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RESUMEN

Resumen.

La enfermedad del Chancro Resinoso del Pino (CRP), es una enfermedad
originaria del Sureste de EEUU vy el norte de México que se encuentra extendida en la
actualidad por varios paises de América, Europa, Africa y Asia. Su posible introduccion
en paises donde existen grandes plantaciones de pino tales como Australia y Nueva
Zelanda resulta una grave amenaza. En Espafa la enfermedad se detect6 en varios
viveros de Pinus radiata del Pais Vasco en 1997. Sin embargo no se ceclaré
oficialmente hasta que en 2004 aparecieron los primeros sintomas de la enfermedad
en plantaciones de P. radiata de 20 afios en Cantabria. El organismo causante de
dicha enfermedad es un hongo ascomicete denominado Fusarium circinatum
perteneciente a la familia Nectriaceae. La dispersion de las esporas puede producirse
mediante el viento, insectos, agua, suelo y contacto de material vegetal. Los sintomas
gque provoca son varios, pero sin duda el mas tipico y evidente es el chancro resinoso
que da nombre a la enfermedad. Se trata de una herida normalmente hundida sobre el
tronco o ramas gruesas y en la cual se produce una fuerte exudacion resinosa.
Ademaés, el patdégeno produce marchitamiento y decoloracion de las aciculas,
desecacion y muerte de los brotes terminales asi como deterioro de las semillas,
reduciendo la emergencia de las plantulas. En vivero provoca damping-off de pre- y
post-emergencia e importantes pérdidas econémicas. El hospedante mas susceptible
a esta enfermedad es P. radiata, aunque afecta a otras especies del mismo género asi
como del género Pseudotsuga. Tanto a nivel mundial como nacional, esta especie de
pino supone un importante recurso econémico en el ambito forestal. En Espafia es la
conifera al6ctona mas utilizada para plantaciones forestales, con mas de 250.000 ha.
Aunque este pino ocupa un area pequefia en comparacion con los pinos nativos (sélo
el 3,6% de la superficie total cubierta por coniferas), supone la produccion del 25% de
la madera de coniferas en Espafia. En este estudio se evalué el efecto de seis hongos
endofitos frente a F. circinatum sobre plantas de cinco especies de Pinus sp
(P. radiata, P. sylvestris, P. pinaster, P. pinea, P. nigra) en campo. Estos hongos
fueron seleccionados estudio previo por sus buenos efectos antagonistas frente al
patdgeno in vitro. Los resultados obtenidos confirmaron que P. radiata es la especie de
pino mas susceptible a F. circinatum. Igualmente P. sylvestris y P. pinaster resultaron
también susceptibles a la enfermedad. Dos de los seis aislamientos de hongos
enddfitos evaluados, pertenecientes a las especies Chaetomium aureum y Alternaria
sp., redujeron significativamente los sintomas de F. circinatum sobre P. radiata, lo que
les convierte en potenciales agentes de control biolégico de la enfermedad del CRP.
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1. Introduccion.

1.1. Descripcion de la enfermedad y el patdbgeno Fusarium circinatum.

La enfermedad del Chancro Resinoso del Pino (en adelante CRP) es una grave
patologia causada por el hongo ascomicete F.circinatum (teleomorfo =
Gibberella circinata Nirenberg & O'Donnell), principalmente sobre especies del género
Pinus, y sobre Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco (abeto de Douglas). La
enfermedad afecta con gran virulencia a la especie de Pinus radiata D. Don, que es la
conifera mas plantada en todo el mundo (Critchfield y Elbert, 1966). Esta enfermedad
fue detectada por vez primera en la década de 1940 en el sureste de Estados Unidos
de América (EEUU) sobre Pinus virginiana Mill. (Hepting y Roth, 1946), aunque se
cree que el patdgeno es endémico tanto de alli como de México (Dwinell et al., 1985;
Guerra-Santos, 1998). Desde entonces se ha extendido por gran parte de la geografia
mundial, en muchos casos a causa de las practicas de manejo forestal intensivo
(Dwinell et al., 1985). Asi, hasta el momento, el patégeno ha sido detectado en Haiti
(Hepting y Roth, 1953), Sudafrica (Coutinho et al., 2007; Viljoen et al., 1994), Japo6n
(Kobayashi, 2007), Chile (Jacobs et al., 2007; Wingfield et al., 2002), Corea (Cho y
Shin, 2004), Francia (EPPO, 2006), Espafa (Landeras et al., 2005; Laucirica y
Muguruza, 1997), Italia (Carlucci et al., 2007), Portugal (Braganca et al., 2009),
Uruguay (Alonso y Bettucci, 2009), Colombia (Steenkamp et al., 2012) y Brasil
(Pfenning et al.,, 2014) (Figura 1). Esta enfermedad estaba dentro de la lista de
cuarentena Al de la EPPO (plagas ausentes de la region EPPO, European Plant
Protection Organization) hasta el momento en que se detecté en Espafia, pasando
entonces a aparecer dentro de la lista de cuarentena A2 (plagas presentes en la region
EPPO).

Colombia
2012

Figura 1. Distribucién mundial de F. circinatum.
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La primera vez que se detecto la enfermedad del CRP en la década de 1940
fue registrada como una especie sin describir del género Fusarium perteneciente a la
seccion Liseola (Hepting y Roth, 1946). Posteriormente fue nombrada como
F. lateritium f. sp. pini (Snyder et al., 1949). En la década de los 70, basandose en la
abundancia de microconidios producidos en polifidlidas y la ausencia de
clamidosporas, el patdgeno fue renombrado como F. moniliforme var. subglutinans
(Dwinell y Phelps, 1977; Kuhiman et al., 1978). En 1983 el hongo pasoé a considerarse
una especie Unica que se denomind F. subglutinans (Nelson et al., 1983). Mas tarde
se concluyd que estaba justificado asignar una forma specialis a las cepas patégenas
de F. subglutinans, basandose en el diferente patrén de longitudes polimérficas de
fragmentos de restriccion (RFLP) del ADN mitocondrial, y en la especificidad del
hospedante (Correll et al., 1992). Esta justificacibn se vio corroborada mediante
analisis con isoenzimas (Huss et al., 1996) y del ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPDs) (Viljoen et al.,, 1997). Asi el hongo del CRP fue nombrado como
F. subglutinans f. sp. pini.

El hongo del CRP fue descrito (Nirenberg y O'Donnell, 1998) como un miembro
del llamado complejo Gibberella fujikuroi, el cual se corresponde aproximadamente
con la seccion Liseola de Fusarium (O’Donnell et al., 1998). Basandose en la
morfologia, llamaron a la fase asexual F. circinatum y a la fase sexual G. circinata
(Nirenberg y O'Donnell, 1998). Utilizando un nimero limitado de aislados, los autores
diferenciaron F circinatum de F. subglutinans sensu stricto, patégeno del maiz, por sus
polifidlidas con mas de tres aperturas para la salida de conidios (a diferencia de las
menos de tres aperturas en F. subglutinans), conidiéforos en proliferacién (los de
F. subglutinans estan fuertemente ramificados) e hifas en espiral (ausentes en
F. subglutinans pero presentes en F. pseudocircinatum). Un estudio posterior en el que
se incluyé una mayor coleccién de aislados (Britz et al., 2002), se realizaron analisis
filogenéticos basados en secuencias de la histona H3 (Steenkamp et al., 1999), la 3 -
tubulina y del factor de elongacién de la traduccién 1-a (O’Donnell et al., 1998;
O’Donnell et al., 2000), apoyd la designacion de este patbgeno como un taxoén distinto
dentro del complejo G. fujikuroi.

En la actualidad, existen dos métodos validos para llevar a cabo una
identificacion rapida y fiable de F. circinatum. El primero se basa en una PCR-RFLP
del gen de la histona H3 (Steenkamp et al., 1999), que implica la digestién de una
porcibn especifica de este gen con enzimas de restriccion Cfol y Ddel. La
electroforesis posterior genera para F. circinatum un patréon de bandas Unico. El
segundo método (Schweigkofler et al., 2004), consiguié secuenciar la regién
separadora intergénica del ARN ribosémico en un conjunto representativo de cepas de
Fusarium. A partir de estos datos, se disefiaron cebadores especificos para
F. circinatum, que permiten la amplificacion de un fragmento de 300 pares de bases
cuando la muestra contiene ADN del patdgeno del CRP. Recientemente se secuencio
el genoma de F. circinatum, siendo el primer organismo eucariota de Africa con el
genoma completamente secuenciado (Wingfield et al., 2012).
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Varios aspectos de la biologia y de la ecologia de F. circinatum han sido
investigados hasta el momento. Sin embargo, en muchos casos estos trabajos se han
limitado a especies de arboles 0 regiones geograficas concretas y los resultados
generalmente se han extrapolado, a pesar de saber muy poco con respecto a la
variaciébn entre los hospedantes y los paises. Los parametros biol6gicos de
F. circinatum que se han estudiado principalmente han sido: la dinamica de
inoculacion, la dispersion, la infeccién, la colonizacién, la supervivencia y la
reproduccion sexual del patégeno.

Podemos encontrar inoculo de F. circinatum durante todas las estaciones del
afio, aunque en el sureste de EEUU y California, se observo que la mayor produccion
de esporas se da durante el otofio-invierno (Kratka et al., 1979; Schweigkofler et al.,
2004). También sobrevivieron mas esporas durante este periodo que durante la
primavera-verano (Blakeslee et al.,, 1978). En Florida, los arboles infectados
presentaban esporodoquios que contenian macroconidios (Figura 2) que infectaban
comunmente las ramas de la copa superior (Blakeslee et al., 1978), y ademas se
observé que las aciculas muertas de brotes infectados, continuaban sirviendo
posiblemente como fuente de indculo (Barrows-Broaddus y Dwinell, 1984). En
California se detect6 abundante inéculo de F. circinatum aerotransportado en una zona
con una alta incidencia de CRP sobre P. radiata, pero no en las zonas donde no habia
evidencia de la enfermedad (Correll et al.,, 1991). En la costa central de California,
donde se sabe que CRP esta presente, un estudio reveld presencia de esporas en los
arboles sintomaticos y asintomaticos (Adams, 1989) presumiblemente debido a la
deposicion de esporas aéreas (Storer et al., 1998). Se han encontrado esporas del
hongo CRP en el agua de lluvia, en el aire (Kuhlman, 1982), y en trampas de esporas
bajo los arboles asintoméaticos (Fraedrich, 1997).
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Figura 2. Detalle de esporodoquios: a) esporodoquios sobre la corteza
necrosada del arbol; b) esporodoquio visto con lupa (x6); c) vista de
esporodoquio con microscopio, llegandose a observar los macroconidios
(x100).

La dispersion de las esporas de F. circinatum se puede producir a través del
viento, de los insectos vectores, de salpicaduras de agua, del contacto con el mismo
suelo que contiene al hongo y del movimiento de materiales vegetales infectados
(Blakeslee et al., 1979; Blakeslee et al., 1978; Dwinell y Barrows-Broaddus, 1978;
Fraedrich y Dwinell, 1997; Gordon et al., 2001; Hoover et al., 1996; Storer et al., 1998;
Viljoen et al., 1994; Wikler y Gordon, 2000). En el sureste de EEUU, la infeccion
natural por esporas aerotransportadas se asocia principalmente con heridas causadas
por dafios fisicos, tales como la poda y la cosecha de pifias, y las lesiones
relacionadas con el clima, por ejemplo las heridas producidas por granizo o el viento
(Dwinell y Barrows-Broaddus, 1981; Dwinell y Phelps, 1977; Dwinell et al., 1985; Kelley
y Williams, 1982). Por el contrario, en California, la frecuencia de infeccion en heridas
(artificiales o naturales) fue tan baja, que esta forma de infeccion no se consider6
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importante (Correll et al., 1991; Gordon et al., 1998; Sakamoto y Gordon, 2006). Son
los insectos los agentes mas importantes de transmision del hongo en esta zona
geogréfica (Barrows-Broaddus y Dwinell, 1985; Inman et al., 2008; Kuhlman, 1987;
Sakamoto y Gordon, 2006).

Las esporas de F. circinatum son capaces de sobrevivir en el suelo y en
residuos de madera (Dwinell y Barrows-Broaddus, 1978; Gordon et al., 2001). Se
demostré que el patégeno puede sobrevivir durante mas de 6 meses en suelo
humedo, hasta 1 afio en suelo seco y mas de 3 afios en suelo bajo refrigeracion
(Barrows-Broaddus y Kerr, 1981). Es relativamente comun que las plantas juveniles
infectadas, asintomaticas, terminen siendo plantadas y en algin momento, el hongo
puede cambiar de una forma latente a una forma activa. En la actualidad, no se sabe
si todas las plantas con infecciones latentes finalmente muestran sintomas del CRP o
si existen mecanismos que regulan este cambio de comportamiento.

Fusarium circinatum se puede reproducir sexualmente in vitro, en medio de
cultivo con agar (Britz et al.,, 1999), aunque las estructuras fructiferas sexuales o
peritecios de este patdgeno, nunca se han observado en campo. Sin embargo, los
resultados de los estudios de diversidad genética sugieren que ciertas poblaciones del
patégeno se reproducen sexualmente, mientras que otras se reproducen
predominantemente por mitosis (Britz et al.,, 2005; Gordon et al.,, 2006; Wikler y
Gordon, 2000; Wikler et al., 2000). Una posible explicacion para la inexistencia de
peritecios en condiciones naturales, es que el apareamiento se ve favorecido por las
bajas temperaturas (Covert et al., 1999), mientras que los brotes de enfermedades se
producen durante periodos relativamente calidos. Cabe la posibilidad de que
F. circinatum pueda completar su ciclo sexual en algun otro hospedante o sustrato.

Como ya se dijo anteriormente, el CRP fue descrito por vez primera sobre
P. virginiana en el sureste de EEUU en la década de 1940 (Hepting y Roth, 1946),
donde permanece en plantaciones y huertos semilleros como un problema crénico
(Dwinell et al., 1985). Muchos pinos de esta region del sureste estadounidense son
susceptibles, incluidas especies comunes en plantaciones como P.taeda L. y
P. elliottii Engelm. Cuatro afios después de la primera deteccion de la enfermedad en
sureste de EEUU, se registré en California afectando a masas de pino, principalmente
de P. radiata, pero también de P. muricata D. Don, P. pinea L. y P. halepensis Mill.
(McCain et al., 1987). Algunos afos después aumentaron tanto los hospedantes como
el area de distribucion del CRP, afectando a masas naturales de P.radiata de la
peninsula de Monterrey y a una nueva especie como era P. menziesii (Storer et al.,
1994).

En el momento de su deteccion en California, era natural sospechar que el
hongo del CRP fuera transportado de alguna manera a California desde los estados
del sureste. Esta teoria se reforz6 mediante analisis genéticos que certificaron la
estrecha relacion existente entre cepas del hongo presentes en Florida y California
(Wikler y Gordon, 2000). Fuera de EEUU esta enfermedad se registr6 en Haiti sobre
P. occidentalis Sw. (Hepting y Roth, 1953) y en México en varias especies de pino
(Santos y Tovar, 1991). El alto nimero de grupos de compatibilidad vegetativa del
patégeno en México, sugiere que lleva un largo tiempo presente alli (Wikler y Gordon,
2000) y por tanto se considerara que México es el lugar de origen de la enfermedad.
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La enfermedad producida por el patogeno del CRP que recibe el nombre del
principal sintoma que provoca, el chancro, genera dafios sustanciales e importantes
pérdidas econémicas en las plantaciones de pino (Dwinell et al., 1985), ya que causa
deformaciones en el tronco que lo hacen inservible para la industria (Figura 3). El
chancro por lo general aparece en el tronco o en las ramas principales, produciendo
abundante resinacién, empapando los tejidos que se encuentran debajo (Hepting y
Roth, 1946) (Figura 4). Otros de los sintomas comunes asociados a este patégeno son
la muerte regresiva (dieback), como consecuencia de la obturacién que provoca el
chancro en el flujo de savia, ademas del marchitamiento y decoloracion de las
aciculas, que acaban por tornarse rojas y finalmente caen (Wingfield et al., 2008)
(Figura 5). Como resultado, el arbol termina muriendo debido a la pérdida estructural
gque provoca el anillamiento del chancro en el tronco. También en vivero F. circinatum
puede reducir la germinacién de las semillas, causar la torsion y muerte (damping-off)
de pre- y post-emergencia, marchitamiento, fogonazos y muerte regresiva apical de las
plantas (Viljoen et al., 1994).

Figura 3. a) deformacién en tronco causado por F. circinatum y b) fractura del tronco que se acaba
produciendo a consecuencia del debilitamiento.
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Figura 4. Distintas imagenes de chancros producidos en el tronco de P. radiata: a) y b) chancro en tronco
y tejidos inferiores impregnados de resina; c) y d) detalle de la fuerte resinacion que origina F. circinatum.
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Figura 5. Marchitamiento de las aciculas que provoca F. circinatum en la zona superior de la copa del
arbol, provocando inicialmente la muerte de los ramillos y posteriormente del arbol.

Fuera de América, la enfermedad del CRP fue registrada por primera vez en
Japén en 1989, afectando a P. luchuensis Mayr. (Kobayashi y Muramoto, 1989) y mas
recientemente también fue descrita en Corea del Sur (Cho y Shin, 2004). En 1990 el
CRP aparecio en Africa, llegando muy probablemente desde México (Berbegal et al.,
2013; Britz et al., 2001; Wikler y Gordon, 2000), detectandose en Sudafrica (Viljoen et
al., 1994) donde provocaba la pudricion radicular en plantas de vivero de P. patula
Schiede ex Schltdl. & Cham. En Sudafrica este patégeno se consider6 como una
enfermedad de vivero hasta 2005, momento en que se detectd el primer brote de
F. circinatum en una plantacién de P. radiata (Coutinho et al., 2007). También en Chile
hay presencia de este patdgeno (Wingfield et al., 2002), cobrando especial importancia
en este pais, ya que P. radiata es una especie plantada a gran escala aqui (Fernandez
y Sarmiento, 2004), superando las 1.500.000 ha (78% de la superficie reforestada del
pais). Lo dafios aqui se limitan a viveros y plantas jovenes de entre 1 y 4 afios de
edad, creyéndose que los arboles adultos enfermos tuvieron su origen en la etapa de
vivero (P. Moraga-Suazo et al., 2014).

En Europa esta enfermedad se registra por primera vez en 2004, cuando se
detecta en viveros forestales de pino de Asturias (Espafa), afectando tanto a
P. radiata como a P. pinaster Aiton. Después durante el mismo afio se detectd
nuevamente en el norte peninsular, en plantaciones de P. radiata de unos 20 afos de
edad en Cantabria. Sin embargo existen evidencias que sostienen que F. circinatum
lleva presente en el pais desde la década de 1990 (Dwinell et al., 1998; Laucirica y
Muguruza, 1997; MAPA, 1996). Recientemente se ha determinado que la enfermedad
en Espafia tiene su origen en EEUU (Berbegal et al., 2013). En 2005 se confirmé la
presencia de F. circinatum en un jardin privado de Francia sobre P. menziesii (EPPO,
2006). En ltalia fue detectado en parques urbanos sobre P. pinea y P. halepensis
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(Carlucci et al., 2007). El ultimo pais donde se ha registrado la enfermedad en 2007 ha
sido Portugal, detectandose F. circinatum en viveros causando dafios en plantas de
P. radiata y P. pinaster (Braganca et al., 2002). Los ultimos en sumarse a la lista de
paises con la enfermedad del CRP presente han sido Uruguay (Alonso y Bettucci,
2009), Colombia (Steenkamp et al., 2012) y Brasil (Pfenning et al., 2014). Aunque el
CRP actualmente esta ampliamente distribuido alrededor del mundo, existen paises
como Australia 0 Nueva Zelanda donde hay grandes plantaciones de P. radiata, que
permanecen aun libres del patégeno.

En Espafa la enfermedad del CRP queda limitada al norte peninsular
afectando a plantaciones de P. radiata y P. pinaster, aunque en alguna ocasion se la
ha detectado y erradicado de algun vivero del centro del pais, afectando a diferentes
especies de pino. En la actualidad F. circinatum esti presente en Galicia, Asturias,
Cantabria, Pais Vasco, Navarra y Castilla y Ledn (Figura 4). En Galicia el patégeno
afecta principalmente a P. pinaster, mientras que en Cantabria, Pais Vasco y Navarra
afecta exclusivamente a P. radiata. En Asturias se ha encontrado al patdgeno en
ambos hospedantes y en Castilla y Ledn se encontrd en plantaciones al norte de las
provincias de Ledn y Burgos, y en viveros forestales de Valladolid.
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Figura 6. Distribucion de la enfermedad del CRP en Espafia. Fuente: Ministerio de Agricultura, Alimentacion y
Medio Ambiente, Noviembre de 2014.
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La diversidad de la poblacion de este patdgeno en Espafia es muy reducida
(Eugenia lturritxa et al., 2011). El hecho de que s6lo se hayan encontrado dos grupos
diferentes de genotipos (Berbegal et al.,, 2013) hace creer que F. circinatum fue
introducido al menos dos veces en Espafia. Los aislados que se detectaron en el
primer vivero infectado en Pais Vasco en 1997 (Dwinell et al., 1998), pertenecian al
mas comun de los dos grupos de genotipos, el MLG32 (Berbegal et al., 2013). Por lo
tanto es probable que una de las introducciones tuviera lugar en el Pais Vasco y se
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extendiera por el resto de las regiones del norte de Espafia. El otro grupo de genotipos
multilocus limitado al noroeste del pais, esta representado por el MELG59 (Berbegal et
al., 2013), siendo por lo tanto Galicia el segundo punto de origen de F. circinatum en
Espana si se considera que pudo ser detectado en 1996 (MAPA, 1996).

Aunque es dificil saber cémo lleg6 el patdbgeno por primera vez a Espafia, es
probable que la fuente de entrada fueran semillas infectadas que fueron usadas para
viveros (Berbegal et al., 2013) y que pese al aspecto sano de las plantas, existiera una
infeccidn latente facilitando la dispersion del hongo (Wingfield et al., 2008). Una vez en
el campo, el patégeno pudo haberse transportado mediante esporas asexuales
(microconidios o macroconidios) a través del viento (Correll et al., 1991), de insectos
(Storer et al., 2004) o por contacto con herramientas de poda (Bezos et al., 2012).

1.2. Descripcién del hospedante. Pinus radiata.

Dentro de las especies susceptibles al CRP, hay 57 especies de Pinus (Enebak
y Stanosz, 2003; Enebak y Carey, 2003; Guerra-Santos, 1998; Hepting y Roth, 1953;
Hodge y Dvorak, 2000; Storer et al., 1994; Storer et al., 1997; Muramoto et al. 1993;
Clark y Gordon 1999) y P. menziesii, el Unico hospedante registrado que no pertenece
al género Pinus sp. (Gordon et al., 2006). Segun los estudios realizados, todo indica
que P. radiata es el mas susceptible de todos los pinos (Gordon et al., 2001; Hodge y
Dvorak, 2000). Se han hecho pruebas de susceptibilidad a F. circinatum con otras
especies de arboles asi como herbaceas, encontrandose en todas ellas una alta
resistencia al patégeno (McCain et al., 1987). Por lo tanto, se hace evidente que
F. circinatum es exclusivamente un agente patdgeno de coniferas y mas
concretamente del género Pinus.

Pese a que los hospedantes potenciales de F. circinatum son la mayoria de las
especies del género Pinus, se ha descrito en algunas cierta resistencia y diferencias
cuantitativas en susceptibilidad (Rockwood et al. 1988; Hodge y Dvorak, 2007; Viljoen
et al., 1995). Por ejemplo, P. brutia Ten. asi como otras especies, especialmente las
de la seccién Pinaster, parecen tener altos niveles de resistencia a la enfermedad
(Gordon et al., 1998; Hodge y Dvorak, 2000; Mead, 2000). En otras especies, como
por ejemplo P.lambertiana Douglas y P. jeffreyi Balf.,, se ha comprobado la
susceptibilidad al patdgeno mediante experimentos en invernadero, pero no en campo
(Storer et al., 1994). Sin embargo, estudios referentes a otras especies de pino, han
reflejado que los niveles de susceptibilidad en invernadero estan correlacionados con
la incidencia observada de la enfermedad en campo. Por lo tanto, con el suficiente
tiempo de exposicidon al patégeno, se podria esperar que las especies susceptibles
muestren niveles equivalentes de infeccion en campo (Gordon et al. 1998). Ademas,
con frecuencia las especies consideradas como resistentes desarrollan una alta
incidencia de la enfermedad bajo condiciones de estrés ambiental (Blakeslee y
Rockwood 1999; Lopez-Zamora et al.,, 2007). En este sentido, estudios recientes
indican que la variacién intraespecifica en la susceptibilidad implica que la seleccion
de procedencia puede permitir la mejora de la resistencia en especies susceptibles a
la enfermedad (Iturritxa et al., 2012, 2013). Por lo tanto, la relativa resistencia que
presentan distintas especies de Pinus depende de factores genéticos y ambientales.
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Se ha comprobado que en todas las especies de pino estudiadas, existia
resistencia genética a la enfermedad (Kelley y Williams 1982; Hodge y Dvorak, 2000;
Viljoen et al., 1995), encontrandose diferencias entre las diferentes especies de pinos
del sureste de EEUU (Dwinell y Barrows-Broaddus 1979; Bronson et al. 1992;
Blakeslee y Rockwood 1999), California (Storer et al., 1999), México y América Central
(Hodge y Dvorak, 2007). En el caso del P. radiata se comprobo6 la heredabilidad de la
resistencia al CRP en un estudio que incluyé material de programas de mejora en
Australia, Chile y Nueva Zelanda (Matheson et al., 2006). Por otro lado, en otro trabajo
(Blakeslee y Rockwood, 1999), se encontraron diferencias en la resistencia a
F. circinatum, en los programas de mejora de P.elliotti y de P.taeda. Se
seleccionaron las familias de P. elliottii y P. taeda en las que la resistencia persiste en
condiciones ambientales adversas, empledndose en plantaciones y programas de
mejora genética, asi como en la investigacién sobre mecanismos de resistencia en el
sureste de EEUU (Blakeslee y Rockwood 1999). En estas especies de pino, se
investigd la regulacion de loci especificos, alelos y genes asociados con rasgos de
resistencia contra el CRP (Kayihan et al., 2005; Morse et al., 2004).

En 1988, se vio que algunos pies de P.radiata en California no se veian
afectados por el CRP, a pesar de su proximidad a arboles afectados. Se llevaron a
cabo inoculaciones directas sobre estos arboles asintomaticos, mostrando una menor
tasa de crecimiento de la lesién que en arboles susceptibles (Correll et al., 1991). En
estudios posteriores, se observé que aunque la mayoria de los individuos de P. radiata
son susceptibles al CRP (Storer et al., 2002), un pequefio porcentaje de los arboles
presentaba resistencia a la enfermedad (Gordon et al., 1998; Storer et al., 1999).
Aunqgue la resistencia puede ser detectada relativamente pronto en ensayos de vivero
(en arboles < 2 afos), en estos casos la resistencia parece no ser funcional (Aegerter
y Gordon, 2006). Ademas de la resistencia genética innata, se detecté resistencia
sistematica inducida (SIR) en P. radiata en California (Bonello et al., 2001; Storer et al.,
1999). Parece ser que la resistencia inducida en P. radiata es un componente critico
de la remisién de la enfermedad, en las zonas de California donde el CRP fue
observado inicialmente (Gordon, 2006). Por lo tanto, la resistencia sistematica inducida
puede ayudar a minimizar el dafio en los bosques nativos de P. radiata y asegurar la
vitalidad de este recurso natural.

Como ya se ha dicho anteriormente, P.radiata es la especie de pino mas
plantada en el mundo (Critchfield y Elbert, 1966), siendo Chile el pais con mayor
superficie plantada de ésta especie (Fernandez y Sarmiento, 2004), con mas de
1.500.000 ha (78% de la superficie reforestada del pais). Ademas de Chile, otros
paises como Argentina, Uruguay, Sudafrica, Australia o Nueva Zelanda poseen
grandes plantaciones de P. radiata (Fernandez y Sarmiento, 2004). En el caso de
estos dos ultimos paises, el patdgeno aun permanece ausente pero una posible
aparicion de éste podria conllevar serios problemas econdmicos, ecologicos y
sociales, debido a la importancia que en ellos tiene este pino. En Espafia las
plantaciones de este pino son superiores a 250.000 ha (Ruiz de la Torre, 2006), una
superficie pequefia en comparacion con las especies autdctonas (en torno a un 3,6%
del total de la superficie ocupada por coniferas), pero que sin embargo su produccion
supone un 25% de la madera de conifera (Hermoso et al., 2007).
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En la actualidad, algunas regiones de Espafa han dejado de plantar P. radiata
desde que fuera detectado F. circinatum (Landeras et al., 2005), debido a la
prohibicion para usar Pinus spp. y P. menziesii en las zonas afectadas por el patdgeno
(MAPA, 2006). También ha descendido la produccion de planta de P. radiata en vivero
por el riesgo de contaminacién y pérdida de la produccion.

1.3. Estrategias de control de la enfermedad.

Hasta el momento no se ha encontrado ningdn modo de controlar la
enfermedad del CRP, tanto en vivero como en arboles adultos. Se han realizado
algunos experimentos para analizar los efectos de diferentes fungicidas sobre
F. circinatum (Mitchell et al., 2004; Runion et al., 1993). Los pobres resultados de
estos estudios junto con la creciente concienciacion del peligro que suponen los
fungicidas para el medio ambiente, en especial en los bosques, corroboran el
desarrollo de nuevos métodos de control alternativos como una posible solucién
efectiva. Por ejemplo, recientemente se comprobé el efecto del uso de agua caliente
en semillas de pino sobre la supervivencia de F. circinatum (Agusti-Brisach et al.,
2012; Berbegal et al., 2015), comprobandose que el tratamiento con agua caliente a
51-52 °C durante 30 minutos sobre semillas de P.radita, podia reducir la
contaminaciéon del patégeno. Del mismo modo, se encontré al peréxido de hidrogeno
como un buen desinfectante para las semillas frente al patégeno (Berbegal et al.,
2015; Dwinell y Fraedrich, 1999). Pese a todo, aunque estos métodos han conseguido
reducir el numero de semillas infectadas, resultan insuficientes para evitar la
introduccion de planta contaminada en el monte. Para reducir el impacto de esta
enfermedad, es necesario un enfoque de gestién integrada. En él, el uso de métodos
de control biol6gico, que han mostrado buenos resultados de frente a otras
enfermedades causadas por hongos, resulta imprescindible debido a la necesidad de
eliminar el uso de productos quimicos de los bosques y viveros.

Se entiende por control biolégico como la reduccion de la cantidad de inéculo o
de la actividad de la enfermedad producida por un patégeno mediante uno o0 mas
organismos distintos del hombre (Cook y Baker, 1983). Estos organismos a su vez
pueden ser: (1) cepas no virulentas o hipovirulentas del patégeno, (2) plantas huésped
manipuladas ya sea genéticamente, por practicas culturales o mediante
microorganismos hacia una mayor o mejor eficacia en la resistencia al patégeno, y (3)
antagonistas del patégeno, es decir microorganismos que interfieren en la
supervivencia del patégeno o en las actividades de éste que provocan enfermedades.

Son muchas las ventajas que ofrece el control biolégico aplicado a
enfermedades de plantas frente al uso de productos quimicos. El uso de fungicidas o
bactericidas termina por provocar la aparicién de cepas de patégenos resistentes a
éstos (Dekker y Georgopoulos, 1982). Ademas el efecto en la mayoria de los
productos quimicos son no especificos y de amplio espectro, pudiendo producir
efectos no deseados en otros organismos, que tal vez podrian jugar un papel
importante como antagonistas (Spokes et al., 1981). También pueden resultar
perjudiciales para los seres humanos, especialmente al emplearse en agricultura,
pudiendo pasar a formar parte de la cadena tréfica (Kniewald, 2003). Una ventaja mas
es el control a largo plazo que se consigue con el control biol6gico, ya que los Agentes
de Control Bioldgico (BCA's) actian continuamente de manera especifica y actuando
constantemente sobre el patdgeno en cuestion. Por lo tanto, aunque puede resultar
econémicamente caro su introduccién debido a los costes de investigacion, a largo
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plazo puede resultar bastante econémico (Cook y Baker, 1983). Debido al uso cada
vez mas restringido de productos quimicos en campo, adquieren mayor importancia
los métodos de control biolégico (European Commission (EC), 2009).

Uno de los métodos méas efectivos para el control biolégico de ciertas
enfermedades de plantas, es el empleo de micovirus. El uso de éstos como
controladores de enfermedades puede resultar un método prometedor, siempre y
cuando la diversidad de las poblaciones del patégeno sea baja, como por ejemplo
cuando aun es reciente la introduccion del hongo en la regién o cuando hay ausencia
de reproduccion sexual, como sucede en Espafia (Berbegal et al., 2013). Sin embargo
todavia queda un largo camino por recorrer en el desarrollo de una herramienta de
control bioldgico utilizando micovirus, ya que requiere encontrar primero un virus que
produzca hipovirulencia y luego conocer las limitaciones en su transmision.

Otra de las posibilidades de control biolégico, consiste en el empleo de hongos
enddéfitos como BCA's, organismos que habitan en érganos de las plantas y que
pueden en cualquier momento de su vida, colonizar tejidos vegetales sin causar
aparentes dafios a sus hospedante (Petrini, 1991). Estas interacciones entre hongos
fitopatégenos y hongos endéfitos, son conocidas desde principios de siglo XX
(Weindling, 1932), siendo ya desde entonces objeto de estudio el uso de hongos
endofitos como BCA's (Mehrotra et al., 1988; Yang y Laflamme, 1995). Actualmente se
sabe que los tejidos vegetales que contienen hongos endoéfitos (Petrini y Fisher, 1988)
afectan a la resistencia de sus hospedantes frente a parasitos (Miller, 1986). Por
ejemplo, varios estudios han demostrado que las plantas inoculadas con enddfitos
incrementan su crecimiento (Barka et al., 2002), mejoran la resistencia a la sequia
(Swarthout et al., 2009), toleran mejor condiciones de suelos no aptos (Malinowski et
al., 2005), tienen mayor acceso a nutrientes (White et al., 1997), y mejoran la defensa
frente animales herbivoros (Carroll, 1988) y patégenos (Arnold et al., 2003). Este
ultimo beneficio, la mejor defensa frente a patégenos, puede a su vez diferenciarse y
agruparse en: efectos directos, indirectos y ecolégicos (Gao et al., 2010). En los
efectos directos, los endodfitos suprimen directamente al patégeno mediante la
produccién de antibiéticos (Richardson et al., 2014) o la secrecion de enzimas liticas
(Tripathi et al., 2008). Por otro lado, los efectos indirectos que los enddfitos provocan
en las plantas, ayudando asi a reducir el dafio del patégeno pueden ser por ejemplo, la
induccién de resistencia a la planta, la estimulacién de metabolitos secundarios y el
incremento del crecimiento y de la actividad fisiolégica. Por ultimo, ejemplos de efectos
ecologicos son la ocupacion de un nicho ecolégico, el hiperparasitismo y la
depredacién (Gao et al., 2010).

Uno de los endoéfitos mas estudiados por su potencial como BCA en
enfermedades de plantas es el género Trichoderma (Howell, 2003). Una de las
caracteristicas mas destacadas que presenta este grupo, es su habilidad para
parasitar otros hongos (Weindling, 1932), pero ademés son capaces de producir
sustancias antibiéticas que son inhibidoras de muchos patégenos (Howell y Stipanovic,
1983). Sin embargo, el principal mecanismo de control biolégico de Trichoderma spp.
es la competencia por el espacio y nutrientes de la rizosfera (Howell, 2003). El
crecimiento de este hongo no esta limitado al suelo o a las raices, si no que es capaz
de colonizar el floema e incluso la albura de los arboles (Jankowiak, 2006). Existen
muchos ejemplos del éxito de Trichoderma spp. como controlador de enfermedades
de plantas (Abdullah et al., 2008; Latunde-Dada, 1993; Ruano-Rosa et al., 2010),
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siendo en alguno de los casos enfermedades causadas por patéogenos del género
Fusarium (Basak y Basak, 2011; Bernal-Vicente et al., 2009; Sivan et al., 1987).

Hasta el momento ha sido muy poco lo que se ha investigado para reducir el
impacto del patégeno de la enfermedad del CRP mediante el uso de hongos endofitos.
Por un lado se ha observado la interaccion antagonista entre F. circinatum y las
especies fungicas Penicilium chrysogenum Link. and Fusarium lateritium Ness.
(Romon et al., 2008). De manera similar, se comprobé el antagonismo al patdgeno del
CRP de dos bacterias endofitas (Bacillus subtilis Cohn y Burkholderia sp.) (Soria et al.,
2012). Por ultimo también se evalud el uso potencial de cepas de Trichoderma spp. y
Clonostachys spp. como controladores de F. circinatum en plantas de P. radiata
(Moraga-Suazo et al.,, 2011). Se observé un incremento significativo de la
supervivencia de las plantas de P. radiata con una de las cepas de Clonostachys spp.
probadas, no siendo asi en el caso de los aislamientos de Trichoderma spp. Se
alcanzaron las mismas conclusiones en los estudios previos en los que se ensay6 con
Trichoderma spp. como BCA de la enfermedad (Dumroese et al., 1988; Mitchell et al.,
2004).
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2. Objetivos.

La enfermedad del Chancro Resinoso del Pino (CRP), causada por el hongo
Fusarium circinatum Nirenberg & O'Donnell (Nirenberg y O'Donnel, 1998), es un serio
problema en paises como Estados Unidos, México, Colombia, Brasil, Chile, Uruguay,
Haiti, Sudéfrica, Japén, Corea, Francia, ltalia, Portugal o Espafia, y amenaza
potencialmente con introducirse en Australia y Nueva Zelanda. La enfermedad se
desarrolla con gran virulencia en las especies del género Pinus, siendo la mas
susceptible dentro de este grupo Pinus radiata. Los dafios que el hongo causa sobre
este hospedante revisten gran gravedad, lo que unido a la cantidad de plantaciones
dedicadas a esta especie forestal en el Norte de la Peninsula Ibérica hace necesario el
avance en técnicas de control de la enfermedad, siendo las de control biolégico una de
las mas inocuas en detrimento del control quimico, cuyos efectos son peligrosos tanto
para el medio ambiente como para la salud. En esta linea, los hongos enddfitos tienen
un papel destacado en el equilibrio de los sistemas patoldgicos y por tanto también en
el desarrollo de las enfermedades (Matinez Alvarez et al., 2009).

La efectividad de los hongos enddfitos en el control biolégico del CRP, ha sido
postulada en diversos trabajos (Dumroese et al. 1988, Mitchell et al. 2004, Romoén et
al., 2008; Bernal-Vicente et al. 2009; Lopez-Mondéjar et al. 2010; Moraga-Suazo et al.,
2011; Martinez-Alvarez, 2011; Soria et al., 2012), centrados mayormente en el género
Trichoderma sp. El objetivo general del presente trabajo es evaluar el efecto de
diversos endofitos previamente seleccionados en el laboratorio en un ensayo previo
realizado in vitro en el que se probaron un total de 546 hongos enddfitos (Martinez
Alvarez et al., 2015) como posibles BCA's.

Los objetivos especificos de este estudio fueron:
1. Comprobar el efecto de la especie de pino sobre la patogenicidad de

F. circinatum.

2. Comprobar el efecto de los hongos enddfitos sobre las especies de pino
utilizadas.

3. Determinar el potencial de seis hongos endoéfitos como controladores
biolégicos de la enfermedad del CRP.
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3. Material y Métodos.
3.1. Zona de estudio.

El ensayo se realizé en una parcela de 3,41 ha de superficie, situada en el
término municipal de Rionansa, en el extremo occidental de Cantabria (Figura 7) y
cedida por la Direccion General de Montes del Gobierno de Cantabria. Las
caracteristicas climéticas de la zona de estudio se presentan en la Tabla 1 y en la
Figura 8 el climodiagrama.

.
-

Puentenansa

-
i A, —

Figura 7. Ortofoto de la parcela de ensayo. Fuente: http://mapas.cantabria.es/ (modificado).

Tabla 1. Caracteristicas de la parcela de ensayo. Coordenadas para el Huso UTM 30, Datum ETRS 89.
Fuente: Atlas Climatico Digital de la Peninsula Ibérica (Ninyerola et al., 2005).

Coord. X (UTM) 386979
Coord. Y (UTM) 4788566
Localidad Puentenansa
Municipio Rionansa
Altitud (m) 525-615
Orientacion Suroeste
Pendiente (%) 50
Precipitacion Anual (mm) 1092
Temperatura media (°C) 11
Temperatura minima media (°C) 5
Temperatura maxima media (°C) 17
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Figura 8. Climodiagrama de la zona donde se ubica la parcela de ensayo. La precipitacion maxima se da
en el mes de abril (135,6 mm) y la minima en el mes de julio (52,3 mm). La temperatura media anual es
de 11 °C. Como se puede ver, no hay periodo de estacién seca. Datos climaticos obtenidos del Atlas
Climatico Digital de la Peninsula Ibérica (Ninyerola et al., 2005).

Se trata de una parcela con orientacion suroeste y fuerte pendiente (50%), en
la que anteriormente existié una plantacion de P. radiata, al menos hasta el afio 2002.
Posteriormente se llevd a cabo una repoblacion con frondosas (Quercus rubra L. entre
otras) y alguna conifera (Picea sp.). En ambos casos, se produjeron incendios que
terminaron por truncar su desarrollo. La vegetacién que encontramos en la zona de
ensayo, es la propia de las zonas de la Cornisa Cantabrica en las que como
consecuencia de la accion continua de incendios no existe arbolado, lo cual da pie a
una comunidad vegetal compuesta principalmente por tojo o escajo (Ulex europaeus),
distintos brezos (principalmente Erica mackaiana), Daboecia cantabrica o0
Calluna vulgaris.

3.2. Material fungico.
3.2.1. Aislados de Fusarium circinatum.

La cepa de F. circinatum seleccionada para este ensayo fue obtenida del
xilema de un ejemplar de P. radiata afectado por la enfermedad del chancro resinoso
del pino (CRP), recogido con anterioridad a la realizacién del ensayo en una plantacion
muy cercana a la ubicacion del experimento (Figura 9). EI motivo de la utilizacion de
este aislamiento fue evitar la introduccion de nuevas cepas del patégeno en la zona, lo
que complicaria el posterior manejo de la enfermedad al aumentar la diversidad
genética en la poblacién del hongo.
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Figura 9. Distribucién de las zonas declaradas con F. circinatum en Cantabria. Tanto la zona de estudio,
como la cepa seleccionada del patdgeno que se utilizd, se localizan en la Zona 7 dentro del término
municipal de Rionansa(en rojo).

Una vez las muestras de material vegetal estuvieron en el laboratorio, se
procedi6 a aislar al patégeno F. circinatum para poder cultivarla in vitro. Las muestras
se desinfectaron superficialmente para asegurarnos que los hongos obtenidos
procedian del interior de los tejidos hospedantes. Para ello, primero se lavaron con
agua y a continuacién se esterilizaron por inmersién siguiendo este orden: etanol al
70% (durante 1 minuto), hipoclorito sédico al 3% (1 minuto) y agua destilada estéril (1
minuto). Después se colocaron las muestras sobre papel de filtro estéril para que
secasen, se cortaron en trozos mas pequefios y se cultivaron en un medio Patata-
Dextrosa-Agar con 0,5 g/l de sulfato de estreptomicina (PDAs) para evitar el
crecimiento de bacterias contaminantes (Figura 10).

Para identificar las especies fungicas obtenidas tras el cultivo de las muestras
en el medio de cultivo, estas fueron transferidas a medio de cultivo SNA (Spezieller
Nahrstoffmmarmer Agar), adecuado para la identificacion morfolégica de las especies
del género Fusarium. La produccion de estructuras tipicas del hongo tales como mono
y polifialidas, macroconidios triseptados, circinos (hifas estériles enrolladas), asi como
la ausencia de clamidosporas y cadenas de conidios, nos permiti6 determinar que el
aislamiento pertenecia a la especie F. circinatum. Aun asi, para confirmar esta
identificacién, también se utilizaron técnicas moleculares. Para ello, el ADN del
aislamiento se extrajo siguiendo el protocolo descrito por Vainio et al, (1998).
Posteriormente, este ADN se amplificé mediante la técnica de la PCR utilizando los
cebadores especificos para F. circinatum CIRC1A (5-CTTGGCTCGAGAAGGG-3') y
CIRC4A (5'-ACCTACCCTACACCTCTCACT-3") disenados por Schweigkofler et al.
(2004). El programa del termociclador para la amplificacion consistié en un paso inicial
de 3 minutos a 94°C seguido de 45 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 35
segundos, anillamiento a 64°C durante 55 segundos y elongacién a 72°C durante 50
segundos. Para finalizar se realiz6 una extension final a 72°C durante 50 segundos.
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Para comprobar el mating type al que pertenecia el aislamiento, de nuevo utilizamos la
técnica de la PCR para amplificar parte del ADN, en este caso usando las parejas de
cebadores GCHMG1, GcHMG2 y MAT1p2, MAT1p3 descritos por Wallace y Covert
(2000) y Schweigkofler et al. (2004). En este caso la desnaturalizacion inicial fue
realizada a 93°C durante 5 min, a la que le siguieron 35 ciclos con las temperaturas y
tiempos que aparecen a continuacion: 93°C, 45 s; 45°C, 1 min; 72°C, 1 min 30 s. La
extension final se realiz6 a 72°C durante 10 minutos. El ADN amplificado se someti6 a
una electroforesis en gel de agarosa al 1% durante una hora en tampén TAE al 1% vy a
3 V/icm. Tras la electroforesis, el gel fue tefiido con GelRedTM (Biotium) y observado
bajo luz ultravioleta. EI marcador utilizado para estimar el tamafio de los productos
amplificados fue A-DNA Hind 1ll — ®X174Hae Il (DyNA- zymeTM DNA Polymerase
Kit).

Figura 10. Proceso de desinfeccion superficial de la muestra vegetal
(etanol 70%, hipoclorito sédico 3%, agua esterilizada) y posterior
cultivo en PDAs.
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Por dltimo, una vez confirmada la identidad del aislamiento se preparé una
disolucion de esporas de F. circinatum que después se usaria para inocular el
patdgeno en las plantas de la parcela de ensayo. Sirviéndonos de un hemocitémetro y
con la ayuda de un microscopio, se consiguié obtener una disolucion de esporas de
concentracién 10° esporas/ml.

3.2.2. Hongos endofitos ensayados.

En este ensayo fueron empleados seis hongos endofitos, seleccionados por
presentar un especial interés como posibles Agentes de Control Biolégico (BCA's) tras
los resultados obtenidos en un ensayo previo realizado in vitro en el que se probaron
un total de 546 hongos enddfitos (Martinez Alvarez et al., 2015).

Los seis enddfitos que se emplearon en el ensayo in vivo fueron: HP031
(Trichoderma spirale Bissett), HP047 (Chaetomium aureum Chivers), HP066
(Alternaria sp.), HP143 (Trichoderma asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg),
HP151 (Trichoderma atroviride P. Karst.) y HP155 (Trichoderma viride Pers.). La
identificacion de estos enddfitos se realizé con anterioridad a este ensayo mediante
técnicas moleculares.

3.3. Especies de pino ensayadas.

En la parcela de ensayo se plantaron cinco especies distintas de pino:
P. radiata, P. sylvestris, P. nigra, P. pinaster, P. pinea. Se utilizaron 1500 plantas, 300
de cada especie distribuidas en tres bloques, teniendo asi tres repeticiones de cada
especie, 100 plantas por repeticion (Figura 11).

Alumno: Raul Arcadio Fernandez Gonzalez )
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID (CAMPUS DE PALENCIA) — E.T.S. DE INGENIERIAS AGRARIAS
Titulacion de: Master en Ingenieria de Montes

30/ 74



ANTAGONISMO IN VIVO DE HONGOS ENDOFITOS FRENTE A FUSARIUM CIRCINATUM.

MATERIAL Y METODOS

Figura 11. Ortofoto de la parcela de ensayo (imagen superior) y replanteo de la distrib
bloques. Fuente: http://mapas.cantabria.es/ (modificado).

Para esturiar el efecto de los hongos enddfitos seleccionados frente al
patdégeno F. circinatum sobre las 5 especies de pino, se realizé la plantacién de un
total de 1500 plantas de pino de dos savias en junio de 2012. Al comienzo del ensayo,
en abril de 2013 y al final del mismo en julio de 2014, se tomaron medidas del
diametro en el cuello de la raiz, altura total y altura en la base de la copa viva en todas
las plantas.
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3.4. Inoculacion de las plantas con los aislados fungicos.

La inoculacion de las plantas de pino se llevé a cabo en dos fases. La primera
se realiz6 entre los dias 22 y 26 de julio de 2013, y en ella se inocularon los hongos
endofitos seleccionados. Para inocular los enddfitos en las plantas de la parcela de
ensayo, se procedid a realizar un corte en el tallo de la planta a unos 5 cm del suelo y
colocar un trozo de agar de unos 16 mm?® con micelio del endéfito, siendo
seguidamente sellada la herida con una banda de Parafim® (Figura 12). En el
tratamiento control se utilizé un blogue de agar estéril de las mismas dimensiones.

S T N NN
Figura 12. Proceso de inoculacion del enddfito en la planta del
ensayo. De arriba a abajo: corte en el tallo, inoculacion con un trozo
de micelio cultivado sobre PDA y sellado del corte con Parafiim®.
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Cinco semanas después de la inoculacién de los endofitos, entre los dias 2y 5
de septiembre de 2013, se realizé la del patdgeno F. circinatum. El procedimiento para
inocular el patégeno fue similar al de la inoculacion de los enddfitos, pero en este caso
se inocul6 con 10 pl de disolucion de esporas (Figura 13). En el tratamiento control en
vez de los 10 pl de la disolucion de esporas se utilizaron 10 pyl de agua destilada
estéril. La inoculacion del patégeno se realiz6 dos centimetros por debajo de la zona
de inoculacion del endofito, de acuerdo con ensayos de inoculacion anteriores
(Romeralo et al., 2015).

Figura 13. Proceso de inoculacion del patégeno en la planta,
inoculado previamente con el enddfito. De arriba a abajo: corte en el
tallo e inoculacién con una disolucion de esporas.

En la parcela de ensayo se hicieron por lo tanto un total de 14 tratamientos
diferentes, resultado de enfrentar los 6 enddfitos con el patbgeno mas los controles
(s6lo los endofitos, sélo el patdégeno y ninguno de los dos hongos).
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3.5. Evaluacién del efecto antagonista.

Con el fin de evaluar los dafios que el patégeno podria producir en las plantas,
se realizaron cuatro visitas a la parcela de ensayo (diciembre de 2013, marzo, mayo y
julio de 2014). Con este objetivo se anotaron por cada planta los sintomas de la
enfermedad siguiendo la metodologia descrita por Correll et al. (1991), en el que cada
inoculacion se evalu6 siguiendo una escala de dafio de O (planta sana), 1 (follaje sano,
necrosis en el punto de inoculacion), 2 (follaje sano, necrosis >2 cm mas alla del punto
de inoculacioén), 3 (aciculas/ramillas marchitas y necrosis anillando el tallo) y 4 (planta
muerta). El area debajo de la curva de la enfermedad (AUDPC) se calculé mediante la
suma de los trapecios que se formaron al representar la escala de dafios en el eje de
ordenadas frente al tiempo en el eje de abscisas (Figura 14).

N w

Nivel de sintomas
(Correll et al. 1991)

Visit 1 Visit 2 Visit 3 Visit 4 Visit 5
H_/

Tiempo entre la
visita1yla2

Figura 14. Gréfica del area debajo de la curva de la enfermedad (AUDPC) que se
empleo para evaluar los dafios.

3.6. Andlisis estadistico.

Para analizar los datos, se empleé un modelo lineal mixto de analisis de
varianza con tres factores en un disefio de parcelas divididas. Para el conjunto de la
parcela, con un disefio de tres bloques divididos en filas al azar, se utilizé el factor
"especies de pino" con cinco niveles distintos. Para las filas, con un disefio factorial
dentro de cada bloque, se usé el factor "F. circinatum" con dos niveles (si 0 no) y el
factor "enddfito” con siete niveles. Para resolver el problema de la alta heterogeneidad
de varianzas debido a los factores "especies de pino" y "F. circinatum”, se utilizaron
diferentes variaciones aleatorias para cada una de las diez combinaciones de estos
dos factores. Se utilizo el Test LSD de Fisher para las comparaciones de las medias.
La férmula matematica del modelo fue:
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Yi = U+ Qi+ B+ Wi + i + & + YO + ayi + ady + aydi + &

dondei=1, ..., 5 para "especies de pino", j =1, 2, 3 para los bloques, k =1, 2, para los
niveles del factor "F. circinatum" y 1 =1, ..., 7 para los niveles del factor "endéfito" y
siendo Y, = el valor observado de la variable dependiente para la fila con el nivel k de
"F. circinatum", y el nivel | de "enddfito" en la fila con "especies de pino" i en el bloque
J; 1= efecto medio general; a; = efecto principal de las especies de pino i; §; = efecto
principal del bloque j; yx = efecto principal del nivel k del factor "F. circinatum";
0, = efecto principal del nivel | del factor "enddfito"; yd, = efecto de interaccién entre el
nivel k del factor "F. circinatum" y el nivel | del factor "enddfito"; ayi = efecto de
interaccion entre las especies de pino i y el nivel k del factor "F. circinatum”;
ad; = efecto de interaccién entre las especies de pino i y el nivel | del factor "endofito";
aydy, = efecto de interaccion triple de las especies de pino i y el nivel k del factor
"F. circinatum™ y nivel | del factor "endofitos”; y & = error aleatorio en la variable
dependiente para la fila con el nivel k de "F. circinatum", y el nivel | de "enddfito" en la
fila con "especies de pino" i en el bloque j. Los supuestos para el modelo fueron: w; ~
N(O, 92), con & = varianza aleatoria para el error de la parcela; g ~ N(O, ozu), con
0% = varianza aleatoria para el error de fila con las "especies de pino" i y el "endéfito" |
; Y que todas las variables wj y & sean independiente para cualquier valor de i, j, k, .
Por lo tanto, el modelo incluye once paradmetros de varianza, calculdndose usando el
método de Maxima Verosimilitud Restringida (REML son sus siglas en inglés).
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4. Resultados.

Mediante técnicas moleculares se confirmd que la cepa aislada en laboratorio
pertenecia a la especie de F. circinatum, y al grupo de apareamiento mating type 2. El
aislamiento se nombré como FcCa099.

4.1. Andlisis de variables empleadas.

Los resultados del analisis de la varianza realizado para cada una de las 4
variables utilizadas (AUDPC, copa viva, altura total y diametro en el cuello de la raiz)
para evaluar el efecto antagonista de los hongos enddfitos frente al patdgeno
F. circinatum en campo, se presentan en las Tablas 1, 2, 3 y 4 respectivamente.

En el andlisis de la varianza de la variable AUDPC, se observaron diferencias
significativas (p-valor < 0,05) entre las especies de pino ensayadas (especie pino) y
entre los tratamientos con y sin F.circinatum. De la misma manera fueron
significativas las interacciones dobles F. circinatum * endé6fito y  especie
pino * F. circinatum. Los efectos del bloque y los enddfitos sobre la variable AUDPC no
fueron significativos, al igual que tampoco lo fueron las interacciones especie
pino * enddfito y especie pino F. circinatum enddfito (Tabla 2).

Tabla 2. Tabla ANOVA para la variable AUDPC.

Efecto Num DF F-Valor P-Valor
Especie pino 4 252,68 <,0001
Bloque 2 0,21 0,8154
F. circinatum 1 839,64 <,0001
Endéfito 6 1,73 0,1194
F. circinatum * Endéfito 6 2,36 0,0342
Especie pino * F. circinatum 4 280,88 <,0001
Especie pino * Endéfito 24 1,27 0,1941
Especie pino * F. circinatum * Endofito 24 1,42 0,1099
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Los resultados obtenidos tras el analisis de la varianza de la variable copa viva,
mostraron que el efecto de la especie de pino y la presencia de F. circinatum fueron
significativos (p-valor < 0,05). También lo fueron la interaccién de los dos mencionados
factores especie pino * F. circinatum. Por el contrario no fueron significativos, los
efectos del blogue y ni del endéfito, asi como tampoco las interacciones
F. circinatum * enddfito, especie pino * enddfito y especie
pino * F. circinatum * enddfito (Tabla 3).

Tabla 3. Tabla ANOVA para la variable Copa Viva.

Efecto Num DF F-Valor P-Valor
Especie pino 4 6,19 0,0143
Bloque 2 3,00 0,1064
F. circinatum 1 22,44 <,0001
Enddéfito 6 0,92 0,4854
F. circinatum * Endéfito 6 0,50 0,8037
Especie pino * F. circinatum 4 8,80 <,0001
Especie pino * Endofito 24 0,95 0,5347
Especie pino * F. circinatum * Endéfito 24 0,76 0,7756
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En el caso de la variable altura total, se observaron diferencias significativas (p-
valor < 0,05) en los factores especie pino, bloque y F. circinatum y para la interaccién
especie pino * F. circinatum. Los efectos de los endéfitos y las interacciones
F. circinatum * enddfito, Especie pino * endofito y especie
pino * F. circinatum * enddfito sobre la variable altura total, no fueron significativas
(Tabla 4).

Tabla 4. Tabla ANOVA para la variable Altura Total.

Efecto Num DF F-Valor P-Valor
Especie pino 4 11,93 0,0019
Bloque 2 6,44 0,0216
F. circinatum 1 12,21 0,0007
Enddéfito 6 0,55 0,7713
F. circinatum * Endofito 6 0,39 0,8837
Especie pino * F. circinatum 4 13,72  <,0001
Especie pino * Endéfito 24 0,78 0,7562
Especie pino * F. circinatum * Endéfito 24 0,59 0,9308

Por dltimo, el andlisis de la varianza realizado para la variable diametro en el
cuello de la raiz, encontré diferencias significativas (p-valor < 0,05) para los efectos
especie pino, bloque y F. circinatum y para la interaccion especie pino * F. circinatum.
Por el contrario el efecto de los enddfiitos y de las interacciones
F. circinatum * endofito, especie * endéfito y especie * F. circinatum * enddfito, no
resultaron significativos (Tabla 5).

Tabla 5. Tabla ANOVA para la variable Diametro en el Cuello de la Raiz.

Efecto Num DF F-Valor P-Valor
Especie pino 4 12,54 0,0016
Bloque 2 50,32 <,0001
F. circinatum 1 5,99 0,0157
Endéfito 6 1,11 0,3602
F. circinatum * Endéfito 6 0,49 0,8149
Especie pino * F. circinatum 4 18,57 <,0001
Especie pino * Endéfito 24 1,21 0,2464
Especie pino * F. circinatum * Endéfito 24 1,01 0,4645
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4.2. Susceptibilidad a F. circinatum.

El analisis de la varianza encontré diferencias significativas (p-valor < 0,001)
entre el efecto causado por F.circinatum en las 5 especies de pino evaluadas.
Analizando los tratamientos en los que Unicamente el patdégeno fue inoculado,
P. radiata result6 ser la especie mas susceptible de las cinco probadas. El valor de la
variable AUDPC para esta especie, fue casi cinco veces mayor que en el caso de
P. sylvestris, la segunda especie en susceptibilidad. Estas dos especies junto con
P. pinaster, han de considerarse susceptibles al patégeno, ya que el valor de la
variable AUDPC fue significativamente mayor en el tratamiento en que se inoculé
F. circinatum (CF) que en el tratamiento control (CT). Por otro lado, no hubo
diferencias significativas entre ambos tratamientos para el caso de las especies
P. nigra y P. pinea, por lo que no podemos considerarlas susceptibles a F. circinatum
(Figura 15).
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Figura 15. Valor de la variable AUDPC para las cinco especies de pino, inoculadas con F. circinatum (CF)
o en el tratamiento control (CT). En ambos casos, las plantas no fueron inoculadas con ningun endofito.
Las barras de error representan los errores estandar. Las diferentes letras (a-e), denotan diferencias
significativas (p < 0,05) entre todas las columnas (Test LSD de Fisher).
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A la vista del analisis de las variables dendrométricas, F. circinatum produjo
una reduccién significativa del crecimiento de las plantas de P. radiata. En el caso de
la variable didmetro en el cuello de la raiz, en esta especie se produjo una reduccién
significativa del crecimiento de un 50,6% (t= 8,84, p-valor<0,001). Las cuatro
especies restantes de Pinus, no presentaron diferencias significativas entre los dos
tratamientos (Figura 16).
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Figura 16. Crecimiento del diametro en cuello de la raiz para las cinco especies de pino, inoculadas con
F. circinatum (CF) o en el tratamiento control (CT). En ambos casos, las plantas no fueron inoculadas con
ningun endofito. Las barras de error representan los errores estandar. Las diferentes letras (a-e), denotan
diferencias significativas (p < 0,05) entre todas las columnas (Test LSD de Fisher).
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En el caso de la variable altura total, s6lo P. radiata present6 una reduccion
significativa del crecimiento de un 48,6% (t = 8,30, p-valor < 0,001). En el caso de las
otras cuatro especies de Pinus, las diferencias entre los dos tratamientos no fueron

significativas (Figura 17).
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Figura 17. Crecimiento en altura total para las cinco especies de pino, inoculadas con F. circinatum (CF) o
en el tratamiento control (CT). En ambos casos, las plantas no fueron inoculadas con ningin endéfito. Las
barras de error representan los errores estandar. Las diferentes letras (a-e), denotan diferencias
significativas (p < 0,05) entre todas las columnas (Test LSD de Fisher).
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Por ultimo la reduccion en crecimiento para la variable altura de la copa viva,
también resulté significativa para P. radiata (t = 6,54, p-valor < 0,001), siendo un 58%
menor con respecto a las plantas control (CT). Al igual que en los anteriores casos, las
otras cuatro especies de Pinus, no mostraron diferencias significativas entre los dos
tratamientos probados.(Figura 18).
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Figura 18. Crecimiento en altura de la copa viva para las cinco especies de pino, inoculadas con
F. circinatum (CF) o en el tratamiento control (CT). En ambos casos, las plantas no fueron inoculadas con
ningun endofito. Las barras de error representan los errores estandar. Las diferentes letras (a-e), denotan
diferencias significativas (p < 0,05) entre todas las columnas (Test LSD de Fisher).
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4.3. Control Biologico con Endofitos.

En el ensayo in vivo se evalué el efecto de seis enddfitos frente a F. circinatum.
Estos hongos fueron seleccionados por su importancia como potenciales BCA's y los
buenos resultados obtenidos en el ensayo in vitro anterior. Cuando estos endoéfitos se
inocularon solos sin la presencia del patégeno, se comprob6 que no causaban dafio
alguno a las plantas, ya que las diferencias de AUDPC entre el tratamiento control CT
y los respectivos tratamientos con cada uno de los enddfitos, no fueron significativas
en ninguna de las combinaciones especies de pino-enddfito.

En los tratamientos en los que se inocul6 tanto el patégeno como los enddfitos,
se observd que sobre las plantas de P.radiata, dos endofitos redujeron
significativamente el dafio causado por F. circinatum (AUDPC). Estos fueron los
aislados HP047 (p-valor < 0,005) perteneciente a la especie Chaetomium aureum y el
HP066 (p-valor < 0,025) identificado como Alternaria sp., que disminuyeron el dafio en
un 27,8% y un 22,2% respectivamente (Figura 19). Por el contrario, la reduccion de
crecimiento de las plantas de P. radiata causada por el patégeno no fue contrarrestada
por ninguno de los enddfitos testados.
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Figura 19. Valor de la variable AUDPC para la especie P. radiata cuando las plantas se inocularon sélo
con F.circinatum (CF) o con los distintos enddfitos ademas de F. circinatum. Las barras de error
representan los errores estandar. Las diferentes letras (a-d) denotan diferencias significativas (p < 0,05)
entre todas las columnas (Test LSD de Fisher).
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Para las plantas de P.nigra, ninguno de los seis enddfitos redujo
significativamente el valor de la AUDPC. Las plantas inoculadas con los enddfitos
HPO031 (Trichoderma spirale) y HP047 (Chaetomium aureum), ademas de con
F. circinatum, redujeron en un 26,64% y en un 35,15% respectivamente la variable
AUDPC respecto a las inoculadas Unicamente con el patégeno, aunque esta reduccién
no fue significativa (p-valor = 0,7388 (HP031) y 0,6600 (HP047)) (Figura 20).
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Figura 20. Valor de la variable AUDPC para la especie P. nigra cuando las plantas se inocularon sélo con
F. circinatum (CF) o con los distintos enddéfitos ademas de F. circinatum. Las barras de error representan
los errores estandar. Las diferentes letras (a-d) denotan diferencias significativas (p < 0,05) entre todas las
columnas (Test LSD de Fisher).
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En la especie P. pinaster, ninguno de los seis enddfitos fue capaz de reducir
significativamente los dafios causados por F.circinatum al igual que ocurrid en
P. nigra. La variable AUDPC unicamente se vio reducida un 6.17% en aquellas plantas
inoculadas con el enddfito HP155 (Trichoderma viride), aunque la mencionada
reduccién no fue significativa (p-valor= 0,9231) (Figura 21).
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Figura 21. Valor de la variable AUDPC para la especie P. pinaster cuando las plantas se inocularon sélo
con F.circinatum (CF) o con los distintos enddfitos ademas de F. circinatum. Las barras de error
representan los errores estandar. Las diferentes letras (a-d) denotan diferencias significativas (p < 0,05)
entre todas las columnas (Test LSD de Fisher).
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En los tratamientos en los que se inoculd tanto el patégeno como los endofitos
en P. pinea, los endofitos no fueron capaces de reducir de manera significativa el valor
de la variable AUDPC. En este caso, el menor valor de la variable AUDPC se obtuvo
por el tratamiento en que ningln endéfito fue inoculado, aunque el valor de la variable
en todos los tratamientos evaluados fue muy bajo en esta especie de pino (Figura 22).
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Figura 22. Valor de la variable AUDPC para la especie P. pinea cuando las plantas se inocularon sélo con
F. circinatum (CF) o con los distintos endéfitos ademas de F. circinatum. Las barras de error representan
los errores estandar. Las diferentes letras (a-d) denotan diferencias significativas (p < 0,05) entre todas las
columnas (Test LSD de Fisher).
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En cuanto a la especie P. sylvestris, todos los tratamientos en los que se
inoculd un endéfito acompafiando al patégeno obtuvieron un valor inferior al obtenido
por el tratamiento CF, aunque ninguno de ellos fue significativo al 95% de confianza.
Destaca el caso de las plantas inoculadas con el endéfito HPO31 (Trichoderma spirale)
y F. circinatum, que obtuvieron un valor de la variable AUDPC un 47,8% menor que las
inoculadas solamente con el patdgeno (p-valor = 0,081) (Figura 23).
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Figura 23. Valor de la variable AUDPC para la especie P. sylvestris cuando las plantas se inocularon sélo
con F.circinatum (CF) o con los distintos endéfitos ademas de F. circinatum. Las barras de error
representan los errores estandar. Las diferentes letras (a-d) denotan diferencias significativas (p < 0,05)
entre todas las columnas (Test LSD de Fisher).

A la vista de los datos mostrados en estas gréficas, se puede ver claramente
cémo Unicamente en el caso de P. radiata, se produce una reduccion significativa de
los dafios causados por F. circinatum, por los dos hongos endofitos ya mencionados
C. aureum y Alternaria sp., mientras que en el caso de las cuatro especies de pino
restantes no vemos reduccion significativa alguna de los dafios por parte de ningun
enddfito.
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5. Discusion.

El patogeno del CRP provoca pérdidas econOmicas sustanciales en
plantaciones de pino y en viveros de todo el mundo. En aquellos paises en los cuales
esta presente F. circinatum, se han llevado a cabo grandes esfuerzos en busca de
medidas de control de la enfermedad o al menos, en busca de medidas que minimicen
los dafios del patdgeno. A pesar de todo, son muy pocos los estudios realizados en los
gue se haya usado el control biolégico como herramienta de lucha contra
F. circinatum.

En un estudio previo realizado durante el afio 2012, fueron seleccionados 154
aislados enddfitos de entre una coleccion de 546 hongos después de un ensayo
preliminar, en el que se enfrentaron a F. circinatum en un experimento de antagonismo
in vitro (Martinez Alvarez et al., 2015). Debido a que no siempre los hongos endéfitos
producen el mismo efecto antagonista in vitro sobre el medio de cultivo, que
posteriormente sobre la planta hospedante y en base a los buenos resultados
obtenidos en este ensayo, seis de los aislados con mejor efecto antagonista, fueron
inoculados junto con el patdgeno sobre plantas de P. radiata, P. sylvestris, P. pinaster,
P. nigra y P.pinea en campo, para evaluar su capacidad de reducir los dafios
causados por F. circinatum.

Todas las especies de pino probadas en este ensayo se encuentran entre las
57 consideradas susceptibles a F. circinatum (M. J. Wingfield et al., 2008). Pese a
esto, nuestros resultados demuestran que los dafios causados por el patdgeno a las
especies P.pinea y P.nigra no son significativamente mas altos que en los
tratamientos control. Esta resistencia al patdogeno del CRP por parte de ambas
especies de pino, ya habia sido comprobada con anterioridad (E. lturritxa et al., 2012).
Continuando en esta linea, Iturritxa et al., (2013) comprobaron de nuevo que P. pinea
presentaba resistencia frente a F. circinatum asi como un nivel intermedio de repuesta
al patégeno por parte de P. nigra. De manera similar en otro ensayo llevado a cabo por
Carlucci et al. (2007), no se encontraron sintomas de susceptibilidad en P. nigra, pero
si en P. pinea. Por el contrario, un nuevo ensayo (Martinez-Alvarez et al., 2014)
encontré que P. nigra resultd ser, tras P. radiata, la segunda especie mas susceptible
al patégeno del CRP. Sin embargo en ese trabajo no se produjeron sintomas de la
enfermedad sobre P. sylvestris después de inocularle el patégeno. A la vista de los
diferentes resultados obtenidos en estos experimentos, parece claro que la
susceptibilidad de las diferentes especies de pino, puede depender sustancialmente
de diversos factores como por ejemplo la procedencia de las plantas, la edad de las
plantas inoculadas, el modo de inoculaciéon o las condiciones ambientales. Lo que
queda comprobado en estos ensayos asi como en el presente trabajo, es que
P.radiata es la especie de pino mas susceptible a la enfermedad del CRP. De hecho el
rango de mortalidad obtenido en el presente estudio, para las plantas de ésta especie
(74%), resultd muy similar a la obtenida antes por otros autores (Hodge y Dvorak,
2000; Martinez-Alvarez et al., 2014).

Como ya se comentd en el apartado de resultados del presente trabajo,
P. sylvestris y P. pinaster mostraron diferencias significativas con respecto al
tratamiento control en la variable AUDPC, considerandose por lo tanto susceptibles al
patégeno. A diferencia de P. radiata, estas dos especies no mostraron una reduccion
significativa de diametro, altura y copa viva, lo cual nos puede indicar que
efectivamente, ambas especies presentan menor grado de susceptibilidad a
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F. circinatum, al menos en las condiciones en las que se desarroll6 este estudio.
lturritxa et al. (2012) ya habian comprobado en un estudio previo que tanto
P. sylvestris como P. pinaster, mostraban un grado intermedio de susceptibilidad al
patégeno. Posteriormente y continuando en esta linea, lturritxa et al. (2013)
encontraron de nuevo por un lado, bajo condiciones controladas en invernadero, una
susceptibilidad intermedia en P. sylvestris y P. pinaster a F. circinatum, y por otro lado
una susceptibilidad severa al patdégeno en P. radiata y P. pinaster en campo. Por otro
lado, Pérez-Sierra et al. (2007) comprobaron la virulencia de F. circinatum sobre
plantas de entre siete y ocho meses de edad, de P. sylvestris y P. pinaster, ademas de
P. nigra y P. radiata, resultando igualmente susceptibles a la inoculacion artificial del
patdogeno. Estos estudios por lo tanto, van en consonancia con los resultados
obtenidos en el presente trabajo, corroborando que las tres especies de pinos son
susceptibles al patégeno.

Los enddfitos que redujeron significativamente los dafios causados por el
patdgeno F. circinatum en las plantas de P.radiata fueron dos, HP047 y HPO066.
Pertenecen a las especies Chaetomium aureum y Alternaria sp. respectivamente, y
ambas han sido ya reconocidas como BCA's. Recientemente se comprobd que
C. aureum result6 ser un efectivo controlador bioldgico contra el patdégeno del tizon del
arroz, Magnaporthe grisea (T.T. Hebert) M.E. Barr, y contra el patégeno del tizén de la
vaina, Rhizoctonia solani J.G. Kihn, tanto en condiciones in vitro como in vivo (Wang
et al., 2013). Por otro lado el género fangico Alternaria incluye especies saprdfitas,
endofitas y patégenas (Thomma, 2003). Algunas de ellas han sido ya usadas como
antagonistas con otros patégenos de plantas, debido a que a partir de especies de
Alternaria, algunos metabolitos muestran diversas actividades biol6gicas como por
ejemplo propiedades fitotdxicas, citotoxicas y antimicrobianas (Lou et al., 2013). Un
ejemplo de esto es Alternaria alternata (Fr.) Keissl. que demostr6 un antagonismo
considerable frente a Diplodia corticola A.J.L. Phillips, A. Alves & J. Lugue hongo que
provoca chancros, muerte de ramas y defoliacién sobre Quercus spp., (Campanile et
al., 2007). De manera similar, Feng y Yangmin (2010) consiguieron extraer del cultivo
de Alternaria spp., cuatro compuestos generadores de una actividad inhibidora
significativa en el crecimiento de varios fitopatdogenos, incluida alguna especie del
género Fusarium.

A pesar de que los aislados de Trichoderma habian obtenido buenos
resultados en el ensayo in vitro (Martinez Alvarez et al., 2015), estos no tuvieron la
misma efectividad en las condiciones in vivo. En un estudio llevado a cabo con
anterioridad, Martinez-Alvarez (2012) evalu6 la capacidad de control bioldgico de la
enfermedad del CRP mediante el uso de T. harzianum, especie fungica empleada con
éxito frente a muchos otros patégenos vegetales. Mientras que in vitro, éste mostré un
efecto significativo sobre el crecimiento de F. circinatum, in vivo sobre las plantas no
se pudo extraer ninguna conclusion clara. Moraga-Suazo et al., (2011) realizaron en
invernadero, otro estudio en el que se probd con distintas cepas de Trichoderma spp.,
ademas de Clonostachys spp., como controladores de F. circinatum. En él no
obtuvieron respuesta antagonista cuando estos dos hongos eran afiadidos al sustrato
después que el patdgeno, pero si obtuvieron esta respuesta cuando los hongos se
afladieron al sustrato antes que el patégeno.
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Tal vez la metodologia de inoculacion llevada a cabo en el presente estudio,
haya podido ser la razén para el diferente comportamiento de estos aislados. Pese a
ser hongos capaces de colonizar el floema e incluso la albura de los &arboles,
(Jankowiak, 2006), Trichoderma spp. son hongos tipicos de suelo, presentes
habitualmente en la rizosfera (Harman et al., 2004). Por esta razén pueden haber
resultado insuficientes 42 dias para que el enddfito se establezca en el hospedante y
colonice los tejidos que el patdgeno fuera a atacar. Quizas la mejor manera para
utilizar este grupo especifico de endofitos como BCA's, sea usar en la produccion de
plantas un sustrato al que se afiadan los aislados de Trichoderma que sean de interés,
como ya se prob6 en el estudio realizado por Martinez-Alvarez et al. (2012).

En vista de los resultados obtenidos en el presente estudio, resulta prometedor
el empleo de hongos enddfitos como controladores bioldgicos de la enfermedad del
CRP, pero aun se precisa de mas investigacion. Se deberia estudiar con mayor
profundidad los aislados HP047 (C. aureum) y HP066 (Alternaria sp.), con el fin de
reforzar el efecto positivo que tienen en la reducciébn de dafios causados por el
patdgeno sobre las plantas enfermas. Igualmente se deberian ensayar diferentes
métodos para la aplicacion de los antagonistas, ademas de probar muchos otros
enddfitos a fin de encontrar un BCA efectivo para la enfermedad.
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6. Conclusiones.

1. Pinus radiata resulté la especie de pino mas susceptible de las seis al CRP,
siendo en la que mas sintomas mostré F. circinatum y también en la que mas
se redujo el crecimiento de las plantas en didmetro, altura y copa viva, como
consecuencia de los dafios del patdgeno. P. sylvestris y P. pinaster resultaron
susceptibles al CRP, siendo la segunda y la tercera especie respectivamente,
gque mas sintomas presentaron de la enfermedad del CRP, pese a lo cual el
crecimiento de las plantas en diametro, altura y copa viva no se vio afectado.
P. pinea y P. nigra fueron las dos Unicas especies de pino que mostraron
resistencia a la inoculacion de F. circinatum, no presentando sintomas del
patdgeno ni viéndose reducido su crecimiento en didmetro, altura y copa viva.

2. Ninguno de los seis hongos enddfitos utilizados causd dafio alguno a las
plantas al ser inoculados sélos sin F. circinatum, ya que en ninguno de los
casos las diferencias entre el AUDPC para el CT y para los controles de los
respectivos enddfitos, fueron significativas.

3. Dos de los seis aislamientos de hongos endofitos testados, pertenecientes a
las especies C. aureum Yy Alternaria sp. redujeron significativamente los
sintomas causados por F. circinatum sobre las plantas de P. radiata. Estos
aislamientos tienen potencial para ser utilizados como BCA's de la enfermedad,
pero todavia necesitan ser estudiados mas a fondo.
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