0Bol. San. Veg. Plagas, 33: 527-535, 2007

La podredumbre radical del pinsapo I: Identificacion especifica

del agente causal
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La podredumbre radical causada por Heterobasidion es una grave enfermedad que
afecta a las masas de Abies pinsapo en el sur de Espaiia. Para la identificacién especifi-
ca del patégeno que causa esla enfermedad. se recogieron muestras de drboles sintomé-
ticos en siete localizaciones del Parque Natural de la Sierra de las Nieves (Mélaga). Los
aislados monobasidiospéricos obtenidos se identificaron mediante tests de apareamien-
to con aislados de referencia de grupo de interesterilidad conocido. Todos los aislados
obtenidos de A. pinsapo pertenecen al grupo de interesterilidad F, también identificado
como la especie Heterobasidion abietinum.
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INTRODUCCION

Abies pinsapo Boiss. es una especie autéc-
tona protegida que crece tnicamente en las
provincias de Malaga y C4diz. Esta especie
de abeto constituye una singularidad botani-
ca de elevado valor ecolégico (ARISTA et al.,
1997). Por esta razén, las dreas de distribu-
cién natural de A. pinsapo estdn declaradas
como Parques Naturales protegidos: Sierra
de las Nieves, Sierra de Grazalema y Sierra
Bermeja. Abies pinsapo suele crecer en
masas puras, pero ocasionalmente comparte
su hébitat con otras especies arboreas, como
Quercus faginea, Q. rotundifolia, Pinus hale-
pensis, P. pinaster y Juniperus oxycedrus
(ARISTA et al., 1997).

Para conocer el estado fitosanitario de A.
pinsapo, en 2001 se establecié una red de
seguimiento de 1 x | Km, densificando la
Red Europea de Seguimiento de Daios en

los Bosques (MonTOoYya y LOPEZ, 1997,
NAVARRO y CALZADO, 2004). En las prospec-
ciones de campo llevadas a cabo en estos
ecosistemas en 2002, se localizaron un total
de 81 focos de enfermedad, 72 de ellos situa-
dos en la Sierra de las Nieves (NAVARRO ef
al.,2003). En estos focos los 4rboles mostra-
ban una enfermedad radical que daba lugar a
su muerte en pie o bien a su caida en verde
como consecuencia de la podredumbre y
destruccidn de sus raices de anclaje. En estos
drboles caidos y también en tocones antiguos
presentes en los focos, se localizaron cuer-
pos fructiferos identificados como Heteroba-
sidion annosum Fr. Bref. sensu lato (SAN-
CHEZ et al., 2005). Dentro de la especie Hete-
robasidion annosum s | se han descrito en
Europa tres grupos de interesterilidad que
ademds muestran una especificidad de hués-
ped més o menos marcada. El grupo de inte-
resterilidad P causa podredumbre radical en
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Figura 1. Area prospectada en el Parque Natural de la Sierra de las Nieves. Se encontraron basidiocarpos de
Heterobasidion abietinum en La Nava (1), Merendero (2), Pozo de la Nieve (3), Gamones (4) y Alhucemal (5).
En Puerto Saucillo (6) y La Chaparrera (7), no se localizaron basidiocarpos y el hongo fue aislado de muestras

tomadas en drboles sintomdticos.

el género Pinus, mientras que el grupo S
aparece infectando Picea (NIEMELA y KOR-
HONEN, 1998). Posteriormente se describid
un nuevo grupo de interesterilidad, el F, que
en ensayos in vitro muestra un cierto grado
de compatibilidad sexual con el grupo S y
que infecta distintas especies del género
Abies (CAPRETTI et al., 1990). Estos grupos
de interesterilidad han sido recientemente
descritos como especies individuales (NIE-
MELA y KORHONEN, 1998).

A pesar de que H. annosum es un patége-
no muy frecuente que causa podredumbre
radical de coniferas en todo el hemisferio
norte (KORHONEN et al., 1998), raramente se
ha citado en Espafia, aunque recientemente
aparece como un factor asociado al decai-

miento de Abies alba en los Pirineos (CAMA-
RERO, 2000).

Con estos antecedentes y debido a Ja gra-
vedad creciente de la enfermedad en la Sierra
de las Nieves, el objetivo de este trabajo ha
sido identificar la especie de Heterobasidion
que causa la podredumbre radical del pinsapo.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de aislados

En el otoiio de 2004, el mayor pinsapar de
Andalucia, situado en el Parque Natural de la
Sierra de las Nieves (Mdlaga), fue prospecta-
do para localizar la presencia de basidiocar-
pos de Heterobasidion asociados a la podre-
dumbre radical del pinsapo.
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Se recorrié un drea de aproximadamente
700 ha de pinsapar. Las muestras de Hetero-
basidion se recolectaron en siete localizacio-
nes distintas, separadas entre 1,2 y 10 Km
unas de otras y situadas a una altitud de 1000
a 1200 m (Figura 1). Las muestras consistie-
ron en basidiocarpos en cinco de las siete
localizaciones, recogiéndose en total nueve
especimenes de raices afectadas en drboles
desarraigados. En las otras dos localizacio-
nes no se encontraron basidiocarpos y por
este motivo se tomaron muestras de madera
podrida de la raiz de drboles afectados. La
distancia minima entre muestras individua-
les varié de 10 a 50 m en las diferentes loca-
lizaciones.

Los basidiocarpos fueron mantenidos en
frio (5-10° C) en el interior de bolsas de plés-
tico y protegidos de la luz hasta que se indu-

I
s

Figura 2. Obtenci6n de aislados monobasidiosp6ricos mediante la recoleccidn de la esporada de un trozo de
basidiocarpo de Heterobasidion en el borde de una placa de Petri conteniendo el medio de cultivo MA al 1,5%.

jo la descarga de basidiosporas en el labora-
torio. Para ello, trozos limpios de basidiocar-
po se colocaron en el extremo de placas de
Petri conteniendo el medio de cultivo agar-
malta (MA) al 1,5%, de forma que la tapa
sujetara el trozo (Figura 2) y la esporada se
depositara en la superficie del agar, lo que
ocurri6 al cabo de 20-30 min de incubacién
a temperatura ambiente.

Las basidiosporas germinadas se Jocaliza-
ron mediante observacion microscépica y se
transfirieron individualmente a placas de
MA por medio de una aguja estéril. De cada
basidiocarpo se obtuvieron entre dos y seis
cultivos monobasidiospdricos.

Las muestras de madera podrida se
tomaron de drboles en pie que mostraban
sintomas de la enfermedad mediante una
barrena de Pressler, introduciéndola a la
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Figura 3. Toma de muestras de madera podrida de
drboles en pie que mostraban sintomas de la enferme-
dad mediante una barrena de Pressler. Notese como la
barrena se introducia a la altura de la linea del suelo en

direccién a la raiz.

altura de la linea del suelo en direccion a la
raiz (Figura 3). Los cilindros de madera
obtenidos se guardaron en tubos de pldstico
estériles y se mantuvieron en frio y protegi-
dos de la luz hasta su procesamiento en el
laboratorio. Para el aislamiento del hongo,
los cilindros se desinfestaron superficial-
mente con etanol, se cortaron en pequefios
segmentos y se sembraron en placas de
Petri conteniendo el medio BAPS (Bacto-
peptona-Agar con PCNB y Estreptomicina;
KuHLMAN y HENDRIX, 1962), semiselectivo
para Heterobasidion. Las colonias flingicas
obtenidas tras la incubacion de las placas a
20° C se transfirieron a MA.

Todos los aislados obtenidos se observa-
ron al microscopio (x100) por el reverso de
las placas para la eventual observacién de
uniones en fibula, caracteristicas del estado
heterocaridtico (Figura 4).

Tests de apareamiento

Todos los aislados obtenidos se cruzaron
con aislados de referencia homocariéticos de
grupo de interesterilidad conocido, represen-
tando a las tres especies H. abietinum (Nie-
meld & Korhonen) (grupo F), H. parviporum
(Niemeld & Korhonen) (grupo S) y H. anno-
sum Fr. Bref. sensu stricto (grupo P) (NIE-
MELA y KORHONEN, 1998). Cada aislado pro-
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cedente de pinsapo se confrontd individual-
mente con dos aislados de referencia de cada
especie. Para ello se cortaron discos de agar
de 5 mm de didmetro del margen de colonias
creciendo activamente y se sembraron en el
centro de placas de Petri con el medio MA a
1 cm de distancia del aislado de referencia
(Figura 5). Las placas se incubaron durante 4
semanas a temperatura ambiente y al cabo de
este tiempo se buscé la presencia de fibulas,
indicativo de la presencia de micelio hetero-
caridtico y por tanto de compatibilidad
sexual, observando el reverso de las placas al
microscopio (x 100). En el caso de aislados
procedentes de madera, heterocaridticos en
origen, la presencia de fibulas se verificé en
la colonia original del aislado de referencia.
Ademds, en todos los casos se consignaron
los cambios ocurridos en la morfologia de
las colonias tras su heterocariotizacién as{
como la formacién de barreras miceliares
entre colonias en los casos de incompatibili-
dad sexual.

Los aislados de referencia utilizados apare-
cen en el Cuadro 1 y proceden de la micoteca
del Departamento de Biotecnologia Agraria
de la Universidad de Florencia (Italia).

RESULTADOS
La presencia de basidiocarpos de Hetero-

basidion no fue muy frecuente en la zona
prospectada. Fueron localizados ocasional-
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Figura 4. Uniones en fibula caracteristicas del estado
heterocaritico presentes en el micelio de
Heterobasidion (x100).
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Figura 5. Test de apareamiento entre aislados de Heterobasidion obtenidos de pinsapo y aislados de referencia.
a) Aislado AP58 x AP58, b) AP58 x H. abietinum FO3164/1, c) AP58 x H. parviporum S03245/1,d) AP58 x H.
annosum sensu stricto P03018/1. Nétese la aparicién de barreras de incompatibilidad en ¢) y d). mientras que
en b) el micelio heterocariético resultante del apareamiento forma una colonia homogénea.

mente en las rafces de drboles desarraigados
(Figura 6) o en el interior de raices o parte
basal del tronco podrido de pinsapos enfer-
mos en pie, generalmente cubiertos por resi-
duos vegetales o suelo (Figura 7), por lo que
su presencia no result6 evidente. El tamano
de dichos basidiocarpos vari6é de 1 a 30 cm
de didmetro y se encontraron tanto aislados
como grupos de 2-3 basidiocarpos.

Siguiendo la metodologia descrita, se
obtuvieron un total de 30 cultivos monobasi-
diospéricos (homocari6ticos) procedentes de
nueve basidiocarpos, y nueve aislados adi-
cionales procedentes de madera podrida
(heterocarioticos).

Tests de apareamiento

Cuando se enfrentaron los aislados homo-
caridticos obtenidos de A. pinsapo con los
aislados de referencia de H. abietinum
(grupo de interesterilidad F) se observé la
reaccion de compatibilidad en el 95% de los
casos (Cuadro 1). A las 4 semanas de incu-
bacién se detect6 la presencia de micelio
heterocari6tico mediante la observacién de
uniones en fibula, que generalmente apare-
cieron en ambas colonias originales. En oca-
siones se produjo la fusién de las dos colo-
nias homocaridticas, ya indistinguibles, en
una sola colonia heterocariética (Figura 5b).
A partir de las 6 semanas de incubacién, la
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Figura 6. Presencia de basidiocarpos de
Heterobasidion en las raices de un pinsapo
desarraigado. Obsérvese también la podredumbre de
las raices leftosas.

morfologia del micelio heterocariético cam-
bio, pasando del color blanco original a un
color beige o marrén rojizo.

Por otra parte, los aislados homocariéticos
aislados de A. pinsapo resultaron completa-
mente incompatibles con los aislados de refe-
rencia de H. annosum s.s. (grupo de intereste-
rilidad P), observandose barreras miceliares
entre ambos aislados enfrentados (Figura 5d),
pero resultaron parcialmente compatibles con
los aislados de referencia de H. parviporum
(grupo de interesterilidad S), aunque la fre-
cuencia de aislados que mostraron reacciones
compatibles fue bastante baja (6,7 %).

Sin embargo, estas reacciones de compa-
tibilidad con H. annosum s.s. y H. parvipo-
rum fueron mds frecuentes al confrontarlos
con aislados heterocaridticos procedentes de
A. pinsapo, como se observo tras la apari-
cién de uniones en fibula en los aislados de
referencia (33 y 25 % respectivamente), si
bien no se puede excluir la posibilidad de
que el micelio heterocaridtico del aislado de
A. pinsapo hubiese invadido las colonias
homocariéticas del aislado de referencia.

DISCUSION
De los resultados obtenidos en los tests de

apareamiento se concluye que todos los ais-
lados de Heterobasidion obtenidos de A. pin-

Figura 7. Presencia de basidiocarpos de Heterobasi-
dion en el interior de la parte basal dei tronco podrido
de un pinsapo enfermo, visibles cuando se han retirado

residuos vegetales y suelo.

sapo pertenecen al grupo F de interesterili-
dad recientemente propuesto como la espe-
cie H. abietinum (NIEMELA y KORHONEN,
1998). Los aislados de referencia de H. abie-
tinum pasaron al estado heterocaridtico en el
95% de los apareamientos realizados con
aislados homocariéticos procedentes de A.
pinsapo, tal y como puso de manifiesto la
observacion de uniones en fibula. En el 5%
de este tipo de apareamientos la reaccién
resulté incompatible, probablemente debido
a la presencia del mismo alelo de compatibi-
lidad sexual en ambos homocariones, aun-
que también pudo deberse a la dificultad de
observar las uniones en fibula.
Heterobasidion parviporum (grupo de
interesterilidad S) es una especie estrecha-
mente relacionada con H. abietinum. De
hecho, las cepas de H. parviporum proceden-
tes de dreas geogréficas fuera del drea de dis-
tribucién de H. abietinum, por ejemplo del
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Cuadro 1. Resultados de los tests de apareamiento para la identificacién especifica de los aislados homocariéticos
de Heterobasidion procedentes de Abies pinsapo. La reaccién compatible estd basada en la aparicién de uniones
en fibula en el aislado de referencia

Aislados de referencia

Aislado de H. abietinum H. parviporum H. annosum s.s.
A. pinsapo FO31 F03193/ S03245/ §98036/ P98040/ P03018/ P04261
64/1 I 1 3 2 1 1/1
APl + + - + - - nt
AP2 + + - - - - nt
AP3 + + - - nt - -
AP58 + + - - - - nt
AP59 + + - - - - nt
AP60 + + - - - - nt
AP63 + + - - - - nt
AP70 - + - - - - nt
AP74 + + - - - - nt
AP76 - + - - - - nt
AP77 + + - - - - nt
AP78 + + - - - - nt
AP0 + + - - - - nt
AP81 + + - - - - nt
AP82 + + - - - - nt
AP83 + + - - - - nt
APB4 + + + + - - nt
AP85 + + - - - - nt
AP86 + + - - - - nt
AP88 + + - - - - nt
AP89 + + - - - - nt
AP90 + + - - - - nt
AP91 - + - - - - nt
AP93 + + - - - - nt
AP9%4 + + - + - - nt
AP96 - + - - - - nt
AP98 + + - - - - nt
AP108 + + - + - - nt
API116 + + - - - - nt
AP117 + + - - - - nt
:Ipa?:amiemos 60 60 60
Reaccion 950 6.7 00

compatible (%)
Aislados de referencia: H. abietinum F03164/1 (Trentino, [talia), F03193/1 (Trentino, [talia). H. parviporum S03245/1
(Trentino, Italia) S98036/3 (Hiameenlinna, Finlandia); H. annosum s.s. P98040/2 (Voronezh, Rusia). PO3018/1 (Loppi.
Finlandia), P042611/1 (Toscana, Italia).
+ : presencia de uniones en fibula, - : ausencia de uniones en ffbula, nt: no testado
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norte de Europa o este de Asia, muestran una
frecuencia de compatibilidad sexual muy alta
con cepas de H. abietinum en experimentos
de laboratorio (70-98%) (Datl et al., 2003).
Sin embargo, la frecuencia de compatibilidad
sexual entre H. abietinum y cepas de H. par-
viporum procedentes de Europa central y los
Alpes es més baja, aunque aun relativamente
alta, de alrededor del 25% (CAPRETTI et al.,
1990). Comparando con estas cifras, el grado
de compatibilidad sexual de las cepas homo-
caridticas de H. abietinum procedentes del sur
de Espana aparecen significativamente mds
bajas, de sélo el 6,7% (Cuadro 1). También se
habia observado previamente un bajo nivel de
compatibilidad sexual entre H. abietinumy H.
annosum ss (CAPRETTI et al., 1990). Sin
embargo, nuestros aislados de referencia de
H. annosum ss resultaron totalmente incom-
patibles con los aislados homocariéticos de H.
abietinum de A. pinsapo. Si se observaron
algunas reacciones compatibles con los aisla-
dos heterocaridticos de H. abietinum, pero
estas observaciones también pueden ser el
resultado de la posibilidad, no descartable
totalmente, de que las hifas del heterocarion
hubieran crecido hacia la colonia del aislado
de referencia, mezclandose con €l.

La distribucién de H. abietinum estd
determinada por la distribucién de sus espe-
cies hiespedes del género Abies presentes en
Europa central y meridional y en Asia
Menor, aunque el hongo se ha encontrado
ocasionalmente parasitando raices de drboles
pertenecientes a otros géneros (CAPRETTI,
1998, KORHONEN et al., 1998). Entre las
especies de Abies nativas de estas regiones,
H. abietinum se describi6 en por primera vez
parasitando a A. alba en diferentes zonas de
su drea de distribucién. También se ha citado
en A. cephalonica y A. borisii-regis en Gre-

ABSTRACT

cia, y en A. nordmanniana spp. bornmiille-
riana, A. nordmanniana ssp. equi-trojani 'y
A. cilicica en Turquia (TSOPELAS y KORHO-
NEN, 1996, KORHONEN y Dal, 2005, Doc-
MUS-LEHTIARVI et al., 2006).

Los bosques de A. pinsapo presentes en el
sur de Espafia son tnicos en Europa. Ocupan
un drea muy reducida y excepcionalmente
himeda, habiéndose desarrollado durante
milenios como una comunidad vegetal aisla-
da, rodeada del bosque escleréfilo mediterrs-
neo tipico del sur de Espafia. Es muy proba-
ble que también la poblacién local de H.
abietinum haya permanecido aislada de otras
poblaciones del hongo. Consecuentemente
las relaciones entre A. pinsapo y H. abieti-
num constituyen un caso de estudio fitopato-
l6gico muy interesante. Actualmente esta-
mos abordando la caracterizacion de aisla-
dos de Heterobasidion procedentes de pinsa-
po mediante técnicas moleculares y su com-
paracién con aislados procedentes de otras
poblaciones europeas del hongo.
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Abies pinsapo is an endemic fir species occurring only in a small area in sout-
hernmost Spain. Natural stands of this tree are frequently attacked by Heterobasidion
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root rot. To identify the Hererobasidion species causing the disease, pure cultures of the
fungus were isolated from symptomatic trees in seven localities in Sierra de las Nieves
Natural Park and identified by pairing tests. All the Heterobasidion specimens collected
proved to belong to the intersterility group F, also considered as the species Hererobasi-

dion abietinum.

Key words: Abies pinsapo, Heterobasidion abietinum, Heterobasidion annosum,

natural ecosystem, protected species.
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