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PDB Potato dextrose broth, caldo de patata (medio de cultivo)
PEG  Polietilenglicol
PI  Punto de inoculación
PR  Pelos radiculares
PVP  Polivinilpirrolidona
qPCR quantitative PCR, PCR cuantitativa
r.p.m.  Revoluciones por minuto
SDS  Dodecil sulfato sódico
sgfp Synthetic green fluorescent protein gene, gen sintético 
 de la proteína verde fluorescente 
TA Traqueida axial
T-DNA Transferable DNA, ADN de transferencia
Tm Melting Temperature, temperatura de fusión
TR Traqueida radial
trpC Gen que codifica una enzima bifuncional en la biosíntesis del triptófano
Tris Tris (hidroximetil) aminometano
UBIQ Ubiquitina
Var Variedad
VCG  Vegetative compatibility group, grupo de compatibilidad vegetativa 
X Xilema
X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indol b-D-galactosido 
XP  Xilema primario
XS  Xilema secundario
y cols.           y colaboradores
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El “chancro resinoso de los pinos” es una enfermedad causada por Fusa-
rium circinatum (Nirenberg et O´Donnell), un hongo ascomiceto patógeno 
que afecta a más de 50 especies de pino en todo el mundo. Una de las es-
pecies más susceptibles al ataque de este patógeno es precisamente la coní-
fera más extensamente cultivada a nivel mundial: Pinus radiata D. Don. El 
desequilibrio ecológico que supone esta enfermedad ha supuesto una gran 
repercusión a nivel socio-económico que ahora, interesa atajar. La mejor 
manera de enfrentar un reto de este alcance es aumentar el conocimiento 
acerca del problema en cuestión y en este sentido la presente tesis pretende 
contribuir a mejorar la comprensión de los mecanismos que subyacen a la 
interacción patogénica establecida entre estos organismos. Con tal fin, se 
investigó la dinámica espacial y temporal del proceso de infección in planta 
durante las interacciones compatibles entre P. radiata y F. circinatum que 
conducen al desarrollo de la enfermedad del chancro resinoso.

En primer lugar se generó un transformante de F. circinatum que porta-
ra y expresara eficazmente el gen de la proteína verde fluorescente (GFP). 
Dicho transformante, junto con técnicas de microscopía de fluorescencia 
avanzadas como la microscopía confocal, demostró ser un marcador idó-
neo para monitorizar la infección in planta. De esta forma, se estudió la 
secuencia de eventos que tienen lugar desde la inoculación del patógeno 
en el tallo o en el sustrato de crecimiento de las plántulas hasta que estas 
mueren a causa de la infección. Además, también se caracterizó la curva 
de crecimiento del patógeno in planta a lo largo del proceso de infección. 
Para ello, se cuantificó la cantidad de ADN de F. circinatum en relación a la 
cantidad de ADN de P. radiata mediante un protocolo de PCR cuantitativa 
que permitió detectar cantidades del orden de 0.01 pg de ADN patógeno a 
partir de muestras complejas como son el tallo de los pinos. 

resumen
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Se diferenciaron tres fases en la curva de crecimiento del patógeno duran-
te la colonización del tallo: en un inicio, la biomasa del patógeno aumentó 
exponencialmente en concurrencia con la colonización de la corteza y el 
floema; después, se produjo una desaceleración en el ritmo de crecimiento 
fúngico que coincidió con la producción de estructuras conidiogénicas en 
la capa más profunda del tallo de los pinos; finalmente, el patógeno alcanzó 
su capacidad de carga en el momento en que aparecieron los primeros sín-
tomas de marchitamiento en las plantas.

La dinámica espacial de la infección en el tallo sigue un patrón definido 
por la accesibilidad de los recursos nutritivos del huésped, el cual invadió 
inicialmente los tejidos más accesibles y ricos en nutrientes, esto es: el floe-
ma y el parénquima. Este último tejido está presente tanto en el córtex 
como en la médula y en los radios medulares de los pinos. 

En la colonización horizontal sobresalió la rápida invasión de la parte 
central del pino (constituido por parénquima medular) a través de los ra-
dios medulares y la invasión del floema y la zona cambial, a modo de anillo, 
circunvalando el tallo.

En el caso de la colonización vertical la infección progresó por esas mis-
mas vías tanto hacia arriba como hacia abajo en el tallo, pero además, des-
taca la propagación del patógeno a través del xilema, por medio tanto de las 
traqueidas axiales como de los conductos de resina.

Los conductos de resina jugaron un papel clave en el transcurso de la 
infección. Se constató que el número de conductos resiníferos en el xilema 
aumentó en respuesta a la infección por F. circinatum, al igual que aumentó 
la cantidad de resina exudada por la planta. Se comprobó que dicho au-
mento estaba proporcionalmente relacionado con la susceptibilidad de cada 
planta al patógeno. Además, F. circinatum demostró tolerar la resina siendo 
frecuente observar al hongo dentro de los conductos resiníferos de los pi-
nos. Estos resultados plantean la intrigante posibilidad de que la generación 
de nuevos conductos resiníferos puede suponer un mayor beneficio para el 
hongo que para la planta.
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Tanto los análisis de qPCR como el estudio histopatológico mediante mi-
croscopia confocal, indicaron que el marchitamiento de la parte aérea de la 
planta, que es el síntoma típico de la enfermedad causada por F. circinatum, se 
debe a tres eventos que de forma combinada causan el bloqueo del suministro 
de agua. Estos eventos son: la obstrucción de las traqueidas por las hifas y las 
esporas patógenas, el colapso generalizado de la red de células vivas del xilema 
y la estimulación de la producción de resina que tapona el xilema. 

Por otro lado, el análisis a fondo de la infección de las raíces de P. radiata 
por F. circinatum ha revelado características en la conducta de este patógeno 
hasta ahora desconocidas. Por ejemplo, se visualizaron hifas exploradoras de 
F. circinatum, surgidas de una fuente de inóculo distante del sistema radicular 
de los pinos, que llegaban hasta la superficie de las raíces y se adherían a ella. 

El patógeno, una vez unido a la superficie radicular, era capaz de pe-
netrar la rizodermis sin que se diera la necesidad de un daño previo en la 
planta. Así, no sólo se observó al patógeno concentrado en torno a heridas 
naturales de la planta, como son los sitios de emergencia de nuevas raíces 
laterales (penetración indirecta), sino que también se encontraron indicios 
que sugieren la penetración directa de superficies celulares intactas. Después 
de esta fase inicial en el establecimiento de la infección, F. circinatum creció 
y proliferó con éxito en las raíces de los pinos.  

Hemos demostrado que F. circinatum es capaz de propagarse desde el 
sistema radicular de los pinos hasta las partes aéreas de la planta. Esto su-
cedió a través de dos vías predominantes: el floema y el xilema. Como ya 
se ha mencionado, el floema, que transporta la savia elaborada, constituye 
una fuente de alimento fácil para el patógeno, así que fue habitual encon-
trar este tejido completamente colapsado por hifas de F. circinatum. De la 
misma manera que sucedió cuando se inoculó al patógeno en el tallo de los 
pinos, el patógeno invadía también los tejidos limítrofes al floema, esto es, 
el parénquima cortical hacia el exterior de la planta y la zona cambial hacia 
el interior de la planta. En consecuencia, el patógeno colonizaba un anillo 
de tejido vegetal (córtex-floema-cambium) que iba bordeando el cuerpo de 
la planta, contribuyendo a su estrangulamiento. 
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Por otro lado, la colonización de las traqueidas del xilema primario y se-
cundario permitió al hongo acceder a las reservas de alimentos del huésped 
que se almacenan en los tejidos localizados más internamente, esto es, la 
médula, el parénquima de los radios medulares y el epitelio de los canales 
resiníferos. Cabe destacar que se detectaron esporas de origen asexual (micro 
y macroconidios) dentro de las traqueidas de los pinos, y que la conidiación 
parece contribuir a la diseminación del patógeno dentro de la planta. 

Al final del ensayo de infección en raíz, solo el 15% de las plantas había 
sobrevivido, un resultado similar al índice de supervivencia mostrado tras 
la inoculación en tallo, que estuvo en torno al 10-15%. El análisis de la 
arquitectura del sistema radical que se hizo a las plantas enfermas reveló 
que solo habían resultado significativamente dañadas las raíces más finas, es 
decir, aquellas con diámetro inferior a 0,5 mm. Nuestros resultados sugieren 
que el declive de la planta tuvo más que ver con el aumento de la resistencia 
al flujo de agua, ocasionado por el colapso del sistema vascular, que con una 
reducción en la absorción de agua, debida a un sistema radicular deteriorado. 
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La presente tesis es una valiosa contribución a la prevención, el 
combate y el control de una plaga que perjudica gravemente a nuestra 
sociedad tanto desde el punto de vista económico como, y sobre todo, 
ecológico. Los bosques y plantaciones de pino radiata y otras 56 es-
pecies de pino sufren graves daños originados por el hongo Fusarium 
circinatum Niremberg et O´Donell. En esta introducción, primero se 
expondrá la importancia del huésped de esta interacción patogénica y a 
continuación se presentará al patógeno citando, desde una perspectiva 
histórica, ciertos hitos relevantes desde su descubrimiento como agen-
te causal de la enfermedad del chancro resinoso de los pinos, y desde 
una visión actual, sus principales características morfofisiológicas y epi-
demiológicas. Además, se intentará introducir al lector en los términos 
relacionados con la histopatología que se tratarán en los siguientes apar-
tados de la tesis. Finalmente, se describirán las técnicas empleadas en esta 
investigación y los objetivos que se han pretendido alcanzar con la misma.

1. la planta huésped: Pinus radiata D. DON.

Pinus radiata D. Don. es una planta vascular que produce semillas 
(espermatófita) desnudas (gimnosperma) perteneciente al grupo de las 
coníferas y, dentro de este, a la familia de las pináceas. Las coníferas son 
el grupo más exitoso de gimnospermas dado que aparecen en el Carbo-
nífero (Paleozoico), se desarrollaron ampliamente durante el Mesozoico 
y han sobrevivido hasta nuestra era (Neozoico). Aunque en la actualidad 
han sido reemplazadas en muchos lugares por las angiospermas, todavía 
son dominantes en los bosques de coníferas que habitan en zonas frías y 
templadas, principalmente en el hemisferio norte.  

Pinus radiata, denominado vulgarmente pino radiata, pino de 
Monterey o pino insigne se caracteriza por ser un árbol de media talla, 
que alcanza una altura de 20 a 30 m. Su corteza, de color pardo oscuro, 
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es gruesa y profundamente agrietada. Su porte es regular, piramidal en la 
juventud, y con la edad se va ensanchando, haciéndose globoso y trun-
cado. El sistema radical es somero, presentándose poco desarrollado en 
comparación con la parte aérea. Las acículas son de color verde, largas y 
generalmente envainadas en los fascículos (braquiblastos) en grupos de 
tres en tres, característica que le diferencia de otras especies de pino que 
solo presentan dos. Las piñas son ovoides y tienen carácter serótino, esto 
es, que permanecen sujetas al árbol durante muchos años sin que la se-
milla pierda viabilidad (Fernández-Manso y Sarmiento-Maillo, 2004). 
Sólo se abren temporalmente, cuando hace un fuerte calor, soltando 
parte de los piñones y volviendo a cerrarse después. 

Esta conífera crece mejor en zonas con abundantes precipitaciones 
(superiores a los 900 mm/año) repartidas durante todo el año y en zonas 
sin sequía estival pronunciada y sin temperaturas demasiado frías. No 
tolera los suelos encharcados, prefiriendo suelos bien drenados, de tex-
tura franco-arenosa y algo ácidos, situados preferentemente sobre lade-
ras o fondos de valle. Se desarrolla bien en altitudes inferiores a los 700 
m sobre el nivel del mar (Dans del Valle y cols., 1999; Rodriguez y cols., 
2006). Puede sobrepasar los 150 años de vida, pero en las plantaciones 
los turnos de corta máximos son  de 30-35 anos.

Figura 1. Hábito de crecimiento de árboles adultos de Pinus radiata. (a) Hábito en 
origen: Point Lobos State Park, California.  (b) Hábito en plantación: Nueva Zelanda. Por: 
C.J. Earle, 2014, www. conifers.org/pi/Pinus_radiata.php.
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El pino radiata es un árbol originario de la costa Pacífica de Norte-
américa (Fig.1a), cuya área natural, de unas 6.000 ha, está restringida a 
tres poblaciones costeras en California (Año Nuevo, Monterrey y Cam-
bria) y a dos pequeñas poblaciones de las islas mejicanas de Guadalupe 
y Cedros (Aragonés y cols., 1994; Wu y cols., 2007).

Desde finales del siglo XIX, y debido principalmente al rápido cre-
cimiento que muestra como especie para la repoblación forestal de zonas 
con clima templado-húmedo (Scot, 1961, 1962), comenzó a difundirse 
artificialmente por varios continentes hasta convertirse en la actualidad 
en la conífera más extensamente cultivada a nivel mundial (Fig. 1b). Los 
países que cuentan con la mayor superficie de esta conífera son Chile, 
Nueva Zelanda, Australia, Sudáfrica y España, aunque existen otros con 
una pequeña pero significativa superficie como Italia, Kenia, Argentina 
y Uruguay (FAO, 2001). Se estima que la superficie total mundial ocu-
pada por esta conífera asciende a unos 4 millones de ha (Nowak, 1993; 
Eldridge, 1997; Libby, 1997; Lavery y Mead, 1998; Michell, 2004). 

Su gran expansión a nivel mundial ha sido propiciada, además de 
por su gran tasa de crecimiento, por la precocidad con que alcanza los 
máximos de producción en volumen, las características favorables de su 
madera para la utilización en pasta de papel y madera de sierra, las posi-
bilidades de recoger grandes cantidades de semilla, su fácil propagación, 
su gran plasticidad y flexibilidad silvícola, así como la diversidad gené-
tica que presenta dentro de sus poblaciones naturales, lo que permite 
desarrollar programas de mejora y seleccionar genotipos adecuados para 
diferentes ambientes (Dans del Valle y cols., 1999). Además, se consi-
dera que la introducción del pino radiata, como especie productiva, en 
países de la costa pacífica (Chile, Nueva Zelanda y Australia) ha genera-
do un importante desarrollo del sector forestal en estos países debido a 
la demanda de madera de los países asiáticos en desarrollo (Lewis y cols., 
1993; Suton, 1999).

En España la primera cita de P. radiata la realiza Cavanilles (1858) 
en un jardín botánico de Lekeitio (Guipúzcoa). En la actualidad, siendo 
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la conífera exótica más utilizada en repoblaciones, se encuentra distri-
buida principalmente por la Cornisa Cantábrica, donde se ha adaptado 
perfectamente al clima atlántico (Crecente-Campo, 2008), pero tam-
bién en algunas provincias como Tenerife, León o Málaga.

Figura 2. Pinus radiata en el País Vasco. (a) Distribución de pino radiata. En: Inventario 
Forestal de la CAPV, por: Departamento de Medio Ambiente, Planificación Territorial, 
Agricultura y Pesca, 2010. (b) Evolución de la superficie de pino radiata. Adaptación de: 
Diplodia pinea y Fusarium circinatum, principales hongos de chancro en las masas fores-
tales de Pinus radiata del País Vasco (p7), por I. García, 2011.
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En el País Vasco el pino radiata ocupa un 42% de su superficie ar-
bolada, lo que la convierte en la especie forestal dominante del paisaje 
de este territorio (Inventario Forestal Nacional 3; Michel, 2004). Desde 
su introducción como especie para la repoblación forestal, a principios 
del siglo XX, la superficie ocupada por el pino radiata ha aumentado 
considerablemente y, en los últimos años, parece mantenerse estable 
en cifras en torno a las 150.000 ha (Fig. 2). Los estudios económicos 
sobre la producción de madera y rentabilidad económica estiman que la 
producción anual de madera se aproxima a los 1.800.000 m3, con una 
producción media de 331,67 m3/ha (Garayo, 1991; Michel, 2004). 

1.1. Anatomía del género Pinus

Se piensa que las plantas primitivas se originaron en los mares donde 
fenómenos como la transpiración, la marchitez o la sequía no existen por 
naturaleza. Cuando las plantas comienzan a poblar la tierra, hace unos 450 
millones de años,  surgen dos problemas principales: por un lado, la necesi-
dad de adquirir y mantener un suministro adecuado de agua para sus fun-
ciones vitales y, por otro lado, la necesidad de un soporte para su estructura. 
La superación de estas dificultades trajo consigo la principal diferenciación 
anatómica de las plantas: el desarrollo, a lo largo de un eje principal, de un 
tallo aéreo que sostiene a ramas y hojas, y el desarrollo bajo tierra de las raí-
ces, característicamente muy ramificadas (Schweingruber, 2006). 

1.1.1. Anatomía del tallo 

En el tallo de ejemplares del género fósil Rhynia, datados del De-
vónico, se puede diferenciar una epidermis con cutícula que envuelve el 
tejido parenquimático y un simple haz vascular. Esta estructura anató-
mica aparentemente muy simple, en realidad, incluye todos los elemen-
tos contemporáneos en el cuerpo de las plantas vasculares. En estas los 
tejidos vegetales están organizados en tres grandes unidades conocidas 
como Sistemas de Tejidos, que son:
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• el sistema de tejidos dérmicos (con función protectora): epider-
mis y peridermis.

• el sistema de tejidos fundamentales (que ejercen una función 
de almacenaje): parénquima, colénquima y esclerénquima.

• el sistema de tejidos vasculares (con una función conductora): 
xilema y floema.

Estos tres sistemas de tejidos, además de los tejidos meristemáticos, 
forman parte de la estructura tanto de la raíz como del tallo y de las 
hojas en el cuerpo de las plantas vasculares, lo cual revela la continuidad 
de esa organización básica ya presente en las primeras conquistadoras 
de la tierra. 

Las plantas vasculares se conocen también como traqueófitas, tér-
mino que deriva del vocablo griego trakheia (conducto áspero) en refe-
rencia a las traqueidas. Las traqueidas son células alargadas, altamente 
especializadas y de longevidad muy corta que pierden rápidamente el 
contenido celular transformándose en tubos huecos de paredes ligni-
ficadas que conducen la sabia bruta y sirven de sostén al cuerpo de la 
planta (Fig. 3).   

Figura 3. Xilema secundario de Pinus sp. (a) Sección radial que muestra la forma alar-
gada y puntiaguda de las traqueidas y donde se aprecian las punteaduras areoladas. Por: 
MAB, 2011, www.flickr.com/photos/plantdiversity/6212482196. (b) Sección transversal 
en que se distinguen las punteaduras areoladas que comunican las paredes radiales de las 
traqueidas. En: 2011, http://botit.botany.wisc.edu/Anatomy/Glossary/images/pinepits.jpg. 
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Tanto el xilema como el floema del cuerpo primario de la planta, 
también llamados xilema y floema primarios, se forman por la diferen-
ciación continua de nuevos elementos a partir del procambium. El pro-
cambium es un tejido meristemático que se diferencia ya en el embrión, 
y se produce continuamente a partir de los meristemos apicales. 

La habilidad de producir xilema secundario, que apareció con las 
gimnospermas en el Carbonífero, marcó otro gran hito en la evolución 
de las plantas terrestres pues permitió la formación de un tronco consis-
tente capaz de conducir suficiente agua hacia la copa. El desarrollo del 
crecimiento secundario implicó la reorganización de los haces vasculares 
que pasaron de ser cerrados a abiertos. Esto significa que una vez que se 
han formado el xilema y el floema primarios a partir del procambium, 
este se diferencia dando lugar al cambium vascular. 

El cambium vascular está formado por células meristemáticas que, 
mediante divisiones periclinacles, se diferencian para formar las células 
del xilema y floema secundarios. Así, a partir del cambium, el floema 
secundario se forma centrífugamente hacia la superficie de la planta. 
A la inversa sucede con el xilema secundario que se forma, a partir del 
cambium centrípetamente, hacia el interior de la planta. (Fig. 4). Por 
lo tanto, la actividad del cambium vascular produce en el xilema unos 
anillos de crecimiento anuales que quedan internos al propio meristemo, 

Figura 4. Corte transversal 
del tallo de Pinus taiwanen-
sis. La punta de la manecilla 
señala la zona cambial situa-
da entre el xilema (mostrado 
en rojo a la izquierda de la 
imagen) y el floema (que se 
distingue en azul a la derecha 
de la imagen). CR, conducto 
resinífero. Imagen adaptada 
de: Shihchuan, 2009, https://
www.f lickr.com/photos/
epingchris/4569896745/in/
photostream/
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por lo que el cambium vascular progresivamente se aleja del eje del tallo. 
Esto es lo que produce el crecimiento en grosor de los tallos. Se piensa 
que la adquisición del crecimiento secundario permitió que las plantas 
invadieran los hábitats secos del continente (Schweingruber y cols., 2006). 

El leño o el xilema de las coníferas suele denominarse madera blan-
da (softwood) en contraposición a la madera dura (hardwood) de las an-
giospermas. Esto se debe a que, al estar compuesto únicamente por tra-
queidas y parénquima, es un leño muy homogéneo (Fig. 5). Así, en el 
xilema del género Pinus encontramos los siguientes elementos: 

• Traqueidas axiales: ocupan el 95% del volumen de la madera. 
Para que se produzca la circulación de sustancias en el leño, desde 
las raíces a las hojas, las paredes radiales de estas células presentan 
punteaduras areoladas, a través de las cuales, los líquidos pasan de 
una célula a otra. Las punteaduras pueden ser uniseriadabiseridas 

Figura 5. Diagrama tridimensional de un cubo de xilema de Pinus halapensis. 
En: Anatomía vegetal (p353), por A. Fahn, 1978, Madrid: Ediciones Pirámide.
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en posiciones opuestas (Fig. 6).

• Parénquima vertical o axial: en el género Pinus ha quedado re-
ducido a los conductos resiníferos.

• Traqueidas radiales: se presentan asociadas a los radios medula-
res heterogéneos.

• Parénquima radial: constituyen los radios medulares. Las células 
parenquimáticas se caracterizan por presentar paredes delgadas, 
no lignificadas y punteaduras simples. Podemos encontrar radios 
heterogéneos que, además de parénquima y traqueidas, incluyen 
un conducto resinífero. 

• Células epiteliales: son células del parénquima axial, de pare-
des finas y no lignificadas que circundan los canales resiníferos 
formando un epitelio. Están especializadas en la producción de 
resina que vierten al lumen del canal.

• Canales resiníferos: son espacios intercelulares que se forman de 
modo esquizógeno, es decir, por separación de células. En el gé-

Figura 6. Traqueidas axiales 
de Pinus sp. Disposición uni-
seriada (a) o biseriada (b) de 
las punteaduras areoladas en 
las paredes radiales. (c) Repre-
sentación esquemática de la 
circulación de líquidos a través 
de las punteaduras. En: 2010, 
www.fing.edu.uy/iq/maestrias/
icp/materiales/2010/01_Quimi-
ca_y_Estructura_de_la_made-
ra/Anatomia_de_la_madera.pdf

• Traqueidas axiales: ocupan el 95% del volumen de la madera. 
Para que se produzca la circulación de sustancias en el leño, desde 
las raíces a las hojas, las paredes radiales de estas células presentan 
punteaduras areoladas, a través de las cuales, los líquidos pasan 
de una célula a otra. Las punteaduras pueden ser uniseriadas o 
biseriadas en posiciones opuestas (Fig. 6).

(a) (b) (c)
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nero Pinus, la cavidad se encuentra rodeada en primer lugar por 
una capa de células epiteliales y, después, por una o más capas de 
células de la vaina (que son células de paredes gruesas no lignifica-
das, pero muy ricas en sustancias pectínicas y cuya lámina interna 
tiene suberina). Los conductos resiníferos siempre están presentes 
en este género y pueden ocupar una posición axial o radial. Es-
tas estructuras secretoras especializadas se conectan entre sí, por 
medio de anastomosis, formando una compleja y ramificada red.

Disposición de los tejidos en el tallo.

En el tallo de Pinus, el sistema vascular aparece como un cilindro 
que delimita una región externa (el córtex) y una interna (la médula) 
de tejido fundamental constituido por parénquima. Esas dos zonas de 
tejido fundamental se encuentran conectadas entre sí a través de los ra-
dios medulares que son unos paneles más o menos amplios también de 
parénquima fundamental (Fig. 7). 

Figura 7. Disposición de los tejidos en el tallo de Pinus. Imagen adaptada de: Biology of 
Plants Tentative Schedule. Plant Physiology Information Website, por: R. E. Koning, 1994, 
http://plantphys.info/plant_biology/labaids/pinelab/
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1.1.2. Anatomía de la raíz

El sistema radicular en Pinus 
es un sistema radicular de raíz axo-
nomorfa o pivotante, es decir, pre-
senta una raíz principal de la que, 
a partir del periciclo, surgen raíces 
laterales. 

La ramificación es de tipo en-
dógeno, es decir, las nuevas raíces se 
forman dentro de los tejidos inter-
nos a partir del periciclo que es una 
zona meristemática que rodea al ci-
lindro vascular y que está en contac-
to directo con el xilema primario.

Las porciones maduras de la raíz tienen crecimiento secundario en 
grosor y cumplen principalmente una función de anclaje y de alma-
cenamiento de materiales de reserva. Las porciones jóvenes, en los ex-
tremos del sistema radicular, se encuentran en proceso de crecimiento 
primario y cumplen la función de absorción.

Disposición de los tejidos en la raíz. 
Los tres sistemas de tejidos (epidérmico, fundamental y vascular) se 

encuentran formando tres capas concéntricas (Fig. 8).

• la epidermis: uniseriada, con pelos radiculares.
• el parénquima cortical: normalmente más ancho que en el tallo, 

con un papel más destacado en almacenamiento. Presenta con-
ductos resiníferos.

• el cilindro vascular: es compacto, es decir, el xilema se extienden 
hasta el centro y en un corte transversal se aprecia como estrellado 
(actinostela o protoestela). El xilema primario de las raíces forma 
dos o más polos (polos del xilema primario) y según su número la 
raíz será diarca, triarca, tetrarca o poliarca. Asociados a los polos 
del xilema primario aparecen conductos resiníferos. 

Figura 8. Disposición de los tejidos en la 
raíz de Pinus. En: 2013, www.slideshare.
net/yantomusadi/bab-jaringan-tumbuhan
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1.2. Mecanismos de respuestas de los pinos al ataque patógeno

Pinus radiata es considerada como la especie más susceptible al ata-
que de F. circinatum (Hodge y Dvorak, 2000). Pero incluso dentro de 
una misma especie, por muy susceptible que ésta sea, el grado en el que 
cada individuo desarrolla la enfermedad es muy variable (Storer y cols., 
1999). Además, el nivel de tolerancia de un individuo puede cambiar 
en el tiempo como resultado de una resistencia inducida asociada con la 
activación de los mecanismos de defensa naturales de la planta huésped, 
lo que produce cambios que disminuyen los efectos de posteriores ata-
ques bióticos (Eyles y cols., 2010). Este fenómeno, descrito por primera 
vez en gimnospermas por Christiansen y cols., (1999), se ha descrito 
también en P. radiata como respuesta a la infección por F. circinatum 
(Bonello y cols., 2001; Gordon y cols., 2011).

Las coníferas son organismos que viven muchos años y parte de su 
éxito se debe a su capacidad de integrar múltiples mecanismos de de-
fensa, constitutivos e inducidos, en una respuesta coordinada y efectiva. 
En ocasiones, ciertas respuestas de defensa pueden expresarse tanto de 
forma constitutiva como inducida (Franceschi y cols., 2005). Este es el 
caso de la oleorresina, la más común de las defensas de las coníferas. 

Las oleorresinas son una mezcla compleja de terpenoides que nor-
malmente permanece sometida a altas presiones en el interior de los 
canales resiníferos. La ruptura de estos provoca que fluya al exterior 
constituyendo el principal mecanismo de resistencia contra la invasión 
de insectos y de los patógenos que van asociados a ellos (Phillips y Cro-
teau, 1999). 

Los conductos resiníferos se forman de forma natural, ligados al 
crecimiento secundario, durante el normal desarrollo del pino, y se de-
nominan conductos resiníferos constitutivos. Pero además, también 
pueden formarse de forma inducida por factores externos como por 
ejemplo heridas producidas al árbol y, en este caso, se denominan con-
ductos resiníferos traumáticos. Estos presentan una distribución carac-
terística que los diferencia de los canales resiníferos constitutivos (Ban-
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nan, 1936); los constitutivos generalmente aparecen solos y distribuidos 
irregularmente por el leño, mientras que los traumáticos se forman en 
series tangenciales de una o dos filas dentro de un anillo anual de xile-
ma. Se sabe además que la resina producida por los conductos resinífe-
ros traumáticos puede ser más fungistática que la resina producida por 
los conductos resiníferos constitutivos y esto es debido a que se modifica 
su contenido en terpenos y en compuestos fenólicos adicionales (Nagy 
y cols., 2000; Krokene y cols., 2003).

Son varios los estudios que han analizado este mecanismo de de-
fensa en la respuesta de los pinos a la invasión por patógenos (Reid y 
cols., 1967; Hudgins y cols., 2005; Luchi y cols., 2005; Nagy y cols., 
2005). Sin embargo, se conoce muy poco sobre el papel que juegan los 
conductos resiníferos, tanto los constitutivos como los traumáticos, du-
rante el desarrollo de la enfermedad del chancro resinoso de los pinos, a 
pesar del hecho de que, como su nombre indica, una de las principales 
características de esta enfermedad es el exudado de copiosas cantidades 
de resina. Es por ello que resulta esencial llevar a cabo un análisis más 
integrado de los eventos que tienen lugar durante el proceso de infec-
ción por F. circinatum y que ayude a aclarar el papel de los mencionados 
conductos resiníferos.

2. El chancro resinoso de los pinos 
     y su agente causal: una perspectiva históRICA

La enfermedad conocida como “el chancro resinoso de los pinos” es 
una de las enfermedades que más problemas genera en los pinos de cual-
quier parte del mundo, cuyo negativo impacto en el terreno económico, 
ecológico y social ha sido bien documentado (Wingfield y cols., 2008). 

Se detectó por primera vez en 1945 en un bosque del sureste de 
los Estados Unidos compuesto por una mezcla de árboles maduros de 
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Pinus virginiana Mill, Pi-
nus echinata Mill y Pinus 
rigida Mill. (Hepting y 
Roth, 1946).  Los auto-
res de dicho informe en-
contraron que las ramas, 
o la guía principal, de los 
pinos enfermos estaban 
muertas. En la base de las 
ramas muertas localizaron 
un chancro, caracterizado 
por formar una depresión 
en la que la corteza del 
pino adquiere un tono 
negruzco. Como caracte-
rística más destacable, el 
chancro estaba cubierto 
de abundante resina que 
se derramaba por el tron-
co (Fig. 9). Precisamente 
de este síntoma (la copio-

sa exudación de resina), que permitía diferenciar ésta de otras enferme-
dades productoras de chancros, tomó su nombre la enfermedad.

Los autores designaron la causalidad de esta patología a una especie 
fúngica, aún no descrita, del género Fusarium debido a las característi-
cas de su crecimiento en medio de cultivo sólido, caracterizado por de-
sarrollar un micelio aéreo algodonoso de color blanco ligeramente vio-
leta (Fig. 10a), y a la producción de los típicos macroconidios en forma 
de huso (Fig. 10b) que dan nombre al género Fusarium. Se asignó a la 
sección Liseola dado que no producía clamidosporas. Las clamidosporas 
son esporas de origen asexual con una gruesa pared, lo que les permite 
esperar en fase de latencia a que se den las condiciones adecuadas para 
desarrollarse (Herrera y Ulloa 1990).   
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Tres años después fue encuadrado dentro de Fusarium lateritium 
Nees como una forma especial: F. lateritium f. sp. pini Hepting (Snyder 
y cols., 1949). La categoría de forma specialis es un rango informal de 
clasificación utilizado principalmente para designar grupos de hongos 
parásitos en función de su hospedador. 

A finales de la década de los 70, Kuhlman y cols. (1978) asignaron 
este hongo a la especie Fusarium moniliforme var. subglutinans Wollenw. 
y Reinking, de nuevo en la sección Liseola basándose en la morfología de 
las células conidiógenas. Las células conidiógenas o fiálides son las célu-

las en la hifa de las que nacen 
los conidios. Estas pueden 
ser de dos tipos: mono o po-
lifiálidas, dependiendo de si 

Figura 10. Primeros rasgos identificativos del agente causal del chancro resinoso de los 
pinos. (a) Cultivo en medio PDA (b) Macroconidios en forma de huso característicos del 
género Fusarium spp. Por: Leslie y Summerell, 2006, www.padil.gov.au/pests-and-diseases/
pest/main/136630/5128

Figura 11. Conidióforo con poli-
fiálidas. En: “Fusarium circinatum 
conocimiento del patógeno y esta-
blecimiento de bases para su control 
en Pinus radiata”, por: Ministerio de 
agricultura, servicio agrícola y gana-
dero, Ministerio de Chile, 2007, In-
forme final (p4).
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los conidios nacen por una o por más aberturas. En el caso del agente 
causal del chancro resinoso de los pinos, se constató que producía abun-
dantes microconidios a partir de mono y polifiálides (Fig. 11) situadas 
en conidióforos (hifa que sostiene las fiálidas) ramificados. 

De forma paralela, otro tipo de estudios desarrollados por Ba-
rrows-Broaddus y Dwinell (1980)  asociaron al patógeno a daños pro-
ducidos no sólo en los troncos y ramas de los pinos afectados, sino 
también en estróbilos, piñas y semillas en las plantaciones y huertos 
semilleros; además, en la misma época,  Barnard y Blakeslee (1980) 
descubrieron que causaba la muerte de plántulas de pino en los viveros 
forestales. Estos últimos, al describir la infección de plántulas de un año 
de edad de Pinus elliottii Enhelm por este patógeno, destacaron como 
síntomas principales: la clorosis y marchitez de las acículas (que pasan 
de un estado turgente y de color verde a un estado laxo y de color ama-
rillento), la caída del ápice caulinar y la presencia de lesiones empapadas 
de resina en la base del tallo; siendo este último síntoma, según su crite-
rio, el más apropiado para el diagnóstico eficaz de esta patología. 

Poco más tarde, Barrows-Broaddus y Dwinell (1983, 1984, 1985) 
sentaron las bases de la histopatología de esta enfermedad, a través del 
estudio histológico mediante microscopía óptica convencional de teji-
dos del tallo procedentes de pinos enfermos. Los autores identificaron 
hifas del patógeno en el interior de los conductos resiníferos y caracteri-
zaron el tamaño de los conductos resiníferos corticales. 

La taxonomía del género Fusarium se estabilizó significativamente 
a principios de los 80, a partir de la aceptación y el uso, por parte de la 
comunidad científica, de los trabajos de Gerlach y Nirenberg (1982) y 
de Nelson y cols., (1983) en los que, basándose en el concepto de especie 
morfológica, definieron escrupulosamente múltiples especies de Fusa-
rium. A partir de esta revisión, F. moniliforme var. subglutinans ascendió 
a nivel de especie como Fusarium subglutinans (Wollenw. y Reinking) 
P.E. Nelson, Toussoun y Marasas (Nelson y cols., 1983), siendo su estado 
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teleomorfo o forma sexual Gibberella fujikuroi. La designación como es-
pecie de esta variedad, a la que pertenecía el hongo causante del chancro 
resinoso, se basó principalmente en la presencia de polifiálidas y en la 
producción de microconidios en falsas cabezas, en lugar de en cadena. 
Según esta clasificación taxonómica, la especie morfológica F. subgluti-
nans comprendía un gran grupo de hongos, de distribución ubicua y 
amplio rango de hospedadores, encontrando entre ellos a patógenos de 
pino, sorgo, maíz, arroz, caña de azúcar, piña y dracaena. 

A principios de los 90, Correll y cols., (1991) propusieron asignar 
la categoría de forma specialis pini al agente causal del chancro resinoso 
para diferenciarlo del resto de patógenos englobados dentro del taxón F. 
subglutinans. Los autores realizaron múltiples ensayos de patogenicidad 
con el fin de determinar la virulencia de más de 200 cepas de F. subgluti-
nans en plantas de Pinus radiata. Las cepas procedían no solo de tejidos 
de pino enfermo, sino también de insectos contaminados y de muestras 
de aire, pues se consideraba que estas eran dos de las principales vías de 
dispersión del patógeno. Además, también se testaron otras 44 cepas 
que incluían aislados de F. subglutinans, F. proliferatum y F. moniliforme 
provenientes de diversas plantas huésped. Comprobaron que sólo las ce-
pas de F. subglutinans aisladas de los pinos (o de los insectos y muestras 
de aire recolectados en zonas con pinos infectados) resultaban virulentas 
en el pino radiata. Además, un año después presentaron los resultados 
de un ensayo de RFLPs (Restriction fragment length polimorphisms) sobre 
ADN mitocondrial en el que diferenciaron un patrón de polimorfismos 
característico de los aislados de F. subglutinans provenientes de pinos 
enfermos (Correll y cols., 1992). Basándose en estos resultados el agente 
causal del chancro resinoso pasó a denominarse Fusarium subglutinans 
f. sp. pini.

Tradicionalmente, se consideraba que este era un patógeno de 
transmisión aérea (air-borne), cuyos propágulos penetran en la planta a 
través de heridas mecánicas producidas por la climatología, las prácticas 
forestales (Dwinell y cols., 1985) o los insectos perforadores pertenecien-
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tes fundamentalmente a las familias Scolytidae, Anobidae y Cercopidae 
(Fox y cols., 1991). La dispersión geográfica de la enfermedad, se con-
sidera que ocurre a través del transporte de material infectado de pino 
(semillas o plántulas) y de madera infectada.

La declaración de la presencia de este patógeno en invernaderos de 
Sudáfrica (Viljoen y cols., 1994) puso de relieve la importancia de co-
nocer todas las posibles fuentes de inóculo y la necesidad de desarrollar 
métodos de detección sencillos que limitaran el riesgo de introducir la 
enfermedad en nuevas áreas. Actualmente se piensa que el patógeno 
pudo propagarse por el mundo a través de lotes de semillas contamina-
dos procedentes de Méjico (Britz y cols., 2001). Si la infección proviene 
de semilla contaminada esta puede desarrollarse produciendo el daño 
antes o después de la germinación de la semilla, lo que se conoce como 
damping-off de pre-emergencia o post-emergencia (Blakeslee y cols., 
1981; Viljoen y cols., 1994); Al mismo tiempo, en Sudáfrica se com-
probó por primera vez la capacidad de este patógeno para infectar las 
raíces de los pinos. Viljoen y cols. (1994) inocularon, por medio de una 
suspensión de esporas, el sustrato de crecimiento de plántulas de dos 
meses de edad de Pinus patula Schiede ex Schlechtendal et Chamisso y 
re-aislaron a este hongo de sus raíces. Las jóvenes plántulas, al enfermar, 
evidenciaron clorosis en sus acículas, así como marchitez y decaimiento 
de los brotes. Además presentaron el sistema radicular subdesarrollado 
con lesiones necróticas en la corteza de algunas raíces. 

Los nombres utilizados para designar a esta especie han variando 
bastante a lo largo del tiempo, por lo que podemos afirmar que la taxo-
nomía de este hongo ha sido compleja, del mismo modo que lo ha sido 
la de las especies de Fusarium en general. En la clasificación taxonómica 
de especies del género Fusarium se han utilizado tres conceptos básicos 
de especie diferentes: el concepto morfológico, el concepto biológico y 
el concepto filogenético. Se ha comprobado que algunos criterios basa-
dos en el concepto morfológico de especie pueden generar confusiones 
debido a que las características morfológicas pueden variar en función 
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de las cepas o de las condiciones de cultivo. Esto explica que distintos 
autores describieran diferente número de especies dentro de la sección 
Liseola (Nelson y cols., 1983; Nirenberg, 1989). Para superar estas difi-
cultades, empezó a usarse el estado sexual o teleomorfo, es decir, el con-
cepto de especie biológica que requiere que miembros de la misma especie 
sean fértiles entre sí y que su progenie sea igualmente viable y fértil.

En la mayoría de los hongos ascomicetos heterotálicos filamento-
sos, los genes responsables del apareamiento sexual están localizados en 
un único locus, denominado MAT (del inglés mating type), del que 
existen dos idiomorfos: MAT-1 y MAT-2. El apareamiento solamente 
ocurre entre individuos con diferentes genes MAT. Así, basándose en 
pruebas para determinar la fertilidad del cruce entre dos aislados, Hsieh 
y cols. (1977) distinguieron tres poblaciones de apareamiento (matying 
populations) diferentes (A, B y C) dentro de la sección Liseola. Después, 
Kuhlman, (1982) identificó una cuarta población (D) y además asignó 
a cada población de apareamiento el nombre de una variedad de Gi-
berella fujikuroi. Así, la población A fue la var. moniliformis; la B fue 
la var. subglutinans; la C fue la var. fujikuroi; y la D la var. intermedia. 
La situación resultante fue que, el estado anamorfo (fase asexual en la 
que se producen conidios) de tres especies diferentes: F. moniliforme, 
F. subglutinans y F. proliferatum compartían una misma forma sexual. 
Se hizo evidente la necesidad de correlacionar las especies taxonómicas 
con las poblaciones de apareamiento dentro de este grupo de hongos. 
Dicha necesidad pudo satisfacerse a partir de los años 90, con el avance 
experimentado en el campo de la biología molecular y la inclusión del 
concepto filogenético de especie. 

El desarrollo de nuevas herramientas filogenéticas basadas en la ma-
nipulación del ADN revolucionó la taxonomía del género Fusarium. 
Estas herramientas incluyen cariotipos electroforéticos, RAPD (Ran-
dom amplified polymorphic DNA), RFLP, AFLP (Amplified fragment len-
gth polymorphism) y la secuenciación directa de genes específicos tales 
como el gen de la b-tubulina, el factor de elongación 1a o el gen H3 de 
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la histona (Xu y cols., 1995; Voigt y cols., 1995; Steenkamp y cols., 1999; 
Marasas y cols., 2001; Geiser y cols., 2004). Así, determinados taxones 
que antes eran considerados como una única especie ahora, según el 
concepto de especie filogenética, que proporciona identificaciones más 
consistentes, se acepta que forman un conglomerado de especies en el 
cual están incluidos diferentes taxones. Tal es el caso del complejo de 
especies de G. fujikuroi. 

 En el caso concreto del agente causal del chancro resinoso de los 
pinos, este pasó a denominarse Fusarium circinatum Nirenberg et O´Don-
nell, sobre la base del reconocimiento de los tres conceptos de especie. En 
primer lugar, para distinguirlo de otros Fusaria, Nirenberg y O´Donnell 
(1998) describieron detalladamente caracteres morfológicos como el tama-
ño y forma de los macro y microconidios, y la presencia de circinos (es 
decir, hifas enrolladas y estériles) que dieron nombre a la especie. En esta 
misma publicación, también se describió el estado teleomorfo del patóge-
no al que denominaron Gibberella circinata. La forma sexual G. circinata, 
hasta la fecha, no ha sido observada en campo, obteniéndose únicamente 
en laboratorio mediante el cruzamiento de estirpes MAT-1 y MAT-2 com-
patibles en cultivo. Poco después, la consideración de este patógeno como 
un taxón independiente de F. subglutinans se afianzó a partir de los trabajos 
de Britz y cols. (1999) con sus resultados basados en el concepto de especie 
biológica y de O’Donnell y cols. (1998, 2000) y Steenkamp y cols. (1999) 
con sus resultados basados en el concepto de especie filogenética. De este 
modo, F. circinatum pasó a considerarse la población de apareamiento H 
dentro del complejo de especies de G. fujikuroi. Actualmente, se dispone de 
dos métodos moleculares para la identificación inequívoca de F. circinatum. 
El primero de ellos, es un procedimiento de RFLP apoyado en la secuencia-
ción del gen H3 de la Histona de F. circinatum (Steenkamp y cols., 1999). 
El segundo método, más rápido, fue desarrollado por Schweigkofler y cols. 
(2004) quienes secuenciaron la región IGS (secuencia espaciadora repetida 
y no transcrita situada en el ADN ribosómico) en un set representativo de 
aislados de Fusarium spp. Las secuencias obtenidas de la región IGS presen-
taron tal grado de variabilidad que permitieron el diseño de dos cebadores 
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Figura 12. Árbol filogenético del complejo de especies de Gibberella fujikuroi. En: 
Diversity and evolution of Fusarium sp. in the Gibberella fujikuroi complex, por: M. 
Kavas, 2009, Fungal Diversity, 34: 3.
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específicos de F. circinatum. Merece la pena mencionar que, en el presente 
trabajo se han usado un par de cebadores que también son complementa-
rios a la región IGS de F. circinatum. 

Englobando la información proveniente de las tres aproximaciones 
para la identificación de especies dentro del complejo de G. fujikuroi, 
actualmente se conocen 34 morfoespecies, 10 especies biológicas desig-
nadas como poblaciones de apareamiento de la A a la J y 50 especies 
filogenéticas o linajes. Además, se considera al complejo de especies de 
G. fujikuroi como un grupo monofilético en el que se ha establecido la 
jerarquía evolutiva entre sus miembros y ciertos aspectos relacionados 
con la dinámica de sus poblaciones (Kavas y cols., 2007). Así, el análisis 
filogenético de varios genes separó a los miembros de este complejo de 
especies en tres grandes grupos o clados (O´Donell y cols., 1998). Para 
explicar la existencia de estos tres grandes grupos de especies filogené-
ticas, los autores han elaborado una hipótesis denominada “filogeográ-
fica” en la que especulan que los tres clados se diferencian por el origen 
geográfico de la planta huésped de la que se aisló cada linaje fúngico. Así, 
definieron el clado americano, el africano y el asiático (Fig. 12). 

En el caso de F. circinatum, que pertenece al clado americano, pare-
ce cumplirse la hipótesis filogeográfica de O´Donell puesto que, por un 
lado, el origen biogeográfico de Pinus parece situarse en Laurasia (masa 
de tierra del hemisferio norte en la era Mesozoica) que posteriormente 
se dividió dando lugar a Eurasia y América del Norte (Millar, 2000). Por 
otro lado, se piensa que la enfermedad del chancro resinoso de los pinos 
es endémica del sureste de los Estados Unidos y de Méjico debido a que 
las poblaciones de F. circinatum de estas regiones sostienen la mayor di-
versidad genética en comparación con cualquier otra población analiza-
da (Correll y cols., 1992; Viljoen y cols., 1997; Wikler y Gordon, 2000). 

Se consideraba que esta enfermedad estaba principalmente con-
finada a regiones con clima mediterráneo o tropical, sin embargo, el 
cambio climático está favoreciendo la expansión del área de riesgo, 
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especialmente en Europa (Watt y cols., 2011), llegando a extenderse 
también en regiones con clima suboceánico (Garbelotto y Pautasso, 
2012). En la actualidad existen referencias de su presencia en Haití 
(Hepting y Roth, 1953), Japón (Muramoto y Dwinell, 1990), Sudá-
frica (Viljoen y cols., 1994), Corea (Lee y cols., 2000), Méjico (Britz y 
cols., 2001), Chile (Wingfield y cols., 2002b), España (Landeras y cols., 
2005), Francia (EPPO, 2006), Italia (Carlucci y cols., 2007), Portugal 
(Bragança y cols., 2009), Uruguay (Alonso y Bettucci, 2009), Colombia 
(Steenkamp y cols., 2012) y Brasil (Pfenning y cols., 2014).

En España, aunque su presencia se conoce desde mediados de los 
90, no fue citado oficialmente hasta 2005 por Landeras y cols., (2005), 
autores que advirtieron la seria amenaza que supone este patógeno tanto 
para las plantaciones comerciales de Pinus radiata y Pinus pinaster Ait., 
como para las poblaciones nativas de P. pinaster y P. sylvestris L. Como 
resultado de las prospecciones realizadas desde entonces se sabe que, en 
la actualidad, se encuentra distribuido por las masas forestales de toda 
la cornisa cantábrica y se ha podido constatar el grave problema que 
supone para los viveros de la zona (Pérez-Sierra y cols., 2007). En el País 
Vasco se ha informado de la presencia del patógeno en ejemplares de 
pino radiata tanto de vivero (Ridley y Dick, 2000) como de plantacio-
nes (Iturritxa y cols., 2011). 

Fusarium circinatum entró a formar parte de la lista A1 de organis-
mos de cuarentena de la European and Mediterranean Plant Protection 
Organization (EPPO) en 2002, y el Ministerio de Agricultura, Pesca y 
Alimentación estableció por ley el programa nacional de erradicación y 
control de esta enfermedad (Real Decreto 637/2006). De este modo, 
si se confirma la presencia de un foco inicial de F. circinatum, se debe 
proceder a la eliminación in situ del material vegetal afectado y a la tala 
y eliminación de la parte aérea cortada de todas las plantas de especies 
sensibles que presenten síntomas de la enfermedad en un kilómetro a 
la redonda. 
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La mayoría de especies de pino con interés comercial son suscep-
tibles a F. circinatum por lo que la irrupción de este patógeno en las 
repoblaciones forestales, además de la indiscutible repercusión en el 
equilibrio ecológico de las especies de esa zona, puede generar grandes 
pérdidas a nivel económico. Dichas pérdidas, no solo están relaciona-
das con las derivadas de la bajada en el rendimiento de las plantaciones 
forestales (puesto que se reducen la tasa de crecimiento del pino y la 
calidad de la madera por quedar impregnada en resina) o de la muerte 
masiva de las plántulas en los viveros forestales (Viljoen y cols., 1994; 
Wingfield y cols., 2002, 2008), sino que también hay que tener en cuen-
ta las pérdidas derivadas de las acciones que exigen las medidas de con-
trol establecidas por Ley. 

 El control y manejo de esta enfermedad es bastante complicado 
dado que el patógeno puede causar daños en cualquier momento del 
ciclo biológico del pino: floración, semilla, plántula o árbol maduro. 
Una de las primeras acciones a tener en cuenta, debería ser la restricción 
de entrada del patógeno en nuevas áreas geográficas aún vírgenes (como 
es el caso de Nueva Zelanda y Australia). Para evitar, en lo posible, lo 
sucedido en Sudáfrica es imprescindible conocer todas las fuentes po-
tenciales de diseminación y aplicar medidas eficaces que contrarresten 
el peligro. Por ejemplo, en aquel momento, no existía un método eficaz 
para identificar semilla contaminada, lo cual se resolvió con la aplica-
ción para tal fin de los protocolos basados en la amplificación especifica 
de ADN del patógeno (Schweigkofler y cols., 2004). 

En la actualidad, la consolidación de F. circinatum como un pa-
tógeno de viveros es un problema muy serio no sólo en Sudáfrica sino 
también en Chile (Wingfield y cols., 2002), Portugal (Bragança y cols., 
2009) y España (Landeras y cols., 2005). En Sudáfrica, inicialmente 
la enfermedad solo afectaba a la planta de vivero, pero con el tiempo 
el impacto de este patógeno se fue extendiendo a las nuevas plantacio-
nes de pino (Coutinho y cols., 2007), lo cual contribuyó significati-
vamente a la mortalidad observada en campo (Mitchell y cols., 2004;  
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Crous, 2005; Jones y cols., 2014). Allí no tienen claro si el patógeno 
accede al hospedador a través de las heridas hechas durante el trasplan-
te, o si el hospedador ya estaba infectado previamente (Mitchell y cols., 
2011). Las nuevas necesidades del sector forestal han de conducir inelu-
diblemente a la investigación de los mecanismos y estrategias usados por 
el patógeno para infectar los plantones de pino que serán trasladados 
posteriormente al campo. Además, la presencia de F. circinatum en las 
raíces parece que también puede ocasionar daños en planta adulta. Así, 
en la publicación de Garbelotto y cols. (2007) se informó de la presencia 
de ejemplares enfermos de Pinus halepensis Mill. con 20 años de edad que 
mostraban síntomas de clorosis en su corona. Si bien no se encontraron 
signos de una putativa infección aérea, los autores describieron la existen-
cia de lesiones empapadas de resina en la raíz primaria de esos ejemplares. 
De dichas lesiones en las raíces leñosas aislaron a F. circinatum.

A pesar de la evidencia de que la infección de las raíces de pino 
a través de la inoculación del sustrato con el patógeno puede ser un 
componente importante en el ciclo de la enfermedad, bien poco se 
sabe acerca de la interacción así establecida entre F. circinatum y las 
raíces de los pinos. Algunos patógenos son capaces de adoptar estilos de 
vida diferentes, dependiendo del hospedador o de los tejidos del mis-
mo que están colonizando. Por ejemplo, se ha publicado recientemente 
que Magnaporthe oryzae y Colletotrichum graminicola, tradicionalmente 
considerados como patógenos foliares, son capaces de infectar las raíces 
de sus hospedadores (Sesma y Osbourn, 2004; Sukno y cols., 2008; 
Marcel y cols., 2010). Ambos han sido descritos como patógenos hemi-
biotróficos, es decir, parásitos que inicialmente mantienen una relación 
biotrófica con su anfitrión (le infectan sin causarle la muerte) y poste-
riormente desarrollan un estilo de vida necrotrófico. La fase biotrófica 
de la infección de las hojas se inicia con el desarrollo de un apresorio 
a partir de la hinchazón del extremo final del tubo germinativo de los 
conidios. El apresorio produce una clavija de penetración que perfora la 
superficie de la planta y, una vez dentro del lumen de las células epidér-
micas, se expande para formar la hifa filamentosa primaria. Después, las 
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hifas primarias se diferencian en hifas bulbosas invasivas que son hifas 
más gruesas que crecen de un modo biotrófico, y que pueden desarro-
llar una o más de las estrechas hifas filamentosas invasivas que invaden 
las células adyacentes sin llegar a matarlas. En los tres artículos men-
cionados anteriormente, los autores observaron que los pasos iniciales 
durante la infección de la raíz no dependen del apresorio asociado con 
la infección de las hojas, sino que están mediados por unas estructuras 
de penetración más simples conocidas como hifopodios. 

En lo relativo a F. circinatum, no se conocen ni los mecanismos 
de entrada ni la estrategia utilizada para infectar las plántulas de pino 
a través de la invasión de sus raíces. Una mayor comprensión del tipo 
de relación que establece este patógeno con las raíces de su hospedador 
permitirá incrementar la eficacia de las medidas de gestión que se tomen 
para el control de la enfermedad. 

3. La interacción planta-patógeno
La interacción entre la planta y el patógeno puede ser compatible 

(virulenta) cuando las condiciones son favorables para el patógeno, de 
forma que éste puede quebrar los mecanismos de defensa de la planta y 
la infección tiene éxito; o incompatible (avirulenta) cuando la infección 
no progresa y los mecanismos de defensa de la planta impiden la entra-
da o el establecimiento del patógeno. 

Fusarium circinatum es un patógeno muy virulento para más de 
50 especies del género Pinus  (Hepting y Roth 1953; Muramoto y cols., 
1993; Storer y cols.,  1994, 1997; Clark y Gordon 1999; Guerra-Santos 
1999; Hodge y Dvorak 2000; Enebak y Carey 2003; Enebak y Sta-
nosz 2003), además de afectar también a la especie Pseudotsuga menziesii 
(Mirb.) Franco (Gordon y cols., 2006).   

Se dice que una planta es resistente cuando tiene la habilidad 
de reducir el crecimiento o desarrollo de un patógeno o parásito 
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determinado después de que se haya iniciado o establecido el contacto. 
La resistencia de una planta se mide comparando la cantidad de patóge-
no presente en la planta (o en una parte de esa planta) con la cantidad 
de patógeno que hay en una planta susceptible (menos resistente). 

El modelo “gen a gen”, propuesto por Flor en 1956, en el que se 
postulaba la heredabilidad en la resistencia a un patógeno específico, 
puede ser válido para muchas de las interacciones planta-hongo fito-
patógeno (Cook, 1998) sobre todo en aquellas caracterizadas por su 
elevada especificidad por el huésped, es decir, que se trata de casos ex-
tremos de coevolución específica (Soler, 2002), como los ejemplos de 
Melampsora lini y lino (Burdon y Jarosz, 1991; Jarosz y Burdon, 1991), 
Cladosporium fulvum y tomate (Lycopersicon esculentum) (Jones y cols., 
1994; Dixon y cols., 1998) o Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raza 2 
y tomate (Simons y cols., 1998). 

En otros casos, como el caso de nuestro patosistema de estudio (F. 
circinatum-P. radiata) existen evidencias suficientes para considerar que 
la resistencia genética que media en esta interacción patogénica es de 
tipo cuantitativo, es decir que es el resultado de la acción de múltiples 
genes, siendo la contribución de cada uno relativamente pequeña (Ka-
yihan y cols., 2005; Poland y cols., 2009). Los resultados obtenidos por 
Roux y cols. (2007) confirman la existencia de diferencias en la suscep-
tibilidad de Pinus spp. tanto a nivel de especie como de híbrido y, en el 
caso concreto de P. radiata, muestran que también existe diferente sus-
ceptibilidad a F. circinatum a nivel de clon dentro de una misma familia. 

Se considera que la resistencia cuantitativa tiene efectos más dura-
deros y sobre un espectro más amplio de patotipos genéticos. Esto es un 
aspecto muy deseable para los programas de mejora genética, encami-
nados a la obtención de materiales de reproducción genéticamente más 
resistentes, como suministro para los viveros y las reforestaciones, en 
los cuales se combinaran las propiedades deseables de la madera con la 
resistencia al patógeno. 
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4. La biotecnología aplicada al estudio de 
     la interacción planta-patógeno

El chancro resinosos de los pinos ocasiona abundantes pérdidas 
económicas en el sector forestal de muchas zonas del mundo (Wing-
field y cols., 2008) y dado que todavía no se ha planteado una solución 
eficaz frente a este problema, se hace necesario profundizar en el cono-
cimiento de la interacción planta-patógeno para tratar de abrir nuevos 
caminos que nos conduzcan a terapias más exitosas en el control de la 
enfermedad.

4.1. La microscopía aplicada a la fitopatología

 Desde los inicios de la Fitopatología, la visualización directa de la 
interacción que se da entre el patógeno y su planta huésped ha supuesto 
un relevante avance en el conocimiento y la comprensión del proceso 
de infección. Al principio, se utilizó la microscopía óptica simple en 
conjunción con diferentes métodos de tinción, con el fin de localizar al 
patógeno en los tejidos de la planta o para identificar al agente causal 
de una enfermedad. Más adelante, la microscopía óptica convencional 
se ha utilizado sobre todo para conocer los procesos que conducen al 
desarrollo de las enfermedades (Jiménez‐Díaz y cols., 1989a; Holub y 
cols.,  1994; Stevenson y cols.,  1997; Soylu y Soylu, 2003; Gupta y cols., 
2009, 2010;) con todos los fenómenos o alteraciones inherentes a dicho 
proceso, como la formación de nuevas estructuras celulares, la degrada-
ción de estructuras del huésped, etc. 

 La interacción entre la planta y el patógeno se inicia a nivel ce-
lular y puede ser crucial para el resultado final de susceptibilidad o re-
sistencia al establecimiento de la enfermedad. El desarrollo, por parte 
del patógeno, de diferentes estructuras y estrategias de invasión que le 
ayuden a vencer las barreras presentes en los órganos del huésped se 
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considera un paso crucial para el éxito del parasitismo, por lo que para 
poder abordar y comprender estos mecanismos, resulta particularmente 
importante poder detectar visualmente el proceso de penetración del 
patógeno en la planta huésped (Mendgen y cols., 1996). Para tal fin, se 
pueden aplicar diversas modalidades de microscopía. 

 El mayor poder de aumento proporcionado por la microscopía 
electrónica, en sus dos variantes de transmisión (TEM) y de barrido 
(SEM), ha permitido la realización de interesantes estudios en fitopato-
logía. Así, la microscopía electrónica de barrido se ha utilizado princi-
palmente para el estudio de microorganismos epifitos o para la caracte-
rización del modo y las estructuras empleadas por los patógenos durante 
la penetración del organismo huésped. Por su parte, la microscopía elec-
trónica de transmisión ha permitido conocer con mucho más detalle las 
interacciones planta-patógeno a nivel subcelular (Gupta y cols., 2010), 
pudiendo caracterizarse los procesos de penetración activos o pasivos 
de los patógenos o los cambios morfológicos en las células y tejidos de 
la planta provocados por sus propios mecanismos de defensa cuando el 
patógeno ataca.

Sin embargo, aunque todos estos aspectos queden fuera de las posi-
bilidades que ofrece la microscopía óptica convencional (por su menor 
poder de resolución y aumento), recientemente, el microscopio óptico 
ha experimentado un resurgimiento en el ámbito de la Fitopatología 
debido a la evolución y desarrollo de la microscopía de fluorescencia y 
la microscopía confocal (Heath, 2000). Estas novedosas variantes per-
miten, a través de sencillos protocolos de observación no destructivos, 
la realización de estudios in vivo sin la necesidad de fijar el material 
vegetal. Para ello ha sido de gran importancia el desarrollo de nuevos 
marcadores celulares como, por ejemplo, fragmentos de ADN codifi-
cantes de proteínas auto-fluorescentes como la GFP (Green Fluorescent 
Protein) y sus derivados. Esto, unido a la creciente facilidad con la que se 
pueden generar organismos transgénicos ha permitido la visualización 
de estructuras celulares fluorescentes con una mínima manipulación de 
la muestra (Fernández-Abalos y cols., 1998; Czymmek y cols., 2007). 
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La proteína GFP ha facilitado mucho el estudio de las interacciones 
planta-patógeno y se ha empleado en distintas especies patógenas como 
un marcador tanto para caracterizar el proceso de colonización (Lago-
podi y cols., 2002; Jansen y cols., 2005; Zvirin y cols., 2010), como para 
estudiar el patrón espacial de expresión génica y de localización proteica 
(Michaelse y cols., 2009b; van der Does y cols., 2008). 

La microscopia de luz convencional (Barrows-Broaddus y Dwinell, 
1983, 1984) y, más recientemente, la microscopía electrónica de trans-
misión (Kim y cols., 2009) y de barrido (Thoungchaleun y cols., 2008), 
han proporcionado una valiosa información acerca de la interacción 
entre F. circinatum y Pinus sp. Sin embargo, hasta la fecha no se había 
empleado la microscopia láser confocal (CLSM, confocal laser scanning 
microscopy), junto con el uso de un transformado de F. circinatum por-
tador de la GFP para el estudio in vivo y con gran precisión de la inte-
racción con el pino. Esta técnica además de emplearse para localizar al 
patógeno, sirve también para realizar un seguimiento de su actividad 
metabólica. La GFP, en combinación con técnicas de microscopía de 
fluorescencia o microscopía confocal, es hoy en día una herramienta 
esencial en los estudios de localización y supervivencia del patógeno en 
las plantas.

4.2 La reacción en cadena de la polimerasa a tiempo real 
 como herramienta de estimación de la 
 biomasa fúngica In planta. 

 La reacción en cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en 
inglés Polimerasa Chain Reaction),) fue desarrollada por Kary Mullis y 
sus colaboradores a mediados de los años 80 (Saiki, 1985), y permite la 
producción de múltiples copias de un fragmento de ADN específico. 

 La PCR cuantitativa o a tiempo real es una variante de la PCR que 
permite conocer la cantidad de ADN presente en la muestra original. 
La técnica amplifica el fragmento de ADN deseado y, simultáneamente, 
cuantifica de forma absoluta el producto de dicha amplificación.
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El procedimiento surgió a partir de los estudios basados en la re-
lación cuantitativa existente entre la cantidad de secuencia molde al 
comienzo de la reacción y la cantidad de producto obtenido al final de 
un ciclo dado (Higuchi y cols., 1989; 1992). Se diseñaron sistemas que, 
basándose en el uso de fluoróforos o fluorocromos que guardaran una 
proporción directa con la cantidad de producto generado en la reacción 
(Livak y cols., 1995), permitieron la detección y cuantificación del pro-
ducto amplificado a medida que se iba acumulando en los sucesivos ci-
clos de amplificación. Desde entonces, la metodología en torno al mar-
caje del producto y a la visualización e interpretación de los resultados 
se ha desarrollado de tal modo que es posible normalizar y cuantificar 
las muestras con gran fiabilidad.

Actualmente, la PCR cuantitativa (qPCR, quantitative PCR) se 
realiza en un termociclador específico que hace incidir sobre cada mues-
tra un haz de luz de una longitud de onda determinada y que detecta la 
fluorescencia emitida por la excitación de un fluoróforo que se encuen-
tra asociado a la generación de las nuevas moléculas de ADN durante la 
reacción de amplificación. 

En el mercado existen distintos tipos de marcaje y las técnicas de 
qPCR pueden clasificarse por el uso de:

I. Fluoróforos o fluorocromos no específicos: son moléculas que 
al unirse al surco menor del ADN de doble cadena producen fluores-
cencia y esta es medida por el termociclador. Permite cuantificar sólo 
una secuencia por reacción. Un ejemplo de colorante que permite esta 
detección es el SYBR Green® (PE Applied Biosystems) que, excitado 
mediante luz azul (lmax= 488 nm), emite luz verde (lmax= 522 nm). 

II. Sondas específicas: sondas moleculares dependientes de la se-
cuencia que se va a amplificar (normalmente oligonucleótidos marcados 
con dos tipos de fluorocromo, un donador y un aceptor). El proceso 
se basa en la transferencia de energía fluorescente mediante resonancia 
(FRET) entre las dos moléculas. Las sondas específicas más utilizadas 
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son las sondas TaqMan® (PE Applied Biosystems) y las sondas tipo Mo-
lecular Beacons o el marcaje Scorpions® (Roche). Este tipo de marcaje, 
dado que necesita sondas específicas para cada fragmento a analizar, ga-
rantiza la especificidad de la detección y además permite detectar varias 
secuencias diferentes en una misma reacción.

4.2.1. Principios teóricos de la cuantificación 
       mediante PCR cuantitativa.

Los sistemas de qPCR detectan el incremento de fluorescencia 
(∆Rn) en cada ciclo de PCR y los softwares de análisis generan la curva 
de cinética de la reacción, a partir de la representación de dicha fluores-
cencia gráficamente respecto al número de ciclos. 

A diferencia de la PCR convencional, en la que el producto se de-
tecta únicamente al final de la reacción mediante una electroforesis en 
gel de agarosa, la detección en la PCR a tiempo real comienza cuando 
la cantidad de producto amplificado sobrepasa un determinado umbral 
y utiliza ese parámetro como un indicador de la cantidad de producto 
amplificado (Saiki y cols., 1985). Así, cuanto mayor es el número de 
copias presentes en el extracto de ADN, antes se sobrepasa este umbral 
y se inicia la detección. (Fig. 13).

En la curva cinética de la reacción, se distinguen tres fases:

I. La fase inicial: durante los primeros ciclos de la PCR donde 
se produce muy poco cambio en la señal de fluorescencia, quedando 
definida así la denominada línea basal (baseline, en inglés). Hasta que 
no se produce un incremento significativo en la intensidad de fluores-
cencia, con respecto a esta señal de base, no puede iniciarse el proceso 
de detección. Se denomina ciclo umbral o Ct (threshold cycle) al ciclo de 
amplificación, para cada una de las muestras, a partir del cual el sistema 
empieza a detectar la señal de fluorescencia asociada a un incremento 
exponencial del producto de la PCR. El parámetro Ct es el más impor-
tante para la cuantificación, de tal manera que cuanto mayor sea la can-
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tidad inicial de ADN, antes se detectará el producto acumulado en la 
PCR, y más bajo será el valor Ct. Una vez alcanzado este valor comienza 
la siguiente fase.

II. La fase exponencial o logarítmica: en esta fase, si la reacción 
ocurre con la máxima eficiencia de amplificación, se dobla el producto 
de partida en cada ciclo según la siguiente ecuación:

Tn= T0(E)
n

Donde: 

• Tn = la cantidad de muestra amplificada en el ciclo n; 
• T0 = la cantidad de muestra al comienzo de la reacción;
• E = la eficiencia de la amplificación. 

Figura 13.  Curvas de cinética de la reacción propias de la PCR cuantitativa para distintas 
muestras con diferente cantidad de ADN. En el eje de abscisas se representan el número 
de ciclos de la PCR y en el de ordenadas la fluorescencia detectada. Desde el comienzo de la 
reacción (ciclo 1) hasta el final (ciclo 40) se produce un incremento de fluorescencia (∆Rn) 
que en el caso de la qPCR es cuantificado y representado a tiempo real, es decir, mientras 
ocurre la reacción de amplificación. La línea umbral (en naranja) indica el nivel de detección 
o el punto en el que la reacción alcanza una intensidad de fluorescencia por encima de la 
señal de fondo que queda definida por la línea basal.
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III. La fase lineal: la curva de la cinética de la reacción se torna más 
lenta puesto que la eficiencia de la amplificación decae debido a diversos 
factores tales como la pérdida de actividad de la polimerasa, o el déficit 
de alguno de los componentes de la reacción. 

IV. La fase meseta o plateau: esta fase se alcanza en los últimos 
ciclos y marca el punto final de la reacción. Es en esta fase final en la 
que, durante una PCR convencional, se lleva a cabo la detección de los 
productos de la amplificación, mediante la electroforesis en geles de 
agarosa.

Si se muestra la cinética de la reacción de PCR a tiempo real en 
escala semilogarítmica (Fig. 14), la fase exponencial de la reacción (que 
sucede justo después de alcanzar el Ct), quedaría representada como una 

Figura 14. Cinética de la reacción de amplificación en escala semilogarítmica. La figura 
muestra la amplificación de diferentes muestras. El parámetro Ct (threshold cycle) o ciclo 
umbral se define como el ciclo de amplificación en el que tiene lugar un incremento sig-
nificativo en el nivel de fluorescencia (∆Rn) asociado con un crecimiento exponencial del 
producto de PCR. En: Aislamiento y caracterización de los genes fost12 y fost20 en el hongo 
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (p79), por: M. A. García-Sanchez, 2007.
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recta. Es decir, al trazar la función potencial Tn= T0(E)n en una escala 
semilogarítmica (eje X lineal, eje Y con escala logarítmica) se obtiene la 
ecuación de una recta. La pendiente de la recta en esa función, es un 
reflejo de la eficiencia de la amplificación, de tal modo que la eficiencia 
de la reacción puede calcularse con la siguiente fórmula:

Eff = 10(-1/pendiente)-1

La eficiencia de la PCR suele ser del 90-100 % (-3,6 > pendiente > 
-3,1), aunque esta puede verse afectada por numerosas variables (Bustin 
y Nolan, 2004; Wong y Medrano, 2005; Yuan y cols., 2006).

4.2.2. métodos de Cuantificación

Existen dos maneras de cuantificar una muestra problema de ADN 
mediante qPCR:

I. Cuantificación absoluta: la concentración de ADN de las 
muestras que se desea amplificar se estima interpolando sus valores de 
Ct en una recta patrón construida con estándares de concentración co-
nocida. Este método requiere de la cuantificación previa del stock de 
ADN, utilizado para la construcción de la recta patrón, mediante otros 
métodos como la espectrometría (medida de la absorbancia a 260 nm) 
(Bustin, 2000).

II. Cuantificación relativa: consiste en comparar la amplificación 
de una secuencia de ADN problema respecto a otra, denominada “con-
trol endógeno”. La cuantificación relativa puede llevarse a cabo utilizan-
do el método de la recta patrón o el método comparativo de los Ct.

• Método de la recta patrón: utiliza un conjunto de muestras pa-
trón, a partir de las cuales las muestras problema son cuantifica-
das. Como la cuantificación debe ser normalizada respecto a un 
control endógeno, se debe realizar una recta patrón tanto para 
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el gen problema como para el gen endógeno o de referencia, de 
tal manera que, para cada muestra, se determine la cantidad de 
gen problema y de gen endógeno a partir de las rectas patrones 
apropiadas.

• Método comparativo del Ct (∆∆Ct): Este método utiliza una se-
rie de fórmulas aritméticas para conseguir el mismo resultado de 
cuantificación relativa que con el método anterior. Para utilizar 
este método es necesario que la eficiencia de la amplificación del 
gen problema y la del gen endógeno sean semejantes estadística-
mente, (Pfaffl, 2001).

Actualmente se considera a la qPCR el método más preciso para 
cuantificar el grado de colonización fúngica en los tejidos del hospeda-
dor (Stephens y cols., 2008; Macia-Vicente y cols., 2009). Se han desa-
rrollado protocolos rápidos y muy sensibles para la detección específi-
ca del DNA de F. circinatum (Schweigkofler y cols., 2004; Ioos y cols., 
2009), sin embargo, hasta la fecha no se han optimizado para poder ser 
utilizados y aplicados en la monitorización de la colonización del sustra-
to natural de este patógeno.
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En el presente trabajo, hemos adaptado las dos metodologías an-
teriormente descritas para investigar de forma sistemática la dinámica 
espacial y temporal del proceso de infección in planta durante las inte-
racciones compatibles entre P. radiata y F. circinatum que conducen al 
desarrollo de la enfermedad del chancro resinoso. Se usó la qPCR para 
estimar la cantidad de ADN fúngico como una medida indirecta de 
la biomasa del patógeno durante la infección y, después se realizo un 
detallado análisis histológico de la colonización de P. radiata por una 
estirpe de F. circinatum marcada con el gen de la GFP. Se persiguieron 
principalmente los siguientes objetivos.

1. Caracterizar el proceso de infección de P. radiata a partir de la 
inoculación de F. circinatum en el tallo;

2. Caracterizar el papel de los conductos resiníferos, tanto los cons-
titutivos como los inducidos, en la invasión del patógeno, así 
como la eficacia de la reacción inducida para contrarrestar el de-
safío patógeno;

3. Determinar si F. circinatum puede alcanzar e infectar las raíces de 
los pinos desde un inóculo situado a una distancia de la raíz (es 
decir, sin dañar el sistema radicular). Si es así: 

a. supervisar la estrategia utilizada por F. circinatum para pe-
netrar y colonizar las raíces del pino;

b. abordar la gravedad del daño causado a las raíces;

4. Determinar si F. circinatum, a partir de la infección de las raíces, 
tiene la capacidad de propagarse a las partes aéreas de la planta. 
Si es así: 

a. describir la histopatología observada;

b. evaluar el impacto de tal dispersión sobre el declive de la 
planta.
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1. Organismos

1.1 Plantas.

1.1.1. Pinus radiata D. DON.

El material vegetal utilizado en los ensayos procede de semillas ob-
tenidas en rodales de Pinus radiata de Bizkaia y comercializadas por la 
Asociación de Viveristas del País Vasco. 

1.2. Hongos.

1.2.1. Fusarium circinatum Nirenberg et  O´Donnell.

La población de F. circinatum del País Vasco es bastante homogé-
nea. En esta únicamente se han encontrado 2 grupos de compatibilidad 
vegetativa (VCG) y un único alelo de los genes de apareamiento o mat-
ying type, el idiomorfo, MAT-2 (Iturritxa y cols, 2011). 

La cepa de Fusarium circinatum utilizada en todos los ensayos, 
identificada como CECT 20759, proporcionada por la Dra. Eugenia 
Iturritxa (Neiker‐Tecnalia, Instituto Vasco de Investigación y Desarrollo 
Agrario), fue aislada de rodales de P. radiata de Bizkaia. Dicha estirpe, 
en base a los análisis moleculares realizados por Iturritxa y cols (2011), 
representa el genotipo más común en la población de F. circinatum del 
País Vasco: el genotipo M1, de un total de 9 genotipos obtenidos con 6 
marcadores polimórficos de ADN y el genotipo A1, de los 3 genotipos 
obtenidos en base a 103 loci usando AFLPs.
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1.3. Bacterias.

1.3.1. Escherichia coli.

I. Cepa DH5a (F-, supE44 ∆lacU169 (j80 lacZ∆M15) hsdR17 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1). Se utilizó en las transforma-
ciones bacterianas por choque térmico.

II. Cepa DH10bGold. (F- mcrA ∆ (mrr-hsdRMS-mcrBC) j80lac-
Z∆M15 ∆lacX74 recA1 endA1 ara∆139 ∆ (ara, leu) 7697 galU 
galKU- rpsL (StrR) nupG). Se utilizó en las transformaciones 
bacterianas por electroporación. 

1.3.2. Agrobacterium tumefaciens.

I. Cepa AGL1 (AGL0 recA::bla pTiBo542(∆)T Mop+ CbR RfR). 
(Lazo y cols, 1991). Esta cepa porta, como plásmido Ti desarmado 
(también denominado plásmido helper) el vector hipervirulento 
pTiBo542(∆)T, especialmente diseñado para la transformación 
de células eucariotas mediante el sistema de plásmidos binarios. 
Esta cepa se utilizó para la transformación de F. circinatum.

2. Medios y condiciones de cultivo

2.1. Pinus radiata

2.1.1. Germinación y crecimiento en invernadero.

Se esterilizó la superficie de las semillas comerciales de pino su-
mergiendo las mismas en agua oxigenada al 30% y manteniéndolas en 
agitación durante 1 hora (h). Seguidamente, se realizaron tres lavados 
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sucesivos con agua destilada y estéril y se sembraron en bandejas de 
plástico flexible con 35 alveolos de 200 cm3, paredes cerradas y forma 
de prisma (Arnabat, Barcelona). Como sustrato, utilizamos una mezcla 
de turba de Sphagnum (70% turba rubia y 30% de turba negra). A los 
ocho meses y utilizando como sustrato la misma mezcla de turba de 
Sphagnum, se trasplantaron las plántulas a contenedores de plástico rígi-
do con mayor capacidad volumétrica (a bandejas con 6 alveolos de boca 
cuadrada y 1600 cm3, QuickPotTM; o a contenedores individuales de 
boca redonda y 2000 cm3 de capacidad (Soparco, Condé-sur-Huisne, 
France). Durante toda su fase de crecimiento, las plantas crecieron en 
un invernadero con las condiciones controladas de temperatura (20-25 
ºC), humedad relativa (60-70%) y fotoperiodo (12 h de luz-12 h de 
oscuridad). Las plantas se regaron a demanda y se aplicó al sustrato de 
crecimiento de las mismas un fertilizante de liberación lenta (Plantacote 
Plus; Aglukon) con bajo contenido en nitrógeno y fósforo (NPK, 14-
8-15). 

2.1.2. Ensayos de infección en invernadero de protección biológica P2.

Los ensayos de infección se realizaron en un invernadero de cristal 
de alta seguridad especialmente adaptado para trabajar con organismos 
de cuarentena P2.  La temperatura se mantuvo a 25 ± 3°C, la humedad 
relativa entre el 70 y el 80% y el fotoperiodo, de 16 h de luz a una in-
tensidad de 120 µmol m−2 s−1, fue provisto por tubos fluorescentes de 
luz blanca y fría (TLD 58 W/33; Philips, France). 

Antes de la inoculación con el patógeno, las plantas se dejaron acli-
matar durante un mes en estas condiciones y con riego a demanda, 
evitando siempre el exceso de agua en el sustrato. 

2.2. Fusarium circinatum.

Las estirpes de Fusarium circinatum se conservaron a –80 ºC en 
viales con glicerol al 25% (v/v). Las condiciones y medios de cultivo 
variaron según el tipo de experimento, y se detallan a continuación:
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2.2.1. En medio líquido.

I. Para la esporulación abundante: 22-28 ºC/180 r.p.m./PDB 
(Potato dextrose broth, caldo de patata, casa comercial Difco; 24 
g PDB/1l agua destilada y desionizada). 

II. Para el crecimiento de micelio: 22-28 ºC/120 r.p.m./PDB. 
 Cuando fue necesario prevenir el crecimiento bacteriano se aña-

día al medio el antibiótico Cloranfenicol (20 µg/ml).

2.2.2. En medio sólido.

I. Para la germinación de esporas y la obtención de cultivos mo-
nospóricos: 22-28 ºC/Agar-Agua (20 g Agar/1l agua destilada y 
desionizada). 

II. Para la obtención de micelio: 22-28 ºC/PDA (Potato dextrose 
agar, caldo de patata con agar, Difco; 39 g PDA/1l agua destila-
da y desionizada).

2.3. Escherichia coli.

Las estirpes de E. coli se conservaron a –80 ºC en viales con glicerol 
al 50% (v/v). Las condiciones y medios de cultivo fueron los descritos 
por Sambrook y cols (1989), con una temperatura óptima de crecimien-
to de 37 ºC, tanto para los medios sólidos como para los líquidos. 

I. LB (Luria-Bertani): 0,5% de extracto de levadura; 1% de bac-
to-triptona y 1% de NaCl. Fue el medio utilizado para el cultivo 
rutinario de esta bacteria. Para la preparación de medio sólido, 
se añadieron 15 g/l de agar. 

II. 2xTY: como el LB pero con doble cantidad de extracto de leva-
dura y de bacto-triptona. Con este medio se consigue un creci-
miento más rápido.
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Cuando fue necesario y según los plásmidos utilizados, estos me-
dios se suplementaron con los antibióticos Ampicilina (100 µg/ml) o 
Kanamicina (50 µg/ml).

2.4. Agrobacterium tumefaciens.

La estirpe AGL-1 de A. tumefaciens se conservó a –80 ºC en viales 
con glicerol al 50% (v/v). Para su crecimiento rutinario se utilizó el 
medio LB, agregando los antibióticos correspondientes en cada caso, 
siendo 28 ºC su temperatura óptima de crecimiento. Para llevar a cabo 
la transformación de F. circinatum mediante el método de co-cultivo 
con A. tumefaciens (apartado 10) se utilizaron otros medios:

I. Medio mínimo, para 1 litro: 
10 ml de tampón K; 20 ml de tampón M-N; 1 ml de CaCl2 al 
1%; 10 ml de glucosa al 20% (p/v); 10 ml de FeSO4 al 0,01%; 5 
ml de elementos traza y 2,5 ml de NH4NO3 al 20% (p/v). 

- tampón K: 200 g/l de K2HPO4; 145 g/l de KH2PO4; pH 7.

- tampón M-N: 30 g/l de MgSO4·7H2O; 15 g/l de NaCl.

- elementos traza: 100 mg/l de ZnSO4·7H2O; 100 mg/l de Cu-
SO4·5H2O; 100 mg/l de H3BO3; 100 mg/l de MnSO4·H2O 
y 100 mg/l de Na2MoO4·2H2O.

II. Medio de inducción, para 1 litro: 
10 ml de tampón K; 20 ml de tampón M-N; 1 ml de CaCl2·2H2O 
al 1%; 2,5 ml de NH4NO3 al 20% (p/v); 10 ml de glicerol al 
50%; 40 ml de MES (2-[N-Morpholino]ethanesulfonic acid) 1 
M, pH 5,3; 5 ml de glucosa 2 M. Además, se añade en el mo-
mento antes de usar: 10 ml de FeSO4 al 0,01% (p/v); 5 ml de 
la solución de elementos traza y 2 ml de acetosiringona (3’,5’-Di-
methoxy-3’-hydroxyacetophenone) 100 mM, cuya solución 
stock se prepara a razón de 40 mg/ml en etanol absoluto y se 
almacena a -20 ºC.  
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III. Medio de co-cultivo: tiene la misma composición que el me-
dio de inducción, pero se añaden 15 g/l de agar y se dispensa 
en placas de Petri.

3. Manipulación de Fusarium circinatum

3.1 Obtención de cultivos monospóricos.

Un cultivo monospórico es aquel procedente de una única espora 
uninucleada o microconidio, lo cual garantiza la homogeneidad genéti-
ca del cultivo y la maximiza en las posteriores réplicas que se hagan de 
las colonias. 

Para su obtención, en primer lugar y en condiciones asépticas, se 
recolectaron esporas del hongo mediante cualquiera de las dos técnicas 
descritas más adelante, (sección 3.4 de Materiales y Métodos). Se pre-
pararon varias suspensiones de las esporas a concentraciones menores 
para, una vez sembradas en placas de Agar-Agua, conseguir una buena 
separación entre una y otra espora. Las placas se incubaron a 22 ºC 
durante 10-12 h permitiendo de tal modo el ligero desarrollo de un 
tubo germinativo o incluso una ramificación micelial mayor. A conti-
nuación, utilizando una lupa binocular, se procedió a ubicar una espora 
recién germinada en la placa, asegurándonos de que no hubiera otra 
en su cercanía. Con un punzón estéril, se tomó una única espora en 
un pequeño fragmento de agar, colocándose esta seguidamente en una 
placa de PDA. Estas placas se incubaron a 22 ºC hasta que el micelio 
ocupase toda la placa. Las placas así obtenidas, con el micelio de F. circi-
natum proveniente de una única espora, pasaron a denominarse “placas 
madre”. Finalmente, se realizaron dos copias (copia A y B, a su vez du-
plicadas) de cada aislado original o cultivo madre monospórico.
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3.2. Conservación de aislados.

El mantenimiento de las cepas de hongos, para su conservación a 
largo plazo y su posterior estudio, lleva frecuentemente asociada la pér-
dida de la virulencia, de la viabilidad o de la habilidad de esporulación 
de dichas cepas, especialmente si pertenecen a especies que crecen vigo-
rosamente en un medio artificial. Para reducir la probabilidad de que 
ocurran estos cambios, se aplicó un método de conservación por conge-
lación a los cultivos monospóricos de las estirpes de Fusarium de interés. 
Los factores clave para el éxito de dicho método son la rápida velocidad 
de enfriamiento de las estirpes en el momento del almacenamiento; la 
constancia de la temperatura mínima a la que se mantiene el aislado y 
la rápida descongelación del mismo en el momento de su recuperación. 

Para ello, en condiciones de asepsia, se transfirió 1 ml de glicerol al 
25% (v/v) a la placa madre y a las dos placas con las copias A y B de los 
cultivos monospóricos de cada aislado original de F. circinatum. Con la 
propia punta recortada de la pipeta, se obtuvieron las suspensiones de 
micelio y conidios de dichos aislados en el glicerol que se dispusieron en 
crioviales de 2 ml de capacidad,  para congelarlos rápidamente en nitró-
geno líquido y guardarlos congelados a -80 ºC en un ultra congelador. 

Rutinariamente, se utilizó la copia A obtenida del cultivo madre 
monospórico de F. circinatum. Si en algún momento se observaba la 
presencia de contaminación en dicho stock o algún cambio en el com-
portamiento habitual del hongo (bien en cuanto a su crecimiento ve-
getativo, a la producción de esporas o a su capacidad patogénica), se 
procedía a la destrucción de dicho stock para comenzar a usar la copia 
B que había sido obtenida a su vez del cultivo madre monospórico. Si 
sucedía lo mismo con la copia B, se realizaban otras dos copias del stock 
original que, desde su obtención a partir de la suspensión de micelio y 
conidios de la “placa madre”, había permanecido sin usarse almacenado 
a -80 ºC en glicerol al 25% (v/v).
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3.3. Recolección de micelio.

Cuando se requerían altas cantidades de micelio de F. circinatum, 
por ejemplo para la extracción de ácidos nucléicos, se obtenían a partir 
de los cultivos monospóricos del aislado correspondiente que se encon-
traban almacenados en glicerol al 25% (v/v) a -80 ºC. 

 Para ello, en condiciones de esterilidad, se introducía un punzón 
limpio e incandescente (mediante su calentamiento en la llama de un 
mechero) en el criovial, que contenía dicho stock congelado en glicerol, 
para recolectar un pequeño fragmento de micelio con el que inocular 
100 ml de medio PDB (contenidos en matraces de 250 ml de capaci-
dad), suplementado con el antibiótico Cloranfenicol a una concentra-
ción final de 20 µg/ml. Este cultivo se incubaba a 25 ºC y 120 r.p.m., 
durante 5-7 días, pasados los cuales, se filtraba a través de una gasa do-
ble previamente esterilizada en el autoclave. Se recogía el micelio de F. 
circinatum que quedaba retenido en la gasa con una espátula limpia y se 
colocaba en papeles de filtro, previamente esterilizados en el autoclave. 
Mediante un suave prensado, los papeles de filtro absorbían el exceso de 
agua contenido en dicho micelio. Finalmente, el micelio así recuperado 
se pesaba y se envolvía en paquetitos de papel de aluminio que podían 
almacenarse hasta su uso en un ultra-congelador a -80 ºC. 

3.4. Recolección de conidios.

3.4.1. Método para obtener grandes cantidades en medio líquido.

Se obtuvieron suspensiones altamente concentradas y limpias de 
conidios de F. circinatum a partir del cultivo en un medio líquido de las 
estirpes almacenadas en glicerol al 25% (v/v) a -80 ºC. Debido a que el 
crecimiento del hongo en medio líquido a partir de dicho stock, tal y 
como se ha descrito en el apartado anterior, se desarrolla con la forma 
de una masa globosa y compacta de micelio, es conveniente comenzar 
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con la preparación de pre-inóculos del hongo para obtener finalmente 
una buena producción de esporas en el medio. Los pre-inóculos son 
cultivos del hongo en pequeñas cantidades de medio líquido. Se utiliza 
una pequeña cantidad de medio del pre-inóculo (de apariencia ligera-
mente turbia debido al contenido de esporas) para inocular cantidades 
mayores de medio líquido en las condiciones apropiadas que favorezcan 
la esporulación del hongo. 

Los pre-inóculos se prepararon en matraces de 50 ml de capacidad 
que contenían 20 ml de medio PDB y se mantuvieron en agitación 
(a 25 ºC y 180 r.p.m.) durante 3 días. Pasado este tiempo se utilizó 1 
ml del medio proveniente de este pre-inóculo para inocular 100 ml de 
PDB (contenidos en matraces de 250 ml de capacidad) suplementado 
con Cloranfenicol (20 µg/ml). Los matraces se mantuvieron durante 
5-7 días a 25 ºC y en agitación continua a 180 r.p.m para favorecer la 
esporulación del hongo. De este modo, se observó un menor desarrollo 
de masas globosas de micelio a favor del aumento progresivo en la turbi-
dez del medio (lo cual estaba relacionado con la producción de esporas).

Para recoger las esporas de F. circinatum se procedió a filtrar los me-
dios así inoculados a través de una gasa doble (previamente esterilizada 
en el autoclave) que retenía el micelio. El filtrado, que contiene las es-
poras del hongo, se lavó tres veces con agua destilada y estéril, mediante 
la precipitación de las esporas por centrifugación a 3000 r.p.m. durante 
5 minutos (min) y su posterior re-suspensión en agua por agitación. Las 
esporas se cuantificaron con una cámara Thoma (o una cámara Neu-
bauer) al microscopio y se ajustaron a la concentración final deseada. 
Las esporas así preparadas podían mantenerse a 4 ºC hasta su uso, du-
rante no más de 24h.

3.4.2. Método rápido a partir de cultivo en placa.

En ocasiones no era necesario obtener suspensiones altamente con-
centradas de esporas de F. circinatum ya que sólo se requerían pequeñas 
cantidades de conidios. En estos casos se partió del cultivo sólido del 
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hongo (durante no más de 14 días) en placas PDA en las que se obser-
vara el crecimiento fúngico a modo de micelio aéreo algodonoso. Con 
la punta de una pipeta se colocó en esos cultivos una gota de 10 µl de 
agua destilada y estéril que, a través del pipeteo repetido 3 ó 4 veces, se 
colmaba de esporas provenientes de los conidióforos desarrollados en el 
micelio aéreo de F. circinatum.

4. Obtención de ácidos nucléicos

En la presente tesis se han usado diferentes herramientas y proce-
dimientos moleculares que implican la extracción y procesamiento del 
material genético (ADN) tanto de las plantas de pino y las estirpes fún-
gicas empleadas en los ensayos de infección, como de diferentes plásmi-
dos bacterianos usados como vectores de clonación.

4.1. ADN genómico de la planta.

Una vez recolectado el material vegetal del que se partía (porciones 
del tallo de los pinos) se pasó a congelar inmediatamente en N2 líquido 
y almacenarlo a -20 ºC hasta su procesamiento. 

Se utilizaron dos métodos: el derivado del producto comercial 
“DNeasy ® Plant mini kit” (Qiagen, Hilden, Alemania) y un método 
que incluye el uso de una solución tampón de lisis (que denominamos 
método TENSP). Ambos métodos se emplearon también para la extrac-
ción de ADN genómico de las extirpes fúngicas de interés y se describen 
detalladamente en el siguiente apartado.

4.2. ADN genómico del hongo.

En función de las necesidades de rapidez, comodidad o calidad de 
la extracción, se usaron distintos métodos. 
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4.2.1. DNeasy ® Plant mini Kit. 

Este kit comercial se usó para la extracción del ADN genómico 
tanto de la planta como del hongo cuando se requería rápidamente un 
ADN muy limpio y de alta calidad. El kit incluye todos los componentes 
necesarios para la extracción de ADN, incluidas mini columnas, buffers 
y enzimas. Se siguió el procedimiento recomendado por el fabricante.

4.2.2. Método “TENSP”.

Como alternativa costo-efectiva del método comercial, se usó ruti-
nariamente este método para la obtención de ADN genómico limpio y 
poco degradado tanto de la planta como del hongo.

El método consiste en machacar en un mortero 100 mg de material 
vegetal con nitrógeno líquido, recoger el fino polvo generado en tubos 
eppendorff  de 1,5 ml y añadir 600 µl de la solución de lisis “TENSP” 
[100 mM de TrisHCl pH 8; 50 mM de EDTA; 0,5 M de NaCl; 2% 
de SDS; 1% de PVP (Polivinilpirrolidona); 10 mM de b-Mercaptoeta-
nol]. Se mezcló todo usando un agitador tipo vórtex (o mezclador de 
vórtice) para homogeneizar y se incubó a 65 ºC durante 30 min. Se 
agitó nuevamente en mitad de la incubación. Una vez rotas las células 
y liberado el interior celular al medio, se procedió a extraer del mismo 
las proteínas y lípidos mediante el método conocido como fenolización. 
Para ello, se añadieron 500 µl de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), 
se agitó en vórtex y se centrifugó a 4 ºC y 10 000 r.p.m durante 5 min. 
El sobrenadante se transfirió a un nuevo eppendorff, se mezcló en vórtex 
con un volumen de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico (25:24:1) y se 
centrifugó durante 5 min a 10 000 r.p.m. y a 4 ºC. Se repitió este paso 
en el que proteínas y lípidos quedan retenidos en la fase fenólica y el 
ADN queda suspendido en la fase acuosa. Se procedió a otra extracción 
con cloroformo: isoamílico (24:1) mezclando en vórtex y centrifugando 
durante 5 min a 10 000 r.p.m. y a 4 ºC. Tras repetir este paso, se pro-
cedió a una precipitación estándar de ADN que, además de limpiar un 
poco más la muestra, permite su posterior re-suspensión en el medio y 
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volumen deseados. Para ello, se recogió el sobrenadande (la fase acuosa 
con el ADN en suspensión) y se añadieron 0,7 volúmenes de Isopropa-
nol (o bien 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío). Se guardaron varias 
h a –20 ºC. En este paso suele verse el ADN formando un “ovillo” o 
“nube”. Después, se centrifugaron las muestras durante 15 min a 14 000 
r.p.m. y 4 ºC para precipitar el ADN. Se decantó el sobrenadante y se 
añadió 1 ml de etanol al 70% para limpiar el pellet de sales. Se volvieron 
a centrifugar los tubos 2 min a 14 000 r.p.m., tras lo cual se desechó el 
sobrenadante y el pellet se dejó secar al aire o bien se concentró utili-
zando un evaporador centrífugo al vacio (Speed Vac). Una vez seco el 
pellet, se re-suspendió en 100 µl de agua destilada estéril y se añadió 
ARNasa A (Roche) del stock preparado a 10 mg/ml hasta una concen-
tración final de 50 µg/ml.

4.2.3. Método “CTAB”.

Este otro método, descrito por Möller y cols (1992) y también ba-
sado en el uso de una solución tampón de lisis, resultó un método muy 
eficiente (aunque, al igual que el anterior, bastante laborioso) para la 
obtención de gran cantidad de ADN de calidad (aproximadamente de 
5 a 10 µg de ADN por cada gramo de micelio). 

Para ello, se obtuvo el micelio de la estirpe fúngica deseada según 
lo descrito en la sección 3.3 de “Materiales y Métodos”. Dicho micelio 
fue pulverizado en un mortero con nitrógeno líquido y el pulverizado se 
repartió en tubos de 1,5 ml en fracciones de 300 mg como máximo. A 
continuación se añadieron en cada tubo 500 µl de una solución de lisis 
(100 mM de TrisClH pH 8; 10 mM de EDTA; 2% de SDS) y 50-100 
µg de proteinasa K. Se incubaron a 55-60 ºC durante 1 h mezclando 
ocasionalmente y con suavidad. Pasado este tiempo se ajustó la concen-
tración salina mediante la adición de 140 µl de NaCl 5 M; se añadieron 
1/10 volúmenes (65 µl) de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamo-
nio) al 10% y los tubos se incubaron a 65 ºC durante 10 min. Después, 
se añadió un volumen (700 µl) de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1), 
se mezcló suavemente invirtiendo los tubos varias veces y estos se man-
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tuvieron en hielo durante 30 min. Tras este periodo, se centrifugaron a 
4 ºC y 10 000 r.p.m. durante 5 min. El sobrenadante fue transferido a 
tubos nuevos y se les añadió 225 µl de acetato amónico 5 M. Se mezcló 
con cuidado y se mantuvo en hielo un mínimo de 30 min. Se volvió a 
centrifugar en las mismas condiciones y el sobrenadante se transfirió a 
tubos nuevos a los que se añadieron 5 µl del stock de ARNasa A prepa-
rado a una concentración de 10 mg/ml. Los tubos se mantuvieron en 
incubación durante 1 h a 37 ºC y se repitió el paso de la centrifugación 
y la transferencia del sobrenadante a nuevos tubos. Para precipitar el 
ADN se añadieron a los tubos 0,7 volúmenes de isopropanol y se man-
tuvieron en hielo durante 15-30 min. Tras la incubación se realizó una 
centrifugación a 14 000 r.p.m. durante 15 min. Se eliminó el sobrena-
dante y el precipitado se lavó dos veces con etanol al 70%. Tras secar con 
vacío en Speed Vac el ADN fue resuspendido en 50 µl de agua estéril.

4.2.4. Método rápido a partir de cultivo en placa.

Este método se usó para obtener de un modo rápido ADN a pe-
queña escala que se utilizó a posteriori preferentemente como molde en 
la PCR. La principal diferencia con respecto a los dos métodos anterio-
res es que el material de partida para la extracción de ADN se obtiene en 
menos tiempo y conlleva un menor procesamiento. El procedimiento, 
modificado por el Doctor Díaz-Mínguez (CIALE, Universidad de Sa-
lamanca) del original descrito por DuTeau (DuTeau y Leslie, 1991), es 
el siguiente:

Se preparó un cultivo en placa con medio PDA de la estirpe ele-
gida. Se incubó hasta obtener una colonia de 2-3 cm de diámetro. El 
micelio de la colonia se raspó con un bisturí procurando no tomar frag-
mentos de agar y se transfirió a un tubo eppendorff de 1,5 ml. A conti-
nuación se llenó el tubo que contenía el micelio con nitrógeno líquido 
y se permitió la evaporación. Se repitió el proceso hasta que el micelio 
quedara completamente congelado y se añadió inmediatamente el tam-
pón de lisis (50 mM de Tris pH 8; 50 mM de EDTA; 3% de SDS; 1% 
de b-Mercaptoetanol; 100 µg/ml de proteinasa K). Se agitó en vórtex 
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y se incubó a 65 ºC durante 40 min. Se volvió a agitar en mitad de la 
incubación. Se añadieron 500 µl de fenol equilibrado y, para separar 
las fases, se centrifugó a 10 000 r.p.m. durante 5 min. Se tomaron 400 
µl de la fase acuosa y se realizó una nueva extracción con 400 µl de 
cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Se separaron las fases mediante 
una nueva centrifugación y se transfirió la fase acuosa a un tubo limpio. 
Se añadieron 75 µl de acetato amónico 5 M, se mezcló suavemente y a 
continuación se añadieron 900 µl de etanol absoluto frío. Al mezclar, 
a veces se observaron hebras de ADN que podían cogerse con la punta 
de una pipeta. Si no sucedía así se incubaba durante 30 min a –80 ºC 
y posteriormente se centrifugaban las muestras a 14 000 r.p.m. durante 
15 min para sedimentar el ADN. El precipitado se lavó con etanol al 
70% para eliminar las sales y se secó al vacío. El ADN se resuspendió en 
50 de µl de agua destilada estéril y se utilizó 1 µl como molde por cada 
reacción de PCR. Cuando hubo problemas de amplificación se proce-
dió a hacer diluciones del ADN.

4.3. ADN de plásmidos.

En primer lugar, se procedió al cultivo de las estirpes bacterianas 
portadoras de los plásmidos de interés correspondientes. Para ello, las 
bacterias fueron inoculadas en medio LB o 2xTY más el antibiótico 
adecuado e incubadas a 37 ºC durante una noche. Tras la amplificación 
del cultivo bacteriano, se procedió a extraer el ADN de sus plásmidos 
mediante cualquiera de los protocolos descritos a continuación:

4.3.1. High Pure Isolation Kit.

Este kit de mini columnas comerciales (Roche Diagnostics, Man-
nhein, Germany) se usó cuando se requería un alto grado de pureza del 
ADN plasmídico (por ejemplo para la construcción de vectores o para 
la transformación mediante electroporación). Para ello, se partió de 4-5 
ml de cultivo bacteriano y se siguieron las instrucciones del fabricante.
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4.3.2. Lisis alcalina.

Este método (Sambrook y cols, 1989) permitía recuperar el plás-
mido, con un menor grado de pureza que el obtenido con el método 
anterior pero, en cantidades suficientes (más de 10 µg) para posteriores 
experimentos. El procedimiento fue el siguiente:

Se tomó una colonia con un palillo estéril, se hizo una réplica en 
una placa de LB (en la que se fueron situando ordenadamente todas las 
colonias) y, con lo que quedó de la colonia en el palillo, se inocularon 
3 ml de medio LB más el antibiótico correspondiente. El cultivo bacte-
riano se incubó durante toda la noche (o al menos durante 8h) a 37 ºC 
con agitación vigorosa. Después, el cultivo se traspasó a tubos eppendorff 
de 1,5 ml y se centrifugaron a 14 000 r.p.m. durante 5 min para que 
las células se sedimentaran. Se eliminó el medio de cultivo y las células 
recuperadas se resuspendieron, mediante su agitación en vórtex, en 100 
µl de la solución 1 (50 mM de Glucosa; 10 mM de EDTA y 25 mM de 
Tris-HCl, pH 8) mantenida a 4 ºC. Tras 5 min a temperatura ambiente 
se añadieron 200 µl de la solución 2 (0,2 N de NaOH y 1% de SDS), se 
mezcló el contenido de los tubos mediante inversión y se mantuvieron 
en hielo 5 min. Finalmente, se añadieron 150 µl de acetato sódico 3 M, 
pH 4,8 mantenido a 4 ºC. La suspensión se mezcló de nuevo por inver-
sión y se mantuvo 10 min en hielo. La eliminación de ADN genómico 
y de restos celulares se realizó por centrifugación a velocidad máxima 
durante 15 min. El sobrenadante se traspasó a un nuevo tubo y el ADN 
plasmídico se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío y se 
lavó 2 veces con etanol al 70%. Una vez secado al vacío el precipitado 
se resuspendió en 50 µl de agua destilada estéril (o de TE pH 8) y se 
añadió 1 µl de ARNasa 10 mg/ml.

4.3.3. Cracking de colonias

Este método, descrito por Le Gouill y Dery (1991), se usó cuando 
era necesario identificar, de entre un número elevado de colonias bacte-
rianas, aquellas que habían incorporado el producto de nuestra ligación 
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(vector + inserto) deseado. Este método requería que el tamaño del in-
serto fuera significativamente superior al del vector.  

Se añadieron 40 µl de una solución de lisis (1% de SDS; 0,1 N de 
NaOH; 10 mM de TrisHCl; 10 mM de EDTA) en tantos tubos eppen-
dorff de 1,5 ml como colonias a analizar. Se tomó cada colonia con un 
palillo estéril y se resuspendió en la solución de lisis (no sin antes reali-
zar una réplica de la colonia en una placa de LB). Se dejaron los tubos 
eppendorff a temperatura ambiente durante 15 min. En este tiempo se 
preparó una mezcla, en proporción 3:5, de HCl 1 N y tampón de carga 
(0,5% de azul bromo-fenol; 0,25% de Xileno cianol y 30% de glicerol 
ó 15% de Ficoll) (Sambrook y cols, 1989) y se añadieron 8 µl de esta 
mezcla a cada tubo. Se mantuvieron a - 80 ºC durante 20 min. Tras este 
tiempo se centrifugaron a 14 000 r.p.m. durante 15 min para que los 
restos celulares sedimentaran completamente. Se recogió el sobrenadan-
te y se puso inmediatamente en hielo. Se utilizaron 30 µl para visualizar 
el ADN en un gel de agarosa-TAE al 0,8%. En el gel se pueden apreciar 
las diferencias de tamaño entre las colonias que han sido transformadas 
por el vector con el inserto deseado y aquellas transformadas por el vec-
tor sin el inserto. Una vez localizadas las colonias de interés, se recuperó 
y amplificó el plásmido, a partir de las copias realizadas en la placa, 
utilizando uno de los métodos descritos anteriormente.

5. Manipulación de ácidos nucléicos

5.1. Tratamiento con enzimas de restricción.

Los tratamientos de ADN con endonucleasas de restricción se rea-
lizaron rutinariamente para la caracterización física de los plásmidos y 
para la construcción de los vectores recombinantes.
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El tipo de tampón utilizado, la concentración de sales y las con-
diciones específicas de incubación se ajustaron a las instrucciones de la 
casa comercial (Roche, Promega, Madison, WI, USA). En general, to-
das las reacciones enzimáticas fueron realizadas en presencia del tampón 
correspondiente a una concentración final denominada 1X (dicho tam-
pón era normalmente suministrado por la casa comercial a una concen-
tración 10X). Las digestiones se llevaron a cabo durante tiempos y con 
cantidades de enzima variables dependiendo de la pureza y la cantidad 
del ADN a tratar. Como norma general, el volumen de la enzima no 
superó 1/10 del volumen total de la reacción. Esto es así debido a que la 
alta concentración de glicerol de las soluciones en que se almacenan las 
enzimas podría inhibir la propia actividad enzimática. 

Cuando el ADN debía ser tratado con varias endonucleasas de res-
tricción de forma sucesiva (no al mismo tiempo, por carecer de buena 
actividad en un mismo tampón), el ADN digerido con la primera de 
las enzimas fue purificado con mini columnas comerciales (Geneclean® 
Turbo; Sigma-Aldrich Chemie GmbH) o por fenolización, y sometido 
a una nueva digestión con la siguiente enzima. 

Las digestiones totales se llevaron a cabo durante al menos 1 h y 
los tamaños de los fragmentos digeridos se visualizaron en geles de aga-
rosa utilizando marcadores de tamaño conocidos (ver sección 5.3.1 de 
“Materiales y Métodos”).

5.2. Ligaciones.

Se utilizaron las ligasas de las casas comerciales Roche y Promega 
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes, según se tratase de 
ligaciones de extremos cohesivos o romos. La ligasa de Roche necesita 
incubaciones durante varias horas a 16 ºC para actuar. La ligasa de Pro-
mega se usó en ligaciones rápidas pues ejercía su actividad en 1 h a 22 
ºC. El volumen de reacción utilizado fue en la mayoría de los casos de 
5 a 10 µl.
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5.3. Electroforesis en geles de agarosa.

5.3.1. Electroforesis lineal de ADN.

La electroforesis en gel de agarosa se usó rutinariamente para se-
parar, identificar y purificar fragmentos de ADN. La electroforesis se 
realizó en cubetas horizontales en las que los geles de agarosa, de ta-
maño variable, fueron sumergidos en un tampón de electroforesis. La 
concentración de agarosa en los geles varió entre 0,6% y 2% (p/v) en 
función del tamaño de los fragmentos de ADN que se querían analizar. 
Tanto la preparación de los geles como el desarrollo de las electroforesis 
se llevaron a cabo en tampón TAE 1X (40 mM de Tris-acetato y 1 mM 
de EDTA). 

Las muestras de ADN se mezclaron, en proporción 5:1 (v/v), con 
un tampón de carga de electroforesis [azul de bromofenol al 0,25% 
(p/v), xilén cianol FF al 0,25% (p/v), Ficoll tipo 400 al 15% (p/v)]. De 
esta forma se pudo seguir el avance de la electroforesis por la posición 
relativa de los colorantes del frente, dado que migran a la par que un 
tamaño de ADN conocido. A continuación se aplicó un voltaje variable 
(entre 1 y 7,5 voltios/cm) dependiendo de la cantidad de ADN y del 
rango de tamaños que se pretendiera resolver. 

Finalizada la electroforesis, los geles se tiñeron en una solución 
tampón de TAE 1X que contenía un fluoróforo, lo cual permitía la 
visualización de los fragmentos de ADN. Como sustancias fluoróforas, 
usamos bromuro de etidio a una concentración final de 0,5 µg/ml, o 
bien SYBR Green a razón de 1µ por cada 10 ml de volumen total. El 
bromuro de etidio es un agente intercalante que se inserta en el espacio 
entre dos pares de bases nitrogenadas, por lo que tiene un poderoso efec-
to mutágeno. El bromuro de etidio absorbe luz ultravioleta de longitud 
de onda l ≈ 300 nm, y emite una luz anaranjada de 590 nm, mediante 
la cual podemos observar la posición y cantidad relativa del ADN en el 
gel tras la electroforesis. El SYBR Green se introduce en la estructura 
secundaria de la doble hélice del ADN y se acopla energéticamente a los 
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ácidos nucléicos de éste, de manera que se incrementa notablemente su 
tasa de emisión fluorescente. Este fenómeno se conoce como transfe-
rencia de energía mediante resonancia de fluorescencia (FRET, por sus 
siglas en inglés Förster Resonance Energy Transfer). El complejo resultante 
ADN-SYBR Green presenta el pico de absorción en l = 498 nm y el 
de emisión en l = 522 nm. Debido a que no es un agente intercalante, 
actualmente, el SYBR Green representa una alternativa como tinte al 
bromuro de etidio, ya que es hasta 100 veces más sensible que éste y 
mucho menos perjudicial para la salud.

Las concentraciones y tamaños de los fragmentos separados se esti-
maron por comparación directa con muestras patrón de tamaños cono-
cidos que se incluían rutinariamente en los geles. Como marcadores de 
tamaño habituales se usaron: l/HindIII (el ADN del fago lambda dige-
rido con la endonucleasa HindIII); lHindIII/EcoRI-HindIII (la mezcla 
del producto de dos digestiones independientes: la digestión del ADN 
del fago lambda con HindIII más la digestión doble del ADN del fago 
lambda con EcoRI y HindIII); y el marcador comercial 1 Kb Plus DNA 
Ladder (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA).

5.3.2. Recuperación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa.

Para la recuperación de fragmentos de ADN separados por electro-
foresis en geles de agarosa, se utilizó el producto comercial Gene Clean® 
kit (MP Biomedicals, Santa Ana, California, USA), que emplea una 
resina que se une al ADN, y se siguieron las instrucciones del fabricante. 

5.4. Recuperación de fragmentos de ADN 
         a partir de suspensiones líquidas.

Se realizaron dos procedimientos: uno rutinario, mediante la pre-
cipitación del ADN con 2,5 volúmenes de etanol absoluto frío y 0,1 
volúmenes de acetato amónico 3 M, pH 5,2. La muestra se mezcló y 
mantuvo a –20 ºC durante al menos 1 h; se precipitó centrifugando a 
14 000 r.p.m. durante 15 min, se lavó el pellet con etanol al 70%, se 
secó y se resuspendió en agua destilada desionizada estéril.
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El otro procedimiento implicó el uso del kit comercial Gene Clean 
Turbo® (MP Biomedicals). Se escogió este método, que emplea mini co-
lumnas que retienen el ADN, cuando se requería un ADN muy limpio 
y libre de sales.

5.5. Cuantificación de ácidos nucléicos.

Para estimar la concentración y pureza del ADN, se midió la absor-
bancia, por espectrofotometría a las longitudes de onda 260 nm y 280 
nm, de varias diluciones de la solución final. Para estimar la cantidad de 
ADN, se debe tener en cuenta que una unidad de absorbancia equivale 
a 50 µg/ml de ADN. Además, midiendo la razón A260/A280 (absor-
bancias máximas del ADN y de las proteínas, respectivamente) puede 
estimarse aproximadamente la pureza del ADN. El ADN puro de E. coli 
tiene una razón de 1,8 A, aunque este valor depende de la composición 
de bases y puede variar según los organismos.

La cantidad e integridad de las muestras también se puede estimar 
mediante electroforesis en geles de agarosa (al 0,6% para ADN genó-
mico), calculando el tamaño y cantidad en referencia a concentraciones 
conocidas de marcadores de peso molecular.

6. Vectores de clonación: Plásmidos

Los plásmidos aquí utilizados contienen el origen de repli-
cación bacteriano ColE1 y una multidiana de restricción (MCS, 
multiple cloning site) con secuencias de reconocimiento únicas para 
diferentes endonucleasas. 
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6.1. pBluescript II KS (-).

Este plásmido, usualmente denominado pKS (-), cuyo mapa apa-
rece esquematizado en la figura 15, fue inicialmente diseñado por la 
casa comercial Stratagene (La Joya, Ca, USA) como vector de clonación 
en bacteriófagos. Dicho plásmido posee el origen de replicación (-) del 
bacteriófago filamentoso f1, además del origen de replicación bacteria-
no ColE1. pKS (-) tiene un tamaño de 2,96 kb y deriva de la serie de 
plásmidos pUC que, al ser pequeños, pueden transportar fragmentos 
de ADN relativamente grandes. El plásmido cuenta con 21 sitios de 
restricción únicos en su multidiana de restricción y, como marcador 
seleccionable, porta el gen de resistencia a la ampicilina. Estas caracte-
rísticas hacen del plásmido pKS un vector muy versátil para la clonación 
de fragmentos de ADN.

Figura 15. Mapa del plásmido pBluescript II KS (+/-). Este plásmido se usó como vector de 
clonación. En azul, se muestra la localización de la multidiana de restricción (MCS). En letra cur-
siva se muestra la localización de varios sitios de restricción de diferentes enzimas endonucleasas.
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6.2. pBHt1.

Este vector, desarrollado por Mullins y cols (2001), deriva del plás-
mido pCAMBIA1300 (CAMBIA, Canberra, Australia) que es un vector 
ampliamente utilizado para la transformación de células vegetales me-
diante el sistema de transformación de A. tumefaciens. pBHt1 está adap-
tado para usarse como vector binario en las transformaciones de hongos 
filamentosos mediante el mismo sistema. Su tamaño es de unas 8,4 Kb y 
posee una multidiana de restricción flanqueada por dos series de secuen-
cias repetidas, denominadas bordes de integración LB y RB (T-border left 
y T-border right) que, en la figura 16, aparecen enmarcadas por un cua-
drado rojo. La secuencia flanqueada por estos dos bordes (denominado 
ADN de transferencia o T-DNA) es la región de ADN que se escindirá del 
plásmido binario para introducirse e integrarse en el genoma del hongo. 

Figura 16. Esquema representativo de la obtención de pBHt1. Este plásmido es un deriva-
do del plásmido pCAMBIA1300 (Mullis y cols., 2001). Los autores buscaron sustituir la se-
cuencia promotora del gen que confiere resistencia a la higromicina incluida en la región de 
ADN transferible. En el plásmido pCAMBIA1300 este gen se encuentra bajo el control del 
promotor del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S pro), muy usado como promotor 
en plantas. Sin embargo, pBHt1 posee el gen de resistencia a la higromicina bajo el control de 
un promotor fuerte en hongos, el promotor del trpC de Aspergillus nidulans.
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En este plásmido se combinan las funciones de replicación de ColE1 
(pBR322 ori) y de pVS1 (pVS1 rep y pVS1 sta) para replicar y mantener 
estables las copias del plásmido tanto en E. coli como en A. tumefaciens. 
Como marcadores de selección, pBHt1 porta el gen de resistencia a 
kanamicina (para la selección en bacterias) y el gen de resistencia a la 
higromicina B (hph), incluído en la región de ADN transferible (para la 
selección en hongos). 

6.3. pgpdAsGFP.

El plásmido pgpdAsGFP, proporcionado por el Dr. Fernández-Ába-
los (Departamento de Microbiología y Genética de la Universidad de 
Salamanca), es un derivado del plásmido pMCB32 (Fernández-Ábalos 
y cols, 1998) que fue inicialmente diseñado para expresar la GFP en 
hongos filamentosos mediante métodos de transformación anteriores al 
uso de A. tumefaciens, como por ejemplo la transformación de proto-
plastos por el método del polietilenglicol.

Figura 17. Mapa del plásmido 
pgpdAsGFP, portador de la secuen-
cia del gen sgfp que codifica una 
variante sintética de la pro-
teína verde fluorescente 
(sGFP).
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El plásmido pgpdAsGFP lleva la secuencia de una variante sintética 
del gen de la GFP originalmente aislado de la medusa Aequorea victoria. 
La secuencia génica de dicha variante, denominada sgfp (synthetic green 
fluorescent protein) (Chiu y cols, 1996), ha sido modificada de tal modo  
que sus codones se adapten a la expresión génica en animales y células 
vegetales. Además, la secuencia de la sgfp porta la mutación S65→T. 
La sustitución de una serina por una treonina en la posición 65 de la 
secuencia de aminoácidos de la proteína resultante conlleva el despla-
zamiento de los picos máximos de excitación de la proteína desde 395 
y 470 hasta un único pico en 488 nm, lo cual la hace especialmente 
indicada para la microscopía confocal y de fluorescencia. 

En el plásmido pgpdAsGFP (Fig. 17) el gen sgfp (mostrado en co-
lor verde) se encuentra bajo el control del promotor del gen que codifica 
la enzima GPD (gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) de Aspergillus 
nidulans (Punt y cols, 1988), PgpdA (mostrado en color azul). Éste es 
un promotor fuerte y constitutivo, por lo que la sgfp se acumula en el 
citoplasma de todos los morfotipos fúngicos (hifas, esporas…) y genera 
una fuerte emisión de fluorescencia fácilmente observable incluso con 
un microscopio de epifluorescencia.

7. Transformaciones bacterianas

La transformación bacteriana implica la introducción de ADN 
exógeno, que se encuentra en el ambiente, a través de la membrana de 
la célula bacteriana. Para que ocurra la transformación, la bacteria debe 
estar en un estado de competencia, que puede inducirse artificialmente, 
en respuesta a condiciones ambientales tales como la falta de nutrientes 
o una densidad celular elevada.
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7.1. Transformación de Escherichia coli.

7.1.1. Mediante choque térmico.

Las membranas celulares de las bacterias se hacen más permeables 
mediante su enfriamiento en presencia de cationes divalentes (del tipo 
Ca2+). La posterior exposición a un breve golpe de calor genera poros 
en las membranas celulares que permiten la entrada del ADN exógeno. 
Este procedimiento fue el más utilizado habitualmente para la amplifi-
cación rutinaria de plásmidos. 

I. Preparación de células electrocompetentes
Las transformaciones se realizaron con alícuotas congeladas de célu-

las competentes preparadas según el método de Hanahan y cols (1995). 
Se realizó un pre-inoculo con células de E. coli DH5a en 5 ml de LB 
que se incubó con agitación toda la noche a 37 ºC. Dicho pre-inóculo 
se utilizó para inocular, en un matraz de 2 l, un cultivo de 500 a 600 ml 
de medio f (Psi: 20 g/l de triptona; 5 g/l de extracto de levadura; 0,745 
g/l de KCl y 4 g/l de MgSO4) ajustado a pH 7,6 (con KOH 10 N) que 
se incubó, a 37 ºC con agitación vigorosa (250-300 r.p.m.), hasta alcan-
zar una densidad óptica (D.O.) a 550 nm de 0,48 A. Las bacterias se 
recogieron por centrifugación a 2 500 r.p.m. durante 5 min a 4 ºC y se 
resuspendieron en 150 ml de tampón TFB1 frío [12 g/l de RbCl2; 6,28 
g/l de MnCl2; 2,94 g/l de acetato potásico; 1,09 g/l de CaCl2 y 15% de 
glicerol (v/v)], ajustado a pH 5,8 (con ácido acético 0,2 M) y esteriliza-
do por filtración. Las células se mantuvieron en hielo, con una agitación 
manual suave, hasta su completa resuspensión. Se incubaron durante 5 
min más en hielo y se centrifugaron durante otros 5 min a 2 500 r.p.m. 
y a 4 ºC. Se resuspendieron en un volumen de 20 ml de TBF2 frío (2,1 
g/l de MOPS; 1,2 g/l de RbCl2; 8,32 g/l de CaCl2 y 15% de glicerol), 
ajustado a pH 7 (con NaOH) y esterilizado por filtración. Las células 
volvieron a incubarse en hielo durante 15 min, tras lo cual se distribuye-
ron en alícuotas de 10, 100 y 200 µl que se guardaron a –80 ºC.
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II. Procedimiento
En aquellas transformaciones en las que se requería una elevada efi-

ciencia de transformación, se utilizaron alícuotas de 50 a 100 µl de célu-
las competentes que fueron descongeladas en hielo. En ese mismo tubo 
se añadieron de 10 a 200 ng de ADN del plásmido que deseábamos fue-
ra incorporado por las células bacterianas (en un volumen no mayor que 
la cuarta parte del volumen de células). La suspensión celular se mezcló 
por inversión y se mantuvo en hielo durante 20 min. Después, la mezcla 
fue sometida a un choque térmico mediante su inmersión en un baño 
previamente calentado a 37 ºC durante 2 min y su rápido trasvase y 
mantenimiento en hielo durante otros 2 min. A continuación, tras aña-
dir más ADN y 500 µl de medio LB, la mezcla de E. coli se incubó a 37 
ºC, con agitación moderada, durante 50 min. Transcurrido este tiempo 
las células se inocularon sobre los medios sólidos selectivos y las placas 
se incubaron a 37 ºC toda la noche. La frecuencia de transformación 
que se obtuvo con este método fue de 2 a 5·108 transformantes por µg 
de ADN plasmídico.

Cuando no se necesitaban eficiencias de transformación demasiado 
elevadas, se empleó un procedimiento de transformación más rápido 
que consistía en añadir de 1-2 µl de ADN plasmídico (1-100 ng) a 
3-5 µl de células competentes previamente descongeladas en hielo. La 
mezcla se mantuvo 1 minuto en hielo y seguidamente se sometió a un 
choque térmico idéntico al descrito previamente. Tras añadir 100 µl 
de medio LB, la mezcla se extendió directamente sobre medio sólido 
selectivo. La frecuencia de transformación obtenida fue mucho menor 
que con otros métodos, pero el número de colonias transformantes era 
suficiente como para asegurar la introducción del plásmido en la estirpe 
deseada. 

Para seleccionar los clones portadores de plásmidos recombinantes 
derivados de vectores de clonación que portan el inicio del gen lacZ de 
E. coli, capaz de a-complementación en cepas bacterianas como DH5a 
[como son los vectores de la serie pBluescript II KS/SK (+/-)], se ex-
tendió por cada placa de Petri, antes de añadir la mezcla de la transfor-
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mación, 80 µl de IPTG (de una solución 0,1 M) como inductor de la 
transcripción y 40 µl de X-Gal [de una solución al 2% en N,N-dimetil-
formamida (p/v)] como substrato cromogénico de la enzima. La ausen-
cia de inserto en el sitio de clonación del vector, queda indicada por la 
coloración azul de las colonias la cual se produce por el procesamiento 
del sustrato X-gal; mientras que en los clones recombinantes (aquellos 
que han incorporado el ADN) no habría producción de enzima y el 
color de las colonias sería blanco.

7.1.2. Mediante electroporación.

Este procedimiento consiste en provocar un aumento significativo 
de la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la membrana plas-
mática celular mediante la aplicación de un campo electromagnético a 
través de la suspensión celular. Se utilizó cuando se pretendían realizar 
transformaciones bacterianas con plásmidos de gran tamaño molecular, 
como por ejemplo, el plásmido pNMk2 de más de 12 kb generado en 
el presente trabajo.

I. Preparación de células electrocompetentes
Se inoculó un pre-cultivo de 3 ml de LB con una colonia de la 

cepa DH10b y se incubó toda la noche a 37 ºC en agitación. Al día 
siguiente, se inocularon 100 µl del pre-inóculo en 100 ml de medio LB, 
incubándose la mezcla durante 4-5 h a 150 r.p.m. Después, el cultivo 
se mantuvo en hielo durante 15 min, pasados los cuales se centrifugó 
a 2 500 r.p.m. durante 5 min a 4 ºC para obtener un precipitado con 
las bacterias, que se resuspendieron suavemente en agua destilada fría. 
Se centrifugó y desechó el sobrenadante. Finalmente, las bacterias se 
resuspendieron en 0,5 ml de glicerol al 10% (v/v) frío y se dispensaron 
en alícuotas de 40 µl para su conservación a –80 ºC hasta el momento 
de su uso.

II. Procedimiento
A una alícuota de 40 µl de células electrocompetentes, previamente 

descongeladas en hielo, se añadieron 5-50µg de plásmido (en un volu-
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men de 2 µl). La suspensión celular se mezcló por inversión y se incubó 
en hielo durante 1 minuto para transferirse fría a una cubeta de electro-
poración previamente esterilizada y enfriada. A continuación, se insertó 
la cubeta en el electroporador (Gene Pulser I, Bio-Rad, USA) y se aplicó 
un pulso electromagnético con las condiciones adecuadas a la capacidad 
de la cubeta empleada. En nuestro caso, las condiciones del pulso para 
una cubeta de 0,2 ml, fueron: 25 µF de capacitancia, 2 500 V de poten-
cial y 200 Ω de resistencia. Inmediatamente después se añadió 1 ml de 
medio SOC [2% (p/v) de triptona;  0,5% (p/v) extracto de levadura; 10 
mM de NaCl; 2,5 mM de KCl; 20 mM de glucosa; 20 mM de MgCl2; 
20 mM de MgSO4] para recoger las bacterias. Se incubó durante 1 h a 
37 ºC con agitación suave. Se centrifugó y resuspendió en el volumen 
deseado para extenderlo en el medio selectivo (según el marcador de 
selección del plásmido utilizado).

7.2. Transformación de Agrobacterium tumefaciens.

7.2.1. Mediante electroporación.

I. Preparación de células electrocompetentes
Se inoculó una colonia de la cepa AGL-1 de Agrobacterium tume-

faciens en 100 ml de LB más los antibióticos Rifampicina (25 µg/ml) y 
Carbenicilina (100 µg/ml). Se incubó toda la noche a 30 ºC, con agita-
ción vigorosa (180-200 r.p.m.). Al día siguiente, las células se centrifu-
garon a 5 000 r.p.m. durante 5 min a 4 ºC y el precipitado se resuspen-
dió en 50 ml de glicerol al 10% (v/v) frío. Este paso se repitió 3 veces. 
Finalmente, las células se resuspendieron en 1 ml de glicerol al 10% frío 
y se repartieron en alícuotas de 40 µl que se conservaron a –80 ºC.

II. Procedimiento
Para la electroporación, se añadieron 200 ng de ADN (en un volu-

men no mayor de 4 µl) a 40 µl de células electrocompetentes. Se colocó 
la mezcla en una cubeta de electroforesis fría a la cual, tras insertarse en 
el electroporador (Gene Pulser I, Bio-Rad, USA), se le aplicó un pulso 
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de 8-12 ms, 2 500 V, 25 µFD y 400 Ω. La suspensión celular se recupe-
ró añadiendo 1 ml de LB y, a continuación, se mantuvo en agitación a 
temperatura ambiente durante 2-4 h. Después las células se extendieron 
en placas de LB más el antibiótico adecuado [Ampicilina (100 µg/ml) o 
Kanamicina (50 µg/ml)]. Tras 2-3 días a 28 ºC, comenzaron a verse las 
colonias transformantes.

8. Transfección: trasformación fúngica

La transfección consiste en la introducción de material genético ex-
terno en células eucariotas mediante plásmidos, vectores víricos u otras 
herramientas para la transferencia. No obstante, se prefiere y está mu-
cho más extendido el término transformación para describir las transfe-
rencias no virales de material genético en bacterias y células eucariotas 
no animales como hongos, algas o plantas. 

8.1. Transformación de Fusarium circinatum mediante 
         el método de Agrobacterium tumefaciens.

La transformación de F. circinatum se llevo a cabo siguiendo el pro-
tocolo descrito por Mullins y cols (2001).

8.1.1. Preparación de Agrobacterium tumefaciens.

Una vez seleccionada la colonia de A. tumefaciens portadora de 
la construcción genética generada en el presente trabajo, denominada 
pNMk2 y derivada del vector pBHt1, se cultivó en 5 ml de Medio Mí-
nimo (ver sección 2.4 de “Materiales y Métodos”) suplementado con 
Kanamicina (que se añadió en el momento de uso a una concentración 
final de 50 µg/ml), durante 1-2 días a temperatura no superior a 28 ºC 
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y 120 r.p.m. Se midió la densidad óptica del cultivo, a 600 nm, con 
un espectrofotómetro y se inoculó la cantidad apropiada para alcanzar 
una D.O.600= 0,15 en 3 ml de Medio de Inducción (ver sección 2.4 de 
“Materiales y Métodos”), suplementado con Kanamicina (que se añadió 
en el momento de uso a una concentración final de 50 µg/ml). Este me-
dio contiene además acetosiringona, molécula que funciona como un 
inductor de los genes de virulencia de la bacteria. El cultivo bacteriano 
se incubó durante 6 h a 28 ºC y 180-200 r.p.m.

8.1.2. Preparación de Fusarium circinatum.

Mientras se alcanzaba la densidad del cultivo bacteriano deseada, 
se preparó una suspensión de esporas frescas de F. circinatum en agua 
(ver sección 3.4 de “Materiales y Métodos”) a una concentración final 
de 106 esporas/ml. 

8.1.3. Co-cultivo de A. tumefaciens con esporas de F. circinatum.

Se mezclaron 100 µl de la suspensión de 106 esporas/ml de F. cir-
cinatum con 100 µl del cultivo de la estirpe AGL1 de A. tumefaciens 
(después de 6 h de incubación a 28 ºC y 180 r.p.m. en el medio de 
inducción). Se mezcló por inversión y se extendió la mezcla sobre una 
membrana de nitrocelulosa (0,45 µm de poro) colocada sobre un medio 
de co-cultivo (ver sección 2.4 de “Materiales y Métodos”) en placas de 
Petri. Estas placas se incubaron durante 2-4 días a temperatura am-
biente (entre 22 ºC y 28 ºC) buscando las condiciones adecuadas para 
que el hongo no creciera muy deprisa y suprimiera el crecimiento de la 
bacteria, pues se obtendrían menos transformantes.

Pasado este tiempo, y cuando ya comenzó a observarse crecimiento 
de micelio, se transfirió la membrana a otra placa con medio de selec-
ción. Como medio de selección se uso PDA suplementado con higro-
micina B a una concentración final de 75 µg/ml (para la selección de 
los transformantes fúngicos) y con cefotaxima a una concentración final 
de 200 µM (para inhibir el crecimiento bacteriano). Se incubaron las 
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placas durante otros 5-7 días a temperatura ambiente (entre 22 ºC y 
28 ºC) hasta que empezaban a verse colonias resistentes sobre el fondo. 
Estas colonias se transfirieron a nuevas placas con PDA suplementado 
con 100 µg/ml de higromicina B, recogiendo el micelio con pinzas o 
recortando la membrana con un bisturí. Se realizaron 2 réplicas más en 
PDA suplementado con 100 µg/ml de higromicina B.

8.2. Análisis de la estabilidad mitótica de los transformantes.

Se siguió el procedimiento descrito por Covert y cols (2001) me-
diante el cual se comprobó si los transformantes, después de ser cultiva-
dos durante varias generaciones sucesivas en un medio sin higromicina, 
mantenían la resistencia al antibiótico cuando se les volvía a someter 
a la presión selectiva ejercida por el mismo. El procedimiento fue el 
siguiente:

Se inocularon esporas de los transformantes seleccionados en 3 ml 
de medio PDB y se cultivaron en agitación a 120 r.p.m. a temperatura 
ambiente. Después de 4 días de crecimiento, se sembraron 50 µl de cada 
cultivo en otros 3 ml de PDB y se mantuvieron en las mismas condicio-
nes 3 días más. Se repitió el proceso una vez más, tras lo cual se transfirió 
una porción de micelio a placas con medio PDA suplementado con 150 
µg/ml de higromicina B, y otra porción a placas con medio PDA sin 
antibiótico. 

La estabilidad mitótica también fue testada en cultivos sólidos me-
diante la transferencia de micelio de cada uno de los transformantes a 
un borde de placas con medio PDA. Una vez que el crecimiento alcanzó 
el lado opuesto de la placa, el micelio del borde de crecimiento se trans-
firió a otra placa con medio PDA. Se repitió el proceso una vez más, 
tras lo cual se transfirió una porción de micelio a placas con medio PDA 
suplementado con 150 µg/ml de higromicina B, y otra porción a placas 
con medio PDA sin antibiótico. 
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9. Ensayos de infección en planta

Se realizaron dos tipos de ensayos de infección diferentes, con dos 
tipos de propágulo diferentes (esporas o micelio del patógeno) en fun-
ción del órgano vegetal expuesto al patógeno (tallo o raíz). Así, en lo 
sucesivo, distinguiremos entre: 

• inoculación aérea (air-borne inoculation): realizada en el tallo de la 
planta, con inóculo esporal.

• inoculación en sustrato (soil-borne inoculation): realizada en el 
sustrato de crecimiento de las raíces de la planta, con inóculo vegetativo.

9.1. Inoculación aérea.

Los ensayos fueron realizados mediante la inoculación de las espo-
ras fúngicas en el tallo de los pinos según el método descrito por Davis 
y cols (2002).

9.1.1. Preparación del inóculo.

La obtención del inoculo esporal se produjo a partir de los cultivos 
monospóricos del aislado de F. circinatum correspondiente, almacena-
dos en glicerol al 25% (v/v) a -80 ºC (ver sección 3.4 de “Materiales 
y Métodos”). La suspensión de esporas obtenida se ajustó, mediante la 
cuantificación con una cámara Thoma al microscopio, a una concentra-
ción final de 2,5·105 esporas/ml. Los conidios se mantuvieron a 4 ºC 
hasta el momento de la infección.

9.1.2. Procedimiento.

El proceso de inoculación de las plantas con F. circinatum consistió 
en, después de medir la longitud del tallo de los pinos, eliminar cuida-
dosamente un fascículo de acículas situado hacia la mitad del tallo. En 
la herida así producida, se colocó una gotita de 1 µl de la suspensión de 
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TABLA 1. Escala de severidad, con valores del 1 al 5, creada por Correll y cols. (1991) que 
se aplicó para valorar los síntomas de enfermedad visibles en las plántulas de Pinus radiata 
inoculadas en el tallo con esporas de Fusarium circinatum. 
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esporas previamente ajustada a una concentración 2,5·105 esporas/ml. 
De este modo, la inoculación de cada una de las plantas se realizó en 
una localización similar del tallo y con 250 esporas del aislado fúngico 
deseado (silvestre o transformante). En las plantas que sirvieron como 
control negativo de la inoculación, se procedió de la misma manera 
pero colocando en la herida 1 µl de agua destilada y estéril. También se 
designaron plantas como controles negativos ambientales sobre las que 
no se llevó a cabo ninguna manipulación. 

TABLA 2. Escala, con valores del 0 al 3, creada por Bonello & Blodgett (2003) que se aplicó 
para valorar  la cantidad de resina exudada por las plántulas de Pinus radiata inoculadas en 
el tallo con esporas de Fusarium circinatum. 
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9.1.3. Evaluación de la sintomatología.

Tras la inoculación de las plantas, y a lo largo de las ocho semanas 
de duración del ensayo de infección, se evaluaron semanalmente dos 
aspectos referentes a la sintomatología observada a nivel de parte aérea:

I. La severidad de la infección, para cuya evaluación se siguió la 
metodología descrita por Correll y cols (1991) que asigna un 
valor establecido en una escala de severidad de 1 a 5 a cada uno 
de los síntomas siguientes: necrosis de los tejidos alrededor del 
punto de inoculación, clorosis/marchitez de las acículas y decai-
miento del brote apical de la planta. Los valores de dicha escala 
se ilustran en la Tabla 1 con las fotografías correspondientes a 
cada valor.

II. La cantidad de resina que exuda la herida producida en el pun-
to de inoculación. Para su evaluación se usó la metodología des-
crita por Bonello y Blodgett (2003), que asigna un valor de 0 a 3 
a dicha exudación en función del tramo de tallo que alcanzan a 
recorrer las gotas de resina. Los valores de dicha escala se ilustran 
en la Tabla 2 con las fotografías correspondientes a cada valor.

9.1.4.  Índice de progresión de la enfermedad.

Con el fin de comparar la capacidad que tiene cada estirpe analiza-
da (el aislado silvestre de F. circinatum y su transformante) de producir 
síntomas en las plantas con mayor o menor severidad o rapidez, se uti-
lizó el  Índice de Progresión de la Enfermedad (IPE). Este índice refleja 
el progreso de la enfermedad a lo largo del tiempo y fue definido según 
García-Sánchez y cols (2010) mediante la fórmula: 

IPE= S Xi/n, para i=1, 2,..., n; 

donde Xi representa el valor medio de los valores asignados a cada 
planta según la escala de Correll (desde 1=planta sana, hasta 5=planta 
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muerta), registrado semanalmente para cada uno de los grupos de plan-
tas sometidos a los diferentes tratamientos (inoculadas con la estirpe 
silvestre, con la estirpe transformada y sus correspondientes controles) 
y n representa el número de semanas transcurridas tras la inoculación. 

9.2. Inoculación en sustrato.

Los ensayos fueron realizados mediante la inoculación del sustrato 
de crecimiento de las raíces de los pinos con micelio vegetativo, siguien-
do el procedimiento experimental puesto a punto por nuestro grupo 
de investigación (Sánchez-Zabala, 2013). Para evitar en lo posible la 
producción de heridas en las raíces de los pinos, se llevó a cabo un paso 
previo que garantizara el correcto estado de salud del sistema radical de 
las plantas. Así, un mes antes de los ensayos de infección, las plántulas 
de pino, que habían crecido en contenedores de 200 cm3 de capacidad, 
se trasplantaron a contenedores de 1600 cm3. El tamaño del nuevo con-
tenedor permitía que el sustrato envolviera completamente el cepellón 
tras el trasplante y dejara una distancia de varios centímetros entre el 
paquete de raíces que formaba el cepellón y las paredes del nuevo con-
tenedor. Esta distancia aseguró que las raíces estuvieran intactas (no 
dañadas) en el momento de la inoculación. 

9.2.1. Preparación del inóculo.

Para la obtención del inóculo vegetativo de F. circinatum se preparó 
previamente un pre-inóculo del hongo a partir del cultivo del aisla-
do monospórico (almacenado a -80 ºC) en placas de medio PDA. Las 
placas se mantuvieron a 25 ºC durante 7-10 días y, mientras tanto, se 
preparó un soporte para el crecimiento vegetativo del hongo adecuado 
para su posterior inoculación en el sustrato de crecimiento de los pinos. 
Dicho soporte consistió en semillas de mijo (familia Poaceae) que se 
hidrataron en agua desionizada durante 24 h y, tras escurrirlas, se dis-
tribuyeron en dosis de 100 ml dentro de frascos de vidrio de 500 ml. 
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La mayor capacidad del contenedor en que se dispuso el mijo garantizó 
la disponibilidad de O2 para el hongo durante su posterior tiempo de 
incubación. Los tarros con el mijo se esterilizaron en el autoclave, me-
diante 3 ciclos de 20 min a 121 °C. 

Cada uno de los frascos así preparados se inocularon con 15 discos 
de 5 mm de diámetro obtenidos del margen de las colonias de F. circi-
natum crecidas en las placas de medio PDA. A los frascos que sirvieron 
para la producción del inóculo vegetativo control (sin F. circinatum) se 
les añadieron 15 discos de medio PDA de placas sin crecimiento fún-
gico. Tras la inoculación, los frascos se incubaron en oscuridad a 28°C 
hasta que el micelio cubriera de forma densa todo el mijo del frasco, lo 
cual aproximadamente tardó unos 14 días (Fig. 18a).

9.2.2. Procedimiento.

Para inocular el sustrato de crecimiento de las plantas de pino con 
F. circinatum, se practicaron 4 agujeros en el sustrato (con un sacaboca-
dos de 20 mm de diámetro) en cada una de las esquinas superiores del 
contenedor y a una distancia del tallo de unos 5 cm (Fig. 18b). Después, 
en cada hueco se introdujo una dosis de 6 ml del inóculo vegetativo (F. 
circinatum crecido en el mijo), tras lo cual terminó de cubrirse con sus-
trato (Fig. 18c). Para el tratamiento control (sin F. circinatum), el agu-
jero se rellenó con mijo que no había sido inoculado con F. circinatum.  

Figura 18. Ensayo de inoculación del sustrato de crecimiento de plántulas de Pinus radiata 
con micelio de Fusarium circinatum. (a) Detalle del micelio de F. circinatum crecido durante 
14 días en mijo y usado como inóculo en los ensayos de infección; (b-c) Se muestran los 
cuatro agujeros equidistantes en el sustrato antes (b) y después (c) de la introducción del 
inóculo vegetativo de F. circinatum.
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9.2.3. Evaluación de la sintomatología.

I. Parte aérea de la planta
Se evaluaron los síntomas observados en la parte aérea de la planta, 

a lo largo de los 3 meses que duro el ensayo. Para ello, a los síntomas 
se les asignó un valor de 1 a 4 en una escala de severidad desarrollada 
para el presente trabajo, en la que el valor 1 correspondía a una planta 
sana, sin síntomas; 2, a plantas que presentaban clorosis o marchitez 

TABLA 3. Escala, con valores del 1 al 4, creada para la valoración de los síntomas visibles 
de enfermedad en la parte aérea de las plántulas de Pinus radiata tras la inoculación de su 
sustrato de crecimiento con Fusarium circinatum. 
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en las acículas; 3, cuando se producía el decaimiento del ápice de la 
planta; y 4, cuando se producía la necrosis foliar y muerte de la planta. 
Los valores de dicha escala se ilustran en la Tabla 3 con las fotografías 
correspondientes a cada valor.

II. Sistema radicular
Se valoró el estado del sistema radicular de los pinos mediante el 

uso de un sistema basado en instrumentación óptica y el posterior aná-
lisis de la imagen con un programa especializado. 

Para ello, teniendo cuidado en mantener la integridad del sistema 
radical, se arrancó cada pie de planta del contenedor que las albergaba, 
dejando libre el cepellón con las raíces. Se cortó el tallo de las plantas y 
se procedió a lavar sus raíces, primero sumergiéndolas en un contene-
dor lleno de agua y después manteniéndolas bajo el grifo de agua hasta 
que quedaran libres de partículas de suelo. Se procedió al escaneado y 
análisis de las mismas con el paquete informático WINRHIZO® PRO 
(Regent Instruments Inc.). Se establecieron 5 clases de raíz en función 
de su diámetro: <0,5; 0,5–1,0; 1,0–1,5; 1,5–2,0 y >2,0 mm. Para cada 
una de esas clases, se determinaron  los siguientes parámetros: la longi-
tud de las raíces (cm), el área de la superficie radicular (cm2) y el número 
de puntas de las raíces. Se calculó la intensidad de ramificación de las 
raíces como la razón entre el número total de puntas de las raíces y la 
longitud de las mismas (cm -1). 

10. Análisis microscópicos

10.1. Equipamiento óptico.

Para la observación microscópica de preparaciones de F. circinatum 
o de cortes histológicos vegetales, se utilizó diverso equipamiento óptico 
dependiendo del objetivo de estudio.



Nuevas perspectivas sobre la histopatología de la infección de Pinus radiata por Fusarium circinatum

102

10.1.1. Microscopía óptica convencional.

Para el estudio y la manipulación de conidios y de micelio se traba-
jó, usando el rango de luz visible, con el microscopio de fluorescencia 
Leica DMLB y con una lupa binocular Leica MZ95 (Leica Microsys-
tems, Germany). 

10.1.2. Microscopía de fluorescencia.

Para los estudios que comprendían el uso de proteínas quimiolumi-
niscentes, como la GFP, se usó el microscopio de epifluorescencia Leica 
DMLB (Leica Microsystems, Germany) equipado con una lámpara de 
mercurio de alta presión 100W y con el cubo de filtros I3 compuesto 
por un filtro de excitación BP 450-490, un espejo dicroico RSP 510 y 
un filtro barrera LP 515. 

10.1.3. Microscopía confocal láser de barrido.

El proceso de infección del pino por F. circinatum se evaluó, a ni-
vel histológico, mediante la visualización de cortes histológicos en el 
microscopio confocal láser de barrido (CLSM, de sus siglas en inglés 
Confocal Laser Scanning Microscocopy) Leica LCS SP2 AOBS (Leica Mi-
crosystems, Germany). Dicho microscopio está equipado con 4 láseres 
(1 de diodo, 1 de argón y 2 de helio-neón) que generan 9 líneas de 
excitación posibles: 405, 458, 476, 488, 496, 514, 543, 594 y 633 nm. 
El sistema cuenta con 3 fotomultiplicadores para detectar la fluorescen-
cia emitida por la muestra y otro detector más para la luz transmitida. 
Además, este microscopio permite realizar una exploración espectral de 
regiones concretas de las muestras (lambda scan) gracias a lo cual se 
pudieron obtener las curvas de fluorescencia de las regiones del corte 
deseadas y se pudo realizar la separación espectral de emisiones fluores-
centes muy similares.

En nuestro estudio, las muestras se excitaron con luz azul (488 nm) 
y la fluorescencia emitida se derivó a tres canales: en el canal verde se 
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recogió la emisión de la GFP (504-524 nm); en el canal rojo se recogió 
la emisión auto fluorescente de los tejidos de la planta (540-700 nm); 
y en el canal azul se mostró la fluorescencia emitida por la clorofila (a 
partir de su espectro de emisión tomado con la función lambda scan del 
software); además, en un cuarto canal se recogió la luz transmitida por 
la muestra. 

10.2. Preparación de las muestras. 

Las muestras de tejido vegetal analizadas fueron básicamente de 
dos tipos: 

I.  raicillas finas de diferentes zonas del sistema radical de los pinos 
que, tras retirarles el exceso de sustrato adherido a dichas raíces, 
se cortaron en porciones de aproximadamente 1 cm de longitud.

II. secciones transversales de aproximadamente 0,5-1 mm de gro-
sor del cuerpo primario de la planta (raíz principal, cuello de 
raíz y tallo) que se obtuvieron mediante el corte manual con una 
cuchilla. 

El material vegetal así obtenido (tanto las raicillas como las seccio-
nes transversales) se fijó durante toda la noche a 4 ºC y en oscuridad, en 
una solución al 2,5% de paraformaldehido (PFA) con pH 7. A conti-
nuación, las muestras se lavaron tres veces con un tampón salino (PBS, 
phosphate-buffered saline) y se mantuvieron en oscuridad a 4 ºC hasta su 
utilización. En el momento del análisis histológico, la muestra se colocó 
directamente en un portaobjetos de vidrio sobre una gota de agua y por 
encima se dispuso la cubierta protectora.

10.3. Procesamiento de las imágenes digitales.

Con el microscopio confocal se tomaron por un lado, imágenes 
individuales correspondientes a un único plano focal (xy) y, por otro 
lado, series de secciones ópticas de varios planos focales durante el esca-
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neado tridimensional de las muestras. El software LCS (Leica Microsys-
tems) apila ordenadamente las secciones ópticas seriadas en función de 
su posición en el eje z. Estos grupos de imágenes seriadas, conocidos 
comúnmente como stacks, se combinaron y procesaron, usando tanto el 
software LCS como el programa ImageJ (Wayne Rasband, NIH, USA). 
Se obtuvieron así imágenes fruto de la información proveniente de las 
tres dimensiones (xyz) con las que se pudo incluso reconstruir tridimen-
sionalmente la estructura observada.

Para obtener microfotografías completas de los cortes transversales 
de pino, se ensamblaron varias imágenes individuales, cada una de las 
cuales correspondía a una sección del corte transversal completo, usan-
do el programa Photoshop CS (Adobe).

11. Reacción en cadena de la polimerasa

La PCR, así como la qPCR, son dos técnicas que parten de un 
principio similar, aunque metodológicamente son diferentes; la primera 
genera resultados cualitativos mientras que la segunda, cuantitativos.

Ambas técnicas aprovechan la actividad catalítica de la enzima 
ADN polimerasa que, en el medio apropiado y en presencia de dos ce-
badores (fragmentos cortos de ADN de cadena sencilla complementa-
rios a los extremos del fragmento a amplificar) es capaz de sintetizar las 
nuevas cadenas de ADN (siempre en dirección 5´→ 3´) incorporando 
nucleótidos complementarios a la cadena molde. 

En este trabajo, dependiendo del objetivo de la amplificación, se 
utilizaron las siguientes enzimas: 

• Taq DNA Polimerasa (Invitrogen) producida por la bacteria termó-
fila Thermus aquaticus y Biotools DNA Polimerasa (Biotools ByM Labs, 
SA, Madrid, Spain) producida por el organismo Thermus thermophilus. 
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Para comprobaciones rutinarias en una PCR convencional, como por 
ejemplo la comprobación de la presencia de fragmentos clonados en plás-
midos recombinantes o para identificar transformaciones positivas. 

• AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA) pro-
veniente del organismo termófilo Thermus aquaticus. Para amplificacio-
nes en las que se precisaba de una gran fidelidad, como en las realizadas 
para cuantificar el ADN mediante qPCR. 

Las concentraciones de la enzima utilizada en cada caso (general-
mente 1 U por cada 50 µl de reacción), así como el volumen final de la 
reacción (que osciló entre 10 y 100 µl) se determinaron siguiendo las 
indicaciones de las diferentes casas que comercializan las polimerasas 
utilizadas. 

Las amplificaciones se realizaron con dos cebadores, también de-
nominados oligonucleótidos o primers, correspondientes a los extremos 
5´ de las dos cadenas del fragmento del ADN molde y que aparecen 
detallados en la Tabla 4.

11.1. PCR clásica o convencional.

La PCR clásica es una herramienta cualitativa utilizada para detec-
tar la presencia o ausencia de una secuencia de ADN. La sensibilidad de 
esta técnica es muy alta aunque presenta algunos inconvenientes, como 
una alta probabilidad de obtener falsos positivos por contaminación. Para 
solventar este problema se ha de optimizar la secuencia de los cebadores, 
así como la temperatura precisa para que estos se unan al ADN en la lo-
calización correcta, y realizar una adecuada manipulación de los reactivos.

11.1.1. diseño de Oligonucleótidos. 

Cuando la secuencia de los fragmentos que nos interesaba amplifi-
car era conocida, se diseñaron oligonucleótidos (cebadores) específicos 
para esa secuencia con el programa OLIGO v3.3 (Molecular Biology 
Insights, Inc). El criterio para diseñar los oligonucleótidos se basó prin-
cipalmente en la temperatura de hibridación deseada para los mismos, 
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y esto se consiguió jugando con el tamaño de su secuencia. En primer 
lugar, se estableció un tamaño suficientemente grande y se selecciona-
ron las zonas donde, por su secuencia nucleotídica, la temperatura de 
hibridación fuera más alta. Una vez establecidas estas zonas se ajustó el 
tamaño del oligonucleótido y la posición exacta donde la temperatura 
fuera la deseada. Los oligonucleótidos diseñados, además de cumplir las 
condiciones mencionadas, fueron analizados para evitar la formación de 
bucles en los mismos y la formación de dímeros intracatenarios o con 
otros oligonucleótidos.

TABLA 4. Selección de las parejas de cebadores escogidos o diseñados específicamente para 
la detección e identificación de secuencias de ADN en el presente trabajo. Tm, temperatura 
de hibridación. (*) Secuencia proporcionada por el Dr. Fernández-Ábalos (Departamento 
de Microbiología y Genética de la Universidad de Salamanca).
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11.1.2. Condiciones.

Las reacciones se prepararon normalmente en un volumen de 20 µl 
que, además de la enzima polimerasa, incluía:

• un tampón de reacción específico de cada enzima, proporcionado 
por la citada casa comercial a una concentración 10 veces supe-
rior a la concentración de reacción.

• MgCl2, en una cantidad que, según la enzima utilizada o el frag-
mento de ADN a amplificar, varió entre 1,5 y 2,5 mM, siendo 
1,5 mM la más habitual.

• desoxirribonucleótidos-trifosfato (dNTPs): 0,2 mM.

• los cebadores: la cantidad de cada oligonucleótido usado en la re-
acción, aún siendo generalmente de 0,2 µM, varió desde 0,1 has-
ta 0,6 µM según la temperatura de hibridación de los cebadores. 

• el ADN molde, cuya cantidad varió según el tipo de ADN (genó-
mico o plasmídico) y su pureza. Así, en el caso de ADN genómi-
co, se usaron entre 50 y 100 ng y en el caso de ADN de plásmido 
se usaron entre 0,01 y 10 ng. Si se sospechaba que la muestra de 
ADN molde pudiera contener impurezas que entorpecieran la 
reacción, se diluía con agua Milli-Q estéril.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en los termocicladores de 
Applied Biosystems: GeneAmp® PCR System 2400, 2720 y 9700 y en 
el termociclador “Mastercycler Gradient” (Eppendorf, Hamburg, Ger-
many). La reacción estándar de amplificación consistió en un paso ini-
cial de 94 ºC durante 5 min, seguido de 40 ciclos de tres pasos: 

I.   desnaturalización de las hebras de ADN (30-45 segundos a 94 
ºC).

II.  hibridación del cebador (45-60 segundos a una temperatura que 
osciló entre 56-63 ºC, dependiendo del cebador).

III. elongación de la nueva cadena de ADN (72 ºC durante 50 
segundos). 
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Una vez finalizados los ciclos, se aplicó una última fase de extensión 
a 72 ºC durante 7 min. Los amplicones o productos finales de la ampli-
ficación fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa.

11.2. PCR cuantitativa a tiempo real. 

Esta técnica permite amplificar y simultáneamente cuantificar se-
cuencias específicas de ácidos nucléicos mediante el uso de reporteros 
fluorescentes en la reacción. La medida de intensidad de la fluorescen-
cia emitida permite determinar la cantidad de producto amplificado 
en la muestra.

Para seguir la amplificación del ADN durante la PCR en tiempo 
real se seleccionó el fluoróforo SYBR Green® (PE Applied Biosystems). 
Este marcaje tiene la ventaja de que usando los mismos reactivos, se 
puede analizar el fragmento de ADN que deseemos cambiando única-
mente el par de cebadores específicos para efectuar la amplificación. El 
principal inconveniente del SYBR Green es que puede unirse a cual-
quier molécula de ADN de doble cadena, incluyendo ADN genómico 
contaminante en la muestra o dímeros de primer (los cuales son muy 
frecuentes en toda reacción de PCR). Este inconveniente conlleva ne-
cesariamente un diseño muy estricto y cuidadoso de los cebadores 
para aumentar su especificidad por la secuencia de ADN diana y evitar 
en lo posible las amplificaciones inespecíficas que distorsionarían los 
resultados de nuestro experimento.

Se escogió el método de cuantificación relativa mediante curva 
estándar para determinar la cantidad relativa de ADN problema (o in-
cógnita) en una muestra experimental respecto a la cantidad de ADN 
de un gen endógeno (o control). Este método requirió la creación de 
una recta patrón para cada secuencia diana analizada (la secuencia 
problema y la secuencia del control endógeno). Cada recta patrón 
se obtuvo a partir de la amplificación de diluciones seriadas de una 
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muestra de ADN molde, de concentración conocida, usando la pareja 
de cebadores diseñados específicamente para esa secuencia. Las rectas 
patrón relacionan cada concentración con su Ct (ciclo umbral) y son 
propias de cada pareja de cebadores. Así, pudo relacionarse la cantidad 
de ADN presente en la reacción con un ciclo umbral (Ct) en la PCR 
a través de la ecuación de la recta:

y= mx + b; (r2 ≥ 0,99)

Donde:
y = Ct (cycle threshold);
m = pendiente de la recta;
x = logaritmo de la cantidad de ADN;
b = ordenada en el origen;
r2 = coeficiente de correlación.

Posteriormente, se extrapoló la cantidad de ADN en cada muestra 
experimental a partir del dato Ct obtenido durante la amplificación. 
Además, la pendiente de la recta depende de la eficiencia de los cebado-
res, que se calculó utilizando la siguiente fórmula: 

E=[10 (-1/m)]-1

Donde:
E = eficiencia; 
m = pendiente de la recta.

En este sentido, una eficiencia de amplificación del 100% corres-
pondería a una pendiente en la ecuación de la recta (m) igual a 3,32.

El diseño del experimento requirió que cada placa de PCR tuviera 
los siguientes componentes:

• Muestra incógnita: es la muestra en la que se quiere determinar la 
cantidad relativa de ADN. 
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• Control endógeno o control de carga: gen o secuencia de ADN, 
cuya cantidad se mantiene relativamente constante en las condi-
ciones del ensayo. Se utiliza para normalizar la carga de ADN en 
cada muestra. 

• Control negativo para cada gen o secuencia diana: muestra en la 
que se añadieron todos los reactivos necesarios menos el ADN 
molde. Este control permitió descartar una posible contamina-
ción de las muestras con ADN exógeno o la formación de díme-
ros de primer en la reacción.

• Control positivo: muestra de ADN amplificada con éxito en PCRs 
anteriores y procedente siempre de la misma extracción (del mis-
mo stock de ADN). Esta muestra conocida, además, sirvió para 
comparar los resultados obtenidos entre placas de diferentes reac-
ciones de PCR. 

• Control de hibridación cruzada entre muestras: se prepararon tan-
tas reacciones como posibles combinaciones de los ADN molde 
usados en el estudio y los cebadores específicos de cada secuencia 
diana, con el fin de evitar los falsos positivos que supondría la 
transferencia de ADN diana de una muestra a otra.

Para cada muestra experimental, se normalizaron los datos entre 
el valor que se obtiene para la secuencia diana (incógnita) y para el gen 
endógeno (o normalizador) de tal manera que los valores resultantes 
fueran reflejo de los cambios de cantidad en la secuencia diana y no de 
las diferencias en la cantidad de muestra añadida a cada reacción. 

11.2.1. Diseño de oligonucleótidos. 

Los oligonucleótidos se diseñaron utilizando dos programas: Pri-
mer Express (Applied Biosystems) y OLIGO v3.3. Dada la sensibilidad 
de la técnica, para su diseño se tuvieron en cuenta un conjunto de pa-
rámetros:
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• Se seleccionaron amplicones pequeños: 50-150 pb. 

• La longitud de los cebadores no rebasó el rango de 18-25 nucleó-
tidos, siendo la más habitual en torno a los 21 nucleótidos. Los 
cebadores muy cortos hacen que la PCR no sea muy específica, 
y si se exceden en longitud se puede perder rendimiento en la 
reacción.

• La temperatura de fusión (Tm, de sus siglas en inglés Melting 
Temperature) de los cebadores idealmente debe oscilar entre 58-
60 ºC para garantizar la especificidad de su unión y el uso de las 
condiciones de amplificación estándar. Cuando la Tm de alguno 
de los oligonucleótidos difería del rango deseable, se ajustaba la 
concentración de ese oligonucleótido en el volumen de reacción. 
Por ejemplo, si la Tm estaba por debajo de 58 ºC, se aumentó en 
1,5 veces la cantidad de ese oligonucleótido en la reacción final y 
esta se llevó a cabo a 60 ºC.

• Se buscaron parejas de oligonucleótidos cuya Tm no difiriera en 
más de 5 °C.

• El contenido de guanina y citosina (G-C) de los cebadores os-
ciló entre el 44-61%. Un elevado contenido en G-C dificulta la 
desnaturalización de las cadenas durante la amplificación, lo que 
resulta en una disminución de la eficiencia de la reacción. 

• Se evitaron secuencias que contuvieran 4 o más G-s continuas. 

• Se intentó que los últimos 5 nucleótidos del extremo 3’, de cual-
quiera de los dos cebadores, no tuvieran más de 2 G-s o C-s, para 
minimizar la formación de dímeros de primer. 

• Se rechazaron cebadores con regiones de autocomplementariedad 
dentro de su secuencia para así evitar la formación de estructu-
ras secundarias dentro de cada cebador. Con tal fin, se analizó 
la estructura secundaria de los cebadores utilizando el programa 
OLIGO v3.3. 
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11.2.2. Condiciones. 

Las reacciones de amplificación, similares a las de una PCR con-
vencional, se prepararon en un volumen de 20 µl que incluyeron:

• La mezcla de reactivos Power SYBR Green PCR Master Mix 
(Applied Biosystems) proporcionada por la casa comercial a una 
concentración 2X, es decir 2 veces superior a la concentración 
de reacción. Este mix comercial, además de incluir el agente quí-
mico SYBR Green®, también incorpora el ión magnesio (Mg2+), 
una solución amortiguadora o buffer, los 4 dNTPs y la enzima 
AmpliTaq Gold DNA Polymerase® (Applied Biosystems). La casa 
comercial proporciona la polimerasa en su forma inactiva, para 
prevenir así su actividad inespecífica durante la preparación de la 
reacción. Para activar la enzima se aplicó un calentamiento de 10 
min a 95 ºC al inicio de los ciclos del programa de PCR. 

• Los cebadores: la cantidad de cada oligonucleótido usado en la 
reacción, varió entre 0,2 y 0,3 µM.

• El ADN molde: la cantidad varió entre 10 fg y 100 ng en función 
del objetivo (si se pretendía construir una recta patrón o cuanti-
ficar el ADN en una muestra experimental) y del organismo de 
procedencia del ADN (si era del hongo o de la planta). 

Se realizó en un tubo eppendorf una mezcla diferente para cada par 
de oligonucleótidos usados en la que se incluían todos los componentes 
de la reacción a excepción del ADN molde. Se dispensaron ordenada-
mente alícuotas de la mezcla en una placa de PCR y se añadió a cada 
pocillo la cantidad de ADN deseada (normalmente 100 ng) en un vo-
lumen de 5 µl. 

Cada reacción se amplificó por triplicado (para descartar errores 
de pipeteo) en el termociclador Step One Plus (Applied Biosystems) 
programado con las siguientes condiciones: un paso inicial de 94 ºC 
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durante 10 min (para activar la enzima AmpliTaq Gold DNA Polyme-
rase®), seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 94 ºC (desnaturalización) 
más 1 min a 60 ºC (hibridación y extensión). El software Step One v2.1 
permitió la visualización de los datos sobre la cuantificación del produc-
to amplificado a medida que este se iba acumulando en los sucesivos 
ciclos de amplificación. 

Dado que se usó como fluoróforo el SYBR Green, una vez finali-
zados los 40 ciclos de amplificación, se programó la realización de una 
curva de disociación para comprobar la especificidad de los fragmentos 
detectados en la PCR. Para ello, el equipo midió continuadamente la 
fluorescencia emitida en el rango de 60-95 ºC, aumentando la tempera-
tura 0,2 ºC por segundo. Este paso permitió monitorizar la cinética de 
disociación de los fragmentos amplificados. Cada fragmento amplifica-
do tiene una Tm característica que depende sobre todo de su longitud y 
de la composición de sus bases. Analizando las curvas de disociación de 
las muestras de ADN amplificadas y de los controles negativos (donde 
no debe darse amplificación de ADN y, por lo tanto, su curva de disocia-
ción debe ser diferente a la del resto de muestras) se pudo identificar la 
presencia de dímeros de primer y verificar la especificidad de la reacción.

12. Análisis estadístico

Todos los datos obtenidos fueron analizados con el paquete estadís-
tico SPSS Inc (Chicago, Illinois). 

En primer lugar se verificaba la normalidad en la distribución de 
los datos mediante el test de Kolmogorov‐Smirnov y la homogeneidad 
de varianzas mediante la prueba de Levéne. Si se aceptaba la normalidad 
y homocedasticidad de las observaciones se aplicaba después el contraste 
paramétrico adecuado: para determinar las diferencias significativas en-
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tre dos grupos o muestras se realizaba el test t de Student; mientras que 
para más de dos grupos o muestras, se realizaba un análisis de varianza 
(ANOVA), seguido de una comparación múltiple post hoc de medias 
observadas mediante el test de Tukey. Cuando fue necesario, se usó el 
modelo general lineal para llevar a cabo el análisis ANOVA con medidas 
repetidas. Si se rechazaba la normalidad u homocedasticidad de las ob-
servaciones, se evaluaban los datos mediante pruebas no paramétricas, 
como la U de Mann-Whitney. Para probar la dependencia o indepen-
dencia de dos variables entre sí, mediante la presentación de los datos 
en una tabla de contingencia, se usó la prueba chi cuadrado de Pearson 
y el test exacto de Fisher.  

Los detalles de los análisis estadísticos se presentan en las leyendas 
de las tablas y figuras.
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1. Transformación de Fusarium circinatum con el 
     gen de la proteína verde fluorescente

La obtención de transformantes de F. circinatum que portaran y ex-
presaran el gen de la proteína verde fluorescente (GFP, green fluorescent 
protein) se llevó a cabo aplicando las metodologías descritas para las 
primeras transformaciones realizadas en F. oxysporum (Mullins y cols., 
2001) y F. circinatum (Covert y cols., 2001), utilizando para ello el sis-
tema biológico de transformación de A. tumefaciens y el sistema de plás-
midos binarios (Bundock y cols., 1995; de Groot y cols., 1998). 

1.1. Construcción del vector de transformación pNMk2.

El plásmido pNMk2 (García-Sanchez y cols., 2009; Martín-Rodri-
gues y cols., 2013) se construyó sobre el esqueleto del plásmido pBHt1 
(Mullins y cols., 2001), que es un vector binario adaptado para la trans-
formación de hongos filamentosos mediante el sistema de transforma-
ción de A. tumefaciens. Las características de pBHt1 se detallan en la 
sección 6.2 de “Materiales y Métodos”.  

Se diseñó el plásmido pNMk2 como vector binario para la trans-
formación de F. circinatum, de tal modo que su región transferible 
(T-DNA) incluyera:

I. el gen bacteriano hph (bajo el control del promotor del trpC de 
Aspergillus nidulans) que codifica la enzima higromicina fosfo-
transferasa, la cual confiere resistencia a la higromicina B, que 
servirá como marcador de selección en hongos. Se comprobó 
previamente la sensibilidad del aislado de F. circinatum con que 
trabajamos a dicho antibiótico mediante la inoculación del mis-
mo en placas de PDA suplementadas con 100 µg/ml de higro-
micina B.

II. y el gen sgfp (Chiu y cols., 1996), que da lugar a una variante 
sintética de la GFP cuya emisión de fluorescencia se ha visto in-
tensificada, bajo el control de un promotor fuerte y constitutivo. 
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Figura 19. Esquema de la construcción del plásmido pNMk2. En la multidiana de restric-
ción del vector pKS (-) se ligó el fragmento de 3,8 Kb que contiene el gen de la GFP (color 
verde) proveniente del plásmido pgpdAsGFP (en los sitios de restricción EcoRI-HindIII) para 
obtener pNMa1. Finalmente, en la multidiana de restricción del plásmido binario pBHt1, 
se ligó ese mismo fragmento en los sitios de restricción XmaCI-HindIII, obteniéndose así el 
plásmido pNMk2. AMPR, gen de resistencia a la ampicilina; hph, gen de resistencia a la hi-
gromicina; LB, left T-border o borde de integración izquierdo; RB, right T-border o borde de 
integración derecho; KANR, gen de resistencia a la kanamicina; pVS1sta y pVS1rep, secuen-
cias necesarias para la replicación y estabilización del plásmido en Agobacterium tumefaciens.
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La construcción del vector pNMk2 se realizó en Escherichia coli 
DH5a, tal como se detalla a continuación (Fig. 19). 

Se escindió del plásmido pgpdAsGFP el fragmento de DNA (de 
3,8 Kb) que contiene la secuencia del promotor PgpdA, la región codi-
ficante de la proteína sgfp y la secuencia del terminador TtrpC mediante 
la digestión con las enzimas de restricción EcoRI y HindIII. Después, se 
procedió a la ligación de dicho fragmento en la multidiana de restric-
ción del plásmido pBluescript II KS (-), de 2,9 Kb, tras haber sido so-

Figura 20. Mapa de pNMk2. Vector binario usado para introducir el gen de la proteína ver-
de fluorescente (GFP) en Fusarium circinatum mediante el sistema de Agrobacterium tume-
faciens. La región de ADN que se transfiere se encuentra entre los bordes LB (left T-border) 
y RB (right T-border) del plásmido y contiene el gen de resistencia a la higromicina B (hph) 
como marcador de selección en hongos y el gen sgfp. Ambos genes se encuentran bajo el 
control de señales que permiten su expresión en hongos filamentosos. Se muestran los sitios 
de restricción para las endonucleasas NdeI y XbaI y las zonas de hibridación de los oligonu-
cleótidos hphA, hphB, GFPA y GFPB. PtrpC y TtrpC,  promotor y terminador respectiva-
mente del gen que codifica una enzima bifuncional en la biosíntesis del triptófano; PgpdA, 
promotor del gen que codifica la enzima gliceraldehído fosfato deshidrogenasa; KanR,  gen 
de resistencia a kanamicina como marcador de selección en bacterias; pBR322 ori, origen 
de replicación funcional en E. coli; pBR322 bom, bases de movilidad; pVS1rep y pVS1sta, 
regiones funcionales para la replicación y estabilidad del plásmido en A. tumefaciens.
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metido también este plásmido a la digestión con las mismas enzimas de 
restricción. Se obtuvo así el plásmido pNMa1 de 6,7 kb que fue poste-
riormente digerido con las enzimas de restricción XmaCI y HindIII para 
liberar de nuevo el fragmento de interés (de 3,8 Kb) correspondiente 
a la secuencia completa de la GFP. Dicho fragmento volvió a ligarse 
en la multidiana de restricción del vector binario pBHt1, de 8,4 Kb, 
previamente digerido con las mismas enzimas de restricción. Se obtuvo 
así un plásmido de 12,2 Kb al que denominamos pNMk2 (Fig. 20) y 
que fue sometido a una serie de comprobaciones previas a su uso para la 
transformación de A. tumefaciens.

1.1.1.  Comprobación mediante restricción enzimática. 

La primera aproximación para averiguar si se había producido la 
ligación de los fragmentos deseados y, por lo tanto, la obtención de 
los plásmidos pNMa1 y pNMk2 fue la digestión enzimática de estos 
plásmidos con una serie de enzimas de restricción cuyo número de se-
cuencias diana era conocido (al ser conocida su secuencia nucleotídica). 

I. Restricción enzimática del plásmido pNMa1 

El plásmido pNMa1(6,7 Kb) se sometió a tres reacciones indepen-
dientes de digestión con las enzimas de restricción BamHI (que genera 
dos fragmentos de 3.7 y 3 Kb aproximadamente), PvuI (que genera dos 
fragmentos de 5,7 y 1 Kb aproximadamente) y PvuII (que genera tres 
fragmentos de aproximadamente 2,5,  2,2 y 1,9 Kb) (Fig. 21).

II. Restricción enzimática del plásmido pNMk2 

El plásmido pNMk2 (12,2 Kb) se sometió a dos reacciones inde-
pendientes de digestión con las enzimas de restricción XbaI, que al tener 
como secuencia diana un sitio único de restricción en el plásmido se 
genera un único fragmento de ADN lineal de 12,2 Kb, y NdeI, que ge-
nera tres fragmentos de aproximadamente 2,5,  3,1 y 6,6 Kb (Fig. 22).
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Figura 21. Digestiones enzimáticas del 
plásmido pNMa1. Gel de agarosa en el 
que se muestra el resultado de la diges-
tión del ADN del plásmido pNMa1 con 
las enzimas de restricción BamHI (carril 
1), PvuI (carril 2) y PvuII (carril 3). A la 
derecha se muestra el marcador de ta-
maños (M) l HindIII/EcoRI-HindIII y 
los pesos moleculares de sus bandas en 
pares de bases (pb).

Figura 22. Digestiones enzimáticas del plásmi-
do pNMk2. Gel de agarosa en el que se muestra 
el resultado de la digestión del ADN del plásmido 
pNMk2 con las enzimas de restricción XbaI (carril 
1) y NdeI (carril 2). Como marcador de tamaño 
(M) se usó 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 
A la izquierda del marcador se indican los corres-
pondientes pesos moleculares en kilobases (Kb) de 
algunas bandas (cada banda del marcador de ta-
maños es una Kb mayor que la anterior).

Figura 23. Comprobación de la pre-
sencia de los genes sgfp y hph en la se-
cuencia del plásmido pNMk2 median-
te PCR. El ADN del plásmido pNMk2 
fue usado como molde para una serie 
de reacciones de PCR usando los pares 
de oligonucleótidos GFPA-GFPB (carril 
1) y hphA-hphB (carril 2). Se incluye 
un control positivo (+) en el que se usó 
el ADN del plásmido pgpdAsGFP am-
plificado con el par de oligonucleótidos 
GFPA-GFPB y un control negativo (-) 
sin ADN molde y con todos los pares 
de oligonucleótidos usados. A la iz-

quierda de la imagen aparecen indicados los tamaños de las bandas del marcador (M) l 
HindIII/EcoRI-HindIII en pares de bases (pb). En las reacciones en que se dio la amplifica-
ción de ADN se observa como resultado un fragmento de aproximadamente 600 pb.
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1.1.2. Comprobación mediante PCR.

La presencia del gen hph, así como la del gen sgfp (que son los genes 
que se integrarán después en el genoma fúngico), en la secuencia del 
plásmido pNMk2 se confirmó mediante un análisis de PCR (Fig. 23) 
en el que se usaron los siguientes cebadores (que aparecen descritos en 
la tabla 4 de “Materiales y Métodos”):

- GFPA y GFPB, que amplifican aproximadamente 600 pb de la 
región codificante del gen sgfp. 

- hphA y hphB, que amplifican unas 600 pb de la región codifican-
te del gen que confiere resistencia a la higromicina B.

1.2. Transformación de Fusarium circinatum mediante el 
         sistema de co-cultivo con Agrobacterium tumefaciens.

El plásmido pNMk2, una vez amplificado en E. coli, se utilizó para 
llevar a cabo la transformación, mediante electroporación, de la cepa 
AGL-1 de A. tumefaciens (Lazo y cols., 1991). Una vez obtenidas colonias 
de A. tumefaciens portadoras del vector binario pNMk2 se procedió al 
cocultivo en placa de una de estas colonias junto con las esporas de la es-
tirpe patógena de F. circinatum CECT 20759 (que a partir de ahora de-
nominaremos Fc-WT, Fusarium circinatum wild type). Se buscó así que 
ocurriera la transferencia del fragmento de ADN situado entre los bordes 
de integración RB y LB del vector a las células del hongo (Fig. 24).

Tras un periodo de 4 días en cocultivo, se seleccionaron las colo-
nias del hongo resistentes al antibiótico higromicina B (75 µg/ml); las 
placas también contenían el antibiótico cefotaxima (200mM) con el fin 
de eliminar la bacteria. Posteriormente, se seleccionaron 16 colonias de 
putativos transformantes, por su resistencia a la higromicina B, que se 
traspasaron a placas con medio PDA suplementado con una concentra-
ción un poco mayor de higromicina B (100 µg/ml). Todas las colonias 
fueron capaces de desarrollar micelio en el medio de selección, por lo 
que se determinó que la eficiencia de la transformación de F. circinatum 
mediada por A. tumefaciens fue de 16 transformantes por 105 esporas.
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1.3. Análisis de los transformantes.

1.3.1. Detección del gen sgfp en el genoma fúngico mediante PCR.

Se obtuvo ADN de los putativos transformantes mediante extrac-
ción rápida a partir del micelio cultivado en placa de las 16 colonias que 
crecieron en PDA suplementado con higromicina B (100 µg/ml). Este 
ADN sirvió como molde para realizar una serie de PCRs con las que 
comprobar si las colonias resistentes eran transformantes que, además 
de presentar resistencia a la higromicina B, también contenían el gen de 
la sgfp.

La integración del gen sgfp se determinó empleando los cebadores 
GFPA-GFPB. El resultado de la amplificación mostró un fragmento 
de 600 pb aproximadamente en todas las colonias de posibles transfor-
mantes que habían sido previamente seleccionadas por su resistencia a 
la higromicina B (Fig. 25). 

Figura 24. Esquema representativo de la transformación de una espora de Fusarium cir-
cinatum (en rosa a la derecha de la imagen) con el ADN transferible del plásmido pNMk2 
que se encuentra en una cepa de Agrobacterium tumefaciens.
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1.3.2. Detección de la proteína sGFP por microscopía.

Una vez determinada la inserción del T-DNA en el genoma fúngi-
co, se procedió a estudiar la presencia de la proteína sgfp sintetizada por 
los transformantes de F. circinatum (hph::PgpdA-sgfp-TtrpC). Para ello, 
se buscó detectar la señal de fluorescencia emitida por la proteína sgfp 
en el citoplasma celular de los transformantes mediante su observación 
con el microscopio de fluorescencia (Fig. 26). 

De entre los transformantes de F. circinatum evaluados, que no solo 
portaban el gen sgfp sino que lo expresaban eficazmente, se seleccionó 
aquel que presentó la mayor intensidad y brillo de fluorescencia y se 
procedió a realizar un análisis más pormenorizado del mismo.

Figura 25. Comprobación de la integración del gen sgfp en el genoma de Fusarium cir-
cinatum mediante PCR. Señales de amplificación obtenidas utilizando la pareja de oligo-
nucleótidos GFPA-GFPB. Como marcador de tamaño (M) se usó l HindIII/EcoRI-HindIII 
y el tamaño de algunas de sus bandas se indica en pares de bases (pb) a la izquierda de la 
imagen. Se incluyó también un control positivo (+), en el que se usó el ADN del plásmido 
pgpdAsGFP, y un control negativo (-). Se observa la amplificación de un fragmento de ADN 
de unas 600 pb en todas las reacciones en las que se usó el ADN procedente de las colonias 
de F. circinatum seleccionadas como posibles transformantes.
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1.3.3. Homogeneidad y estabilidad genética.

Para garantizar que el transformante seleccionado fuera una cepa 
genéticamente homogénea, y que la integración de los genes hph y sgfp 
se mantuviera estable a lo largo de sucesivas generaciones, se obtuvo y 
seleccionó un cultivo monospórico del cual se estudio su estabilidad 
mitótica.

I. Obtención de un cultivo monospórico.
Para ello, se recogieron esporas del transformante hph::PgpdA-sgfp-TtrpC 

de F. circinatum que, tras someterlas a diluciones sucesivas para dismi-
nuir su concentración, se traspasaron a placas de agar-agua. Las esporas 
recién germinadas en placas de agar-agua se traspasaron posteriormente 
a placas con medio PDA suplementado con el antibiótico higromicina 
B (100 µg/ml). Se determinó cuáles de esas colonias, desarrolladas a 
partir de una única espora de F. circinatum (es decir, genéticamente ho-
mogéneas), eran además resistentes al antibiótico. Se seleccionó una de 
ellas para todos los experimentos posteriores y pasó a denominarse en lo 
sucesivo  Fc-GFP1.

Figura 26. Expresión de la proteína sGFP en el citoplasma de las células de Fusarium 
circinatum. Se observaron hifas y esporas de varios de los transformantes con luz visible 
(arriba) y con el cubo de filtros I3 del microscopio de fluorescencia que permite la excitación 
de la muestra con luz azul (abajo). Se comprobó que la proteína sGFP se acumulaba en el 
citoplasma de las células fúngicas, tanto de las hifas (A, B y D) como de las esporas (C y E) 
dotándolas de una intensa fluorescencia verde cuando eran iluminadas con luz azul. Barra 
de escala, 40 μm.
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II. El estudio de la estabilidad mitótica.
Se procedió al cultivó del aislado monospórico de F. circinatum 

Fc-GFP1 durante 3 generaciones sucesivas en medio rico y en ausencia 
de presión selectiva (es decir, sin antibiótico). A continuación, la estirpe 
fue sub-cultivada en el mismo medio rico pero suplementado con hi-
gromicina B (100 µg/ml), de tal modo que se volvió a someter al trans-
formante a la presión selectiva ejercida por el antibiótico. Se comprobó 
que dicho transformante mantenía la resistencia al antibiótico después 
de varias generaciones en ausencia de presión selectiva (Fig. 27).

1.3.4. Caracterización fenotípica del transformante Fc-GFP1.

Se estudiaron dos aspectos diferentes en el comportamiento del 
transformante Fc-GFP1 respecto al fenotipo silvestre Fc-WT: su com-
portamiento durante el crecimiento saprófito y su comportamiento du-
rante la interacción con la planta huésped.

Figura 27. Crecimiento vegetativo de la estirpe silvestre de Fusarium circinatum Fc-WT 
y de su transformante Fc-GFP1.  La estirpe silvestre crece normalmente en medio de cul-
tivo PDA (arriba) pero no es capaz de desarrollar micelio en el mismo medio de cultivo 
suplementado con 100 μg/ml del antibiótico higromicina B (PDA+hph, abajo). Sin embargo, 
la estirpe Fc-GFP1 sí es capaz de desarrollar micelio en un medio suplementado con higro-
micina B. La capacidad de desarrollar micelio en un medio de cultivo suplementado con 
dicho antibiótico indica que la estirpe porta y expresa eficazmente el gen hph (que le confiere 
resistencia al antibiótico) y por lo tanto, asumimos que también porta el gen sgfp, puesto que 
ambos genes se encuentran en la región de ADN que se transfiere al genoma fúngico.
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I. Análisis del comportamiento durante el crecimiento saprófito.

La caracterización del crecimiento vegetativo de las cepas fúngicas 
en cultivo puro se llevó a cabo en medio PDA a 22 ºC y en oscuridad. 
Tras la siembra, se comparó el aspecto de las colonias, su tasa de creci-
miento a partir de inóculos de concentraciones de esporas similares y la 
capacidad de generar conidios de la cepa transformada de F. circinatum 
con respecto a la cepa silvestre. No se observó ninguna alteración del 
transformante respecto al tipo silvestre ni en la morfología, ni en la 
coloración de las colonias después de la valoración visual de las mismas 
(Fig. 27).

La evaluación del crecimiento se realizó midiendo la longitud (en 
mm) de 3 radios, equidistantes entre sí, proyectados a partir del origen 
de crecimiento de cada colonia hacia el extremo de la placa. Las medidas 
se tomaron 7 días diferentes después de la siembra hasta la total ocupa-
ción de la placa Petri (de 9 cm de diámetro), lo cual sucedió a los 12 días 
de crecimiento (Fig. 28). 

Figura 28. Tasa de crecimiento la estirpe silvestre de Fusarium circinatum (Fc-WT) y de 
su transformante (Fc-GFP1). Las barras de error muestran la desviación estándar en el ra-
dio (mm) de las colonias procedentes de 6 réplicas crecidas durante 11 días en medio PDA.
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Las colonias de la estirpe silvestre alcanzaron, al final del ensa-
yo, una tasa de crecimiento media (±desviación estándar) de 3,352 (± 
0,082) mm/día y las colonias de la estirpe transformada 3,345 (± 0,184) 
mm/día, no encontrándose diferencias significativas entre ellas a nivel 
estadístico usando la prueba t de Student.  

La evaluación de la capacidad de conidiación de las cepas fúngicas, 
se realizó a partir del cultivo puro en medio PDB a 22 ºC y en oscuridad, 
tal y como se describe en la sección 3.4.1 de “Materiales y Métodos”. 
Se evaluó la cantidad de conidios de cada estirpe, recolectada después 
de seis días de incubación, en 5 ensayos diferentes. Los valores medios 
(±desviación estándar) obtenidos para la estirpe silvestre y para el trans-
formante fueron de 1,456·109 (±1,022·109) y 1,876·109 (±1,465·109) 
esporas/ml respectivamente, no encontrándose tampoco diferencias sig-
nificativas entre ambas estirpes usando la prueba t de Student.

II. Análisis del comportamiento in planta.

La caracterización del comportamiento in planta se realizó en plán-
tulas de 1 año de P. radiata, comparando el fenotipo de la estirpe trans-
formada de F. circinatum con el fenotipo silvestre y determinando el 
efecto de la integración del T-DNA sobre la patogenicidad o virulencia 
del transformante. 

Para ello se inoculó el tallo de 10 pinos con esporas de la estir-
pe transformada de F. circinatum Fc-GFP1. Como control positivo se 
inocularon otras 10 plantas con esporas de la estirpe silvestre Fc-WT. 
Como control negativo de herida se inocularon 10 plantas sólo con agua 
y como control negativo ambiental se dejaron 10 plantas sin inocular. 
Durante los 2 meses de duración del ensayo, se observó detalladamente 
la sintomatología de las plantas, tomando como referencia las plantas 
no inoculadas con el patógeno. Los síntomas mostrados por cada una de 
las plantas del ensayo se registraron semanalmente y de manera indivi-
dual, siguiendo la escala de severidad de síntomas propuesta por Correll 
y cols. (1991) que asigna un valor de 1 a 5 a cada síntoma (Ver Tabla 1 
de “Materiales y Métodos”). Este ensayo se repitió tres veces de forma 
independiente, por lo que finalmente se evaluaron un total de 120 plán-
tulas de pino radiata (10 pinos x 4 tratamientos x 3 réplicas).
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Con el fin de evaluar la evolución de los síntomas de la infección a 
lo largo del tiempo en cada grupo de plantas establecido en función del 
inóculo y poder así comparar la capacidad de cada estirpe para producir 
síntomas en las plantas con mayor o menor severidad o rapidez, se pro-
cedió del siguiente modo: primero, para cada tratamiento se calculó la 
media (Xi) del valor asignado (según la escala de severidad de síntomas) 
a cada una de las 10 plantas que componían los 4 grupos o tratamien-
tos. Estos valores medios fueron registrados con periodicidad semanal a 
partir del momento de la infección. Los resultados obtenidos en las tres 
réplicas, fruto de tres ensayos de infección independientes, fueron muy 
similares (Tabla 5).

TABLA 5. Resultados de los ensayos de infección realizados con esporas de Fusarium 
circinatum sobre el tallo de Pinus radiata de 1 año y evaluados durante 8 semanas según 
una escala numérica (1-5) que valora el grado de severidad de los síntomas. Los valores de 
la tabla representan la media (Xi ± desviación estándar) de los valores asignados semanal-
mente a cada una de las 10 plantas que componen los 4 tratamientos, establecidos según el 
tipo de inóculo: estirpe de F. circinatum transformada con el gen sgfp (Fc-GFP1), estirpe de 
F. circinatum silvestre (Fc-WT), control negativo de herida y control negativo ambiental. Se 
muestran los resultados de tres ensayos de infección o réplicas (R1, R2 y R3) independientes.
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Después, a partir de estos datos, se definió el Índice de Progresión 
de la Enfermedad (IPE) a lo largo del tiempo, como: 

IPE= S Xi/n, para i=1, 2,..., n;

Donde, Xi representa la media de la severidad de la infección para 
cada grupo de plantas (ver Tabla 5) y n representa el número de semanas 
transcurridas tras la inoculación.

De este modo, el valor IPE obtenido al finalizar el ensayo será el re-
sultado de la suma de cada uno de los valores Xi/n calculados para cada 
semana. En la figura 29 se muestra una representación de la evolución 
temporal del índice IPE durante el ensayo de infección.

Al finalizar nuestro estudio a las 8 semanas después de la inocula-
ción, el valor IPE del transformante Fc-GFP1 era de 6,16 ±0,36 (Fig. 
29), mientras que el valor IPE de la estirpe silvestre de F. circinatum era 
de 5,84 ±0,31. En el caso de las plantas inoculadas con agua y de las no 
inoculadas, no se observaron síntomas evidentes de la enfermedad (lo 
cual se califica con un valor de 1), pero dado que el valor IPE es un su-
matorio de una serie temporal, en ambos casos se llegó a un valor medio 
IPE de 2,72 ±0,00.

A la vista de estos resultados, y según la prueba estadística t-student 
aplicada a los datos, podemos concluir:

I. Que al finalizar el ensayo, se encontraron diferencias significativas, 
a un nivel de confianza del 95 %,  entre el índice de progresión 
de la enfermedad causado por la inoculación con cualquiera de las 
dos estirpes de F. circinatum (Fc-WT o Fc-GFP1) y el causado en 
los controles negativos (control de herida y control ambiental).

II. Que, 8 semanas después de la inoculación, no hay diferencias 
significativas en el índice de progresión de la enfermedad causa-
do por la estirpe silvestre y la estirpe transformada a un nivel de 
confianza del 95 %. 
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2.  Caracterización del proceso de infección de 
 Fusarium circinatum tras la inoculación en el 
 tallo de Pinus radiata

Para caracterizar el proceso de infección de F. circinatum tras la ino-
culación en el tallo de P. radiata, se llevaron a cabo tres aproximaciones 
experimentales que nos permitieron evaluar la interacción patógena a 
tres niveles diferentes: 

I. Evaluación a nivel macroscópico del proceso de infección, a tra-
vés de la valoración visual de la progresión en que aparecen los 
síntomas de la enfermedad. 

Figura 29. Índice de Progresión de la Enfermedad (IPE) a lo largo del tiempo. Cada punto 
en la gráfica representa, para cada uno de los tratamientos aplicados [cepa de Fusarium cir-
cinatum transformada con el gen sgfp (Fc-GFP1), cepa de F. circinatum silvestre (Fc-WT) y 
controles negativos] el valor IPE obtenido cada semana como resultado de la suma acumulada 
de la razón entre el valor medio de la severidad de la infección, según una escala numérica de 
síntomas (1-5), y el número de semanas transcurridas desde la inoculación. Las barras de error 
muestran la desviación estándar de la media de 3 ensayos de infección independientes.
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II. Evaluación a nivel molecular, en la que se cuantificó la carga de 
ADN patógeno a lo largo del proceso de infección de la planta 
hospedadora.

III. Evaluación a nivel histológico del proceso de infección, median-
te la observación directa al microscopio confocal de la interac-
ción ocurrida entre la planta hospedadora y la estirpe patógena 
que expresa el gen de la sgfp. 

Los resultados de este apartado han sido publicados  en Martín-Ro-
drigues y cols. (2013).

2.1. Evaluación macroscópica de la sintomatología.

Dado que no se observaron diferencias significativas en la progre-
sión de la enfermedad causada por la estirpe silvestre Fc-WT y la estirpe 
transformada Fc-GFP1, para la evaluación de la sintomatología se usa-
ron los datos obtenidos en los tres ensayos de infección independientes 
que se realizaron para caracterizar el comportamiento in planta de am-
bas estirpes de F. circinatum. Se evaluaron un total de 120 plántulas de 
P. radiata de 1 año de edad [60 pinos inoculados (20 pinos x 3 ensayos 
de infección) + 60 pinos control no inoculados (20 pinos x 3 ensayos 
de infección)].

2.1.1. Incidencia de los síntomas de la enfermedad a lo largo 
            del proceso de infección.

Durante la primera semana, casi todas las plantas presentaban un 
aspecto saludable sin síntomas visibles de enfermedad (Fig. 30a). A los 
14 días después de la inoculación (ddi), el 60% de las plantas mostraban 
lesiones necróticas alrededor del punto de inoculación (PI) (Fig. 30b), 
caracterizadas por una área deprimida necrótica de color marrón-pur-
pura que, con el tiempo, se extendía por el tallo, tanto por encima como 
por debajo del PI (Fig. 30c), apareciendo, además, clorosis en las acícu-
las más cercanas a este punto. Los primeros síntomas de decaimiento de 
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Figura 30. Evolución temporal de la incidencia de los síntomas de enfermedad apreciados vi-
sualmente tras la inoculación del tallo de Pinus radiata con esporas de Fusarium circinatum. 
El histograma de frecuencias del panel superior muestra el porcentaje de plántulas, de un 
total de 60, que exhibieron distintos síntomas de enfermedad. Dichos síntomas fueron 
clasificados según una escala de severidad del 1 al 5, en la que el valor 1 indicaba que la 
planta estaba sana (a); 2 indicaba la existencia de una herida necrótica (b) en el punto de 
inoculación (PI) a pesar del follaje saludable de la planta; 3 indicaba que la herida necró-
tica había alcanzado más de 2 cm alrededor del PI (c); 4 indicaba la marchitez del follaje 
y el decaimiento del ápice caulinar (d); y 5 indicaba que el follaje de la planta por encima 
del PI estaba muerto (e). Las flechas en (b) y (c) señalan el PI que a su vez se encuentra 
delimitado por dos marcas rojas. 
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la parte apical aparecieron a los 21 ddi (Fig. 30d). A la finalización del 
ensayo (56 ddi), todas las plantas que a los 21 ddi mostraron marchitez 
de su parte apical acabaron por morir (Fig. 30e), sin embargo, no todas 
las que mostraron inicialmente síntomas de necrosis en la zona de ino-
culación murieron. Al finalizar el ensayo de infección, algo más de un 
10% de las plantas inoculadas con el patógeno sobrevivieron. En estas 
plantas, el tejido dañado por la inoculación mostraba una costra y la 
planta mantenía el aspecto saludable del inicio del ensayo. 

2.1.2. Cantidad de resina exudada.

Se analizó también semanalmente la cantidad de resina que exuda-
ban las plantas en el PI, asignando a cada planta un valor de 0 a 3 en 
función de la exudación observada (ausencia/ baja/ moderada/ alta). En 
las plantas inoculadas con F. circinatum, el flujo de resina aumentó con 
el tiempo. Sin embargo, en las plantas control, una vez que transcurrió 
la primera semana y que cicatrizó la herida producida durante la inocu-
lación, la cantidad de resina exudada disminuyó rápidamente (Fig. 31). 

En los pinos inoculados con F. circinatum observamos 2 incremen-
tos significativos en la cantidad de resina: 

- uno sucedió a los 7 ddi, coincidiendo con el incremento de resi-
nación observado también en los pinos control y que muy proba-
blemente se debiera a la herida causada al aplicar el protocolo de 
inoculación, y 

- otro a los 21 ddi, momento en que las plantas alcanzaban su um-
bral de resinación, coincidiendo con la ausencia de flujo de resina 
en las plantas denominadas control de herida (aquellas inoculadas 
solamente con agua). 

Se analizaron los datos de ese tiempo de estudio (21 ddi) más de-
tenidamente mediante una tabla de contingencia. Para ello, se deter-
minó qué porcentaje de plantas dentro de cada uno de los tres niveles 
de resinación (definidos como bajo, moderado y alto), terminaba por 
morir o sobrevivía al finalizar el ensayo. El test de la Chi cuadrado ((c2 
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= 10,363) > (c2  0,01(3-1)(2-1) = 9,210)) y el test exacto de Fisher (P 
= 0,006 < 0,01), indicaban la existencia de correlación entre la resina 
exudada a los 21 ddi y la supervivencia de la planta. Así, todas las plan-
tas que mostraban un nivel de exudación alto o moderado a los 21 ddi 
murieron, mientras que todas las plantas que a los 21 ddi mostraban 
una baja exudación de resina estaban vivas y con aspecto saludable a la 
finalización del ensayo. 

2.2. Variación de la biomasa fúngica 
         a lo largo del proceso de infección

Con el fin de cuantificar la carga patógena in planta a lo largo del 
proceso de infección, se utilizó la técnica de qPCR, que nos permitió 
determinar la cantidad de ADN de F. circinatum en relación a la can-
tidad de ADN de P. radiata presente en muestras recogidas durante un 
ensayo de infección. 

Figura 31. Cantidad de resina exudada por plántulas de Pinus radiata inoculadas con 
Fusarium circinatum. La resinación fue evaluada según una escala de 0 a 3 (ver Tabla 2 de 
“Materiales y Métodos”). Cada punto en la gráfica representa el valor medio calculado en 10 
pinos por cada tiempo de estudio. Las barras de error son la desviación estándar obtenida 
en 6 grupos de 10 plantas (2 bloques x 3 réplicas independientes del ensayo). ANOVA: df = 
17; F = 72,55, P < 0,001.
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 Se inocularon 70 plántulas de un año de edad de P. radiata con 
esporas de F. circinatum tal y como se describe en la sección 9.1 de “Ma-
teriales y Métodos”. Se recogieron muestras del tejido vegetal inoculado 
en diferentes tiempos desde el momento de la inoculación (0, 1, 3, 7, 
14, 21, 28 y 42 días). Las muestras consistieron en una sección de tallo, 
de 5 mm de longitud, en torno al PI. Se escogieron aleatoriamente 5 
pinos por cada tiempo de estudio. Como controles negativos, se reco-
gieron los tallos de 5 plantas no infectadas. Se procesaron un total de 45 
muestras [1 muestra de tallo x (5 plantas inoculadas) x (8 tiempos)+ 1 
muestra de tallo x (5 plantas no inoculadas)].

 Una vez recogidas las muestras de tallo, se lavaron con agua es-
téril para eliminar cualquier foco de infección superficial. Inmediata-
mente se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a –80ºC 
hasta el momento de la extracción del ADN total (ADN de la planta 
más ADN del patógeno). Tras la extracción, se comprobó la integridad 
de las muestras de ADN mediante electroforesis y su concentración se 
midió mediante espectrofotometría. Se ajustó la concentración de todas 
las muestras hasta 20 ng/µl, y se usaron 5µ de este ADN como molde 
en las reacciones de qPCR. 

2.2.1. Análisis y selección de los cebadores 
             usados en la PCR cuantitativa.

Como cebadores específicos de F. circinatum, se escogió el par 
FCIR-F, FCIR-R (Ioos y cols., 2009) cuyo producto de la amplificación 
es un fragmento de 146 nucleótidos perteneciente a la región IGS (se-
cuencia espaciadora repetida y no transcrita situada en el ADN ribosó-
mico) del genoma de F. circinatum. Dado que se trata de una secuencia 
repetida en el genoma del hongo, se verá favorecida la amplificación de 
dicha secuencia, aún en condiciones en las que hubiera muy poca can-
tidad de ADN fúngico. 

 A la hora de escoger los cebadores específicos para P. radiata, se 
siguió el razonamiento inverso, de tal modo que se buscaron parejas de 
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cebadores que amplificaran específicamente genes que se encontraran en 
un número bajo de copias en el genoma de la planta hospedadora. Para 
tal fin, se diseñaron y testaron 6 parejas de oligonucleótidos: UBIQ-F/
UBIQ-R; PrSHRtrFor1/PrSHRtrRev1; CAD-Pe-F/ CAD-Pe-R; CAD-
O-F/ CAD-O-R; NLY-Pe-F/ NLY-Pe-R; NLY-O-F/ NLY-O-R (ver ta-
bla 4 de “Materiales y Métodos”). En primer lugar, se intentó repro-
ducir en una reacción de PCR clásica o convencional, las condiciones 
de amplificación que se darán en la qPCR. Se comprobaron 2 aspectos 
fundamentales: 

1) que no se dieran hibridaciones cruzadas entre los primers diseña-
dos para el pino con el ADN molde del hongo y a la inversa; y 

2) que el resultado de la amplificación fuera de una única banda de 
ADN, incluso variando el tiempo y la temperatura en las condi-
ciones de amplificación. 

Así, se descartó en primer lugar la pareja UBIQ-F/UBIQ-R porque 
al cargar en un gel de agarosa al 1% (Tae 1X) el resultado final de la 
amplificación se observaron varias bandas de ADN. 

El resto de cebadores diseñados para P. radiata pasaron a analizarse, 
con los mismos criterios anteriormente expuestos, directamente en una 
qPCR. Como ADN molde se añadieron 100 ng de ADN del pino. Se 
analizaron también los cebadores escogidos para amplificar el ADN de 
F. circinatum, añadiendo en este caso, a cada reacción de PCR, 10 ng 
de ADN molde del hongo. Se estableció esta diferencia, en cuanto a 
la cantidad de ADN molde de la planta o del patógeno usado en las 
reacciones, con el fin de emular una situación lo más cercana posible a 
la que se produce al analizar las muestras provenientes de los ensayos de 
infección. 

Finalmente, se escogió la pareja formada por los primers NLY-O-F/
NLY-O-R para realizar el ensayo de cuantificación por ser los que fun-
cionaron mejor en nuestro diseño experimental por tres razones funda-
mentales: 
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- únicamente se obtuvo una curva de amplificación en aquellas re-
acciones en las que se usó ADN del pino como ADN molde; 

- no se observaron dímeros de primer en la curva de disociación 
(Melt curve) generada por el equipo (Fig. 32); 

- el valor Ct (cycle threshold) obtenido en la amplificación (23,8 
±0,23) se consideró adecuado. 

Figura 32. Curvas de disociación realizadas sobre el producto final de las PCR con las 
distintas parejas de cebadores. En cada una de las gráficas, se muestran: en rosa las curvas 
resultantes de la amplificación del ADN de Fusarium circinatum, en verde las resultantes de 
la amplificación del ADN de Pinus radiata y en gris claro las reacciones llevadas a cabo como 
control negativo, con agua en lugar de ADN.
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2.2.2. Rectas patrón para la cuantificación de ADN 
            del patógeno y de su planta hospedadora.

Una vez seleccionadas las parejas de cebadores FCIRC y NLY(O) 
para la amplificación específica de una secuencia diana en el genoma 
de F. circinatum y de P. radiata respectivamente, el siguiente paso fue la 
creación de una recta patrón para cada una de estas secuencias diana.

Las rectas se obtuvieron a partir de una serie de muestras de ADN 
genómico, de las que se conocía su concentración, que se usaron en 
las reacciones de qPCR y que sirvieron para relacionar la cantidad de 
muestra (valor introducido) con la fluorescencia emitida (valor medido) 
durante la reacción. Las ecuaciones de la recta así obtenidas se represen-
tan en la figura 33.

Figura 33. Rectas patrón asociadas a las secuencias diana en el genoma de Fusarium cir-
cinatum y de Pinus radiata seleccionadas para el estudio cuantitativo mediante qPCR. 
En el panel de la izquierda se muestra la recta de regresión generada a partir de la amplifi-
cación de una dilución en serie 10x de ADN de F. circinatum usando los cebadores FCIR-F 
/ FCIR-R. En el panel de la derecha se muestra la recta generada a partir de la amplificación 
de tres diluciones seriadas diferentes (una 10X y dos 5X) de ADN de P. radiata usando los 
cebadores NLY(O)-F/NLY(O)-R. Cada punto en la gráfica representa, para cada muestra, el 
valor del logaritmo de la cantidad conocida de ADN (en ng) frente al valor de ciclo umbral 
(Ct) obtenido en la reacción de PCR. Además, para cada recta patrón, se indica arriba y a 
la derecha, la ecuación de la recta de regresión obtenida y el coeficiente de correlación (r2).
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En condiciones ideales de amplificación, en las que la eficiencia de 
la reacción fuera de un 100%, teóricamente se duplicaría el producto 
en cada ciclo de PCR. En la práctica, una eficiencia del 100% es casi 
imposible, pero para que los resultados obtenidos en las reacciones de 
qPCR sean reproducibles, se requiere que la eficiencia de amplificación 
sea lo más cercana posible al 100%. En estas condiciones, la ecuación 
de regresión de la recta patrón tendría una pendiente de –3,32 y un co-
eficiente de correlación de 1. En nuestro caso, obtuvimos valores muy 
cercanos a los ideales (Tabla 6).

Se puede constatar que las dos rectas patrón tenían una pendiente 
(m) muy parecida, es decir, que tienden a ser paralelas (Fig. 33 y Tabla 
6). Este hecho, que refleja una eficiencia de amplificación similar para 
ambas reacciones, es importante cuando se trata de ensayos de cuanti-
ficación relativa de un gen (en nuestro caso, una secuencia génica de F. 
circinatum) frente a un control endógeno (en nuestro caso, el gen NLY 
de P. radiata), puesto que permite establecer una relación entre los datos 
obtenidos con ambas rectas. 

2.2.3. Curva de crecimiento de Fusarium circinatum In planta. 

Posteriormente, se realizaron las reacciones de qPCR con las 
muestras problema de ADN total procedentes de los ensayos de infec-
ción. Cada muestra se usó como ADN molde en reacciones de ampli-
ficación independientes realizadas con los cebadores FCIR y NLY(O). 

TABLA 6. Parámetros de las ecuaciones de regresión de las rectas patrón de ADN de Fu-
sarium circinatum y de Pinus radiata. La eficiencia de amplificación (E) se calculó a partir 
de las pendientes de las curvas estándar utilizando la ecuación E= 10(1/m)-1 (Higuchi y cols., 
1993).
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Los valores Ct obtenidos en la reacción de amplificación se usaron para 
extrapolar, en la recta patrón adecuada a cada reacción, un valor de can-
tidad de ADN (en ng). 

Para cada muestra problema, los datos que se obtuvieron con la 
secuencia diana de F. circinatum (FCIRC) se normalizaron frente a los 
datos obtenidos en la medición del control endógeno del pino (NLY), 
según la siguiente fórmula:

ADN de Fusarium circinatum (ti)

ADN de Pinus radiata (ti)

siendo ti = 0, 1, 3, 7, 14, 21, 28 y 42 días después de la inoculación.

Figura  34. Curva de crecimiento de Fusarium circinatum durante la colonización del 
tallo de Pinus radiata. La cantidad de ADN del patógeno se midió en relación a la cantidad 
de ADN de la planta hospedadora mediante un protocolo de PCR cuantitativa en el que se 
usaron primers específicos del gen nly de P. radiata y de una secuencia en la región IGS de 
F. circinatum. Como ADN molde para la reacción se usó el ADN extraído de un segmento 
del tallo de los pinos alrededor del punto de inoculación. Las barras de error muestran la 
desviación estándar de la media de 5 réplicas biológicas independientes. Se observaron tres 
fases diferenciadas: la fase 1 se corresponde con la fase exponencial de crecimiento del pató-
geno, la fase 2 es una fase de transición hacía la fase 3 o fase estacionaria.
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Así, se obtuvo la cantidad relativa de ADN del patógeno (sin uni-
dades) con respecto a la cantidad de ADN de la planta hospedadora 
para cada una de las 5 muestras tomadas en cada tiempo de estudio (ti). 
La determinación de estos datos permitió dibujar la curva de crecimien-
to de F. circinatum dentro de los tejidos del tallo del pino (Fig. 34).

 La curva obtenida muestra tres fases claramente distinguibles. 
La fase 1 abarca los 7 días posteriores a la inoculación y muestra un 
incremento exponencial de la biomasa fúngica, incremento que llega a 
alcanzar valores 6000 veces superiores a la cantidad inicialmente ino-
culada. La fase 2, que va de 7 a 21 ddi, es un periodo de transición en 
el que la biomasa fúngica sigue incrementándose, pero más lentamen-
te. En esta fase, la pendiente de la curva no es tan pronunciada como 
en la primera fase, de tal modo que al finalizar la fase de transición, a 
los 21 ddi, se detectó 8 veces más ADN fúngico que a su comienzo a 
los 7 ddi. La fase 3, que comienza a partir de los 21 ddi, es una fase 
estacionaria en la que la tasa de crecimiento se estabiliza. Así, el incre-
mento en la biomasa fúngica a los 42 ddi era solo 1,2 veces superior al 
encontrado a los 21 ddi.

2.3. Evaluación a nivel histológico.

Para el estudio histológico de la interacción planta-patógeno me-
diante microscopía confocal, se llevó a cabo un ensayo de infección 
en el que se inoculó el tallo de 60 plántulas de un año de edad de P. 
radiata con esporas de F. circinatum según lo descrito en la sección 9.1 
de “Materiales y Métodos”. Como controles negativos de herida se 
inocularon 20 plantas con agua.

Se tomaron muestras a lo largo de diferentes tiempos desde el 
momento de la inoculación (0, 7, 14, 21, 28, 42 y 56 días). En cada 
muestreo, y por cada tiempo de estudio, se seleccionaron al azar 5 
plantas inoculadas con Fc-GFP1 y 2 plantas inoculadas con agua.
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 Las muestras, que consistieron en una fina sección transversal 
del tallo de aproximadamente 0,5 mm de grosor efectuada en distintos 
puntos en torno al PI, se procesaron según lo descrito en la sección 10.2 
de “Materiales y Métodos”. Concretamente dichas secciones se tomaron 
a 7 niveles diferentes a lo largo del tallo, cada nivel a 1 cm del anterior y 
tomando como centro el PI, es decir, se analizaron muestras hasta 3 cm 
por encima del PI y hasta 3 cm por debajo del PI.

2.3.1. Progresión radial de la colonización del tallo.

I. Aspectos generales.

La observación de las secciones realizadas al nivel del PI con el 
microscopio confocal proporcionó una imagen “a vista de pájaro” 
del progreso radial de la colonización en el tallo de las plantas ino-
culadas (Fig. 35).

A los 7 ddi (Fig. 35a), a pesar de que las plantas de las que se 
tomaron las muestras no presentaban síntomas visibles de infección, 
pudo observarse que el patógeno ya había alcanzado el tejido de la 
zona cambial y se podía intuir su tendencia a migrar hacia la médula. 

Hacia los 14 ddi (Fig. 35b), en todas las plantas analizadas, F. cir-
cinatum ya había alcanzado la médula por medio de la colonización de 
los radios medulares. Además, en algunas de ellas, la invasión patóge-
na había comenzando a extenderse por el xilema ocupando el interior 
de algunas traqueidas (punta de flecha en Fig. 35b) y de algunos con-
ductos resiníferos (CR en Fig. 35b). El análisis de aquellas plantas que 
externamente mostraban una lesión necrótica en el PI mostró que, 
en la zona circundante a ese punto de infección, la invasión patógena 
progresaba tangencialmente a través del córtex y del floema. 

A los 21 ddi, había plantas en las que externamente podía apre-
ciarse cómo la herida necrótica se había extendido por el tallo desde 
el PI, tanto hacia arriba como hacia abajo. Además, en algunas de 
ellas el brote apical se había marchitado y estaba caído (Fig. 30). 
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Figura 35. Aspectos generales de la colonización de Pinus radiata por Fusarium cir-
cinatum durante diferentes fases de la infección. Las imágenes de microscopía confo-
cal muestran 4 secciones transversales del tallo de los pinos realizadas al nivel del punto 
de inoculación (PI). (a) Plántula asintomática, 7 días después de la inoculación (ddi). 
Puede observarse al patógeno en la zona del cambium (Ca), donde se ha producido la 
ruptura entre el tejido del xilema y del floema (punta de flecha), y también a lo largo 
de un radio medular (R). Nótese que los conductos resiníferos (CR) del xilema no es-
tán hipertrofiados. (b) Plántula con síntomas visibles de necrosis en el PI a los 14 ddi. 
Puede observarse al patógeno principalmente en el parénquima cortical (Co), en los 
radios medulares (R) y en la propia médula (M), pero también dentro de los conductos 
resiníferos (CR) y de algunos grupos de traqueidas axiales (punta de flecha) en el tejido 
xilemático más cercano al tejido parenquimático colonizado. Nótese que hay zonas del 
cambium (Ca) ensanchadas. (c) Plántula que a los 21 ddi presentaba una lesión necróti-
ca de 3 cm alrededor del PI. Se observa que la infección se ha extendido por la mayoría 
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Internamente, la observación microscópica de estas plantas permitió de-
tectar que, en los estadios más avanzados de la infección, el patógeno 
había colonizado ya un gran número de radios medulares (R en Fig. 
35c) y se extendía progresivamente por el tejido xilemático (puntas de 
flecha en Fig. 35c). El porcentaje de área invadida por el patógeno au-
mentaba progresivamente (si bien el grado de colonización podía variar) 
hasta que finalmente llegaba a ocupar toda la circunferencia del tallo 
(Fig. 35d). Se constató que la invasión del xilema se daba en espiral y 
de forma centrípeta, es decir, en trayectoria curvilínea y hacía dentro 
(Fig. 35c) y, a medida que la invasión del patógeno se extendía por las 
capas más internas del tallo, su presencia en el córtex y en el floema iba 
atenuándose (Fig. 35b vs. Fig. 35d). 

II. Aspectos más concretos a nivel histológico y celular.

Durante la invasión de las capas más externas del tallo, cuya ima-
gen más ampliada puede apreciarse en la figura 36, se confirmó la 
presencia del patógeno tanto en los espacios intercelulares del parén-
quima cortical (Co en la Fig. 36a) como en las proximidades de los 
conductos resiníferos corticales (CR en la Fig. 36). Además, desde 
estadios tempranos en la infección podía observarse generalmente al 
floema completamente colapsado por la abundancia de hifas fúngicas 
que lo colonizaban (F en la Fig. 36b). 

de los radios medulares (R) de las tres cuartas partes de la sección transversal. Nótese 
cómo hay muchos grupos de traqueidas invadidos por el patógeno (punta de flecha) en 
las zonas del xilema que quedan entre la corteza y las zonas de madera de compresión 
(MC). Las zonas de MC pueden identificarse en la imagen como zonas del xilema con 
mayor auto fluorescencia. (d) Plántula que presentaba el ápice caído a los 21 ddi. Las 
hifas del patógeno se han dispersado por el xilema de prácticamente toda la sección 
transversal. Nótese la ausencia de patógeno vivo en la corteza (Co). Barras de escala: 500 
μm. Ca, zona cambial; Co, córtex; CR, conductos resiníferos; F, floema; M, médula; MC, 
madera de compresión; R, radios medulares; X, xilema. 
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Figura 36. Colonización de las 
capas más externas de Pinus 
radiata 14 días después de la 
inoculación (ddi) con Fusa-
rium circinatum. (a) En la zona 
del córtex (Co) puede observar-
se al patógeno en los espacios 
intercelulares así como alrede-
dor de un conducto resinífero 
(CR). También puede verse al 
patógeno en los conductos re-
siníferos del xilema (indicados 
con puntas de flecha) y en algún 
radio medular (R). (b) El floema 
(F) se encuentra completamente 
colapsado por las hifas del pató-
geno, que también ha coloniza-
do los radios medulares (R) así 
como los conductos resiníferos 
del xilema (punta de flecha) 
asociados a esos radios. Nótese, 
sin embargo, que en el lumen de 
los conductos resiníferos (CR) 
del parénquima cortical no hay 
presencia patógena. Barras de 
escala: 150 μm; Co, córtex; CR, 
conductos resiníferos; F, floema; 
R, radios medulares.

La infección progresaba hacia capas más internas del tallo principal-
mente a través de los radios medulares (R en la Fig. 36). Dentro ya del ci-
lindro vascular, se podía encontrar también al patógeno, además de en los 
radios medulares, en los conductos resiníferos (puntas de flecha en la Fig. 
36) y en las traqueidas más cercanas a estos focos de infección. Se observó 
cómo las hifas de F. circinatum eran capaces de atravesar las punteaduras 
de las traqueidas (flechas en Fig. 37a) generándose así pequeños grupos 
de invasión en el tejido xilemático (Fig. 37b). En estadios tempranos de 
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Figura 37. Colonización del xilema de Pinus radiata por Fusarium circinatum. (a) Fusarium cir-
cinatum pasa desde una traqueida radial (TR) a las traqueidas axiales (TA) adyacentes atravesando 
las punteaduras areoladas (flechas), 21 días después de la inoculación (ddi). (b) Grupos de traquei-
das axiales (TA) invadidas por el patógeno alrededor de un radio medular (R), 42 ddi. Barras de 
escala: (a) 25 μm; (b) 150 μm; R, radios medulares; TA, traqueidas axiales; TR, traqueidas radiales.

Figura 38. Colonización de la médula de Pinus radiata 14 días después de la inoculación 
(ddi) con Fusarium circinatum. Se muestran detalles de la Fig. 35b ampliados. (a) Fusarium 
circinatum se desarrolla inicialmente por la vía del apoplasto ocupando los espacios entre 
las células del parénquima (flechas). (b) Conidióforos ramificados (flechas) en las cavidades 
resultantes de la desintegración del tejido parenquimático de la médula. Pueden observarse 
conductos resiníferos hipertrofiados (punta de flecha) en el tejido xilemático próximo a las 
zonas colonizadas de la médula. Nótese cómo las hifas del hongo ocupan el lumen del con-
ducto resinífero señalado con un asterisco. Barras de escala: 150 μm; 
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Figura 39. Conidióforos de Fusarium circinatum en la médula de Pinus radiata. 
Las imágenes de microscopía confocal muestran secciones transversales del tallo de 
los pinos. (a) Ampliación de la Fig. 38b. Conidióforo ramificado localizado al nivel 
del punto de inoculación (PI),14 días después de la inoculación (ddi). (b) Conidió-
foro simple con polifiálides (flecha) localizado al nivel del PI, 14 (ddi). (c) Intensa 
conidiación por parte del patógeno en la médula observada a los 21 ddi en muestras 
adquiridas al nivel del PI. Nótese la brillante emisión de fluorescencia de las células 
epiteliales que bordean los conductos resiníferos (flechas) y de las pequeñas gotas 
de resina en los alrededores. (d) Conidióforos ramificados (punta de flecha) obser-
vados a los 28 ddi en muestras obtenidas al nivel del PI. (e) Micro esporodoquio 
localizado en un conidioma de fiálides uniformes 1 cm por debajo del PI, a los 42 
ddi. (f ) Conidióforo simple con mono fiálides visualizado en una muestra tomada 
3 cm por encima del PI a los 56 ddi. Barras de escala: (a) 15 μm; (b) 25 μm; (c) 200 
μm; (d) 100 μm; (e) 40 μm; (f ) 10 μm.

la infección, fue más frecuente encontrar estos pequeños grupos de tra-
queidas invadidas por el patógeno en las zonas del xilema más cercanas 
al cambium (punta de flecha en la Fig. 35b). En algunos de los cortes 
visualizados se identificaron, por la mayor auto fluorescencia de sus pa-
redes celulares, zonas de madera de compresión (MC en la Fig. 35c). Se 
encontró que los grupos de traqueidas invadidas por el patógeno se dis-
ponían normalmente en la cara externa (es decir, más cercana a la corteza) 
de esas zonas de madera de compresión (puntas de flecha en la Fig. 35c).

Una vez que el patógeno alcanzaba la médula, se observó que ini-
cialmente las hifas de F. circinatum se disponían en los espacios intercelu-
lares del parénquima, es decir, entre células parenquimáticas adyacentes 
(ver M en Fig. 35b y flechas en Fig. 38a). A medida que la colonización 
patógena progresaba, el tejido parenquimático se iba desintegrando y 
se formaban grandes huecos en los que podían apreciarse estructuras 
conidiógenas (flechas en Fig. 38b). Además, la observación de varios 
cortes realizados al nivel del PI mostró la presencia de abundantes co-
nidióforos con las fiálides orientadas hacia estas cavidades huecas a los 
14 ddi (Fig. 39a,b), a los 21 ddi (Fig. 39c) e incluso, aunque en menor 
proporción, a los 28 ddi (Fig. 39d). 
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2.3.2. Progresión vertical de la colonización del tallo.

En base a las observaciones realizadas con el microscopio confocal 
de las secciones transversales obtenidas a lo largo del eje longitudinal del 
tallo, se estudió el modo en que el patógeno colonizaba los tejidos que 
quedaban por encima o por debajo del PI. Se comprobó que F. circina-
tum seguía un patrón de colonización muy similar en todas las plantas 
visualizadas, aunque se advirtieron algunas diferencias en el grado de 
colonización. 

Las hifas de F. circinatum eran capaces de crecer tanto hacía arriba 
como hacia abajo, desde la pequeña herida practicada durante la ino-
culación, por las capas más externas del tallo: la corteza, y la zona que 
comprende el cambium y el floema. Pero además, se visualizó al pató-
geno en el tejido medular de cortes realizados 1 cm por encima y por 
debajo del PI a los 14 ddi (Fig. 40). Este hecho parece indicar que F. 
circinatum, tras alcanzar relativamente temprano el tejido más interno 
del tallo, es capaz de colonizar estratos superiores e inferiores del tallo a 
través de su desarrollo por la médula del pino. En cuanto a la expansión 
vertical de la infección por el cilindro vascular, merece la pena destacar 
el papel fundamental que adquirió el sistema interconectado de células 
parenquimáticas (constituido por los radios medulares y por el epitelio 
de los conductos resiníferos). Así lo corrobora el hecho de que, durante 
el análisis microscópico de muestras de tejido asintomático obtenidas 
de zonas alejadas del PI, era habitual encontrar hifas del patógeno úni-
camente en la proximidad de algunos conductos resiníferos, mientras 
que el resto del corte aparecía libre de presencia patógena (Fig. 41a). 

A los 14 ddi, la infección se había extendido unos 2 cm alrededor 
de la zona de la inoculación. Así, se detectó la presencia del patógeno 
en el 80% de las muestras adquiridas 1 cm por encima y por debajo 
del PI. Cabe destacar que la colonización por parte del patógeno era 
más intensa en las muestras correspondientes a la zona situada por 
encima del PI (en las que el patógeno se encontraba principalmente 
en las células parenquimáticas, tanto las de la médula como las del 
cilindro vascular) que en las muestras situadas por debajo del PI. 
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Figura 40. Distribución polarizada 
de la presencia de Fusarium circina-
tum en el xilema de Pinus radiata así 
como de los conductos resiníferos 
afectados por la infección. Las imá-
genes de microscopía confocal mues-
tran secciones transversales del tallo 
provenientes de la misma planta, 14 
días después de la inoculación (ddi), 
realizadas a diferentes alturas: (a) +1 
cm por encima del punto de inocu-
lación (PI), (b) al nivel de la inocula-
ción, y (c) 1 cm por debajo del PI. Los 
asteriscos indican posiciones, en el eje 
longitudinal, equivalentes en las tres 
imágenes y se han señalado con flechas 
algunos conductos resiníferos. Nótese 
cómo una parte de la sección está am-
pliamente colonizada por el patógeno, 
mientras que la otra parte se encuentra 
libre de él. Se observa que la distribu-
ción de los conductos resiníferos acti-
vos está polarizada en relación a la pre-
sencia del patógeno. Se entiende como 
conducto resinífero activo aquel cuyas 
células epiteliales están hipertrofiadas 
y, como resultado de la producción de 
resina, emiten una intensa fluorescen-
cia amarilla (en torno a los 530-600 
nm) cuando se excita la muestra con 
luz azul (488 nm). Barras de escala: 
500 μm; M, médula.
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Figura 41. Progresión vertical de Fusarium circinatum a lo largo del tallo de Pinus 
radiata. En la imagen central se muestra una pieza de tallo en la que se aprecia la necro-
sis desarrollada en sus tejidos 42 días después de la inoculación con el patógeno y de la 
cual se tomaron distintos cortes transversales que se muestran en las microfotografías 
que la rodean. (a) 3 cm por encima del punto de inoculación (PI). Puede observarse 
al patógeno únicamente alrededor de dos conductos resiníferos (flechas) en el xilema. 
(b) 2 cm por encima del PI. La mayor cantidad de micelio patógeno se localiza en el 
parénquima cortical (Co) y en los tejidos en torno al cambium (Ca), aunque también 
pueden apreciarse bastantes hifas dispersas por el cilindro vascular. Las flechas señalan 
varios conductos resiníferos traumáticos en diferentes estadios de formación, que se en-
cuentran dispuestos en fila y orientados en paralelo al cambium, únicamente en aquellas 
zonas colonizadas por el patógeno. Nótese que en las zonas libres de patógeno (indicada 
con un asterisco) no hay conductos resiníferos traumáticos. (c) 1 cm por encima del PI. 
La médula (M) y el xilema (X) aparecen  intensamente colonizados por F. circinatum. 
Una extensa fila de conductos resiníferos traumáticos (flechas), localizados en las proxi-
midades del cambium (Ca), se encuentran bordeando casi todo el perímetro del tallo. 
Nótese que el lumen de algunos conductos resiníferos está ocupado por el patógeno 
(asteriscos). (d) Nivel de la inoculación. Se observan grandes cavidades en zonas del 
parénquima medular (M), del parénquima cortical (Co) y del cambium (Ca). Nótese 
los numerosos conductos resiníferos presentes que se localizan en el xilema  bordeando 
la médula (algunos de ellos se han indicado con flechas). (e) 1 cm por debajo del PI. El 
patógeno se encuentra principalmente en el parénquima medular (M) y en los tejidos 
en torno al cambium (Ca) donde pueden observarse grandes cavidades. Nótese la abun-
dancia de conductos resiníferos que se encuentran bordeando la médula (algunos de 
ellos se han indicado con flechas). La punta de flecha en la imagen indica una zona en 
el xilema donde las hifas del hongo están  situadas de tal modo que, vistas en conjunto, 
forman un arco. (f) 2 cm por debajo del PI. El patógeno ha colonizado por completo la 
médula (M). Las dos puntas de flecha en la imagen señalan dos zonas donde las hifas 
del hongo están dispuestas en forma de arco, como si formaran parte de un incompleto 
anillo en el xilema. (g) 3 cm por debajo del PI. El patógeno se encuentra principalmen-
te en el parénquima cortical (Co) y medular (M) y en la zona cambial, donde pueden 
apreciarse varios conductos resiníferos traumáticos todavía en formación (indicados 
con flechas). Nótese que hay hifas del patógeno rodeando dichos conductos. También 
en la zona cambial, pero en el lado opuesto del corte (indicado con una punta de flecha) 
pueden apreciarse grandes cavidades junto con hifas patógenas. El lumen de algunos 
conductos resiníferos dispersos por el xilema se encuentra relleno de tilosoides (aste-
riscos). Barras de escala: (a) 300 μm; (b-g) 600 μm. Ca, zona cambial; Co, corteza; M, 
médula; PI, punto de inoculación.
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A los 21 ddi, el patógeno fue detectado en el 60% de las muestras ana-
lizadas 2 cm por encima del PI, y en el 40% de las muestras tomadas 2 
cm por debajo del PI. Se registró una proporción similar a los 28 ddi, 
pero en este caso el patrón de colonización de la médula mostró ciertas 
diferencias con respecto al modo en que había sido colonizada la mé-
dula hasta ese momento. Así, mientras que ninguna de las muestras co-
rrespondientes a 2 cm por encima del PI mostró presencia fúngica en la 
médula, en todas aquellas muestras correspondientes a 2 cm por debajo 
del PI en las que se detecto al patógeno se observó cómo este sí había 
colonizado la médula. En estadios posteriores a los 28 ddi, la presencia 
del patógeno en la médula también se detectó predominantemente por 
debajo del PI (comparar Fig. 41a,b vs. Fig. 41f,g). Además, en aquellas 
muestras en las que la médula estaba libre de presencia patógena, el 
hongo sí que aparecía en el córtex y en el xilema, lo que indicaba que la 
invasión de la médula a lo largo del tallo ocurría de forma más lenta que 
la colonización a través de los otros tejidos del tallo.

La colonización vertical del tallo a través del tejido xilemático tam-
bién mostró un patrón diferente dependiendo de si la progresión de la 
infección desde el PI era hacia arriba o hacia abajo. Este contraste se 
hizo especialmente llamativo en los estadios avanzados de la infección. 
Así, en las muestras correspondientes a las zonas situadas por encima 
del PI se percibió al patógeno desperdigado por el cilindro vascular, 
distribuido de un modo disperso en las traqueidas y en el lumen de los 
conductos resiníferos (Fig. 41b,c). Sin embargo, en las muestras corres-
pondientes a las zonas situadas por debajo del PI, las hifas del patógeno 
se encontraban agrupadas en el interior de varias traqueidas cuya dispo-
sición, vista en conjunto, parecía dibujar un arco o un anillo incompleto 
en el xilema (puntas de flecha en Fig. 41e,f ).

La colonización vertical del tallo del pino por F. circinatum se man-
tuvo activa hasta los estadios finales del proceso de infección. Así, tanto 
a los 42 como a los 56 ddi, se encontraron células conidiógenas en el te-
jido medular de muestras de tallo procedentes tanto de la zona superior 
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como de la inferior al PI (Fig. 39e,f ). Además, a los 42 ddi, en el 60% 
de las muestras analizadas el patógeno ya había invadido los tejidos si-
tuados a 3 cm del PI, tanto hacia arriba como hacia abajo. Dos semanas 
más tarde, a los 56 ddi, la infección llegó hasta ±3 cm del PI en el 100% 
de las muestras visualizadas.

2.3.3. Alteración de los conductos resiníferos.

A nivel anatómico, la diferencia más pronunciada entre las plantas 
inoculadas con el patógeno y las plantas control se dio en el número y 
morfología de los conductos resiníferos. En los tejidos infectados, las 
células epiteliales que revisten los conductos resiníferos eran mayores 
que las observadas en los conductos resiníferos de los tallos control no 
infectados (Fig. 42a vs. Fig. 42b). Destacaba además, la intensa auto 
fluorescencia amarilla (530–600 nm) que emitía el epitelio secretor de 
los canales resiníferos al excitar la muestra con luz azul (488 nm). 

Figura 42. Conductos resiníferos de Pinus radiata. (a) La imagen muestra un conduc-
to resinífero (CR) en el xilema invadido por Fusarium circinatum, 14 días después de la 
inoculación (ddi). Nótese la intensa fluorescencia amarilla (530-600 nm) emitida por las 
células epiteliales (flechas) del CR al excitar la muestra con luz azul (488 nm). (b) CR en el 
xilema de una planta control 14 ddi simulada con agua. Barras de escala: 50 μm; CE, célula 
epitelial de los conductos resiníferos.
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Aquellos conductos resiníferos de células epiteliales hipertrofiadas 
que emitían la citada señal de fluorescencia, como el representado en la 
Fig. 42(a), fueron considerados conductos resiníferos activados [véanse: 
puntas de flecha en Fig. 38(b); flechas en Fig. 39(c); flechas en Fig. 40; 
flechas en Fig. 41(a-e)]. Esta fluorescencia probablemente se debiera a 
la síntesis de nueva resina. En este sentido, merece la pena destacar la 
brillante fluorescencia detectada tanto en el interior de varios conductos 
resiníferos como en la zona de reacción contigua al rastro de una acícula 
(traza foliar), que se muestra en la Fig. 43. 

Figura 43. Traza foliar de Pinus radiata. La imagen es una ampliación de la Fig. 41(b) 
que muestra la sección longitudinal del rastro de una acícula cuyas traqueidas han sido 
invadidas por Fusarium circinatum (punta de flecha). Nótese la intensa fluorescencia 
amarilla tanto en el interior de los conductos resiníferos (flechas) como en el tejido cor-
tical (Co) colonizado por el patógeno. Barras de escala: 300 μm; Co, córtex. 

En ocasiones, también se observó el lumen de algún conducto 
resinífero obstruido por tilosoides formadas por el sobre crecimiento 
de las células epiteliales hipertrofiadas (asteriscos en Fig. 41g).
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Las variaciones encontradas en cuanto a la morfología de los con-
ductos resiníferos en las plantas inoculadas con el patógeno frente a 
las plantas control, se hallaron igualmente al examinar, dentro de una 
misma planta, zonas que habían sido colonizadas por F. circinatum con 
respecto a zonas no colonizadas. Así, en todas las muestras procedentes 
de plantas inoculadas con el patógeno, se advirtió que la distribución 
de los conductos resiníferos activados estaba polarizada en función de la 
presencia o ausencia del patógeno (Figs 35b, 40). 

Frecuentemente, podían encontrarse hifas fúngicas situadas muy 
cerca de las células epiteliales o incluso en el lumen de los conductos 
resiníferos (Fig. 42a), tanto en estadios tempranos (Figs. 35b, asterisco 
en 38b) como en los estadios finales de la infección (flechas en Fig. 41a; 

asteriscos en Fig. 41c). Vale la 
pena señalar, sin embargo, que el 
patógeno en ningún caso mostró 
tan alta afinidad por los conduc-
tos resiníferos corticales. De tal 
forma que, aunque sí se encon-
traron hifas fúngicas alrededor 
de los conductos resiníferos cor-
ticales, raramente se observaron 
en su lumen (CR en Figs. 36a,b, 
44). 

Además, se detectaron tam-
bién desigualdades en cuanto a 
la cantidad de conductos resiní-
feros en las plantas control frente 
a las plantas inoculadas con el 
patógeno. Esta diferencia se hizo 

más notoria en estadios avanzados de la infección. Así, a los 42 ddi, 
mientras los tallos de las plantas control presentaban solo unos pocos 

Figura 44. Conducto resinífero cortical de 
Pinus radiata 21 días después de la inocu-
lación del tallo con Fusarium circinatum. 
Pueden observarse hifas del patógeno alre-
dedor del conducto, pero no por dentro del 
mismo. Barra de escala: 50 μm.
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conductos resiníferos (Fig. 45), los tallos de las plantas inoculadas 
con F. circinatum presentaban varios conductos resiníferos de tipo 
traumático normalmente dispuestos en fila en la zona del cambium y 
estrechamente vinculados a zonas en las que el patógeno estaba presente 
(flechas en Fig. 41b,c,g). 

Figura 45. Plantas control de Pinus radiata. Las imágenes de microscopía confocal 
muestran secciones transversales del tallo de los pinos a los 42 días después de la inocula-
ción con agua. Se han señalado con flechas los conductos resiníferos. (a) Se observa que 
hay un menor número de conductos resiníferos que en las plantas inoculadas con el pató-
geno. Nótese además que los conductos resiníferos no se aprecian activos. (b) La flecha en 
la imagen señala un conducto resinífero en el xilema sin que se aprecie el ensanchamiento 
o hipertrofia de sus células epiteliales. Barras de escala: (a) 500 μm; (b) 100 μm. M, médu-
la; XS, xilema secundario.

Los conductos resiníferos traumáticos se formaron principalmente 
en la zona cambial (Fig. 46a), pero también en zonas más internas del 
xilema, siempre en asociación con el parénquima de los radios medula-
res (Fig. 46b). Se llegaron a distinguir diferentes estadios en la forma-
ción de los canales resiníferos traumáticos. Los conductos resiníferos 
inmaduros se apreciaron como agregaciones de células madre del xilema 
con forma hinchada o redondeada (nótese la flecha de la derecha en la 
Fig. 46a). 

En la zona cambial, se observaron frecuentemente hifas del patóge-
no junto a los conductos resiníferos todavía inmaduros y, también, en 
torno a grandes espacios o huecos (Fig. 41c,d,e,g y flechas en Fig. 46c). 
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Figura 46. Conductos resiníferos traumáticos en Pinus radiata tras 
la inoculación con Fusarium circinatum. (a) Tres conductos resinífe-
ros (CRs) traumáticos (señalados con tres flechas), todavía inmaduros, 
en fase de desarrollo y dispuestos en fila en la zona cambial a los 14 días 
después de la inoculación (ddi). (b) CRs traumáticos (flechas), localiza-
dos en la zona del xilema más cercana a la médula (M), cuya formación 
está asociada al parénquima de los radios medulares (R), 42 ddi. (c) La 
imagen muestra las cavidades resultantes de la desintegración de varios 
CRs traumáticos (flechas) en la zona cambial a los 28 días después de 
la inoculación con F. circinatum. Barras de escala: 100 μm. Ca, zona 
cambial; M, médula; R, radio medular.
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Presumiblemente esos huecos encontrados en la zona cambial fueran 
producidos por la disgregación del tejido tras la colonización de los con-
ductos resiníferos por el patógeno. 

El análisis detallado de las imágenes obtenidas reveló que, a pesar 
del ataque patógeno a los canales resiníferos, el número total de con-
ductos resiníferos en el xilema (suma de constitutivos más traumáticos) 
de las plantas inoculadas con el patógeno se fue incrementando pro-
gresivamente a lo largo del ensayo, siendo significativas las diferencias 
encontradas a los 14 y 42 ddi. Por el contrario, la densidad total de 
conductos resiníferos en las plantas control (heridas pero no inoculadas 
con el patógeno) permaneció estable durante todo el ensayo (Fig. 47)

Figura 47. Variación en la densidad media de conductos resiníferos (CR) presentes en 
el xilema de Pinus radiata tras la inoculación con Fusarium circinatum. Se calculó el 
número de CRs (constitutivos más traumáticos) presentes en un cuarto de cada sección 
transversal analizada y el conteo total se relacionó con el área de xilema de ese cuarto de 
sección. Las secciones transversales fueron tomadas de la porción de tallo entre +3 cm y -3 
cm en torno al punto de inoculación. Se evaluaron de 3 a 5 secciones transversales de tallo 
por planta. Las barras de error son la desviación estándar basada en los resultados obtenidos 
en 5 plantas diferentes. ANOVA: g.l.=13; F= 32,14; P< 0,001. Distintas letras encima de las 
barras de error indican diferencias significativas según el test de Tukey (P < 0,05).
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3. Caracterización del proceso de infección de 
 Fusarium circinatum tras la inoculación del 
 sustrato de crecimiento de Pinus radiata

Con el fin de analizar los mecanismos mediante los cuales F. cir-
cinatum es capaz de infectar la planta via raíz, se inoculó, con micelio 
vegetativo, el sustrato de crecimiento de plántulas de P. radiata. Los 
eventos posteriores a la inoculación se estudiaron a nivel macroscópico, 
mediante la valoración visual de la progresión en que aparecen los sín-
tomas de la enfermedad, y a nivel histológico, por observación directa 
al microscopio confocal de la interacción entre la planta y la estirpe 
patógena que expresa el gen de la sgfp. Además, dado que en caso de 
producirse la infección lo haría a través del sistema radicular de los pi-
nos, se analizó también el estado de las raíces al finalizar los ensayos de 
infección. Los resultados de este apartado han sido recientemente publi-
cados (Martín-Rodrigues y cols., 2015). 

3.1. Síntomas visibles de la enfermedad en 
         la parte aérea de las plantas. 

Para evaluar la incidencia de los síntomas de enfermedad a lo largo del 
tiempo, se realizaron dos ensayos de infección independientes según lo descri-
to en la sección 9.2 de “Materiales y Métodos”. En cada ensayo se inoculó con 
la estirpe transformada de F. circinatum Fc-GFP1 el sustrato de crecimiento 
de 12 plántulas, las cuales en el momento de la inoculación tenían 9 meses 
de edad. Además, en cada ensayo se tomaron otras 6 plantas como control 
negativo, a las cuales se practicó una inoculación simulada (sin el patógeno). 

Un mes antes de la inoculación se midió la altura y el diámetro del 
tallo de los pinos y se constató su crecimiento homogéneo, caracteriza-
do por una altura media (±desviación estándar) de 44,5 ± 0,7 cm y un 
diámetro de 4,6 ± 0,1 mm.
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Figura 48. Evolución temporal de la incidencia de los síntomas de enfermedad que 
se apreciaron visualmente en la parte aérea de plántulas de Pinus radiata cuyo sus-
trato de crecimiento había sido inoculado con micelio vegetativo de Fusarium cir-
cinatum. Se calculó el porcentaje de plántulas (panel superior), de un total de 24, que 
exhibieron los distintos síntomas de la enfermedad y que fueron clasificados según una 
escala de severidad de 1 a 4 (panel inferior). En dicha escala el valor 1 indica que la 
planta estaba sana (a); 2 indica clorosis o marchitamiento de las acículas (b); 3 indica la 
caída del ápice caulinar de la planta (c); y 4 indica que el follaje de la planta estaba rojo 
y muerto (d).  Distintas letras encima de las barras implican diferencias significativas 
entre semanas en cuanto a la incidencia de los síntomas según el modelo lineal general: 
g.l. = 24; F = 82,99; P <0,0001 para ANOVA de medidas repetidas. Las comparaciones 
de pares se hicieron sobre las medias marginales estimadas (P <0,05).
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Durante casi la totalidad del primer mes después de la inoculación, 
todas las plántulas de los ensayos parecían sanas, sin que se apreciaran 
síntomas de la enfermedad (Fig. 48). Los primeros síntomas se ma-
nifestaron a los 28 ddi y estos fueron el decaimiento y decoloración 
de las acículas, que pasaron de ser turgentes y de color verde a laxas y 
amarillentas. Dos semanas más tarde, a los 42 ddi, se apreció por pri-
mera vez en un 8% de las plantas la caída del brote apical, de tal modo 
que este quedaba apuntando hacia abajo. La incidencia de este síntoma 
llegó a alcanzar su máximo (con el 44% de las plantas afectadas) a los 
56 ddi. Es importante destacar que, en todos los pinos que alcanzaron 
esta etapa, sus acículas pasaron de color amarillento a marrón rojizo y 
su brote terminal finalmente acabó por secarse y morir. Al finalizar el 
ensayo de patogenicidad, a los 84 ddi, tan sólo el 15% de las plántulas 
había sobrevivido.

3.2. Evaluación histológica de la interacción planta-patógeno.

La evaluación del proceso de infección a nivel histológico se realizó me-
diante la observación al microscopio confocal de muestras de tejido vegetal 
obtenidas en diferentes tiempos desde el momento de la inoculación (7, 14, 
28, 42, 56 y 84 ddi) con la estirpe transformada de F. circinatum Fc-GFP1. 

Para tal fin, se llevaron a cabo 2 ensayos de infección independien-
tes con plántulas de P. radiata de 9 meses de edad. En cada uno de los 
ensayos, y por cada tiempo de estudio, se seleccionaron al azar 3 plantas 
cuyo sustrato de crecimiento se había inoculado con la estirpe Fc-GFP1 
(Fig. 18), más una planta control. Se muestrearon y procesaron para la 
observación microscópica un total de 48 plantas [(3 plantas inoculadas 
con el patógeno + 1 plantas control) x (6 tiempos de estudio) x (2 ensa-
yos de infección independientes)].

De cada uno de los pinos usados en el estudio, se tomaron diferen-
tes tipos de muestras: 3 raicillas laterales, 1 sección transversal de la raíz 
principal, 1 sección transversal del cuello de raíz, y 3 secciones transver-
sales del tallo a 1, 3 y 5 cm por encima del nivel del sustrato. 
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Figura 49. Análisis de la rizosfera y de las raíces de Pinus radiata, tras la ino-
culación del sustrato de crecimiento de las plantas con una cepa de Fusarium 
circinatum que expresa en su citoplasma la proteína verde fluorescente (GFP). (a) 
Raíz (R) cubierta de partículas de turba, constituida por hojas de Sphagnum (Sp), 7 
días después de la inoculación (ddi). Nótese la evidente continuidad en el crecimien-
to de algunas hifas entre las partículas del suelo y la superficie de la raíz (indicado 
con flechas). (b) Las hifas, conidios y conidióforos (flechas) están dentro de las cé-
lulas hialinas de las hojas de Sphagnum, 7 ddi. (c) Aumento de la sección marcada 
con un cuadro en la Fig. 49(a). Se observan abundantes microconidios atrapados en 
una única célula hialina (flecha). (d) Se muestra el denso crecimiento micelial y los 
abundantes microconidios desarrollados sobre la turba Sphagnum (Sp), 14 ddi. (e) 
Ampliación de la sección marcada en la Fig. 49(d) donde se observan un conidióforo 
ramificado (punta de flecha) y un cordón micelial (flecha) de F. circinatum. Barras: 
(a, d) 100 µm; (b, c, e) 25 µm. R, raíz; Sp, Sphagnum.
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3.2.1. Llegada del inóculo al sistema radicular de la planta.

Transcurridos 7 y 14 días desde la inoculación, se analizaron 
las partículas de sustrato, constituido fundamentalmente por hojas 
de Sphagnum sp. muertas, que quedaron adheridas a las raicillas de 
P. radiata. El análisis mostró, ya desde la primera visualización (7ddi), 
la presencia de micelio patógeno activo, es decir, en fase de desarrollo 
sobre dicho sustrato (Fig. 49a). Es especialmente llamativo el hecho 
de que dentro de las células hialinas de las hojas de Sphagnum, que 
están vacías de protoplasma, era frecuente encontrar hifas esporulantes 
del patógeno (flechas en Fig. 49b), así como abundantes microconidios 
llenando estas cavidades (Fig. 49c). A los 14 ddi, se detectó un mayor 
número de microconidios de F. circinatum en la rizosfera (Fig. 49d), 
así como conidióforos ramificados sobre las partículas de turba (punta 
de flecha en la Fig. 49e). En esta fase, lo más destacable  es la presencia 
de cordones miceliales formados por unas pocas hifas de F. circinatum 
compactamente agrupadas en paralelo (flecha en la Fig. 49e). Algunos 
de estos cordones se encontraban conectando varias partículas de 
sustrato (Fig. 49d), mientras que otros conectaban el sustrato con la 
superficie de las raicillas (Fig. 49a). 

3.2.2. Adhesión a la raíz de la planta huésped.

A lo largo del ensayo de infección se advirtió que el grado de fija-
ción de F. circinatum a la superficie radicular fue in crescendo desde el 
establecimiento inicial de la interacción hasta los estadios finales de la 
infección, en los que dejaron de observarse estructuras metabólicamente 
activas del patógeno asociadas a la raíz. 

A los 7 ddi se detectó que, en aproximadamente el 65% de las 
muestras analizadas, F. circinatum ya había alcanzado la superficie ra-
dicular del pino aunque el grado de unión entre ambos organismos to-
davía era laxo. En estas primeras muestras, los cordones miceliales de 
F. circinatum aparecían asociados de una forma un tanto holgada a la 
superficie de las raicillas (Figs. 49a y flechas en 50a). Sin embargo, una 
semana más tarde (14 ddi) las hifas aparecían adheridas a la superficie 
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Figura 50.  Estadios iniciales en la colonización de la superficie radical de Pinus ra-
diata por Fusarium circinatum. (a) Raicilla de pino cubierta por las hifas del patógeno. 
Se observan cordones miceliales adheridos de forma holgada a la superficie radicular (fle-
chas), 7 días después de la inoculación (ddi) del sustrato de crecimiento de las plantas. (b) 
A los 14 ddi, la adhesión del patógeno a la superficie de la raíz es mayor. Se observan hifas 
entrelazadas con los pelos de la raíz (PR), algunas hifas corredoras sobre la superficie radi-
cal (indicadas con flechas) y abundantes microconidios. (c) Distintas estructuras fúngicas 
asociadas a la superficie de una misma raíz, 14 ddi: un cordón micelial (punta de flecha), 
varias hifas corredoras extracelulares (flechas) y un conidióforo anclado al punto de emer-
gencia de una raicilla lateral (asterisco). Barras de escala: 100 µm. PR, pelos radiculares.
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Figura 51. Estructuras relacionadas con la reproducción asexual de 
Fusarium circinatum en la superficie de las raíces de Pinus radiata. (a) 
Abundantes microconidios de F. circinatum entremezclados con los pelos 
radiculares (PR) de P. radiata, 28 días después de la inoculación (ddi) del 
sustrato de crecimiento de las plantas. Los PR ofrecen al patógeno una 
mayor superficie de fijación al hospedador. (b) Hay numerosos conidió-
foros ramificados (flechas), anclados a la raíz, cuyas fiálides están orienta-
das hacia la rizosfera, 42 ddi. Nótese como, las hifas patógenas, dispuestas 
en paralelo, han crecido siguiendo el eje principal de la raíz. (c) Detalle de 
un conidióforo ramificado, 42 ddi. Se producen nuevos conidios sobre el 
tejido infectado. (d) Microconidios germinando en la superficie radical, 
42 ddi. Barras de escala: (a, b) 100 µm; (c, d) 20 µm. PR, pelos radiculares.

radical, en concreto, se observaron hifas corredoras (runner hyphae) dis-
puestas a lo largo de las depresiones que se forman entre células epidér-
micas adyacentes (flechas en Fig. 50c); además, se pudieron apreciar co-
nidióforos anclados a las zonas de emergencia de nuevas raíces laterales 
(asterisco en Fig. 50c) y también el extremo final de un cordón micelial 
hinchado ofreciendo el aspecto de un órgano de fijación que recordaba 
a un apresorio (punta de flecha en Fig. 50c). 
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A partir de los 14 ddi, el número de microconidios visualizados 
en la rizosfera se vio incrementado en gran medida (Figs. 49a y 50a vs. 
Figs. 49d y 50b,c). El aumento en el número de conidios fue parejo 
al aumento en el número de conidióforos observados, registrándose la 
mayor producción en torno a los 28-42 ddi. Es de destacar la presencia 
de abundantes conidios atrapados entre los pelos radiculares de raíces 
que no presentaban claros síntomas de infección (Fig. 51a), así como 
abundantes conidióforos fuertemente anclados a la capa epidérmica en 
raíces densamente colonizadas por el patógeno (Fig. 51b,c). A pesar de 
su abundancia, rara vez se encontraron microconidios germinando so-
bre la superficie radical (Fig. 51d). Hacía el final del ensayo (a los 56 y 
84 ddi) las raíces examinadas manifestaron claros síntomas de necrosis, 
pero no se apreciaron en su superficie estructuras fúngicas que expresa-
ran la fluorescencia de la GFP (Fig. 52). 

Figura 52. Raíz necrótica de Pinus 
radiata. En la superficie de esta raicilla, 
muestreada 56 días después de la inocu-
lación con la cepa transformada de Fu-
sarium circinatum que expresa el gen 
de la proteína verde fluorescente (GFP), 
no se aprecia ninguna estructura fúngica 
metabólicamente activa. Barra de escala: 
100 µm.

3.2.3. Penetración y colonización de la raíz.

Antes de que el patógeno pueda penetrar y colonizar a la plan-
ta huésped, debe unirse a su superficie. En este sentido, los cordones 
miceliales al alcanzar las raíces de los pinos se desestructuraban de tal 
forma que las hifas que lo constituyen crecían hacia la superficie radical 
(flechas en la Fig.53a). Una vez allí, las hifas desarrollaban alteraciones 
morfológicas que parecían constituir el mecanismo de penetración. Así, 
la penetración directa en las células epidérmicas de la raíz podría ocurrir 
por medio de hifas más finas, de menor diámetro (flecha en Fig. 53c), 
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Figura 53. Fenómenos relacionados con la penetración de Fusarium circinatum en las 
raíces de Pinus radiata, 14 días después de su inoculación en el sustrato de crecimiento 
de las plantas. (a) La imagen muestra una ampliación de la sección marcada en la Fig. 
50(c) y permite distinguir cómo desde el ápice hinchado de un cordón micelial surgen 
hifas más delgadas que crecen hacia la superficie de la raíz (flechas). (b) La flecha señala 
el extremo abultado de la corta ramificación de una hifa observada en la capa epidérmica. 
(c) Se observan hifas con diferentes formas y diámetros en la epidermis de la raíz. Las fle-
chas indican hifas finas que probablemente surjan de la base de las estructuras hinchadas 
que se observan en las hifas bulbosas (punta de flecha). Barras de escala: 30 µm.
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que emergían desde hifas bulbosas (punta de flecha en Fig. 53c). En 
el punto de penetración se encontraron estructuras que se asemejaban 
mucho a un hifopodio (Fig. 53b), si entendemos como tal al extremo 
abultado de una pequeña ramificación en la hifa. Por otro lado, la 
penetración al interior de la raíz también parecía ocurrir a través 
de los pelos radiculares puesto que, en las primeras etapas de la 
infección, se encontraron microconidios íntimamente unidos a los 
pelos radiculares (Fig. 54a) e hifas creciendo alrededor y dentro de 
ellos (Fig. 54b,c).

Figura 54. Penetración de Fusarium circinatum en las raíces de Pinus radiata, a 
través de los pelos radiculares, 14 días después de su inoculación en el sustrato de 
crecimiento de las plantas. (a) Esta imagen es el resultado de la proyección ortogonal 
de 70 secciones ópticas del plano XY adquiridas en serie a lo largo 25 µm en el eje 
Z. Por debajo y a la derecha de la imagen central está representada la proyección de 
los planos XZ e YZ respectivamente, lo cual permite la visualización del grosor de la 
muestra. Puede comprobarse que los microconidios están estrechamente adheridos a 
los pelos radiculares. (b) La flecha señala una hifa de F. circinatum creciendo por den-
tro y a lo largo de un pelo radicular. (c) La imagen exhibe la sección transversal óptica 
de tres pelos radiculares, uno de ellos completamente lleno por micelio del patógeno. 
Barras de escala: 30 µm.

Fusarium circinatum fue capaz de crecer y multiplicarse dentro de 
las raíces infectadas. La observación microscópica de raíces con signos 
macroscópicos de infección fúngica, es decir en una etapa avanzada de 
la infección a los 28 ddi (Fig. 55a), reveló que el patógeno se había ex-
tendido con éxito por todos los tejidos de la raíz (Fig. 55b,c). 
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Figura 55. Colonización de la raíz de Pinus radiata por Fusarium circinatum. (a) Vista 
macroscópica del interior de una raíz lateral en una etapa avanzada de la infección, recogida a 
los 28 días después de la inoculación (ddi). (b,c) Representan la sección marcada en la figura 
55a. La imagen (b) muestra la proyección en el plano XY de 40 secciones ópticas adquiridas 
con un intervalo-Z de 2 µm (~ 80 µm de dimensión Z) y presenta, en verde, la fluorescencia de 
la proteína verde fluorescente (GFP) y, en rojo, el canal donde se registró la auto fluorescencia 
de los tejidos vegetales. Se pueden observar hifas del patógeno dispuestas en paralelo (flecha) 
a lo largo del eje principal del cilindro vascular (CV) y también hifas, sin ninguna orientación 
particular (asterisco), ocupando el parénquima que envuelve el cilindro vascular. La imagen 
(c) es la proyección en el plano XY de las 15 secciones ópticas más externas (30 µm de grosor) 
correspondientes a la misma serie que se representa en la figura 55b. En este caso se muestra 
en verde la fluorescencia verde de la GFP superpuesta al canal de luz transmitida. Aquí se 
pueden apreciar, por un lado, los engrosamientos helicoidales en las paredes de las traqueidas 
(señalado con una flecha) del cilindro vascular y, por otro lado, la presencia en el córtex (Co) 
de micelio patógeno intercelular (indicado con una punta de flecha). Barras de escala: 150 µm; 
Co, córtex; CV, cilindro vascular.
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Figura 56. Invasión del tejido vascular de la raíz de Pinus radiata por Fusarium circi-
natum. (a) Los macroconidios llenan el lumen de las traqueidas en una raicilla a los 28 
días después de la inoculación (ddi) del sustrato de crecimiento de las plantas. (b) Vista 
general del cilindro vascular de una raicilla. Las flechas indican algunos grupos dispersos 
de microconidios localizados en el interior de las traqueidas a los 28 ddi. (c) Ampliación 
del cuadro marcado en la figura 56b que muestra la disección óptica de varias traqueidas 
axiales en su eje longitudinal. En el interior de una traqueida se ve un grupo de microconi-
dios agrupados hacia el cabo o extremo puntiagudo de la misma. Nótense las punteaduras 
que comunican las traqueidas por sus paredes radiales. (d) La flecha indica el tubo germi-
nal de un microconidio dentro de una traqueida en la raíz a los 28 ddi. La punta de flecha 
señala una hifa individual dispuesta linealmente en la que se aprecian pronunciadas cons-
tricciones. (e) La imagen muestra la sección óptica longitudinal de un grupo de traqueidas 
en una raicilla a los 56 ddi. En el interior de una de las traqueidas puede apreciarse un 
macroconidio germinando. Nótese que el contenido citoplasmático (en verde, debido a la 
acumulación de la GFP) del macroconidio está siendo traspasado a la traqueida lindante 
a través de una punteadura (flecha). (f) Corte transversal del cuello de la raíz de un pino a 
los 42 ddi. Se puede observar el interior de una traqueida repleta de esporas del patógeno. 
Barras de escala: (a, c, d) 20 µm; (b) 150 µm;  (h, i) 10 µm.

En el córtex de la raíz, se detectaron hifas del patógeno a lo largo 
de los espacios intercelulares (punta de flecha en la Fig. 55c) del tejido 
parenquimático, pero también se observó la presencia de abundante 
micelio desorganizado en el parénquima (asterisco en la Fig. 55b,c). 
Sin embargo, la zona de la raíz donde se registró la mayor cantidad de 
micelio patógeno fue el cilindro vascular (flecha en la Fig. 55b), llegán-
dose incluso al colapso de las traqueidas, taponadas tanto con micelio 
como con esporas (micro y macroconidios) del hongo (Fig. 56a). Es 
de destacar que, en aquellas raíces que presentaban un menor grado de 
infección (Fig. 56b-d), también se descubrieron dentro de las traquei-
das tanto hifas como esporas de F. circinatum, aisladas o en pequeños 
grupos. Por ejemplo, se visualizaron varios grupos de microconidios sin 
presencia de micelio en las proximidades (flechas en la Fig. 56b). A 
veces, esos microconidios aparecían estancados en el extremo truncado 
de las traqueidas (Fig. 56c). Se llegó incluso a distinguir claramente mi-
croconidios en proceso de germinación (flecha en la Fig. 56d), e incluso 
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Figura 57. Representación esquemática de la secuencia temporal en que se detecta, en 
las distintas regiones del cuerpo de Pinus radiata, a la cepa de Fusarium circinatum 
que expresa la proteína verde fluorescente (GFP). El patrón general de la invasión de 
la planta está basado en la visualización mediante microscopía láser confocal de distintas 
secciones de tejido vegetal efectuadas a lo largo del proceso de infección. La presencia/
ausencia de patógeno metabólicamente activo (que expresa la GFP) en cada una de las 
muestras de la planta examinadas: raicillas laterales (raicillas), raíz principal (raíz ppal.), 
cuello de raíz (cuello) y secciones transversales del tallo obtenidas 1 cm (tallo + 1), 3 cm 
(tallo + 3) y 5 cm (tallo + 5) sobre el nivel del sustrato, se calculó como un porcentaje uti-
lizando 6 plantas por cada tiempo de estudio. Para cada sección de la planta, la barra de 
color representa la presencia (color oscuro) o ausencia (color claro) de micelio patógeno 
metabólicamente activo. 

un macroconidio (Fig. 56e) germinando hacia la traqueida adyacente a 
través de la punteadura en la que había quedado retenido. El análisis de 
los cortes realizados en el cuerpo primario de la planta mostró también 
la presencia de abundantes microconidios dentro de traqueidas en la 
región del cuello de la raíz (Fig. 56f ). 



RESULTADOS

175

3.2.4. Invasión y colonización de la raíz principal, 
            el cuello de la raíz y el tallo de pinus radiata.

La presencia del patógeno no se advirtió en ninguna de las sec-
ciones transversales obtenidas del cuerpo primario de la planta, hasta 
transcurridos 42 ddi. En ese momento, se encontró que F. circinatum ya 
había invadido la raíz principal en 4 de las 6 plantas examinadas. En las 
muestras procedentes de esas 6 plantas, se detectó además la presencia 
del hongo en 3 de las 6 secciones del cuello de la raíz y en 2 de las 6 seccio-
nes del tallo efectuadas 1 cm por encima del nivel del sustrato (Fig. 57).

La distribución del patógeno por las secciones analizadas de la raíz 
principal era, en general, bastante dispersa aunque hubo zonas que des-
tacaron por la mayor concentración de micelio patógeno tales como el 
floema (Fig. 58a) y la red de células parenquimáticas del xilema, es decir, 
los radios medulares y el epitelio de los canales resiníferos (Fig. 58b,c). 
Merece la pena recalcar que en todas las secciones de la raíz principal 
que habían sido invadidas por el patógeno se observaron hifas dentro de 
las traqueidas del xilema primario (aquellas situadas en el núcleo de la 
sección). Las traqueidas del xilema primario se pueden distinguir de las 
del xilema secundario por su mayor diámetro y forma más redondeada 
(Fig. 58c). También se observó presencia patógena dentro de las tra-
queidas que unían el sistema vascular de la raíz principal con las raíces 
secundarias (flechas en la Fig. 58d) y en el interior de los conductos 
resiníferos del xilema (Fig. 58e). Las células epiteliales de dichos con-
ductos emitieron una intensa auto fluorescencia amarilla (530-600 nm) 
cuando se excitó la muestra con luz azul (488 nm), lo cual indicaba un 
estado activado de los mismos. Esta característica no se observó en las 
plantas control, inoculadas de forma simulada. Además, en los controles 
se contó un menor número de conductos resiníferos y no se observó 
hipertrofia en las células del epitelio que revisten los canales secretores 
(Fig. 58e vs. Fig. 58f ).

A los 56 ddi, se observó que el patógeno había invadido el cuello de la 
raíz en todas las plantas analizadas y, en 5 de esas 6 plantas, había ascendido 
por el tallo 1 cm por encima de la línea del sustrato (Fig. 57). 
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Figura 58. Colonización de la raíz principal de Pinus radiata por Fusarium circinatum. 
(a) Región más externa de la raíz principal, 42 días después de la inoculación (ddi). Se 
observa presencia patógena principalmente en el floema (F), pero también en los espa-
cios intercelulares del córtex (Co) y en la zona cambial (Ca). Nótese además, el conducto 
resinífero (CR) recientemente desarrollado en el xilema. (b) El patógeno se encuentra 
dispersamente distribuido por la sección de esta raíz a los 56 ddi. Se observa presencia del 
patógeno en el xilema primario, localizado en el núcleo central de la sección, y también en 
los radios medulares (R) y los conductos resiníferos (CR) del xilema secundario (XS). (c) 
Aumento de la región central de la figura 58b.  El xilema primario (XP) se puede distinguir 
del xilema secundario (XS), además de por su localización en el núcleo central de la raíz, 
por la mayor dimensión de sus traqueidas. Destacan 5 conductos resiníferos (CRs) aso-
ciados a los 5 polos del xilema primario (indicados por 5 asteriscos) presentes en esta raíz. 
El micelio de F. circinatum se ha desarrollado tanto en el XP como en los grandes CRs. 
(d) Corte transversal de una raíz principal a los 56 ddi. A la derecha de la imagen puede 
verse una parte de la raíz secundaria que emerge de la raíz principal. Se puede distinguir 
al patógeno dentro de las traqueidas (flechas) de la raíz secundaria y también en el xilema 
primario de la raíz principal (punta de flecha). (e) Sección transversal de la raíz principal 
de una plántula con las acículas marchitas a los 42 ddi. El asterisco indica una zona del 
xilema cuyas traqueidas han sido intensamente colonizada por  F. circinatum. Nótense la 
gran cantidad de conductos resiníferos activos (CRs) que hay por toda la sección. Consi-
deramos CRs activos a aquellos que presentan una intensa auto fluorescencia (530 a 600 
nm) cuando se excitan con luz azul (488 nm). (f) Sección transversal de la raíz principal 
de una plántula control, 42 días después del simulacro de infección. Téngase en cuenta el 
pequeño número de conductos resiníferos (CRs) dispersos por el xilema y la ausencia total 
de CRs activos. Barras de escala: (a, c) 100 µm; (b, d, e, f) 300 µm.

Cabe destacar que, en aquellas plántulas en las que la invasión pa-
tógena progresó hacia arriba por el tallo, se observó con frecuencia que 
sus raíces primarias quedaban libres de patógeno (Fig. 59a vs. Fig. 59b,c 
y la Fig. 60a vs. Fig. 60b). En lo que respecta a los tejidos que, dentro 
de la anatomía del cuello de raíz y del tallo, fueron colonizados por el 
patógeno se comprobó que éste ocupaba los tejidos en localizaciones 
similares a las previamente colonizadas en la raíz principal. Por lo tanto, 
se encontró al patógeno en el núcleo de las secciones visualizadas, en 
el xilema secundario (tanto disperso dentro de las traqueidas como en 
la red de células parenquimáticas) y también en los tejidos de la región 
externa (el córtex, el floema y la zona cambial). Típicamente, el floema 
apareció completamente colapsado por hifas fúngicas (Fig. 60b). 
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Figura 59. Progresión vertical de la in-
fección del cuerpo primario de Pinus 
radiata, desde la raíz principal hacia 
el tallo. Las imágenes son tres secciones 
transversales que provienen de la misma 
planta (la cual presentaba su ápice caí-
do) efectuadas a diferentes alturas: (a) 
muestra de una sección del tallo tomada 
1 cm por encima del nivel del sustrato, 
(b) muestra del cuello de la raíz y (c) 
muestra de la raíz principal. Las fle-
chas indican posiciones longitudinales 
equivalentes en las tres imágenes. En la 
sección proveniente de la raíz principal 
(Fig. 59c), sólo se observa al patógeno 
en el interior de algunas traqueidas del 
xilema primario (XP) y del xilema se-
cundario (XS). Sin embargo, la sección 
del cuello de la raíz (Fig. 59b) estaba am-
pliamente colonizada por el patógeno y 
se pudo comprobar que, 1 cm más arriba 
(Fig. 59a), éste había llegado a alcanzar 
la médula (M) y el interior de algunos 
conductos resiníferos (CRs). Barras de 
escala: 300 µm. CRs, conductos resiní-
feros; M, médula; XP, xilema primario; 
XS, xilema secundario.

Al finalizar el ensayo, a los 
84 ddi, se constató la presencia 
del patógeno 1 cm por encima 
del nivel del sustrato en las 6 
plantas analizadas y, en dos de 
ellas, F. circinatum llegó a al-
canzar los 5 cm por encima del 
nivel del sustrato (Fig. 57). 
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Figura 60. Colonización del cuello de la raíz de Pinus radiata por Fusarium circinatum, 
56 días después de la inoculación (ddi). Se muestran dos secciones transversales de la mis-
ma planta (el follaje de la cual estaba marchito) realizadas a diferentes alturas: la imagen (a) 
muestra la raíz principal con poco o ningún signo de patógeno metabólicamente activo a lo 
largo de toda la sección; la imagen (b) muestra el cuello de la raíz, con abundante presencia 
del hongo en el córtex (Co), el floema (F), la zona cambial (Ca), los radios medulares (R), 
los conductos resiníferos (CRs) y en el núcleo central de la sección (indicado con una flecha) 
que está constituido por tejido parenquimático. Nótese la dispersa distribución del hongo 
por todo el cilindro vascular. Barras de escala: 300 µm. Ca, zona cambial; Co, córtex; CRs, 
conductos resiníferos; F, floema; M, médula; R, radio medular.

3.2.5. Obstrucción del xilema de los pinos

A lo largo de todas las visualizaciones realizadas con el microscopio 
confocal, se percibió que las hifas del hongo estaban delimitadas por un 
material que, al ser excitado por luz azul (488 nm), exhibía una intensa 
auto fluorescencia en el rango de 580 a 680 nm (Fig. 61a). Esto, pro-
bablemente, fuera causado por algún componente de la pared celular 
de las hifas dado que también estaba presente en los septos que dividen 
longitudinalmente el largo de las hifas, llegándose incluso a apreciar en 
el poro central del septo (puntas de flecha en la Fig. 61a). Así que la 
fluorescencia verde que proviene del citoplasma de la cepa transformada 



Nuevas perspectivas sobre la histopatología de la infección de Pinus radiata por Fusarium circinatum

180



RESULTADOS

181

Figura 61. Fenómenos relacionados con la obstrucción del xilema de Pinus radiata 
después de haber inoculado su sustrato de crecimiento con una cepa de Fusarium cir-
cinatum que expresa la proteína verde fluorescente (GFP) en su citoplasma. (a) Sección 
óptica longitudinal de una hifa delimitada por un material que emite una intensa auto 
fluorescencia roja (580-680 nm) cuando se excita con luz azul (488 nm). Dicho mate-
rial puede distinguirse claramente en los septos fúngicos y en sus poros centrales (puntas 
de flecha). La línea discontinua marca la sección de una hifa típica de aproximadamente 
5μm de diámetro. (b) Se puede observar el lumen de algunas traqueidas lleno de hifas 
metabólicamente activas (GFP+, flechas continuas) y de hifas metabólicamente inactivas 
(GFP-, flechas discontinuas) en el cuello de la raíz a los 84 ddi. (c,d) Secciones del cuello 
de la raíz de dos plantas diferentes, a los 42 ddi, las cuales habían mostrado recientemente 
síntomas de marchitamiento en las acículas y la caída del brote apical respectivamente. En 
ambas imágines las flechas continuas indican microconidios dentro de las traqueidas y las 
flechas discontinuas señalan la pared celular de las células conidiógenas tras la liberación 
de los microconidios al lumen de las traqueidas. (e) Sección transversal del cuello de la 
raíz tomada 56 ddi. Se observa la intensa auto fluorescencia (530 a 600 nm) al excitarse 
la muestra con luz azul (488 nm) en torno a algunos conductos resiníferos (RD) y radios 
medulares (R) en el xilema. (f) Sección transversal del tallo tomada 84 ddi. Se puede 
observar que el lumen de algunas traqueidas, localizadas en las inmediaciones de un con-
ducto resinífero (CR), está ocupado por un material que emite una brillante fluorescencia. 
Barras de escala: (a) 5 µm; (b) 15 µm; (c) 20 µm; (d) 30 µm; (e) a 200 µm; (f) 50 µm. CR, 
conducto resinífero; R, radio medular.

de F. circinatum se pudo observar claramente rodeada por la pared ce-
lular de la hifa en las secciones ópticas, tanto longitudinales (Fig. 61a) 
como transversales (flechas continuas en la Fig. 61a,b), realizadas con 
el microscopio confocal. Cuando se observaron este tipo de estructu-
ras, se asumieron como hifas activas del hongo, es decir hifas en las 
cuales se expresa la GFP porque el metabolismo del hongo está activo. 
Sin embargo, también se encontraron habitualmente hifas en las que 
no se observaba la fluorescencia verde de la GFP (hifas inactivas), las 
cuales pudieron identificarse únicamente por la fluorescencia roja de 
su característica pared (flechas discontinuas en la Fig. 61b). 

Las hifas inactivas de F. circinatum, a pesar de que pudieron llegar 
a verse en cualquiera de las regiones de la planta, se distinguieron con 
mayor frecuencia dentro de las traqueidas de las secciones provenien-
tes del cuello de la raíz (Figs. 56f, 61b,c,d). En muchos casos, este tipo 
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de estructuras parecían estar asociadas con el proceso de conidiogene-
sis, de tal modo que lo que se percibía como una hifa en la que no se 
detectaba la expresión de la GFP podría ser la sección óptica de una 
hifa hueca (flechas discontinuas en la Fig. 61c,d) perteneciente a lo 
que queda de las células conidiógenas después de haber liberado las 
esporas (flechas continuas en la Fig. 61c,d) en el lumen de las traquei-
das. A medida que se intensificaba la colonización del sistema vascu-
lar, era frecuente observar hifas tanto activas como inactivas llenando 
el lumen de las traqueidas en el xilema de P. radiata. 

 Otra observación destacable, fue que la excitación de las mues-
tras con luz azul (488 nm) reveló una brillante auto fluorescencia ama-
rilla (530-600 nm) en el xilema cerca de algunos conductos resiníferos 
y de los radios medulares asociados a dichos conductos (Fig. 61e). Este 
material auto fluorescente con forma de burbuja (Fig. 61f ) se locali-
zó rellenando el lumen de algunas traqueidas en aquellas muestras que 
mostraban alteraciones muy evidentes del sistema secretor de canales 
resiníferos y por lo tanto, la fluorescencia se atribuyó a la resina recién 
sintetizada. 

3.3 Arquitectura del sistema radical.

Finalmente, con respecto al aspecto del sistema radical, la evalua-
ción visual durante el procesamiento de las muestras reveló que algu-
nas de las raíces de los pinos inoculados con F. circinatum presentaban 
lesiones oscuras y necróticas en la corteza, mientras que otras raíces, 
en las que se evidenciaban sus puntas de color blanco, aparecían sanas 
y activas. 

La determinación de los parámetros biométricos relacionados con 
la superficie y el grado de ramificación de la raíz mostraron la existen-
cia de daños significativos en las raíces de los pinos cuyo sustrato fue 
inoculado con F. circinatum. Así, al final del ensayo de infección (es 
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Figura 62. Arquitectura del sistema radical de plántulas de 1 año de edad de Pinus radiata. 
Se determinó (a) la superficie radical y (b) la intensidad de ramificación (número de ápices 
de raíz por longitud, cm -1) a los 84 días después de la inoculación del sustrato de crecimien-
to con Fusarium circinatum. Las barras de error son la desviación estándar obtenida de las 
medidas de 5 plántulas individuales. (*) indica una diferencia significativa en comparación 
con el tratamiento control en la misma clase de diámetro; (ns) indica ausencia de diferencias 
significativas (t-test, p <0,05).
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decir, a los 84 ddi), la superficie radical total estimada para las plantas 
inoculadas fue de 131,87 ± 62,58 cm2, frente a 218,34 ± 34,13 cm2 
estimado para las plantas control. Esta diferencia fue estadísticamente 
significativa (test t-Student, P <0,05) y representó una disminución 
del 39,6% en el área total de la superficie radical de las plántulas ino-
culadas. 

Teniendo en cuenta las clases diamétricas en las que se agruparon 
las raíces (los distintos intervalos de diámetros se trataron como una 
unidad) se encontró, sin embargo, que esta diferencia solo fue estadís-
ticamente significativa en las raíces más finas, aquellas con un diáme-
tro inferior a 0,5 mm (Fig. 62a). Merece la pena subrayar que fueron 
precisamente las raíces más finas las que presentaron la intensidad de 
ramificación más alta (número de puntas por unidad de longitud de 
la raíz) tanto para las plantas inoculadas como para los controles (Fig. 
62b). Además, la intensidad de ramificación fue mayor en las raíces 
de los pinos inoculados que en las raíces de los pinos control, aunque 
esta diferencia no fue estadísticamente significativa para ninguna de 
las clases de diámetro consideradas.
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Este trabajo se ha centrado en el estudio de la interacción compa-
tible que tiene lugar entre el patógeno F. circinatum y su hospedador 
natural P. radiata, utilizando para ello diferentes técnicas de biotecno-
logía. 

El avance de la tecnología “DNA-transkingdom” (transferencia 
horizontal de ADN entre dos organismos de diferente reino) nos ha 
permitido transformar genéticamente una estirpe patógena de F. cir-
cinatum con el gen de la proteína verde fluorescente, original de una 
medusa pero cuya secuencia ha sido modificada para optimizar su se-
ñal de fluorescencia en otros organismos. La acumulación de esta va-
riante sintética de la GFP en el citoplasma del hongo, y la intensidad 
de su brillo, han convertido a la estirpe de F. circinatum Fc-GFP1, ge-
nerada en este trabajo, en un excelente marcador vital de la infección 
que, combinado con técnicas de microscopía de alta resolución (como 
la CLSM) ha posibilitado la clara diferenciación entre la fluorescencia 
proveniente de la GFP y la auto-fluorescencia de la planta. Esto nos 
ha provisto de una perspectiva espacio-temporal totalmente novedosa, 
que nos ha permitido llevar a cabo un estudio histológico profundo 
y detallado de los tejidos del pino enfermos. Gracias a ello, no sólo 
hemos podido monitorizar el proceso de infección del patógeno in 
planta, sino que también hemos identificado signos que relacionan un 
patrón de fluorescencia característico con una respuesta de la planta 
frente al organismo invasor. 

Por otra parte, la cuantificación de la biomasa fúngica in plan-
ta en diferentes etapas de la infección mediante qPCR es una técni-
ca que ya ha demostrado su utilidad en el estudio de la interacción 
planta-patógeno, especialmente en estadios tempranos de la infección 
(Sánchez-Vallet y cols., 2013; Haegi y cols., 2013). Todo ello convierte 
a las técnicas usadas en la presente tesis en valiosas herramientas para 
el estudio de las interacciones planta-microorganismo en su ambiente 
natural. 
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1.  Generación de transformantes 
 GFP de Fusarium circinatum.

La transformación mediada por A. tumefaciens es un buen mé-
todo para el desarrollo de transformantes estables de F. circinatum, 
como lo demuestra la obtención del transformante hph::PgpdA-sg-
fp-TtrpC, conseguida en este trabajo a partir de una estirpe pató-
gena de F. circinatum. Este sistema de transformación mediado por 
A. tumefaciens ha sido el método elegido en numerosos estudios 
realizados con otros hongos patógenos, tanto para la identificación 
de genes implicados en su patogenicidad (Blaise y cols., 2007; Du-
yvesteijn y cols., 2005; Idnurm y cols., 2004; Meng y cols., 2007; 
Michielse y cols., 2005), como para estudios de la progresión de 
la enfermedad utilizando la GFP (Xiao y cols., 2009; Zvrin y cols., 
2010; Jimenez-Díaz y cols., 2013). 

En nuestro caso, la eficiencia de la transformación obtenida para 
F. circinatum, que fue de 16 transformantes por 105 esporas, estuvo 
en consonancia con la publicada por Covert y cols. (2001), también 
para F. circinatum, cuyo valor oscilaba entre 2 y 250 transformantes 
por 105 esporas. 

La homogeneidad genética del transformante seleccionado para 
los siguientes experimentos se garantizó a partir de la obtención de 
un cultivo monospórico; y, al comprobarse que la integración de los 
genes hph y sgfp se mantuvo estable a lo largo de sucesivas generacio-
nes, también se garantizó la estabilidad genética del nuevo fragmen-
to integrado en el genoma de las cepas transformantes. 

El transformante Fc-GFP1 de F. circinatum desarrollado con el 
objetivo de monitorizar el proceso de infección in planta, demostró 
un comportamiento fenotípico similar al del tipo silvestre: 
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I. Por un lado, los datos de la tasa de crecimiento vegetativo y 
de la formación de conidios en un medio in vitro obtenidos 
a partir de ambas estirpes resultaron estadísticamente equipa-
rables.

II. Por otro lado, en lo referente a su comportamiento in planta, 
transcurridas 8 semanas de la inoculación no se encontraron dife-
rencias significativas en el índice de progresión de la enfermedad 
(IPE) causado por la estirpe silvestre y la estirpe transformada. 

Con respecto al mencionado IPE, hay que destacar que se trata de 
un índice que refleja la rapidez en que van apareciendo los síntomas de la 
enfermedad o la severidad de los mismos y, dado que es un valor sumato-
rio, sirve para resaltar las diferencias existentes entre los grupos de plantas 
evaluados. Este índice ha demostrado ser muy adecuado para discriminar 
aislados patógenos según su grado de virulencia en los trabajos realizados 
por García-Sánchez y cols. (2010) y de Vega-Bartol y cols. (2011).

Finalmente destacar que, a la vista de las evaluaciones realizadas, la 
integración del T-DNA en el transformante Fc-GFP1 no afectó al creci-
miento vegetativo ni a la formación de conidios sobre un medio in vitro, 
así como tampoco provocó cambios en su patogenicidad o virulencia. 
De tal modo que, en base a las observaciones del transformante, queda 
justificada la inferencia que se haga de los resultados al aislado silvestre.

2. Inoculación en EL tallo

Con respecto a la progresión de la enfermedad tras la inoculación 
del patógeno en el tallo, hemos comprobado que la dinámica espacial de 
la infección sigue un patrón definido por la accesibilidad a los recursos 
nutritivos del huésped. Además, cabe destacar que el patrón de coloni-
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zación del tallo de plántulas de un año de pino radiata por F. circinatum 
es bastante homogéneo tanto en lo relativo a la colonización radial al 
nivel del punto de inoculación como en su dispersión a lo largo del eje 
longitudinal de la planta. Así, durante las etapas iniciales de la coloni-
zación, existen dos vías predominantes y simultáneas para el avance del 
hongo: 

I. por un lado, un avance radial hacia la médula a través de los 
radios medulares. En los radios heterogéneos encontramos al 
hongo además de en el tejido parenquimático, en las traqueidas 
axiales y en los conductos resiníferos;

II. por otro lado, la infección va bordeando el cuerpo de la planta a 
modo de anillo a través de la invasión de las capas más externas 
del tallo (córtex-floema-cambium). 

Esta tendencia inicial refleja la necesidad que tiene el patógeno de 
buscar las reservas de nutrientes de su hospedador. Dichas reservas se 
encuentran almacenadas, principalmente en forma de almidón, en la 
médula, la corteza, el parénquima radial y el epitelio de los canales resi-
níferos (Sinnot, 1918).

Asimismo, hemos podido establecer que, inicialmente, las hifas de 
F. circinatum crecen intercelularmente en el parénquima cortical y me-
dular (36a, 38a). En este proceso, es probable que el hongo libere al 
apoplasto enzimas que degradan la pared celular de estos tejidos vege-
tales y, como consecuencia, se libere la gran cantidad de nutrientes que 
el patógeno requiere para su mantenimiento y avance, ocasionando, en 
consecuencia, la desorganización de los tejidos del huésped. Observa-
ción respaldada por la secuenciación y caracterización de un gen de 
F. circinatum que codifica una endopoligalacturonasa (Chimwamurom-
be y cols., 2001), enzima que está directamente implicada en la diges-
tión de los polisacáridos presentes en la pared primaria de las células.

Una vez superada la etapa inicial, el avance de la enfermedad da 
lugar a la colonización vertical del tallo, proceso en el que se han dife-
renciado tres vías principales: 
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I. a través del córtex, del floema y del cambium en la zona periférica 
del tallo, en consonancia con las lesiones necróticas externas que 
pueden apreciarse visualmente; 

II. a través del xilema por medio de las traqueidas axiales y los con-
ductos resiniferos; 

III. y a través del tejido parenquimatosa de la médula, por el centro 
      del tallo.

Por otra parte, la dinámica temporal de la infección muestra la rá-
pida adaptación de F. circinatum al nuevo entorno hallado en la planta, 
así como su elevada capacidad inicial de proliferación en esas nuevas 
condiciones.

Ateniéndonos únicamente a la colonización de la zona en que se 
inoculó al patógeno, pudimos diferenciar tres fases en la curva de creci-
miento del patógeno. 

I. una primera fase de crecimiento exponencial, que tiene lugar du-
rante la primera semana después de la inoculación del tallo con 
esporas del patógeno (0-7 ddi); 

II. una segunda fase, que dura dos semanas (de 7 a 21ddi) y se co-
rresponde con la fase de transición; 

III. finalmente, una tercera fase, en la que apenas se producen cam-
bios detectables en la biomasa fúngica, y que se corresponde con 
la fase estacionaria (21-56 ddi).

Durante la fase exponencial, F. circinatum establece el primer con-
tacto con la planta huésped y se produce la germinación de las esporas 
y el desarrollo de las hifas desde el punto de inoculación hacia el floema 
a través del parénquima cortical. Hemos podido constatar que F. circi-
natum invade inicialmente los tejidos del huésped más accesibles y ricos 
en nutrientes, como es el caso del floema, lo cual le permite obtener 
los recursos requeridos para tan rápida proliferación. Desde el primer 
momento el patógeno experimenta un crecimiento exponencial, sin que 
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apreciamos en su curva de crecimiento la característica fase de latencia 
(o fase lag) indicativa de un periodo de adaptación inicial en el pro-
ceso de infección. Si bien este hecho podría deberse al procedimiento 
de inoculación usado, según el cual el patógeno entró directamente en 
contacto con los tejidos de la planta, es también un hecho indicativo de 
la rápida adaptación del hongo al nuevo entorno de crecimiento. 

La fase de transición, caracterizada por producirse una desacelera-
ción del crecimiento fúngico, se alarga durante dos semanas en el tiem-
po, desde los 7 hasta los 21 ddi. Esta fase coincide con la colonización 
del xilema y de la médula por F. circinatum, así como con la producción 
de conidióforos en el parénquima medular. El proceso morfogenético 
que implica el cambio de micelio vegetativo a reproductivo requiere de 
la alteración del patrón de expresión génica (Iida y cols., 2006; Garzia y 
cols., 2013). Presumiblemente, el hongo invierta una gran cantidad de 
energía en este proceso, lo cual explicaría la mencionada ralentización 
del crecimiento. Parece lógico pensar que el patógeno obtenga dicha 
energía del almidón que el hospedador almacena en las células paren-
quimáticas de la médula.

La esporulación de Fusarium circinatum en la médula de los pinos 
extiende el ciclo de la enfermedad dentro de la planta. 

La producción de conidióforos a los 14 ddi, que concurre con la 
aparición de los primeros síntomas externos de la enfermedad, es un 
descubrimiento especialmente destacable ya que atestigua que F. cir-
cinatum es capaz de completar su ciclo asexual dentro del hospedador 
durante el periodo de incubación de la enfermedad. 

Se sabía ya que F. circinatum es capaz de producir, en la superficie 
de los brotes o acículas muertas de las plantas infectadas, esporodoquios 
macroscópicos (1-3 mm de diámetro) y microscópicos (0,06-0,2 mm 
de diámetro) que le sirven de fuente de inóculo para propagar la infec-
ción a las plantas vecinas (Blakeslee y cols., 1978; Barrow-Broaddus y 
Dwinell, 1984). Sin embargo, esta es la primera vez que se demuestra, 
de forma visual e indiscutible, la presencia de estructuras reproductivas 
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de F. circinatum dentro de los pinos, al nivel más profundo. Además, es 
la primera vez que se describe este fenómeno en plantas gimnospermas. 

En los cultivos de angiospermas, se ha considerado que la produc-
ción de conidios en los tejidos más internos del huésped está relacio-
nada con la propagación del patógeno, tanto en el espacio, como en el 
tiempo. Así, puede contribuir a propagar la infección a diferentes partes 
de la misma planta, como es el caso de los denominados patógenos 
vasculares, por ejemplo F. oxysporum (Di Pietro y cols., 2003); o bien 
funcionar como reservorio de inóculo y favorecer la perpetuación del 
hongo en el tiempo, caso por ejemplo de algunos endoparásitos como 
M. oryzae (Terui, 1940), patógeno causante del añublo del arroz. 

En este estudio, realizado a partir de la inoculación del tallo de P. 
radiata con esporas de F. circinatum, no hemos encontrado conidios 
dentro de los tejidos vasculares que nos permitieran pensar que son 
transportados hacia arriba vía xilema o hacia abajo vía floema. Sin em-
bargo, sí hemos visto que los conidióforos se desarrollaron con sus fiáli-
des orientadas hacia las cavidades de la médula, lo que puede favorecer 
su esparcimiento a través de dichas cavidades y consecuentemente, ge-
nerar nuevos focos de infección dentro de la médula en puntos alejados 
del foco inicial. Hay que tener en cuenta que la difusión de esporas es 
un mecanismo pasivo, por lo que su dispersión estará sujeta a la fuerza 
de gravedad. La germinación de micelio secundario a partir de los nue-
vos focos de infección así generados, además de contribuir a explicar la 
ralentización observada en el avance del hongo a través de este tejido, 
aclararía al menos en parte, la invasión predominante de la médula que 
observamos en las zonas del tallo situadas por debajo del punto de ino-
culación en etapas de la infección posteriores a los 21 ddi. De hecho, la 
colonización de la médula por debajo del punto de inoculación parece 
ser intrínseca, es decir, que no observamos presencia patógena en los te-
jidos contiguos (41e,f,g); y en cambio, por encima del punto de inocu-
lación, el patógeno parece alcanzar la médula a través de las traqueidas 
y conductos resiníferos del xilema localizados en sus inmediaciones,  e 
invadidos previamente(41a,b,c). 
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Fusarium circinatum obstruye el xilema de las plántulas de pino 
infectadas.

Los síntomas de la enfermedad se manifestaron progresivamente 
en las plantas infectadas, comenzando por la necrosis de los tejidos en 
torno al punto de inoculación y terminando por la denominada muerte 
descendente (diedback, en inglés) de la planta, que consistía en la cloro-
sis y marchitamiento de las acículas y en la desecación y caída del brote 
apical, todos ellos coincidentes con los descritos por otros autores para 
planta joven de pino (Solel y Bruck, 1990; Correll y cols., 1991; Viljoen 
y cols., 1994). 

A la hora de explicar porque se produce el marchitamiento de la 
parte aérea de la planta, que acaba en completa desecación, algunos 
autores, como Solel y Brock (1990), consideran que se debe a que el 
patógeno obstruye el sistema vascular de la plántula y, como consecuen-
cia, a que el flujo de agua queda interrumpido. En nuestro caso, tanto 
los análisis de qPCR como el estudio histopatológico mediante micros-
copia confocal, realizados a nivel del punto de inoculación, corroboran 
esta suposición. En la interpretación de los datos que nos conducen a 
esta conclusión, debemos en primer lugar recordar que la caída del brote 
apical, que es el síntoma de marchitamiento clave o más característico 
del dieback de las plantas, apareció en los ensayos de patogenicidad por 
primera vez a los 21 ddi y alcanzó su mayor incidencia a los 28 ddi (30). 
El análisis cuantitativo del proceso de infección reveló que a los 21 ddi 
se alcanzó la capacidad de carga de F. circinatum (34). Por su parte, la 
microscopia confocal desveló la casi total colonización del xilema por 
parte del patógeno entre los 21 y los 28 ddi (35c,d), tanto de las traquei-
das del xilema como de la extensa red tridimensional de parénquima 
inmersa en el cilindro vascular (constituida por los radios medulares y el 
epitelio de los conductos resiníferos). Además, también en ese momen-
to se registró la exudación de las cantidades más elevadas de resina (31). 
Todas estas evidencias, tomadas en conjunto, indican que F. circinatum 
juega un papel activo tanto en la obstrucción física del interior de las 
traqueidas, como en el colapso generalizado de la red de células vivas del 
xilema y en la estimulación de la producción de resina, eventos que de 
forma combinada acaban por conducir a la muerte de la planta. 
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Fusarium circinatum usa el sistema vascular de los pinos para as-
cender por el tallo. 

El examen histopatológico durante la dinámica vertical del proceso 
de infección, nos ha permitido diferenciar dos etapas: 

I. entre el momento de la inoculación y la aparición de los primeros 
síntomas de diedback (a los 21 ddi), el proceso de colonización 
tiene lugar preferentemente hacia arriba en el tallo de los pinos;

II. a partir del marchitamiento de los ápices de las plántulas, la di-
rección de la colonización se da preferentemente hacia abajo en 
el tallo de los pinos.

Como posible explicación a este aspecto del proceso de infección a 
lo largo del eje longitudinal del tallo, consideramos que tanto el flujo de 
agua como el estado de hidratación de la planta condicionan la dirección 
en que el hongo invade las distintas regiones de la planta huésped. Para 
representar visualmente esta idea, tomemos como ejemplo el patrón de 
colonización consumada, reproducido en la figura 41. Si F. circinatum 
coloniza las zonas situadas por encima del punto de infección favorecido 
por la corriente de transpiración del xilema, este hecho quedaría reflejado 
en una distribución del patógeno más o menos homogénea y dispersa por 
todo el xilema como puede verse en la Fig. 41(a-c). Si esta corriente se in-
terrumpiera, por las causas detalladas anteriormente, la invasión ascendente 
perdería protagonismo en favor de la invasión descendente de las zonas ubi-
cadas por debajo del punto de infección, zonas que todavía están vivas y con 
tejidos suculentos totalmente disponibles para el patógeno (Fig. 41e,f,g). 

Las zonas con un patrón de fluorescencia claramente diferente pue-
den deberse a la acumulación de compuestos fenólicos liberados al 
medio durante la interacción planta-patógeno. 

En este trabajo, hemos encontrado que F. circinatum es capaz de 
invadir las trazas foliares en el tallo de los pinos, lo cual concuerda con 
las observaciones de Barrows-Broaddus y Dwinell (1984). Pero además, 
hemos percibido que, en el punto de anclaje del fascículo de acículas al 



Nuevas perspectivas sobre la histopatología de la infección de Pinus radiata por Fusarium circinatum

196

tallo, aparicen extensas zonas de reacción, caracterizadas por mostrar un 
patrón de fluorescencia claramente distinguible al del resto de los tejidos 
(41b y 43). Dicha fluorescencia seguramente esté relacionada con la se-
creción de sustancias de tipo fenólico, que se caracterizan por presentar 
diferentes propiedades auto-fluorescentes (Hutzler y cols., 1998), du-
rante la interacción planta-patógeno (Witzell y Martín, 2008). 

Las coníferas presentan distintas barreras defensivas que tratan de 
impedir la entrada y proliferación de organismos patógenos. El córtex, 
que se forma durante el desarrollo primario del tallo, es una de las pri-
meras capas con las que el patógeno se encuentra durante la invasión 
de la planta. En este tejido hay células parenquimáticas con grandes 
vacuolas que acumulan sustancias fenólicas que, tras el ataque pató-
geno, pueden contribuir mediante su vaciado en el tejido infectado al 
refuerzo de las paredes celulares o a la síntesis de compuestos fenólicos 
más complejos (como los taninos) implicados en defensa (Franceschi y 
cols., 2005). 

Con el tiempo, el papel defensivo del córtex pierde protagonismo 
en favor del floema secundario puesto que este tejido se desarrolla, for-
mando nuevas capas, a lo largo de más años. En el floema secundario 
de la mayoría de las coníferas se desarrollan las denominadas células PP 
(polyphenolic parenchyma cells, en inglés) que están especializadas en la 
síntesis y almacenamiento de compuestos fenólicos en vacuolas. Se ha 
visto que el contenido vacuolar de las células PP es dinámico y cambia 
de apariencia tras el ataque patógeno (Krokene y cols., 2008). La natura-
leza fenólica del contenido vacuolar de las células PP se ha relacionado 
con una intensa emisión fluorescente en el rango amarillo del espectro, 
tras su excitación con luz azul (450-490 nm), que puede observarse mi-
croscópicamente (Franceschi y cols., 1998). 

Otro de los principales componentes en la defensa de muchas co-
níferas (principalmente de las Pinaceae) son los conductos resiníferos 
traumáticos, los cuales pueden formarse tras una lesión proveniente tan-
to de factores bióticos como abióticos. Se sabe que la resina sintetizada 
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y secretada por los conductos resiníferos traumáticos es muy rica en 
compuestos fenólicos (Nagy y cols., 2000). Esto contribuiría a explicar 
la intensa emisión de fluorescencia emitida por las células epiteliales 
que tapizan los conductos resiníferos (35b, 39d, 40 and 42a) que se ha 
observado en este trabajo. 

La inducción de las células PP y de los conductos resiníferos trau-
máticos se ha asociado con el fenómeno de resistencia sistémica indu-
cida en el patosistema Pinus nigra - Sphaeropsis sapinea (Bonello y Blo-
dget, 2003). Este fenómeno ha sido descrito en algunos miembros de 
las pináceas (Christiansen y cols., 1999; Krokene y cols., 1999, 2000, 
2003; Bonello y cols., 2001) pero se considera, en general, un fenómeno 
extendido en las coníferas.

La formación de nuevos conductos resiníferos parece favorecer a 
Fusarium circinatum.

A pesar de que la biosíntesis y la acumulación de oleorresina es un 
mecanismo de defensa química inducida, considerado de efectividad ge-
neralizada en muchas especies de coníferas (Eyles y cols., 2010), nuestros 
resultados son totalmente discordantes en este aspecto, y sugieren que 
la producción de resina en el pino tras la infección con F. circinatum es 
proporcional al grado de susceptibilidad al patógeno. Evidencias de esta 
posibilidad se pueden encontrar también en los trabajos de Enebak y 
Stanosz (2003), así como en los de Kim y cols. (2008, 2010), en los que 
se evalúa la tolerancia a la infección por F. circinatum de diferentes es-
pecies de pino. De la misma opinión son Barrows-Broaddus y Diwnell, 
(1983), quienes plantearon hace ya décadas, que la producción de resina 
puede no servir como mecanismo de protección frente a F. circinatum.

Nuestro estudio indica que F. circinatum no sólo tolera la resina 
(42a), sino que incluso estimula su producción, inicialmente en las 
células epiteliales que recubren los conductos resiníferos constitutivos 
(35b) y posteriormente, de modo indirecto, al inducir la reprograma-
ción de la zona cambial y estimular la formación de conductos resinífe-
ros traumáticos (flechas en 41b,c,g). La formación de nuevos conductos 
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resiníferos traumáticos en P. radiata tan pronto como a los 14 ddi (46a) 
concuerda en tiempo con las observaciones que otros autores hicieron 
en Picea abies tras la inoculación con Ceratocystis polonica y Heterobasi-
dion annosum (Nagy y cols., 2000; Krekling y cols., 2004). Con el paso 
de los días y a medida que la infección progresaba, la densidad de con-
ductos resiníferos en el xilema aumentó con el consiguiente incremento 
significativo de la exudación de resina (Fig. 31 vs. Fig. 47). 

Fusarium circinatum parece explotar en su beneficio uno de los me-
canismos clásicos de defensa en las coníferas, es decir, el aumento del 
número de conductos resiníferos traumáticos y, en consecuencia, de la 
producción de resina. Así, el patógeno se beneficiaría:

I. por un lado, de la utilización de los conductos resiníferos para la 
colonización vertical de nuevas zonas en el tallo de pino, lo cual 
no es la primera vez que se plantea puesto que Barrows-Broad-
dus y Diwnell, (1984) ya sugirieron que los conductos resiníferos 
podían ser utilizados como portales para la propagación vertical 
de F. circinatum; 

II. Por otro lado, del suministro adicional de nutrientes que supo-
nen los granos de almidón contenidos en las células epiteliales 
que recubren los conductos de resina y en las células del parén-
quima circundante (Hudgins y cols., 2005 Nagy y cols., 2005).

III. Y finalmente, de las consecuencias derivadas del incremento en 
la producción de resina ya que la acumulación de esta en las 
traqueidas puede provocar el bloqueo del suministro de agua 
(Umebayashi y cols., 2011) y, como ya apuntaba Gordon (2011), 
conducir a la muerte de la planta. 

La idea de que F. circinatum pueda sacar provecho de una reacción 
de la planta diseñada en principio para servir como defensa, se ve apo-
yada por los resultados del trabajo de Krekling y cols. (2004), así como 
de Hudgins y cols. (2005). Los primeros encontraron que clones de 
P. abies susceptibles a H. annosum produjeron, en respuesta a las ino-
culación con el patógeno, más canales resiníferos traumáticos que los 
clones resistentes; los segundos autores muestran evidencias de que la 



DISCUSIÓN

199

acumulación de resina producida por los conductos resiníferos constitu-
tivos y traumáticos de Pinus monticola Douglas ex D. Don. no afectaba 
directamente al desarrollo del Cronartium ribicola; Mencionar además, 
que Luchi y cols. (2005) a partir de los ensayos de infección realizados 
en Pinus nigra Arnold con Sphaeropsis sapinea y Diplodia scrobiculata 
concluyen que el flujo de resina puede no ser un buen indicador de la 
resistencia del hospedante a los patógenos. 

Es bastante intrigante que F. circinatum sea capaz de inducir un 
mecanismo de defensa en la planta, que finalmente termine por dañar 
la salud de pino a favor del establecimiento patógeno. Este sutil aspecto 
de la interacción planta-patógeno requiere más estudios y un abordaje a 
distintos niveles, ya que como algunos autores han sugerido, supuestas 
moléculas relacionadas con la defensa, como por ejemplo los estilbenos, 
funcionan más como marcadores de la enfermedad que como mecanis-
mo de defensa e incluso pueden ser tóxicos para la propia planta (Bo-
nello y cols., 1993). En este sentido, nuestros resultados apoyan la idea 
propuesta por Lombardero y cols. (2006) de que el aumento de flujo de 
resina en las coníferas producido tras la inoculación con algunos patóge-
nos fúngicos no debe interpretarse exclusivamente como un mecanismo 
efectivo de defensa inducible.

3. Inoculación en EL sustrato

Con respecto a la progresión de la enfermedad tras la inoculación 
del sustrato de crecimiento de P. radiata con propágulo vegetativo de F. 
circinatum, hemos constatado que este patógeno, además de ser un hon-
go de transmisión aérea, debe ser también considerado como un hongo 
capaz de infectar los plantones de pino a través de sus raíces. 

El comportamiento de F. circinatum es muy similar al descrito por 
Waksman (1944) para hongos invasores del suelo, concepto que fue 
posteriormente redefinido por Garrett (1956), considerando como tal a 
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aquellos parásitos que infectan las raíces y que pueden vivir en el suelo 
por períodos cortos, pero cuya presencia está, en general, estrecha-
mente relacionada con la de sus plantas huésped. En este sentido, se 
ha comprobado que F. circinatum puede persistir en el suelo durante 
varios meses mediante un crecimiento saprófito y la supervivencia en 
sustratos orgánicos muertos (Hammerbacher, 2006; Gordon, 2011), 
y que puede llegar a sobrevivir hasta tres años en los tejidos muertos 
del propio hospedador (Mc Nee y cols., 2002). 

En nuestro estudio, como sustrato de crecimiento para las plantas 
hemos utilizado una mezcla de turba de Sphagnum sp. y como vehícu-
lo para el inóculo vegetativo de F. circinatum hemos utilizado semillas 
de mijo. En lo que al sustrato se refiere, se ha demostrado que el pecu-
liar tejido de las hojas de Sphagnum forma microambientes regulares 
muy adecuados para el establecimiento de comunidades microbianas 
(Bragina y cols., 2012). Estos micronichos parecen facilitar el creci-
miento de F. circinatum en el sustrato, al proporcionar al hongo un 
hábitat agradable en el que crecer, así como esporular, especialmente 
en los espacios internos de las células hialinas (Fig. 49b). Esta novedo-
sa observación puede ayudar a explicar el aumento exponencial en el 
tamaño de la población de F. circinatum que Hammerbacher (2006) 
registró tras inocular 4 tipos diferentes de sustrato con propágulos 
fúngicos. Pero además, recientemente se han publicado nuevos datos 
que implican que la longevidad de este hongo en el suelo puede ex-
tenderse aún más allá de su capacidad para sobrevivir como saprófito. 
El grupo de trabajo del doctor Thomas R. Gordon (Universidad de 
California) descubrió recientemente que distintas especies herbáceas 
(pertenecientes a la familia de las gramíneas o Poaceae) localizadas 
en bosques nativos y plantaciones de pino habían sido naturalmente 
infectadas por F. circinatum sin producirse en ellas síntomas de en-
fermedad (Swett y Gordon., 2012; Swett y cols., 2014). Los mismos 
autores han publicado recientemente con más detalle la asociación 
de tipo endófito que F. circinatum establece con las raíces de plantas 
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de maíz (Swett y Gordon, 2015). Esta fuente de inóculo adicional, 
derivada de la capacidad de F. circinatum para infectar hospedadores 
alternativos, incrementa el peligro potencial que supone este patógeno 
para el establecimiento de nuevas plantaciones de pino. 

Como hemos visto en el presente trabajo, F. circinatum produce ór-
ganos lineales (cordones miceliales, Fig. 49e) gracias a los cuales puede 
trasladar los nutrientes obtenidos de un sustrato previamente colonizado 
(en nuestro estudio fueron las semillas de mijo) al ápice de los cordones 
miceliales en crecimiento (Klein, 1996). Los cordones miceliales son 
una característica particularmente relevante de aquellos hongos capaces 
de infectar raíces, ya que permiten a las colonias de hongos moverse y 
explorar el suelo en busca de nuevos sustratos que colonizar (Cooke y 
Rayner, 1984). De hecho, hemos observado que los cordones miceliales 
de F. circinatum, al entrar en contacto con la superficie de la raíz, fueron 
capaces de reestructurarse hacia formas de crecimiento difuso, es decir, 
de recuperar el característico patrón de crecimiento de las hifas fúngicas 
(flechas en la Fig. 53a). Como explica Klein (1996) la capacidad de 
cambiar la morfología, del tipo de crecimiento con organización lineal 
de los cordones miceliales al tipo de crecimiento con simetría circular 
del micelio difuso, al entrar en contacto con un sustrato rico y confor-
me a señales ambientales adecuadas, es crítico para la supervivencia del 
micelio fúngico (Klein, 1996).

Fusarium circinatum es capaz de penetrar las raíces de su  hospeda-
dor sin necesidad de heridas previas.

En su interacción con las raíces de los pinos, F. circinatum utiliza 
mecanismos similares a los ya descritos en patógenos que infectan las 
raíces, como por ejemplo hifas corredoras (flechas en la Fig. 50b,c) y es-
tructuras de tipo hifopodio (Fig. 53b) características de Gaeumannomy-
ces graminis (Garret, 1944). Los hifopodios simples, definidos como el 
extremo abultado de una pequeña ramificación en la hifa que media 
la penetración de las raíces (Howard, 1997), fueron también observa-
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dos por otros autores en los patosistemas M.  oryzae-arroz (Sesma y 
Osbourn, 2004; Marcel y cols., 2010) y C. graminícola-maíz (Sukno 
y cols., 2008). Tanto M.  oryzae como C. graminícola son organismos 
tradicionalmente considerados patógenos foliares en los que, no hace 
mucho, se ha descrito su capacidad de infectar al hospedador a través de 
las raíces. Además, ambos son hongos hemibiotróficos que desarrollan 
hifas especializadas para invadir las células vivas del huésped. Este tipo 
de hifas caracterizan la invasión biotrófica que se establece durante la 
interacción inicial con sus hospedadores (Kankanala y cols., 2007 y sus 
referencias). En este trabajo hemos observado, en la capa epidérmica de 
las raíces de pino, gruesas hifas bulbosas y estrechas hifas invasivas (Fig. 
53c) que sugieren una posible fase biotrófica de F. circinatum durante la 
penetración de la raíz. Esta peculiar observación concuerda con, y con-
tribuye a explicar, el hallazgo de Swett y Gordon (2013), quienes docu-
mentaron que F. circinatum habitaba las raíces del 80% de los plantones 
en rodales nativos de P. radiata sin inducir síntomas de enfermedad en 
ellos. Estos autores proponen la emergencia de F. circinatum como pa-
tógeno necrotrófico a partir de especies endofíticas ancestrales (Swett y 
Gordon, 2015). Su  hipótesis se apoya en el hecho de que el cruce entre 
un aislado de F. circinatum y otro de F. subglutinans recuperado del teo-
sinte (planta originaria de Centroamérica considerada la especie antece-
sora del maíz) resultó ser fértil, lo cual sugiere una relación evolutiva y 
recientemente divergente entre ambos organismos. En lo que respecta a 
la capacidad de F. circinatum de infectar las raíces, consideramos posible 
que haya conservado dicha capacidad desde un ancestral estilo de vida 
endófito y que la patogénesis del chancro resinoso de los pinos hubiera 
evolucionado más tarde.

La emergencia de nuevas raíces en Pinus radiata podría jugar un 
papel relevante en la interacción con Fusarium circinatum.

 Una vez dentro de la raíz, comprobamos que F. circinatum se 
comportó como un patógeno altamente invasivo, siendo capaz de crecer 
en todos los tejidos susceptibles del huésped, desde la corteza hasta el 
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cilindro vascular. Si bien, se observó que F. circinatum crecía interce-
lularmente por el parénquima cortical (punta de flecha en la fig. 55c), 
también se apreció claramente, sobre todo en aquellas raíces que presen-
taban un estadio avanzado de la infección, que provocaba la desorgani-
zación de los tejidos susceptibles (asterisco en la Fig. 55b,c), quedando 
así perfectamente representado su estilo de vida necrotrófico. Esta pu-
drición probablemente contribuyera a la bajada del área superficial total 
que se produjo en las raíces de las plántulas inoculadas con respecto a las 
plantas control. No obstante, teniendo en cuenta las clases diamétricas 
en que agrupamos las raíces, advertimos que esta diferencia en el área 
superficial con respecto a los controles únicamente resultó significativa 
en las raíces más finas, es decir, aquellas de diámetro inferior a 0,5 mm 
(Fig. 62a). Precisamente las raíces más finas fueron las que presentaron 
además la mayor intensidad de ramificación (Fig. 62b). Es decir, las 
raíces más afectadas al finalizar el ensayo de patogenicidad fueron aque-
llas con mayor intensidad de ramificación. Estos datos sugieren que el 
nacimiento de las raíces en los pinos puede jugar un importante papel 
en la interacción con F. circinatum. 

I. Por un lado, los puntos de emergencia de las raíces laterales 
pueden ser sitios diana para la infección fúngica (asterisco en 
la Fig. 50c).

II. Por otro lado, nuestros datos indican una tendencia al aumen-
to de la intensidad de ramificación en las plántulas infectadas 
por F. circinatum.

Aunque en nuestro estudio el aumento en la intensidad de ramifi-
cación en las plantas infectadas no resultó estadísticamente significativo 
en relación a las plantas control, los datos de Swett y Gordon (2013) sí 
corroboran esta tendencia. 

Se ha visto que la ramificación es un rasgo que, dentro de los pará-
metros relacionados con la arquitectura radicular de una planta, puede 
ser plástico en respuesta a factores ambientales (Nibau y cols., 2008; 
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Nan y cols., 2013; Kong y cols., 2014). De tal forma que, el rápido re-
emplazo de las raíces infectadas permitiría, por ejemplo, que las plantas 
pudieran aprovechar el agua y los nutrientes del entorno, constituyendo 
esta capacidad un eficiente mecanismo para aumentar su tolerancia al 
ataque de los hongos. Otro mecanismo mediante el cual los árboles pue-
den mejorar su capacidad de absorción es modificando la morfología y 
la actividad fisiológica de las raíces. Por ejemplo, se ha publicado que 
si las raíces finas (normalmente encargadas de la absorción de agua y 
nutrientes) se vuelven menos funcionales, aumenta el papel en la absor-
ción de las raíces de mayor orden (MacFall y cols., 1991). Las diferentes 
posibilidades que tienen las plantas para incrementar su tasa de absor-
ción, unido al hecho de que los muestreos a lo largo de los ensayos de 
patogenicidad revelaron gran cantidad de raíces sanas, son indicativos 
de que, en nuestras muestras, el sistema radicular no había perdido su 
integridad funcional. 

Fusarium circinatum usa el sistema vascular de los pinos y propaga 
la infección desde las raíces hasta la parte aérea de las plantas.

Durante la colonización de las raíces de maíz, descrita por Swett y 
Gordon (2015), F. circinatum se restringió al crecimiento intercelular 
en el tejido epidérmico y cortical. Sin embargo, como hemos visto en 
el presente trabajo, F. circinatum no se limitó al crecimiento intercelular 
sino que provocó la degradación del parénquima cortical en las raíces 
y alcanzó tanto el floema como el xilema de los pinos. Además, la in-
fección se propagó desde la raíz hasta las partes aéreas de la planta. En 
esta tesis se presentan evidentes indicios del probable uso, por parte de 
F. circinatum, del sistema vascular para llegar a nuevas áreas susceptibles 
en las plantas de pino infectadas, lo cual quizás sea uno de los aspectos 
más reveladores derivados de nuestro estudio. 

La primera prueba que presentamos y la más evidente es que F. 
circinatum produce esporas dentro de las traqueidas de las raíces (Fig. 
56). Las esporas pueden transportar la infección hacia las partes supe-
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riores de la planta con el flujo de savia. Ya hemos visto que, si quedan 
atrapadas en las punteaduras entre traqueidas contiguas (Fig. 56c), pue-
den germinar (flechas en Fig. 56d,e) y penetrar a través de la traqueida 
vecina. Además, también observamos que el patógeno producía esporas 
dentro de las traqueidas del cuello de la raíz (Figs. 56f, 61c,d). 

El cuello de la raíz representa la zona de transición entre la raíz y 
el tallo. Es en esa zona donde el núcleo central de la raíz principal, que 
está constituido por xilema primario, cambia progresivamente hasta dar 
lugar a la médula del tallo que está formada por tejido parenquimático 
(Fig. 59). El incipiente tejido parenquimático localizado en el núcleo 
central del cuello de la raíz puede proporcionar a F. circinatum los su-
ficientes recursos energéticos como para permitir la esporulación y la 
generación de micelio secundario dentro de la planta, extendiéndose así 
el proceso de infección. Esta idea está en consonancia con el hallazgo 
de conidióforos, desde las primeras etapas de la infección, en la médula 
de los pinos que fueron inoculados en el tallo. En ese caso, vimos que, 
desde el punto de inoculación situado en el exterior del tallo, F. circina-
tum accedía rápidamente al suculento tejido de la médula a través de los 
radios medulares. Precisamente, en el modo en que el patógeno accede 
a la médula de los pinos encontramos otra prueba del probable uso que 
hace F. circinatum del sistema vascular para llegar a nuevas áreas suscep-
tibles en la planta. Y es que si la infección sucede a través de las raíces, 
el patógeno parece colonizar el parénquima medular del cuello de la 
raíz a través de los conductos resiníferos que se encuentran asociados a 
los polos del xilema primario de la raíz principal y de las traqueidas del 
xilema secundario que los circundan (Figs. 59c, 60a-b).  

En el núcleo central de todas las secciones de la raíz principal que 
habían sido colonizadas por F. circinatum, hemos distinguido invaria-
blemente hifas del patógeno. Este hecho está relacionado con la tercera 
prueba que presentamos para alegar que F. circinatum se sirve del siste-
ma vascular para transportar la infección a nuevas zonas dentro de la 
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planta. A este especial enclave central en la raíz principal (que conduce 
directamente al parénquima medular del tallo) llega el sistema vascular 
de las raíces laterales ya que en gimnospermas, las raíces laterales se ori-
ginan a partir de la división de las células del periciclo asociadas a los 
polos del xilema primario (Fahn, 1982; De Smet, 2012). Por lo tanto, 
una vez F. circinatum ha invadido las traqueidas de las raíces secunda-
rias, como hemos visto en la figura 59(d), estas lo conducen hasta la 
región central de la raíz principal. 

Pudrición radicular vs. obstrucción vascular.

Otro aspecto clave que discutir a partir de los resultados de este 
trabajo es el relacionado con la causa de la muerte en los pinos cuyas 
raíces han sido infectadas por F. circinatum. Antes de nada cabe recor-
dar que el marchitamiento en las plantas indica que la tasa de pérdida 
de agua es mayor que la tasa de absorción. Esta situación puede ser el 
resultado tanto de una reducción en la absorción de agua, debida a un 
sistema radicular deteriorado, como de un aumento de la resistencia 
al flujo de agua, ocasionado por el colapso del sistema vascular (Ayres, 
1978). Cabe por lo tanto preguntarse si, en nuestro estudio, ¿mueren 
los pinos por el colapso de su sistema vascular? ¿o mueren a causa de la 
pudrición de su sistema radicular? Desde nuestro punto de vista, ambas 
situaciones podrían estar contribuyendo al resultado final. Si bien, los 
resultados que mostramos no constituyen evidencias indiscutibles, sí 
contribuyen a despejar alguna de las incógnitas planteadas.  

I. Con respecto al deterioro del sistema radicular: el examen que se 
hizo de la arquitectura radical mostró por un lado que el grupo de raíces 
con mayor área superficial fue la clase diamétrica de 0,5 a 1,0 mm (Fig. 
62a). Por otro lado, este análisis reveló que, si bien la superficie radicular 
total fue significativamente menor en los pinos inoculados con el pató-
geno que en los pinos control, no sucedió lo mismo en el análisis esta-
dístico aplicado independientemente a la clase diamétrica de raíces con 
mayor área superficial (Fig. 62b). Teniendo en cuenta que al finalizar el 
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ensayo de patogenicidad (a los 84 ddi) la mayoría de los pinos presen-
taban su brote apical caído o estaban ya muertos desde un tiempo atrás 
(Fig. 48) y que el área superficial del grupo de raíces que seguramente 
tuviera la mayor tasa de absorción no fue significativamente diferente en 
las plantas inoculadas con respecto a los controles, es razonable pensar 
que las plantas no murieron por la falta de funcionalidad de su sistema 
radicular tras el ataque del patógeno. 

II. Con respecto a la obstrucción del sistema vascular: a los 28 días 
después de haber inoculado el sustrato de crecimiento de los pinos con 
F. circinatum se percibió el primer síntoma de enfermedad (que fue la 
marchitez o clorosis de las acículas) en el 20% de las plantas (Fig. 48) y 
para entonces, el patógeno ya había invadido el sistema vascular en las 
raíces de los pinos (Fig. 56). En el momento en que un patógeno entra 
en un elemento conductor, la embolia producida deja de inmediato fue-
ra de función a dicho elemento y el agua debe reanudar su movimien-
to por los elementos conductores circundantes (Tyree y Zimmermann, 
2002). Por lo tanto, es muy probable que, más que la pudrición de las 
raíces infectadas por F. circinatum, haya sido la presencia del patógeno 
en el interior de las traqueidas lo que haya influido en la marchitez 
observada. En nuestro estudio, observamos frecuentemente la acumula-
ción de hifas vivas o muertas en el interior de las traqueidas, sobre todo 
en la región del cuello de la raíz a los 42 y 56 ddi (Figs. 58e, 60b, 61b-d). 
Precisamente, a los 56 ddi el patógeno había colonizado el cuello de 
la raíz de todas las plantas analizadas, lo cual coincidió además con el 
momento en que, durante los ensayos de patogenicidad, se detectó el 
mayor porcentaje de plantas con el ápice caído. A nivel estadístico, la 
incidencia de los síntomas observados a los 56 ddi fue significativa-
mente diferente con respecto a las semanas anteriores y posteriores del 
proceso de infección (Fig. 48). Otro factor que seguramente también 
podría contribuir a la restricción del suministro de agua a los brotes de 
las plantas son las fugas de resina desde los conductos resiníferos hacia 
el xilema (Fig. 61e,f ) pues se cree que también provocan la cavitación y 
embolia en las traqueidas (Umebayashi y cols., 2011). 
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En conjunto, presentamos signos que parecen relacionar los sínto-
mas de marchitez en los pinos con el resultado de la invasión por F. cir-
cinatum de su sistema vascular, subrayando en este punto el papel clave 
que juega la colonización del cuello de la raíz. Consideramos que una vez 
que el patógeno establece contacto con los tejidos de la región de cuello 
de la raíz (energéticamente más aprovechables) la tasa de propagación 
del hongo excede la posibilidad de las plantas de parar el ataque patóge-
no, y entonces la proliferación del hongo se ve favorecida. No obstante, 
nuestros resultados ponen de relieve también la crucial importancia de la 
robustez del sistema radicular de la planta para tolerar o superar el ataque 
del patógeno antes de que este se propague por el resto de la planta.

4. Consideraciones finales y perspectivas futuras

Para finalizar, cabe destacar que los hallazgos aquí detallados am-
plían nuestro conocimiento sobre la interacción entre un hongo pa-
tógeno y su planta hospedadora, perteneciente esta a las coníferas: el 
grupo de plantas gimnospermas más exitosas. Hoy en día, los bosques 
de coníferas son dominantes en el este de América del Norte, Europa 
y Siberia y son fuente de una gran riqueza de recursos, paisajística y 
ambiental. Para mejorar los sistemas de gestión, con el objetivo de mi-
nimizar el daño o las pérdidas causadas por F. circinatum tanto desde el 
punto de vista ecológico como económico, es fundamental comprender 
y caracterizar de forma precisa qué mecanismos subyacen al desarrollo 
de la enfermedad. Dos ejemplos, derivados de la presente tesis, que ilus-
tran esto son:

I. El descubrimiento de conidióforos de F. circinatum dentro del 
tallo de P. radiata durante el periodo de incubación de la enfer-
medad; así como la posibilidad de que los nuevos conidios gene-
rados en el interior de la médula de los pinos extiendan, a largo 
plazo, la infección hacia la base de la planta. 
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II. La confirmación de la capacidad de F. circinatum de crecer y 
reproducirse en el sustrato orgánico, así como su potencial para 
explorar el suelo (a través de estructuras tipo rizomorfo) e infectar 
eficazmente las raíces de sus hospedadores, sin que sea necesaria 
una herida por la que penetrar.

Ambas circunstancias, apuntan a la importancia de evitar, mediante 
el correcto manejo y gestión de los plantones en el vivero y de los árboles 
en las plantaciones, que la infección sirva como inóculo secundario que 
extienda la infección a otras plantas. 

Aunque el chancro resinoso de los pinos esté incluido en la lista 
A1 de organismos de cuarentena de la EPPO (European and Medite-
rranean Plant Protection Organization) apenas existen medios para la 
erradicación de las infecciones ya establecidas. Por ello, es sumamente 
importante que se apliquen medidas profilácticas eficaces que preven-
gan la propagación y el establecimiento de esta enfermedad, y que éstas 
se apliquen correctamente. Por ejemplo, el artículo 6 (sobre las medidas 
preventivas) del Real Decreto 637/2006 por el que se establece el pro-
grama nacional de erradicación y control de esta enfermedad propone 
“la tala y eliminación de la parte aérea cortada de todas las plantas de 
especies sensibles que presenten síntomas de la enfermedad”. En vista 
de lo anteriormente expuesto, la práctica correcta implicaría no dejar el 
tocón de los pinos en el suelo, sino retirar los árboles infectados con la 
mayor parte posible de su sistema radicular. En zonas infectadas o cir-
cundantes a ellas, tampoco sería recomendable llevar a cabo la cada vez 
más habitual trituración y retorno al suelo de los restos de podas y talas 
puesto que contribuirían a diseminar la infección.

Otra medida que debiera tomarse en cuenta como una estrategia 
adecuada para el control de la enfermedad en los viveros forestales es la 
implementación, dentro de las prácticas de cultivo, de la inoculación 
de los plantones de pino con micorrizas. Las micorrizas son organismos 
simbiontes, extremadamente importantes para el funcionamiento de la 
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raíz, que pueden reducir los efectos nocivos de los agentes patógenos 
en las raíces y pueden proteger del ataque de otros hongos las raíces 
laterales recién surgidas. Además de fortalecer a la planta, la ectomico-
rriza ejerce una fuerte presión de selección en la comunidad microbia-
na asociada con la rizosfera, lo que contribuye a mejorar la tolerancia 
de la planta al ataque del patógeno. Además, proporcionan protección 
directa a las raíces al actuar como una barrera física que dificulta la 
entrada y el desarrollo del patógeno en el interior de la raíz (Brazanti y 
cols., 1999), así como produciendo y liberando compuestos antifúngi-
cos (Duchesne y cols., 1987) que incluyen fenoles y fitoalexinas, o enzi-
mas que degradan la pared celular del patógeno (Mucha y cols., 2006).

Finalmente destacar la que consideramos una de las estrategias más 
eficientes y rentables para el manejo del chancro resinoso de los pinos, 
que es el uso de materiales de reproducción genéticamente resistentes 
destinados a las reforestaciones o como suministro para los viveros (Roc-
kwood y cols., 1988). Se ha confirmado la existencia de diferencias en la 
susceptibilidad de Pinus spp. tanto a nivel de especie como de híbrido 
(Storer y cols., 1999; Hodge y Dvorak, 2000; Roux y cols., 2007), e in-
cluso,  en el caso concreto de P. radiata, se ha comprobado que también 
existe diferente susceptibilidad a F. circinatum a nivel de clon dentro 
de una misma familia (Roux y cols., 2007). Además, existen evidencias 
suficientes para considerar que la resistencia genética que media en esta 
interacción patogénica es de tipo cuantitativo, es decir que es el resulta-
do de la acción de múltiples genes, siendo la contribución de cada uno 
relativamente pequeña (Kayihan y cols., 2005; Poland y cols., 2009). 
El hecho de que ésta sea de tipo cuantitativo dificulta la obtención de 
marcadores moleculares para discriminar las plantas susceptibles de las 
resistentes, lo que ha ocasionado que, hasta el momento, el método de 
testado comúnmente utilizado sea la medida de la longitud de la lesión 
necrótica provocada por el patógeno tras su inoculación en el tallo de la 
planta y el posterior re-aislamiento del patógeno (Gordon y cols., 1998; 
Roux y cols., 2007). Dicho método, conceptualmente simple, es muy 
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costoso en tiempo (meses) y recursos necesarios y no ofrece la garantía 
de una correcta evaluación e interpretación (Aegerter y Gordon., 2006; 
Sakamoto y cols., 2006; Roux y cols., 2007). Es por ello que el desarrollo 
de un método de escrutinio más rápido y adecuado constituiría una he-
rramienta de gran valor tanto a la hora de testar materiales en busca de 
resistencia como cuando se quiera verificar el impacto de otras medidas

En este sentido, tanto la microscopía confocal como la qPCR se 
proyectan como técnicas muy efectivas para la temprana detección de 
la enfermedad, puesto que como hemos visto en los ensayos de pato-
genicidad realizados, hemos detectado con ambas técnicas signos de la 
enfermedad antes incluso de que la manifestación externa de la sinto-
matología delatara la infección. A pesar de que la microscopía confocal 
nos ha permitido detectar a F. circinatum a los 7 ddi, consideramos que 
la qPCR es una técnica aún mucho más efectiva para la detección tem-
prana de la infección patógena. Hemos desarrollado un protocolo que 
nos permite detectar en una muestra compleja, como es el tallo de los 
pinos, cantidades de ADN de F. circinatum del orden de 10-5 ng (=0,01 
pg). El siguiente paso sería establecer la correlación entre la cantidad 
de biomasa fúngica en los tejidos de plantas de pino infectadas con F. 
circinatum con la severidad de los síntomas de la enfermedad desarrolla-
dos, con la lesión necrótica producida o con el índice de supervivencia 
al final del ensayo, como han publicado otros autores para otros pato-
sistemas (Hietala y cols., 2003; Jiménez-Fernández y cols., 2011). Esto 
validaría a la técnica aquí presentada como una valiosa herramienta para 
el diagnóstico rápido de plantas que muestren un mayor grado de resis-
tencia, evitando así la necesidad de tener que recurrir a los tradicionales 
y laboriosos ensayos de patogenicidad.  

La base establecida en este trabajo permitirá establecer protocolos 
de selección de Material Forestal de Reproducción resistente, aunque 
para la optimización de la eficacia de dichos protocolos sean necesarios 
más estudios. 
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1.-La estirpe de Fusarium circinatum transformada con el gen de 
la proteína verde fluorescente (sgfp) en un excelente marcador vital de 
la infección que, combinado con la microscopía confocal, proporciona 
una perspectiva totalmente novedosa en el estudio histológico de los 
tejidos del pino enfermos. 

2.-Hemos desarrollado un protocolo para cuantificar específica-
mente el ADN de F. circinatum y el de Pinus radiata a partir de una 
muestra compleja como es el tallo de los pinos. Este protocolo:

I. Es una técnica idónea para el estudio de la interacción entre F. 
circinatum y P. radiata en su ambiente natural, dado que permite 
estimar la biomasa fúngica in planta en diferentes etapas de la 
infección, incluso en estadios muy tempranos.

II. Es una valiosa herramienta para comparar el grado de infección 
de distintas muestras de P. radiata, dado que permite detectar 
pequeñas variaciones en la biomasa de F. circinatum en relación 
a la biomasa de P. radiata.  

3.-La dinámica espacial de la infección en el tallo sigue un patrón 
definido por la accesibilidad de los recursos nutritivos del huésped, in-
vadiendo inicialmente los tejidos más accesibles y ricos en nutrientes. 

I. En la colonización horizontal destaca la rápida invasión de la 
parte central del pino (constituido por parénquima medular) a 
través de los radios medulares y la invasión del floema y la zona 
cambial, a modo de anillo, circunvalando el tallo.

II. En el caso de la colonización vertical la infección progresa por 
esas mismas vías tanto hacia arriba como hacia abajo en el tallo, 
pero además, destaca la propagación del patógeno a través del 
xilema, por medio tanto de las traqueidas axiales como de los 
conductos de resina.

4.-La dinámica temporal de la infección en el tallo muestra la rápi-
da adaptación y proliferación de F. circinatum al nuevo entorno hallado 
en P. radiata. El patógeno experimenta un crecimiento exponencial in 
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planta desde el primer momento de la infección. No se aprecia una fase 
de latencia que sería una característica indicativa de un periodo de adap-
tación inicial en el proceso de infección.  

5.-Fusarium circinatum es capaz de completar su ciclo asexual den-
tro del hospedador durante el periodo de incubación de la enfermedad, 
antes de que se manifiesten los primeros síntomas visibles. Este es un 
descubrimiento especialmente relevante a tener muy en cuenta en los 
protocolos de manejo de la enfermedad, puesto que si no se toman las 
medidas adecuadas se puede contribuir a la dispersión de la enfermedad 
fuera de la planta.

6.-El peculiar tejido de las hojas de Sphagnum sp. genera microni-
chos que favorecen el crecimiento de F. circinatum en el sustrato y que 
sirven de reservorio de inoculo tanto en forma de micelio vegetativo 
como de esporas.

7.-Fusarium circinatum produce órganos lineales (cordones mi-
celiales) con los que explorar el sustrato hasta alcanzar el sistema radical 
de la planta de pino, anclarse a su superficie e infectar eficazmente las 
raíces de su hospedador.

8.-La penetración de las raíces puede ser directa, sin que sea necesa-
ria una herida por la que penetrar, a través de estructuras tipo hifopodio, 
con el desarrollo de hifas bulbosas y de estrechas hifas invasivas, caracte-
rísticas de una invasión biotrófica.

9.-La penetración de las raíces también puede darse de forma indi-
recta, a través de heridas naturales en las zonas de emergencia de nuevas 
raíces. De hecho, la intensidad de ramificación de las raíces de los pinos 
parece jugar un papel importante en la interacción con F. circinatum.

10.-Fusarium circinatum utiliza el sistema vascular de P. radita para 
ascender y llegar a nuevas áreas susceptibles en las plantas de pino in-
fectadas, extendiendo así el ciclo de la enfermedad dentro de la planta.
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11.-Una vez que F. circinatum invade la médula del tallo de los pi-
nos (en caso de infección por transmisión aérea) o que invade la región 
central del cuello de la raíz (en caso de que la infección suceda a través 
de las raíces) la tasa de propagación del hongo, mediante la generación 
de esporas asexuales dentro de los pinos, excede la posibilidad de las 
plantas de frenar el ataque patógeno y, entonces, se ve favorecida la 
proliferación del hongo.

12.-La interacción planta-patógeno produce en los tejidos del pino 
llamativas zonas de reacción caracterizadas por mostrar un patrón de 
fluorescencia claramente diferente al del resto de los tejidos, lo que pro-
bablemente esté relacionado con la secreción de sustancias de tipo fenó-
lico liberadas al medio durante la interacción planta-patógeno.

13.-Fusarium circinatum, en el transcurso de la infección, tolera la 
resina producida por P. radiata e induce la formación de nuevos con-
ductos resiníferos en la planta. 

14.-Nuestros resultados sugieren que la producción de resina en P. 
radiata tras la infección por F. circinatum es directamente proporcional 
al grado de susceptibilidad al patógeno.

15.-El marchitamiento de la parte aérea de los pinos, que acaba en 
completa desecación, se debe principalmente al bloqueo del suministro 
de agua que sucede como consecuencia de la invasión de F. circinatum. 
Dos causas de este bloqueo son:

I. la obstrucción de las traqueidas por las hifas y esporas patógenas;

II. la obstrucción de las traqueidas por la acumulación y vertido de 
resina al xilema, tras haber sido estimulada su producción.
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