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Resumen

Fusarium circinatum, el hongo patégeno causante del chancro resinoso de los pinos, puede causar gra-
ves dafios en vivero debido a su capacidad para infectar las raices de las plantulas y ascender hasta colo-
nizar la parte aérea, causando su muerte en el proceso. Este hecho, unido a que la turba es un habitat que
favorece la supervivencia del indculo patogeno, insta a buscar nuevas estrategias de manejo de las plantas
encaminadas a su control. Con este fin, se ha estudiado el efecto que el hongo simbionte Lactarius quie-
ticolor tiene sobre el crecimiento del patdgeno, asi como sobre el desarrollo de la infeccidon en planta de
Pinus pinaster. El estudio de su potencial como antagonista en condiciones in vitro mostrd que en co-cul-
tivo inhibe el crecimiento miceliar del patogeno y, aunque estimula la produccion de esporas, inhibe sig-
nificativamente su germinacion tanto en presencia de micelio de L. quieticolor como, en extractos libres
del mismo. Asimismo, L. quieticolor incrementd notablemente la tolerancia de la planta a la infeccién una
vez establecido como simbionte en las raices de plantulas de P pinaster. Los resultados, considerados en
conjunto, muestran que L. quieticolor puede ser una herramienta de interés como elemento de control bio-
logico.
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1. Introduccion

Fusarium circinatum Nirenberg & O’Donnell es el hongo causante de "Chancro
resinoso" de los pinos, enfermedad considerada como una de las mas graves que pue-
den sufrir estas plantas a nivel mundial por su impacto econdémico, ecolégico y so-
cial (Wingfield ez al., 2001). Las perdidas mas significativas se deben a la reduccion
del crecimiento de los arboles adultos en las plantaciones forestales y a la muerte ma-
siva de plantulas en vivero (Wingfield ez al., 2008). Causa dafios en cualquier mo-
mento del ciclo vital del pino: floracion, semilla, plantula o arbol maduro (Carey et
al., 2005), lo que complica mucho su control y manejo. Los sintomas son el amari-
lleamiento de las aciculas, que se secan y caen del arbol, dejando el extremo de la
rama desnudo (Gordon et al., 2001) y la aparicion de chancros en el tronco (Hep-
ting and Roth, 1946) en fases avanzadas. En planta joven aparece un decaimiento y
decoloracién de aciculas, que finalmente pasan a marrdén rojizo, desecacion del
brote terminal las aciculas, desecacion del tallo, pudricidon de las raices y muerte de
la planta (Wingfield et al., 2008).

En los viveros la aparicion de la enfermedad esta asociada especialmente a se-
millas infectadas (Smith ez al., 2002; Carey et al., 2005), habiéndose encontrado ade-
mas, que puede sobrevivir en el suelo (Viljoen et al., 1994) y que es capaz de infec-
tar a las plantas actuando como un patogeno de raiz (Dwinell ef al., 1985; Martin-
Rodrigues et al., 2015).

Entre las estrategias de manejo de las plantas encaminadas a reducir la severi-
dad del dano causado, se han ensayado diferentes tratamientos quimicos y térmicos.
En muchos casos dichos tratamientos no son efectivos y tienen el grave inconvenien-
te de causar fitotoxicidad (Martin-Pinto ef al., 2006). Ademas, también perjudican
a la micobiota beneficiosa, lo que a la larga puede resultar perjudicial para la plan-
ta al facilitar el posterior establecimiento del patdogeno. Por todo ello, la tendencia
actual es la de llevar a cabo una produccion integrada, que proporcione y mantenga
una abundante micobiota (Gordon, 2011). En este campo, las asociaciones ectomi-
corricicas pueden jugar un importante papel, ya que fortalecen a la planta y mejo-
ran su desarrollo en condiciones edafoclimaticas desfavorables, que son las que nor-
malmente ocurren en campo (Jones and Hutchinson, 1988). Esto permite a las plan-
tas superar las limitaciones del sitio de plantacién (Ortega et al., 2004; Parladé et al.,
2004). Ademas de fortalecer a la planta, la ectomicorriza ejerce una fuerte presion
de seleccion en la comunidad microbiana asociada con la micorrizosfera, lo que
contribuye a mejorar su tolerancia al ataque de los patogenos. A los mencionados
mecanismos indirectos de proteccion hay que afiadir una proteccion directa frente a
determinados patdgenos ejercida por la barrera fisica que forma la red miceliar del
manto (Morin et al., 1999; Sen, 2001), estrategias de antibiosis, competicion y/o hi-
perparasitismo. Tras los trabajos pioneros de Zak (1964) y Marx (1969; 1972), son
numerosos los sistemas planta-simbionte-parasito en los que el hongo ectomicorri-
cico ha demostrado buen potencial como agente de biocontrol, principalmente sobre
especies de Phytophtora, Pythium y Fusarium (Whipps, 2004), aunque nunca han
sido evaluadas en relacion con Fusarium circinatum.
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En este trabajo se parte de la hipdtesis de que el hongo ectomicorricico Lacta-
rius quieticolor Romag. puede ejercer un efecto protector en la planta de Pinus pi-
naster Ait. frente a la infeccion por F. circinatum. Por ello, los objetivos planteados
son:

— Evaluar la capacidad antagonista de la especie ectomicorricica L. quietico-

lor frente a F circinatum in vitro.

— Evaluar el efecto que la micorrizacion con el hongo ectomicorricico produ-

ce en la respuesta de P pinaster a la infeccion por el patogeno.

2. Material y métodos
2.1. Evaluacion in vitro de la capacidad antagonista de Lactarius quieticolor

La evaluacioén de la capacidad antagonista de la especie ectomicorricica (ECM)
Lactarius quieticolor (Lq) se llevo a cabo en placas Petri (9 cm ) sobre medio
MMN soélido, utilizando, a nivel de interaccion miceliar, la técnica de confrontacion
de Tang y Lu (1981). Se enfrento el patégeno con el hongo ECM (Fc-Lq) y el pato-
geno frente a si mismo (Fc-Fc); ademas, como control, la colonia patéogena (Fc) y
la ECM (Lq) crecieron enfrentadas a un disco de agar. Tras 45 dias en oscuridad y
a 25°C, se determin¢ el area de crecimiento (cm?) con el analizador de imagenes
“ImageJ” (Abramoff et al., 2004), el pH del medio y la biomasa (mg) segiin Eng et
al., (2003).

El efecto de L. quieticolor en la capacidad de germinacidon de las esporas se
evalu6 en medio solido, en contacto directo con el micelio y en medio liquido, en ex-
tractos libres de micelio ECM. En el primer caso se sembraron en torno a 120 espo-
ras por placa (50 pL) alrededor de la colonia ECM crecida durante 30 dias. Tras in-
cubar 7 dias en oscuridad a 25°C, se midi6 el pH del medio y se determino el nume-
ro de esporas germinadas formadoras de colonias. En el segundo caso, se cultivo L.
quieticolor en medio MMN liquido durante 15 dias y, tras filtrar para eliminar el mi-
celio, analizar el porcentaje de germinacion de una concentracion final de 10° espo-
ras mL™" en 900 pl de filtrado.

2.2. Evaluacion in vivo del efecto de Lactarius quieticolor

Inicialmente, la semilla de Pinus pinaster se sembr6 en contenedores CETAP®
de 54 alveolos de 200 cm’, sobre mezcla de turba:vermiculita (1:1 v/v). La inocula-
cion con Lactarius quieticolor y la caracterizacidén de las plantas se realizd segun
Sanchez-Zabala et al., (2013). A los 9 meses, tras la caracterizacion, se trasplanta-
ron a bandejas QuickPot™ de 6 alveolos (110mm x 110mm x 200mm) de 1600 cm’
de capacidad, afiadiendo a la mezcla de turba:vermiculita 3 g L' de Plantacote Plus
(14:18:15 NPK + 2 Mg), para evitar problemas de deficiencias minerales y se deja-
ron aclimatar durante un mes antes de proceder a la inoculacion.

La inoculacion consistié en ahoyar (3 cm profundidad y 20 mm de O) las cua-
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tro esquinas del contenedor, rellenarlo con indculo vegetativo patdogeno (Sanchez-
Zabala, 2013) y taparlo con sustrato. El ensayo constaba de cuatro tratamientos:
plantas sin L. quieticolor no inoculadas con el patdégeno (Co) y si inoculadas con el
patégeno (Co+Fc), y plantas micorrizadas con L. quieticolor no inoculadas con el
patégeno (Lq) y si inoculadas con el patogeno (Lg+Fc). Cada tratamiento constaba
de 12 plantas, distribuidas aleatoriamente y mantenidas con riego a demanda duran-
te las 8 semanas que dur¢ el ensayo.

Semanalmente se observo la sintomatologia (sanas, marchitez, necrosis, muer-
te) y se midio el potencial hidrico foliar al mediodia (W,.«) mediante camara de pre-
sion (PMS Instrument Company, Model 1000). Al finalizar el ensayo se determind
el porcentaje de supervivencia de las plantas, se analizaron sus sistemas radicales
mediante el programa WinRhizo (Vs PRO; “Regent Instruments Inc.) y se tratd de
reaislar el patdogeno sobre medio especifico (DCPA agar) a partir de los tejidos del
tallo situados 2 cm por encima del cuello de raiz.

2.3. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico “SPSS Inc.
(vs. 19.0, 2011). Para determinar las diferencias significativas entre dos grupos o
muestras se realizaron analisis 7-fest; mientras que para mas de dos grupos o mues-
tras, se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) junto con una comparacion multi-
ple post hoc de medias observadas mediante el test SNK. El nivel de significacion
para los test estadisticos fue o0 < 0.05. Los resultados de la evaluacidén in vitro tam-
bién fueron evaluados utilizando un analisis de componentes principales (ACP).

3. Resultados
3.1. Evaluacion in vitro

Tras 45 dias creciendo en co-cultivo, el dato mas relevante proporcionado por las
medidas biométricas fue que la presencia de L. quieticolor, inhibi6 el desarrollo en
biomasa de la colonia patdogena en un 64.38% =+ 1.04, frente al 39.26% =+ 1.31 cau-
sado por la presencia de otra colonia de F circinatum.

Ademas, aunque la inhibicion en area de la colonia del patdégeno por parte de L.
quieticolor (24.12% = 3.95) no era mayor que la que ejerce el patdégeno sobre si
mismo (27.88% =+ 1.85), si que se evidenciaron sintomas de una clara alteracion de
su morfologia (Figura 1). Asi se apreci6 tanto un descenso de la densidad de la co-
lonia, como una llamativa intensificacion de la coloracion rojiza en la zona de inter-
accion del micelio ECM con el patdégeno (Figura 1D), que se correspondia con una
degeneracion (apoptosis apical) de las hifas patdogenas tras su visionado al micros-
copio. La determinacién del pH del medio de cultivo mostré que el valor de 5.5 de
inicio descendia a valores de alrededor de 3.5 en todos los casos, sin diferencias sig-
nificativas entre los diferentes enfrentamientos.



Otero, M. et al | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 43 (2016) 349-362 353

Figura 1. Comparacién del aspecto de las colonias de Fusarium circinatum, vistas por el haz (A) y por el
envés (B), tras crecer durante 45 dias enfrentadas entre si, con el que presentan cuando crecen enfrentadas
a Lactarius quieticolor, caso en el que se ve afectada la densidad de la colonia (C) y la morfologia de las
hifas, apareciendo, por el envés de las colonias, una llamativa intensificacion de la coloracion rojiza en la
zona de interaccion de los micelios (D).

Ademas de los mencionados cambios en la morfologia de la colonia, la presen-
cia de L. quieticolor produjo un significativo incremento de la tasa de produccion
de esporas (56%, con respecto a la produccién cuando crece enfrentado a si mismo),
pasando de una media de 9.35-10° £ 4.81-10* a 1.45-10° £ 5.42-10* esporas cm™. A
pesar del incremento en la produccioén, la germinacién de las esporas se vio negati-
vamente afectada tanto en medio s6lido, como en extractos de L. quieticolor libres
de micelio por efecto de antibiosis. Se obtuvieron valores de inhibicion en la tasa de
germinacion de un 88.88% + 0.49 en medio sélido (un 19,72% de inhibicion mas
que el control) y de un 34.51% =+ 3.82 en el medio liquido en el que previamente
habia crecido el hongo ECM (un 13.65% de inhibicion mas que el control). La de-
terminacion del pH del medio mostrd que en el extracto libre de micelio el valor era
s6lo medio punto mas bajo que el del medio control (5.5).

Con objeto de determinar la correlacion existente entre las variables estudiadas
se realizé un Analisis de Componentes Principales. El resultado fue que las varia-
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bles situadas en el Componente 1 (Inhibicion de area, inhibicion de biomasa, pro-
duccion de esporas e inhibicion de la germinacion) explicaban en un 72% la varian-
za, mientras que la variable situada en el Componente 2 (pH) solo explicaba la va-
rianza en un 20%, de modo que el fendmeno de inhibicién ejercido por L. guietico-
lor sobre F circinatum seria otorgable al efecto directo que ejerce el primero sobre
el segundo, y en menor medida por el efecto indirecto de la alteracioén del pH.

3.2. Evaluacion in vivo

El seguimiento de la infeccién a lo largo del tiempo mostro la aparicidén de los
primeros sintomas a los 28 dias de la inoculacién con el patéogeno, pero solo en las
plantas que no estaban micorrizadas con L. quieticolor. Los sintomas iniciales de de-
caimiento y tristeza progresaron rapidamente a marchitez y finalmente muerte, en-
contrandose en este estado el 92% de los pinos a los 49 dias de la inoculacion del
sustrato (Figura 24). Por el contrario, las plantas micorrizadas con L. quieticolor no
evidenciaron ningun sintoma hasta transcurridos 42 dias desde la inoculacion y, a di-
ferencia de las no micorrizadas, solo un 10% mostr6 pérdida de turgencia en acicu-
las y, de este bajisimo porcentaje, solo un 2% murieron (Figura 2B).
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Figura 2. Seguimiento de los sintomas de infeccion en Pinus pinaster tras inocular su sustrato de crecimien-
to con Fusarium circinatum. Se ha representado el porcentaje de plantas que no presentan sintomas, asi como
el porcentaje de las que presentan decaimiento (tristeza), marchitez de aciculas o estan muertas, en el caso
de los pinos no previamente micorrizados (A) y en el de los micorrizados con Lactarius quieticolor (B).

La determinacion en el tiempo del potencial hidrico foliar corrobord el estado
de alteracion de la fisiologia de las plantas a partir del dia 28, en el caso de las no
micorrizadas con L. quieticolor, en las que se produce una caida significativa y
progresiva del potencial hidrico alcanzando en la mayoria de los pinos valores me-
dios incompatibles con la vida a partir de la séptima semana (Figura 3). Por el con-
trario, las plantas micorrizadas con L. quieticolor no muestran variaciones del po-
tencial hidrico hasta transcurridos 42 dias y, aun asi, el valor medio no bajo de -1,5
MPa, lo que indica la ausencia de alteraciones graves de sus relaciones hidricas.
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Figura 3. Seguimiento del potencial hidrico foliar a lo largo de los 49 dias siguientes a la inoculacién del
sustrato: pinos sin Lactarius quieticolor y no inoculados (Co-Fc) o inoculados con Fusarium circinatum

(Co+Fc), y pinos micorrizados con L. quieticolor y no inoculados (Lg-Fc) o inoculados con el patogeno
(Lg+Fc).

El porcentaje de micorrizacion de las raices previo a la inoculacion con el patd-
geno mostro que todas estaban micorrizadas de forma natural (Figura 44). Asi, las
plantas no inoculadas con L. quieticolor tenian un 32% de sus apices de raiz mico-
rrizados con diferentes especies nativas del vivero. Las plantas inoculadas con la es-
pecie ECM, ademas de tener un 15% de los apices de raiz micorrizados con espe-
cies nativas del vivero, presentaban un 56% mas de apices micorrizados con L. quie-
ticolor inoculado. Curiosamente, el intento de reaislamiento del patégeno en medio
agarizado a partir de tejidos del tallo obtenidos de zonas situadas 2 cm por encima
del cuello de raiz fue negativo en todas las plantas que estaban micorrizadas con L.
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Figura 4. (A) Porcentaje de micorrizacion (n° de apices micorrizados respecto al n° total de apices) que pre-
sentaban las plantas de pino inoculadas y no inoculadas con el hongo ECM L. quieticolor en el momento de
la inoculacion del patégeno en su sustrato de crecimiento. (B) Porcentaje de reaislamientos positivos del pa-
togeno a partir de tejidos del tallo situados a 2 cm sobre el cuello de raiz.
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quieticolor (Figura 4B), que a su vez son las que presentaron una tasa de supervi-
vencia de casi el 100%. Por el contrario, en los pinos no micorrizados con L. quie-
ticolor, y con una tasa de supervivencia de solo un 2%, el patégeno se reaislo en el
80% de las plantas, lo que indicaba que habia conseguido penetrar las raices y ex-
pandirse por la planta hasta alcanzar la parte aérea.

El analisis de la arquitectura radical mostr6 que en las plantas no micorrizadas
con L. quieticolor, la superficie radical (Figura 54) y el numero de apices de raiz
descendian significativamente (Figura 5B), 1o que indica dafio en la estructura ra-
dical y, en consecuencia, dificultad para mantener una adecuada tasa de absorcion
de agua. Por el contrario, las plantas micorrizadas con L. quieticolor no presenta-
ban alteraciones de la superficie radical ni del total de apices de raiz, lo que indi-
caba ausencia de dafio y mantenimiento de la capacidad de absorcidn de agua y nu-
trientes.
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Figura 5. (A) Superficie radical (en cm?) en funcién del didmetro de las raices (Clase I: < 0,5 mm; Clase
II: 0,5-1 mm; Clase I1I: > 1 mm) y (B) numero de apices de raiz de las plantas de Pinus pinaster no mico-
rrizadas con L. quieticolor y no inoculadas con Fusarium circinatum (Co-Fc) o inoculadas con el patdgeno
(CotFc) y plantas micorrizadas con Lactarius quieticolor no inoculadas (Lg-Fc) o inoculadas con el pato-
geno (Lg+Fc).
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4. Discusion

El estudio in vitro de la interaccion entre F circinatum y L. quieticolor muestra
la capacidad antagonista de esta especie ECM frente al patogeno. En la bibliografia
se pueden encontrar diferentes especies ECM con capacidad para inhibir el creci-
miento de especies de Fusarium, como F oxysporum, F moliniforme (Martin-Pinto
et al., 2006) o F solani (Zengpu et al., 1989; Vaidya et al., 2005), pero no frente a
FE circinatum. Nuestro estudio muestra que L. quieticolor perjudica el crecimiento
de F circinatum, afectando en gran medida a la biomasa y causando una evidente
pérdida de densidad de la colonia patdgena, ademas de producir alteraciones mor-
foldgicas; destaca especialmente la formacién de un frente de color rojo intenso, cla-
ramente visible por el envés, en la zona de interaccion con el micelio ECM. En este
sentido, se han descrito cambios en la morfologia de las hifas patdgenas que se han
atribuido al efecto de metabolitos secundarios con propiedades antifungicas produ-
cidos por los hongos ectomicorricicos (Kope and Fortin, 1990; Yamaji et al., 2005),
que son liberados y difunden por el medio de cultivo (Mucha et al., 2008) con la fun-
cion de impedir la invasidén de su habitat por competidores potenciales (Sharma et
al., 2010).

Asimismo, L. quieticolor es capaz de inhibir la germinacion de las esporas pa-
tdgenas, incluso sin contacto directo, lo que confirma la hipoétesis de la implicacion
de los metabolitos secundarios en la alteracién de la fisiologia de F circinatum, de-
mostrando que la antibiosis juega un importante papel en la capacidad antagonica
de esta especie ECM. Esta observacion coincide con lo sugerido por Diez y Alves-
Santos (2011) sobre el efecto inhibitorio de extractos obtenidos de cultivos liquidos
de Lactarius deliciosus, Rhizopogon roseolus y Tricholoma portentosum en la ger-
minacion de las esporas de F oxysporum y F verticilloides. También Chakravarty y
Hwang (1991) encontraron que los filtrados de cultivos de Laccaria laccata redu-
cian la germinacion de las esporas de F oxysporum y consideraban que se debia a
la secrecion de compuestos antifungicos de tipo fendlico. Similares mecanismos de
inhibicion in vitro han sido postulados por Machén et al. (2006 y 2009) para E mo-
niliforme, F oxysporum y F. verticilloides con extractos de cultivos de L. laccata.

Por otra parte, llama la atencidén que el grado de inhibicion del crecimiento del
micelio patogeno fuera mayor que el obtenido a nivel de germinacion de esporas, lo
cual coincide con lo observado por Olaizola (2007), tras evaluar la capacidad de in-
hibicion de extractos liquidos libres de micelio de 21 cepas ECM en la germinacién
de F oxysporumy F verticilloides. Este autor considera que es posible que se deba
a que las sustancias inhibitorias producidas en el medio agarificado, o el modo en
el que dichas sustancia se difunden por dicho medio sélido, sea cualitativamente o
cuantitativamente diferente de los producidos en medio liquido, donde no existe en-
frentamiento directo con el patégeno.

Con respecto a la evaluacion in vivo, los resultados confirman el efecto antagdé-
nico observado in vitro y demuestran que la micorrizacion con L. quieticolor redu-
ce la severidad del dafio y la mortalidad causada por un sustrato infectado con F cir-
cinatum. En ninguna de las plantas colonizadas por L. quieticolor se reaislo el pa-
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togeno de los tejidos del tallo, ni se observaron dafos significativos a nivel de es-
tructura radical ni de sintomatologia en parte aérea, manteniendo una tasa de super-
vivencia de practicamente el 100%. Por el contrario, en los pinos no micorrizados
con L. quieticolor se reaislo de la parte aérea en mas de un 80% de las plantas, lo
que junto al muy evidente deterioro de las raices indica que el patégeno penetro, in-
vadi6 y se expandid por el sistema radical, colonizando el sistema vascular y despla-
zandose a la parte aérea, causando en el proceso la muerte del 98% de las plantas.

La mejora de la nutricion gracias al hongo ECM puede ser considerado un modo
de control de la enfermedad (Duchesne, 1994), sin embargo, el efecto protector tam-
bién esté relacionado con interacciones mas especificas (Selosse et al., 2004), que
actiian directamente al prevenir la infeccion por el patogeno (Whipps, 2004). Es el
caso de la competencia por los nutrientes de la rizosfera y la reabsorcion de los exu-
dados radicales por los apices micorrizados, lo que reduce el atractivo de las raices
para los patogenos (Duchesne ef al., 1987a; Sharma et al., 2010). En relacidén con
este mecanismo podrian situarse las diferencias encontradas en el grado de coloni-
zacion por la flora fingica nativa del vivero que, en presencia de L. quieticolor baja
significativamente y que podria estar relacionada con su competitividad y capacidad
antagonica.

Asimismo, entre los mecanismos implicados en la proteccion directa, el mas
destacable seria el de la proteccion fisica ofrecida por el manto ECM. Se sabe que
la presencia de micorrizas de L. laccata y Hebeloma sinapizans en las raices previe-
ne la penetracion de Phytophthora cinnamomi (Branzanti ef al., 1999). También se
han encontrado evidencias claras del papel protector del manto frente a Pythium
(Perrin and Garbaye, 1983). En definitiva, la demostrada existencia de una correla-
cion positiva entre el grado de micorrizacion y el nivel de proteccion frente al orga-
nismo patdogeno (Morin ef al., 1999) deja claro que la micorrizacion actia como una
barrera fisica que dificulta la entrada y el desarrollo del patégeno en el interior de
la raiz.

Otro importante mecanismo de proteccion directa es el de la produccion y libe-
racion de compuestos antifungicos por parte del hongo ECM (Marx and Davey,
1969; Duchesne ef al., 1988b) y que, segun los resultados de nuestro estudio in
vitro, parecen jugar un importante papel en la interaccion L.quieticolor-F circinatum.
Este tipo de compuestos incluyen fenoles y fitoalexinas, asi como enzimas que de-
gradan la pared celular del patogeno (Mucha et al., 2006). En este sentido, se ha de-
mostrado que L. laccata induce la produccion de fenoles en el cortex primario de las
raices protegiéndolas de F oxysporum en Pseudotsuga menziesii (Sylvia and Sinclair,
1983a) y de F solani en P, sylvestris (Chakravarty and Unestam, 1987b). Asimismo,
se ha encontrado una estimulacion de la biosintesis de terpenos y de la acumulacion
de compuestos fendlicos en las raices ectomicorrizadas de plantas jovenes de dife-
rentes coniferas, cuya acumulacion crea una atmosfera fungitoxica en la rizosfera
que impide la pudricidn de las raices (Duchesne ef al., 1988b).

Los resultados obtenidos sugieren que la induccion de la micorrizacion con es-
pecies seleccionadas podria proteger a las plantulas de pino de la infeccion por F cir-
cinatum, aunque son necesarios mas estudios que determinen el nivel de micorriza-
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cion requerido para que resulte eficaz en cada caso. Estos resultados muestran a L.
quieticolor como un candidato a agente de biocontrol y abren la puerta a la posibi-
lidad de utilizar, en los viveros de planta forestal, determinadas especies ectomico-
rricicas como herramienta para proporcionar mayor vigor a la planta y, ademas, ha-
cerla mas tolerante a la infeccidn por F circinatum; con el valor afiadido de que,
como en este caso, puede tratarse, de especies ECM que producen carpdforos muy
demandados desde el punto de vista comercial por su interés gastronémico.

5. Conclusiones

Como conclusiones generales del trabajo encontramos que

— L. quieticolor ejerce una capacidad antagdnica significativa mediante la
inhibicidn tanto en biomasa, como en la germinacion de los conidios de F
circinatum.

— Que existen evidencias de que la inoculacion de P, pinaster con L. quietico-
lor en vivero mejora considerablemente la tasa de supervivencia del pino
frente a la infeccidn por parte del patdogeno, mantiene el sistema radical
practicamente intacto y previene la colonizacidn de las raices por parte de £
circinatum. En vista de los resultados obtenidos en el analisis in vitro se
podria considerar que este efecto inhibitorio se debe mayoritariamente a la
accion directa por antibiosis del hongo ectomicorricico y secundariamente
al efecto de la bajada de pH causada por el propio metabolismo fingico.
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