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Resumen

Gremmeniella abietina (Lagerberg) Morelet (anamorfo Brunchorstia pinea (P.
Karst) v Hohn) es un hongo patégeno que produce dafnos severos en bosques y plan-
taciones de coniferas, causando la muerte de arboles en el centro y norte de Euro-
pa, en Norteamérica y en Japon. El patégeno fue detectado por primera vez en Es-
paina en 1929 en arboles de pino maritimo (Pinus pinaster (Aiton)) y aislado en
1999 de masas de pino carrasco (Pinus halepensis (Mill)) en la provincia de Palen-
cia. A pesar de que aun no se han registrado brotes epidémicos en Espafia, causa pro-
blemas serios a los arboles que afecta. Los principales sintomas que produce son aci-
culas secas, defoliacién de la copa, distorsion de ramillos terminales y eventual-
mente la muerte de algunos pies. Las medidas de control en otros paises para pre-
venir o reducir la expansion e incidencia de la enfermedad incluyen practicas selvi-
colas como podar ramas o eliminar arboles muertos y la aplicacion de fungicidas sin-
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téticos, aunque unicamente como medida de emergencia en viveros. La necesidad de
gestion de la enfermedad junto con las recomendaciones europeas de usar métodos
que no sean quimicos, hacen necesario proveer de alternativas para luchar contra la
enfermedad. Por ello, el principal objetivo de la presente tesis fue indagar en el uso
de métodos alternativos para el control de las infecciones producidas por G. abieti-
na. Para conseguir este objetivo, llevamos a cabo cuatro experimentos en los que se
probo el uso de diferentes agentes de control bioldgico (hongos endéfitos, sus fil-
trados y aislados infectados con virus) asi como el uso de hospedantes resistentes.

Figura 1. Sintomas de Gremmeniella abietina en las masas espafiolas: a defoliacion; b distorsion ramillos
terminales; ¢ cuerpos de fructificacion; d conidios; e micelio en cultivo puro

Los dos primeros experimentos se realizaron con hongos endofitos y sus fil-
trados, ya que se habia comprobado previamente que estos organismos eran capa-
ces de reducir o inhibir el crecimiento de diferentes patdgenos a través de varios me-
canismos. Los endofitos (primer experimento) y sus filtrados (segundo) se aplica-
ron a plantas de pino carrasco junto con los aislados de G. abietina para producir la
infeccion. Ademas, para explorar los mecanismos que emplean estos agentes de
control bioldgico para luchar contra el patdogeno, se midio la concentracién de feno-
les totales en las plantas tras la infeccion, como un indicador de la activacion del sis-
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tema de defensa de la planta. También se midi6 el contenido en compuestos fendli-
cos de los filtrados para explorar la posible presencia de sustancias antibidticas. Al
final del experimento (6 meses después de las inoculaciones) las necrosis produci-
das por el avance del patdogeno se midieron en todas las plantas. Los experimentos
se repitieron tres semanas después de la primera inoculacion para verificar los re-
sultados. La presencia de todos los endofitos usados en nuestros experimentos asi
como sus filtrados redujo de forma significativa el avance de G. abietina en las
plantas aunque dependié del momento de la inoculacion. Cuando se usaron los en-
dofitos como agentes de control biologico, el contenido en fenoles totales de la
planta no aumentd. Por tanto, los mecanismos responsables de esta reduccion pudie-
ron ser la competicion, el parasitismo, la produccién de compuestos antibioticos o
una combinacidn de ellos. Ademas, algunos compuestos fenolicos fueron detectados
en varios de los filtrados aunque no en todos, sugiriendo que aunque quiza la anti-
biosis estuviera implicada en esta reduccion, los endofitos probablemente empleen
varios mecanismos de accion.

En el tercer experimento, se probo si la presencia de mitovirus (virus del gé-
nero Mitovirus que estan asociados con hongos y cuya presencia a veces se relacio-
na con una disminucién de la patogenicidad del mismo) en los aislados de G. abie-
tina, era capaz de modificar su comportamiento y patogenicidad del hongo tanto en
condiciones in vitro como in vivo en plantas de pino carrasco. Los resultados mos-
traron que los aislados infectados con mitovirus presentaron un mayor crecimiento
micelial que los no infectados a la temperatura éptima de crecimiento del hongo que
son 15°C. En el experimento del invernadero se observo que las plantas que habian
sido inoculadas con aislados con virus, presentaron mayores necrosis, sugiriendo que
la presencia de virus en aislados de G. abietina podria estar produciendo una hiper-
virulencia del patogeno.

Por ultimo, en el cuarto experimento, se realizé un ensayo de procedencias de
pino carrasco para estudiar si alguna de ellas era resistente a la enfermedad. La ne-
crosis producida por el avance del patdégeno en la planta fue usada como variable res-
puesta. Ademas, las concentraciones de dos flavanonas se midieron como posibles
indicadores de la resistencia en plantas a la enfermedad. Las procedencias de pino
carrasco evaluadas mostraron diferencias significativas en su susceptibilidad al pa-
togeno en términos de necrosis y severidad visual. La cantidad de la flavanona na-
ringenina fue diferente entre procedencias, sugiriendo que es un posible indicador
de la resistencia.

Las principales conclusiones de la Tesis Doctoral fueron que el uso de hongos
endoéfitos asi como sus filtrados podria ser apropiado para reducir la incidencia de
fitopatégenos como G. abietina en plantulas de pino. Parece que los mecanismos
empleados por los endofitos para luchar contra G. abietina fueron la competicion o
la antibiosis, mas que la activacion del sistema de defensa inducida de la planta. Sin
embargo, se observaron algunas variaciones temporales en las respuestas, indican-
do la complejidad del sistema. Por otra parte, la presencia de mitovirus en los aisla-
dos de G. abietina produjo un incremento del crecimiento del patégeno en condicio-
nes de laboratorio favorables para su desarrollo y un aumento de su virulencia en las
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inoculaciones in planta, indicando una posible hipervirulencia del mismo. Por ulti-
mo, nuestros resultados sugirieron que para mejorar la sostenibilidad de las planta-
ciones de pino carrasco en el futuro se recomienda evaluar con anterioridad la resis-
tencia a la enfermedad de las diferentes procedencias. Ademas, se podrian encontrar
marcadores de la resistencia del arbol al patégeno entre el conjunto de compuestos
quimicos que se generan como consecuencia de la infeccion.
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