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Resumen

Fusarium circinatum, agente causante de la enfermedad del chancro resinoso del pino, afecta a
plantaciones del norte de la Peninsula Ibérica, donde Pinus radiata, de alta susceptibilidad al
patdégeno, es frecuente. Recientemente se ha detectado en Sudafrica y California la presencia de
Fusarium circinatum como endéfito en plantas pertenecientes a la familia Poaceae, sin causar dafnos
aparentes. Estas plantas pueden servir como fuente de in6culo y dispersar la enfermedad a nuevas
areas de pinares no infectados. El objetivo de este trabajo es confirmar la presencia de Fusarium
circinatum como endéfito en plantas que crecen bajo arboles sintomaticos de Pinus radiata, asi como
evaluar la variabilidad genética de los aislados mediante marcadores moleculares. Los resultados
mostraron la habilidad de Fusarium circinatum de vivir como endéfito en plantas de Agrostis capillaris
y Pseudarrhenatherum longifolium (Poaceae), y ademas se detectd por primera vez en especies
pertenecientes a otras familias como Rubus ulmifolius (Rosaceace), Teucrium scorodonia
(Lamiaceae), Centaurea debeauxii (Asteraceae) e Hypochaeris radicata (Asteraceae). Estos resultados
evidencian el riesgo potencial de dispersion de la enfermedad a través de especies que sirvan como
reservorio de indculo y contribuyen al entendimiento de la epidemiologia de la enfermedad.

Palabras clave
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1. Introduccion

Fusarium circinatum Niremberg & O Donnnell es un conocido patégeno causante de la
enfermedad del chancro resinoso del pino, reconocida como una de las enfermedades mas graves de
coniferas que afecta a viveros y plantaciones forestales de diversos paises del mundo (Wingfield et al.
2008). La enfermedad se registrd por primera vez en Estados Unidos en 1946 (Hepting et al. 1946) y
desde entonces se ha detectado en Haiti (Hepting & Roth 1953), Japdén (Kobayashi & Muramoto
1989), Sudafrica (Viljoen et al. 1994), México (Guerra-Santos 1999), Chile (Wingfield et al. 2002),
ltalia (Carlucci et al. 2007), Uruguay (Alonso et al. 2009), Portugal (Braganca et al. 2009) y Brasil
(Pfenning et al 2014). En Espana la enfermedad fue oficialmente registrada por primera vez en
Asturias en 2005 (Landeras et al. 2005), aunque existen referencias de una anterior aparicion en
Galicia en 1998 (MAPA, 1996) y Pais Vasco. Desde entonces la enfermedad se ha dispersado por el
norte de la Peninsula Ibérica suponiendo una seria amenaza para las plantaciones de Pinus,
especialmente de P. radiata (Landeras et al. 2005). Los arboles pueden verse afectados en cualquier
etapa de su desarrollo desde el estado de plantula al arbol maduro. El ataque del patégeno provoca
caida y secado del brote terminal en plantulas, chancros con abundante resinacién en el tronco y
ramas principales y marchitez en arbol adulto, llegando en ocasiones a causar la muerte del arbol lo
que conlleva importantes pérdidas econémicas y medioambientales. Por ello, la posible dispersion del
patdégeno a areas de plantaciones no infectadas es una importante causa de preocupacion.
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Fusarium circinatum es considerado exclusivamente un patégeno de pino (53 especies) y
Pseudotsuga menziesii, siendo Pinus radiata una de las especies mas susceptible al patégeno
(Wingfield et al. 2008). Un endéfito es definido como un organismo capaz de colonizar tejidos sanos
de una planta sin inducir sintomas en ella (Zabalgogeazcoa 2008). Aunque siempre se ha hablado de
Fusarium circinatum desde una perspectiva patogénica teniendo como Unico hospedante a las
coniferas, lo cierto es que recientemente se ha detectado como endéfito en plantas pertenecientes a
la familia de las gramineas (Poaceae) crecidas en el tapiz vegetal de las plantaciones enfermas de
pino en Sudafrica (Swett et al. 2014) y California (Swett & Gordon, 2012). También ha sido descrita,
bajo condiciones de laboratorio, su capacidad de colonizar plantas de maiz como enddéfito sin inducir
ningln sintoma aparente (Swett & Gordon, 2015). Pero hasta ahora no hay estudios que reflejen la
relacién de Fusarium circinatum con especies pertenecientes a familias diferentes de las gramineas.
Fusarium circinatum esta filogenéticamente relacionado con otras especies del género Fusarium,
como Fusarium oxysporum y F. verticillioides que es patdogeno y endoéfito de diversas especies de
gramineas (Poaceae) (Gordon et al. 1997; Sweet & Gordon 2015).

La capacidad de Fusarium circinatum de vivir como endéfito en especies no consideradas
anteriormente como huésped es preocupante, ya que estas plantas podrian servir como reservorio y
fuente de indéculo dispersando la enfermedad a areas de pinares no infectados. Pero poco es sabido
de esta interaccion endofitica entre hongo y huésped y el consecuente papel que desempena en la
epidemiologia de la enfermedad.

2. Objetivos

Los objetivos de este estudio son i) la identificaciéon de cepas de Fusarium circinatum como
endofito en especies de diversas familias que viven bajo el dosel arbéreo de una plantacion infectada
de Pinus radiata en Pais vasco; ii) confirmar la patogenicidad de estos aislados en pino; iii) determinar
la estructura genética de la poblacidon mediante marcadores moleculares de tipo microsatélite (SSR,
Single Sequence Repeat), comparandola con genotipos aislados de arboles de Pinus radiata
sintomaticos.

3. Metodologia

3.1. Muestreo del material vegetal:

Plantas de diversas familias se recolectaron bajo el dosel arbéreo de una plantacién de Pinus
radiata infectada con Fusarium circinatum en Vizcaya (Pais Vasco), a lo largo de tres muestreos en el
ano 2016 (Abril, Julio y Agosto). Se recolectd la planta entera distinguiendo entre raiz, tallo, hojas y
semillas, en caso de tenerlas, para su proceso en el laboratorio. El material muestreado se almacend
a 4°Cy fue procesado en los dias consecutivos a su recoleccion.

3.2. Aislamiento:

Para el aislamiento del hongo, se procedid primero a la desinfestacion superficial del material
muestreado. Para cada planta, hojas y tallo se sumergieron durante 10 minutos en una suspension
de lejia comercial al 20% con Tween 20 (una gota por cada 100 pl) en agitacion constante, y
posteriormente se lavo el material en agua destilada estéril dos veces consecutivas para eliminar
restos de lejia. En cuanto a las raices, se lavaron primero bajo el grifo para eliminar cualquier
particula de sustrato adherida a ellas; a continuacion, se sumergieron en etanol al 70% durante 1
minuto, seguido de lejia al 30% con Tween 20 durante 10 minutos y dos lavados consecutivos en
agua destilada estéril. Para la desinfestacion de semillas, se juntaron todas las semillas que
procedian de la misma planta y se sumergieron brevemente en etanol al 70%, seguido de lejia
comercial con Tween 20 al 20% durante 3 minutos, y se lavaron con agua destilada estéril dos veces.

El material vegetal se dejo secar en condiciones estériles sobre papel de filtro y, una vez seco,
se cortaron en segmentos de 5 mm en condiciones asépticas y se depositaron en placas Petri con
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medio selectivo para Fusarium (FSM) (Aegerter & Gordon, 2006) y se incubaron a 25°C. En el caso de
las semillas, se trocearon con ayuda de un palillo grueso estéril y se depositaron en FSM.

Ademas de la poblacién de aislados que procedian de planta del sustrato herbaceo, también se
aislaron cepas de Fusarium circinatum procedentes de chancros de pinos enfermos. Se recolectaron
un total de 45 chancros de distintos arboles sintomaticos de Pinus radiata. Se desinfestaron
superficialmente sumergiéndolos en lejia comercial al 30% con Tween 20 durante 1 minuto, seguido
de dos lavados en agua destilada estéril. De nuevo, se dejaron secar en condiciones estériles y
fragmentos de 1 cm se depositaron en FSM e incubaron a 25°C.

3.3. Identificacion morfolégica:

Para la caracterizacion morfolégica, las colonias crecidas en FSM que pudieran ser Fusarium
circinatum se replicaron en medio SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) (Nirenberg 1981) para su
confirmaciéon. Este medio favorece la formacién de circinos, hifas estériles caracteristicas de esta
especie. Se observo tras 7-10 dias de incubaciéon a 25°C la presencia o ausencia de circinos
mediante microscopia. A partir de cada aislado, se obtuvo el correspondiente cultivo monosp6rico,
utilizado para el resto de los ensayos.

3.4. Identificacion molecular:

La extraccion de ADN se llevé a cabo a partir de micelio fresco crecido en PDA utilizando el kit
E.Z.N.A. Plant DNA Kit (Omega Biotek) y siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN se almacend
a -20 °C hasta su utilizacion. La caracterizaciéon molecular de los aislados se desarrolld mediante
PCR. Se utiliz6 la pareja de cebadores especificos para Fusarium circinatum CIRC1A
(CTTGGCTCGAGAAGGG) y CIRC4A (ACCTACCCTACACCTCTCACT) (Schweigkofler et al., 2004). Estos
cebadores amplifican un fragmento de ADN de 360 pares de bases en la regién IGS ribosomal. La
reaccion de PCR se llevo a cabo en un termociclador Aplied Biosystems Thermal Cycler (Veriti 96 well).
Cada reaccién de PCR contiene los reactivos buffer 1x, MgCl2 2mM, dNTP 1mM, 0,5uM de cada
cebador, 0,05U/ul Taq polimerasa (BioLine), 1ul de DNA y agua libre de DNAsas-RNAsas hasta
completar 25ul. Las condiciones de PCR consistieron en un ciclo inicial de 3 minutos a 94 °C, seguido
de 45 ciclos de 35 segundos a 94°C, 55 segundos a 66°C y 50 segundos a 72°C; mas un paso final
de 12 minutos a 72°C. Los resultados se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa a una
concentracion del 1%. Los productos de PCR se purificaron con el kit Montage Genomic kit (Millipore
Corporation, Bedford, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante y fueron secuenciados usando el
primer CIRC1A. Las secuencias resultantes se compararon con las existentes en la base de datos de
GenBank (NCBI) mediante la herramienta BLAST nucleotide.

3.5. Determinacion del grupo de apareamiento:

Los genes responsables del apareamiento sexual se localizan en un Unico locus denominado
MAT (mating type), para el que existen dos idiomorfos, MAT-1 y MAT-2. Se determinaron los idiomorfos
MAT-1 y MAT-2 para cada aislado de F. circinatum. La determinacion de los “mating types” o grupos
de apareamiento se realizd6 mediante PCR multiplex utilizando las parejas de cebadores especificos
MAT1p1-MAT1p3 (Wallace et al., 2000) y GecHMG1-GcHMG2 (Covert et al., 1999) para los alelos MAT-
1y MAT-2, respectivamente. Cada reaccion de PCR de 25 ul contenia PCR buffer 1x, 2,5 mM MgClo,
0,2 mM dNTPs, 0,4 mM de cada cebador, 1 U Taq polimerasa y 1 ul de ADN. Las condiciones
consistieron en un paso inicial de 3 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C 30
segundos, anillamiento a 61°C 50 segundos y elongacién a 72°C durante 50 segundos, terminando
con un paso de extension final a 72°C durante 12 min. Los productos amplificados se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%. En los aislados MAT-1 se amplifica un fragmento
de 380 pares de bases, mientras que para el idiomorfo MAT-2 la banda es de 190 pares de bases.

3.6. Test de patogenicidad:
Se comprobo la patogenicidad en pino de los aislados de F. circinatum obtenidos como endoéfito
de las plantas del sustrato herbaceo. Dicho test se realizdO sobre plantas de Pinus radiata de
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aproximadamente 2 anos de edad. Las plantas se mantuvieron durante una semana en el
invernadero para su aclimatacion a 20-22°C. Cada aislado se cultivd en PDA durante una semana,
incluyendo un aislado de virulencia conocida como control positivo (aislado 7, coleccion INIA). La
inoculacion se realizd mediante herida longitudinal bajo la epidermis del tallo, depositando en ella
micelio fresco con ayuda de una aguja estéril. Como control negativo se realiz6 la misma herida con
aguja estéril sin micelio. Se inocularon un total de 5 plantas por aislado y para los controles positivo y
negativo. Durante las 24 horas posteriores a la inoculacidén se mantuvieron las plantas en bolsas de
plastico para asegurar la humedad y supervivencia del hongo. Se observé semanalmente la evolucion
de las plantas y a la quinta semana tras la inoculaciéon se midié la longitud de la lesién en el punto de
inoculacién. Para confirmar que la lesién es provocada por F. circinatum, para cada aislado se
desinfestaron superficialmente dos plantas mediante inmersion durante un minuto en alcohol al 70%
y se reaislé el patégeno en medio de cultivo FSM y SNA.

4, Resultados

4.1. Material vegetal, aislamiento e identificacion:

Se muestrearon un total de 165 plantas pertenecientes a 16 especies de diversas familias,
recogidas en la tabla 1. En base a la caracterizacion morfologica y molecular explicadas
anteriormente, Fusarium circinatum fue aislado e identificado creciendo como endéfito en 7 especies
pertenecientes a 4 familias distintas: Agrostis capillaris (Poaceae), Pseudarrhenatherum longifolium
(Poaceae), Centaurea debeauxii (Asteraceae), Teucrium scorodonia (Lamiaceae), Sonchus oleraceus
(Asteraceae), Rubus ulmifolius (Rosaceae) y Hypochaeris radicata (Asteraceae). Unicamente se aislé
el hongo de la parte aérea de las plantas, nunca de raiz.

Tabla 1. Especies muestreadas, nimero de plantas por especie, nimero de plantas infectadas por especie y parte de la
planta infectada.

Especie NUmero de | NOmero de | Partedela
plantas plantas planta
infectadas infectada
Agrostis capillaris 30 6 Tallo, hojas
Pseudarrhenatherum longifolium 60 11 Tallo, hojas
Crocosmia crocosmiiflora 3 0 -
Centaurea debeauxii 11 3 Tallo
Anthoxanthum odoratum 10 0 -
Taraxacum officinalis 3 0 -
Teucrium scorodonia 5 2 Tallo
Sonchus oleraceus 6 4 Tallo
Luzula multiflora 3 0 -
Holcus mollis 1 0 -
Brachypodium rupestre 2 0 -
Dactylis glomerata 4 0 -
Rumex acetosa 3 0 -
Cortaderia selloana 4 0 -
Rubus ulmifolius 9 1 Tallo
Hypochaeris radicata 11 1 Tallo, semilla

La frecuencia con la que F. circinatum fue aislado vari6 significativamente de unas especies a
otras. Sonchus oleraceus obtuvo la mayor frecuencia, con un 66,67% de las plantas infectadas por el
hongo; mientras que Hypochaeris radicata obtuvo la menor frecuencia con un 9,09% (Figura 1).
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Figural. Por cada especie, porcentaje de plantas infectadas endofiticamente por Fusarium circinatum.

En cuanto a los chancros muestreados de arboles sintomaticos de Pinus radiata en esa misma
parcela, Fusarium circinatum fue aislado de 33 chancros de un total de 45.

4.2. Test de patogenicidad:

Todos los aislados resultaron ser patogénicos en pino. En cuanto a la longitud de la lesiéon, no
se encontraron diferencias significativas entre los distintos aislados (p=0,6837), ni entre estos y el
control positivo de virulencia conocida. No se observaron sintomas en las plantas control sin in6culo.
F. circinatum fue reaislado de los pinos inoculados y confirmada su identidad en medio de cultivo
SNA.

4.3. Grupo de apareamiento:

En cuanto a la amplificacion del locus correspondiente al grupo de apareamiento, todos los
aislados pertenecieron al grupo 2 (MAT-2), visualizandose una banda de 190 pares de bases en gel
de agarosa. El grupo 2 de apareamiento es el Unico existente hasta ahora en el Pais Vasco.

5. Discusion

En este estudio se aislaron 30 cepas de Fusarium circinatum de tejidos del interior de plantas
herbaceas que viven bajo el dosel arbéreo de pinos infectados, sin que estas plantas mostraran
sintoma alguno. Por tanto, se confirma su presencia en huéspedes distintos del pino, tal y como se
detect6 recientemente en gramineas en California y Sudafrica (Sweet et al. 2014; Sweet & Gordon
2012). En el presente estudio se describe por primera vez la presencia de Fusarium circinatum como
endofito en especies de las familias Asteraceae, Lamiaceae y Rosaceae, distintas de las familias
Poaceae y Pinaceae descritas como huéspedes hasta ahora. El hecho de que Fusarium circinatum
sea capaz de vivir como endéfito en gran variedad de especies puede suponer un enorme impacto en
la epidemiologia de la enfermedad, ya que estas plantas pueden servir como fuente de in6culo y
dispersar la enfermedad a nuevas areas no infectadas.

Sélo se aislo el hongo de la parte aérea de las plantas, nunca de raiz, lo que sugiere que las
esporas del hongo dispersadas via aérea a partir de arboles de pino enfermos, pueden infectar las
plantas que habitan bajo ellos. También puede ocurrir que el hongo proceda de la dispersion entre las
distintas plantas del dosel vegetal, tal como se ha descrito para Epichlée (anamorfo Neotyphodium),
endofito de gran variedad de gramineas. Este hongo produce conidios en la superficie de las hojas en
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algin momento de su ciclo, pudiendo dispersarse de una planta a otra (White et al. 1996). En otros
casos, los endofitos pueden permanecer activos durante un tiempo en los restos vegetales de un
hdesped muerto, y estos restos actuar como fuente de inéculo para infectar nuevas plantas
adyacentes (Zabalgogeazcoa, 2008). La transmisién horizontal de planta a planta es el mecanismo de
dispersién mas utilizado por los hongos endéfitos (Zabalgogeazcoa, 2008).

La habilidad de algunos hongos de vivir como endéfito o como patégeno en funcién del
huésped no estd del todo clara. Numerosos estudios evidencian esta capacidad de colonizacion
endofitica. Por ejemplo, Fusarium oxysporum es un conocido patdégeno capaz de colonizar el sistema
radicular de muchos huéspedes causando marchitamiento en muchos cultivos de gran importancia
econdmica (Gordon et al. 1997). Pero al mismo tiempo es uno de los endéfitos mas comunes en
muchas otras plantas sin inducir ningln tipo de sintoma (Kuldau et al. 2000; Gordon et al. 1989).
Esta doble interaccion se observa también en Verticillium dahliae, estudiado hasta hace poco desde
una perspectiva patogénica en un rango de unas 400 especies como fresa, algodén, patata o
alcachofa (Cirulli et al. 2010; Klosterman et al. 2009; Malcolm et al. 2013). Pero también se ha
documentado su capacidad endofitica en otras plantas asintomaticas (Robb et al. 2007). Como
podemos ver, esta relacion patégeno - endoéfito en funcion del huésped no es una excepcion en la
naturaleza. Segln nuestro conocimiento, Fusarium circinatum es capaz de vivir como enddfito en al
menos 12 especies: Agrostis capillaris, Pseudarrhenatherum longifolium, Centaurea debeauxii,
Teucrium scorodonia, Sonchus oleraceus, Rubus ulmifolius, Hypochaeris radicata (resultados del
presente estudio), Holcus lanatus, Festuca arundinacea (Swett & Gordon, 2012), Briza maxima,
Ehrharta erecta var. erecta y Pentameris pallida (Swett et al. 2014). Por otro lado, Fusarium
circinatum es un reconocido patégeno del género Pinus. Parece que F. circinatum puede vivir como
endéfito en gran variedad de especies y a su vez comportarse como patdégeno en algunas coniferas.
La naturaleza de esta interaccion, asi como las variables que la determinan requiere un estudio mas
profundo.

Por otro lado, Fusarium circinatum también puede vivir endofiticamente en plantas de pino,
principalmente en los estados juveniles del arbol, colonizando su interior pero sin mostrar sintomas,
pudiendo permanecer en este estado de latencia durante largo tiempo. Este estado puede revertir a
patégeno bajo ciertas condiciones que son desconocidas, desencadenando danos en pino (Storer et
al. 1998; Elvira-Recuenco et al. 2015; Martin-Rodrigues et al. 2013). Fusarium verticillioides, especie
muy cercana filogenéticamente a Fusarium circinatum, es patdégeno en maiz, pero bajo ciertas
condiciones el hongo también puede permanecer en un estado de latencia en el huésped (Oren et al.
2003; Estrada et al. 2012; Hardoim et al. 2015). Ademas F. circinatum comparte con F. verticillioides
la capacidad de colonizar maiz de una manera similar sin inducir sintomas (Sweet and Gordon.
2015). Otro ejemplo es el de Leptosphaeria maculans, en el que una misma cepa se comporta como
endofito en plantas de Arabidopsis thaliana en condiciones naturales, o como necrotrofo bajo
situaciones de estrés (Junker et al. 2012).

6. Conclusiones

El hecho de que Fusarium circinatum se encuentre como endofito en plantas de la familia
Poaceae no es sorprendente. Muchas especies de Fusarium poseen la capacidad de colonizar plantas
de gramineas, como es el caso de Fusarium verticillioides, cercano filigenéticamente a Fusarium
circinatum. Pero la capacidad de F. circinatum de vivir endofiticamente en plantas de las familias
Asteraceae, Lamiaceae y Rosaceae nos lleva a pensar que el rango de huéspedes del hongo es
mucho mas amplio de lo esperado hasta ahora, evidenciando la complejidad de la interaccion del
hongo en funcion de la planta huésped. Ademas, estos resultados sugieren un riesgo potencial de
dispersion de Fusarium circinatum a través de especies que sirvan como reservorio de inéculo, dando
un paso mas hacia el entendimiento del ciclo general de la enfermedad.
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