Tomicus piniperda, vector de Fusarium circinatum en plantaciones de Pinus radiata de Cantabria.
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Resumen
Fusarium circinatum, agente causante de la enfermedad del chancro resinoso del pino, afecta actualmente a plantaciones de Pinus radiata en el norte de la Península Ibérica, provocando la aparición de chancros con abundante producción de resina. Fusarium circinatum necesita una herida para infectar al árbol, como las provocadas por insectos. Especies de la Subfamilia Scolytinae, como Pityophthorus pubescens o Hylurgops palliatus  entre otros, ya han sido descritas como vectores de este patógeno. El objetivo de este estudio es conocer el papel de Tomicus piniperda como vector de este hongo en plantaciones de P. radiata en Cantabria, así como determinar su capacidad para transmitir la enfermedad. Para ello se recogieron del suelo 954 ramillos con galería de alimentación de T. piniperda durante distintos periodos de los años 2011 y 2012. Además, se dispuso un experimento en laboratorio mediante el cual se comprobó la capacidad de inocular la enfermedad en ramillos de especímenes de T. piniperda previamente inoculados con el patógeno. Fusarium circinatum fue aislado tanto de los ramillos recogidos en campo como de los ramillos de la experimentación en laboratorio, por lo que T. piniperda es un firme candidato a ser vector de la enfermedad.
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1. Introducción
Fusarium circinatum (Nirenberg & O'Donnell, 1998) es el hongo causante de la enfermedad del chancro resinoso del pino. Este patógeno supone una amenaza para las plantaciones de Pinus radiata en el norte de la Península Ibérica debido a la gran susceptibilidad de esta especie de pino (Viljoen et al., 1995), observándose grandes chancros con abundante resinación y deformación en el tronco y en ramas gruesas en las plantaciones  afectadas por el patógeno. La presencia de Fusarium circinatum se detectó oficialmente en España por primera vez en el invierno de 2003-2004 (Landeras et al., 2005), aunque anteriormente había sido detectado en plantaciones y bosques naturales de Carolina del Norte (Hepting & Roth, 1946), California (McCain et al., 1987), Sudáfrica (Viljoen et al., 1994) y Chile (Wingfield et al., 2002).

El principal modo de dispersión y transmisión de este patógeno se debe a la actividad de los insectos que se alimentan en las copas o en troncos haciendo una herida por la que el hongo infecta el árbol (Storer et al., 2004). Se ha observado que varias especies de escolítidos, como Pityophthorus pubescens (Marsham) o Ips sexdentatus (Börner), son capaces de transmitir esta enfermedad en el norte de España (Romón et al., 2007) y especies como Pityophthorus carmeli (Swaine) son vectores del patógeno en California (Storer et al., 2004). Desde que se declaró esta enfermedad en España se han llevado a cabo varios estudios para conocer el papel de los escolitidos como vectores de la enfermedad (Romón et al., 2008) ya que se desconoce el papel de Tomicus piniperda en su transmisión.
Tomicus piniperda L. (Coleoptera; Scolytinae) se considera un colonizador secundario de troncos, donde se reproduce, pero una plaga primaria en los ramillos del año donde practica la alimentación de maduración tras emerger del tronco (Jacobs et al., 2004). Estos insectos podrían cargarse de esporas bajo la corteza de árboles infectados antes de emerger y llevar el patógeno a las copas de árboles sanos. Esta especie presenta una importante asociación con otros hongos patógenos, como Leptographium wingfieldii (Peverieri et al., 2006),(Jacobs et al., 2004) y Ophiostoma minus (Solheim et al., 2001), que podrían servir al insecto para vencer la resistencia del árbol (Encina et al., 2012). El éxito de la colonización del hospedante por parte del insecto depende de su capacidad para vencer los mecanismos de resistencia relacionados con la vitalidad del árbol atacado (Långström & Hellqvist, 1993).

El papel de las diferentes especies de insectos en la transmisión de la enfermedad del chancro resinoso dependerá de la ecología de cada una de ellas, siendo las especies de Tomicus firmes candidatos a infectar árboles sanos por practicar la alimentación de maduración en las yemas del año de árboles sanos (Jacobs et al., 2004). Este estudio aborda la asociación de Tomicus piniperda con F. circinatum en plantaciones de pino radiata afectadas por este patógeno en Cantabria.

2. Objetivos
El objetivo de este trabajo es conocer el papel de Tomicus spp. en la dispersión y transmisión de la enfermedad del chancro resinoso causado por Fusarium circinatum en las plantaciones de pino insigne en el norte de España.
3. Material y Métodos  

3.1. Trampas de embudo
Desde mayo hasta octubre de 2012, en una parcela afectada por F. circinatum (Santibañez, Cantabria) se dispusieron dos trampas multiembudo deslizantes cebadas con etanol y α-pineno (ECONEX). Los especímenes capturados fueron recogidos semanalmente. Con el objetivo de evitar la captura de  depredadores de escolítidos (Martín et al., 2013) en los embudos, se colocaron rejillas de 6 mm. Los insectos recogidos en los embudos se cultivaron en medio PDAS (patata, dextrosa y agar con 0.6 gr de sulfato de estreptomicina). Este cultivo se llevó a cabo según la metodología descrita por Ambourn et al. (2006) introduciendo algunas modificaciones: cada insecto fue introducido en un tubo Eppendorf de 1,5 ml con 200µl de agua destilada estéril con Tween 80 al 1%, sometidos a ultrasonidos durante 5 segundos y 100µl del agua fueron cultivados en medio PDAS y extendidos por la placa con un asa de siembra.
3.2. Ramillos recogidos en campo
Desde abril de 2011 hasta junio de 2012 se recogieron 954 ramillos caídos al suelo con galería de Tomicus piniperda en diferentes parcelas de P. radiata afectadas por F. circinatum. Este muestreo se llevó a cabo por dos personas durante dos horas al mes.

En cada uno de los ramillos recogidos se midió la longitud de la galería de alimentación del insecto. Los insectos presentes se cultivaron según la metodología descrita en el párrafo anterior mientras que el material vegetal se cultivó en medio de cultivo PDAS previa esterilización superficial (1´ en agua del grifo, 1´ en etanol 70%, 1´ en hipoclorito sódico, 1´en agua destilada estéril). 

Los 200 ramillos recogidos entre enero y febrero de 2012 fueron cultivados en PDAS diferenciando el ramillo en 3 partes: (i) galería (sección del ramillo en la que el insecto había practicado la alimentación de maduración), (ii) necrosis (sección del ramillo en la que la médula presenta color marrón) y (iii) zona de transición (zona del ramillo en la que la médula que continúa a la necrosis estaba sana). Se cultivaron un total de 482 muestras de galería, 248 procedentes de la zona de necrosis y 65 de la zona de transición.
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Figura 1. Ramillo de P. radiata con (1) galería de T. piniperda , (2) necrosis  y (3) zona de transición .
Además, antes del cultivo del material vegetal, en cada uno de los ramillos se midió la longitud de la galería de alimentación.
3.3. Experimento de laboratorio
En marzo de 2012 se cortaron 10 trozas de Pinus sylvestris L.(San Miguel de Aguayo, Cantabria) de aproximadamente 50 cm de longitud atacadas por Tomicus piniperda en una zona libre de F. circinatum. Una vez en el laboratorio se dispusieron en cajas de emergencia con el objetivo de recoger los parentales reemergentes y los jóvenes emergentes.

De los insectos de la F1 recogidos de las trozas, 140 fueron inoculados con Fusarium circinatum. Para la inoculación de los insectos se siguieron dos metodologías: por un lado, se utilizaron placas de medio PDAS completamente cubiertas por micelio de F. circinatum por las que los insectos vivos caminaron diferentes tiempos (1´, 10´, 30´ y 60´). Seguidamente, los insectos con micelio se pusieron en un frasco de vidrio con un ramillo de P. radiata para alimentación (los distintos tratamiento fueron: RIMa=1´, RIMb=10´, RIMc=30´, RIMd= 60´). 

Por otro lado, se prepararon soluciones de esporas a partir de una colonia crecida en PDAS. Se recogió un volumen conocido de agua destilada estéril en contacto con el micelio, se contaron las esporas mediante un hemocitómetro y a partir de esta solución inicial se hicieron tres diluciones seriadas (106 esporas/ml, 104 esporas/ml, 103 esporas/ml). Los insectos se sumergieron en las diferentes soluciones durante 3 segundos y seguidamente se introdujeron en un frasco de vidrio con un ramillo de P. radiata para alimentación (ramillo+ insecto con esporas; RIF1=106, RIF2= 104, RIF3= 103). 

De igual manera se dispusieron ramillos e insectos control sin inocular con el patógeno (RIC) y ramillos control inoculados con micelio (RM) o esporas sin insecto (RF1, RF2, RF3). Para los tratamientos RM y RF se realizó un orificio en el ramillo con un sacabocados de 5 mm de diámetro en el que se colocó un disco de agar con micelio y 10µl de cada una de las soluciones de esporas respectivamente.  

El 25% de los ramillos dispuestos en ambos experimentos (5 de cada tratamiento) se cultivaron en medio de cultivo PDAS previa esterilización superficial (1´ en agua del grifo, 1´ en etanol 70%, 1´ en hipoclorito sódico, 1´ en agua destilada estéril). Tras los diez días de alimentación en ramillos, el 25% de los insectos de cada tratamiento se cultivó con el objetivo de aislar Fusarium circinatum. Además, se midió la necrosis producida por el patógeno en la médula del ramillo indicando la dirección (ascendente y/o descendente) y la longitud de la galería de alimentación horadad por el insecto.
3.4. Identificación molecular de los insectos
Puesto que T. piniperda y T. destruens forman poblaciones simpátricas en el norte de la Península Ibérica (Horn et al., 2012) y que ambas especies comparten morfotipo, la identificación de las mismas ha de  realizarse mediante técnicas moleculares (Gallego & Galian, 2001). Hasta el momento se han analizado 9 de los jóvenes emergentes de las trozas de P. sylvestris utilizados para la experimentación en laboratorio. Para ello, se procedió a la extracción del ADN del insecto (Speedtools Tissue DNA Extraction Kit), reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores ITS3-ITS4, digestión con enzima de restricción Hinc II y electroforesis en gel de agarosa (MetaPhor). 
4. Resultados

4.1. Trampas de embudo
En total se capturaron 10 insectos de los cuales se aisló F. circinatum en un 40%, correspondientes a los meses mayo (1 insecto positivo), agosto (1 insecto positivo) y octubre (2 insectos positivos).
4.2 Ramillos recogidos en campo
En el material vegetal sembrado de los 571 ramillos recogidos de abril a diciembre de 2011 se aisló F. circinatum en un 12,26%. Mayo y junio fueron los meses con menor porcentaje de aislamientos (0%), mientras que noviembre y diciembre los meses con mayor porcentaje (21% y 29% respectivamente). De los 383 ramillos recogidos desde enero hasta junio de 2012 fueron positivos el 10,18%, correspondiendo los porcentajes más bajos a los meses de mayo y junio (0%) y los más altos a enero y febrero (26% y 8% respectivamente).

De los 44 insectos encontrados en las galerías a lo largo de todo el muestreo, se aisló el patógeno en un 2,97%, correspondiente a un aislado obtenido en el mes de noviembre.

Los 200 ramillos recogidos entre enero y febrero de 2012 se cultivaron diferenciando tres zonas (galería, necrosis y zona de transición, Figura 1). Se aisló F. circinatum en 61 muestras. El 54,54% de los positivos pertenecieron a secciones de galería, mientras que de las necrosis y zonas de transición constituyeron el 19, 6 % y el 1,63% respectivamente.

Respecto a la longitud de la galería de alimentación, los valores medios más altos correspondieron a los meses de noviembre y diciembre (2,83 cm y 2,97 cm respectivamente, Figura 2).
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Figura 2. Representación del valor medio de la longitud de las galerías (cm) por meses.
4.3 Experimento de laboratorio
Del material vegetal de los ramillos en los que se alimentaron los insectos inoculados con micelio a diferentes tiempos (RIMa, RIMb, RIMc y RIMd) se aisló F. circinatum en un 60%, 60%, 40% y 20% respectivamente. Los ramillos control inoculados con micelio sin insecto (RMC) fueron positivos en el 100% de las muestras cultivadas. 

En el caso de los insectos inoculados con micelio y cultivados tras la alimentación en ramillos (I-RIMa,I-RIMb,I-RIMc y I-RIMd) se reaisló F. circinatum en los siguientes porcentajes 60%, 60%, 40%, 40% respectivamente. Mientras que los insectos control, que no se alimentaron de ramillos,(MICa, MICb, MICc y MICd) presentaron porcentajes más elevados de reaislamiento del hongo (80%, 90%, 60%, 60%, respectivamente).

De los ramillos donde se alimentaron insectos inoculados con esporas no se reaisló F. circinatum, ni tampoco de los insectos inoculados. Sólo los ramillos control (RF1, RF2 y RF3) inoculados con 10 µl de la solución de esporas sin insecto fueron positivos en un 80%, 80%, 60% respectivamente.
4.4. Identificación molecular de los insectos
Los resultados obtenidos del análisis del ADN de los insectos indicaron que la especie presente en las trozas de P. sylvestris pertenecen a la especie Tomicus piniperda. 
5. Discusión
Tomicus piniperda es el principal insecto vector del patógeno causante de la enfermedad del chancro resinoso en Cantabria, siendo a su vez capaz de inocular el hongo en los ramillos de los árboles en los que practica la alimentación de maduración. F. circinatum precisa un orificio en el árbol para infectarlo (Dwinell et al., 1985), pero la probabilidad de que el patógeno penetre depende del tamaño de la herida (Sakamoto & Gordon, 2006), por lo que el papel de T. piniperda  podría ser más importante en la transmisión de la enfermedad que el de otros insectos de menor tamaño. Según los resultados obtenidos en el muestreo de ramillos con galería de T. piniperda, F. circinatum se aisló con mayor probabilidad en los meses de otoño e invierno y principalmente de las galerías de alimentación del insecto, observando un gradiente a lo largo del ramillo ya que el mayor porcentaje de aislados se obtuvo en las galerías, seguidamente en la necrosis y por último en la zona de transición. El avance del hongo en el ramillo se produce en ambas direcciones, hacia el ápice y hacia la base. Por otra parte, las condiciones de humedad y temperatura en el interior de la galería podrían facilitar la fructificación del hongo en los meses de otoño e invierno, facilitando así su aislamiento en el laboratorio.

En relación al experimento de inoculación de insectos y ramillos observamos diferente interacción insecto-patógeno según la metodología aplicada. En el caso de la inoculación con esporas no se produjo la inoculación del hongo en el ramillo, mientras que la metodología de infección de los insectos con micelio produjo elevados porcentajes de infección en ramillos. Esto pone de manifiesto la necesidad de profundizar en el modo en que el insecto se carga de esporas  con el patógeno en condiciones naturales, aunque la opción más probable parece ser que el insecto se infecta en aquellas zonas del árbol donde el micelio y los conidióforos tienen condiciones de humedad y temperatura adecuadas para crecer.

Sería necesario llevar a cabo nuevos estudios para conocer mejor la relación entre el ciclo de vida del patógeno y el ciclo de vida del insecto.
6. Conclusiones
- En este estudio se ha comprobado que Tomicus piniperda es capaz de inocular  F. circinatum en ramillos sanos al llevar a cabo su alimentación de maduración. El 11,42% de ramillos recolectados en el campo dieron positivo para el patógeno, observándose un gradiente en el que la mayor presencia del hongo coincidió con la zona de la galería del insecto frente a otras zonas adyacentes. 

- Los experimentos de laboratorio corroboraron la capacidad de Tomicus pinierda de transportar e inocular la enfermedad en ramillos encontrándose un mayor porcentaje de infección cuando el insecto era inoculado con micelio. 

- Tomicus piniperda es vector F. circinatum en plantaciones de P. radiata afectadas en Cantabria. El patógeno aparece asociado al 40% de los insectos capturados durante el vuelo de dispersión en las plantaciones afectadas.  
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