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Abstract

Pine Pitch Canker (PPC), caused by the fungus Fusarium circinatum Nirenberg &
o'Donnell, is a disease that causes significant economic and ecological losses in
nurseries and forest plantations worldwide. PCC affects at least 60 species of the
Pinus genus and is considered one of the most important diseases in conifers. In
Spain, F. circinatum is an introduced fungal pathogen extended to the northern
regions of the country. Here, Pinus radiata and P. pinaster are the two species
most affected by the disease. P. radiatais one of the most susceptible species, while

P. pinasteris moderately resistant.

An analysis of the genetic structure of the pathogen population in Spain, carried
out shortly after it was established in the Peninsula, showed that the population
was structured in two clusters, each one with a predominant haplotype, a situation
compatible with two independent pathogen introductions in Spain. Moreover, this
analysis showed that the population was mainly clonal and that there was no
evidence that sexual reproduction was producing. In the time since its
introduction, the change that may have occurred in the genetic structure is

unknown.

The PPC is characterized by cankers in the branches and main stem with
abundant resin production. Typically, resin is part of the constitutive defensive
system of conifers and as part of the defensive response to invading organisms,
pines synthesize de novo induced resin which accumulates and produces in the
constitutive and induced resin canals. This resin s mainly composed of terpenes
and it acts as a chemical defense because it contains compounds that are toxic or
inhibitory to the growth of the pathogen. Nevertheless, F. circinatum colonizes the
plant using constitutive and traumatic resin ducts, suggesting that it is resin
tolerant. There 1s also evidence that the most susceptible species produces more

resin.

The work presented here is structured into three distinct sections. The objective of
the first of them is to quantify the genetic diversity of Spanish F. circinatum
populations infecting pine stands and to determine how this variation is
distributed in a temporal and spatial scale. For this purpose, we analyzed the
population structure using six polymorphic SRR markers, and identified 15 MLGs
In 66 isolates. In general, genotypic diversity was low and decreased over time in

the northwestern regions (Galicia and Asturias) while maintained at Pais Vasco,
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where only one haplotype was detected. This region also includes a single mating
group with two VCGs, while the isolates from the northwest area were from one of
the two possible mating groups and from one of the 11 VGCs. The pathogen in Pais
Vasco remains clearly differentiated from other northwestern populations. Results
are explained by the asexual reproduction, but also selfing, at least to a lesser

extent, that leads to identification of two new haplotypes.

The second objective was to evaluate the growth of F. circinatum in the presence
of constitutive and induced resin of P. pinaster and P. radiata using
spectrophotometric techniques. The pathogen was grown in minimum medium
supplemented with resin in the wells of a microplate for 6 days, and the absorbance
at 597 nm was measured as an indicator of fungal biomass. The results showed
that resin from P. pinaster and P. radiata stimulated fungal growth. Besides, F.
circinatum grew 40% more in the hexane extract of the induced resin than in the

constitutive resin of P. radiata.

Finally, we compared the anatomical resin system and terpene profiles in both
species infected with F. circinatum. We used a previous transcriptomic study of the
P. pinasterF. circinatum to study the expression of genes related to terpene
biosynthesis. The formation of induced ducts occurred in the cortex and xylem of
P. radiata, these ducts having a greater diameter, density and conductive area
than in P. pinaster. In this last species, the expression of genes related to the
mevalonate pathway responsible for the synthesis of terpene precursors increased,
as well as the expression of sesquiterpene synthases. In P. radiata the amount of
total resin increased, as well as monoterpenes and diterpenes. Our results confirm
that the species most susceptible to the pathogen, P. radiata, induced larger resin
ducts and produced more resin than P. pinaster, which occurs in a similar way in
pathogens that use resin ducts for host colonization. By comparing terpene profiles,
we 1dentified a group of terpenes potentially involved in plant defense. The greater
resistance of P. pinaster may also be due to a faster response in terpene abundance

to infection.



Resumen

El chancro resinoso del pino (PPC), causado por el hongo Fusarium circinatum
Nirenberg & o’Donnell, es una enfermedad que provoca importantes pérdidas
econdmicas y ecoldgicas en viveros y plantaciones alrededor del mundo. PPC afecta
al menos a 60 especies del género Pinus y es considerada como una de las
enfermedades mas importantes en coniferas. En Espana F. circinatum es un hongo
patogeno introducido y esta extendido a lo largo de la regién septentrional del pais.
Aqui P. radiata y P. pinaster son las dos especies mayormente afectadas por la
enfermedad. P. radiata es una de las especies mas susceptibles, mientras que P.

pinaster es moderadamente resistente.

Un analisis de la estructura genética de la poblacion del patégeno en Espana, hecho
al poco tiempo de haberse establecido en la Peninsula, mostraba que la poblacién
se estructuraba en dos grupos, cada uno con un haplotipo dominante, una situacién
compatible con dos introducciones independientes del patégeno en el pais. Ademas,
este analisis evidenciaba que la poblacion era principalmente clonal y que no habia
evidencias de que se estuviera produciendo reproduccién sexual. En el tiempo
transcurrido desde su introduccion, se desconoce el cambio que puede haberse

producido en la estructura genética.

El PPC se caracteriza por chancros en las ramas y en el tallo principal con
abundante produccién de resina. Tipicamente la resina forma parte del sistema
defensivo constitutivo de las coniferas y los pinos sintetizan de novo resina
inducida la cual se acumula y produce en los canales resiniferos constitutivos e
inducidos. Esta resina estd compuesta principalmente por terpenos y actiia como
una defensa quimica debido a que contiene compuestos toxicos o inhibitorios para
crecimiento del patégeno. Sin embargo, F. circinatum coloniza la planta usando los
canales resiniferos constitutivos y traumaticos, lo que sugiere que es tolerante a la
resina. Ademas, hay evidencia de que las especies mas susceptibles producen mas

cantidad de resina.

El trabajo aqui presentado se puede estructurar en tres apartados diferenciados.
El objetivo del primero de ellos es cuantificar la diversidad genética de la poblacién
espanola de F. circinatum que infecta a las plantaciones de pinos y determinar
como se ha distribuido la variaciéon en una escala temporal y espacial. Para ello
hemos analizado la estructura de la poblacién usando seis marcadores polimérficos
SRR y hemos identificado 15 MLGs en 66 aislados. En general, la diversidad

genotipica fue baja y disminuyé con el tiempo en las regiones del noroeste (Galicia
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y Asturias), mientras que se mantuvo en el Pais Vasco, donde solo se ha detectado
un haplotipo. En esta regién también se incluye un solo grupo de apareamiento con
dos VCGs, mientras que los aislados del area noroeste eran de uno de los dos grupos
posibles de apareamiento y de alguno de los 11 VGCs. El patégeno en el PV se
mantiene claramente diferenciado de otras poblaciones del noroeste. Los
resultados se explican por la reproduccion asexual, pero también por el
autocruzamiento, al menos en menor medida, que conduce a la identificaciéon de

dos nuevos haplotipos.

El segundo objetivo consistié en evaluar el crecimiento de F. circinatum en
presencia de la resina constitutiva e inducida de P. pinastery P. radiata utilizando
para ello técnicas espectrofotométricas. Para esto, el patdogeno fue cultivado en
medio minimo suplementado con resina en los pocillos de una microplaca durante
6 dias, y se midio la absorbancia a 597 nm como indicador de biomasa fingica. Los
resultados mostraron que la resina de P. pinaster y P. radiata estimulaban el
crecimiento fungico. Ademas, F. circinatum crecié un 40% mas en el extracto de

hexano de la resina inducida que en la resina constitutiva de P. radiata.

Por Ultimo, comparamos los canales resiniferos y el perfil terpénico de ambas
especies infectadas por el hongo. También utilizamos un estudio transcriptémico
previo de la interaccion P. pinaster F. circinatum, con el fin de estudiar la
expresion de los genes relacionados con la biosintesis de terpenos. La formacion de
canales inducidos se produjo en el cortex y xilema de P. radiata, teniendo estos un
diametro, densidad y area conductora mayor que en P. pinaster. En esta ultima
especie aumentoé la expresion de los genes relacionados con la via del mevalonato,
responsable de sintesis de precursores terpénicos, asi como la expresion de las
sesquiterpenos sintasas. En P. radiata aumento la cantidad de resina total, asi
como los monoterpenos y diterpenos. Nuestros resultados confirman que la especie
mas susceptible al patégeno, P. radiata, indujo canales resiniferos mas grandes y
produjo mas resina que P. pinaster, lo cual ocurre de manera similar en patégenos
que utilizan canales resiniferos para la colonizacion del huésped. Mediante la
comparacion de los perfiles terpénicos identificamos un grupo de terpenos
potencialmente involucrados en la defensa de las plantas. La mayor resistencia de
P. pinaster también puede ser debida a una respuesta mas rapida en el contenido

de terpenos frente a la infeccion.
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Introduccién

1. Introduccion

1.1. Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell

1.1.1. Taxonomia e identificacion

Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell pertenece a la divisiéon Ascomycota,
subdivisiéon Pezizomycota, clase Sordariomycetes, subclase Hypocreomycetidae,
orden Hypocreales y familia Nectriaceae. Este hongo ha sufrido algunos cambios
en su clasificacion taxonémica desde que fue aislado por primera vez en 1945 en el
Sureste de Estados Unidos (Hepting & Roth, 1946). Este trabajo describia un
bosque mixto de Pinus virginiana Mill, P. rigida Mill y P. echinata Mill donde los
arboles adultos mostraban sintomas de una patologia caracterizada por la
presencia de chancros con abundante produccién de resina en la base de ramas
principales y secundarias, las cuales a menudo estaban muertas. Debido a estos
sintomas la enfermedad se denominé chancro resinoso del pino (Pitch Pine Canker,
PPC). Los autores llegaron a la conclusién de que la enfermedad observada estaba
producida por un patégeno fingico aun no descrito, pero perteneciente el género

Fusarium debido a la presencia de macroconidias, caracteristica tipica del género.

En una publicacién tres anos posterior, el patégeno fue nombrado como Fusarium
lateritium f. sp. pini Hepting (Snyder et al, 1949). En 1978 su nombre cambié a
Fusarium moniliforme var. subglutinans (Kuhlman et al., 1978) en base a la
morfologia de las células conidiégenas o fialidas del patégeno, que pueden ser tanto
monofialidas como polifialidas. El patéogeno paso6 a la categoria de especie en 1983,
denominandose Fusarium subglutinans (Wollenw. & Reinking) Nelson (Nelson et
al., 1983) y su forma sexual Gibberella fujikuroi. Esta especie comprendia un gran
grupo de hongos, de distribucién ubicua y patdgenos de especies como el arroz,
maiz, cana de azucar, sorgo, los pinos y la pina tropical. En 1991, se propuso la
forma specialis pini para diferenciar al patégeno responsable del PPC, dentro del
gran grupo taxondémico que era F. subglutinans (Correll et al, 1991). Esto se
corrobor6 un ano mas tarde gracias a los resultados obtenidos por RFLPs
(Restriction Fragment Length Polimorphisms) realizado con el ADN mitocondrial

de aislados procedentes de pinos afectados por PPC (Correll, 1992).
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Finalmente, Nirenberg y O’Donnell en 1998 nombraron al agente causal del PPC
como Fusarium circinatum, anamorfo de Gibberella circinata, aunque la forma
sexual nunca ha sido observada en la naturaleza (Nirenberg & O’Donnell, 1998).
Esto se hizo en base a caracteres morfolégicos, como la presencia de circinos (hifas
enrolladas estériles que dan nombre a la especie), o el tamafio y forma de las micro
y macroconidias. Las macroconidias estan divididas por tres o cuatro septos y estan
curvadas apicalmente. En cambio, las microconidias son ovaladas, no presentan
tabiques y se encuentran normalmente en el micelio aéreo en conidiéforos

ramificados.

Actualmente, la identificacion de F. circinatum esta basada en los caracteres
morfolégicos del hongo y la posterior confirmacién mediante técnicas moleculares
de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) con los cebadores especificos
disefiados para la especie (Schweigkofler et al, 2004). Estos cebadores amplifican
la regién ITS (secuencia espaciadora repetida del ribosoma), produciendo un

amplicon de 360 pb.

Taxonémicamente, G. circinata, teleomorfo de F. circinatum, es una especie
perteneciente al complejo de Gibberella fujikuroi (GFC), que se engloba
concretamente en el clado americano (Kvas et al., 2009). Este complejo es un taxén
monofilético constituido por al menos 50 especies distintas o linajes filogenéticos,
estando la mayoria de ellas relacionadas con enfermedades importantes del mundo
vegetal, las cuales reportan numerosas pérdidas economicas anuales. Las especies
de GFC se pueden separar en tres grandes clados, basados en la filogenia de
numerosos genes (O’'Donnell et al., 1998, 2000), los cuales se denominan “Africano”,
“Americano” y “Asiatico”’. El clado americano posee 18 linajes filogenéticos, y el
caracter morfolégico mas importante para su definiciéon es la produccién de
microconidias ovoides en falsas cabezas de mono y polifidlidas (Nelson et al., 1993).
Ademas, de él también forman parte otras especies asociadas con Pinus sp.,
algunas de ellas patégenas para el género (Herron et al., 2015). El origen de estos
clados es fruto principalmente de la coevolucion de las especies de Fusarium con

sus huéspedes especificos, distribuidos geograficamente a lo largo de la historia.

El origen de F. circinatum parece situarse en México (Kvas et al., 2009; O’Donnell
et al., 1998; Wikler & Gordon, 2000). Esto est4 apoyado porque las poblaciones de
estas regiones poseen la mayor diversidad genética en comparacion con cualquier
otra poblacién examinada, existiendo numerosos haplotipos tnicos (Wikler &
Gordon, 2000). Ademas, la zona de México posee una enorme diversidad dentro del

género Pinusy hay otras especies de Fusarium también patégenas dentro del GFC.
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En esta zona parece que F. circinatum causa danos leves en los bosques nativos, lo
que sugiere una coevolucién hongo-patégeno (Storer et al., 1994), apoyando el

origen de diversidad en México.

1.1.2. Biologia del pat6geno

El hongo crece relativamente rapido en PDA (potato dextrose agar) con un
crecimiento promedio de 4,7mm por dia a una temperatura de 20°C (Nirenberg &
O’Donnell, 1998). A los 10 dias, la colonia presenta un margen entero o, en
ocasiones, ondulado o lobulado, micelio aéreo blanco o con tonalidades salmoén, de
aspecto algodonoso que puede presentar tonalidades violaceas en la zona en
contacto con el agar (Mullett et al., 2017) (Figura 1). Las microconidias se agrupan
en falsas cabezas con conididforos mono y polifilidios ramificados en el micelio
aéreo. Estas tienen una morfologia obovoide y generalmente no estan septadas,
aunque en ocasiones pueden presentar un tabique; el tamano va desde 8,5-10,9 x
2,8-3,6 um (Figura 1). Las macroconidias son menos abundantes y tienen un
tamano de 33,7-42,7 x 3,4-3,7 um, estan septadas por 3 o 4 tabiques y curvadas
apicalmente. Las clamidosporas estan ausentes y la caracteristica morfolégica mas
relevante son los circinos, hifas estériles enrolladas, las cuales dan nombre a la
especie, y se observan claramente cuando el hongo crece en SNA (Spezieller
Nihrstoffarmer agar), aunque éstas, en ocasiones, pueden no estar presentes

(Figura 1).

El patogeno es un hongo hemibiotréfico. Se ha encontrado que puede colonizar la
raiz de plantulas de P. radiata de manera biotrofica durante 52 semanas, sin que
la planta presente ningin sintoma, antes de desarrollar la enfermedad (Swett et
al., 2016).

F. circinatum es un hongo heterotalico cuyo grupo de apareamiento esta
determinado en un solo locus, con dos posibles idiomorfos: MAT-1 y MAT-2
(Kerényi et al., 1999). Las conidias, las cuales suponen su principal mecanismo de
dispersion, se originan mediante reproduccién asexual, de hecho, su estado sexual
(G. circinata) nunca se ha observado en la naturaleza, aunque si se ha logrado
producir en condiciones controladas de laboratorio (Britz et al., 2002). Se han
realizado estudios analizando la importancia relativa de la reproduccion sexual y
asexual en poblaciones naturales de F. circinatum, concluyendo que la
reproduccién asexual es la dominante y principal en la naturaleza (Berbegal et al.,
2013; Fru et al., 2023; Tturritxa, Ganley, et al., 2011; Wikler & Gordon, 2000). Estos
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resultados estan basados en la determinaciéon del nimero de VCGs, la frecuencia

relativa de los dos grupos de apareamiento y la diversidad de haplotipos

determinada mediante marcadores microsatélites (Berbegal et al., 2013; Britz et
al., 2005).

100 pm

Figura 1 A. Crecimiento de F. circinatum en PDA. B. Conidi6foros con microconidias. C.
Conidioforos polifilidios D. Microconidias E. Circinos de #. circinatum en SNA. F. Macro y

microconidias.

1.2. El género Pinus

En el hemisferio norte los bosques de coniferas tienen un papel fundamental tanto
ecoldégico como econdémico. Las coniferas, aunque con un numero pequeiio de
especies, suponen el mayor sumidero de carbono de este hemisferio, al tiempo que
proveen de materia prima para pasta de papel y madera. El género Pinus destaca
dentro de las coniferas, en parte debido a su gran capacidad de adaptaciéon a
entornos muy variables, pudiendo encontrarse en casi todos los habitats terrestres
del hemisferio norte, asi como, de manera introducida, en el hemisferio sur (Figura
2) (Farjon, 2021). El género Pinus pertenece al grupo de las Gimnospermas,
concretamente orden Coniferales y la familia Pinaceae, con alrededor de 110
especies dentro del género (Farjon, 2021). El género incluye plantas lefiosas,

normalmente arboles, aunque también hay especies arbustivas.
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En Espana P. halepensis Mill. es la especie mas comun, estando también presente
P. sylvestris L., P. pinaster Ait., P. nigra J .F.Arnold, P. pinea L, P. uncinata Mill.
y P. canariensis C.Sm. ex DC. (Anuario de Estadistica Forestal 2020). Ademas, se
ha introducido P. radiata D. Don. por su calidad maderera, existiendo numerosas
plantaciones en la zona norte del pais donde se intercala con P. pinaster (Serrada
et al., 2008). P. pinasteres una especie que tiene una gran importancia en la cuenca
mediterrdnea, ocupando 1.063.112 ha de superficie arbolada en Espana (Anuario
de Estadistica Forestal 2020.). La importancia de esta especie en la zona es tanto
ecologica como econdémica. Ecolégica porque es utilizada ampliamente en proyectos
de repoblaciones forestales. Asi, en 2020, la cuarta parte de la superficie repoblada
en el pais fue con esta conifera (Anuario de Estadistica Forestal 2020). Desde el
punto de vista econdémico, P. pinaster se utiliza para produccién de madera, pasta
de papel y resina, siendo el arbol resinero tradicional del pais (Calama et al., 2023;
Vieito et al., 2019). P. radiata es la especie del género Pinus més utilizada en la
industria maderera en todo el mundo, con importantes plantaciones en Chile,
Argentina, Uruguay, Sudafrica, Australia y Nueva Zelanda (Manso et al., 2004).
En Espana ocupa un area de 200.000 ha, distribuida fundamentalmente en la

cornisa cantdbrica (Blank et al., 2019) y, fundamentalmente, en el Pais Vasco.

1.3. El chancro resinoso del pino

F. circinatum es el agente causal de la enfermedad del chancro resinoso del pino
(PPC), una de las enfermedades de coniferas mas importantes a nivel mundial
(Drenkhan et al., 2020; Martin-Garcia et al., 2019; Wingfield et al., 2008). El



David Farina Flores

sintoma mas caracteristico en arboles adultos es la aparicion de chancros en las
ramas principales y secundarias, asi como en el tronco principal (Figura 3). Estos
chancros estdn acompanados de una abundante produccién de resina (Hepting &
Roth, 1946) y de un marchitamiento de las aciculas por encima del punto de
infeccion. Finalmente se produce la muerte de la rama afectada y un
debilitamiento general del 4rbol que puede provocar su muerte, (Broaddus, 1985;
Gordon et al., 2015; Snyder et al., 1949; Wingfield et al., 2008) especialmente

cuando se producen multiples infecciones en el mismo arbol.

F. circinatumno solo infecta las partes vegetativas aéreas del arbol. Recientemente
se ha descrito la presencia del patdgeno en raices de arboles asintomaticos de P.
radiata (Elvira-Recuenco et al., 2020). Aunque no se conoce su papel en el ciclo de
la enfermedad, lo cierto es que puede suponer un importante reservorio del
patogeno en el suelo. También puede infectar las estructuras reproductivas
causando la mortalidad de las flores femeninas y los conos y produciendo danos en
semillas (Broaddus, 1990). Los conos infectados son mas pequefios e incluso pueden
no llegar a la maduracién (Correll et al., 1991). El hongo también puede infectar la

semilla causando su deterioro y reduciendo su emergencia (Wingfield et al., 2008).

A partir de semillas infectadas, el hongo puede provocar dafios en pre- y post-
emergencia provocando damping-off (Viljoen & Wingfield, 1994). Las plantulas
afectadas muestran un marchitamiento y danos en el cuello de la raiz, que
provocan su muerte y ocasiona numerosas pérdidas en los viveros. Las plantulas
también pueden infectarse asintomaticamente (Elvira-Recuenco et al., 2020;
Martin-Rodrigues et al., 2015), lo que puede derivar en el establecimiento de la
enfermedad en nuevas plantaciones y en la dispersiéon del patégeno a larga

distancia.

Actualmente se sabe que son susceptibles a la enfermedad al menos 60 especies
del género Pinus, asi como Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco (Bezos et al.,
2017; Drenkhan et al., 2020; Martin-Garcia et al., 2019). La mayoria de los pinos
utilizados comercialmente son susceptibles al patégeno, lo que ocasiona numerosas
pérdidas econémicas en todo el mundo (Wingfield et al., 2008). La susceptibilidad
de los huéspedes al patégeno ha sido estudiada en numerosos trabajos (Dwinell,
1978; Enebak & Stanosz, 2003; Gordon et al., 1998; Iturritxa et al., 2012, 2013;
Martinez-Alvarez et al., 2014) y varia ampliamente en funcién de la especie. Se
considera que las especies mas susceptibles son P. radiatay P. patula Schiede ex
Schltdl. y Cham. (Wingfield et al., 2008) y las menos susceptibles son P. thunbergii
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Parl., P. canariensis y P. pinea. P. pinaster se encuentra en un rango intermedio,
siendo moderadamente resistente (Gordon et al., 1998; Iturritxa et al., 2012, 2013).

Figura 3. Principales sintomas del PPC. A. Dafio en plantula inoculada artificialmente. B.
Darfio en plantulas infectadas en vivero. C. Chancro con abundante produccion de resina y
danos ocasionados en ramas secundarias. D. Chancro en rama secundaria de P. pinaster.

E. Chancro en el tronco principal con abundante produccién de resina
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1.3.1. Origen y distribucién actual

El primer informe de la enfermedad fue en 1946 en el Sureste de Estados Unidos
(Hepting & Roth, 1946), concretamente en el estado de Carolina del Sur, donde al
causar danos limitados no se consider6 una enfermedad econémicamente
importante (Hansen et al., 1997). Fue en 1974 cuando la enfermedad emergié
causando serios estragos en P. taeda L. en Carolina del Norte y en P. elliottii
Engelm. en Florida y a partir de entonces, se fue extendiendo, afectando a la
mayoria de las especies de pino del sur de EE.UU. En 1986 se detecté en las
plantaciones de California (Wingfield et al., 2008) y en 1992 apareci6 en las
poblaciones nativas de P. radiata de la peninsula de Monterey (California). Desde
1976 la distribucién de la enfermedad ha pasado, de estar localmente restringida
en el sur de EE.UU., a considerarse una enfermedad muy importante a escala

internacional.

La enfermedad se ha reportado en Haiti (Hepting & Roth, 1953), donde afectaba
de manera extensa a P. occidentalis sw. En México se reportd por primera vez en
1989, en plantaciones de P. halepensis asi como afectando a bosques de P.
douglasiana Martinez y P. leiophylla Schiede ex Schltdl. & Cham. (Guerra-Santos,
1999; Santos & Tovar, 1991). En 2001 se encontré en Chile, afectando a P. radiata
(Wingfield et al., 2002), también se ha encontrado en Uruguay (Alonso & Bettucci,
2009), Colombia (Rodas Pelaez, 2013; Steenkamp et al., 2012) y Brasil (Pfenning
et al., 2014). En Chile, Uruguay y Brasil solo se ha descrito en vivero, mientras que
en Colombia se ha encontrado tanto en vivero como en plantaciones forestales
(Figura 4).

Fuera del continente americano, aparecié en 1981 en Japén, concretamente en las
islas de Okinawa y Amamiooshima (Kobayashi & Muramoto, 1989) afectando a P.
Iuchuensis Mayr, donde los arboles presentaban marchitamiento y muerte de
ramas principales y secundarias, con chancros en la base de estas y abundante
produccion de resina en el chancro, sintomas caracteristicos del PPC. También se
encontré en Corea del Sur, en 1995, afectando a P. rigida Mill. (Lee et al., 2000).
Por ltimo, se detecté en Sudafrica en 1991 (Viljoen & Wingfield, 1994) (Figura 4).
En este pais el primer informe se dio a partir de plantulas en vivero. Sin embargo,
poco a poco se fue extendiendo a plantaciones de pinos, estableciéndose finalmente
en el pais (Coutinho et al., 2007) y aumentando su mortalidad en arboles adultos.
Se cree que llego a Sudafrica a través del transporte de semillas contaminadas
desde México (Britz et al., 2001).
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Figura 4. Mapa de la distribucién de F. circinatum. A: Paises y fechas de la primera

deteccién. B: Distribucién global de F. circinatum, incluyendo aquellos paises en los que
ha sido erradicado. Tomado de Drenkhan et al., 2020.

En Europa, F. circinatum fue oficialmente descrito en 2005, concretamente en el
norte de Espafia (Landeras et al., 2005), aunque ya existian informes puntuales de
su presencia en el Pais Vasco desde 1997 (Dwinell, 1998). Posteriormente se
notific6 en Francia (EPPO, 2006), Italia (Carlucci et al., 2007) y Portugal
(Braganca et al., 2009), aunque actualmente se ha erradicado de todo el territorio
europeo menos de la Peninsula ibérica (Drenkhan et al., 2020) (Figura 4). En
Espana, F. circinatum se ubica principalmente a lo largo de la cornisa cantabrica.
Se ha detectado en las comunidades autéonomas de Galicia, Asturias, Cantabria,
Navarra, Castilla y Leén y Pais Vasco, en donde se encuentran la mayoria de
plantaciones de P. radiata, especie muy susceptible (Iturritxa et al., 2012, 2013).
También afecta a bosques y plantaciones de P. pinaster. Asi mismo, resulta una
seria amenaza para los viveros de la zona, provocando numerosas pérdidas (Pérez-
Sierra et al., 2007).

1.3.2. Infeccion y colonizacién de la planta

La infeccion de los arboles, en areas donde el patdgeno ya esta establecido, se
produce a través de heridas existentes. que dejan el tejido del huésped expuesto, o
mediante heridas producidas por insectos, que actian como vectores (Gordon et al.,
1998; Wingfield et al., 2008). La frecuencia de infeccién aumenta con heridas
recientes, profundas y cuando hay agua presente (Inman et al., 2008; Sakamoto &
Gordon, 2006). Adem4s, se ha demostrado que F. circinatum es capaz de colonizar
de manera endoéfita las plantas herbaceas presentes en una parcela infectada,

actuando como fuente de inoculo y reservorio del patégeno (Hernandez-Escribano,
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Iturritxa, Elvira-Recuenco, et al., 2018). También es capaz de colonizar de manera
asintomatica las raices de P. radiata y P. pinaster durante un tiempo

indeterminado (Hernandez-Escribano, Iturritxa, Aragonés, et al., 2018).

Se ha estudiado la dinamica temporal y espacial de la colonizacion de F. circinatum
mediante microscopia confocal en plantulas de P. radiata infectadas
artificialmente (Martin-Rodrigues et al., 2013). La invasién progresa a través del
cortex desde la zona de inoculacion hasta llegar a la médula moviéndose por los
espacios intercelulares. Segin aumenta la presencia de hifas, el floema colapsa y
se produce ruptura del tejido de la zona cambial. El hongo invade los radios
medulares y los canales resiniferos del xilema. También penetra las traqueidas del
xilema. Cuando el hongo ha invadido extensamente el xilema, el tejido
parenquimatoso se desintegra dando lugar a amplios huecos donde se forman

conidiéforos y tiene lugar la esporulacion.

Los cambios anatémicos mas importantes en el huésped durante la invasion estan
relacionados con los canales resiniferos del xilema y estos incluyen la hipertrofia
de las células epiteliales y la formacién de tilosas (Barrows-Broaddus & Dwinell,
1983; Martin-Rodrigues et al., 2013). Las hifas del patégeno se encuentran
cercanas a las células epiteliales y dentro de los canales resiniferos del xilema
(tanto inducidos como trauméticos). Por el contrario, el patégeno no muestra
afinidad por los canales resiniferos del cértex, donde no se observan hifas en el
lumen o en el interior de las células epiteliales. F. circinatum utiliza los canales
resiniferos del xilema para la propagacién vertical dentro de la planta (Martin-
Rodrigues et al., 2013).

1.3.3. Dispersion del patégeno

F. circinatum se dispersa fundamentalmente por esporas que son transportadas
por varios agentes (Figura 5), principalmente el viento y los insectos vectores.
(Wingfield et al., 2008). El movimiento de esporas por el aire puede ocurrir a lo
largo de todo el afno y se ve favorecido por periodos previos de temperaturas bajas
y una baja humedad en las hojas (Dvorak et al., 2017). Las esporas del hongo son
capaces de sobrevivir en el suelo manteniendo la viabilidad durante 6 meses en
suelo himedo y 12 meses en suelo seco (Serrano et al., 2017). Ademaés, el micelio
puede sobrevivir en los restos de madera muerta, siendo capaz de esporular en esta

(Gordon et al., 2001). De esta manera la madera puede constituir un reservorio del
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patdogeno que posibilita la dispersion del hongo cuando existan las condiciones para

la esporulacion.

El patégeno puede también colonizar de manera endéfita algunas plantas mono y
dicotiledéneas del tapiz vegetal de plantaciones infectadas (Hernandez-Escribano,
Iturritxa, Elvira-Recuenco, et al., 2018; Swett et al., 2014). Se desconoce la

importancia relativa como fuente de inéculo y su papel actuando como reservorio.

Los insectos pueden tener un papel importante como vectores del patégeno (Gordon
et al., 2001; Wingfield et al., 2008). Estos pueden actuar ocasionando heridas en
los arboles, lo que da lugar a puntos de entrada a partir de los cuales el patégeno
puede colonizar al huésped. O bien pueden actuar como vectores per se,

transportando el inoculo entre drboles (G. Blakeslee et al., 1978).

Tanto las condiciones ambientales como la presencia y presion de insectos capaces
de actuar como vectores de la enfermedad juegan un papel fundamental a la hora
de establecer la via de dispersion preferente en una regién. Por ejemplo, en el
sudeste de Estados Unidos se ha considerado que la via natural de dispersion es la
infeccién de heridas (provocadas por dafios mecdnicos ocasionados por actividades
humanas o por fenémenos climatolégicos adversos) por esporas transportadas por
el viento (Dwinell, 1985; Dwinell & Phelps, 1977). Por otro lado, en el 4rea de
California, la dispersiéon del hongo esta fuertemente correlacionada con los
insectos, siendo baja la frecuencia de infeccion a través de heridas en la planta por

in6culo transportado por aire y agua (Sakamoto & Gordon, 2006).

Existen numerosas especies de insectos que son capaces de transportar el inéculo
del patogeno dispersandolo entre huéspedes. En plantaciones de P. radiata se han
descrito algunas especies del género Ips (Coleoptera: Scolytinae)(Fox et al., 1991),
Pityophthorus (Coleoptera: Scolytinae) (Sakamoto et al., 2007) y Ernobius
(Coleoptera: Anobiidae) (Hoover et al., 1995) como potenciales vectores. En Espana
se ha encontrado el patdogeno asociado a 7 especies de insectos, destacando
Pityophthorus pubescens Marsham, Brachyderes incanus L. y Hylurgops palliatus
Gyllenhal (Romén et al., 2007). El patégeno se encontré respectivamente en el 25%,
14,28% y 11,96% de los individuos capturados. La presencia del hongo por encima
de un 10% en estas especies muestran que estan asociados con el PPC y que pueden

actuar como vectores.

Por ultimo, es muy importante la dispersion del patégeno como consecuencia de las
actividades humanas. El movimiento de material vegetal, incrementado en gran

medida por la globalizacion, desempena hoy en dia un papel clave en la
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redistribuciéon de patdégenos, huéspedes y vectores. El comercio con material
vegetal y plantulas infectadas, asi como con semillas, ha sido una via importante
de introduccion de F. circinatum en paises como Espana, Sudafrica y Chile
(Berbegal et al., 2013; Carey et al., 2005; Coutinho et al., 2007; Fru et al., 2023) y
constituye una fuente importante de inéculo desde los viveros a las plantaciones.
El micelio puede sobrevivir en madera muerta, por lo que el uso industrial de
madera no tratada procedente de individuos infectados también supone una via de
dispersién (Serrano et al., 2017), siendo el patégeno capaz de sobrevivir 18 meses
en ésta (Gordon et al., 2000).

Infected
cones

s \/ ‘ o

Figura 5. Vias de propagacién de la enfermedad del Chancro Resinoso de Pino (tomado de
Zamora-Ballesteros et al., 2019).

1.3.4. Condiciones ambientales y cambio climatico

Una de las consecuencias mas importantes del cambio climatico es el incremento
de las perturbaciones, que son mas frecuentes y severas (Vacek et al., 2023).
Incendios, sequias, inundaciones, deslizamientos de tierra, emergencia de plagas
de insectos y de enfermedades afectan a la estructura, composicién y funciones
ecosistémicas de los bosques y favorece la propagaciéon de especies no nativas
(incluido diversos patégenos) (Dale et al., 2001). En Europa se estd viendo un
rapido aumento de la temperatura del aire y un cambio en los patrones estacionales
y distribucion de precipitaciones, disminuyendo estas en la parte sur del continente
y aumentando en el norte de Europa central, lo que causa un aumento de los
periodos de sequia e inundaciones, respectivamente (Christidis & Stott, 2022)

(Figura 6). Todos estos cambios se relacionan con una alteracién en la fisiologia de
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los arboles, que los hace mas susceptibles frente a plagas de insectos y
enfermedades ocasionadas por hongos (Ayres & Lombardero, 2000). Adema4s, se
espera un desplazamiento este-oeste de patdgenos y plagas, aumentando el riesgo
de introduccién de nuevos organismos invasores y cambiando el comportamiento y
distribuciéon de los existentes, ya que debido al aumento generalizado de las
temperaturas, se espera una migraciéon hacia latitudes que actualmente son mas

frias de las plagas y enfermedades (Vacek et al., 2023; Vanhanen et al., 2007).

SNOW DAMAGE

DROUGHT

Figura 6. Esquema de los principales factores bidticos y abidticos negativos en relaciéon al
cambio climatico que afectan a los ecosistemas forestales europeos (tomado de Vacek et al.,
2023).

Como en la mayoria de los patdgenos, los factores claves para la distribucion,
diseminacion y desarrollo de la enfermedad PPC son la humedad ambiental y la
temperatura (Martin-Garcia et al., 2019). Asi, se considera que la elevada
humedad relativa de las areas costeras de California, ocasionada por las frecuentes
nieblas (Blank et al., 2019; Garbelotto et al., 2008), es la causa de la alta incidencia
y severidad registrada en la zona comparada con el interior. Las temperaturas que
favorecen el desarrollo de sintomas estan en el rango de 14-26°C, no desarrollando
lesion por debajo de temperaturas de 10°C. Ademas, existen otros factores que
pueden afectar directamente a la susceptibilidad del huésped frente al patégeno,
incrementandola. Por ejemplo, un alto nivel de nutrientes en el suelo y hojas,
periodos de sequia, suelos anegados y poco profundos, especialmente en
plantaciones con una alta densidad (Wingfield et al., 2008). Por ultimo, los
fendémenos meteorolégicos extremos, cuyo incremento y severidad se correlaciona

positivamente con el cambio climatico, se relacionan con un aumento de la
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vulnerabilidad de los sistemas forestales europeos y con una disminucién de la
capacidad defensiva de los huéspedes, aumentando asi la incidencia de PPC en
zonas donde esté presente y favoreciendo la dispersion del patégeno a zonas nuevas
(Watt et al., 2011).

También los factores ambientales influyen en el establecimiento de la enfermedad.
La infeccién de las plantas a partir de esporas requiere de la existencia de heridas
y tejido expuesto en el huésped (Gordon et al., 1998). En general, el origen de estas
heridas son los fenémenos meteorolégicos, tales como granizo o fuerte viento, o la
maquinaria que realiza operaciones selvicolas en las plantaciones. Factores como
la edad de la madera y tipo de herida estan directamente correlacionados con el
éxito de la infeccién. (Dwinell, 1985; Dwinell & Phelps, 1977; Kelley, 1982). La
frecuencia de infeccién aumenta con heridas recientes, profundas y cuando hay
agua presente (Elvira-Recuenco et al., 2021; Inman et al., 2008; Sakamoto &
Gordon, 2006).

El riesgo potencial de que PPC se establezca en nuevas areas o paises se ha
estudiado mediante simulacién, aplicando el modelo de nicho CLIMEX™ (Sutherst
& Maywald, 1985). Usando una base de datos de clima global (New et al., 1999) se
ha predicho el riesgo global de establecimiento potencial de la enfermedad (Ganley
et al., 2009), (Figura 7A) el cual se corresponde bien con la distribucién actual de
la enfermedad en paises tales como Espana o suroeste de EEUU. En Espana, el
modelo predice el establecimiento en la cornisa cantabrica, donde ya existe, pero
también en la costa este y sur (Ganley et al., 2009). El estudio de las predicciones
de este modelo ha permitido determinar que las variables climaticas mas
importantes que marcan los limites en la distribucién del patégeno son las
temperaturas de invierno y las precipitaciones (invierno y verano) durante los
periodos de supervivencia del patégeno junto con el hospedante (Ganley et al.,
2009; Watt et al., 2011).

Varios escenarios posibles de cambio climatico predicen el aumento de la
frecuencia y severidad de fenémenos climatolégicos tormentosos, asi como un
mcremento de la temperatura, lo que favorecera las condiciones para que se
establezca PPC mundialmente (Watt et al., 2011), aunque dependeri de la
existencia de especies hospedadoras y de vectores adecuados. La distribucion
actual en Europa de acuerdo con CLIMEX se ampliara hacia el norte del continente
coincidiendo con el aumento de las temperaturas, llegando a paises como
Dinamarca (Watt et al., 2011). Sin embargo, el modelo desarrollado por Serra et

al., (2017) predice en Espafia una reduccién de la superficie adecuada para la
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enfermedad, restringiéndose a una franja costera del norte y oeste, probablemente
debido a la reduccién prevista de la precipitaciéon. Segun este modelo, las variables
climaticas mas relevantes para la distribuciéon de F. circinatum son: el rango anual
de temperatura, la temperatura minima durante el mes mas frio, la precipitacion
total anual y durante la estacién mas seca. A partir de este modelo, se establecid

el riesgo de ocurrencia de la enfermedad (Figura 7 B).

| O Unsuitable
Country not modelled

Figura 7.A: distribucion geografica de las especies susceptibles a F. circinatum en Europa
(Health (PLH), 2010) y condiciones de idoneidad climatica para el PPC generadas por el
modelo CLIMEX (Ganley et al 2009). B: Porcentaje de riesgo en Espafia de ocurrencia del
PPC utilizando un modelo de distribucién de especies (tomado de Serra-Varela et al.,
2017).

1.4. Métodos de control

El control y manejo de la enfermedad PPC es dificil debido a que el patégeno puede
infectar las partes vegetativas y reproductivas del huésped a todas las edades
(Gordon, 2006; Wingfield et al., 2008). Actualmente, el control de la enfermedad
incluye la integracion de medidas tales como el establecimiento de zonas

cuarentenas para evitar la dispersion del patdgeno, el manejo adecuado del
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material vegetal en viveros y plantaciones y el uso de especies con un menor grado
de susceptibilidad frente a la enfermedad (Wingfield et al., 2008).

En viveros resulta fundamental impedir la entrada del patégeno, utilizando para
ello semillas y material vegetal libre de este. En el caso de que el patégeno se haya
establecido en un vivero, toman especial relevancia las medidas para asegurar una
elevada higiene y evitar nuevas infecciones, tales como el uso de agua de riego libre
de patogenos, la correcta esterilizacion de los contenedores y del sustrato utilizado,
asi como la eliminacién de todo el material vegetal infectado (Wingfield et al.,
2008). Existen otra serie de medidas que ayudan a evitar la propagacién del
patogeno. La primera de ellas es la desinfeccion de las semillas utilizadas en
viveros, ya que estas suponen una fuente importante de trasmision de la
enfermedad, ademas las semillas pueden estar colonizadas por F. circinatum en su
capa externa y en su interior (Serrano et al., 2017; Wingfield et al., 2008). Para la
desinfeccién de las semillas se pueden utilizar tratamientos quimicos (Berbegal et
al., 2015), eficaces principalmente en la desinfeccién superficial, y térmicos
(Agusti-Brisach et al., 2012; J. Jones et al., 2002).

En plantaciones es posible evitar o disminuir el dafio ocasionado por PPC, tomando
una serie de medidas destinadas a reducir el estrés ambiental, lo que influye
directamente en la susceptibilidad frente a F. circinatum (Wingfield et al., 2008).
Estas incluyen evitar densidades de plantacion muy elevadas, favorecer el drenaje
evitando el anegamiento de las raices (Blakeslee et al., 1999) y establecer unos
niveles adecuados de fertilizacién (Blakeslee et al., 1999). Existe un amplio rango
de susceptibilidad de las especies de pino a F. circinatum, por lo que el uso de
especies resistentes puede ser un buen método de control, especialmente cuando
se adecua el grado de resistencia de la especie con la intensidad de la enfermedad
esperable en funcién de las condiciones ambientales. También pueden usarse
especies resistentes intercalandolas entre plantaciones de especies susceptibles
con interés comercial, de manera que especies resistentes actien como una
barrera, reduciendo la velocidad con la que la enfermedad se propaga. Esta medida
es por tanto muy prometedora a la hora de controlar PPC aunque su uso no esta
extendido (Gordon et al., 2015; Martin-Garcia et al., 2019; Wingfield et al., 2008;
Zamora-Ballesteros et al., 2019).

Por ultimo, cabe destacar una serie de buenas practicas destinadas a evitar la
dispersion del patéogeno y de PPC a causa de la actividad humana. Estas practicas
incluyen aquellas realizadas en vivero como la limpieza de material, vehiculos,

herramientas, calzado y equipo de los operarios con el fin de evitar la dispersién
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del hongo. También resulta fundamental una detecciéon temprana y adecuada del
patogeno con el fin de poder aplicar lo antes posible medidas destinadas a evitar

su dispersion.

A continuacién, se detallan otras medidas potenciales para la gestién y manejo de
PPC, como el control biolégico, que actualmente se encuentran en fase de

investigacion y/o experimentacion.

1.4.1. Programas de mejora y manejo de la resistencia genética

La variacion de la resistencia genética en los pinos ante F. circinatum sigue un
mecanismo poligénico (Kayihan et al., 2005; Quesada et al., 2010) y aunque la
heredabilidad varia ampliamente dependiendo de la especie esta suele ser lo
suficientemente alta como para permitir programas de mejora genética clasicos
(Elvira-Recuenco et al., 2014; Kayihan et al., 2005; Nel et al., 2014).

También se puede implementar la seleccion de material vegetal reproductor de
poblaciones resistentes. La comercializacion de material reproductor resistente al
PPC a través de la selecciéon y mejora de las poblaciones e individuos, o incluso, el
uso de semillas de distintas procedencias de poblaciones resistentes, puede ayudar
a evitar o reducir los brotes de PPC (Martin-Garcia et al., 2019; Zamora-Ballesteros
et al., 2019). Con el mismo fin, también se puede utilizar la hibridacién de especies
o poblaciones resistentes, como es el caso de P. patula 'y P. tecunumanii en
Sudafrica (Kanzler et al., 2014).

1.4.2. Estrategias basadas en el control bioldgico

El control biolégico consiste en el uso de agentes de control biolégico (biological
control agents, BCAs) para reducir, controlar o impedir el desarrollo de una
enfermedad producida por un patégeno (Alabouvette et al., 2006). Los BCAs
pueden actuar de diversas maneras. Algunos de ellos, como es el caso de las
micorrizas, interactian directamente con las plantas activando la respuesta
sistema inducida (SIR) antes de que se produzca el ataque por parte de un patégeno
(Kshl et al., 2019). Otros compiten por el espacio y por los nutrientes con el
patégeno, inhibiendo asi su crecimiento (Kéhl et al., 2019). Nos encontramos
también con BCAs que interactiian directamente con el patégeno, mediante
procesos, parasitismo o depredacién, impidiendo asi su crecimiento (Kohl et al.,
2019). Ademas, estos también pueden actuar mediante la produccién in vitro de

metabolitos que interfieran o inhiban en el crecimiento del microorganismo
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patogeno. Por ultimo, los microorganismos simbidticos pueden tener efecto
protector en las plantas frente a enfermedades (Pal & Gardener, 2006). En el caso
de las enfermedades de plantas y, especificamente en la interaccion de ZF.

circinatum- Pinus spp, los BCAs incluyen bacterias, hongos y virus.

Uso de hongos. Los hongos pueden proveer de diversos beneficios a la planta, los
cuales incluyen mejorar su crecimiento y aumentar la resistencia frente a estreses
abiéticos y bidticos (Arnold et al., 2003; Backman & Sikora, 2008; Romén et al.,
2008). También pueden tener un efecto protector al competir con los patégenos por
el espacio y los nutrientes. Ademas, algunos son capaces de parasitar o deprededar
a los microorganismos invasores. Para el manejo de PPC, se han probado
numerosos hongos (Bezos et al., 2017; Martin-Garcia et al., 2019; Moraga-Suazo et
al., 2014) destacando especies del género 7Trichoderma. Este es uno de los BCA
mejor estudiados con fines agronémicos y que cuenta con numerosos productos en
el mercado (Martin-Garcia et al., 2019), aprovechando sus capacidades para
parasitar otros hongos (Weindling, 1933), producir sustancias antibiéticas (Guo et
al., 2022) y su habilitad para competir por el espacio y los nutrientes (Pylak et al.,
2019). Se ha demostrado mediante varios ensayos in vitro la eficacia de
Trichoderma como BCA frente a F. circinatum (Iturritxa, Desprez-Loustau, et al.,
2011; Martinez-Alvarez et al., 2016; Moraga-Suazo et al.,, 2011), aunque los

ensayos in vivo no son del todo concluyentes.

La comunidad microbiana del suelo también puede desempefiar un papel
importante a la hora de luchar frente a F. circinatum, destacando aqui las
micorrizas. Aun no hay estudios relacionados con la capacidad protectora de las
micorrizas frente a PPC, sin embargo estas resultan clave en la lucha frente a otras
enfermedades (Azcén-Aguilar et al., 2002; Dyshko et al., 2024; Strobel & Sinclair,
1992; Varma et al., 2018), incluso frente a algunas producidas por otras especies
de Fusarium (Chakravarty & Unestam, 1987a; Poveda et al., 2024) y frente a
numerosos tipos de estreses abiéticos en pinos (Chakravarty & Unestam, 1987b;
Strobel & Sinclair, 1992; Van Tichelen et al., 2001; Y. Wang et al., 2024). El papel
protector de las micorrizas en otras especies vegetales es bien conocido, por lo que
se necesitaria avanzar en el conocimiento actual para explorar su posible papel
como BCAs en el caso de PPC, principalmente en viveros (Zamora-Ballesteros et
al., 2019).

Uso de bacterias. Aunque el uso de bacterias como BCAs en la agricultura esta
muy extendido, aplicandose como agentes externos y como promotores del

crecimiento (PGPB), su uso en los ecosistemas forestales no esté tan estudiado. Se
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ha demostrado que bacterias tales como Pseudomonas fluorescens, Erwinia
billingiaey Bacillus simplex han reducido el crecimiento in vitro de F. circinatum
y las lesiones provocadas en plantulas de P. radiata (Iturritxa et al., 2017). Bacillus
subtilis y Burkholderia sp han inhibido el crecimiento in vitro del patégeno (Soria
et al., 2012) asi como algunas cepas de Micromonospora (Martinez-Hidalgo et al.,
2015).

Uso de micovirus. Los micovirus son parasitos intracelulares de hongos y estan
muy extendidos, afectando a los principales grupos taxonémicos de hongos
patégenos y Oomycetes (Pearson et al., 2009).

La capacidad de un micovirus como BCA se demostré en Cryphonectria parasitica,
causante de la enfermedad del chancro del castano. Aqui se vio que la enfermedad
se reducia de forma espontanea y se demostro que era debido a un hipovirus que
reduce la patogenicidad del patégeno (Rigling & Prospero, 2018). El uso de
micovirus supone una medida prometedora para el control de las enfermedades.
Para desarrollar una estrategia de control biolégico eficaz basada en micovirus se

deben de seguir los siguientes pasos (Martin-Garcia et al., 2019).

e Identificar un virus con potencial para reducir los dafios del patégeno
frente al que se lucha

e Comprobar la capacidad del virus para infectar a la gran mayoria de cepas
del patégeno

e Desarrollar un método eficaz y rentable para difundir el micovirus como
BCA

e Comprobar que el micovirus puede mantenerse en la poblacion del

patogeno y seguir desempenando su efecto como BCA

El uso de micovirus como BCAs resulta mas interesante cuando se pueden utilizar
virus de la propia poblacion del patéogeno. En el caso de F. circinatum se conoce la
existencia de varios micovirus (Martinez-Alvarez, Vainio, et al., 2014; Vainio et al.,
2015) aunque el papel sobre la modulacién de la virulencia del patégeno ain no se

conoce en profundidad.

1.4.3. Otras medidas

Otra medida importante es el uso de fitoquimicos para el control y mitigacién de

PPC (Martin-Garcia et al., 2019). Por ejemplo, existen numerosos estudios sobre el
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(Alvarez-Castellanos et al., 2001; Andrews et al., 1980; Celedon & Bohlmann, 2019;
Keeling & efecto de diversos terpenos en el control de hongos patégenos Bohlmann,
2006; Marei et al., 2012; Slinski et al., 2015). Los terpenos son los constituyentes
mayoritarios de los aceites esenciales extraidos de plantas, de los cuales se ha

estudiado el efecto de algunos en el crecimiento de F circinatum (Iturritxa,
Desprez-Loustau, et al., 2011; Y.-S. Lee et al., 2009).

Medidas legislativas en Europa

En Europa, el patégeno se ha incluido en la lista EPPO A2 de plagas y patdgenos
que se establecen como organismos de cuarentena
(https://www.eppo.int/ACTIVITIES/plant_quarantine/A2_list Consultado:
27/06/2024) de la European Plant Protection Organitation (EPPO). Las listas de
alertas de la EPPO son una compilacién de insectos, acaros, bacterias, nematodos,
virus, hongos y plantas invasoras que representan un riesgo fitosanitario dentro
de la uniéon europea. Concretamente la lista A2 se refiere a aquellos organismos
perjudiciales que estan presentes en cualquier pais del espacio econémico europeo
y desde la Unién Europea (UE) se legisla con el fin de evitar su dispersién a areas
geograficas donde aun no esta presente y lograr su erradicacion de las zonas donde
ya se ha establecido. Concretamente, F. circinatum esta regulado mediante la
decisién de ejecucién (EU) 2019/2023 de la comisién europea, por la que se
establecen medidas para evitar la introduccion y propagacién del hongo en la UE .
Estas medidas incluyen la demarcaciéon del hongo como patdégeno de cuarentena,
la obligatoriedad de informar en caso de observar al organismo y de la realizacién
de inspecciones periddicas con el fin de detectar su presencia, el establecimiento de
zonas demarcadas en el caso de confirmarse su establecimiento, y las medidas de
erradicacion de este, las cuales incluyen la retirada de los individuos infectados, o
que se sospeche que estan infectados y la tala de los posibles huéspedes en un area
de 100 metros de los individuos infectados, incluyendo la extracciéon y eliminacién
de las raices, al menos de los primeros 50 cm del cuello y de la corteza. Ademas, el
pais afectado debera identificar el origen de la infecciéon e informar al resto de

estados miembros.

También se regula la circulaciéon de material vegetal de las especies susceptibles
dentro de la EU, asi como la regulaciéon en materia de importacion y exportacion.
El plan nacional espanol de erradicacion y control del hongo esta recogido en el
Real Decreto 637/2006 de 26 de mayo, modificado por Real Decreto 65/2010, de 29
de enero. Es fundamental mantener la legislacion destinada al control del patégeno

actualizada en funcién del conocimiento actual.
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1.5. Mecanismos de variacion genética en hongos

Comprender los factores que conforman el modelo reproductivo de un organismo
es fundamental, ya que estos afectan de manera directa a los procesos evolutivos y
ecolégicos (Billiard et al., 2012) y determinan la estructura genética de una
poblaciéon. Los organismos eucariotas pueden optar por tener uUnicamente
reproduccion sexual, optar por una estrategia mixta alternando periodos de
clonalidad, o bien depender exclusivamente de la reproduccion asexual, aunque
estos organismos siguen conservando en su genoma la maquinaria necesaria para
realizar la meiosis (Halary et al., 2011; Schurko et al., 2009). Esto es especialmente
importante en muchos grupos de hongos en los que nunca se ha observado
reproduccién sexual. En estos se creia que los cambios genéticos de la poblacién
eran debidos exclusivamente a la recombinacién ocurrida durante la mitosis, pero
actualmente hay numerosas evidencias sobre la existencia de sexo criptico (Kiick
& Poggeler, 2009). La reproduccién sexual tiene una serie de ventajas sobre la
asexual, como la limitacién de la acumulaciéon de mutaciones nocivas y la aparicion
de combinaciones genéticas nuevas y ventajosas; también presenta una serie de
desventajas tales como el mayor gasto energético y el tiempo requerido para

realizar la meiosis (Billiard et al., 2012).

La reproduccién sexual puede ocurrir mediante tres tipos posibles de cruzamientos
(Figura 8): 1) autocruzamiento haploide (singamia de células haploides originadas
por mitosis de un solo individuo haploide, normalmente son células idénticas
excepto porque han sufrido alguna mutacién); 2) autocruzamiento diploide
(singamia de células haploides procedentes de un solo individuo diploide); 3)
cruzamiento (singamia entre células haploides derivadas de la meiosis de dos
individuos diploides) (Billiard et al., 2012). En hongos, la singamia est4 controlada
por el grupo de apareamiento, de forma que las células solo son compatibles si son
de distinto grupo. En F. circinatum, la existencia de dos idiomorfos, MAT-1 y MAT-
2 (Kerényi et al., 1999), descarta la posibilidad de que exista autocruzamiento

haploide, ya que esta no es posible en los hongos heterotalicos.

Otro concepto clave para el modelo reproductivo de los hongos son los grupos de
compatibilidad vegetativa (Vegetative compatibility group, VCGs). La
compatibilidad vegetativa se refiere a la capacidad de individuos distintos de una
especie de hongo de formar un heterocarién (célula soméatica que contiene dos o
mas nucleos genéticamente distintos) estable mediante la fusién hifal

(anastomosis). Para que tenga lugar este proceso, los dos individuos fingicos deben
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ser del mismo VCG (Leslie, 1993). Se considera que ésta es la principal fuente de

variabilidad genética para los hongos que aparentemente solo se reproducen

asexualmente.
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Figura 8. Principales modos de reproduccién y sistemas de apareamiento en hongos
(Adaptado de Billiard et al., 2012).

1.5.1. Diversidad genética de Fusarium circinatum

En el caso de F. circinatum, la importancia relativa de la reproduccién sexual o
asexual se ha estudiado mediante la caracterizacién de los VCGs, determinando la
frecuencia relativa de los dos idiomorfos existentes para los grupos de
apareamiento y analizando la diversidad genotipica mediante marcadores
polimérficos de ADN, como los microsatélites (Britz et al., 2005). La conclusién es
que la reproduccion asexual es la dominante y principal en la naturaleza, si bien
la autocruzamiento también es posible y tampoco se puede excluir el outcrossing
(Berbegal et al., 2013; Fru et al., 2023; Iturritxa, Ganley, et al., 2011; Wikler &
Gordon, 2000).
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Figura 9. Minimum spanning network que muestra la relacion entre los MLGs
individuales observados en la muestra global (A) y Espana (B). La distancia entre los nodos

es proporcional a la distancia genética de Bruvo (tomado de Berbegal et al., 2013)

La diversidad genética de la poblacion de F. circinatum se ha analizado en un
estudio global que incluye 223 aislados de Espana, Chile, Francia, Japén, México,
Portugal, Sudéfrica, Uruguay y Estados Unidos (Berbegal et al., 2013). Para este
estudio se eligieron 10 marcadores microsatélites (SSR) que presentaban
polimorfismo en el conjunto de las poblaciones por paises. En total se encontraron
66 genotipos multilocus (multilocus genotype, MLGs), estando presentes 15 en
Espana. Los resultados mostraron que las poblaciones de México, Portugal,
Sudafrica, Uruguay y Estados Unidos eran genéticamente muy diversas, por
encima de las poblaciones de paises como Espafia, Chile, Francia y Japén (Figura
9). Un andlisis discriminante de componentes principales (PCA-DA) mostré

similitudes entre las poblaciones de Espana, Francia, Portugal, Uruguay y Estados
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Unidos, estando los individuos de este ultimo pais incluidos en todos los grupos
observados, sugiriendo que podria ser el origen comun de las respectivas
introducciones. Ademas, este estudio confirma que México es el origen de la
poblacién sudafricana de F. circinatum, ya apuntado por Wikler & Gordon (2000),
agrupandose la mayoria de MLGs de México y Sudafrica en un tnico clister, y que
se separa claramente de los MLGs espanoles y portugueses. También se rechazo la
ocurrencia de reproduccion sexual para EEUU y Espana, aunque no para Chile y
Sudafrica. Sin embargo, para este ultimo pais se ha concluido que la gran
diversidad genética observada se debe principalmente a multiples introducciones

independientes y no a la reproduccién sexual (Fru et al., 2023).

En el estudio de Berbegal et al., (2013) , se analizé mas profundamente la poblacién
en Espana, utilizando 70 aislados muestreados entre 2004 y 2011 de plantaciones
de cinco regiones del noreste espafiol (Asturias, Cantabria, Galicia, Leén y Pais
Vasco) y 61 aislados obtenidos de viveros, localizados en las mismas regiones. Los
resultados mostraron que la poblacién esté estructurada en dos grupos (Figura 9),
cada uno con un haplotipo dominante (denominados MLG32 y MLG59), situacién
compatible con dos introducciones independientes del patégeno en el pais. El
analisis de la asociacién genética mostraba un desequilibrio de ligamiento y
clonalidad en la poblacién, apoyando la hipdtesis de la no existencia de
reproducciéon sexual, a pesar de que se encontraron los dos grupos de
apareamiento. También se mostrd que el grupo con haplotipo dominante MLG32
solo contenia aislados MAT-2 procedentes del drea noreste del pais (Pais Vasco).
Un estudio anterior realizado exclusivamente con aislados del Pais Vasco
basandose en los VCGs, habia determinado la existencia de una poblaciéon
genéticamente homogénea con dos VCGs (Iturritxa, Ganley, et al., 2011). Hasta la

fecha no se ha realizado ningun otro estudio de VCGs en Espana.

1.6. Mecanismos de defensa de las plantas frente a patégenos

Las plantas han desarrollado una serie de sistemas y estrategias de defensa frente
a los patégenos, de manera que solo un pequeno grupo de ellos resulta capaz de
causar enfermedades (Heath, 1997). Las plantas ademds son organismos sésiles
que, a diferencia de los animales, no pueden esconderse o huir cuando son atacados

por otros.

En cualquier interaccion entre las plantas y los patogenos existe una amplia gama

en la respuesta vegetal la cual ocasiona desde una extrema susceptibilidad hasta
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una completa resistencia (Eyles et al., 2010). Esta resistencia se debe a la
existencia de una amplia variedad de defensas constitutivas e inducibles
(Franceschi et al., 2005). Las constitutivas estdn presentes en todo momento y
constituyen la primera linea de defensa frente a las plagas y los patégenos. Dentro
de estas defensas nos podemos encontrar con la resina constitutiva, la cual por su
composicion quimica puede inhibir el crecimiento de patogenos. Cuando se rompen
o superan las defensas constitutivas se activan las respuestas inducidas, que
dependen de la correcta deteccion del patdégeno y estan basadas en una serie
compleja de mecanismos moleculares de senalizaciéon y regulaciéon molecular. Las
respuestas inducidas incluyen entre otras las defensas quimicas inducibles, como
la resina inducida, la cual posee mayor actividad téxica y antimicrobiana que la
constitutiva (Eyles et al., 2010).

1.6.1. Mecanismos moleculares en el reconocimiento e interaccion

planta-patégeno y defensa vegetal

Con el fin de poder defenderse, la deteccién de los patéogenos y la transduccién en
respuestas adecuadas resultan fundamentales. Para esto, las plantas han
desarrollado un sistema inmunoldgico innato, cuyo origen se remonta al de las
algas verdes (Ortiz & Dodds, 2018) y ha evolucionado hasta culminar en un sistema
altamente eficaz capaz de resistir el ataque de numerosos patégenos microbianos
(Chisholm et al., 2006). La inmunidad innata se puede clasificar como en primaria
o secundaria (de Wit, 2007) y es la primera linea de defensa de las plantas frente
al ataque de patégenos. Esta estd basada en los receptores PRRs (pattern
recognition receptors) o receptores de reconocimiento de patrones, localizados en
la membrana celular de la planta, los cuales reconocen una serie de moléculas
microbianas que se denominan patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs, pathogen-associated molecular patterns) (Boutrot & Zipfel, 2017; de Wit,
2007; Newman et al., 2013; Zipfel, 2014). Los PAMP son moléculas conservadas e
indispensables para la vida de los distintos microorganismos patégenos y por lo
tanto estdn muy conservados y sufren pocas mutaciones (Zipfel, 2008). Esta
interaccion entre los PAMPs y los PRRs se conoce como inmunidad desencadenada
por PAMP (PTI, PAMP-triggered immunity) y a veces es suficiente para frenar la
infecciéon. La PTI desencadena las respuestas de defensa primaria tales como
alteraciones de la pared celular, deposicién de callosa (de Wit, 2007), la
acumulacién de proteinas relacionadas con la defensa vegetal (quitinasas,

glucanasas y proteasas) (van Loon et al., 2006), la activacién de la via de proteinas
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cinasas activadas por mitégenos (via MAPK) y la produccién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Zipfel, 2008).

Las especies patéogenas han evolucionado y desarrollado la capacidad de superar
las defensas de la planta, para evadir PAMP y/o superar la respuesta defensiva de
la planta y asi infectar a una o varias especies de plantas causando enfermedad.
Con el fin de suprimir o escapar de la PTI, los patégenos secretan una serie de
efectores. Esto se conoce como susceptibilidad desencadenada por efectores (ETS)
(Bhar et al., 2022; Zipfel, 2008). En hongos, en los tltimos afios se ha logrado un
gran avance en el conocimiento de estos procesos y de sus agentes implicados (de
Wit, 2007; Deller et al., 2011). Nuevamente, gracias a una coevolucién dindmica
entre plantas y patégenos, algunas plantas han desarrollado una serie de proteinas
de resistencia las cuales permiten reconocer estos efectores de manera indirecta o
de manera directa mediante la unién al dominio NB-LRR, dando lugar asi a la
inmunidad mediada por efectores (ETI) (J. D. G. Jones & Dangl, 2006; Veluthakkal
& Dasgupta, 2010). Muchas veces la ETI va acompafiada de una muerte celular
local conocida como respuesta de hipersensibilidad (HR), cuyo principal objetivo es
bloquear el avance del patégeno (de Wit, 2007; Greenberg & Yao, 2004; Zipfel,
2008, 2014). La presién de la seleccién natural lleva a los patégenos a modificar
sus efectores o adquirir nuevos para suprimir la ETI, a su vez las plantas
desarrollan nuevas resistencias con el objetivo de poder activar nuevamente la ETI
(J. D. G. Jones & Dangl, 2006). Asi pues, la patogenicidad de un microorganismo
estara determinada por su capacidad de superar o eludir el sistema de defensa de
las plantas, a su vez la resistencia de estas estara determinada por su capacidad

de frenar al patogeno.

1.6.2. La oleorresina como defensa en Pinus spp

La resina constituye uno de los principales mecanismos de defensa en coniferas
(Keeling & Bohlmann, 2006; Celedon & Bohlmann, 2019). Las coniferas producen
abundante cantidad de oleorresina (comtnmente llamada resina) en sus tejidos
(Phillips & Croteau, 1999), que se almacena en estructuras anatémicas especificas
(Celedon & Bohlmann, 2019). La resina preformada (constitutiva) fluye hacia
donde se ha producido una herida o al punto de entrada del patégeno, sellando la
herida, aislando al organismo invasor y formando una barrera que impide su
avance, constituyendo asi una defensa fisica (Luchi et al., 2005; Phillips & Croteau,
1999). La exudacién de la oleorresina también es una defensa quimica, debido a

que algunos compuestos de su composicién resultan téxicos o inhibidores (Celedon
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& Bohlmann, 2019; Phillips & Croteau, 1999) frente a insectos (Eyles et al., 2010;
Faccoli & Schlyter, 2007; Keeling & Bohlmann, 2006) y microorganismos como
hongos (Savluchinske-Feio et al., 2006; Fraser et al., 2016). Bajo estrés bidtico o
abidtico, la biosintesis de resina aumenta y se inducen cambios en su composicion
(resina inducida) que ocasionan que tenga un efecto més téxico debido a un
aumento de los terpenos que la constituye (Celedon & Bohlmann, 2019; Kim et al.,
2010; Liu et al., 2021).

La resina en coniferas estd compuesta por una mezcla compleja de terpenoides (o
terpenos) que incluye los volatiles monoterpenos (MTs), sesquiterpenos (STs) y
diterpenos neutros (DTs), estos tltimos los menos volatiles, y diterpenos acidos
(DRAs) no volatiles (Phillips & Croteau, 1999). Se ha descrito el papel
antimicrobiano de numerosos compuestos terpénicos individuales. Por ejemplo, se
sabe que el MT a-pineno es un compuesto con actividad antifingica (Andrews et
al., 1980) o que terpenos como citronellol y geraniol poseen un fuerte efecto

antimicrobiano (Guimarées et al., 2019).

Los terpenoides se sintetizan a partir de dos rutas metabdlicas: la ruta del
mevalonato (MVA), localizada en el citosol, y la ruta del metileritritol fosfato, o
ruta independiente de mevalonato (MEP), localizada en el cloroplasto (Alicandri et
al., 2020) (Figura 10). A partir de estas dos rutas se sintetiza pirofosfato de
isopentenilo (IPP) y pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP), dos moléculas de 5
dtomos de carbono las cuales son precursores del resto de terpenos (Pazouki &
Niinemets, 2016). Estas dos moléculas se pueden ensamblar por la accién de
preniltransferasas dando lugar a pirofosfato de geranilo (GPP, C10), pirofosfato de
farnesilo (FPP, C15), pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP, C20) y escualeno (C30)
(Alicandri et al., 2020; Pazouki & Niinemets, 2016). Estos compuestos se
transforman en los distintos terpenos por la accién de las terpeno sintasas (TPSs),
las cuales dan lugar a: hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15) y diterpenos (C20), clasificados en funcién del niimero de 4tomos de carbono
que poseen (Tholl & Lee, 2011). Ademéas de su implicacién en defensa, los
terpenoides tienen un papel fundamental en la planta ya que son precursores de
algunas fitohormonas, como giberelinas, 4acido abscisico, citoquininas,
brasinoesteroides y estrigolactonas. También son precursores de los carotenoides,

ubiquinona y plastoquinona (Alicandri et al., 2020).
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Figura 10. Rutas MVA y MEP para la sintesis de terpenos

Se han estudiado los cambios cualitativos y cuantitativos de los terpenos
constituyentes de la oleorresina en las coniferas en respuesta a organismos
invasores. Por ejemplo, tras la infeccién de Picea abies (L.) H.Karst. por
Heterobasidion spp., se detect6 un aumento de algunos MTs, concretamente el alfa-
pineno y el 3-careno (Zamponi et al., 2007). Adema4s, los genotipos resistentes de
Picea se correlacionaron con mayores contenidos de MTs y STs (Liu et al., 2021).
También se han estudiado los cambios en la composicién de la resina en P. pinaster
y P. radiata en respuesta a la alimentacion de insectos como Hylobius abietis L. y
Thaumetopoea pityocampa Den. & Schiff, o a la aplicacién exégena de

metiljasmonato (Lombardero et al., 2019; Lundborg et al., 2019; Moreira et al.,
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2013). En el estudio de Lombardero et al., (2019) se describen cambios en algunos
terpenos en respuesta a 7Tomicus piniperda L., el cual es vector y se encontraba
asociado con F. circinatum. En este estudio se vio que P. pinaster aumenté la
cantidad de terpenos en respuesta al ataque de 7. piniperda pero no en respuesta
a F. circinatum. Al contrario, P. radiata aument6 la concentraciéon de terpenos
frente al insecto y frente al hongo. Por desgracia, en este estudio solo se analizaba
un reducido numero de terpenos, principalmente MTs, y no se incluia ningun
DRAs. El grupo que menos atencion ha recibido es el de los DRAs, a pesar de que
alguno de ellos presenta importantes propiedades antifingicas (Kusumoto et al.,
2014). Lépez-Goldar et al., (2020) demuestran que tanto P. pinaster como P.
radiata aumentan la concentraciéon de DRAs después del ataque de H. abietis,

siendo la respuesta en P. pinaster mayor que en P. radiata.

La oleorresina se sintetiza y acumula en estructuras anatémicas especializadas
(Franceschi et al., 2005; Hudgins et al., 2004). En el caso del género Pinus, estas
estructuras son fundamentalmente los canales resiniferos (Figura 11), los cuales
se encuentran de manera constitutiva en el xilema y cortex y se encuentran
conectados entre si, formando una red ramificada y compleja (Franceschi et al.,
2005; Phillips & Croteau, 1999). Los canales resiniferos se encuentran rodeados de
células epiteliales y por una o mas capas de células acompanantes, caracterizadas
por ser células de paredes gruesas no lignificadas muy ricas en sustancias
pectinicas y cuya ldmina interna contiene suberina (Rodrigues, 2016) Ademas de
los canales preformados (constitutivos), la formacién de canales resiniferos puede
ser inducida por factores externos, tales como heridas o ataques de insectos y
patégenos (Chen et al., 2019; Franceschi et al., 2005; Kim et al., 2010; Luchi et al.,
2005; Phillips & Croteau, 1999) asi como por la aplicacién exégena de acido
metiljasménico (Hudgins et al., 2004; Lépez-Villamor et al., 2021). Estos canales
resiniferos inducidos se denominan canales traumaéticos (traumatic resin ducts
TRDs) que se encuentran normalmente en 1 o 2 series de anillos tangenciales en

el xilema del afio en el que se produjo el dafio (Bannan, 1936).

La induccién de los TRDs también implica una mayor biosintesis y acumulacién de
resina (Franceschi et al., 2005). Este aumento en la cantidad de resina en
respuesta a un estrés bidtico normalmente se correlaciona positivamente con la
resistencia en los pinos (Krokene & Nagy, 2012; Nagy et al., 2006). Adema4s, se han
asociado algunas caracteristicas de los canales resiniferos, tanto constitutivos
como inducidos, con la resistencia frente a distintos patdgenos y herbivoros
(Ferrenberg et al., 2014; Kane & Kolb, 2010; Vazquez-Gonzalez et al., 2020). Por
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ejemplo, un aumento en el tamano, la abundancia y la densidad de los canales
resiniferos son rasgos frecuentemente relacionados con individuos resistentes,
mejorando las defensas quimicas y fisicas (Krokene & Nagy, 2012; Nagy et al.,
2006). Tanto la composicién quimica de la resina como las caracteristicas de los
canales resiniferos son rangos adaptativos que resultan de un proceso coevolutivo
de los patégenos y las coniferas (Keeling & Bohlmann, 2006; Krokene & Nagy,
2012). De esta manera, las coniferas se defienden exitosamente de la mayoria de
los organismos invasores y estos, también han desarrollado diferentes estrategias
para superar las defensas de los arboles, siendo incluso capaces de utilizar los
terpenos en su propio beneficio (Celedon & Bohlmann, 2019; Keeling & Bohlmann,
2006; Vazquez-Gonzalez et al., 2020).

La asociacion positiva observada entre la cantidad de resina y la resistencia a
patdogenos parece que no es cierta para patdogenos que utilizan los canales
resiniferos para propagarse en las plantas. En este caso, la infecciéon se ve
favorecida por el tamano de los canales resiniferos (Krokene & Nagy, 2012;
Rodriguez-Garcia et al., 2023; Vazquez-Gonzalez et al., 2020). Por ejemplo, los
pinos susceptibles al nematodo Bursaphelenchus xylophilus Steiner & Buhrer
poseen canales resiniferos constitutivos mas anchos en el cortex y canales mas
pequenos en el xilema que las especies menos susceptibles. Ademas, los canales
inducidos del xilema son mas numerosos en las especies susceptibles (Rodriguez-
Garcia et al., 2023). F. circinatum también es un patégeno que utiliza los canales
resiniferos para propagarse dentro del huésped (Martin-Rodrigues et al., 2013)
pero no se ha estudiado la influencia del tamano de los canales en la susceptibilidad

frente al patogeno.
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Canales resiniferos del cortex

anales resiniferos del xilema

Figura 11 Seccién de un corte transversal del apice de una plantula de P. radiata de 11

100 ym

meses de edad

Ademas, el hecho de que se mueva en la planta por los canales resiniferos sugiere
que el patéogeno debe al menos tolerar la resina. Existen ademas otras evidencias
sobre la tolerancia de F. circinatum frente a la resina. Se ha ensayado el efecto de
varios monoterpenos en el crecimiento del micelio y en la germinacién de esporas,
comparandolo con Fusarium temperatum Scaufl. & Munaut, especie no patogénica
(Slinski et al., 2015). En este estudio se demostré que la inhibicién en crecimiento
y germinacion causada por los monoterpenos estudiados es menor en F. circinatum
que en F. temperatum. Barrows-Broaddus & Dwinell, 1983 observaron que la
produccion de resina no ofrecia una accion protectora en planta contra F.
circinatum, sugiriendo que el patégeno utiliza la resina en su propio beneficio
cuando coloniza el huésped. En general, se ha establecido que hay una correlacion
positiva entre la resistencia a patdgenos y la emision de terpenos volatiles y la
produccién de resina (Hammerbacher et al., 2019). Sin embargo, la inoculacién
artificial de F. circinatum en diferentes especies de pino demostrd que los niveles
de resina son mayores en plantas infectadas por £ circinatum que en plantas a las
que se les ha producido una herida artificial, sin que esta produccién de resina
aumente la resistencia frente al hongo (Kim et al., 2010; Martin-Rodrigues et al.,
2013). Ademas, la resina se produce de manera més abundante en especies
susceptibles que en resistentes (Enebak & Stanosz, 2003; Kim et al., 2010).
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1.6.3. Perfil transcriptomico de la interaccion entre Pinus spp y

Fusarium circinatum

Se han realizado varios estudios sobre la interaccion de Pinus spp. con F.
circinatum usando la secuenciaciéon dual de RNA como aproximacion. En estos
estudios se enfatizé en el papel de la regulaciéon de las fitohormonas en la
resistencia de las distintas especies de pinos. Por ejemplo, se ha demostrado una
respuesta mas temprana a la infecciéon por parte de P. tecunumanii, especie
resistente, respecto a P. patula, especie susceptible (Visser et al., 2019). Lo mismo
se ha observado en P. pinea (resistente) y P. radiata (susceptible) (Zamora-
Ballesteros et al., 2021).

En el caso de P. pinaster, el estudio transcriptéomico realizado por Hernandez-
Escribano et al., (2020) a los 3, 5 y 10 dpi mostré que la resistencia moderada de
esta especie a F. circinatum podria explicarse por la activaciéon de las vias de
senalizacion reguladas por fitohormonas. Ademas, la expresion de los genes del
patogeno sugiere la manipulacion en el equilibrio de fitohormonas del huésped
para su propio beneficio. Concretamente mediante la perturbaciéon de la
homeostasis del etileno mediante la expresion de genes flingicos relacionados con
la biosintesis de esta hormona, el bloqueo del acido jasmoénico mediante la
supresiéon de COI1 (coronatine insensitive 1) y la inhibicién de la biosintesis del
acido salicilico mediante la sintesis de la familia de genes JOSH (isochorismatase

family hydrolase genes).

En este trabajo se identificaron un total de 13323 DEG en P. pinasterinoculado en
comparacion con las plantas inoculadas con agua. Se observ) un aumento notable
de la expresiéon de DEG de los 3 a los 10 dpi. Ademas, se identificé un gen
codificante para una proteina de resistencia tipo CC-NBS-LRR, con dominios LRR,
NB-ARC y RPWS, el cual es el DEG cuya expresion se indujo mas, con un logz FC
(Fold change, tasa de cambio) 25,08, 34,81 y 23,50 a los 3, 5 y 10 dpi
respectivamente. En F. circinatum a los 3, 5 y 10 dpi se encontraron 4070, 4366 y
4372 DEG respectivamente. Al comparar los DEG a los 3 dpi respecto a los de los
5 dpi, en las plantulas inoculadas se encontraron 3427 genes cuya expresion
disminuia y solo 11 regulados positivamente. Este patron se repitié de los 3 a los
10 dpi, con 4307 genes regulados negativamente y 21 positivamente y de los 5 a los

10 dpi, con 1599 genes regulados negativamente y 24 regulados positivamente.

En Hernandez-Escribano et al., (2020) se clasificaron los DEG en 30 grupos, de los

cuales 12 poseian términos GO (Gene Ontology) enriquecidos y representaban el
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92,7% de estos. Los GO se tratan de términos descriptivos que permiten asociar a
un producto génico con un procesos biolégicos (BP), una funcién molecular (MF) y
un componente celular (CC). Aqui presentamos de manera resumida como se

distribuyeron estos términos GO dentro de los grupos mas importantes.

Los genes del grupo 1 estaban regulados positivamente a los 5 y 10 dpi y
ligeramente a 3 dpi. Los términos GO incluidos en la categoria BP estaban
relacionados con la respuesta frente a estimulos, la respuesta frente a la quitina,
la regulacion de las especies reactivas de oxigeno, la respuesta frente al estrés
oxidativo, la regulacion positiva de la muerte celular y la transducciéon de
fosforilacion, todas respuestas comtinmente relacionadas con el estrés biotico. En
este grupo también se detectaron términos relacionados con el etileno, acido
jasmoénico y salicilico, asi como resistencia sistémica adquirida (SAR) mediada por
SA. En la categoria MF, los términos estaban relacionados con la actividad
glicosiltransferasa, actividad catalitica, actividad lipasa y actividad liasa. En la
categoria CC solo habia términos referentes a la membrana plasmatica y periferia

celular.

La expresion de los DEG del grupo 2 estaba inducida en todos los dpi,
especialmente a los 3 dpi. En la categoria BP encontramos términos relacionados
con procesos metabodlicos celulares, localizacion celular, biogénesis de componentes
celulares, transporte citosélico, transporte mediado por vesiculas y proceso
catabdlico proteico dependiente de ubiquitina mediado por proteasoma. Los
términos MF estaban relacionados principalmente con actividades de unién, unién
a proteinas, union a compuestos heterociclicos, unién a nucleétidos y actividades
de fosforilasa e hidrolasa. Los términos CC se relacionaron con la membrana de la

vacuola, la cubierta de la membrana celular y la cubierta de la vacuola.

En el grupo 3 la mayoria de los DEG estaban regulados positivamente a los 10 dpi.
Estos se encontraron en la categoria BP con DEG relacionados con procesos
metabdlicos de flavonoides y antocianinas, transporte hormonal, respuesta al
estrés oxidativo, respuesta al acido jasmoénico y transporte polar de auxinas. No
habia términos GO enriquecidos relacionados con la categoria MF y en la categoria
CC se encontraron DEG relacionados con el complejo NADH deshidrogenasa, la
vacuola y las mitocondrias. En el grupo 5 solo habia tres términos GO enriquecidos

dentro de la categoria BP, todos relacionados con el transporte.

Por ultimo, los DEG dentro de los grupos 18, 19, 27 y 29 se regularon

negativamente principalmente a los 10 dpi, y de menor manera a los 3 y 5 dpi. Los
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términos GO dentro de estos grupos estaban relacionados con el crecimiento, el
desarrollo, la reproduccion, la morfogénesis y la fotosintesis. También se
encontraron términos relacionados con procesos metabdlicos tales como

metabolismo de isoprenos, terpenoides y carotenoides.
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2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es profundizar en el conocimiento de la
interacciéon de Pinus y Fusarium circinatum. La produccion de resina es un
mecanismo general de defensa en pinos frente a patdgenos, pero como se ha
mencionado anteriormente, hay evidencias que indican que F. circinatum es
tolerante a ella. El estudio se realizara utilizando como huéspedes P. pinastery P.
radiata, las dos especies afectadas por la enfermedad en Espana y con distinto
grado de susceptibilidad. Por otro lado, desde la introduccién del patégeno en la
Peninsula no se ha estudiado su evolucién genética, a pesar de que es un aspecto
fundamental para desarrollar medidas de control adecuadas frente a la

enfermedad.

Los objetivos especificos que se plantean son:

1) Determinar la variacién espacial y temporal de la poblacién espafiola de F!

circinatum desde su introduccién en Espana

Se estudiara la estructura genética actual, determinada a partir de un
muestreo hecho en 2020. Los resultados obtenidos se compararan con el analisis
de la poblaciéon hecho alrededor de 2010, después de la introducciéon del

patogeno.

2) Evaluar el efecto de la resina inducida y constitutiva en el crecimiento de F.

circinatum.

Se medira el crecimiento in vitro de F. circinatum en presencia de resina
inducida y constitutiva obtenida de las dos especies, P. pinastery P. radiata.
También se medira el crecimiento en presencia de algunos de los terpenos

individuales que forman parte de la resina.

3) Estudiar los cambios inducidos en P. pinastery P. radiata como mecanismo de

defensa frente a F. circinatum.

Se compararan los cambios anatémicos y de la composicion de la resina de las
dos especies de pino infectadas con F. circinatum. Ademads, se utilizara el

transcriptoma obtenido anteriormente durante la interaccion de P. pinaster
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frente a F. circinatum para identificar los genes implicados en la biosintesis de

terpenos.
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3. Material y métodos

3.1.Variacion temporal y espacial en la estructura genética de

la poblacion espaiiola de Fusarium circinatum

3.1.1. Muestreo y material fangico

El muestreo de F. circinatum se realizé entre los anos 2018 y 2020 en Galicia,
Asturias y Pais Vasco. Todos los aislados se obtuvieron de chancros de arboles
adultos que mostraban sintomas de PPC. Para ello, se cortaron pequefias piezas
de tejido de la zona marginal de los chancros y se esterilizé la superficie de la
madera sumergiéndola durante 1 minuto en una solucién de hipoclorito sédico al
30% con Tween 20 (100 ul L'1). Después se realizaron dos lavados con agua
destilada estéril y se plaquearon en medio selectivo para Fusarium (FSM)
(Aegerter & Gordon, 2006) (Tabla 1). Las placas se incubaron en oscuridad a una
temperatura de 22-24°C.

Tabla 1. Composicion de los medios utilizados en el aislamiento e identificacién de #.

circinatum
Medio selectivo de Fusarium (FSM)
Peptona 15 g/L
Agar 20 g/L
KH>PO4 1 g/L
MgSO04-7H=20 0,5 g/L
PCNB 0,2 g/LL
Estreptomicina 0,3 g/LL
Medio Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)
Agar 15 g/L
KH2PO4 1g/L
KNOs 1 g/L
MgSO4-7H20 0,5 g/L
KCL 0,5 g/L
Glucosa 0,2 g/LL
Sacarosa 0,2 g/LL
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La 1identificacion de los aislados se realiz6 en base a sus caracteristicas
morfologicas y por técnicas moleculares. Para la identificacion morfolégica, los
aislados obtenidos se transfirieron a medio Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)
(Nirenberg, 1981) (Tabla 1) y se incubaron en oscuridad durante 7-10 dias a 25°C.
Después de este periodo, los aislados se observaron bajo el microscopio éptico en

busqueda de circinos, los cuales son caracteristicos de F. circinatum.

La identificaciéon molecular se realiz6 mediante PCR, utilizando los cebadores
especificos CIRC1A y CIRC4A (Schweigkofler et al., 2004), en un volumen final de
la reaccion de 25 pl utilizando 1 pl de ADN como molde. E1 ADN se extrajo del
micelio crecido en PDA (Condalab, Madrid, Spain) utilizando el kit NZY
Plant/Fungi gDNA Isolation (NZYTech, Lisbon, Portugal), segtin las instrucciones
del fabricante. La amplificacion mediante PCR se realiz6 en un termociclador
Veriti 96 well (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones: una etapa
inicial a 94°C durante 3 minutos, seguida de 45 ciclos de amplificacién con una fase
de desnaturalizacion a 94°C durante 35 segundos, alineamiento a 66°C durante 55
segundos y elongaciéon a 72°C durante 50 segundos, por dltimo, una extension final
a 72°C durante 12 minutos. El producto de PCR se visualizé en un gel de agarosa
(Agarose MS-12, Condalab, Madrid, Spain) al 1%, tefiido con RedSafe (RedSafe
Nucleic Staining Acid Solution, Intron Biotechnology, Seongnam-si, Republic of

Korea) bajo luz UV. Los aislados de F. circinatum producen un amplicon de 360 pb.

Se obtuvieron un total de 45 aislados monospodricos de F. circinatum, 5 aislados de
Galicia, 9 de Asturias y 31 de Pais Vasco (Tabla 2). Para el estudio se utilizé un
Unico aislado por arbol en cada plantacion afectada. Ademas, para el analisis de la
variacion genética del patdgeno en el tiempo, se utilizé6 un conjunto de aislados
mantenidos en el Instituto Agroforestal Mediterrdneo (Universitat Politécnica de
Valéncia) y recolectados desde 2004 hasta 2011 (Tabla 2), durante el inicio de la
primera epidemia en Espana. Los aislados se seleccionaron por procedencia, para
poder estudiar la evolucién de la diversidad genética en el tiempo, durante los dos
periodos de muestreo entre 2004-2011 y 2018-2021. Ademas, se incluyeron aislados
obtenidos en vivero, los cuales se consideraron como una unica poblacidn,
independientemente de la zona. El conjunto de aislados seleccionados
representaban el total de haplotipos identificados en Berbegal et al., (2013),
trabajo en el que se describié la estructura genética de la poblacion de F'circinatum

en Espana.
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Tabla 2. Numero de aislados usados para este estudio con su procedencia geografica y

periodo de muestreo.

Usados para

., Afio de . Aislados
Region M Origen G d
estreo (N) a rupo de
HESHE VCG: SSRP apareamiento
2004- Plantaciéon 8 8 8 8
. 2011
Galicia .
2018- Plantacién 5 5 5 5
2021
2004- Plantaciéon 5 4 5 5
. 2011
Asturias .,
2018- Plantacién 9 9 9 9
2021
2004- Plantaciéon 15 15 15 15
i 2011
Pais Vasco .,
2018- Plantacién 31 31 15 31
2021

. 2004- Plantacién 20 20 - 20
Cantabria 2011

Castilla y 2004- ., b 5 - 5
Lebn 2011 Plantacion

. . 2004- Vivero 9 9 9 9
Viveros 2011
Total 107 106 66 107

2 grupo de compatibilidad vegetativa
b marcadores microsatélites
¢ Localizacién de los viveros. Asturias: Castropol, Siero, Grado, Navia y Valdés; Castilla y

Leon: Cembrano; Cantabria: Torrelavega; Galicia: ubicacion desconocida

3.1.2. Extraccion de ADN

El micelio fresco del hongo crecido en PDA (Condalab, Madrid, Spain) a 22°C se
tritur6 hasta polvo fino en un mortero con ayuda de nitrégeno liquido. E1 ADN se
extrajo mediante el kit E.N.Z.A Plant DNA (Omega Biotek, Norcross, GA, USA) o
mediante el kit NZY Plant/Fungi gDNA Isolation (NZYTech, Lisbon, Portugal),
siguiendo las instrucciones facilitadas por el fabricante. E1 ADN obtenido mediante
el kit NZY Plant/Fungi gDNA Isolation se utilizé exclusivamente para el analisis
por microsatélites. La cantidad y calidad del ADN se evalu6 utilizando un
espectrofotémetro (Nanodrop 2000, ThermoFisher Scietific, Waltham, MA, USA).
Solamente se us6 ADN con una relacion de absorbancia 260/280 y 260/230 > 1.8.
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3.1.3. Determinacion del Grupo de apareamiento

El grupo de apareamiento de cada aislado se determiné en una PCR multiplex
usando los cebadores descritos en Schweigkofler et al., (2004) y Wallace & Covert,
(2000) MAT1pl (AGAAACTGACTGATACATCAAGGGG) MAT1p3
(TCATAAGAAGTGTTGAAGGAATCACAG) y GcHMG1
(CTTTACCGTAAGGAGCGTCACCAT)- GcHMG2
(TGATCCGCCATCTGCTTGTAGAGT) para los alelos MAT-1 y MAT-2
respectivamente. El volumen final de reaccién fue de 25 ul con 1 ul de ADN como
molde. Las condiciones fueron las siguientes: una etapa inicial a 94°C seguida de
30 ciclos de amplificacién con una fase de desnaturalizacién a 94°C durante 30
segundos, alineamiento 61°C durante 50 segundos y elongacién 72°C durante 50
segundos, por ultimo, se realiz6 una extension final a 72°C durante 12 minutos.
Los productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa (Agarose MS-12,
Condalab, Madrid, Spain) al 1.5% tefiido con RedSafe (RedSafe Nucleic Staining
Acid Solution, Intron Biotechnology, Seongnam-si, Republic of Korea). Los aislados
MAT-1 mostraron un amplicén de 380 pb, mientras que los MAT-2 de 190 pb.

3.1.4. Determinacion de haplotipos por marcadores SSR

La cuantificacién del nimero de repeticiones de los microsatélites fue realizada por
AllGenetics and Biology S.L. (A Corufia, Espafia). Se utilizé un conjunto de siete
microsatélites disefiados previamente para F. circinatum (Santana et al., 2009) y
seleccionados por Berbegal et al. (Berbegal et al., 2013) debido a su polimorfismo,
amplificacién especifica y reproducibilidad (Tabla 3). La amplificacién de los loci
SRR se realiz6 mediante 3 PCR multiplex donde el polimorfismo de los loci fue
analizado en 66 aislados de F. circinatum (Tabla 2). Cada reaccién se hizo en un
volumen final de 12.5 pl e incluia tres componentes: (1) un cebador directo
especifico para los microsatélites, (2) Un cebador reverso con una cola de
oligonucleétidos en el extremo 5°, (3) un oligonucleétido marcado con fluorescencia
1déntico a la cola del extremo 5 del cebador reverso. Las colas de oligonucle6tidos
utilizadas fueron las secuencias universales M13 (GGA AAC AGC TAT GAC CAT),
CAG (CAG TCG GGC GTC ATC) y T3 (AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG) que se
marcaron con el fluoroforo HEX, FAM y TAMRA, respectivamente. Los productos
de PCR se sometieron posteriormente a un analisis de fragmentos en un ABI
3730x1 ADN Analyzer (Applied Biosystems, MA, USA).
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Tabla 3. Loci SRR seleccionados para F. circinatum con sus correspondientes cebadores

Locus Secuencia Nombre del Secuencia del cebador
repetida cebador®
~ FCM-2  (TTTC)s FCM-2F  CGGAAGCAATCAGGACATTT
FCM-2R GAGCATGATGTCTCTCGAAGC
~ FCM-4 = (TTCTT)s FCM-4F = TGGTCCCGGCTCATTTACTA
FCM-4R AAAAGAAGACCCGCCTGATG
FCM-6 (GTGO)7 FCM-6F GATGGAGATGAATGGGGAAA
FCM-6R GCCTCAGGTTGGTCTGGTTA
FCM-7 (AGGAGA)s FCM-7F ACGGCAGTGAAAAGAAGCAT
FCM-7R CAAGACCCTCTTGGCATCTC
FCM-19 A1z ~ FCM-19F = GCGTCTTCCTCTGCCATTT
FCM-19R TAAGATTGAGGTTGTGCGGTTG
FCM-25 (TGTCT)s FCM-25F TGATTCCTCCTGCCTCATTC
~ FCM-25R  TAGGGCGATGTCTCTGGTTT
FCM-26 (A2 FCM-26F CAAACCGGCCAGAGACAG
FCM-26R TTCTCCAACCACCCTTGAAC

a B cebador directo, R: cebador inverso

3.1.5. Determinacion de los grupos de compatibilidad vegetativa

Los grupos de compatibilidad vegetativa (VCGs) se determinaron en base a la
metodologia desarrollada por Correll etal. (1987), aunque con ligeras
modificaciones. La determinacién de los VCGs se basa en los emparejamientos de
mutantes no utilizadores de nitrato (mutantes ni¥). Para la generacién de
mutantes nit, los aislados se cultivaron en medio Czapeck (Cz) (Condalab, Madrid,
Espafia) suplementado con un 4% de clorato potéasico, a 25°C con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 horas. Los sectores de micelio que presentaron un crecimiento
rapido en los primeros 4-10 dias fueron transferidos a medio Cz. En este medio, los
aislados que presentaban un crecimiento con hifas delgadas, expansivas y sin
micelio aéreo fueron considerados mutantes nit (Figura 12A). Para confirmar la
estabilidad de los mutantes nit estos se pasaron a PDA y posteriormente se
volvieron a sembrar en Cz y en Cz mas clorato potasico y se evaludé que se

mantuviera la condicién de mutante

Para el fenotipado de los mutantes nit (nit1/3 0 nitM), estos se cultivaron en medio
minimo (Puhalla & Spieth, 1983) (Tabla 4), suplementado con 0.2g/L de
hipoxantina (ThermoFisher Scietific, Waltham, MA, USA). Las placas se

incubaron a 25°C con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas durante 4 dias. Aquellos
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mutantes que presentaban un crecimiento del micelio fino y delgado, sin parte
aérea en comparacion con el no mutante, se consideraron nitM. Por el contrario, el
aislado era considerado mutante nit1/3 (Figura 12 A). No se intenté distinguir
entre mutantes nitl y mutantes nit3 debido a que el emparejamiento entre estos
dos mutantes, en el caso de que pertenezcan al mismo VCG, desarrolla el

heterocarion de manera muy lenta (Klittich & Leslie., 1988).

Tabla 4 Composicién del medio minimo utilizado para el fenotipado de los mutantes no
utilizadores de nitrégeno (nit) de F. circinatum (Puhalla & Spieth, 1983)

Medio minimo

Agar 20 g/LL
Sacarosa 30 g/LL
KH2PO4 1g/L
MgSO4-7H20 0,5 g/LL
KCL 0,5 g/LL
FeSO4-7TH20 10 mg/L

Para determinar los VCGs se realizaron emparejamientos entre mutantes nit1/3y
mutantes nitM de pares de aislados distintos en todas las combinaciones posibles.
Para ello, se colocaron discos de micelio de aproximadamente 0,5 cm de diametro
con una separacion de 3 cm enc-e ellos en medio Cz, de manera que los miiiantes
nitl/3 quedaran enfrentados a los mutantes nitM (Figura 12 B). Las placas se
incubaron a 25°C en oscuridad durante 4-15 dias y se observaron periédicamente
en busqueda de la apariciéon de micelios densos en la zona de contacto entre los
pares de aislados, formando el heterocarion (Figura 12 B). Los mutantes que con el
cruzamiento originaban un crecimiento denso forman parte del mismo grupo de
compatibilidad vegetativa. También se realizaron cruzamientos entre mutantes de
un mismo aislado con el fin de comprobar la autocompatibilidad del heterocarion
(HIS), hecho que se ha descrito para el complejo Gibberella fujikuroi (Klittich &
Leslie., 1988).

42



Material y métodos

Figura 12. A: Fenotipado de mutante nit de F. circinatum en medio minimo suplementado
con hipoxantina. Arriba a la izquierda se encuentra el aislado original, en la mitad derecha
mutantes nit1/3, que presentan un crecimiento igual al del aislado original. Abajo a la
izquierda, un mutante nitM, con el crecimiento caracteristico del micelio con hifas finas y
transparentes y sin parte aérea. B: Cruzamientos entre mutantes nitMy mutantes nit1/3
en Czapeck. Se observa la formacion de un micelio denso en el area donde se entrecruzan

los aislados del mismo VCG.

3.1.6. Analisis estadistico de los datos

Para poder realizar el analisis de los datos obtenidos estos se estratificaron en
poblaciones definidas por el momento de muestreo, denominadas respectivamente
muestreo 1, para los aislados obtenidos entre los anos 2004 y 2011, y muestreo 2
para los aislados obtenidos entre los afios 2018 y 2021. A su vez estos muestreos se
subestratificaron en funcién del origen geografico de los aislados (Galicia, Asturias
y Pais Vasco) (Tabla 2). Adema4s, se determinaron los VCGs de los aislados del
muestreo 1, los cuales no se habian identificado previamente, y que ademas se
habian recolectado en otras regiones (Cantabria y Castilla y Leén) (Tabla 2) no

muestreadas en el muestreo 2.

La diversidad genética se estimé mediante marcadores moleculares basandose en
el nimero de alelos y las frecuencias alélicas para cada Jocus SRR. Para cada
aislado, se defini6 un MLG combinando el nimero de repeticiones en los alelos de
cada Jocus SSR. Se utiliz6 la terminologia publicada en Berbegal et al., 2013 para
los MLGs previamente identificados, denominandose de igual manera que en este
trabajo. Ademas, el andalisis de datos se realiz6 para la totalidad del conjunto de
los aislados, es decir, incluyendo aislados clonales, y para el conjunto de datos una

vez efectuada la correccién clonal, con un solo aislado por MLG y muestreo.
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El an4lisis de datos se realizé en su mayoria utilizando el software R (versién
4.2.0), utilizando los paquetes adegenet (Jombart, 2008) y poppr (Kamvar et al.,
2014). Con el objetivo de evaluar si los marcadores utilizados tenian la suficiente
variabilidad para identificar todos los MLG en el conjunto de datos se cre6 una
curva de acumulacién de genotipos. Ademas se calcul6 el indice de Shannon-
Wiener (H) (Shannon, 2001), el indice de Stoddart y Taylor de diversidad
genotipica (G) (Stoddart & Taylor, 1988) y la uniformidad (Es) (Griinwald et al.,
2003; Ludwig & Reynolds, 1988; Pielou, 1975). Estos, se utilizaron con el fin de
estimar la diversidad de los MLGs (Arnaud-Haond et al., 2007) teniendo en cuenta
la clonalidad de las poblaciones. La riqueza genotipica se calculé utilizando el
nimero esperado de haplotipos (eMLG) basado en las curvas de rarefaccién
(Griinwald et al., 2003), ya que este método permite comparar distintas
poblaciones cuando el tamafio de estas difiere entre si. Ademas, se utiliz6 el indice
estandarizado de asociacién (rq, 0-1)(Agapow & Burt, 2001), en lugar del indice de
asociacién (In) (Brown et al., 1980), ya que este no estd tan influenciado por el
numero de Joci utilizados en el analisis. El test de significacién para la hipotesis de
ra= 0 (valor cuando la poblacién estd bajo apareamiento aleatorio y los alelos en
diferentes Joci no estan ligados) se basa en la distribucién esperada de Joci no

vinculados utilizando 1000 permutaciones.

Para representar las relaciones entre haplotipos, se construyeron dendrogramas
Neighbor-joining (NJ) y Minimum spanning network basados en la distancia
genética de Bruvo (Bruvo et al., 2004) con un Bootstrap de 1000 permutaciones.
Paralelamente, se realizaron dos tests mas para evaluar la ocurrencia de
reproduccion sexual. En primer lugar, se probd la hipétesis nula para el ratio de
tipos de apareamiento, siendo este 1:1 en el caso de un apareamiento aleatorio.
Para esto, se calculé la probabilidad teérica del resultado observado utilizando una
distribucién de probabilidad binomial de la hipétesis nula, con p = q = 0,5,
rechazandose la hipétesis nula cuando p <0,05. Esto se hizo en lugar de realizar
un test de chi-cuadrado debido a que la frecuencia observada en algunos tipos de
apareamiento es inferior a cinco. En segundo lugar, se estudi6 el peso de la
reproduccién sexual en la diversidad genética observada. Para esto, se utilizé el
software  MLGsim 2.0  (https://www.rug.nl/research/gelifes/tres/software,
consultado el 10 de octubre de 2022), con el fin de comprobar si dos aislados que
poseen haplotipos idénticos surgen de forma independiente mediante el
apareamiento aleatorio (Psex), basdndose en una simulacién con 1000

permutaciones.
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Se estimo la diferenciacion genética entre subpoblaciones utilizando el paquete de
R mmod (Winter, 2012) utilizando el indice estandarizado de Hedrick (G’st)
(Hedrick, 2005), el cual no estd influenciado por los niveles de variacién genética
interna. También se utilizé el método de analisis de varianza molecular (AMOVA)
con el fin de estimar la particién jerarquica de la poblacién entre muestreos, entre
distintos origenes geograficos y dentro de cada muestreo y cada regién (Excoffier
et al., 1992). En este AMOVA, la significacién del estadistico phi se basé en 999
permutaciones. Para el estudio de la variacion espacial se realizé un test de Mantel
con el objetivo de analizar la correlacion existente entre la distancia geografica
(calculada como la distancia euclidea entre las coordenadas geograficas donde se
recolectaron los diferentes aislados) y la distancia genética de Bruvo. Este test se
ejecuté mediante el softwre R y el paquete ade4 (Dray & Dufour, 2007) utilizando
la funcién mantel.randtest y su significaciéon se bas6 en 9999 permutaciones. Este,
ademas, se realizé entre las regiones dentro de cada muestreo y entre los dos
muestreos. Por dltimo, los migrantes entre poblaciones se analizaron mediante el
software Bayesass v. 3.4 (Wilson & Rannala, 2003). Los valores finales de los
parametros utilizados, establecidos mediante un proceso iterativo, fueron: a (tasa
de migracién) = 0,5, f (frecuencia alélica) = 1 y m (coeficiente de endogdmia) = 0,1,
lo que arroja un ratio de aceptacién de 0,48, 0,56 y 0,65. Este Gltimo no se pudo
reducir a los valores recomendados (20%-60%), probablemente debido al pequefio
numero de muestras. Las estimaciones del nimero de migraciones se calcularon

mediante el algoritmo de Monte Carlo basado en las cadenas de Markov.

3.2. Efecto de la resina de Pinus pinaster y Pinus radiata en el

crecimiento de Fusarium circinatum

3.2.1. Material vegetal y fangico, inoculaciéon y extraccion de la resina

Las plantulas de P. pinaster (Sierra Gredos ES-26-06) y P. radiata (ES Monte
Vasco Navarro) se obtuvieron de un vivero comercial. En el momento de la
inoculaciéon tenian 11 meses de edad y se mantuvieron en una camara de
crecimiento (Fitotron, Weiss Gallenkamp) a 24 °C con 12 h de luz durante el

experimento.

Para la inoculacién se utilizé un aislado virulento de F. circinatum (CECT 20759).
Ademas, se evalu6 el crecimiento de aislados de otros hongos en presencia del

extracto en hexano de la resina constitutiva de P. pinaster y P. radiata. Estos
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hongos fueron Ophiostoma minus (Hedge.) Syd. & P. Syd. (hongo del azulado en
Pinus) (ID n° 259 almacenado en ICIFOR, INIA-CSIC, Espana), Phaecomoniella
chlamydospora (W. Gams, Crous, M.J. Wingf. & L. Mugnai) Crous & W. Gams,
(patégeno de la vid) (Filamentous Fungi Database: CBS 229.95) y Aureobasidium
pullulans (de Bary) G. Arnaud, (endéfito de Pinus) (Filamentous Fungi Database:
CBS 621.80). Con el fin de obtener esporas de los aislados, se cultivaron en placa
Petri con medio PDA durante 7-10 dias a una temperatura de 20°C en oscuridad.
La suspension de esporas se prepardé en agua destilada estéril raspando la
superficie de la placa, filtrando la suspension a través de lana de vidrio y estimando
el namero de esporas en un hematocitometro. La suspension de esporas se ajusto

a 5x105 esporas/ml.

Las resinas constitutiva e inducida se obtuvieron respectivamente, de plantulas
sanas e infectadas con F. circinatum. Las plantulas se aclimataron durante una
semana antes de proceder con la inoculacién. Para hacer ésta, se cortaron los dos
primeros centimetros del apice y se depositoé en la herida una gota de 2 pl de la
suspensién de esporas (1000 conidias) con una micropipeta. Las plantulas se
cubrieron con una bolsa plastica durante 24h para mantener la humedad y
favorecer el proceso infectivo. Para la extraccién de resina se utilizaron un total de
48 plantulas de P. pinastery P. radiata. Lia mitad de ellas fueron inoculadas con
el patégeno, mientras que la otra mitad no recibié tratamiento. Se utilizaron tres
réplicas biolégicas (BR) por grupo (sanas e inoculadas), constituidas por ocho
plantulas cada una. Para la extraccion se cortaron los 1,5 cm superiores del tallo y
se congelaron inmediatamente a -80°C hasta su uso. La longitud final de la lesién

se midi6 antes de recolectar las plantas a los 20 dpi.

Para la extraccién de resina, el material vegetal se trituré en nitrégeno liquido
usando un mortero siguiendo las instrucciones de Sampedro et al., 2010 con
modificaciones. Se extrajeron 200 mg del tejido triturado durante 24 h en 1 ml de
hexano (Sigma-Aldrich) a 4 °C. El extracto se utilizé para el analisis de terpenos
neutros volatiles (MTs, STs y DTs). Posteriormente, el sedimento se resuspendié
en 1 ml de hexano. El sobrenadante se sec6é bajo un flujo de N2 y el extracto seco

se diluyo6 en 1 ml de metanol, el cual contenia los DRAs.

En resumen, la resina se extrajo de cada replica biolégica de P. pinaster 'y P.
radiata a los 20 dpi. La resina constitutiva proviene del conjunto de plantulas
sanas, mientras que la resina inducida proviene del conjunto de inoculadas con F.
circinatum. Para cada tipo de resina se obtuvieron dos extractos, uno en hexano

(que contiene MTs, STs y DTs) y otro en metanol (con DRAs).
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3.2.2. Medida del crecimiento de Fusarium circinatum

El efecto de la resina constitutiva e inducida en el crecimiento de F. circinatum se
midié espectrofotométricamente con un lector de microplacas (Multiskan FC,
Thermo Fisher), utilizando la absorbancia a 570 nm como indicador de la biomasa
fingica (Pinilla et al., 2022).

Para la puesta a punto del método, se evaluaron los siguientes parametros: La
concentracion inicial de esporas, el medio de cultivo y la adiciéon o no de aceite
mineral. Ademas, se evalud el crecimiento del hongo en el medio seleccionado
suplementado con hexano o metanol en distintas concentraciones con el fin de
determinar la concentracion en el que estos disolventes no afectan al crecimiento

del patogeno.

Finalmente se utilizé6 una microplaca (PS U96 estéril, Fisher Scientific) cuyos
pocillos se llenaron con un volumen final de 150 ul, que contenia: medio de
crecimiento basado en peptona (1 g/1 de peptona, 1,05 g/l de KH2PO4, 4 g/l NaNO3
y 0,1 g/l de MgS04+7H20); 10 esporas/ul de una suspensién fingica obtenida de
cultivo de hongo crecido durante 10 dias en PDA; y 0,8%, 1,5% o 3% del extracto de
la resina, disuelta en hexano o en metanol en funcién de la fraccién analizada
(MTs, STs y DTs en hexano y DRAs en metanol). Finalmente, solamente se
utilizaron las concentraciones 0,8% y 1,5% con el extracto en metanol y 0,8%, 1,5y
3% con el extracto en hexano. La concentracion del disolvente metanol al 3%, sin

la resina, afectaba al crecimiento del hongo (Figura 13).

Los pocillos se cubrieron con 37,5 pl de aceite mineral (Sigma-Aldrich) para evitar
la evaporacion de los terpenos. Para cada muestra se ensayaron 4 réplicas técnicas
y cada extracto de resina se evalué en dos bioensayos independientes. Las
microplacas se incubaron bajo agitacién (agitador orbital ELMI DOS-20L) a 130
rpm con una temperatura de 25°C en oscuridad. La medicién final de absorbancia
fue a las 144 h (6 dias). Antes de medir la absorbancia, la placa se agité a velocidad
media durante 5 segundos, seguido de una pausa de 2 segundos. Los datos se
registraron utilizando el software Skanlt 4.0 proporcionado por el fabricante y se
exportaron a Excel (Microsoft Office 2016, Washington, EE. UU.). Los controles se
prepararon reemplazando el extracto de resina por el disolvente respectivo (hexano
o metanol) en los pocillos. Adema4s, se utilizaron réplicas que contenian las esporas
de los hongos muertas (después de 3 h bajo luz ultravioleta) con el fin de eliminar
el posible efecto en la turbidez del inoculo sin crecimiento. La lectura de la

absorbancia de estas replicas se utilizé para corregir la medida en las réplicas
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donde crecian los hongos en presencia de la resina. Por tanto, los valores finales de
absorbancia de una réplica se calculan como la diferencia de lecturas con esporas
vivas menos las obtenidas con esporas muertas. El porcentaje de biomasa fungica
se calculb sobre el promedio de control del disolvente respectivo (que se calculd
como la diferencia de lecturas de absorbancia en un tiempo dado menos las lecturas

en el momento 0).

0.45
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0.25 —8—hex 0.8
. hex 1.5
o2 0.2
< —8—hex 3.0
0.15 —@— met 0.8
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Figura 13. Crecimiento de F. circinatum en medio basado en peptona y en presencia de
hexano y metanol a las concentraciones del 0,8, 1,5 y 3%, utilizadas posteriormente para
analizar el efecto de la resina. Las barras de error se corresponden con la desviacién
estandar. Se incluye la significancia de los valores de absorbancia entre el crecimiento del

hongo sin disolvente y el crecimiento con el disolvente a las concentraciones utilizadas

Por dltimo, se estudi6 el efecto de alguno de los terpenos constituyentes de la resina
m4s abundantes (Arrabal et al., 2002; Slinski et al., 2015) en un gradiente de
concentracion de hasta el 4%. Los terpenos elegidos fueron a-pineno, a-terpineol,
citronelol y timol (todos en el grupo MTs), beta-elemeno, isolongifoleno (grupo STs)
y 4cido 15-hidroxidehidroabiético (DRA), también se estudi6 el efecto del
1soeugenol, un fenilpropanoide derivado del eugenol. Se obtuvieron las curvas de
crecimiento a lo largo del tiempo para F. circinatum en un medio basado en peptona
y suplementado con diferentes concentraciones (0, 0,5, 1, 2, 3, 4%) de cada terpeno
disuelto en DMSO. El crecimiento fingico se midi6 de igual manera que lo descrito

anteriormente.
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3.2.3. Analisis estadistico

El efecto de la resina sobre la biomasa fingica se analizé utilizando el software
SAS Studio 3.8 (SAS Institute Inc.,, Cary, NC, EE. UU.). Las lecturas de
absorbancia a los 6 dias se analizaron para cada extracto mediante un modelo
mixto que incluia como factores fijos 'tipo de resina' (constitutiva e inducida de 2.
pinastery P. radiata, y disolvente como control), 'concentracién de resina' (0,8 y
1,5% para metanol y 0,8%, 1,5% y 3% para hexano), y su interaccién. La microplaca
se traté como un factor de agrupaciéon de efectos aleatorios, ya que cada placa se
llen6 con un tipo de resina. Las comparaciones por pares de las medias de minimos
cuadrados para todos los efectos se realizaron utilizando un test de Tukey a un
nivel de significacion de 0,05. La repeticién del experimento no mostré diferencias
significativas, por lo que los datos de ambos bioensayos se combinaron en el
analisis.

Se estudié el efecto de la resina constitutiva disuelta en hexano (a una
concentracién del 3%) sobre el crecimiento de otros hongos en una microplaca para
cada especie de pino, y los resultados se analizaron de igual manera que lo descrito
anteriormente. Solo se estudidé el efecto del extracto en hexano puesto que el
metanol al 3% afectaba al crecimiento de los hongos. El efecto sobre el crecimiento
de F. circinatum de terpenos especificos disueltos en DMSO se analizé6 en un
ANOVA, con la concentracién de terpenos (0, 0,5, 1, 2, 3 y 4%) como tnico factor.
Los valores medios de absorbancia se compararon mediante un test de Tukey de

comparacion multiple.

3.3. Respuesta defensiva de Pinus pinaster y Pinus radiata frente a

Fusarium circinatum

3.3.1. Material vegetal, inoculacion y extraccion de la resina

Se utilizaron plantulas de P. pinastery P. radiata de la misma procedencia y edad
que las usadas anteriormente. Las plantulas se mantuvieron en un invernadero de

bioseguridad P2 a 18-22°C durante todo el experimento.

Para las inoculaciones se utilizaron dos aislados de F. circinatum (aislados con
numeros de referencia 7 (CECT 20759) y 26). Estos aislados se obtuvieron entre
los afios 2004 y 2011 de la zona norte de Espafa y se almacenaron a -20°C en papel
de filtro colonizado (Whatman n°1). Las suspensiones de esporas se realizaron

segun lo descrito en Elvira-Recuenco et al., (2021) y la inoculacién se realizé segtin
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lo descrito en Hernandez-Escribano et al., (2020). Los controles se inocularon con
una gota de agua. Los tratamientos aplicados fueron: inoculacién con los aislados
7y 26 (I7, 126) de F. circinatum, inoculacién con agua estéril (MI) y plantas sin
herida (UW). Se midié la longitud final de la lesién antes de recolectar las plantas
a los 12 y 19 dias después de la inoculacién (dpi). Para el andlisis del perfil
terpénico, se utilizaron tres replicas bioldgicas constituidas cada una por un
conjunto de ocho plantas. Se cortaron los 1,5 cm superiores del tallo y estos se
conservaron inmediatamente a -80°C hasta su uso. Para el estudio de la anatomia
se recolectaron 5 plantas por tratamiento y por dpi, en estas se cortaron los 2,5 cm

superiores, eliminando las aciculas y se conservaron a -20°C hasta su uso.

La extraccién de la resina se realiz6 siguiendo el método descrito anteriormente.
Ademas, con el fin de poder realizar la posterior cuantificaciéon de los distintos
terpenos se anadi6 0,025 mg mL! de 4cido heptadecanoico (Sigma-Aldrich, Misuri,
EE.UU.), 0,0225 mg mL de isobutilbenceno y 0,025 mg -mL1 de heptadecano
(Honeywell Fluka) como estdndares internos. El sobrenadante se utilizé para el
analisis de terpenos volatiles (mono, sesqui y diterpenos neutros). Para el andlisis
de diterpenos acidos, el sedimento se sec6 bajo un flujo de N2 y el extracto seco fue
redisuelto en metanol con hidréxido de tetrametilamonio 1:10 (v/v) (TMAH, Sigma-

Aldrich, Misuri, EE.UU.), como agente de metilacién.

3.3.2. Respuesta anatomica

3.3.2.1. Estudio anatémico de los canales resiniferos

Se realizé un estudio anatémico de los canales resiniferos de 80 plantulas de P.
pinastery P. radiata (40 de cada especie), tratadas e inoculadas de igual manera
que para la extraccién de la resina (plantulas inoculadas con el aislado 7,
inoculadas con el aislado 26, con herida inoculadas con agua y plantulas sanas) y

recolectadas a los 12 y a 19 dpi.

Se cortaron secciones del apice del tallo de 2,5 cm de longitud (5 réplicas por
tratamiento) eliminando las aciculas en el momento de la recoleccién. El material
vegetal se conservo a -20°C hasta su procesamiento. Una vez descongeladas las
muestras, se eliminé la zona necrosada y se utiliz6 el tejido vegetal

mmediatamente posterior.

La preparacion de las muestras para su posterior observacion en el microscopio

6ptico se realizé siguiendo el protocolo de Férriz et al., (2023). En primer lugar, se
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introdujeron en un procesador de tejidos (LEICA TP1020) para su deshidratacién
en series progresivas de etanol (70%-100%) seguido de xileno y parafina liquida

segun la siguiente tabla (Tabla 5).

Tabla 5. Proceso secuencial de deshidratacion e inclusion en parafina del material vegetal

Etapa Reactivo Tiempo de inmersién
17 Etanol 70% 2 horas
27 Etanol 70% 2 horas
37 Etanol 90% 1 hora y 30 minutos
4 Etanol 90% 1 hora y 30 minutos
57 Etanol 96% 1 hora y 30 minutos
6° Etanol 100% 1 hora y 30 minutos
7t Etanol 100% 1 hora y 30 minutos
8? Xileno 1 hora y 30 minutos
9? Xileno 1 hora y 30 minutos
10* Parafina (al vacio) 2 horas
11° Parafina (al vacio) 2 horas

Una vez realizado este proceso, las muestras se embebieron en bloques de parafina
(Estacién LEICA Arcadia H) y una vez desbastados, se introdujeron en agua
destilada en una estufa a 30°C durante 24 horas para reblandecer los tejidos.
Utilizando un micrétomo de rotacién (LEICA RM2235) se cortaron secciones
transversales de 12um y se tifieron con una mezcla de Safranina y Azul Astra para
diferenciar el tejido lignificado (tefiido de color rojo) del no lignificado (tediido de
color azul). Por ultimo, las ldminas obtenidas se montaron en portaobjetos con

pegamento Eukitt (Figura 14).

Las secciones se escanearon con un aumento de 200x utilizando una camara digital
(LEICA DMC 5400) acoplada a un microscopio 6ptico (LEICA DM6 B). Las
imégenes obtenidas se procesaron mediante el software ImageJ (Wayne Rasband,
NIH, USA). Se midié el 4rea del tallo, el 4rea del xilema y del cértex, asi como el
nimero y drea de canales resiniferos (considerando las células acompafiantes) del

xilema y del cortex.
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Figura 14. Proceso de preparacién de muestras. A: Material vegetal de partida. B:
Procesador de tejidos. C: Muestras embebidas en bloques de parafina. D: Corte de
secciones transversales en el micrétomo de rotacion. E: Montaje de las secciones en el

portaobjetos. F: Muestras tefiidas
3.3.3. Respuesta del perfil terpénico frente a Fusarium circinatum

3.3.3.1. Andlisis GC-MS del perfil terpénico de la resina

Los terpenos se analizaron, identificaron y cuantificaron por GC-MS. Este andlisis
se realizé con el instrumento GC Agilent 6890N (California, EE.UU.) equipado con
un espectréometro de masas cuadrupolo Agilent 5973N. Se us6 una columna capilar
DB-5MS+DG (30 m x 0,25 mm, espesor de pelicula de 0,25 pm, Agilent) con helio
como gas portador. Las condiciones cromatograficas son las descritas en Fernandez

de Simén et al., (2017): temperatura del inyector, 260 °C; temperatura de la
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columna, 60 °C durante el periodo de divisién (2 min, 5:1) seguido de un
calentamiento gradual de 4 °C min'!, a 272 °C (mantenido durante 10 min) con un
caudal constante de 1 ml min'%; Linea de transferencia MSD, 290 °C (fuente MS a
230 °C y cuadrupolo del MS a 150 °C); la deteccién se realizé6 mediante el modo de
impacto de electrones con una energia de ionizacion de 70 eV en un rango de m/z
35—400. Para el extracto trimetilsililado (4cidos resinicos) utilizamos el método de
Fiehn preprogramado, suministrado en el software Agilent G1676AA Fiehn
GC/MS Metabolomics RTL Library (2013). Las condiciones cromatogréaficas fueron:
temperatura del inyector, 250 °C; temperatura de la columna, 60 °C durante el
periodo de divisién (1 min, 10:1), y calentamiento posterior a razén de 10 °C min'l,
a 325 °C (mantenido durante 10 min); caudal constante de 0,8 ml min'l; Linea de
transferencia MSD, 290 °C (fuente MS a 230 °C y cuadrupolo MS a 150 °C); la
deteccion se realizé6 mediante el modo de impacto de electrones con una energia de
ionizacién de 70 eV en un rango de m/z 50—600. Los compuestos se identificaron
comparando su indice de retencién (RI) y patrones de fragmentacién de MS con
una biblioteca de referencia interna construida con cerca de 300 estandares
comerciales y analizada en las mismas condiciones. Las bibliotecas comerciales de
MS (Agilent Fiehn GC-MS Metabolomics RTL Library, Wiley7/Nist17.L. GC/MS
Library y Adams, 1989) coinciden con méas del 95% de los datos existentes en la
literatura. Para la cuantificacién se usé el método de estandares internos, con
areas de pico obtenidas de iones seleccionados. Se realizaron calibraciones
utilizando compuestos de referencia puros, los cuales se analizaron en las mismas
condiciones que las usadas para calcular las concentraciones de los terpenos

individuales.

3.3.3.2. Andlisis estadistico cuantitativo y cualitativo de la resina

Para el analisis estadistico de la resina las cantidades de los terpenos individuales
se sumaron dentro de cada grupo (MTs, DTs, STs y DRASs) y se construyé un modelo
mixto estimando el efecto de la especie de planta (P. pinaster o P. radiata), de los
distintos tratamientos (I7, 126, MI, UW) y dpi (12 y 19 dpi). Para este modelo, todas
las variables se consideraron como factores fijos y se incluyeron las interacciones
de dos y tres términos. Las comparaciones por pares de medias de minimos
cuadrados para todos los efectos se realizaron mediante un test de Tukey con un
nivel de significancia del 0, 05. Ademas, las diferencias entre 17 y 126 asi como la

triple interaccion no fueron significativas en el modelo, por lo que no se
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consideraron finalmente. Este analisis se realiz6 mediante el software SAS Studio
3.8 (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE. UU.).

Para identificar los terpenos discriminantes se utilizé como punto de partida un
AnAlisis de Componentes Principales (PCA), para confirmar la estructura de clases
del conjunto de datos (Worley & Powers, 2015). También se llevaron a cabo métodos
supervisados como un analisis discriminante de minimos cuadrados parciales
(PLS-DA) y PLS-DA ortogonal (OPLS-DA) con el fin de encontrar los terpenos
caracteristicos altamente correlacionados con la separacion de clases. La
validacion del modelo se evalud con el estadistico Q2, el cual es una estimacion de
la capacidad predictiva del modelo y se calcula mediante validacién cruzada (CV).
Los terpenos discriminantes en la separacion de las clases se eligieron en funcién
de la variable de importancia en la proyeccién (VIP) en el modelo PLS-DA. En los
modelos OPLS-DA, los terpenos discriminantes se seleccionaron mediante el
grafico S-plot. Con el fin de evitar sesgos en su seleccion, solo se eligieron aquellos
terpenos que fueron estadisticamente significativos en la separaciéon de clases y
que presentaron una tasa de cambio logaritmica superior a 2 (en valor absoluto).
El analisis se realizo con el software Metaboanalyst 5.0
(https://www.metaboanalyst.ca). Los datos se normalizaron previamente con una
transformacién logaritmica (en base 10) y un escalado de Pareto para ajustar las

diferencias sistematicas.
3.3.4. Respuesta transcriptomica

3.3.4.1. Analisis transcriptomico y RT-qPCR de los genes expresados

diferencialmente relacionados con la sintesis de terpenos.

Se identificaron los genes expresados diferencialmente (DEG) codificantes para las
enzimas relacionadas con la sintesis de terpenos en plantulas de P. pinaster (de
siete meses de edad) inoculadas con F. circinatum. Esto se hizo a partir del
transcriptoma obtenido anteriormente durante la interaccién de F. circinatum y P.
pinaster a los 3, 5 y 10 dpi. (acceso a Bioproject con ntimero de referencia
PRJINA543723) (Hernandez-Escribano et al., 2020). Estos genes se identificaron
mediante una busqueda de similitud BLAST de las secuencias del transcriptoma
contra las secuencias contenidas en la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) de genes codificantes para enzimas relacionadas con la

sintesis de terpenos y con las rutas metabdlicas responsables de la formacién de
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sus precursores. Solo se seleccionaron secuencias con mas de un 70% de similitud

y una cobertura superior al 80%.

Los datos transcriptomicos en PF. pinaster se validaron mediante una PCR
cuantitativa a tiempo real. Para ello, se seleccionaron 15 genes del total de los DEG
identificados relacionados con la sintesis de terpenos. Seis de ellos estaban
relacionados con la biosintesis de precursores en las rutas MVA y MEP, 3 con la
biosintesis de MTs, 2 con DTs y 4 con STs. El disefio de los cebadores especificos se
realiz6 mediante el software Primer3Plus v.3.3.0 (Tabla 6) (Untergasser et al.,
2007). Estos genes también se usaron para medir su expresién en plantulas de P.
radiata inoculadas con F. circinatum a los 5 dpi. Se utilizaron la ubiquitina (UBQ)
y la actina (ACT) como genes de referencia para normalizar los perfiles de
expresion relativos en P. pinaster y P. radiata, respectivamente. Ademas, se
comprobd la eficiencia de todos los cebadores y se descartaron aquellos que

presentaron una eficiencia inferior al 92%.

El ARN total se extrajo utilizando el kit Plant/Fungi Total RNA Purification Kit
(Norgen Biotek Corp., Thorold, Ontario) y se traté con TURBO DNA-free kit
(ThermoFisher Scietific) siguiendo las instrucciones del fabricante y conservando
el ARN a -80°C hasta su uso. La integridad y concentraciéon del ARN se midieron
utilizando un bioanalizador 2100 (Agilent Technologies). La qPCR se realizé en un
sistema de PCR en tiempo real StepOnePlus (Applied Biosystems, CA, EE. UU.)
con el método de deteccién SYBR Green (NZYSpeed qPCR Green Master Mix 2x;
Nzytech, Lisboa, Portugal). E1 ADNc se sintetizé a partir de 1 pg de ARN total y se
amplific6 en un volumen total de 20 pl utilizando el kit Iscript biorad RT-qPCR
(Bio-Rad, California, EEUU) siguiendo las condiciones del fabricante. Para la
qPCR, se aniadié una dilucién 1:20 de 2 ul de ADNc a 10 pl de mezcla SYBR Green.
El programa consistié en un paso de desnaturalizacién inicial (2 min a 97 °C)
seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién (5 segundos a 95 °C), alineamiento y
extensién (30 segundos a 60 °C). Finalmente, se realizé6 una etapa final de
extensién (1 min a 60°C), seguida de un tltimo ciclo a 95°C durante 15 segundos.
Se utilizaron tres réplicas técnicas por cada tres réplicas biolégicas. Los niveles de
expresién de los genes se calcularon mediante el método 2-24Ct (Livak &
Schmittgen, 2001). La significacién de los genes de cada especie de pino se calculd

mediante una t-student (p <0,05).
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Tabla 6. Cebadores utilizados en el estudio por qPCR de los DEG codificantes para

las enzimas relacionadas con la sintesis de terpenos

Grupo Enzimab Nombre Secuencia del cebador
del cebador®
GPS GPP_F ATGCACTTCTTTCACTGGCC
GPP_R CCACCCATAACCCCTTCAGA
IPPI IPP1_F TCAGAAATGCAGCCCAAAGG
IPP1_R ATCGGCAACCTCTTCTGGAT
~ PMVK  PMVK F = CTCAGCTTTCAAAGGAGGCC
PMVK_R CATGTCTTGCTTGTCGTGGT
Precursores -
HMGR HMGR2_F CAGGAGGAGTTTGAGGAGCT
~ HMGR2_R  AAGAAGCCACTTTGCCACAG
HDR HDR_F AAGATTGACTCGTGCAAGGC
- HDR_R GCGTTTCTTCCTTGTGACCA
DXR DXPR1_F GTTACAACACTGACGGCCTC
DXPR1_R AGGTGAGGAGATTCAAGCCA
MYR MYR1_F GGGAGGCTCGGAACTTTATC
MYR1_R GATATGACTCTGCCCACCAC
3CS 3CS_F GTTCAGGCACCATGTCAATG
MTs 3CS_R TTGCCCAGAACTAACCTTCG
aPNS aPNS2_F CAGAAGCAGTCAGGAGATGG
- APNS2. R GCGATCCACTTTGCTTCTTG
IPMS IPMS_F GCTGAGAGAGGTGAAGGTGA
IPMS_R CAGTCTCTTGCACTTGTCCG
DTs LPMS LMS_F AATGGGCTGTTCTTCCACAG
- LMS.R TCGTCCATCACCTTTTCTCC
aFRS aFRS2_F TATCGCGAACGTGCTGATAG
aFRS2_R ACGCTATCCACCATCCAAAG
eFRS eFRS_F GCAAGCATGTTGAGCCTGTA
eFRS_R TTGCTTCTTGTTCCATGCAG
STs aBSS aBSS_F CGATTGGAGGAGGAGAATCA
aBSS_R GAAATTGAGGGCAAGCAGAG
dSLS dSLS_F ATCTTAACGCGACGGCTCTA
dSLS_R GCCCTTGAAATTCTCCATCA

a K cebador directo, R: cebador inverso.

bGPS: geranil difosfato sintasa; IPPI: isopentenil-difosfato Delta-isomerasa; PMVK:
Fosfomevalonato;, HMGR: hidroximetilglutaril-CoA reductasa; HDR: 4-hidroxi-3-
metilbut-2-en-1-1l difosfato DXR: 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato

reductoisomerasa; MYR: mirceno sintasa; 3CS: 3-careno sintasa; aPNS: a-pineno sintasa;

reductasa;
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IPMS: isopiramadieno sintasa; LPMS: levopimaradieno sintasa; aFRS: a-farneseno

sintasa, eFRS: B-farneseno sintasa; aBSS: a-bisaboleno sintasa; dSLS: 6-selineno sintasa

57






Resultados

4. Resultados

4.1.Variacion temporal y espacial de la estructura genética de la

poblacion espaiiola de Fusarium circinatum.

4.1.1. Diversidad genética

El haplotipo mas frecuente en la poblacion espafola de F. circinatum continda
siendo el MLG32 a pesar de que ha transcurrido un promedio de diez afnos entre
muestreos (Figura 15). Este haplotipo estd representado por un total de 39 de los
66 aislados totales analizados, es decir, constituye el 59% de los aislados y esta
presente en todos los muestreos y regiones. E1 MLG32 es el unico haplotipo
presente en la regién del Pais Vasco en ambos muestreos, mientras que, en las
regiones del noroeste (Asturias y Galicia) los haplotipos prevalentes fueron MLG59
y MLG62. (Figura 15). Se han identificado dos haplotipos nuevos en el muestreo 2,
denominados MLG101 y MLG102, los cuales estan presentes en Galicia y Asturias,
respectivamente. Estos haplotipos no se habian detectado previamente ni en vivero
ni en las poblaciones de campo muestreadas entre 2004 y 2011. En total, en el
segundo muestreo hay 15 MLGs en 66 aislados y solo se encontraron tres

haplotipos con una frecuencia superior a uno (Figura 15).

Respecto a la diversidad genética, todos los loci presentaron polimorfismo excepto
FCM?-6, el cual no mostré variacién en el ntimero de alelos (Tabla 7) y por tanto, no
se incluyo en el analisis. Todos los demas loci poseian un numero de alelos por locus
de 2 a 10 (Tabla 7), con un valor medio de 3,3 alelos por locus. Dos de los aislados
mostraron un numero de secuencias microsatélites repetidas diferente para el
mismo locus, uno de ellos en tres loci (FCM-2, FCM-7 y FCM-25) y el otro en un
locus (FCM-25) y por tanto, fueron identificados como heterocariones. Cuando se
analizaron los dos muestreos estratificados en funcién de la regién, el porcentaje
de loci polimoérficos fue de un 0% para Pais vasco, de un 8,6 % para Asturias en el
muestreo 1 (1_Ast) y 71% para todos los dem4s. Respecto a la diversidad de los loci,
el locus FCM-25 mostré la mayor diversidad segin lo determinado por el indice se
diversidad de Simpson (0,581), aunque disminuye después de realizar la correccién
clonal. El locus FCM-7 fue el que estaba distribuido en la poblaciéon de manera mas
uniforme (E5=0,961) (Figura 15). El indice de diversidad de Simpson aumenté para
los loci FCM-7, FCM-19 y FCM-25 después de realizar la correccién clonal. Por
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ultimo, el numero estimado de loci necesarios para diferenciar haplotipos en una
poblacién aleatoria es de cinco, segtin la curva de acumulacién de genotipos (Figura
16), lo que indica que el andlisis realizado en este caso, que es con 7 loci, es

suficiente para poder diferenciar los haplotipos en la poblacién estudiada.
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Figura 15. Frecuencia de MLGs identificados en la poblacién espafiola de F. circinatum.
A. Por muestreo. B. Por origen geografico. Se ha adoptado el namero de identificacién de
cada MLG de Berbegal et al., 2013. MLG 101 y MLG 102 son los nuevos haplotipos
detectados en el muestreo 2. Los aislados del muestreo 1 se recolectaron entre los anos
2004-2011 y los del muestreo 2 entre los afios 2018-2021, obteniéndose de viveros (Nurs),
Pais Vasco (PV), Galicia (Gal) y Asturias (Ast).

Tabla 7. Diversidad genética de los siete loci microsatélites (SRR) en la poblacién espafiola

de F. circinatum

Locus Numero de Diversidad Evenness
alelos Na) de Simpson Esb
(1-D)=

FCM-2 4 0,521 0,807
FCM-4 2 0,030 0,378
FCM-6 1 . .
FCM-7 2 0,480 0,961
FCM-19 2 0,473 0,949
FCM-25 10 0,581 0,523
FCM-26 2 0,473 0,949
media 3,3 0,371 0,761

a Indice de diversidad de Simpson (1-D)

bfndice de Evenness (Griinwald et al., 2003; Ludwig & Reynolds, 1988; Pielou, 1975)
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MLG

NumLoci

Figura 16. Curva de acumulacion genotipica. Numero de MLGs identificados en funcion
del nimero de loci muestreados. La distribucién para cada boxplot se basa en 1000

permutaciones

Se observo también que la poblacién espanola de F. circinatum presenté una
diversidad genotipica baja (H=1,16, G=2,03) (Tabla 8), asi como una baja riqueza
(eMLG=3,45) y uniformidad (E;=0,47). La diversidad y la uniformidad
disminuyeron con el tiempo (los indices H, G y Es fueron mas bajos en el muestreo
2 en comparacién con el muestreo 1), asi como la riqueza (eMLG=7 y eMLG=5 en
los muestreos 1 y 2 respectivamente). Al incluir el origen geografico dentro de los
muestreos, el eMLG en Galicia baja de 6 a 3, mientras que en Asturias se mantiene
en 3. Los indices H, G y Es5 (Tabla 8) disminuyeron con el tiempo entre regiones.
Por el contrario, en el Pais Vasco sdlo se detecté un haplotipo en ambos muestreos
(Tabla 8).

Tabla 8. Diversidad Genotipica para la poblacion espanola de F. circinatum incluyendo

subpoblaciones definidas por escala temporal y geografica.

Tamano de MLG N°. eMLG N°. Diversidad Evenness

muestra(N) (MLG) (eMLG) e Gd (Es)e
Subpop? Al Cb All C All C All C All C All C
1_Gal 8 6 6 6 6 6 1,73 1,79 5,33 6,00 0,93 1,00
1_Ast 5 3 3 3 3 3 0,95 1,10 2,27 3,00 0,80 1,00
1_PV 15 1 1 1 1 1 0 0 1,0 1,0 Ncf nc
1_Survey 28 10 7 7 7 7 1,28 1,83 2,43 5,56 0,57 0,87
2_Gal 5 3 3 3 3 0,95 1,10 2,27 3,0 0,80 1,00
2_Ast 3 3 3 3 0,86 1,10 1,98 3,0 0,73 1,00
2_PV 15 1 1 1 1 0 0 1,0 1,0 nc nc
2_Survey 29 7 5 5 5 5 0,86 1,48 1,69 3,77 0,50 0,82
Total 57 17 9 9 3,45 6,32 1,16 1,93 2,03 5,25 0,47 0,73
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2 Los muestreos 1y 2 se realizaron entre los afios 2004-2011 y 2018-2021 respectivamente.
Gal: Galicia, Ast: Asturias, PV: Pais Vasco

b Parametros calculados para el total de la poblacién (All) y para la poblacién una vez
realizada la correccién clonal (C)

¢H: Indice de diversidad de Shannon-Wiener (Shannon, 2001)

4G: Indice de Stoddart y Taylor de diversidad genotipica (Stoddart & Taylor, 1988)

¢Fs: indice de uniformidad (Griinwald et al., 2003; Ludwig & Reynolds, 1988; Pielou, 1975)
fNc=No calculado.

4.1.2. Reproducciéon sexual y clonalidad

En las regiones de Asturias y Galicia estuvieron presentes los grupos de
apareamiento MAT-1 y MAT-2, mientras que en Pais Vasco solo se encontr6 el

grupo de apareamiento MAT-2.

Se estimd6 el modo de reproduccion en cada origen geografico mediante el valor del
indice estandarizado de asociacién (ra), el cual se calculé para el conjunto de datos
una vez se hubo realizado la correccién clonal (Tabla 9). El valor de este indice bajo
la hipétesis nula del desequilibrio de ligamiento (LD) fue significativamente
diferente de 0 en Galicia en los muestreos 1y 2, y en Asturias en el muestreo 2,
rechazando asi la reproduccion sexual en estas regiones. Sin embargo, esto no se
puede confirmar analizando las proporciones observadas de MAT-1 y MAT-2. Para
Asturias y Galicia, las proporciones en el muestreo 1 fueron 51 y 21,
respectivamente y de 2:1 para ambas regiones en el muestreo 2 (Tabla 9). Las
proporciones observadas una vez realizada la correccion clonal no resultaron
significativamente diferentes de 1:1 (Tabla 9), siendo lo esperado cuando ocurre

reproducciéon sexual.

Los resultados de los c4lculos de Psex (Tabla 10) tampoco son del todo concluyentes
respecto a la ausencia de reproduccion sexual. De acuerdo con este valor, la
probabilidad de que dos individuos compartan el haplotipo MLG62 (para aislados
de ambos muestreos) o el haplotipo MLG59 (para aislados del muestreo 2),
suponiendo un apareamiento aleatorio, no es significativamente baja (P<0,05) y no
puede rechazarse. En cambio, esto no se puede concluir para el MLG32, el
haplotipo mayoritario y tinico en Pais Vasco, donde la poblacion claramente es

exclusivamente clonal.
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Tabla 9. Indice estandarizado de asociacién (rd) y proporcién de los grupos de
apareamiento en las subpoblaciones espanolas de £ estratificada temporalmente
y por origen geografico, calculados para los datos una vez realizada la correccién

clonal.

Proporcién de los rd

grupos de

apareamiento 2
Subpop. C p® C P-

valuec

Muestreo 1
-Galicia 5:1 0,094 0,439 0,002
-Asturias 2:1 0,375 0,4 0,145
-Pais Vasco 0:1 0,5 - -
Muestreo 2
-Galicia 2:1 0,375 1 0,032
-Asturias 2:1 0,375 1 0,035
-Pais Vasco 0:1 0,5 - -

a Proporcién de los grupos de apareamiento MAT-1:MAT-2.

b Probabilidad esperada del resultado observado basada en la distribucién binomial con

p=q=0,5 (hipétesis nula de igual proporcién).

¢ Test de significacién basado en 1000 permutaciones para la hipétesis nula de no

ligamiento entre loci (ra=0).

Tabla 10. Probabilidad de que un determinado MLG se encuentre en una poblaciéon con
reproduccién sexual cuando este se observa mas de una vez, para el conjunto de datos con
correccion clonal de la poblacidén espafiola de F. circinatum estratificada temporalmente y

por origen geografico.

Subpop MLG ID Na Psex P-valueb
1_Gal 59 2 0,09310 0,70819
62 2 0,02659 0,37201
1_Ast 59 3 0,05078 0,00957
1_PV 32 15 1
Muestreo 1 32 17 <,000 <,000
59 7 0,00284 0,02615
62 3 0,56857 0,79044
2_Gal 62 3 0,00258 0,04528
2_Ast 32 6 4,03E-13 <0,000
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59 2 0,11463 0,67722
2_PV 32 15 1
Muestreo 2 32 22 <,000 <,000
59 2 0,69915 0,78199
62 3 0,42808 0,60250

aNumero de MLGs en la poblacion

b p-value para la probabilidad de que un MLG determinado se encuentre en una poblacién

con reproduccién sexual.

4.1.3. Estructura genética.

E1 AMOVA no mostré diferencias entre muestreos ni entre regiones dentro de un
muestreo una vez realizada la correccion clonal. Toda la variaciéon procede de
dentro de las regiones, lo que sugiere que la poblacién espanola de F. circinatum
no esté diferenciada (Tabla 11). Todos los valores de phi fueron significativamente
iguales a 0 (los valores negativos se consideraron como 0), por lo que se concluye
que la variacion genética no esta dividida en funcién del tiempo o de las regiones.
Este patrén de variaciéon cambia cuando se realiza el AMOVA sin realizar la
correccion clonal, debido al peso que tiene en el analisis el haplotipo MLG32, ya
que es el mas abundante y esta asociado mayoritariamente a una sola regién en
ambos muestreos (Pais Vasco). En este caso, la variacién se explica
significativamente por las regiones en cada muestreo (78%) y entre las regiones

(51%) (Tabla 11), pero no por los distintos muestreos.
» P p

Tabla 11. Anélisis de la variacién molecular (AMOVA) para la poblacién espaiiola de F.

circinatum estratificada por muestreos y origen geografico de los aislados dentro de cada

muestreo.
Fuente df Suma de Variacién (%) Phi p-valueb
cuadrados
All= Ca  All C All C All C All C
Entre 1 1 2,26 0,544 -29,39 -4,59 0,49 -0,24 0,79 0,61
muestreos

-Entre 4 4 65,19 8,79 78,43 -19,15 0,61 -0,18 0,001 0,90
regiones

dentro de

los

muestreos

aDentro 51 11 58,44 38,67 50,97 123,74 -0,29 -0,056 0,001 0,84
e

regiones
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Total 56 16 1259 48 100 100

a Pardmetros calculados para el total de la poblacién (All) y para la poblacién una vez

realizada la correccién clonal (C).

bp-value es la significacién para el estadistico phiy esta basado en 999 permutaciones

El grafico minimum spanning network (Figura 17), construido también mediante
la distancia genética de Bruvo, corroboré que el MLLG32 no esta relacionado con los
otros haplotipos, siendo el MLLG41 el mas cercano a él. En cambio, el MLG59 esta
estrechamente relacionado con los haplotipos restantes, incluidos los haplotipos
detectados por primera vez (MLG101 y MLG102). Esta estructura poblacional se
visualiz6 mediante un dendrograma NdJ utilizando la distancia genética de Bruvo.
Este mostré los aislados de /. circinatum agrupados sin ambigiiedad (valor del
Bootstrap del 100%) en dos grupos principales. En uno de ellos se agrupan todos
los aislados del MLG32 de ambos muestreos y de todas las regiones geograficas
(Figura 18).

La comparacién de los valores de diversidad genética para pares de poblaciones
(indice G’st) (Tabla 12) indicé que la poblacién del Pais Vasco se diferencia de la de
Galicia y Asturias (G’st=0,653 y 0,592 para las comparaciones PV-Gal y PV-Ast
respectivamente en el muestreo 1 y G’st= 0,610 para ambas comparaciones en el
muestreo 2) (Tabla 12). La comparacién entre las regiones del noroeste, Galicia y
Asturias, indica que la diversidad genética es baja y disminuy6 en el muestreo 2
(valor de G’st baja de 0,138 a 0), probablemente debido a que en el muestreo 2 los
aislados de Asturias estdn mas cerca genéticamente del Pais Vasco que en el
primer muestreo, tal y como se muestra en el dendrograma NJ agrupado por

regiones (Figura 19).

Tabla 12. indice de Hendrick estandarizado de diversidad genética (G’st) para una
comparacién por pares de la poblacién espafiola de F. circinatum estratificada por

muestreos y origen geografico.

Subpop 1_Gal 1_Ast 1_PV 2_Gal 2_Ast
1_Gal

1_Ast 0,138

1_PV 0,653 0,592

2_Gal -0,1212 0,198 0,610

2_Ast -0,159 -0,198 0,610 -0,172

2_PV 0,653 0,592 - 0,610 0,610
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aLLos valores negativos se han considerado como 0

samples/Node

007t 0.107
L L

0178
L

DISTANCE

Figura 17. Minimum spanning network basado en la distancia genética de Bruvo para los
haplotipos observados en la poblaciéon espafiola de F. circinatum estratificada por

muestreos y origen geografico
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Figura 18. Dendrograma NdJ de los aislados espafioles de F. circinatum basado en seis marcadores polimérficos SRR y generado mediante la distancia
genética de Bruvo. Los grupos de compatibilidad vegetativa (VCGs) y los tipos de apareamiento (MAT-1 y MAT-2) se muestran en el lado derecho. Los
valores de Bootstrap estdn basados en 1000 repeticiones y se muestran aquellos superiores al 50%. Aislados recogidos en el muestreo 1 (1_) y en el
muestreo 2 (2_), en las regiones de Galicia (Gal), Asturias (Ast), Pais vasco (PV) y viveros (Nurs)
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Figura 19. Dendrograma NdJ basado en la distancia genética de Bruvo de la poblacion

espanola de F. circinatum estratificada por muestreo y origen geografico

El test de Mantel mostré una correlaciéon positiva entre la distancia geografica y
genética entre los aislados (p=1,00E-04). La correlacién fue significativa entre los
aislados de Pais Vasco y Galicia y Pais Vasco y Asturias (p=2,0E-04 y 9,0E-04
respectivamente), pero no entre las poblaciones de Asturias y Galicia en cualquiera
de los dos muestreos (p=0,2956 y 0,0877 para el muestreo 1 y 2 respectivamente),
corroborando que la poblaciéon de Pais Vasco esta genéticamente diferenciada de
las poblaciones de Galicia y Asturias. No se detecté flujo de genes entre ninguna
de las subpoblaciones definidas por el muestreo ni por la region de origen. Segun
Bayesass (Tabla 13), los migrantes solo fueron significativamente distintos de 0

dentro de las subpoblaciones.

Tabla 13. Medias de la tasa de migracién (e intervalo de confianza del 95%) dentro y entre

subpoblaciones de F. circinatum en Espana, estratificadas por escala temporal y

geografica.
1_Ast 1_Gal 1_PV 2 _Ast 2 _Gal 2_PV
T Ast 0,7311 0,1037 0,0334 0,0446 0,0538 0,0334
(0,61,0,85) (-0,03,0,24) (-0,03,0,09) (-0,04,0,13) (-0,05,0,15) (-0,03,0,09)
1_Gal 0,0435 0,7697 0,0541 0,0351 0,0442 0,0533
(-0,05,0,14) (0.65,0,89) (-0,02,0,13) (-0,04,0,11) (-0,05,0,14) (-0,02,0,13)
1_PV 0,016 0,016 0,8366 0,0162 0,0158 0,0993
(-0,01,0,05) (-0,01,0,05) (0,68,0,99) (-0,01,0,05) (-0,01,0,05) (-0,06,0,25)
2_Ast 0,0335 0,0582 0,0904 0,6996 0,0321 0,0862
(-0,03,0,10) (-0,02,0,14) (-0,02,0,20) (0,64,0,76) (-0,03,0,09) (-0,03,0,20)
2_Gal 0,0461 0,0841 0,0454 0,0391 0,7403 0,045
(-0,05,0,14) (-0,05,0,21) (-0,03,0,12) (-0,04,0,12) (0,62,0,86) (-0,03,0,12)
2_PV 0,016 0,0159 0,1072 0,016 0,016 0,8288
(-0,01,0,05) (-0,01,0,05) (-0,05,0,27) (-0,02,0,05) (-0,01,0,05) (0,67,0,99)
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4.1.4. VCGs

Se identificaron un total de 11 VCGs (identificados numéricamente del 1 al 11) en
los 106 aislados de la poblacién espafiola de F. circinatum (Tabla 14). Tres VCGs
(VCG 1, 2 y 3) fueron los més abundantes. Los VCGs 1 y 3 incluyeron aislados de
ambos muestreos distribuidos en todos los origenes geograficos, por lo que fueron
los grupos mayores. El VCG 2 fue el grupo mas abundante para los aislados del
muestreo 1y se distribuyo solamente en las regiones del noroeste. En cambio, cinco
VCGs (4, 5,9, 10 y 11) estan constituidos por un solo aislado (Tabla 14). Todos los
aislados de los VCG 1 y 3 pertenecen al haplotipo MLG32 y son MAT-2, estando
todos incluidos en uno de los dos grupos en los que se estructura la poblacién
(Figura 18. No se detectaron heterocariones autocompatibles (Heterokaryon self-
compatibility, HIS), ya que los emparejamientos entre mutantes ni¢ de un mismo

aislado se complementaron siempre.

Tabla 14. Grupos de compatibilidad vegetativa y de apareamiento en la poblacién

espanola de F. circinatum estratificada en escala temporal y geografica.
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9 1 0 0 0 0 0 2,2 1 1 2
Total 5 9 31 0 0 0 100

N° 4 5 2 0 0

VCG

2aLos VCGs se han identificado mediante un namero del 1 al 11
b Porcentaje de aislados de cada VCG en cada muestreo

¢ Numero de regiones en las que se ha encontrado el VCG
dGrupo de apareamiento

e Grupo en el que un VCG se agrupa segun el dendrograma NdJ con un valor de Bootstrap

del 100% (tal y como se muestra en la Figura 18)

4.2. Efecto de la resina de Pinus pinaster y Pinus radiata en el

crecimiento de Fusarium circinatum

Tanto la resina constitutiva como la inducida de P. pinastery P. radiata estimula
el crecimiento del patégeno F. circinatum (Figura 20). Cuando el hongo crece en
presencia del extracto de resina hallamos una absorbancia significativamente
mayor respecto al hongo creciendo en el medio con el solvente solo (F=146,31; p
<0,0001 y F=53,23; p<0,0001, respectivamente para los extractos de hexano y
metanol). Respecto al extracto de resina de P. pinaster en hexano (Figura 20), la
absorbancia aumenta en comparacion a la obtenida en presencia de solo el solvente
en un 202 y 168% para la resina constitutiva e inducida, respectivamente, y en un
116 y 202% en P. radiata (Tabla 15). En el caso del extracto en metanol (Figura
20), los incrementos son del 310 y 320 % para la resina constitutiva e inducida de
P. pinaster'y de 258 y 267 % en el caso de P. radiata (Tabla 15). El efecto de la
concentracion del extracto sobre el crecimiento de F. circinatum también fue
significativo (F=18,56; valor de p<0,0001), con un mayor efecto en la concentracién
del 3% que en las concentraciones del 1,5% y 0,8%, las cuales tuvieron efectos
similares. sobre el crecimiento. En el extracto en metanol, las comparaciones del
tipo de resina de cada especie y la concentraciéon mostraron que solo la absorbancia
de la resina inducida de P. pinaster al 1,5% fue mayor que la del 0,8% (la

interaccién entre el tipo de resina y la concentracién fue significativa p=0,0152).

Comparando el crecimiento del patégeno en la resina constitutiva e inducida por
especies se observa que en el extracto en hexano de la resina inducida de P. radiata
aumenta el crecimiento del hongo en comparacién con la resina constitutiva, con
un incremento en la absorbancia de 0,169 + 0,0305 unidades (p <0,0001) (Figura

20), lo que supone un aumento de la biomasa fingica de un 40%. En cambio, en P.
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pinaster no hubo diferencias significativas en el crecimiento del patdogeno entre la
resina constitutiva y la inducida, aunque el patdgeno crecié significativamente
menos en el extracto en hexano de la resina constitutiva de P. radiata respecto a
la constitutiva de P. pinaster. El extracto en hexano de P. radiata de la resina
inducida, el cual contiene MTs, STs y DTs, resulta mas adecuado para el

crecimiento de F. circinatum que el de P. pinaster.

Tabla 15. Media de minimos cuadrados de la absorbancia a 597 nm estimadas mediante
un modelo mixto para analizar el efecto de la resina constitutiva e inducida de P. pinaster

y P. radiata, a las concentraciones de 0.8, 1.5 y 3% en el crecimiento in vitro de F.

circinatum.
Hexano Metanol
Tipo de resina Concentracion Media Error Media  Error
estandar estandar
P. pinaster 0,5980 0,02205 0,7020 0,03192
constitutiva
P. pinaster inducida 0,5287 0,02238 0,7242 0,03192
P. radiata 0,4267 0,02238 0,56842 0,03192
constitutiva
P. radiata inducida 0,5959 0,02238 0,6044 0,03192
Solvente 0,1973 0,01594 0,2262 0,02314
3 0,5238 0,01470 n.a.?
1,5 0,4500 0,01488 0,6085 0,01912
0,8 0,4342 0,01506 0,5278 0,01912

an.a. no analizado

También se analizé el efecto que tienen los terpenos neutros (MTs, STs y DTs) en
otros hongos que tienen otra forma de vida distinta de la de patégeno de pino. Para
estos se ensayod el efecto de la resina constitutiva a una concentraciéon del 3%
solamente con el extracto de hexano, ya que no se observaron diferencias
significativas en el crecimiento del hongo en el extracto en metanol entre la resina
constitutiva y la inducida en ninguna especie (Figura 20). No se observa ningtn
efecto sobre la biomasa fungica en los hongos ensayados, tanto en los que
interactuian a lo largo de su ciclo de vida con los pinos, es decir en Aureobasidium
pullulans y Ophiostoma minus, como en el patéogeno de vid, Phaeomoniella
chlamidospora. El analisis estadistico de los valores de absorbancia muestra que
la biomasa es similar cuando el hongo crece en presencia de resina respecto a

cuando crece en presencia del solvente (Figura 21).
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Figura 20. Efecto de la resina constitutiva e inducida de P. pinastery P. radiata en el
crecimiento de F. circinatum medido por la absorbancia a 597 nm a los 6 dias. Las lineas

entre columnas con * indican diferencias significativas segin el test de Tukey (p>0,05).
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Figura 21. Efecto del extracto de resina constitutiva de P. pinastery P. radiata al 3% en
hexano sobre la biomasa fingica medida por absorbancia a 597 nm después de 168 h (7
dias) de crecimiento. Los valores son las medias de los minimos cuadrados y el error

estandar de 5 réplicas.

Por ultimo, se estudié el efecto de alguno de los terpenos constituyentes de la resina
mas abundantes (Arrabal et al., 2002; Slinski et al., 2015) en un gradiente de
concentracion de hasta el 4%. Los terpenos elegidos fueron a-pineno, a-terpineol,
citronelol y timol (todos en el grupo MTs), beta-elemeno, isolongifoleno (grupo STs)
y 4cido 15-hidroxidehidroabiético (DRA), también se estudié el efecto del

1soeugenol, un fenilpropanoide derivado del eugenol. Se obtuvieron las curvas de
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crecimiento a lo largo de los 7 dias para F. circinatum en un medio basado en
peptona y suplementado con diferentes concentraciones (0, 0,5, 1, 2, 3, 4%) de cada
terpeno disuelto en DMSO (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de crecimiento de F. circinatum obtenidas mediante mediciones de absorbancia a 597 nm durante 7 dias, con el fin de

evaluar el efecto de terpenos individuales. Se probaron cinco réplicas para cada concentracién (0, 0,5, 1, 2, 3 y 4% disueltos en DMSO)
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a-pineno y citronelol son los tnicos MTs ensayados con un efecto inductor del
crecimiento fungico, siendo el primero significativo a partir de la concentracién del
1% y alcanzandose la maxima absorbancia a la concentracion del 4%. Citronelol
s6lo promueve el crecimiento fungico a la concentracion del 1%. La absorbancia
maxima para ambos terpenos es de aproximadamente dos veces mayor respecto al
control (constituido por el medio suplementado con DMSO a la misma
concentracién) (Figura 23). Todos los demds terpenos volétiles causan una
reduccién en el crecimiento de F. circinatum. Timol fue el compuesto que presento
mayor actividad inhibitoria desde la primera concentracién probada (0,5%). Solo
se midié el efecto de un DRA sobre el crecimiento del patégeno, el acido 15-
hidroxideshidroabiético, y este no causé ningun efecto sobre la biomasa fungica
(Figura 23).
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Figura 23. Efecto de terpenos especificos sobre el crecimiento de F. circinatum medido
mediante absorbancia a 597 nm después de 168 h de incubacién. Los valores son las
medias de cinco réplicas + el error estdndar para cada concentracién (0, 0,5, 1, 2, 3 'y 4%)
analizada. Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (p>0,05). El

analisis estadistico se realiz6 de forma independiente para cada terpeno.
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4.3. Respuesta defensiva de Pinus pinaster y Pinus radiata frente a

Fusarium circinatum

4.3.1. Longitud de la lesion

La longitud de la lesion se midié en P. pinaster y P. radiata alos 12y 19 dpi. Ambas
medidas se compararon mediante un test ANOVA, el cual confirma que P. pinaster
es mas resistente que P. radiata (diferencias en la longitud de la lesién de 0,33cm;
p<0,0001) (Figura 24). Respecto a los distintos aislados, el aislado 26 causé
significativamente una mayor lesién a los 12 dpi (diferencia de 0,09cm, p=0,0227).
El aislado 7 mostré mayor longitud de lesion a los 19 dpi, aunque esta diferencia

no fue significativa. (Figura 24).
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Figura 24. Longitud de lesién en P. pinastery P. radiatainoculados con dos aislados de F.
circinatum (7y 26), medida a los 12 y 19 dpi. La longitud de la lesién entre especies mostré
diferencias significativas en un ANOVA (p=0,0001), asi como la interaccién entre dpi y
aislado a los 12 dpi (p=0,022)

4.3.2. Respuesta anatomica

No se observan diferencias entre los canales resiniferos constitutivos del cortex en
P. pinaster ni en P. radiata, aunque si en el xilema (Figura 25 y Tabla 17). Los
valores medios de todas las caracteristicas medidas en el xilema de P. radiata son
significativamente mayores que en P. pinaster. Los canales resiniferos del xilema
en P. radiata son mas anchos, unas 1,5 veces mas, presentaban una mayor
densidad, unas 2,6 veces, y resultaba en una mayor area conductiva, unas 5,6

veces, que en P. pinaster (Figura 25).
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Tabla 16. Diferencias en las caracteristicas de los canales resiniferos constitutivos en P.

pinastery P. radiata

Coértex Xilema
. Area . Area
Densidad Diigaeigro conductiva Densidad Dﬁga?gro conductiva
(N/mm?2) ( ) total (N/mm?2) ( ) total
mm mm? mm mm?
. 2,918 0,0725 0,02351 1,108 0,0192 0,0008
P. pinaster
(0,2155)  (0,00434) (0,003659) (0,4207) (0,00164) (0,001139)
. 2,657 0,0803 0,02684 2,879 0,0285 0,0045
P radiata
(0,2155)  (0,00434) (0,003659) (0,4207) (0,00164) (0,001139)
. . 0,261 -0,0078 -0,0033 -1,770 -0,0093 -0,0037
Diferencia®

(0,3047)  (0,00613) (0,00518)  (0,5949)  (0,00232) (0,00161)

a2 Media de minimos cuadrados en un modelo mixto con “Especies”, “dp1” y “tratamiento”

(Inoculacién con F. circinatum, inoculacién con agua destilada estéril y plantulas sin

herida) como factores fijos. El error estdndar se muestra entre paréntesis

b Diferencia de medias de minimos cuadrados de P. pinaster menos P. radiata. Las

comparaciones significativas se muestran en negrita.

Tabla 17. Test de tipo III en un modelo mixto para estudiar el efecto fijo de especies, dias
post-inoculacién (dpi), y tratamiento (Inoculacién con F. circinatum, inoculacién con agua
destilada estéril y plantulas sin herida), sobre los canales resiniferos de P. pinastery P.

radiata. Los efectos significativos se muestran en negrita.

Efecto Cortex Xilema
Densida Diametr Area Densida Diametr Area
d omedio conductiv d omedio conductiv
a total a total
Especies (Sp) 16,17 9,96 27,69 17,65 22,13 23,77
dpi 0,01 0,92 0,02 0,00 12,72 3,42
Tratamient 6,71 2,87 9,89 11,91 44,11 31,72
(D
Sp*dpi 4,68 0,58 2,84 0,68 1,26 1,12
Sp*T 5,08 0,99 5,03 1,59 1,61 1,07
Dpi*T 2,22 1,44 1,09 0,50 1,56 0,64
Sp*dpi1*T 4,17 0,73 0,94 0,95 1,42 1,01

La infeccién de F. circinatum ocasiona una induccién de la formacion de canales

resiniferos tanto en el cortex como en el xilema de P. radiata, ocasionando que
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todas las caracteristicas estudiadas fueran mayores respecto a P. pinaster (Figura
25) (a excepcién del didmetro en el xilema). La induccién de los canales resiniferos
en el cértex de P radiata se debe exclusivamente al hongo (diferencias
significativas de I respecto a MI y no significativas al comparar MI respecto de
UW). Concretamente, el didmetro medio, densidad y 4rea conductiva total
aumentan un 17%, 39% y 72%, respectivamente, respecto a las plantulas sanas
(Figura 25). En cambio, en P. pinaster la infeccién no causa ningtn efecto en los

canales resiniferos del cértex.

El efecto mas notable de la infeccion en el xilema de ambas especies es el aumento
del area conductiva total, donde los dos aislados del patdégeno provocan un
incremento respecto a la herida (el incremento para el aislado 7 fue de 2,1 y de 2,4
veces en P. pinastery P. radiata, respectivamente). El diAmetro y la densidad de
los canales resiniferos inducidos en el xilema se vieron afectados sélo por el aislado
7 pero no por el 26 (Figura 25). El incremento en el didmetro fue de 107% y 48%
respecto a las plantulas con herida de P. radiatay P. pinasterrespectivamente. La

densidad se increment6 un 20% en P. radiatay un 26% en P. pinaster.

El examen de las secciones transversales al microscopio muestra como
caracteristica mas notable, una alteracion tisular en el cértex de las plantulas de
P. radiata infectadas por F. circinatum. En esta zona se observa una clara
degradacién del parénquima, que resulta en amplias cavidades. En cambio, las
plantulas infectadas de P. pinaster conservaron en gran medida su integridad

tisular (Figura 26).
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Figura 25. Caracteristicas de los canales resiniferos medidas en el cértex (izquierda) y

xilema (derecha) de plantulas de P. pinastery P. radiata medidas a los 12y 19 dias después

del tratamiento (inoculacién con dos aislados de F. circinatum (aislados 7 (I7) y 26 (126)),

inoculacién con agua destilada estéril (MI) y sin herida (UW). Para cada especie, las

medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0,05) segtin un test de

Tukey. Las barras unidas con

especies.

*
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Figura 26. Ejemplo de secciones transversales del apice de tallos de P. pinaster (arriba) y
P. radiata (abajo), en los cuales se pueden observar canales resiniferos en el cértex y en el
xilema en plantulas infectadas con F. circinatum a los 19. Las fotografias de la derecha se
corresponden con plantulas inoculadas con el aislado 7 y las de la izquierda con el aislado

26. Noétese la alteracién tisular del parénquima cortical en P. radiata (flechas).

4.3.3. Respuesta del perfil terpénico frente a Fusarium circinatum

Se detectaron un total de 182 terpenos en la resina extraida del apice del tallo de
las plantulas, aunque cuatro de ellos no se pudieron identificar. De estos
metabolitos se descartaron ocho debido a que no se hallaron diferencias
significativas entre ningun factor en un test ANOVA, realizado para cada

compuesto individual. Asi pues, el perfil terpénico esta compuesto por un total de
175 metabolitos: 55 MTs, 39 STs, 34 DTs y 47 DRAs.
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4.3.3.1. Composiciéon de la resina constitutiva

La cantidad total de los terpenos que forman parte de la resina constitutiva es de
39.017 £ 4.739,9 pg/g de planta en P. pinastery de 26.453 + 2.347,7 ug/g de planta
en P. radiata, aunque estos valores no son significativamente distintos (p<0.05).
La resina de ambas especies esta compuesta principalmente por DRAs, los cuales
representan alrededor de un 90% del contenido total de terpenos. Dentro de los
terpenos neutros, el grupo con mayor representacién fue el de los MTs (Figura 27).
En P. pinaster los STs fueron significativamente mas abundantes respecto a P.
radiata (p=0,0025), mientras que el contenido en MTs, DTs y DRAs fue similar en

ambas especies (Figura 27).

Hay diferencias significativas en el contenido de 113 de los 174 terpenos entre
ambas especies (Tabla 18) y solamente encontramos 11 y 5 terpenos que son Gnicos
en P. pinaster y P. radiata, respectivamente, la mayoria de ellos STs y MTs. El
terpeno mas abundante es el acido 7-oxodehidroabiético (DRA) con un contenido
de 20.746 + 3.311,8 ng/g de planta (media + error estdndar) en P. pinaster y
14.364,12 £1.552,1 pg/g de planta en P. radiata, seguido del acido isopimarico
(DRA), con un contenido 10 veces menor (1.790,9 + 249,1 y 1.818,1 + 216,8 pg/g
planta en P. pinastery P. radiata, respectivamente). Solamente hay presentes dos
MTSs entre los 8 terpenos mas abundantes de ambas especies, los cuales son a-
pineno y B-pineno. Por tltimo, el ST abieta-8(14), 13(15)-dieno no esta presente en

la resina constitutiva de ninguna de las dos especies, pero si en la inducida.

Tabla 18. Tasa de cambio (FC) de los terpenos de la resina constitutiva que resultan

significativos al comparar P. pinaster frente a P. radiata mediante un t-test de diferencia

de medias
FC 1/FC log2(FC)

phenylethyl butyrate 0,00 773,6 -9,5695
citronellal 0,00 635,5 -9,312
citronellol 0,00 309,6 -8,274
(E,E)-farnesol 0,01 133,2 -7,058
piperitone 0,01 109,3 -6,773
trans-piperitol 0,01 74,0 -6,210
bicyclogermacrene 0,02 60,3 -5,914
phenylethyl propionate 0,02 57,5 -5,846
thymol 0,03 35,9 -5,164
cis-isopinocamphone 0,03 33,7 -5,076
trans-sabinene hydrate 0,04 27,6 -4,788
farnesyl isovalerate 0 und
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sabinene 0,04 22,7 -4,504
(E)-citral 0 und
unknown10 0,06 15,8 -3,978
germacrene-D-4-ol 0,07 13,6 -3,766
4-terpineol 0,08 13,3 -3,729
citronellic acid 0 und
13-epimanool 0,12 8,5 -3,089
manoyl oxide 0,12 8,4 -3,066
2-phenylethyl benzoate 0,14 7,1 -2,835
beta-pinone 0,15 6,8 -2,768
p-cymen-8-ol 0,15 6,8 -2,766
borneol 0,16 6,4 -2,668
cuminic acid 0,17 6,0 -2,590
labda-8(17),13-dien-15-al 0,19 5,1 -2,364
verbenone 0,20 5,0 -2,314
unknownl5 0,20 4,9 -2,306
beta-phellandrene 0,21 4,7 -2,226
p-cymene 0,22 4,5 -2,165
dehydroabietal 0,24 4,1 -2,037
alpha-terpinolene 0,27 3,8 -1,914
alpha-terpinene 0,28 3,6 -1,856
cis-verbenol 0,28 3,5 -1,814
trans ocimene 0,29 3,4 -1,786
Alpha-terpinene 0,31 3,3 -1,702
alpha-terpineol 0,31 3,2 -1,680
limonene 0,31 3,2 -1,669
abienol 0,35 2,9 -1,529
myrtenol 0,36 2,8 -1,492
linalool 0,37 2,7 -1,445
(Z,E)-farnesyl propionate 0,48 2,1 -1,055
(E,E)-farnesyl acetate 0,48 2,1 -1,054
pinocarvone 0,52 1,9 -0,930
1sopimaral 0,57 1,8 -0,820
cis-pinocarveol 0,69 1,5 -0,540
beta-pinene 0,74 1,4 -0,438
sandaracopimaric acid 1,61 0,6 0,687
alpha- pinene 1,71 0,6 0,774
hydroxyabietic acid 51,5 1,74 0,6 0,797
13-methoxypodocarpa-8(14),9(11),12-trien-15- 1,80 0,6 0,848
oic acid

methyl 6-dehydrodehydroabietic acid 1,85 0,5 0,889
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phenylethyl isovalerate 1,90 0,5 0,927
12-methoxyabieta-8,11,13,15-tetraen-20-oic acid 1,95 0,5 0,962
9-methoxyabietic acid 1,96 0,5 0,969
methoxyresinic acid 53,0 2,09 0,5 1,063
hydroxyabietic acid 51,8 2,14 0,5 1,096
methoxyabietatetraenoic acid isomer 2,16 0,5 1,109
cadina-14-diene 2,29 0,4 1,194
deisopropyldehydroabietic acid 2,36 0,4 1,238
resinic acid 55,0 2,38 0,4 1,248
beta-cubebene 2,52 0,4 1,333
imbricataloic acid 2,54 0,4 1,347
cubebol 2,55 0,4 1,353
abietol 2,60 0,4 1,380
dihydroagathic acid 2,67 0,4 1,418
abietic acid 2,68 0,4 1,421
abietal 2,75 0,4 1,460
geraniol 3,20 0,3 1,678
resinic acid 54,8 3,41 0,3 1,769
phenylethyl isovalerate2 3,49 0,3 1,805
resinic acid derivative 52,8 3,80 0,3 1,924
methyl-camphenilol 4,26 0,2 2,092
13(16),14-labdien-8-0l 4,72 0,2 2,239
beta-gurjunene 4,73 0,2 2,243
neoabietic acid 5,01 0,2 2,323
delta-cadinene 5,10 0,2 2,350
hydrocinnamyl isovalerate und

hydroxyresinic acid 51,6 5,57 0,2 2,478
hydrocinnamyl isobutyrate und

hydroxydehydroabietic acid 52,0 6,74 0,1 2,754
alpha-humulene 6,84 0,1 2,775
cinnamyl isovalerate und 2,853
trans caryophyllene 8,02 0,1 3,004
1solongifolene 8,44 0,1 3,078
cis-beta-farnesene 8,45 0,1 3,078
copaborneol und

longifolene und

camphene 9,09 0,1 3,185
alpha-ylangene und

gamma-cadinene 9,31 0,1 3,219
neophytadiene und

cadina-1(6),4-diene und
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sandaracopimaral 10,64 0,1 3,412
germacrene D 10,94 0,1 3,451
pimaric acid 12,15 0,1 3,602
alpha-amorphene 13,64 0,1 3,770
alpha-cadinol 13,65 0,1 3,771
alpha-longipinene und

sandaracopimarinol 14,55 0,1 3,863
15-isopimaradiene 14,60 0,1 3,868
labda-8(17),13E-dien-15-al 16,72 0,1 4,064
guaiol und

unknown30,7 35,83 0,0 5,163
geranyl acetate 51,22 0,0 5,679
alpha-copaene 54,38 0,0 5,765
alpha-cubebene 59,96 0,0 5,906
cinnamyl valerate 60,69 0,0 5,923
alpha-muurolene 82,50 0,0 6,366
linalyl acetate 88,12 0,0 6,461
bornyl acetate 113,35 0,0 6,825
epibicyclesesquiphellandrene 114,85 0,0 6,844
valencene 1071,30 0,0 10,065

Und= indefinido
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Figura 27. Contenido total (ug/g de planta) y error estdndar de los distintos grupos de
terpenos en plantas inoculadas con F. circinatum (I), plantas con inoculacién con agua
destilada estéril (MI), y plantas sin herida (UW). Monoterpenos (MT), Sesquiterpenos
(ST), Diterpenos (DT), Acidos resinicos (DRAs) y contenido total (T). Los valores se han
obtenido a partir de la media de tres replicas y se han considerado como un solo
tratamiento la inoculacion con los dos aislados de F. circinatum al no existir diferencias
significativas entre ellos. Para cada grupo de terpenos y especie, las medias con la misma
letra no son significativamente distintas segin un test de Tukey. Las barras unidas con *

muestran diferencias significativas entre especies.

Por ultimo, los terpenos discriminantes de la resina constitutiva entre ambas

especies se seleccionaron a partir del S-plot derivado de un modelo OPLS-DA
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(parametros de validacién: R2Y=0.999 y Q2=0.989 con p =0.002). Solo se
seleccionaron aquellos terpenos con un valor de logeFC>|2| y significativos
(p<0.05) en la separacién de clases. Estos terpenos estdn altamente
correlacionados (>]0.8|) con la separacién de clases. El grupo de terpenos
significativamente mas abundante en P. radiata esta constituido principalmente

por MTs, mientras que en P. pinaster hay mayor presencia de ST (Tabla 19).

Tabla 19. Tasa de cambio (FC) de los terpenos de la resina constitutiva discriminantes

entre P. pinastery P. radiata

P. pinaster (P) vs. P. radiata(R) Grupo FC (P/R) 1/FC %(()ng

phenylethyl butyrate MT 0,001 773,6 -9,5954
citronellal MT 0,002 635,5 -9,3118
citronellol MT 0,003 309,6 -8,2743
(E,E)-farnesol ST 0,008 133,2 -7,0578
piperitone MT 0,009 109,3 -6,7725
trans-piperitol MT 0,014 74,0 -6,21
bicyclogermacrene ST 0,017 60,3 -5,9139
phenylethyl propionate MT 0,017 57,5 -5,8455
thymol MT 0,028 35,9 -5,1641
cis-isopinocamphone MT 0,030 33,7 -5,076
trans-sabinene hydrate MT 0,036 27,6 -4,7875
farnesyl isovalerate ST 0,039 25,7 -4,6824
sabinene MT 0,044 22,7 -4,5038
(E)-citral MT 0,0 unda -4,1695
Unknown 10 MT 0,063 15,8 -3,9778
germacrene-D-4-ol ST 0,074 13,6 -3,766
4-terpineol MT 0,075 13,3 -3,7285
trans caryophyllene ST 8,02 3,0042
isolongifolene ST 8,44 3,0778
cis-beta-farnesene ST 8,45 3,0781
copaborneol ST und 3,1351
camphene MT 9,09 3,1848
alpha-ylangene ST und 3,1901
neophytadiene ST und 3,2603
cadina-1(6),4-diene ST und 3,3642
sandaracopimaral DT 10,64 3,4116
germacrene D ST 10,94 3,4509
pimaric acid DRA 12,15 3,6024
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alpha-amorphene ST 13,64 3,7696
alpha-cadinol ST 13,65 3,7705
alpha-longipinene ST und 3,8435
sandaracopimarinol DT 14,55 3,8633
15-isopimaradiene DT 14,60 3,8676
labda-8(17),13E-dien-15-al DT 16,72 4,0637
guaiol ST und 4,4637
Unknown 30.7 ST 35,83 5,1631
geranyl acetate MT 51,22 5,6785
alpha-copaene ST 54,38 5,765
alpha-cubebene ST 59,96 5,906
cinnamyl valerate MT 60,69 5,9233
alpha-muurolene ST 82,50 6,3664
linalyl acetate MT 88,12 6,4613
bornyl acetate MT 113,35 6,8247
epibicyclesesquiphellandrene ST 114,85 6,8436
valencene ST 1071,3 10,065

aund: indefinido

4.3.3.2. Cambios en el contenido de terpenos en respuesta a la herida y a la

infeccion por Fusarium circinatum

P. pinaster y P. radiata responden de manera distinta frente a la herida
(inoculacién con agua destilada estéril) y a la infeccién por F. circinatum. Para cada
especie, se observa un comportamiento diferente respecto a la infeccién del
patégeno cuando se analizan los distintos grupos de terpenos (MTs, STs, DTs,
DRASs), ya que la interaccién entre tratamiento*especie es significativa a un nivel
de confianza de a = 0,05, excepto para los DTs (Tabla 20). En las plantulas de 7.
pinaster, lainfeccién con F. circinatum (diferencias significativas entre I y M1, pero
no entre MI y UW) provoca un aumento en las cantidades de DTs y STs en un total
de 2 y 1,7 veces respectivamente, en relacién con MI (Figura 27). La cantidad de
DRAs de las plantulas inoculadas aument6 2,4 veces en comparaciéon con las MI,
aunque no en comparacién con las UW (Figura 27). Por el contrario, las plantulas
de P. radiata inoculadas aumentaron su contenido en MTs 2,3 veces y de DTs 2
veces, en comparacion a las plantas MI. La herida causé un aumento en el
contenido de DRAs de 1,4 veces en comparacion con las plantas UW, mientras que
el contenido en DTs aument6 tanto por el efecto del patégeno como por el efecto de
la herida (Figura 27).
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Tabla 20. Test de tipo III en un modelo mixto para estudiar el efecto fijo sobre la
concentracién total (ug/g planta) de cada grupo de terpenos de la especie, dias post-
inoculacién (dpi) y tratamiento (inoculacién con F. circinatum, inoculacién con agua

destilada estéril y plantas sin herida) en P. pinaster y P. radiata.

Efecto MT DT ST DRA Total
Especies (Sp)  24,58" 8,12 79,52 37,52 44,96
dpi 0,15 2,23 8,01 0,28 0,37
Er]igtamiento 24,25 59,85 17,23 24,31 31,13
Sp*dpi 0,37 0,33 5,12 1,72 1,50
Sp*T 15,59 2,78 7,75 19,09 21,11
Dpi*T 0,39 9,95 3,32 0,99 1,19

aMT=mono-, ST=sesqui, DT=Diterpenos y DRAs= acidos resinicos

bValores en negrita significativos (p=0,05)

Aunque P. radiata muestra inicialmente una cantidad de resina constitutiva
significativamente inferior en comparacion con P. pinaster, se produce una mayor
inducciéon en la produccién de resina en respuesta a la herida y a la infeccién por
el patégeno (3,6 y 1,8 veces respectivamente). La respuesta a la infeccién ocasiona
un aumento en la cantidad de MTs (2,7 veces), DTs (1,4 veces) y DRAs (1,7 veces)
(Figura 27) respecto a P. pinaster. En cambio, en esta especie la cantidad de STs

siempre es superior independientemente del tratamiento (Figura 27).

Por otro lado, tanto las plantulas infectadas de P. pinaster y de P. radiata
aumentan su contenido en DT a medida que transcurre el tiempo, de los 12 dpi a
los 19 dpi (interaccién entre dpi*tratamiento significativo) (Tabla 20), mientras que
la cantidad de STs aumenta significativamente solo en P. pinaster. En esta especie,
los otros grupos no sufren variacion con el tiempo durante la infeccién con F.
circinatum. Las plantulas MI no variaron su contenido en ningun grupo de

terpenos entre los 12 y los 19 dpi.

Para el anélisis de los perfiles terpénicos definidos para cada especie (P. pinaster
o P. radiata), dpi (12 y 19) y tratamiento (UW, MI, I), exploramos inicialmente sus
diferencias mediante un andlisis de componentes principales (PCA). Este anéalisis
muestra que los dos primeros componentes (PC1 y PC2) explican un 65% de la
varianza. Si observamos el grafico de los dos primeros componentes (Figura 28)
vemos un efecto importante de la especie, asociada a PC1, que explica el 47% de la

varianza. Posteriormente, se realizé el analisis mediante un modelo PLS-DA con
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el fin de identificar los terpenos altamente correlacionados con la separacion de
cada clase. El mejor ajuste para este modelo predictivo se encuentra cuando se
separan los datos en funcién de la especie, analizandolos por separado, y en estos
se combinan las plantulas sanas (UW) a los 12 y 19 dpi y las plantulas inoculadas
con el aislado 7 y 26 del mismo dpi (parametros de validacién: R2 = 0.91, Q2= 0.76
con 4 componentes; p=0.001 para P. pinaster and R2= 0.84, Q2=0.74 con 2
componentes; p<0.0001, para P. radiata). En resumen, este modelo arroja que los
datos se separan en cinco clases, denominadas 112 e 119, MI12 y MI19 y UW (Figura
28).

Los terpenos mas importantes para poder discriminar entre estas clases se
eligieron en funcién del valor del pardmetro VIP (Variable Importance in
Projection) en el modelo PLS-DA. Los 30 metabolitos principales (aquellos con un
VIP score>1.30) (Tabla 21) se utilizaron para construir un heatmap del contenido
normalizado de estos terpenos (Figura 29). En esta figura podemos observar que
en P. pinaster se produce un aumento en el contenido en terpenos en respuesta a
la herida y a la infeccion de manera mas rapida que en P. radiata. Ademas, este

aumento se mantuvo en el tiempo en las plantas infectadas.

En el heatmap de P. pinaster se observan los terpenos agrupados en 3 grupos
principales, cuya principal diferencia es la respuesta frente a la herida (inoculacién
con agua destilada estéril). En esta especie, de los 30 terpenos seleccionados 15 son
MTs (aunque su concentracién es baja) y no hay presente ningiin DRA (Tabla 21),
Adem4s, estan presentes algunos terpenos (p-cymen-8-ol, alpha-bisabolene, 8,15-
pimaradien-18-al, beta-pinone, cis-verbenol, oplopane, verbenone and cis-
isopinocamphone) cuyo nivel en las plantulas sanas (UW) es practicamente de 0 y
su contenido aumenta en respuesta a la herida o a la infeccién (Tabla 21). Por
ultimo, los terpenos cuyo contenido es mas alto en las plantulas 119 son en primer
lugar 19-Nor-4,8,11,13-abietatetraene (DT), seguido de borneol (MT).
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Figura 28. Graficos del modelo PCA (A) y PLS-DA (B y C) para los datos normalizados del
perfil terpénico obtenido mediante GC-MS de plantulas de P. pinaster (B) y P. radiata (C).
Dichas plantulas se inocularon con los aislados 7y 26 de F. circinatumy se recolectaron a
los 12 (I712 y 12612) y 19 (I719 y 12619) dpi. También se realizé una inoculacién con agua
destilada estéril (MI12 y MI19) y se incluyeron plantulas sin herida (UW12 y UW19) cuyos
datos se trataron de manera conjunta (UW) en los modelos PLS-DA.
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Resultados

Tabla 21. Contenido (ug/g de planta) y grupo (G) de los 30 terpenos incluidos en los
heatmaps construidos en base a las abundancias después de los tratamientos (inoculacién
con F. circinatum (I), inoculacién con agua destilada estéril (MI) y plantas sin herida (UW))
aplicados a plantulas de P. pinastery P. radiatay medidos a los 12 y 19 dpi. Los terpenos
fueron seleccionados por el VIP score >1,3 del modelo PLS-DA (parametros de validacién:
R?=0,9, Q2= 0,75; p=0,001 para P. pinastery R?= 0,85, Q2=0,74; p<0,0001 , para P. radiata)

Pinus pinaster

112 119 MI12 MI19 UW-= G

Avgd Std» Avg Std Avg Std Avg Std Avg Std
(e,e)-farnesol 0,8 0,36 1,1 0,65 0,2 0,06 0,2 0,31 0,2 0,18 ST
diterpenic alcohol 4,3 1,82 6,0 2,36 3,5 2,46 0,3 0,32 1,3 1,51 DT
labda-8(17),13-dien-15-al 1,5 0,99 2,6 1,73 0,7 0,44 0,0 0,00 0,3 0,31 DT
M+272 43,5 0,5 0,33 0,6 0,35 0,6 0,34 0,0 0,00 0,1 0,24 DT
unknown15 0,3 0,44 0,7 1,22 0,1 0,03 0,0 0,00 0,0 0,02 MT

19-Nor-6,8,11,13-abietatetraene 2,5 1,27 2,8 1,21 2,1 0,79 0,2 0,27 0,6 0,37 DT

p-cymen-8-ol 0,5 0,19 0,5 0,32 0,2 0,04 0,0 0,00 00 0,03 MT
piperitone 0,4 0,19 0,4 0,18 0,2 0,11 0,1 010 0,1 0,01 MT
trans-piperitol 0,3 0,12 0,2 0,11 0,1 0,00 0,0 000 0,1 0,00 MT
4-epidehydroabietol 1,0 0,30 1,2 0,53 0,5 0,15 0,2 0,31 0,1 0,12 DT
alpha-bisabolene 0,2 0,20 0,1 0,06 0,0 0,01 0,0 000 00 0,01 ST
8,15-pimaradien-18-al 0,6 0,30 0,8 0,45 0,4 0,05 0,0 000 0,0 0,03 DT

19-Nor-4,8,11,13-abietatetraene 38,3 2244 39,8 17,21 30,6 12,03 6,6 4,18 81 5,55 DT

pinocarvone 0,4 0,13 06 050 03 005 05 022 01 0,12 MT
caryophyllene oxide 5,1 1,21 6,9 2,86 3,5 0,09 4,8 2,41 0,6 1,64 ST
dehydroabietal 4,7 1,46 6,8 1,86 2,6 0,22 2,8 0,44 0,7 0,15 DT
pinocamphone 1,0 0,24 1,4 0,57 0,5 0,09 0,7 0,19 0,2 0,07 MT
myrtenol 5,0 1,75 6,3 4,84 1,9 0,46 3,4 1,07 0,4 0,44 MT
cis-pinocarveol 1,8 0,57 2,4 1,51 0,8 0,20 1,4 0,52 0,2 0,23 MT
8,11,13-abietatriene 1,1 0,34 1,6 0,57 0,7 0,21 0,7 0,19 0,1 0,02 DT
alpha-pinone 0,7 0,17 0,9 0,51 0,4 0,12 0,5 0,17 0,0 0,03 MT
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borneol 10,6 3,86 12,4 6,12 34 0,52 54 1,75 05 0,87 MT
cis-verbenol 1,1 0,32 1,3 1,19 055 0,11 0,6 03 00 018 MT
oplopane 0,3 009 04 023 02 009 01 014 00 0,03 ST
verbenone 0,5 019 07 08 02 004 02 020 00 0,12 MT
methyl-camphenilol 4,5 1,31 6,7 2,41 2,9 0,50 1,7 0,26 0,8 0,17 MT
cis-isopinocamphone 0,7 0,34 1,1 1,15 0,1 0,04 0,2 0,31 0,0 0,19 MT
manoyl oxide 6,1 4,51 9,2 5,31 0,6 0,31 0,7 0,95 0,4 0,45 DT
13-epimanool 2,7 1,59 36 205 06 046 03 0,28 0,2 0,12 DT
4-terpineol 0,5 0,14 0,6 0,21 0,3 0,08 0,2 0,08 0,2 0,00 MT
Pinus radiata
112 119 MI12 MI19 UWa G
Avgb St db Avg St d Avg St d Avg St d Avg Std
valencene 0,0 0,00 16,6 40,35 0,0 0,01 0,0 0,00 0,0 0,01 ST
cis-isopinocamphone 3,3 2,38 15,7 10,32 1,1 0,26 1,9 0,29 1,0 0,24 MT
4-epidehydroabietol 1,7 0,97 6,7 1,17 2,0 0,62 2,1 0,50 0,4 0,34 DT
oxohydroxyresinic acid 51,9 47,3 22,23 140,8 64,81 48,2 11,46 51,6 30,23 15,3 21,61 DRA
4-hydroxy-18-nor-abietane 3,1 0,81 7,0 2,53 2,1 0,40 2,7 0,46 0,6 0,86 DT
dehydroabietal 16,4 3,72 36,4 8,79 14,4 3,99 13,5 3,22 2,8 0,60 DT
8,11,13-abietatriene 2,9 1,09 5,8 3,09 2,1 0,39 2,1 0,48 0,4 0,20 DT
alpha-bisabolene 2,5 1,83 1,4 0,86 0,3 0,07 0,3 0,06 0,1 0,09 ST
abietal 25,9 6,32 55,6 9,65 12,3 2,98 9,2 1,63 5,1 1,08 DT
epi-manoyl oxide 11,9 11,61 12,0 9,25 3,7 3,49 2,4 0,92 0,7 0,41 DT
cis-verbenol 0,8 0,47 4,5 2,59 0,5 0,14 0,8 0,17 0,2 0,01 MT
cis-pinocarveol 3,2 2,22 12,7 7,16 1,4 0,36 2,4 0,61 0,4 0,03 MT
Alpha-pinone 1,4 0,57 6,0 3,87 1,0 0,36 1,5 0,32 0,2 0,01 MT
p-cymene 8,2 1,04 18,5 2,69 4,0 0,94 3,2 0,43 1,3 0,19 MT
abietol 9,8 1,89 14,5 3,76 5,7 1,32 3,6 1,36 1,1 1,51 DT
p-cymen-8-ol 4,7 1,18 10,3 2,70 2,0 0,39 2,0 0,87 0,3 0,02 MT
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sandaracopimarinol 5,2 1,86 10,2 1,30 2,5 0,88 2,9 1,14 1,0 0,05 DT
trans-4-thujanol 0,8 0,28 1,6 0,42 0,5 0,06 0,6 0,21 0,2 0,07 MT
(Z,E)-farnesyl isovalerate 5,3 2,85 24,1 13,62 3,6 0,68 3,6 0,95 1,3 0,16 ST
myrtenol 8,9 3,98 38,7 22,39 3,5 0,93 4,7 1,33 1,1 0,34 MT
sandaracopimaral 3,8 1,10 9,1 1,72 2,3 0,75 2,3 0,73 1,0 0,10 DT
oplopane 1,8 1,94 5,5 1,17 3,3 0,92 4,2 2,47 0,2 0,33 ST
7-oxodehydroabietic acid 1063 988,2 1403 802,8 2281 158,4 11,2 5,11 16 5,41 DRA
15-hydroxydehydroabietic acid 112 90,86 163,8 63,69 260 60,97 9,2 2,72 8,1 5,85 DRA
hydroxydehydroabietic acid 52,0 2270 1500,8 2841 1352 4290 227,9 303 1224 42,3 16,06 DRA
Seco I acid 76,6 8,70 85,6 38,06 83,0 3,26 22,9 5,46 5,2 3,27 DRA
Seco II acid 69,5 6,24 75,1 35,78 71,5 7,08 21,7 4,81 4,4 0,53 DRA
unknown15 1,7 0,78 3,4 1,75 1,6 0,22 0,9 0,60 0,2 0,02 MT
alpha-cadinol 1,9 0,47 2,6 1,23 2,2 0,76 1,8 0,65 0,3 0,38 ST
resinic acid derivative 52,8 611,56 356,28 9423 304,9 770,2 526,0 280,9 92,97 384 11,41 DRA
pimaric acid 825,6 120,50 1197 522,2 853,1 47,21 595 212,6 103, 3,17 DRA

a Datos de 12 y 19 dpi combinados.

b Media y desviacién tipica. Seco= 1,3-dimethyl-2-ethyl-(3-isopropylphenyl)-

cyclohexencarboxilic
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Figura 29. Heatmaps basados en el VIP score de los 30 terpenos principales en un modelo
PLS-DA para P. pinaster (A) y P. radiata (B).

En el heatmap de P. radiata nos encontramos con dos grupos bien diferenciados
que difieren respecto a su respuesta frente a la herida, especialmente a los 12 dpi.
En esta especie si encontramos DRAs formando parte de los terpenos seleccionados
(Tabla 21) y alcanzan su mayor contenido en las plantulas inoculadas (en un rango
de 47,3 a 2270,4 pg/g de planta). Ninguna de las dos especies tiene un grupo

formado exclusivamente por un solo grupo de terpenos.

Con el fin de estudiar los terpenos caracteristicos de las plantas inoculadas
respecto a las plantas inoculadas con agua destilada estéril, y su cambio en el
tiempo, se construyeron y ajustaron cuatro modelos OPLS-DA (uno por especie y
tiempo). Ademaés, se construyeron dos modelos adicionales (uno por especie) para
seleccionar los terpenos discriminantes para cada dpi. Los terpenos se
seleccionaron mediante el S-plot en su respectivo modelo validado (Figura 30). Con
el objetivo de evitar sesgos solo se seleccionaron aquellos terpenos significativos en

la separacién de clases y con una tasa de cambio (FC) superior a 2.
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Figura 30. S-plot derivados de los modelos OPLS-DA para identificar los terpenos

discriminantes entre las plantulas infectadas por F. circinatum y las inoculadas con agua

destilada estéril de P. pinasteralos 12y 19 dpi (A y B respectivamente) y P. radiata a los

12 y 19 dpi (C y D), asi como los terpenos discriminantes para los 12 y 19 dpi de las

plantulas de P. pinaster (E) y P. radiata (F).
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En P. pinaster se identificaron 9 y 8 terpenos a los 12 y 19 dpi respectivamente, los
cuales son significativamente mas abundantes en las plantulas infectadas por F.
circinatum (entre 12 y 6 veces méas a los 12 dpi y entre 5-2 veces més a los 19 dpi)
(Tabla 22). Adem4ds, hay otros terpenos (thymol y citronellol (MTs), farnesyl
isovalerate y alpha-cadinene (STs), v 19-Nor-6,8,11,13-abietatetraene y labda-
8(17),13-dien-15-al (DTs)) los cuales tienen una alta correlacién en el modelo
OPLS-DA pero no muestran diferencias significativas entre las plantulas
infectadas y las plantulas inoculadas con agua destilada estéril. En P. radiata hay
algunos terpenos més abundantes en las plantulas infectadas (FC>10) a los 12 dpi,
que son el 13-epimanool, el 4cido resinico 49,4 y el acido hidroxiabiético 51, 8 (estos
dos ultimos no identificados completamente), pero el contenido de todos los dem4s
(todos ellos STs y DTs) disminuyen con la infeccién a los 12 dpi (FC<1) (Tabla 22).
A los 19 dpi, el terpeno mas abundante en las plantulas infectadas es el DRA acido
7-oxodehidroabietico, con un FC=125. Algunos de los terpenos son comunes para
ambas especies, pero son siempre mas abundantes en P. pinaster. Estos son abieta-
8(14),13(15)-diene, pimarol, 8,15-pimaradien-18-al, y labda-8(17),13E-dien-15-al
(Tabla 22). Otros terpenos, como los 4cidos 15-hidroxi y 7-oxo dehidroabieticos
(DRAs) y cis-isopinocamphone (MT) estdn presentes de manera comun en las
plantulas de P. pinasteralos 12 dpiy P. radiata a los 19 dpi. Por tultimo, al realizar
un test ANOVA entre las medias de los terpenos discriminantes de los
tratamientos (I, MI y UW) encontramos que el contenido de alguno de estos
terpenos identificados también cambia en respuesta a la herida (Figura 31) y
muestra ademas que no solo la infeccién, sino también la herida ocasiona la

inhibicién de algunos compuestos a los 12 dpi en P. radiata.

Tabla 22. Tasa de cambio (FC) de los terpenos discriminantes entre las plantulas
infectadas por F. circinatum y las plantulas inoculadas con agua destilada estéril
para P. pinastery P. radiata a los 12 y 19 dpi. Se han seleccionado los distintos
terpenos a partir de un S-plot derivado del modelo OPLS-DA. Los parametros de
validacién para los modelos OPLS-DA fueron: R2Y=0.946 y Q2=0.901 con p=0.014
(P. pinaster a 12 dpi); R2Y=0,906 (p=0,028) y Q2=0,843 (p=0,015) (P. pinaster a 19
dpi); R2Y=0,932 (valor p=0,083) y Q2=0,870 (p=0,026) (P. radiata a 12 dpi); y
R2Y=0,910 (p=0,007) y Q2=0,868 (p=0,007) (P. radiata a 19 dpi).
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infectadas (I) vs. herida (MI) Grupo FC log2 FC
(I/MI=)

P. pinaster 12 dp1 manoyl oxide DT 12,3 3,616
cis-isopinocamphone MT 10,7 3,417
resinic acid 49.0 DRA 9,2 3,208
15-hydroxydehydroabietic DRA 8,7 3,120
abieta-8(14),13(15)-diene DT 7.7 2,945
bicyclogermacrene ST 7,6 2,930
Seco I acid DRA 7,5 2,911
7-oxodehydroabietic acid DRA 6,6 2,715
13(16),14-1abdien-8-ol DT 6,4 2,688

P. pinaster 19 dpi p-cymen-8-ol MT 5,2 2,388
manoyl oxide DT 4.9 2,306
diterpenic alcohol DT 4,7 2,220
pimarol DT 4,5 2,185
abietol DT 4,0 1,999
labda-8(17),13E-dien-15-al DT 31 1,631
8,15-pimaradien-18-al DT 2,3 1,193
1solongifolene ST 2,1 1,087

P. radiata 12 dpi resinic acid 49.4 DRA 59,0 5,884
13-epimanool DT 11,8 3,560
hydroxyabietic acid 51.8 DRA 9,7 3,284
8,15-pimaradien-18-al DT 0,16 -2,606
beta-elemene ST 0,16 -2,647
labda-8(17),13E-dien-15-al DT 0,14 -2,851
15-1sopimaradiene DT 0,13 -2,963
abieta-8(14),13(15)-diene DT 0,12 -3,031
beta-cubebene ST 0,12 -3,052
alpha-copaene ST 0,11 -3,121
pimarol DT 0,11 -3,164
alpha-amorphene ST 0,09 -3,497
alpha-cubebene ST 0,02 -5,670

P. radiata 19 dpi 7-oxodehydroabietic acid DRA 125,1 6,967
15-hydroxydehydroabietic DRA 17,8 4,155
hydroxydehydroabietic 52.0 DRA 9,3 3,225
myrtenol MT 8,2 3,041
cis-isopinocamphone MT 8,0 3,008
alpha-terpinene MT 7,2 2,854
alpha-cubebene ST 6,8 2,773
abietal DT 6,0 2,593
p-cymene MT 5,7 2,511

a Clases I: inoculada; MI: Inoculacién con agua destilada estéril.

b NS= Valor no significativo a p=0.05
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Pinus pinaster12dpi I MI UW P. radiata 12 dpi I MI UW
manoyl oxide ab b resinic acid 49.4 ab c
cis-isopinocamphone ab b 13-epimanool ab a

hydroxyabietic acid
resinic acid 49.0 ab ab 51.8 ab a
15-hydroxydehydroabietic a b ¢ 8,15-pimaradien-18-al ¢ b a
abieta-8(14),13(15)-diene a b b beta-elemene b a
labda-8(17),13E-dien-
bicyclogermacrene ab b 15-al c b a
Seco I acid ab b 15-1sopimaradiene ba a
abieta-8(14),13(15)-
7-oxodehydroabieticacid 'a b ¢ diene ba b
13(16),14-1abdien-8-ol ab b beta-cubebene c b a
P. pinaster 19 dpi alpha-copaene ba a
p-cymen-8-ol ab b pimarol c b a
manoyl oxide ab b alpha-amorphene ba a
diterpenic alcohol ab c alpha-cubebene ba a
pimarol ab a P. radiata 19 dpi
7-oxodehydroabietic
abietol ab a acid ab b
15-
hydroxydehydroabietic
labda-8(17),13E-dien-15-al a b a acid ab b
hydroxydehydroabietic
8,15-pimaradien-18-al ab b ac 52.0 ab c
isolongifolene ab a myrtenol ab c
cis-isopinocamphone ab b
alpha-terpinene ab b
alpha-cubebene ab c
abietal ab c
p-cymene ab c

Figura 31. Significancia de los valores medios del contenido de los terpenos discriminantes

entre plantulas infectadas y con inoculaciéon con agua destilada estéril

Respecto al tiempo, en P. pinaster infectado por F. circinatum hay dos grupos de
terpenos que discriminan entre los 12 y 19 dpi (Tabla 23). En un grupo, nos
encontramos con el acido citronélico, el acido 7-oxodeshidroabietico y el abieta-
8(14),13(15)-dieno, los cuales se producen de manera mas abundante a los 12 dpi
(FC>1). En el segundo grupo, los terpenos son mas abundantes a los 19 dpi (FC<1),
en los cuales se incluyen algunos DRAs no identificados completamente. En P,
radiata, todos los terpenos discriminantes se producen de manera mas abundante
a los 19 dpi (Tabla 23).
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Tabla 23. Terpenos discriminantes entre los 12 y 19 dpi para las plantulas de P. pinaster

y P. radiata infectadas por F. circinatum. Los distintos terpenos se han seleccionado a

partir de un S-plot derivado de un modelo OPLS-DA, solo se eligieron aquellos con un

log2(FC)>| 2| y significativos en la separacién de clases (p>0,05). Parametros de validacién
para los modelos OPLS-DA: R2Y=0,839, p=0,016 y Q2=0,715 con p=0,002 para P. pinaster;
y R2Y=0,969, p=0,002 y Q2=0,905, p=0,002 para P. radiata.

12 dpi (I12) vs. 19 dpi (I119) Grupo 5(132/119) %(ég2
P. pinaster citronellic acid MT 38,4 5,263
7-oxodehydroabietic acid DRA 10,7 3,426
abieta-8(14),13(15)-diene DT 8,7 3,124
resinic acid 47.7 DRA 0,13 -2,923
resinic acid 46.9 DRA 0,09 -3,552
farnesyl isovalerate ST 0,04 -4,707
alpha-terpineol MT 0,02 -5,981
resinic acid 49.4 DRA 0,01 -6,557
P radiata trans-sabinene hydrate MT 0,18 -2,506
labda-8(17),13E-dien-15-al DT 0,15 -2,727
isolongifolene ST 0,14 -2,855
alpha-cubebene ST 0,13 -2,969
beta-cubebene ST 0,12 -3,027
15-isopimaradiene DT 0,11 -3,132
8,15-pimaradien-18-al DT 0,11 -3,178
alpha-amorphene ST 0,10 -3,288
verbenone MT 0,10 -3,394
alpha-cadinene ST 0,09 -3,457
pimarol DT 0,08 -3,560
delta-cadinene ST 0,08 -3,613
alpha-copaene ST 0,08 -3,689
beta-elemene ST 0,05 -4,300
beta-gurjunene ST 0,03 -5,073

a clases 112 y I19, inoculadas a 12 y 19dpi, respectivamente

b NS= valor no significativo a p=0,05
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4.3.4. Respuesta del perfil transcriptomico

4.3.4.1. Identificacién de genes relacionados con la sintesis de terpenos a partir de
datos transcriptémicos de Pinus pinaster infectado por Fusarium

circinatum

Se identificaron un total de 59 genes expresados diferencialmente (DEG)
relacionados con la biosintesis de terpenos a partir del transcriptoma de P. pinaster
durante la infeccién por F. circinatum (BioProject PRINA543723) a los 3, 5, y 10
dpi, obtenido anteriormente mediante un ensayo de RNA-seq dual (Hernandez-
Escribano et al., 2020) (Tabla 24).

Se observa una induccién de la ruta MVA en la biosintesis de precursores de
terpenoides, asi como de los genes relacionados con la sintesis de terpenoides y una
inhibicién de la ruta MEP y de genes relacionados con la sintesis de MTs y DTs
(Tabla 24). Dentro de la ruta MVA se han encontrado 15 DEG, de los cuales 13
mostraron a los 10 dpi un incremento en su expresion y 2 una inhibiciéon. Respecto
a la ruta MEP, 4 genes estaban regulados negativamente a los 10 dpi. Respecto a
los diferentes grupos de terpenos, nos encontramos a los 10 dpi con 5 genes
regulados negativamente para MTs y la inhibicién de la mayoria de los genes de
los DTs. En cambio, la mayoria de los DEG para los STs estan inducidos

positivamente a los 10 dpi (Figura 32).

Por 1ltimo, se ha encontrado un gen expresado diferencialmente en el
transcriptoma de F. circinatum obtenido durante la infeccion de P. pinaster. Este
gen fue anotado como pentaneleno sintasa, que cataliza la conversion de 2-trans,6-

trans-farnesil difosfato al sesquiterpeno pentaleno.
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Figura 32. DEGs de las enzimas correspondientes en las vias MVA y MEP para la sintesis
de terpenos identificadas en el transcriptoma de P. pinaster infectado por F. circinatum.

Los heatmaps muestran los niveles relativos de expresién genética a los 3, 5y 10 dpi.
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Tabla 24. Genes expresados diferencialmente relacionados con la biosintesis de terpenos identificados en el transcriptoma de P. pinaster

durante la infeccién por F. circinatum a los 3, 5y 10 dias después de la inoculacién.

. Log2 FC
GenBank ID Enzima i i i
3 dp1 5 dp1 10 dp1
Ruta MVA
GIBR01011662.1 acetyl-CoA acetyltransferase 0,55 1,79 2,14
GIBR01019493.1 acetyl-CoA acetyltransferase 0,00 1,03 0,00
GIBR01023709.1 hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 6,41 9,25 12,91
GIBR01020327.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA-synthase 1,04 3,06 3,20
GIBR01003908.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 3,03 5,75 7,34
GIBR01003731.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 0,00 0,00 2,19
GIBR01003526.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 0,00 0,00 -1,47
GIBR01000845.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 0,00 0,00 -1,41
GIBR01012984.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 0,00 0,00 2,20
GIBR01024060.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 0,00 0,00 1,19
GIBR01014570.1 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 6,12 9,77 9,98
GIBR01020600.1 Phosphomevalonate kinase 0,00 0,73 1,55
GIBR01007153.1 Diphosphomevalonate kinase 0,90 2,35 2,95
GIBR01010326.1 diphosphomevalonate decarboxylase 0,00 1,33 2,42
GIBR01011283.1 Mevalonate kinase 0,57 1,73 2,65
Ruta MEP

GIBR01006179.1 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase 0,00 0,00 -1,49
GIBR01019111.1 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate synthase 0,00 0,00 -1,13
GIBR01015821.1 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase 0,00 0,00 -1,46
GIBR01008025.1 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase 0,00 0,00 -1,27

Monoterpenos
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GIBR01002598.1 alpha-pinene synthase 0,00 1,06 3,99
GIBR01014919.1 alpha-pinene synthase 0,00 0,00 -2,62
GIBR01013221.1 alpha-pinene synthase 0,00 0,00 -1,58
GIBR01006549.1 alpha-pinene synthase 0,00 0,00 -2,24
GIBR01019315.1 2-methyl-3-buten-2-ol synthase 0,00 -0,67 -1,95
GIBR01013541.1 (+)-3-carene synthase 0,00 0,00 -1,80
Diterpenos
GIBR01004577.1 Copalyl diphosphate synthase 1 0,00 0,00 -2,54
GIBR01014597.1 Monofunctional isopimaradiene synthase 1,33 2,25 7,31
GIBR01016591.1 ent-kaurene synthase 0,00 -0,57 =1L5R
GIBR01010635.1 Monofunctional isopimaradiene synthase 0,00 0,00 -1,84
GIBR01013923.1 Monofunctional isopimaradiene synthase 0,00 0,00 2,92
GIBR01007972.1 Bifunctional levopimaradiene synthase 0,00 0,00 DR
GIBR01020605.1 Bifunctional levopimaradiene synthase 0,00 0,00 -1,29
GIBR01002780.1 Monofunctional isopimaradiene synthase 0,00 0,00 -1,14
GIBR01010761.1 abietadienol abietadienal 0,00 -0,90 -3,02
Sesquiterpenos
GIBR01003798.1 Alpha-farnesene synthase 6,26 8,02 8,99
GIBR01014133.1 Alpha-farnesene synthase 5,91 7,02 7,22
GIBR01018017.1 Alpha-bisabolene synthase 1,29 1,26 2,13
GIBR01015392.1 Alpha-bisabolene synthase 3,64 4,22 3,68
GIBR01018349.1 longifolene synthase 0,00 0,00 -3,28
GIBR01012270.1 e-beta farnesene synthase 4,46 6,62 6,02
GIBR01002641.1 Delta-selinene synthase 0,00 0,00 -1,67
GIBR01003339.1 1(10),5-germacradien-4-ol synthase 0,00 0,00 -2,00
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4.3.4.2. Validacion de los DEG identificados a partir de los datos del transcriptoma
de Pinus pinasterinfectado por Fusarium circinatumy expresiéon en Pinus

radiata

w

+*

W P. pinaster
2.5
® P. radiata

125 ‘ *
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Figura 33. Validacion de los niveles de expresion relativos mediante RT-qPCR de los genes
expresados diferencialmente identificados en el transcriptoma de P. pinasterinfectado por

F. circinatum y comparacion con la expresion relativa en P. radiata.

Los genes se han seleccionado entre los identificados en la biosintesis de precursores (PC),
monoterpenos (MT), diterpenos (DT) y sesquiterpenos (ST). GPP: geranil difosfato sintasa;
IPP: isopentenil-difosfato  Delta-isomerasa; PMVK: Fosfomevalonato, HMGR:
hidroximetilglutaril-CoA reductasa; HDR: 4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-i1 difosfato
reductasa; DXPR: 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa; MYR: mirceno sintasa;
3CS: 3-careno sintasa; aPNS: a-pineno sintasa; IPMS: isopiramadieno sintasa; LPMS:
levopimaradieno sintasa; aFRS: a-farneseno sintasa, eFRS: B-farneseno sintasa; aBSS: a-
bisaboleno sintasa; dSLS: §-selineno sintasa. Para cada especie de pino, los niveles de
expresion relativos se normalizan mediante su respectivo gen de referencia y se
representan por log de los datos transformados de 2—-AACt (log (FC)). * significa diferencias
significativas entre los valores de las muestras inoculadas respecto a las muestras a las

que se les ha realizado una inoculacién con agua destilada estéril (t-student p <0.05)

Para validar los niveles de expresion relativos en P. pinaster, se seleccionaron
quince genes relacionados con la sintesis de terpenos y se determiné su expresion
mediante RT-qPCR (Figura 33). Los niveles de expresién mostraron una tendencia
similar a la observada a los 5 dpi en el transcriptoma. La inoculacién con el

patéogeno provoca un aumento en la expresiéon de los genes relacionados con la
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sintesis de precursores de terpenos en la ruta MVA (genes HMGRy PVMK) y de
IPPI en P. pinaster. Ademas, también encontramos que tres de los genes
relacionados con la sintesis de STs incrementaron su expresién (aFRs, eFRES'y
aBSS), mientras que no se encontraron diferencias significativas en la expresién
relativa de los genes relacionados con la sintesis de MTs y DTs a los 5 dpi (Figura
33). En P. radiata, la infeccién por el patégeno provocé la induccién de IPPI asi
como de un gen dentro de la ruta del MVA (HMGRE). No se encontraron diferencias
significativas en la expresion de los genes relacionados con la sintesis de ST y DT's
pero si se produjo la induccién del a-pineno (aPNS) dentro de los MTs (Figura 33).
Por dltimo, los cebadores disenados para los genes 3CS, dSLSy HDR no superaron
el umbral necesario de eficacia adecuada en la qPCR en P. radiata y DXPR fall6 en

P. pinaster, por lo que se descartaron.
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5. Discusion

5.1.Variacion temporal y espacial de la estructura genética de la

poblacion espaiola de Fusarium circinatum

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la variabilidad genética
de F. circinatum se ha mantenido baja desde su establecimiento en la peninsula e,
incluso, ha disminuido en el tiempo (Tabla 8). Esta baja diversidad también se ha
constatado en trabajos recientes (Ahmad & Diez, 2023), los cuales analizan las
poblaciones del patégeno en las regiones espanolas que no se han incluido en este
estudio, concretamente en Cantabria y Castilla y Leén (Ahmad & Diez, 2023). Si
bien este estudio no analiza los grupos de compatibilidad vegetativa existentes
para el patéogeno en el pais, si confirma la presencia de ambos grupos de
apareamiento (MAT-1 y MAT-2), estando en Cantabria presente solamente MAT-
2, al igual que en el Pais Vasco. La situaciéon del patégeno en Espafna, con una
poblacién mayoritariamente clonal y dominada por unos pocos haplotipos coincide
con la descrita en numerosos estudios donde se analiza la situacién en zonas donde
el patégeno ha sido introducido (Ahmad & Diez, 2023; Ceriani et al., 2024; J. C.
Correll, 1992; T. R. Gordon et al., 1996; Iturritxa et al., 2012). Sin embargo, esta
baja diversidad contrasta con la encontrada en otros paises como Sudéfrica (Fru et
al., 2023) donde, utilizando marcadores SRR, detectaron una poblacién muy
diversa en viveros y plantaciones de algunas zonas del pais. En este estudio
concluyeron que la reproduccion del patégeno es fundamentalmente asexual,
existiendo esta amplia diversidad debido a maultiples introducciones. Los
marcadores SRR se han usado en numerosos estudios de genética de poblaciones
ya que presenta ventajas técnicas respecto a otros (Oliveira & Azevedo, 2022). El
ser regiones del genoma que tienen una rapida tasa de evolucion los hace muy
sensibles y posibilitan la identificacion de sucesos demograficos y filogenéticos
recientes, aunque debido a su hipervariabilidad hay que analizar con precauciéon
los resultados obtenidos (Linde, 2010; Milgroom & Peever, 2003; Oliveira &
Azevedo, 2022). Existen estudios de F! circinatum que han utilizado otras clases
de marcadores moleculares como ITS (Ahmad & Diez, 2023), RFLPs (Wikler &
Gordon, 2000) y AFLP (Iturritxa, Ganley, et al., 2011) y todos concluyen que el

mecanismo principal de reproduccién del patégeno es asexual.
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Los resultados que hemos obtenido evidencian que la poblacién del patdégeno esta
estructurada en dos grandes grupos, tal y como se observa claramente en la
minimum spanning network (Figura 17) y en el dendograma NJ (Figura 18). Esta
estructura coincide con la descrita en Berbegal et al., (2013) y se confirma en las
regiones no analizadas en este trabajo en Ahmad & Diez, (2023). Se demuestra
que, actualmente, la poblacién de la zona noreste del pais esta constituida por un
solo haplotipo (MLG32) y un solo grupo de apareamiento (MAT-2), mientras que
en la zona noroeste existe una mayor diversidad genética (aunque ésta ha
disminuido con el tiempo), estando presentes ambos grupos de apareamiento y
diferentes haplotipos, algunos de ellos identificados por primera vez (MLG101 y
MLG102).

La distribucién de la frecuencia de los MLGs (Figura 15), asi como la minimum
spanning network (Figura 17), muestran que la presencia del MLG32 ha
aumentado y se ha extendido hacia el noroeste. Consecuentemente, en el
dendrograma NJ elaborado con las regiones estratificadas en el tiempo (Figura 19)
la poblacién de Asturias del segundo muestreo se sitiia en el mismo grupo que la
del Pais Vasco. Esto indica que el MLG32 es el haplotipo mejor adaptado a las
condiciones existentes en la region, lo que es compatible con que continte siendo
el MLG tnico en el Pais Vasco después de diez afnios y que sea el inico en Cantabria.
Por otra parte, estudios previos que comparan algunas caracteristicas patogénicas
de aislados espanoles (Elvira-Recuenco et al., 2021) demuestran que el aislado con
haplotipo MLG32 es mas virulento en P. radiata en un rango de temperatura de
25-30°C que otros, incluyendo el MLG59, el segundo mas abundante del pais.

Ademas, también presenta una mayor produccion y germinacion de esporas.

La presencia de manera exclusiva del MLLG32 en Pais Vasco, mantenida durante
los 10 afos entre un muestreo y otro, indica que la reproduccién en esta regién es
asexual. Por otro lado, la existencia de tan solo dos VCGs en el Pais Vasco
contribuye al intercambio de informacién genética, aunque de manera limitada, y
facilita el mantenimiento de la identidad individual de los aislados (Rayner, 1991).
Si analizamos la proporcion de los VCGs en el tiempo en esta region, destaca el
aumento de la presencia del VCG1 (de un 60% a un 97%), respecto del VCG 3 (Tabla
14), por lo que parece que el MLG32 con VCG1 tiene mayor capacidad de dispersién
y es el que mejor adaptado esta a las condiciones climaticas y al huésped respecto
a otros haplotipos, reproduciéndose asexualmente. Asimismo, parece que la
poblacion del patégeno en Pais Vasco esta aislada genéticamente y no existe flujo

genético desde las regiones de Asturias y Galicia hacia ésta. Esto se ve confirmado
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por el test de Mantel, el cual muestra que no existe migracion entre las poblaciones
(Tabla 13) y la comparacién de la diversidad genética por pares entre poblaciones

de distintas regiones.

La existencia de un tinico haplotipo en el Pais Vasco apoya la hipétesis ya sugerida
por Berbegal et al., (2013) de que este aislado fue de los primeros introducidos y
establecidos en el pais y esta bien adaptado a las condiciones ambientales.
Independientemente de la primera notificacion de la existencia del patdégeno en
Asturias (Landeras et al., 2005), los sintomas de PPC se observaron por primera
vez en la década de 1990 en un vivero de Pais Vasco (Dwinell et al., 1998) y alguno
de los aislados recolectados en ese momento se incluyeron en el analisis poblacional
de Berbegal et al., (2013), confirmando que la poblacién de Pais Vasco ya estaba
Unicamente compuesta por ese haplotipo en esa época. Ademas, en un estudio
donde se analizaron aislados recolectados en 2004, utilizando AFLP como
marcadores moleculares, se demostraba que la poblacién del patégeno en la region
era homogénea (Iturritxa, Ganley, et al., 2011), por lo que parece que aislados del
patogeno con el haplotipo MLG32 se establecieron originariamente en esta region
y, posteriormente, se extendié a otras regiones en el pais o hubo nuevas

introducciones.

La perdurabilidad de dos grupos bien diferenciados definiendo la estructura
genética de la poblacion durante el tiempo transcurrido entre ambos muestreos
respalda que el método de reproduccion de F. circinatum en Espana sea asexual.
Los resultados observados en el AMOVA (Tabla 11) muestran que la variacién
genética se explica principalmente por las regiones, no por el tiempo, lo que
respalda la idea de organismos clonales. No obstante, esta estructura no se
mantiene cuando se realiza el AMOVA con el conjunto de datos después de hacer
la correcciéon clonal. Posiblemente, esto se deba al pequefio tamano de la poblacién
que obtenemos después de realizar la correccién clonal y destaca la importancia

que tienen los clones en el analisis AMOVA.

La estructura de la poblacion de F. circinatum presente en las regiones de Asturias
y Galicia es mas diversa en haplotipos y VCGs e incluye todos los aislados MAT-1
existentes (Figura 17, Figura 18). En estas regiones, la diversidad genética ha
disminuido entre muestreos (Tabla 8), lo que sumado a los resultados del indice
estandarizado de asociacién (Tabla 9), los valores de Psex asociados con los tres
haplotipos més comunes dentro de las regiones y entre muestreos (Tabla 10), y la

falta de significancia entre las proporciones de inmigrantes entre Asturias y
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Galicia, sugieren la falta de apareamiento aleatorio y que la poblacién se reproduce

asexualmente.

El mayor nimero de MLGs y de VCGs en estas dos regiones hacen mas probable
la apariciéon e identificacién de heterocariones, tal y como ha sucedido. Dos de los
aislados del primer muestreo, uno para Asturias (de vivero) y otro para Galicia,
poseen dos alelos microsatélites por locus. Estos heterocariones pueden haberse
originado por anastomosis de las hifas o por autocruzamiento diploide, procesos no
excluyentes entre si (Moore-Landecker, 1972), lo cual es caracteristico de algunos
ascomicetos, helechos, algas y briofitos. Este ultimo mecanismo es una via de
reproduccion sexual, pero hay que distinguirlo claramente del outcrossing, el cual

implica singamia de gametos meidticos procedentes de dos individuos distintos.

La deteccion de dos nuevos haplotipos en el muestreo 2, uno en Galicia y otro en
Asturias, sugiere que se estan produciendo procesos de fusién y/o recombinacion
hifal como los descritos anteriormente. No es probable que estos haplotipos hayan
surgido a partir de nuevas introducciones, debido fundamentalmente a las fuertes
restricciones y controles establecidos en la Union Europea en 2007 con el fin de
evitar el movimiento del patégeno y de material vegetal infectado, asi como su
entrada a territorio comunitario desde el exterior. Ademads, la falta de otros
haplotipos en el Pais Vasco constituye una evidencia indirecta de la eficacia de
estas regulaciones. Sin embargo, en un muestreo intensivo hecho en una
plantacién de P. radiata en el Pais Vasco (Hernandez-Escribano, Iturritxa, Elvira-
Recuenco, et al., 2018) si se ha encontrado la presencia de otro haplotipo, donde un
aislado procedente de un chancro de arbol infectado presenté polimorfismo en el
locus FCM-25, mostrando una longitud de 199 pb en lugar de 204 pb. Esto podria

ser debido a la ocurrencia de una mutacién natural o por autocruzamiento.

5.2. Respuesta defensiva de la planta y especializacion del patégeno

En cuanto a los mecanismos de defensa de la planta en respuesta a estreses bi6ticos
y abidticos, se considera que un mecanismo protector en las coniferas y en los pinos
es la formacién de los canales resiniferos y la produccién de resina (Celedon &
Bohlmann, 2019; Chen et al., 2019; Kim et al., 2010; Krokene et al., 2003; Krokene
& Nagy, 2012). Sin embargo, los resultados presentados en esta tesis demuestran
que hubo mayor induccién de los canales resiniferos y de produccién de resina en
P. radiata que en P. pinaster en respuesta a la infeccién por F. circinatum. Al ser

P. radiata una especie muy susceptible y P. pinaster moderadamente resistente,
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los resultados obtenidos parecen contradecir la relacién positiva generalmente

aceptada de resistencia de la planta y respuesta relacionada con la resina.

La infeccién por F. circinatum indujo la formacion de canales resiniferos tanto en
el xilema como en el cortex de P. radiata mientras que en P. pinaster solo se indujo
la formacién en el xilema (Figura 25). Adema4s, el efecto en el cértex en P. radiata
solo fue inducido por el patégeno y no por la herida. Numerosos estudios indican
que los canales resiniferos inducidos en respuesta a un estrés (Celedon &
Bohlmann, 2019; Franceschi et al., 2005) o por la aplicacién de metiljasménico
(Lépez-Villamor et al., 2021) solo se forman en el xilema. Sin embargo, Barrows-
Broaddus y Dwinell., (1983) encontraron que los conductos inducidos frente a .
circinatum en el cortex de P. virginiana y P. elliottii, especies susceptibles al
patogeno, eran mas anchos que los de P. taeda y P. serotina, especies resistentes.
Los resultados que hemos obtenido apuntan en esa direccién, demostrando que los
conductos inducidos en el cortex de P. radiata, especie susceptible, no solo tienen
mayor didmetro, sino también mayor densidad y el area conductiva total es mayor.
A pesar de que se espera que los canales resiniferos estén directamente
relacionados con la resistencia frente a los patégenos (Ferrenberg et al., 2014; Nagy
et al., 2006; Vazquez-Gonzilez et al., 2020), los resultados indican que el aumento
de las caracteristicas observadas de los canales resiniferos no estan relacionadas
con un aumento en la resistencia frente a F. circinatum, el cual utiliza estos canales
para colonizar al huésped (Martin-Rodrigues et al., 2013). Ademaés, esto es
consistente con la dinamica de colonizacion de otros patégenos, como
Bursaphelenchus xylophilus, el cual es capaz de utilizar los canales resiniferos de
igual manera (Kawaguchi, 2006; Nunes da Silva et al., 2015; Rodriguez-Garcia et
al., 2023). La dindmica espacial por la que F. circinatum coloniza al huésped
explica en gran medida el por qué la progresion de la enfermedad se ve favorecida
por la existencia de un sistema de canales resiniferos que esta intimamente

relacionado con la susceptibilidad o resistencia entre las distintas especies

Por otro lado, este es el primer estudio comparando la respuesta anatémica frente
a dos aislados de . circinatum con distinta virulencia, como son el aislado 7 (mas
virulento) y el aislado 26. El aislado con mayor virulencia indujo mayor tamafio de
los canales resiniferos del xilema en ambas especies, en comparacién con los
canales resiniferos inducidos por el aislado 26, demostrando asi la estrecha
relacién del sistema resinifero en el huésped con su colonizacién y el progreso de
la enfermedad. Aqui, el aislado 7 causo una mayor lesién a los 19 dpi que el aislado

26, aunque esta diferencia no fue significativa. Sin embargo, la virulencia de ambos
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aislados ya ha sido comparada y confirmada previamente (Elvira-Recuenco et al.,
2021; Iturritxa et al., 2012, 2013), demostrando que la longitud de la lesién en un
periodo de tiempo mas largo, la produccién de esporas y la tasa de germinacion de
estas es mayor en el aislado 7. Ademas, la formacién de los canales resiniferos
traumaticos es una respuesta inducida que implica cambios en la divisiéon y
diferenciacién celular (Franceschi et al., 2005; Krokene & Nagy, 2012). En este
proceso esta implicada la senalizacion hormonal mediada por el acido jasmoénico y
el etileno (Schmidt et al., 2011; Wang et al., 2002; Wasternack, 2007). El an4lisis
previo del transcriptoma de P. pinaster obtenido durante la infecciéon por F.
circinatum (Hernandez-Escribano et al.,, 2020) revela la activacién de genes
relacionados con las vias de sefalizacién de fitohormonas, las cuales incluyen el
acido jasmonico, el etileno y el acido salicilico. En este trabajo se propone la
hipétesis de que el patégeno manipula el equilibrio de las hormonas en el huésped
mediante la expresién de genes fungicos relacionados con estas (Hernandez-
Escribano et al., 2020). Los resultados anatémicos que se han obtenido son
compatibles con esta hipoétesis, ya que genotipos distintos del patdégeno pueden
diferir en la expresion de genes flingicos que modifican las vias de senalizacién
fitohormonales en la planta, derivando finalmente en una variaciéon en la

formacion de canales resiniferos.

El mayor aumento en la formacién de canales resiniferos en P. radiata se vio
acompanado de una mayor produccién de resina, que fue 1,8 veces superior en P.
radiata que en P. pinaster (Figura 27). Se ha observado previamente que el flujo de
resina en la lesion después de la inoculacion con F. circinatum es mayor en especies
susceptibles (Enebak & Stanosz, 2003; Kim et al., 2010), que sugiere una falta del
efecto protector de la resina inducida frente a este patdégeno. En este trabajo hemos
cuantificado el aumento total de la resina, separandolo de la respuesta a la herida.
La infeccién aumenté significativamente los terpenos neutros (MTs, STs, DTs),
cuyo contenido total fue mayor en P. radiata que en P. pinaster, por lo que se
confirma que la abundancia de terpenos en especies del género Pinus no esta

relacionada con una mayor resistencia frente a #. circinatum.

Ademas, hemos determinado que los respectivos extractos de cada una de las
resinas, inducida y constitutiva, no solo inhiben menos, sino que estimulan el
crecimiento de F. circinatum. Existen numerosos estudios donde el efecto descrito
de los terpenos de la resina es la inhibicion del crecimiento micelial y la
germinacién de esporas de hongos fitopatégenos (Fraser et al., 2016; Guimaries et
al., 2019; Marei et al., 2012; Savluchinske-Feio et al., 2006), aunque hay otros
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estudios que han descrito que algunos hongos especializados, que crecen en
ambientes ricos en terpenos, usan estos para promover su crecimiento. Este es el
caso de Heterobasidion parviporum (Kusumoto et al., 2014) y de algunos de los
hongos asociados con Dendroctonus rufipennis Kirby, 1837, el escarabajo del abeto,
patégeno para algunas especies de Picea (Mason et al., 2015). Estudios previos
sobre el efecto de algunos de los MTs mas comunes de la resina de P. radiata sobre
F. circinatum y F. temperatum (hongo no patégeno en coniferas muy cercano
filogenéticamente a F. circinatum) han demostrado una mayor inhibicién del
crecimiento en F. temperatum, asi como una menor tasa de germinacién de las
esporas (Slinski et al., 2015).

Nuestros resultados muestran que el extracto en hexano de la resina inducida de
P. radiata, el cual contiene los terpenos neutros (MTs, STs y DTs), causa mayor
induccién del crecimiento de F. circinatum que el de la resina constitutiva. Este
hecho puede estar relacionado con la mayor susceptibilidad de P. radiata al
patogeno. Los terpenos volatiles tienen actividad insecticida y fungicida
(Hammerbacher et al., 2019; Phillips & Croteau, 1999), ademaés, la resina inducida
es mas fungistatica que la resina constitutiva debido a la modificacién en su
contenido de terpenos (Krokene et al., 2003; Paine & Stephen, 1987; Schuck, 1982).
Sin embargo, los hongos también pueden utilizar los terpenos en su beneficio
(Evidente & Mottats, 2002; Kusumoto et al., 2014). Hammerbacher et al., (2019)
han estudiado los mecanismos por los cuales los patdégenos superan la toxicidad de
los terpenos volatiles, utilizandolos como fuente de nutrientes o destoxificandolos.
Grosmannia clavigera, hongo asociado al escarabajo Dendroctonus ponderosae
(Hammerbacher et al., 2019; Y. Wang et al., 2013, 2014) es capaz de utilizar el
limoneno (MT) como fuente de carbono mediante su modificacién enzimatica (Y.
Wang et al., 2014). Adem4s, es capaz de superar la toxicidad de esta clase de
compuestos al poseer un sistema de eflujo de MTs, manteniendo una baja
concentracién intracelular de estos (Y. Wang et al.,, 2013). El aumento del
crecimiento de F. circinatum en presencia de algunos MT's sugiere que el patéogeno
es capaz de utilizarlos como fuente de carbono, ya que el medio de crecimiento
empleado es pobre en nutrientes, aunque no se pueden descartar que estén

implicados otros mecanismos para evitar la toxicidad de los MTs.

Al estudiar el efecto de la resina en otros hongos con diferentes estilos de vida,
demostramos que la resina volatil de la constitutiva no tiene ningtun efecto sobre
los hongos ensayados (Aureobasidium pullulans, Ophiostoma minus) y

Phaeomoniella chlamydospora). La resina constitutiva inhibe el ataque inicial de
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organismos invasores (Phillips & Croteau, 1999), lo que puede explicar por qué los
organismos que interactian con las coniferas no se ven afectados por esta resina
constitutiva ya que A. pullulans es un hongo saprofito y O minus es un hongo del
azulado. Ambos organismos habitan en los pinos y probablemente estén adaptados
para vivir en presencia de la resina constitutiva del pino. No se puede descartar
un efecto inhibidor de la resina inducida frente al hongo especifico ya que esto no
lo hemos estudiado. Po el contrario, el crecimiento de F. circinatum se ve favorecido
por la resina (constitutiva e inducida), lo que sugiere que se trata de un patégeno

especializado.

Los cambios en la composicion de la resina inducida por la infeccién por F.
circinatum difiri6 entre P. pinastery P. radiata. En P. pinaster el mayor contenido
en STs a los 12 dpi concuerda con los DEG identificados en los datos
transcriptémicos. La expresién de dos genes FPS (Figura 32) estda altamente
inducida entre los 3 dpi y los 10 dpi. Por otro lado, la expresion de los genes GPS'y
GGPS esta inhibida entre los 5 y 10 dpi. Las enzimas FPS catalizan la producciéon
de farnesil difosfato, el cual es el sustrato para la biosintesis de STs (Figura 32) y
las enzimas GPS y GGPS catalizan la producciéon de geranil difosfato y
geranilgeranil difosfato, precursores de los MTs y DTs respectivamente (Bohlmann
et al., 1998). Consecuentemente con esto, se ha encontrado en este trabajo que los
genes de todas las enzimas involucradas en la via MVA se encuentran inducidas,
mientras que aquellos involucrados en la via MEP estan regulados negativamente
(Figura 32). La expresién de los genes codificantes para las enzimas sesquiterpenos
sintasas también estda inducida, con la excepcion de los genes alpha-longifoleno
sintasa, delta-selineno sintasa, y 1(10),56-germacradien-4-ol sintasa, los cuales se
inhibieron, pero solo a los 10 dpi. El difosfato de isopentenilo puede ser catalizado
por la IPPI dando lugar a farnesil difosfato, geranil difosfato o geranilgeranil
difosfato, los cuales estdn implicados en la biosintesis de MTs, STs y DTs (Bai et
al., 2020; Schmidt et al., 2011). En P. pinaster el IPPI se induce a los 5y 10 dpi.
Ademas, se determiné la expresion relativa de algunos genes en P. radiata a los 5
dpi encontrandose que los genes /PPl y HMGR de la via MVA, asi como una alfa-
pIineno sintasa estaban sobreexpresados. Aunque hay un desfase temporal entre la
medicion de la expresion génica y el contenido de terpenos, los resultados obtenidos
parecen indicar una sobreexpresiéon de la ruta MVA, lo que aparentemente
constituiria una contradiccién para esta especie, con mayores contenidos en MTs y
DTs que en P. pinaster. Sin embargo, el reducido niimero de genes para los que se

ha determinado la expresion relativa en P. radiata por qPCR, limita el analisis
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sobre la regulacion de las rutas de sintesis en esta especie. Trabajos previos como
el de Lombardero et al., (2019) determinaron que la infeccién de F. circinatum
indujo cambios en el contenido de DT y MT en P. radiata pero no en P. pinaster
respecto a las plantas sanas. Este estudio se realizé con el objetivo de estudiar las
defensas de las plantas en respuesta a la interaccion de F. circinatumy Tomicus
piniperda, por lo que las diferencias metodolégicas respecto a la inoculacion y
analisis de resultados podrian explicar las divergencias existentes entre nuestros
resultados y los suyos. Ademas de los cambios en DTs y MTs en P. radiata, también

encontramos variaciones en los niveles de DTs y ST's en P. pinaster.

Por otro lado, Tomicus piniperda y otros insectos de la familia Scolytidae pueden
actuar como vectores de dispersion de F. circinatum. El comportamiento de estos
insectos se ve influenciado por la emisiéon de compuestos volatiles por parte de la
planta. Por ejemplo, se ha estudiado en profundidad la sintesis de novo de
feromonas de agregaciéon o antiagregacién por parte de algunos insectos de la
familia Scolytidae, utilizando como precursores compuestos organicos volatiles
(VOCs, Volatile Organic Compounds) emitidos por la planta (Blomquist et al.,
2010) o incluso por microorganismos simbiéticos de esta (Kandasamy et al., 2016;
Zhao et al., 2015). Entre estos VOCs destacan especialmente los MTs como a-
pineno y mirceno, compuestos que forman parte de la oleorresina de las coniferas
y que son transformados in vivo en diversas feromonas como ipsenol, ipsdienol y
verbenol (Hendry et al., 1980). Cabe destacar, que los hongos asociados con estos
insectos también son capaces de emitir VOCs, no solo por la sintesis de novo de
estos, sino también mediante la transformacion in vivo de metabolitos de la planta.
Por ejemplo, se sabe que diversos hongos del orden Ophiostomatales asociados con
Dendroctonus ponderosae Hopkins tienen la capacidad de utilizar limoneno como
fuente de carbono para crecer, emitiendo VOCs en el proceso (Y. Wang et al., 2014).
Por otro lado, el a-pineno participa en la biosintesis del verbenol, una feromona de
agregacién de insectos de la familia Scolytidae (Romén et al., 2008). Esta hormona
se sintetiza de novo por los escarabajos utilizando los terpenos del huésped
(Hendry et al., 1980) y, en algunos casos, por los hongos asociados a estos (Zhao et
al., 2015). El incremento en el contenido de terpenos que hallamos en P. radiata
(especie susceptible) y no en P. pinaster (especie moderadamente resistente), en
respuesta a la infeccion por F. circinatum puede reflejar una mayor capacidad de

dispersion del patéogeno en esta especie asociada a los insectos vectores.

Las resinas constitutivas de P. pinaster y P. radiata difieren en los perfiles

terpénicos. En respuesta a la herida y a la infeccion por el patdégeno, ambas especies
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sufrieron cambios cuantitativos y cualitativos que afectaron a la composicién
relativa de los terpenos individuales que forman parte de la resina. Hemos
1dentificado un conjunto de terpenos comunes para P. radiata y P. pinaster
correlacionados con la diferenciaciéon de las plantas inoculadas respecto a las
plantas a las inoculadas con agua destilada estéril (Figura 30). Sin embargo, estos
terpenos disminuyeron en las plantas de P. radiata infectadas mientras que
aumentaron en P. pinaster. Ademas, la mayor longitud de lesion detectada en P.
radiata a los 12 dpi sugiere que estos terpenos (abieta-8(14),13(15)-dieno, pimarol,
8,15-pimaradien-18-al y labda-8(17),13E-dien-15-al, todos DTs) estan implicados
en la defensa del huésped y su mayor abundancia en P. pinaster podria explicar,
en parte, su mayor resistencia. Los DT's juegan un papel importante en la defensa
vegetal frente a microorganismos y artropodos, puesto que son toxicos para estos
(Lépez-Goldar et al., 2020) y estdn involucrados en la sintesis de DRAs. Por otro
lado, se ha descrito el modo de acciéon de algunos DTs. Por ejemplo, el labdano
(11E,13E)-labda-11,13-dieno-8a,15-diol contribuye a la activacién de las reacciones
inducidas por patégenos o heridas en las hojas de tabaco (Gnanasekaran et al.,
2015). No se detect6 el DT abieta-8(14),13(15)-dieno en la resina constitutiva de
ninguna de las dos especies, pero se encontré en la resina inducida por la infeccién
en P. pinastery por la herida en P. radiata. No se conocen estudios previos que
identifiquen terpenos en la resina inducida ausentes en la resina constitutiva ya
que la mayoria de los trabajos estudian la variacién de terpenos especificos en
respuesta a un estrés especifico (Kopaczyk et al., 2020; Lombardero et al., 2019;
Trujillo-Moya et al., 2022) en lugar del estudio de perfiles de terpenos. Respecto a
los DTs relacionados con pimarico, que es uno de los terpenos comunes a ambas
especies y que discriminan plantas inoculadas de las de herida, encontramos a
partir del analisis de RNA-seq, que la interaccion entre P. pinaster-F. circinatum
provocé una induccion en la expresién de los genes que codifican para la enzima
pimaradiene sintasa a los 3 dpi y isopimara-1,15-diene sintasa a los 10 dpi. Estas
enzimas participan en la sintesis de pimaradieno y acido isopimarico,
respectivamente. Se ha estudiado previamente el efecto del acido isopimarico
inhibiendo la germinacién de esporas de Ophiostoma ips 'y afecta a los habitos de

alimentacién de las larvas de Lymantria dispar (Gnanasekaran et al., 2015).

Por dltimo, la mayor resistencia de P. pinaster puede en parte explicarse también
por una respuesta mas rapida en la abundancia de terpenos frente a F. circinatum.
Esto se puede observar en los heatmaps (Figura 29), los cuales muestran una

imagen general de los terpenos mas importantes en la diferenciaciéon entre las
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plantas infectadas, las plantas con herida y las plantas sanas. También se deduce
una respuesta mas temprana de P. pinaster al comparar los terpenos
discriminantes entre las plantas infectadas y las plantas inoculadas con agua
destilada estéril que son comunes a ambas especies (Tabla 22). Entre estos
compuestos encontramos el acido 15-hidroxideshidroabiético, el acido 7-
oxodeshidroabiético y el cis-isopinocanfeno, los cuales aumentaron en P. pinaster
alos 12 dpiy alos 19 dpien P. radiata. Finalmente, encontramos la evidencia mas
notable de la rapida respuesta de P. pinaster en la comparacion de la significancia
de los terpenos en las plantas infectadas a los 12 y 19 dpi. Tres terpenos fueron
mas abundantes en P. pinaster a los 12 dpi los cuales son el acido citronélico, acido
7-oxodeshidroabiético y abieta-8(14),13(15)-dieno, estos dos tltimos se
identificaron también en otros analisis, por lo que parece confirmarse su
participacion en la resistencia a la enfermedad. En P. radiata, todos los terpenos
1dentificados fueron mas abundantes a los 19 dpi, lo que indica una respuesta mas
lenta en presencia del patégeno. En trabajos previos se ha relacionado una
respuesta temprana ante la infecciéon por F. circinatum con especies resistentes
como P. tecunumanii (Visser et al., 2019), P. pinea (Zamora-Ballesteros et al., 2021)
y P. pinaster (Hernandez-Escribano et al., 2020). Estos estudios transcriptémicos
muestran que la regulacion fitohormonal ocurre antes en huéspedes resistentes
que en huéspedes susceptibles, lo cual indica que la respuesta de la defensa
mediada por auxinas, etileno y acidos jasmoénico y salicilico es probablemente
fundamental frente al patégeno (Hernandez-Escribano et al., 2020; Visser et al.,
2019). Los resultados aqui mostrados sugieren que la biosintesis temprana de
terpenos especificos en la resina inducida es igual de importante en la resistencia
del huésped.

Por lo tanto, F. circinatum es un patdgeno especializado, con un mayor crecimiento
en las plantas susceptibles asociado con una mayor formacién de canales
resiniferos y una mayor produccién de resina, es decir, se ha demostrado que F.
circinatum utiliza las defensas vegetales basadas en la resina en su propio
beneficio. Ademas, los resultados presentados muestran que la resina estimula el
crecimiento de /. circinatum en lugar de inhibirlo tal como se postulaba en
trabajos anteriores (Barrows-Broaddus & Dwinell, 1983; Slinski et al., 2015). La
resina (constitutiva e inducida), acumulada y almacenada en los canales
resiniferos, constituye un importante mecanismo de defensa en las coniferas al
poseer un efecto inhibidor o téxico frente a organismos invasores (Celedon &
Bohlmann, 2019; Keeling & Bohlmann, 2006; Phillips & Croteau, 1999). Sin
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embargo, aqui demostramos que F. circinatum aprovecha la resina inducida y
constitutiva para su crecimiento, lo que puede afectar positivamente a su
capacidad para utilizar los canales resiniferos del huésped como via para invadir y

colonizar los tejidos de este.
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6. Conclusiones

En conclusion, los resultados presentados sobre la estructura genética de F.
circinatum en Espana, asi como su variacion espacial y temporal, pueden
explicarse mayoritariamente por la reproduccion asexual del patdégeno, aunque
también abren la posibilidad de que el autocruzamiento sea posible y responsable
del surgimiento de los nuevos haplotipos identificados. El haplotipo MLLG32 se ha
mantenido en el tiempo y esta distribuido ampliamente en el norte del pais,
aumentando su frecuencia entre los muestreos. Esto sugiere su buena adaptacién
a las condiciones climaticas existentes y al huésped. El Pais Vasco continda siendo
una region diferenciada respecto al resto de zonas estudiadas en este trabajo,
donde el patégeno tiene presencia. La nula evidencia de migracién con las otras
regiones, la baja diversidad genética en el area y la falta de nuevos haplotipos
confirman este hecho y son una evidencia indirecta del correcto funcionamiento de
las medidas de erradicaciéon y control del patéogeno en la regiéon y dentro del
territorio comunitario de la Unién Europea, establecidas con el fin de evitar la

dispersién de F. circinatum.

Respecto al efecto de la resina en F. circinatum, demostramos que tanto la fraccion
volatil como la fraccion no volatil de la resina inducida y constitutiva de P. pinaster
y P. radiata estimulan el crecimiento del patdégeno, lo que puede explicar la
capacidad de este para crecer en los conductos de resina, constitutivos y
traumaticos. Los canales resiniferos inducidos en respuesta a la infeccién, tanto
del cértex como del xilema de P. radiata, son mayores en diametro, densidad y area
conductiva total respecto a los de P. pinaster. En general, las caracteristicas
estudiadas de los canales resiniferos estan directamente correlacionadas con la
resistencia frente a los organismos invasores. Sin embargo, observamos que los
canales resiniferos son mayores en P. radiata, especie mas susceptible a Z.

circinatum.

F. circinatum crecié méas en presencia del extracto volatil (que contiene MTs, STs
y DTs) de la resina inducida de P. radiata, que podria reflejar la mayor
susceptibilidad de esta especie respecto a P. pinaster. Ademas, determinamos el
efecto de algunos de los terpenos que forman parte de la resina, siendo el alfa-
pineno y el citronelol capaces de promover el crecimiento del patégeno, mientras

que el resto de los compuestos no tuvieron ningin efecto o inhibieron el crecimiento
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fungico. La comparacion entre los perfiles terpénicos de P. pinastery P. radiata
revela diferencias en la composicion de la resina constitutiva e inducida, tanto en
respuesta a la herida como a la infecciéon por el patéogeno. Se identificaron cuatro
DTs que son comunes pero que se producen frente al patégeno de manera mas
abundante en P. pinaster que en P. radiata (abieta-8(14),13(15)-dieno, pimarol,
8,15-pimaradien-18-al y labda-8(17),13E-dien-15-al), lo que sugiere que estos
terpenos estan involucrados en la defensa de la planta. Ademas, la diferencia en el
perfil terpénico entre especies sugiere una respuesta mas rapida en P. pinaster, lo
que podria explicar al menos en parte, su mayor resistencia a la enfermedad.
Finalmente, la interaccion transcriptéomica de P. pinaster-F. circinatum mostro
una regulacién positiva de los genes participantes en la via del mevalonato y de las
sesquiterpeno sintasas, que concuerda con la mayor produccién de STs medida en

P. pinaster.
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