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Resumen

El chancro resinoso del pino es una grave enfermedad causada por el hongo invasivo Fusarium circinatum que afec-
ta a Pinus spp. y Pseudotsuga menziesii en todo el mundo. Varios factores han contribuido a la propagación de la enferme-
dad a todos estos continentes, siendo el más importante el comercio internacional de material vegetal de reproducción. A
pesar de su importancia, no se dispone de medidas eficaces para erradicar o controlar la enfermedad ni en los viveros ni
en el monte. En esta tesis se llevó a cabo una recopilación de información actual sobre las vías de propagación del patóge-
no, proponiendo mecanismos preventivos para evitar su introducción en zonas libres de la enfermedad. Proponemos más
investigación sobre el posible papel de los micovirus como agentes de control biológico, explorando nuevos métodos de
transfección con micovirus de F. circinatum. Utilizamos las tecnologías transcriptómicas que, además de permitirnos estu-
diar el efecto de un micovirus en su hongo hospedante a nivel molecular, nos proporcionaron información útil sobre los
genes, las transcripciones, y sus funciones asociadas a las interacciones planta-patógeno. Mediante el uso de RNA-Seq y
especies susceptibles y resistentes a F. circinatum, identificamos los genes y vías metabólicas asociados a caracteres de re-
sistencia de la enfermedad y presentamos un mapa completo de los ARNlnc durante la infección del patógeno. Nuestros
hallazgos sobre los mecanismos reguladores implicados en la defensa de los hospedantes permitirán la optimización de los
programas de mejora genética para la comercialización de pinos resistentes al PPC. 

Palabras clave: Fusarium circinatum, micovirus, control biológico, resistencia genética, mejora genética.

Abstract

Pine pitch canker (PPC) is a serious disease causing by the invasive fungus Fusarium circinatum affecting Pinus spp.
and Pseudotsuga menziesii worldwide. Several factors have contributed to the spread of the disease to all these continents,
the most important being the international trade in plant reproductive material. Despite its importance, no effective mea-
sures are available to eradicate or control the disease either in nurseries or in the field. In this thesis, a compilation of cu-
rrent information on the pathways of spread of the pathogen was carried out, proposing preventive mechanisms to avoid
its introduction into disease-free areas. We propose further research on the possible role of mycoviruses as biological con-
trol agents, exploring new methods of transfection with F. circinatum mycoviruses. We used transcriptomics technologies
that, in addition to allowing us to study the effect of a mycovirus on its host fungus at the molecular level, provided useful
information on genes, transcripts, and their functions associated with plant-pathogen interactions. Using RNA-Seq and sus-
ceptible and resistant species to F. circinatum, we identified genes and metabolic pathways associated with disease resis-
tance traits and presented a comprehensive mapping of lncRNAs during pathogen infection. Our findings on the regula-
tory mechanisms involved in host defence will allow the optimisation of breeding programmes for the commercialisation
of PPC-resistant pines.

Keywords: circinatum, mycovirus, biological control, genetic resistance, resistance breeding.
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El chancro resinoso del pino

La incidencia de las enfermedades forestales provocadas por patógenos exóticos
invasores está aumentando a un ritmo sin precedentes debido a la globalización
(Santini et al., 2013; Wingfield et al., 2015). Un escenario agravado por el cambio
climático que a menudo mejora las condiciones para el establecimiento del patóge-
no una vez introducido (Sturrock et al., 2011). El caso de Fusarium circinatum, el
agente causal del chancro resinoso del pino (PPC, por sus siglas en inglés), es un
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Figura 1. Síntomas de la enfermedad PPC: (A) chancro impregnado de resina en el tronco de P. radiata;
(B) sección transversal del tronco que muestra la deformación debido a la presencia del chancro; (C) corte
en el tronco que muestra la colonización del patógeno; (D) deformación en el tronco por infección de Fu-
sarium circinatum que reducen drásticamente el valor de la madera, ya que los troncos quedan inutiliza-
dos para la industria del aserrado.



claro ejemplo del impacto que puede causar la introducción de un patógeno exóti-
co en el sector forestal a escala regional e incluso mundial. Esta grave enfermedad
afecta a Pinus spp. y Pseudotsuga menziesii en ambos hemisferios. La infección por
su agente causal provoca chancros de resina en los troncos y ramas laterales de los
huéspedes maduros que merman la productividad de la especie y con el tiempo pue-
den llegar a causar anillamiento y matar el árbol (Figura 1). En los viveros, F. cir-
cinatum causa damping-off de plántulas llegando a causar grandes tasas de morta-
lidad.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2010) afirmó que, en
las condiciones climáticas y de distribución de hospedantes actuales, de los apro-
ximadamente 50 millones de hectáreas de pinares existentes en Europa (excluida la
Rusia europea), las zonas potencialmente amenazadas por PPC cubren más de 10
millones de hectáreas. En España, por ejemplo, la presencia de F. circinatum ha pro-
vocado graves pérdidas de producción, así como una reducción de los ingresos de-
bido a la prohibición de plantar especies susceptibles en zonas (Real Decreto Es-
pañol 637/2006 y 65/2010), los elevados costes invertidos en seguimiento y control,
y las prohibiciones de exportación de madera y otros productos (Pinestrength,
2015).

La llegada de la enfermedad a Europa a través de España ha provocado la prác-
tica desaparición del Pinus radiata (pino de Monterrey) como especie forestal (Go-
bierno de Navarra, 2018). Los daños directos causados por F. circinatum, los indi-
rectos por los temporales de viento que derriban árboles estructuralmente debilitados
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Figura 2. Plantación de Pinus radiata abandonada tras la severa infección por F. circinatum en Cantabria
(norte de España).



por la presencia de chancros, y las medidas de cuarentena, hacen muy difícil la re-
población de esta especie. Esto ha provocado un cambio del paisaje en el norte de
España (Figura 2).

A pesar de su importancia, no se dispone de medidas eficaces para erradicar o
controlar la enfermedad del PPC ni en los viveros ni en el monte. En esta tesis doc-
toral se llevó a cabo una recopilación de información sobre las vías de propagación
del patógeno, proponiendo mecanismos preventivos para evitar su introducción en
zonas libres de la enfermedad. Para obtener más información sobre los micovirus,
posibles agentes de biocontrol, presentes en este patógeno, se realizó un estudio del
efecto de la pérdida de uno de ellos en el transcriptoma del hongo. Finalmente, se
examinaron los mecanismos moleculares implicados en la defensa de especies de
pino con diferentes susceptibilidades mediante el estudio de sus transcriptomas du-
rante la infección de F. circinatum.

Vías de propagación del patógeno
y medidas preventivas 

La complejidad del estilo de vida de F. circinatum, el comercio internacional de
material vegetal de reproducción y el fallido reglamento actual han dado como re-
sultado una dispersión global y una situación donde el proceso infectivo ya es irre-
versible en los países afectados (Figura 3).

F. circinatum se propaga por múltiples vías, tanto de forma natural, asociada
principalmente a la diseminación local, como por mediación humana, que implica
una dispersión global (Figura 4). La dispersión a larga distancia es resultado del co-
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Figura 3. Actual (2021) rango de distribución de F. circinatum y fechas de la introducción del patógeno.
Desde el primer registro en 1946 en Norteamérica, se ha notificado la presencia de F. circinatum en 14
países de América, Asia, África y Europa. Países en morado: la enfermedad está presente. Países en verde:
la enfermedad se ha dado como erradicada.



mercio y el movimiento de plantas vivas, madera, corteza, suelo y semillas infecta-
das (EFSA, 2010). El establecimiento de la enfermedad en el campo es motivo de
gran preocupación por falta de medidas de intervención. De hecho, la erradicación
solo podría ser posible con una detección temprana del patógeno (Vainio et al.,
2019). La existencia de plántulas asintomáticas, hacen de los métodos moleculares
la herramienta más rápida y fiable para su detección (Ioos et al., 2019).

Las prácticas de saneamiento en viveros son fundamentales para evitar la pro-
pagación de la enfermedad al campo (Figura 5). En el campo, deben evitarse los mé-
todos silvícolas como la poda u otros factores que puedan inducir estrés a los árbo-
les. Además, en las operaciones forestales deben aplicarse normas sanitarias estrictas
y sentido común.

El reciente descubrimiento de la colonización endofítica de especies no conífe-
ras por F. circinatum ilustra la importancia del conocimiento biológico y ecológico
para el diseño de estrategias de intervención eficaces. El establecimiento de redes
mundiales de colaboración centradas en la integración de los enfoques de gestión y
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Figura 4. Vías de dispersión y fuentes potenciales de inóculo de F. circinatum. La propagación a larga dis-
tancia de F. circinatum se produce principalmente a través del movimiento de semillas infectadas, mien-
tras que, a nivel regional, el movimiento de plántulas, sustratos o contenedores puede tener un papel im-
portante en la dispersión del hongo. La invasión a los viveros se produce a través de las semillas infectadas,
y la propagación posterior puede producirse mediante la plantación de plántulas contaminadas, especial-
mente por a la posibilidad de que éstas permanezcan asintomáticas. Una vez establecido, F. circinatum se
propaga por lluvia, viento e insectos. La propagación natural del patógeno es limitada debido a las cor-
tas distancias de dispersión de las esporas y de las distancias de vuelo de los insectos diseminadores.
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los conocimientos disponibles es el único medio por el que podemos hacer frente de
manera realista a estos patógenos (Wingfield et al., 2015).

La transcriptómica y el estudio de micovirus
como agentes de control biológico 

Dado que la aplicación de una nueva legislación altamente restrictiva en la pro-
tección forestal de la Unión Europea da prioridad a los métodos no químicos de pro-
tección fitosanitaria (EU Commission, 2019), es evidente que se necesitan métodos
respetuosos con el medio ambiente. En este sentido, se está explorando el uso de mi-
covirus como agentes de control biológico de F. circinatum. Las cepas españolas del
hongo suelen estar infectadas por tres micovirus, sin embargo, su efecto sobre el hos-
pedador aún no está claro. Tradicionalmente, la obtención de una cepas infectada y
libre de virus en un fondo genético idéntico (cepas isogénicas) se ha considerado
como el enfoque óptimo para explorar las interacciones micovirus-hongo. Sin em-

Figura 5. Prácticas de saneamiento en viveros contra F. circinatum en Chile que incluyen la quema de
plantas infectadas, la cloración o el tratamiento con ozono del agua de riego y la limpieza de bandejas o
contenedores por inmersión en agua caliente o vapor. (A, B) lavado de bandejas; (C) desinfección manual
de bandejas con agua caliente; (D) saneamiento de sustratos con vapor. 
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bargo, la manipulación de micovirus en el laboratorio para dilucidar una posible al-
teración en el funcionamiento molecular del hongo al que infecta requiere un esfuer-
zo meticuloso. La difícil curación de virus o la desaparición espontánea de éstos,
junto con una posible alteración en la maquinaria transcriptómica del hongo debi-
do a estos procesos, hacen sumamente difícil averiguar su efecto real. El estudio re-
alizado en el segundo artículo investiga el efecto residual en la expresión génica de
F. circinatum causado por una infección pasada del micovirus FcMV1. A pesar del
reducido número de genes diferencialmente expresados (Tabla 1), nuestros resulta-
dos mostraron una ligera aceleración del metabolismo del hospedador. Esto se ex-
plica por la regulación positiva de genes implicados en funciones esenciales para el
desarrollo del hongo como la vía de la metionina. Por ello, cobra especial importan-
cia la obtención de líneas isogénicas con y sin infecciones por micovirus para un es-
tudio preciso de las interacciones virus-hongo, evitando aislados alterados que hayan
sufrido pérdidas de micovirus, o hayan sido sometidos a tratamientos invasivos para
eliminarlos.

La transcriptómica y la resistencia genética 

El enfoque más ecológico y eficaz a largo plazo para la prevención de enferme-
dades implica el uso de plantas resistentes (Dodds and Rathjen, 2010). Existe una
gran diferencia en susceptiblidad a F. circinatum entre sus múltiples hospedantes, lo
que proporciona una oportunidad útil para la gestión de la enfermedad. Además, la
era ómica ha revolucionado la biología (Figura 6), lo cual hace que la selección y

Tabla 1. Se identificaron 12 genes expresados diferencialmente en el patógeno tras la pérdida del mico-
virus mediante la tecnología RNA-Seq.

Gen Locus

FCIRG_04875

FCIRG_04876

FCIRG_04877

FCIRG_04880

FCIRG_04881

FCIRG_04882

FCIRG_04883

FCIRG_04972

FCIRG_05571

FCIRG_07760

FCIRG_14348

FCIRG_14896

Función génica

Nicotianamine synthase 3

O- acetylhomoserine (thiol)-lyase

Carnosine synthase 1

GA4 desaturase

Probable O- acetylhomoserine (thiol)-lyase

Related to oxidoreductase

Related to naringenin, 2-oxoglutarate 3-dioxygenase

Prof ilin

Related to human TGR-CL10C

ABC transporter YOR1

Homoserine O- acetyltransferase

Probable CYP450 monooxygenase (lovA)

Corrección 
FDR p-value

8,29E-05

0

0,02

0

9,13E-09

0

0

0,01

8,29E-05

0

0

0

Fold 
Change

2,22 ↑

2,62 ↑

2,22 ↑

2,43 ↑

2,53 ↑

2,24 ↑

2,33 ↑

2,34 ↑

2,06 ↑

2,19 ↑

2,19 ↑

3,20 ↓



Zamora-Ballesteros, C. et al. | Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. (2023) 49(2): 133-148 141

el mejoramiento de plantas se cumplen con mayor facilidad y precisión. La ciencia
forestal también está aprovechando estas tecnologías, sin embargo, los recursos ge-
nómicos de las coníferas son limitados, principalmente debido al gran tamaño y a
la complejidad de sus genomas (De La Torre et al., 2020; Neale et al., 2014; Nystedt
et al., 2013). Además, la anotación del genoma de las coníferas sigue siendo un
reto, ya que tanto las anotaciones estructurales como las funcionales distan mucho
de ser perfectas (Wegrzyn et al., 2014). 

Los datos transcriptómicos son particularmente importantes para la investiga-
ción en coníferas y otras especies no modelo, como estrategia para compensar la
falta de recursos genómicos. Dado que las funciones biológicas no pueden inferir-
se directamente de las secuencias de nucleótidos, los transcriptomas y los estudios
de expresión génica son útiles para la identificación y anotación de genes. Además,
los análisis de RNA-seq permiten identificar patrones y niveles de expresión entre
diferentes condiciones. En el tercer y cuarto artículo de esta tesis se utilizó esta tec-
nología para el estudio del transcriptoma tanto codificante como no codificante del
pino durante la infección por F. circinatum. Por un lado, se realizó una RNA-Seq
dual de una especie de pino altamente susceptible Pinus radiata y otra resistente P.
pinea (Figura 7). De este modo, pudimos identificar los genes y rutas metabólicas
implicadas en la resistencia tales como el rápido reconocimiento del patógeno se-
guido de una respuesta fuerte y coordinada de mecanismos de defensa (Figura 8).
El refuerzo y la lignificación de la pared celular, la actividad antioxidante, la induc-
ción de genes PR y la biosíntesis de hormonas defensivas fueron clave en la resis-

Figura 6. El dogma central de la biología molecular y sus correspondientes disciplinas ómicas. Estas tec-
nologías proporcionan información útil sobre los genes, las transcripciones, sus funciones y sirven como
datos primordiales para otros enfoques posteriores.
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tencia de P. pinea al patógeno. Por el contrario, P. radiata tuvo una respuesta más
débil, posiblemente debido a una percepción deficiente de la infección fúngica que
condujo a una señalización de defensa menor.

Figura 7. Proceso simplificado del análisis con enfoque de dual RNA-Seq. Brevemente, se evaluó la ca-
lidad de las secuencias de ARN y se cortaron para eliminar los adaptadoras de Illumina y las bases de baja
calidad. Para realizar el alineamiento, ambas especies de pino (P. radiata y P. pinea) se trataron por igual
utilizando el genoma secuenciado de Pinus taeda. En el caso del patógeno, se utilizó el genoma de F. cir-
cinatum (Fc072v) pero, debido a la falta de archivo de anotación disponible, se realizó un ensamblaje de
los transcritos y se anotaron. Las líneas discontinuas encierran los archivos que no se han generado du-
rante este proceso bioinformático.
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Durante la infección a la especie resistente (P. pinea), genes relacionados con la
degradación de la pared celular y la lignina fueron predominantemente inducidos en
F. circinatum. Por el contrario, el patógeno tuvo una absorción activa de nutrientes
(como el nitrógeno) durante su infección en la especie altamente susceptible (P. ra-
diata). Esto podría proporcionar a F. circinatum una ventaja competitiva en la inter-
acción planta-patógeno.

Considerando la regulación post-transcripcional, en este trabajo también se eva-
luaron los parámetros fisiológicos que subyacen a los fenotipos de huésped suscep-
tible y resistente a PPC (Figura 9), sin embargo, no se encontraron cambios signi-
ficativos tras la infección del patógeno.

En el cuarto artículo, se llevó a cabo un estudio transcriptómico de la interac-
ción P. radiata-F. circinatum identificando moléculas de ARN no codificantes de ca-
dena larga (ARNlnc) en el huésped y, específicamente, aquellos que responden a la
infección del patógeno. El análisis permitió identificar 13.312 ARNlnc en el pino.
En comparación con los ARN que codifican proteínas, los ARNlnc eran más cortos,
con menos exones y niveles de expresión más bajos. Un total de 164 ARNlnc se aso-
ciaron a la infección por F. circinatum y el análisis funcional de los genes próximos

Figura 8. Modelo que ilustra los principales mecanismos moleculares desencadenados en Pinus spp. in-
fectado por F. circinatum. LRR-RLKs: proteínas quinasas ricas en leucina de tipo receptor; STKs: prote-
ínas quinasas de serina/treonina de tipo receptor; MAPKs: proteínas quinasas activadas por mitógenos;
CDPKs: proteínas quinasas dependientes del Ca2+; ROS: especies reactivas de oxígeno; PR proteins: pro-
teínas relacionadas con la patogénesis; JA: ácido jasmónico; COI1: coronatina insensible 1; ET: etileno;
PAL: fenilalanina amonio-liasa; 4-CL: 4-cumarato; CHS: chalcona sintasa; TFs: Factores de transcripción.
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Figura 9. Cámara de presión tipo Scholander (izquierda) con el que se midió el potencial hídrico del tallo;
y sistema de análisis de intercambio de gases por infrarrojos (IRGA) con una cámara adaptada a conífe-
ras (derecha) con el que se midieron los parámetros relacionados con el intercambio de gases de las ací-
culas de las plántulas de pino: tasa de asimilación neta de CO2, tasa de transpiración, conductancia esto-
mática y concentración subestomática de CO2.

Figura 10. Los lncRNA participan en procesos celulares mediante la regulación de la expresión génica
a nivel transcripcional y postranscripcional (Quan et al., 2015). Esta regulación puede ser cis, influyen-
do en los genes alrededor de su sitio de transcripción o trans abandonando sus sitios de transcripción para
ejercer su función en otro lugar. En esta gráfica se visualizan los términos GO enriquecidos de los genes
diana de la regulación en cis de los lncRNAs diferencialmente expresados. El color de la burbuja refleja
el valor p obtenido en el análisis de enriquecimiento funcional, mientras que su tamaño indica la frecuen-
cia del término GO en la base de datos subyacente UniProt-GO Annotation. Los términos GO muy simi-
lares están unidos por aristas en el gráfico, donde la anchura de la línea indica el grado de similitud.



a éstos sugirió su participación en importantes procesos de defensa, incluyendo la
transducción de señales y el refuerzo de la pared celular (Figura 10).

Conclusiones

La búsqueda de nuevos métodos que permitan una rápida detección y diagnós-
tico de F. circinatum en semillas, plantas e insectos vectores, como el desarrollo de
prácticas, reglamentos y políticas basadas en el conocimiento científico mediante la
colaboración entre las autoridades fitosanitarias y los investigadores se vuelven
esenciales para evitar su introducción en zonas libres de la enfermedad.

Para explorar la viabilidad del virocontrol de esta patología forestal se requie-
ren futuras investigaciones centradas en la generación de líneas isogénicas de F. cir-
cinatum con y sin micovirus por métodos de transfección. 

La optimización de los programas de mejora genética para la comercialización
de pinos resistentes al PPC requiere un profundo conocimiento de los mecanismos
reguladores implicados en la defensa de los hospedadores. Nuestros hallazgos per-
mitieron una mejor comprensión de los mecanismos defensivos del árbol y sentaron
las bases para futuros estudios de validación de la asociación de estos genes candi-
datos con los caracteres de resistencia al PPC.

El descubrimiento de nuevos mecanismos que regulan la defensa de las plantas,
como los ARNlnc, implica su incorporación en la toma de decisiones durante la ge-
neración de material resistente al PPC. Nuestros resultados presentan un mapa com-
pleto de los ARNlnc en P. radiata durante la infección de F. circinatum y proporcio-
nan un punto de partida para entender sus mecanismos de regulación y funciones en
las respuestas de defensa de las coníferas al estrés biótico. Esto contribuirá a la op-
timización de los programas de mejora genética para la comercialización de pinos
resistentes.
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