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Resumen

A finales de 2004 la Estacion Fitopatoloxica do Areeiro (EFA) detectd, por primera vez en Galicia,
la presencia de Fusarium circinatum, patégeno de cuarentena de la lista A2 de 1la EPPO, sobre semi-
llas y plantulas de vivero de Pinus spp. Como consecuencia de ello la EFA, con la colaboracion de la
Direccion Xeral de Montes e Industrias Forestais de la Xunta de Galicia, decide realizar un muestreo
exhaustivo de Pinus spp. en sequeros, viveros y plantaciones establecidas, recogiendo diferentes tipos
de material vegetal — semillas, plantulas de vivero, madera de chancros resinosos, flores y pifias- para
conocer la distribucidon y expansion del hongo en la comunidad autonoma gallega. En este trabajo
exponemos los resultados parciales de este muestreo, centrandonos en los anélisis de 372 muestras de
semillas -139 lotes procedentes de sequeros y huertos semilleros y 233 procedentes de pihas de arbo-
les adultos- de Pinus pinaster, P. radiata y P. sylvestris, detectandose la presencia de F. circinatum en
un 40% de las muestras asi como otras especies de Fusarium, destacando entre ellas Fusarium proli-
feratum y F. verticillioides. En este trabajo se citan las especies de Fusarium aparecidas, y su grado
de incidencia en las semillas de las diferentes especies de pino analizadas.
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INTRODUCCION

Dentro de los hongos fitopatogenos el géne-
ro Fusarium infecta un espectro de tejidos vege-
tales y plantas muy amplio, que incluye tejidos
radiculares, vasculares y reproductores de plan-
tas horticolas, ornamentales, forestales, etc.., de
diferentes habitats del mundo, ocasionando
muchas veces pérdidas econdmicas importantes.

En el grupo de las coniferas, y en concreto en
el género Pinus, debe prestarse atencion a la pre-
sencia de Fusarium circinatum, notificado por
primera en los anos 80 en EEUU, presente en
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paises no europeos como Chile, Haiti, Irak,
Japdn, México y Surafrica (EPPO-2006), y reco-
nocido actualmente en Europa como organismo
de cuarentena perteneciente a la lista A2 de la
EPPO. En Espaha ya esta presente en la zona
Norte (LANDERAS et al., 2005; PEREZ-SIERRA et
al., 2007) incluyendo Galicia (PINTOS et al.,
2006). Este hongo, que ocasiona la enfermedad
conocida como “pitch canker” en los pinos, tiene
la capacidad de infectar, durante todas las esta-
ciones del afo, estructuras vegetativas y repro-
ductivas en diferentes estados de madurez, lo que
ocasiona mortalidad de flores femeninas y pifas
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maduras, deterioro de semillas, y debilitamiento
y muerte de plantulas y arboles jovenes y adultos
(DWINELL et al., 2002).

Ademés, existen otras especies del género,
entre las que cabe destacar F. proliferatum y F.
verticillioides, que no siendo especies de cua-
rentena si pueden causar dafios importantes en
semillas y plantulas de pino cultivadas en vive-
ros forestales (SOLDEVILLA, 1995; MANSILLA-
VAZQUEZ et al., 1998). La presencia de F.
proliferatum se ha observado también sobre
semillas de Picea abies (MOTTA et al., 1996), y
se ha reconocido como patogénico en cultivos
como el esparrago (ELMER, 2002).

La presencia de estos hongos en las semillas
de pino puede contribuir a su dispersion geogra-
fica y mantenimiento en zonas contaminadas,
por lo que parece aconsejable la deteccion del
indculo fangico sobre semillas.

El objetivo de este trabajo, perteneciente a
otro mas extenso, fue determinar mediante
métodos de laboratorio rutinarios el estado fito-
sanitario, respecto al género Fusarium, de las
semillas de Pinus pinaster, P. radiata y P.
sylvestris muestreados en Galicia.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo

La Estacidon Fitopatoldgica do Areeiro
(EFA) perteneciente a la Excma. Diputacion de
Pontevedra detecto la presencia de F. circinatum
por primera vez en Galicia en el afho 2004 sobre
plantulas de vivero y semillas de pino, plantean-
do la necesidad de realizar muestreos exhausti-
vos propios y en colaboracion con la Direccion
Xeral de Montes e Industrias Forestais de la
Xunta de Galicia, de Pinus spp. en sequeros,
viveros y plantaciones establecidas, recogiendo
diferentes tipos de material vegetal-semillas,
plantulas de vivero, madera de chancros resino-
sos, flores y pifas- para conocer la distribucion
y expansion de F. circinatum en la comunidad
autobnoma gallega.

En el disefo y planificacion de los muestre-
0s propuestos se tuvo en cuenta que la distribu-
cion geografica de F. circinatum parecia encajar
con una distribucidon asociada al hospedador y
reforzada por una distribucion antropogénica a
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través de las actividades forestales de viveros y
maderistas.

El muestreo exhaustivo realizado por la EFA
en 2006 se ejecutd trazando sobre la superficie
cartografica de la provincia de Pontevedra cuadri-
culas de 5x5 km (PINTOS et al., 2006). En las cua-
driculas que tuviesen masas de arboles adultos de
Pinus pinaster y P. radiata en monte se recogio el
material vegetal, consistente en partes lefiosas de
tronco y ramas con chancros resinosos, flores y
piftas inmaduras y maduras con sus respectivas
semillas en crecimiento o ya formadas.

La D.X. de Montes de la Xunta, en colabo-
racion con la EFA, incluy6 en su muestreo del
afo 2006 puntos de las cuatro provincias galle-
gas, que tuviesen masas de P. pinaster, P. radia-
ta 'y P. sylvestris en monte, asi como muestras
recogidas en huertos semilleros, sequeros y
viveros tomandose como material vegetal pifias
en diferente estadio de maduracion, semillas
maduras envasadas procedentes del sequero y
plantulas de vivero, respectivamente.

Este muestreo que permitia conocer la distri-
bucion de F. circinatum se aprovechd para
detectar la presencia de otras especies de
Fusarium en semillas de pinos de Galicia.

Material analizado

De todo el material vegetal recogido y pro-
cesado, en este trabajo sOlo se presentan los
datos referidos a las semillas, de modo que el
material analizado consistidé en semillas madu-
ras ya envasadas, procedentes de sequero, o
semillas procedentes de pifias inmaduras o
maduras, de monte o del huerto semillero, de
Pinus pinaster o P. radiata o P. sylvestris, de las
provincias de A Coruna, Lugo, Ourense o
Pontevedra, y de los muestreos realizados solo
por la EFA (EFA) o por la Xunta en colabora-
cion con la EFA (XUNTA-EFA).

El muestreo de la EFA aportd 102 lotes de
semillas procedentes de pifias de arboles adultos
de P. pinaster y P. radiata recogidos en el
exhaustivo muestreo realizado en cuadriculas de
5x5 km en la provincia de Pontevedra. La Xunta
aportd 270 lotes de semillas, de los cuales 131
procedian de pinas de arboles adultos de P.
pinaster, P. radiata y P. sylvestris de monte en
Galicia, y 139 lotes procedian del huerto semi-
llero y del sequero de A Coruia. En total se ana-
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lizaron 372 lotes de semillas, de los cuales 233
lotes procedian de pinas de arboles adultos en
monte, y 139 procedian del huerto semillero y
del sequero.

Los lotes de semillas extraidas de pifas se
obtenian de un minimo de 25 pihas de cada
punto de muestreo para extraer un minimo de
100 semillas, y los lotes de semillas maduras
envasadas del sequero consistian en una canti-
dad superior a 500 semillas.

Protocolos y medios de cultivo utilizados
Extraccion de semillas a partir de pifias

Las pifias maduras, se dejaban a T* ambien-
te durante 12 h, tras lo cual se sacudfan y se
recogian las semillas.

En las pinas inmaduras, en su mayoria cerra-
das, se forzo la expulsion de las semillas some-
tiéndolas a una T* de 40°C en estufa de aire
forzado durante 12 h. Se prefirid el tiempo pro-
longado a temperatura media para no danar las
semillas ni el indculo potencial en las mismas. Si
tras el calentamiento la pifia no soltaba las semi-
llas se troceaba longitudinal y transversalmente
para sacar las semillas insertas con unas pinzas.
Siembra de semillas en medios de cultivo

Las semillas utilizadas en este trabajo no
sufrieron ningin tipo de esterilizacion antes de
su siembra, para poder detectar tanto los hongos
superficiales como los del interior. El estudio
consistio en el andlisis de las semillas sobre pla-
cas de agar para estudiar su micoflora respecto
al género Fusarium.

Se procesaron 100 semillas de cada lote, de
modo que fuese un nimero representativo del
lote y a la vez manejable en laboratorio. Se uti-
1iz6 la siguiente metodologfa: 1) Siembra de 100
semillas de cada lote a razon de 10 semillas por
placa, en medio de cultivo K (KomaDA, 1975),
selectivo para Fusarium; 2) Incubacion de las
placas en oscuridad a 25°C, durante 4 semanas,
observandose periddicamente y repicando las
colonias de Fusarium que apareciesen; 3)
Obtencion de cultivos monospdricos de las colo-
nias de Fusarium; 4) Repicado de cada cultivo
monospdérico a medio SNA (Spezieller
Nahrstoffarmer Agar); 5) Incubacion de las pla-
cas a 25°C en osucuridad durante 10 dias; 6)
Identificacion morfologica de las especies de
Fusarium.
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| dentificacion molecular

La identificacion morfologica de F. circina-
tum se reforzd con la identificacion molecular,
segin la metodologia propuesta en el RD
637/2007, que implicaba los pasos: a)
Extraccion de ADN de los cultivos monospori-
cos morfologicamente  sospechosos, b)
Realizacion de  protocolo de  PCR
(SCHWEIGKOFLER et al., 2004) con los cebadores
CIRCI1A y CIRC4A, obteniéndose un fragmen-
to de 360 pb en caso positivo.

RESULTADOSY DISCUSION

La evaluacion de los cultivos monosporicos
sobre las semillas de Pinus pinaster, P. radiata y
P. sylvestris de este estudio mostrd la presencia
de Fusarium circinatum Nirenberg & O Donnell
emend. Britz, Coutinho, Wingfield & Marasas,
Fusarium proliferatum (Matssushima) Niren-
berg, F. verticillioides (Saccardo) Niremberg, F.
oxysporum Schlechtendahl emend. Zinder &
Hansen, y F. solani (Martius) Appel & Wollen-
weber emend. Zinder & Hansen, lo cual, con-
cuerda con otros trabajos donde la presencia de
diferentes especies del género Fusarium sobre
semillas de distintos pinos es un hecho constata-
do (PawuK, 1978; MARIN et al., 2006).

Los cultivos monosporicos arriba citados se
diferenciaron morfoldgicamente entre ellos por
la combinacion de varios rasgos. Fusarium circi-
natum forma microconidias aisladas o en falsas
cabezas, que surgen de monofialidas y polifiali-
das dando aspecto de “arbolillos” al crecimiento
micelial; y con el tiempo desarrolla circinos, esto
es, hifas estériles tabicadas y curvadas que tien-
den a enroscarse; ademas no presenta clamidos-
poras. Fusarium proliferatum y F. verticillioides
forman sus microconidios sobre todo en cadenas
y menos en falsas cabezas, lo cual las diferencia
de F. circinatum, distinguiéndose entre ellos por
la presencia de polifialidas y monofialidas en F.
proliferatum y so6lo monofidlidas y cadenas de
microconidios méas largas en F. verticillioides.
Fusarium oxysporum y F. solani, presentan
microconidios aislados, s6lo sobre monofialidas,
con fialidas muy pequehas y ligeramente abom-
badas el primero y muy largas y finas el segundo
(LESLIE & SUMMERELL, 2006).
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En el caso de F. circinatum la identificacion
morfoldgica y por técnicas moleculares (PCR)
coincidio en el 100% de los casos.

Cuantitativamente del material vegetal reco-
gido en monte (233 lotes-100%) y del recogido en
el sequero (139 lotes-100%), se observo ausencia
total de Fusarium en 77 lotes (33%) y 80 lotes
(57,5%), y se detectd presencia de al menos algu-
na de las especies de Fusarium citadas en 156
lotes (67%) y 59 lotes (42,5%) (Tabla 1).

De las cinco especies de Fusarium detecta-
das sobre las semillas procedentes de monte o de
sequero, la especie predominante fue F. circina-
tum presente en 104 lotes (45%) y 45 lotes
(32%) respectivamente; seguido de F. prolifera-
tum con 54 lotes (23%) y 11(8%) y F. vertici-
llioides en 23 lotes (10%) y 10 lotes (7%); y los
dos minoritarios F. oxysporum en 3 lotes (1%) y
2 lotes (1%), y F. solani con 2 lotes (1%) en
monte y la misma cantidad y porcentaje en
sequero. Esta mayor presencia de F. circinatum
podria estar relacionada con su capacidad para
infectar material vegetal vegetativo y reproduc-
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tivo en plantas de diferentes edades, con lo que
su dispersion se podria ver muy aumentada res-
pecto a las otras especies (Figura 1).

Tanto los lotes procedentes de monte como de
sequero mostraron en su mayoria una nica espe-
cie por lote. Sin embargo, también hubo casos de
combinaciones de 2 o 3 especies de Fusarium en
el mismo lote y creciendo en la misma placa de
cultivo, pero con desarrollo micelial a partir de
semillas diferentes dentro de la misma placa. Asf,
del material recogido en monte y del recogido en
sequero hubo con presencia de una sola especie
de Fusarium 127 lotes (54,5%) y 51 lotes
(36,5%), en combinaciones dobles hubo 28 lotes
(12%) y 5 lotes (4%), y en combinaciones triples
hubo 1 lote (0,5%) y 3 lotes (2%), respectivamen-
te. La deteccion de solo una especie de Fusarium
por lote podria indicar una predominancia ecol6-
gica de unas especies sobre otras en términos de
mayor velocidad de crecimiento, pero esta hipo-
tesis requiere mas estudios (Tabla 1).

Tanto en material de monte como de sequero
F. circinatum aparecia como Unica especie en 81

Numero y porcentaje (%) de lotes sin Fusarium
Nimero y porcentaje (%) de lotes con Fusarium

Numero y porcentaje de presencia de 1 sola especie

Nimero y porcentaje de presencia de 2 especie
Numero y porcentaje de presencia de 3 especie

Numero y porcentaje (%) total de lotes segiin el origen del material

Monte Sequero
77 (33%) 80 (57,5%)
156(67%) 59 (42,5%)

127 (54,5%) 51(36,5%)
28 (12%) 5 (4%)
1(0,5%) 3 (2%)

233 (100%) 139 (100%)

Tabla 1. Niimero y porcentajes de lotes con presencialausencia de Fusarium segiin el origen del material
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Figura 1. Presencia de las especies de Fusarium en los lotes
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lotes (35%) y 37 lotes (27%), F. proliferatum en
33 lotes (14%) y 7 lotes (5%), F. verticillioides en
10 lotes (4%) y 5 lotes (4%), F. oxysporum en 3
lotes (1%) y ningtn lote, y F. solani en 1 lote
0,5%) y 2 lotes (1%), respectivamente. En
muchos de los casos donde F. proliferatum o F.
verticillioides aparecian como {inica especie de
Fusarium del lote, el nimero de semillas por
placa colonizado por alguno de ellos solia ser ele-
vado o total (10 semillas en cada placa), lo cual
implica un indculo potencial muy alto que debe
ser considerado en caso de usar estas semillas.

El grado de madurez de las pinas, es decir,
que fuesen inmaduras (cerradas) y maduras
(abiertas) no afectd a la deteccion de los
Fusarium, especialmente a la deteccion de F.
circinatum, explicado por su capacidad para
afectar tejidos en distintos estados de madurez.

Las semillas de P. pinaster y P. radiata mos-
traron presencia de todas las especies de
Fusarium detectadas, especialmente de F. circi-
natum, F. proliferatum y F. verticillioides, 1o cual
indica susceptibilidad de las especies P. pinaster
y P. radiata a estos hongos, y la capacidad de sus
semillas como medio transmisor de estos hon-
gos. En ensayos anteriores realizados por la EFA
se habia detectado F. verticillioides sobre P.
pinaster'y P. radiata, viendo que con ensayos de
patogenicidad las semillas de P. pinaster son mas
sensibles en preemergencia al ataque de F. verti-
cillioides que las de P. radiata; sin embargo, una
vez germinadas se muestran mas tolerantes al
ataque de post-emergencia (MANSILLA et al.,
1998). Seria interesante ampliar los estudios de
patogenicidad de F. circinatum y F. proliferatum
sobre estas dos especies de pino.

En P. sylvestris solo se detectd presencia de F.
proliferatum, aunque este resultado debe tomarse
con cuidado porque el nimero de lotes proceden-
tes de esta especie fue mucho menor que los pro-
cedentes de P. pinaster y P. radiata. Quizas esta
ausencia de otras especies de Fusarium —entre
ellas F. circinatum-, sea una cuestidbn meramente
aleatoria y no de menor sensibilidad de P. sylves-
tris hacia estos hongos, aunque otros autores
(PEREZ-SIERRA et al., 2007) respecto a F. circina-
tum encontraron menos aislados en P. sylvestris
que en P. radiata, P. pinaster o P. nigra.

En resumen, se puede decir en las semillas
del material recogido (pifias) en monte y en
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sequero en Galicia se ha detectado un estado
fitosanitario inadecuado, con presencia de varias
especies de Fusarium, una de ellas de cuarente-
na en Europa. Fusarium circinatum fue la espe-
cie mas detectada en los lotes; F. proliferatum
aparece también en gran cantidad de lotes y con
mucha presencia en cada lote; y F. verticillioides
estd en nimero suficiente de lotes para tener cui-
dado con su uso en vivero.
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