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Resumen

Diplodia pinea es una especie patdgena y oportunista en coniferas con una amplia distribucion
mundial. Causa serios dafios en plantaciones de especies exdticas, siendo la especie Pinus radiata una
de las de mayor susceptibilidad a la enfermedad y, especialmente, cuando existen factores ambienta-
les afladidos, como los vendavales y granizadas que originan serios dafios mecéanicos en los arboles,
proporcionando vias de entrada directa a los tejidos internos y situaciones de estrés en los hospedado-
res que los predisponen a la enfermedad. En el Pais Vasco, unos de los principales origenes de la enfer-
medad lo constituyen estos dos factores meteorologicos en combinacion con la infeccion e invasion
por parte de D. pinea del tejido vegetal dahado. Durante los Giltimos afos este efecto combinado ha
contribuido, al deterioro masivo y progresivo de las masas forestales de Pinus radiata. En este estu-
dio se realiza un muestreo jerarquizado para la obtencion de aislados del pais vasco, se analiza la
diversidad fenotipica de las poblaciones obtenidas y se comparan los resultados obtenidos en las
poblaciones espanolas con los resultados de las poblaciones fordneas de Chile y Nueva Zelanda, pai-
ses que han sido exportadores de semilla para el Pafs Vasco.
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INTRODUCCION

Diplodia pinea es un hongo del que sdlo se
conoce un tipo de reproduccion asexual, no se
ha tenido evidencia alguna de otro tipo de repro-
ducciodn en el Pais Vasco, basandonos en estruc-
turas flngicas observada en relacion con esta
especie (ITURRITXA, 1999).

Conociendo el nivel de diversidad genotipica
en una poblacion, se puede obtener informacion
sobre el tipo de reproduccion existente. Entre las
metodologifas utilizadas para llevar a cabo este
tipo de estudios, ademas de los métodos molecu-
lares, el analisis de los Grupos de Compatibilidad
Vegetativa para la evaluacion de la diversidad
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genética resulta una herramienta atil con aplica-
ciones diversas (LELIE, 1993; SMITH et al., 2000).

El objetivo de este estudio es determinar la varia-
bilidad jerarquizada de la poblacion de D. pinea a
nivel de: arbol, plantacion y area y comparar esta
variabilidad en relacion a las posibles entradas de
nuevo material a partir de semilla de otros paises, que
han sido habituales importadores de esta comunidad.

MATERIAL Y METODOS
Muestreo

Se lleva a cabo un muestreo teniendo en
cuneta la jerarquia establecida a priori, segiin los
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siguientes niveles: Arbol (Laukiniz) plantacion
(Laukiniz, Zalla, esta Gltima con tres origenes
distintos de material del Pais Vasco, Nueva
Zelanda y Chile) y area (Pais Vasco), otras loca-
lidades proximas (Navarra) y paises importado-
res de semilla (Chile, Nueva Zelanda).

Se recogen muestras de diferentes tipos
ramas, aciculas, tronco, pifias, que son procesadas
en el laboratorio para el aislamiento de las espe-
cie de hongo estudiada. Todas las muestras proce-
den de la especie Pinus radiata. En la figura 1 se
muestra una parcela muestreada en la localidad
de Amorebieta a nivel de area del Pais Vasco.

Obtencion de aislados

Se obtuvieron los aislados sembrando pre-
viamente los fragmentos vegetales infectados en
medio agarizado, PDA, (RowaN, 1982). Las
colonias procedentes de estos cultivos se trans-
fieren a medo AA (Agar y Agua) a partir de los
cuales se obtiene los cultivos monospdricos para
este estudio, transfiriendo puntas de hifa a un
nuevo placa de PDA.

Grupos de compatibilidad vegetativa

Los aislados de cada zona fueron enfrenta-
dos entre si en sobre un medio de harina de
avena y agua (OMA) siguiendo la metodologia
descrita en SMITH et al. (2000).
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Las placas se incubaron en condiciones de
oscuridad, a 20°C de temperatura, durante un
periodo de 4 dias, tras el cual se procedio a la
lectura de la reaccion entre aislados enfrentados.

La reaccion de incompatibilidad da lugar a
la formacion de una barrera caracteristica, de
color més oscuro que se puede apreciar en la
figura 2.

RESULTADOS

Como resultados preliminares de este estu-
dio, destaca el hecho de que entre los 118 aisla-
dos analizados hasta el momento, 70 de ellos no
pertenecen a los grupos de compatibilidad defi-
nidos hasta el momento, mas de un 59% de los
aislados estudiados.

Se han obtenido hasta el momento, un total
de 9 grupos de compatibilidad vegetativa (GCV)
distribuidos como se muestra en la tabla 1 en
funcion de su origen y nivel jerarquico. Quedan
por realizar varios enfrentamientos de aislados
entre areas que nos pueden llevar a dilucidar
mas claramente este apartado.

El grupo mas amplio de compatibilidad se
ha detectado en la localidad de Zalla, diez aisla-
dos pertenecientes a un grupo de compatibilidad
vegetativa, a nivel de parcela, seguido por el

Figura 1. Daros ocasionados por el efecto combinado de un vendaval y la colonizacion masiva del hospedador por

parte de D. pinea
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Figura 2. Ensayo de compatibilidad vegetativa de aislado apareados de D. pinea. Aspecto de las reacciones de com-

patibilidad e incompatibilidad vegetativa

Nivel Jeréarquico Origen GCV AidadodGCV Aisladossin CV  Total de aislados
Area Chile 1 4 6 10
Area Nueva Zelanda 10 10
Area Navarra 1 3 7 10
Area Pais Vasco 4 8 10 18

6 11 17
3 4 7
2 9 11
Parcela Zalla 1 10 3 13
Parcela Laukiz 1 7 5 12
Arbol Laukiz 1 5 5 10
Totales 9 48 70 118

Tabla 1. Distribucion de los grupos de compatibilidad vegetativa y de lo aislados sin compatibilidad definida en fun-

cion de los niveles jerdrquicos estudiados y origen

Pafs Vasco en la jerarquia de Area, con ocho ais-
lados por grupo de compatibilidad vegetativa.
Entre los aislados procedentes de Chile en
relacion a los aislados neozelandeses, se obser-
va una mayor homogeneidad entre los asilados
chilenos. Ninguno de los aislados procedentes
de Nueva Zelanda dio lugar a una reaccion de
compatibilidad excepto la reaccion control.

DISCUSION

Teniendo en cuenta que alin quedan por
incluir en este estudio, resultados de varios
enfrentamientos entre aislados, hasta el momen-

to, se ha observado, entre los analizados, una
variabilidad elevada en cuanto a la distribucion
de aislados compatibles y no compatibles, sien-
do estos Gltimos un nimero muy alto, especial-
mente si lo comparamos con resultados
obtenidos en el estudio de otro hongo de chan-
cro en el Pais Vasco, como Fusarium circina-
tum. En este Gltimo caso, solo se han detectado
dos grupos de compatibilidad vegetativa, muy
proximos y no se han detectado aislados sin
alguna reaccion de compatibilidad, aunque s{
con diferente grado de intensidad en dicha reac-
cion (ITURRITXA et al., 2004).

La frecuencia de aparicion de aislados, sin
reaccion de compatibilidad vegetativa, es eleva-
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da en todos los niveles jerarquicos que se estan
considerando en este estudio: Area, parcela y
arbol. Esta elevada diversidad en las poblacio-
nes de Diplodia pinea coincide con la detectada
en otros paises importadores de semilla de Pinus
radiata como Sudafrica, Australia, Chile y
Nueva Zelanda (SMITH et al., 2000; BURGUES et
al., 2001; KAy et al., 2002).

La variabilidad detectada hasta el momento,
a nivel de la parcela de Zalla es bastante llama-
tiva, especialmente porque esta parcela en con-
creto, fue seleccionada en base a su composicion
diversa en origenes de Pinus radiata, distribui-
dos en bloques al azar. Se partia de la hipotesis
de que fuera el area de una mayor variabilidad
en cuanto a grupos de compatibilidad vegetati-
va. En la parcela de Zalla se ha detectado el
grupo de compatibilidad vegetativa con un
mayor niimero de aislados incluidos en él. Estos
resultados se corresponden con el incremento de
la variabilidad en la poblaciéon al producirse
repetidas introducciones de material vegetal
foraneo como reflejan BURGUES et al. (2001).

Los resultados obtenidos hasta el momento en
este estudio, muestran la frecuente introduccion
de nuevos aislados de Diplodia pinea en nuestros
ecosistemas forestales, especialmente queda
patente en las poblaciones obtenidas a partir de
samilla importada de Chile y Nueva Zelanda.

La elevada diversidad en las poblaciones de
organismos patdgenos, independientemente de
ser considerados o no de cuarentena, plantea un
aumento de la dificultad de optimizar la selec-
cion de material resistente y las estrategias de
control del patdgeno.

Nuestros esfuerzos han de estar dirigidos a
medidas de prevencion y control destinadas a
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evitar las nuevas introducciones de genotipos
incluso en el caso de organismos que estén ya
presentes.
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