos y arenosos, y que la infeccidn es
menor conforme aumenta la edad de las plantu-
las (KUBIKOVA, 1968).

Durante los dos periodos vegetativos estu-
diados, las variables presentaron una estructura
espacial agregada, con una semivarianza que
disminuye a distancias cortas para las dos varia-
bles sintomaticas analizadas (Figura 2 A). Esto
significa que los datos estan autocorrelaciona-
dos, violandose el requisito de independencia de
las observaciones, necesario en los métodos de
estadistica paramétrica convencional (ZAs,
2006). En la modelizacion kriging de los resi-
duos de las variables se puede observar la eleva-
da heterogeneidad ambiental existente tanto
dentro de los bloques como dentro de los sub-
bloques (Figura 2 B). La epidemia se mostrd
agregada en patorregiones de 29 m y 100 m de
diametro para la clorosis foliar y de 37 my 95 m
para la desecacion de la yema terminal durante
2005 y 2006 respectivamente. Se impone la
necesidad de corregir las variables mediante téc-
nicas de ajuste espacial, puesto que si se obvia la
heterogeneidad espacial podrian no encontrarse
diferencias familiares, entre tratamientos o en la
interaccion familia x fertilizacion en las varia-
bles de ataque analizadas (datos no mostrados).
Un trabajo previo en el que se evaluo el creci-
miento de las plantas de esta parcela sin tener en
cuenta la posible heterogeneidad espacial de los
datos no obtuvo diferencias significativas (ain
habiéndolas) ante los factores fertilizacion e
interaccion familia x fertilizacion (MARTINS,
2005). Otros trabajos también se apoyan en estas
técnicas para evaluar adecuadamente la distribu-
cion espacial e incidencia de enfermedades
como Armillaria ostoyae (ZAs et al., 2007).

El anélisis de varianza realizado para las
variables ajustadas mostrd que los tratamientos
de fertilizacion y la familia tuvieron un efecto
altamente significativo sobre el grado de ataque
de F. oxysporum en las plantas. También se
encontraron diferencias altamente significativas
en la interaccion familia x fertilizacion en la
valoracion de la coloracidon foliar del segundo
ano (Tabla 1). Las familias mostraron diferen-
cias significativas tanto en la coloracion de las
aciculas como en el estado de la yema terminal,
lo que indica que existen una serie de familias
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Figura 1. Tratamiento geoestadistico de la clorosis foliar observada en pldntulas de P. pinaster de 3 savias afectadas
por F. oxysporum. A) Semivariograma observado (puntos) y tedrico (linea) de los residuos del modelo eliminando los
efectos de los factores principales. Se indica el coeficiente de determinacion y su significacion, el rango (A,), la varian-
za estructural (C) y el nugget (C,). B) Modelizacion de la distribucion espacial de los residuos mediante el método de
kriging iterativo. La intensidad de la clorosis es mayor en las zonas mds oscuras. Las lineas negras gruesas represen-

tan el limite de los bloques y las finas el de los whole plots

Factor a.l. Término Error CF s YT 005 CF 0 YT 006
Fertilizacion (F) 8 TxB 23, 2%%% 13,7%%% 4,0k ** 6,3%%*
Bloque (B) 9 TxB 0,1 0,1 0,3 0,1
Familia (G) 30 Error 3,1%%% 3,5%** 2, 7H** 1,7%%
GxF 240 Error 1,3%* 1,2 1,1 1,0
GxB 270 Error 0,9 0,9 1,0 0,9

Tabla 1. Resultados del ANOVA realizado con los valores ajustados espacialmente para las variables clorosis foliar
(CF) y estado de la yema terminal (YT), determinada en 2005 y 2006 en pldntulas de P. pinaster afectadas por F. oxys-
porum. Se presentan los F ratios y los correspondientes niveles de probabilidad (***= p<0,001, **= p<0,01)

mas resistentes al ataque de F. oxysporum que
otras (Figura 3). Otros trabajos también sefialan
grupos de familias més resistentes al ataque de
insectos dentro de esta misma poblacion de
mejora de P. pinaster en Galicia (ZAS et al.,
2005). Comparando el comportamiento relativo
de las familias testadas en el ensayo con respec-
to a los testigos, se observd que 19 familias
mejoradas, de las 28 estudiadas (64%), mostra-
ron mayor sensibilidad al ataque que los testigos
de semilla comercial de costa e interior. Otros
autores han evidenciado la superioridad del
material de mejora frente al no mejorado en
cuanto al crecimiento en altura, tanto en inver-
nadero como en campo (ZAS & FERNANDEZ-
Lopez, 2005; ZAs et al., 2005), pero si F.
oxysporum fuera verdaderamente limitante en la
supervivencia de las plantaciones gallegas, este
aspecto habrfa de tenerse en cuenta en futuros
ciclos de seleccion y mejora de P. pinaster.

La fertilizacion influy6 significativamente
en los dafos ocasionados por F. oxysporum. En
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relacion al estado de la yema terminal, todos los
tratamientos de fertilizacion incrementaron el
dafio en las yemas terminales frente al trata-
miento control, especialmente el tratamiento
completo T1 (Figura 1). Comparando los trata-
mientos T2 a TS se observa una clara disminu-
cion de los danos en el tratamiento T4, lo que
indica una influencia decisiva del K en beneficio
del patdogeno. Realizando comparaciones entre
los distintos tratamientos de fertilizacion para la
clorosis foliar durante el segundo periodo vege-
tativo se observd que tanto en presencia como
en ausencia de nitrogeno, las plantas fertilizadas
con Mg mostraron menos clorosis, y que las
plantas fertilizadas con K mostraron mas cloro-
sis (datos no mostrados). El efecto de la fertili-
zacion fosforica sobre la clorosis foliar varid
seglin se encontrase en presencia (beneficioso) o
ausencia (perjudicial) de N. Las plantas fertili-
zadas con N mostraron mayor clorosis que las
no fertilizadas. En este contexto, son varios los
autores que han encontrado que la disponibili-
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Figura 2. Desviacion de la media familiar con respecto a la media general para la coloracion foliar durante el segun-

do ario. (* = familia significativamente distinta a TINT; + =
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FO F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
N - + - + + + - - -
P - 4+ + - + + - + 4+
K - + + + - + o+ -+
Mg - + + + + - 4+ + -

Composicion tratamientos de fertilizacion

Figura 3. Porcentaje de pldantulas de P. pinaster con la yema terminal seca debido a F. oxysporum, en cada tratamien-
to de fertilizacion. Las observaciones se realizaron en 2005 en pldntulas de 3 savias. Las letras indican diferencias sig-
nificativas (p<0,05). Para cada tratamiento se indica la presencia (+) y ausencia (-) de cada compuesto

dad de nutrientes afecta en gran medida a la
dinamica poblacional de plagas y proliferacion
de enfermedades (YERGEAU et al., 2006; ZAs et
al., 2006). Varios autores afirman que los suelos
acidos con deficiencia en potasio y fertilizacion
nitrogenada tienden a favorecer esta enfermedad
(SMITH et al., 1988). BLOOMBERG (1981) tam-
bién encuentra que la elevada fertilizacion con
nitrogeno incrementa la mortalidad de las plan-
tas afectadas por F. oxysporum mientras que
SINCLAIR et al. (1975) proponen el empleo de
fertilizantes como una de las posibles herra-
mientas para reducir las pérdidas por esta enfer-
medad. Dentro de esta misma poblacion de
mejora de P. pinaster en Galicia, ZAS et al.,
(2006) encontraron que la fertilizacion, en espe-

cial la fertilizacion fosforica, incrementaba la
intensidad de ataque de H. abietis en las plantas.

Estos resultados preliminares han de tomar-
se con cautela, pues se ha asumido la existencia
de una sola cepa de F. oxysporum afectando la
totalidad de la parcela, y no se ha realizado ais-
lamientos en la totalidad de las 2.790 plantas. Es
imprescindible explorar la estructura espacial de
los datos al analizar patologias infecciosas en
los ensayos de campo. En caso de encontrar que
las observaciones estan espacialmente autoco-
rrelacionadas, el analisis de la sensibilidad fami-
liar y de la nutricion en dispositivos
experimentales en campo no es posible sin recu-
rrir a técnicas de analisis espacial. Gracias a esta
técnica se ha podido analizar el patron de infec-
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cidn en la parcela experimental de campo, se ha
observado que la fertilizacion mediante NPK
aumenta significativamente los sintomas ante F.
oxysporum, y que existe variacion genética
familiar en la susceptibilidad ante este patdogeno.
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