Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 36: 61-64 (2012) «Actas de la IT Reunion sobre Sanidad Forestal»

INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DE MITOVIRUS EN
EL CRECIMIENTO MICELIAL DE AISLADOS DE
GREMMENIELLA ABIETINA IN VITRO EN
DIFERENTES CONDICIONES DE TEMPERATURA,
PH Y POTENCIAL OSMOTICO

Carmen Romeralo Tapia', Leticia Botella Sanchez', Oscar Santamaria Becerril > y Julio Diez
Casero'

'Instituto Universitario de Gestion Forestal Sostenible. Universidad de Valladolid-INIA. Avda. Madrid 44,
Edificio E. 34004-PALENCIA (Espafia). Correo electrénico: carmen.romeralo@pvs.uva.es

> Dpto. Ingenieria del Medio Agronémico y Forestal. Escuela de Ingenierias Agrarias. Universidad de
Extremadura. Avda. Adolfo Sudrez s/n. 06007-BADAJOZ (Espafna). Correo electrénico:
osantama@unex.es

Resumen

Los mitovirus son virus exclusivamente fungicos que han sido aislados de algunos patégenos
forestales, como Gremmeniella abietina. En algunos casos pueden reducir la virulencia del hongo,
por lo que existe un creciente interés por su posible papel como agentes de control bioldgico. En este
trabajo, se ha llevado a cabo un estudio preliminar para evaluar el efecto de la temperatura (5°; 15°
25°y 35°C), el pH (4;5;7 y 9) y el potencial osmético (-0.6MPa; -1.2MPa; -1.8MPa y -2.4MPa) en
el crecimiento micelial de siete aislados de G. abietina bajo condiciones controladas de laboratorio.
Cuatro de los aislados tenian mitovirus y tres de ellos no. Durante el experimento, el crecimiento
micelial fue registrado semanalmente hasta completar 8 mediciones. LLas mayores colonias fueron
observadas en las placas Petri con pH 4 y 5, temperatura de 15°C y el potencial osmético de -2.4MPa,
mientras que las mds pequeiias fueron las emplazadas a 35°C. El crecimiento micelial en los aisla-
dos con mitovirus fue mayor que el de los aislados sin mitovirus a 15°C, mientras que sucedi6 lo con-
trario en los tratamientos de -0.6MPa y -1.8MPa. El estudio ha proporcionado conocimiento del
efecto de la presencia de mitovirus en los aislados de G. abietina.
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INTRODUCCION encontrd por primera vez en 1929 en Pinus pinas-

ter (MARTINEZ, 1933) y en Pinus halepensis en

Gremmeniella abietina (Lagerberg) Morelet
(anamorfo Brunchorstia pinea (P. Karsten) Hoh-
nel) es un hongo patégeno que ha causado graves
pérdidas en plantaciones y en bosques naturales de
coniferas en el hemisferio norte (DORWORTH,
1979; KAITERA & JALKANEN, 1992). En Espana se
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1999 (SANTAMARIA et al., 2003) aunque s6lo se ha
aislado de arboles sintomaticos de P. halepensis.
Los micovirus estan presentes en la mayoria de
los grupos de los hongos que producen enfermeda-
des a las plantas (GHABRIAL & Suzuki, 2009;
PEARSON et al., 2009). Los sintomas derivados de
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la presencia de los micovirus varian y pueden ir
desde la no aparicion de sintomas, como ocurre en
la mayorfa de los casos, a la atenuacion (hipoviru-
lencia) e incluso al aumento de su virulencia
(hipervirulencia) (GHABRIAL & Suzuki, 2009).
Uno de los géneros descritos actualmente de los
micovirus es el género Mitovirus, el cual, se ha
encontrado en algunos hongos fitopatégenos como
Cryphonectria parasitica (POLASHOCK & HILL-
MAN, 1994) o Ophiostoma novo-ulmi (ROGERS et
al., 2009). Recientemente, se han detectado posi-
bles cepas del género Mitovirus en los aislados
espanoles de G. abietina (BOTELLA et al., 2011).

La reduccién de la virulencia puede estar
relacionada, entre otras razones, a un crecimien-
to micelial andmalo causado por la presencia de
mitovirus (GHABRIAL & SuzuUki, 2009; PEARSON
et al., 2009). Sin embargo, el crecimiento mice-
lial puede estar también influido por otros facto-
res como la temperatura, el pH o el potencial
osmotico. El principal objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto de la presencia de mitovirus
en aislados de G. abietina, sobre su crecimiento
micelial, bajo diferentes condiciones de tempe-
ratura, pH y potencial osmatico.

MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo este estudio, se seleccio-
naron siete aislados espafioles de G. abietina,
cuatro de los aislados contaron con mitovirus
(P3-12, 00P-07, Hon 3-3 y P1-12) y tres sin
ellos (Hon 9-2; P1-8 y VAI-13) (BOTELLA et al.,
2011). Cuatro semanas antes del experimento,
los hongos fueron subcultivados en medio
MOS-agar (extracto de naranja, serum Yy agar,
MULLER et al., 1994) y guardados a 15°C en
oscuridad para obtener suficiente micelio. Para
llevar el control del crecimiento, en la base de
cada placa Petri se dibujaron dos lineas perpen-
diculares y en el punto de interseccion se coloco
un cuadrado de 0,25 cm? de micelio de cada uno
de los aislados. El crecimiento micelial se midi6
una vez a la semana durante 8 semanas consecu-
tivas. La variable respuesta fue el area de creci-
miento y se calculé6 mediante la siguiente
férmula: Area = m/4 (d, x d,) donde d, y d,
representaban los dos didmetros de la colonia
medidos a lo largo de las lineas.
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Se llevaron a cabo tres experimentos en los que
se analizaron el efecto (i) de la temperatura (rango
de temperaturas analizadas: 5° 15° 25° y 35°C),
(ii) del valor de pH (con valores de pH de 4; 5; 7 y
9) y (iii) del potencial osmotico (y,, de 0,6; -1,2; -
1,8 y -2,4 MPa) sobre el crecimiento micelial de G.
abietina. Los dos ultimos experimentos se realiza-
ron a 15° C, al ser ésta la temperatura 6ptima de
crecimiento (SANTAMARIA et al., 2004), y todos en
oscuridad. Los diferentes pH se consiguieron afia-
diendo HCL o KOH al medio MOS hasta alcanzar
el pH requerido. Los diferentes potenciales osmo-
ticos fueron conseguidos afiadiendo diferentes
concentraciones de KCL (250; 500; 750 y 1.000
mM) al medio MOS (LIRA-MENDEZ Y MAYEK-
PEREZ, 2006). Se realizaron cuatro repeticiones de
cada combinacion “aislado x tratamiento”.

Todos los analisis estadisticos se realizaron
con el programa SAS (SAS INSTITUTE INC.,
2004). La variable respuesta en todos los modelos
fue el area de crecimiento (mm?). Para cada expe-
rimento (temperatura, pH y potencial osmoético)
se calculé un modelo para evaluar el efecto de la
presencia de mitovirus (si/no), los tratamientos
(4) y sus interacciones mediante un analisis de
variancia de dos entradas. Se tomé un nivel de
significacion del 95% en todos los analisis.
Cuando se encontraron diferencias significativas
en el modelo ANOVA, se aplico un test de sepa-
racion de medias Tukey-HSD. La normalidad,
linealidad y homocedasticidad de los residuos
fueron comprobadas mediante el test Shapiro-
Wilk y mediante procedimientos graficos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el experimento de las temperaturas, el
area media de crecimiento fue significativamente
diferente entre aislados con mitovirus y aislados
sin mitovirus y entre temperaturas. Segun el test de
Tukey, el mayor crecimiento micelial se encontrd
a 15°C, lo cual concuerda con SANTAMARIA et al.
(2004) quien demostr6 previamente que los aisla-
dos espaiioles tenian su Optimo de crecimiento a
esa temperatura. Al considerar las temperaturas
por separado, sélo se encontraron diferencias sig-
nificativas entre los aislados con y sin mifovirus en
el experimento realizado a 15°C. La presencia de
mitovirus parece tener un efecto en el crecimiento



Cuad. Soc. Esp. Cienc. For. 36: 61-64 (2012)

micelial de G. abietina en su temperatura éptima
de crecimiento, ya que los aislados con presencia
de mitovirus presentaron mayor crecimiento mice-
lial que los que no tenian mitovirus (Figura 1). Este
aumento del crecimiento micelial en nuestros ais-
lados podria estar relacionado con una mayor viru-
lencia del patogeno, ya que de forma general la
reduccion de la virulencia se asocia a una disminu-
cion del crecimiento micelial, aunque es cierto que
también puede estar asociada a otras caracteristi-
cas (GHABRIAL et al., 2009; PEARSON et al., 2008).

En el experimento del pH, el valor de éste
afectd significativamente el crecimiento, pero
no lo hizo la presencia de mifovirus en los aisla-
dos. El mayor crecimiento micelial en todas las
muestras se observé a pH 4 mientras que el
menor crecimiento en las placas con pH 9. En
otros hongos, los efectos de los micovirus en
general han mostrado sufrir variaciones cuando
la composicion en nutrientes de los sustratos
difieren (VAN DIEPENINGEN et al., 2006), lo que
no coincide con nuestros resultados en los que la
disponibilidad de los nutrientes estuvo condicio-
nada por los valores de pH, y sin embargo, el
efecto de los mitovirus no fue evidente.

En el experimento de los potenciales osmoti-
cos, en los valores de -0,6 MPa y -1,8 MPa los
aislados con presencia de mifovirus presentaron
un menor crecimiento micelial que los aislados
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sin presencia de mitovirus. En nuestro estudio, no
hubo una evidencia clara de que un descenso en
el potencial osmético produjera una reduccién en
el crecimiento micelial como se habia observado
previamente en otras especies flingicas (PALMERO
et al., 2008; ARMENGOL et al., 2011). Cambios en
el comportamiento entre aislados con y sin mico-
virus se observaron previamente en diferentes
potenciales osmoticos para Monosporascus can-
nonballus (ARMENGOL et al., 2011).

Los fitopatdlogos se han interesado durante
mucho tiempo por el uso potencial de los micovi-
rus en el control biolégico (PEARSON et al., 2009).
Aunque muchos no producen cambios fenotipicos
obvios es razonable asumir que muchas infeccio-
nes viricas pueden tener algtn efecto en el creci-
miento del hongo (MCCABE et al., 1999). Los
resultados de este experimento sugirieron que la
presencia de mitovirus afecto al crecimiento mice-
lial bajo diferentes condiciones de cultivo. Si nos
basamos en los resultados anteriormente publica-
dos, en las condiciones Optimas de crecimiento a
15°C, los aislados con mitovirus, al presentar
mayor crecimiento micelial, podrian estar relacio-
nados con una mayor virulencia del patégeno. Lo
mismo puede obtenerse de los aislados que crecie-
ron a un potencial osmético de -2,4 MPa. Por el
contrario los aislados que crecieron en medio con
potenciales osmético de -0,6 MPa y -1,8 MPa pre-
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Figura 1. Crecimiento medio de los aislados infectados con mitovirus y sin ellos a 15°C durante 8 semanas
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sentaron una disminucion en el crecimiento mice-
lial en los aislados con presencia de mitovirus, 1o
que podria estar relacionado con una disminucién
de la virulencia, o hipovirulencia de esos aislados.
A pesar de que el crecimiento micelial es el prin-
cipal factor que se relaciona con la patogenicidad
del hongo, se recomienda la realizacion de otros
estudios que incluyan otros parametros asociados
a la virulencia como las tasas de esporulacion y la
patogenicidad in vivo, para establecer una asocia-
cion clara entre la presencia de mitovirus y la viru-
lencia de los aislados espafioles de G. abietina.
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