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lll. OTRAS DISPOSICIONES

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA

9317 Resolucién de 27 de mayo de 2009, de la Subsecretaria, por la que se dispone
la publicacién del Acuerdo de encomienda de gestion entre la Secretaria
General de Medio Rural y el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria, para la realizacion del proyecto Etiologia, epidemiologia
y control de «Fusarium circinatumx.

La Secretaria General de Medio Rural, del Ministerio de Medio Ambiente, y Medio
Rural y Marino y el Presidente del Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria
y Alimentaria, del Ministerio de Ciencia e Innovacién han suscrito, con fecha 30 de diciembre
de 2008, un Acuerdo de encomienda de gestion para la realizacion del proyecto Etiologia,
epidemiologia y control de «Fusarium circinatumy».

Para general conocimiento, se dispone su publicacion cono anejo a la presente
Resolucion.

Madrid, 27 de mayo de 2009.—E| Subsecretario de la Presidencia, Luis Herrero Juan.

ANEJO

Encomienda de Gestion entre el Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino
y el Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria para la realizacion
del proyecto Etiologia, epidemiologia y control de «Fusarium circinatum».

En Madrid, a 30 de diciembre de 2008.

REUNIDOS

De una parte, la sefiora dofia Alicia Villauriz Iglesias, Secretaria General de Medio
Rural, del Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino (MARM), en virtud del
Real Decreto 576/2008, de 21 de abril («<BOE» de 22 de abril), por el que se dispone su
nombramiento.

Y de otra, el sefior don Carlos Martinez Alonso Presidente del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (en lo sucesivo INIA), con CIF Q-2821013-F,
con sede en Madrid, Cra. de La Corufia, km 7,5, en representacion del mismo, en virtud
del Real Decreto 515/2008, por el que se dispone su nombramiento y actuando conforme
a las atribuciones que le confiere el articulo 9 del Estatuto del INIA, aprobado por el Real
Decreto 1951/2000, de 1 de diciembre.

Ambas partes se reconocen entre si la capacidad legal suficiente para obligarse en
este acto, y a tal efecto:

EXPONEN

Primero.—Que la Secretaria General de Medio Rural, del Ministerio de Medio Ambiente,
y Medio Rural y Marino, actua conforme al articulo 149.1.132 de la Constitucion, por el que
se reserva al Estado la competencia exclusiva en materia de bases y coordinacién de la
planificacion general de la actividad econdmica.

Segundo.—Que el Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino asume las
competencias atribuidas al Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion y al Ministerio
de Medio Ambiente, en virtud del Real Decreto 432/2008, de 12 de abiril, por el que se
reestructuran los departamentos ministeriales.
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Tercero.—Que el INIA, organismo auténomo adscrito al Ministerio de Ciencia e
Innovacién por el Real Decreto 432/2008, de 12 de abril, de reestructuracion de los
Departamentos ministeriales, actia conforme alo establecido en el Real Decreto 1951/2000,
de 1 de diciembre, por el que se aprueba el Estatuto del Organismo y de acuerdo con el
articulo 15 de la Ley 13/1986, de 14 de abril, de Fomento y Coordinacién General de la
Investigacion Cientifica y Técnica, en virtud de la cual pueden celebrar Encomiendas de
Gestion los Organismos Publicos de Investigacion.

Cuarto.—Que forman parte de la Secretaria General de Medio Rural, del Ministerio de
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino los siguientes organismos:

La Direccidn General de Recursos Agricolas y Ganaderos, en lo sucesivo DGRAG,
que asume las funciones de la antigua Direcciéon General de Agricultura por el Real
Decreto 438/2008, y por tanto es autoridad competente en materia de sanidad vegetal en
virtud de lo establecido en la Ley 43/2002, de 20 de noviembre, de Sanidad Vegetal vy,
aunque no cuenta conlos recursos cientificos necesarios paralarealizacion de determinados
trabajos relacionados con la investigacion en este ambito, dispone de crédito en el
presupuesto para financiar la ejecucion de los mismos.

La Direccion General de Medio Natural y Politica Forestal, en lo sucesivo DGMNPF,
que asume las funciones de la antigua Direccién General para la Biodiversidad por Real
Decreto 438/2008, es el érgano competente en el desarrollo de la Ley de Montes en
materia de sanidad forestal, en colaboracién con el 6rgano competente (DGRAG citada en
el parrafo anterior), de acuerdo con lo establecido en el articulo 7-d y 16 de de dicha Ley
y, aunque no cuenta con los recursos cientificos necesarios para la realizacion de
determinados trabajos relacionados con la investigacion en este ambito, dispone de crédito
en el presupuesto para financiar parte de la ejecucion de los mismos.

Quinto.—Que la enfermedad del chancro resinoso de los pinos causada por el hongo
«Fusarium circinatumy» en Espafia se conoce desde mediados de los 90, aunque la primera
cita se realiza tras la aparicion de la enfermedad en viveros en Asturias y en una masa
forestal en Cantabria en 2004 (Landeras «et al.», 2005) siendo ésta la primera referencia
oficial de su deteccién en Europa, comunicandose a la Comision Europea y a los demas
Estados miembros, en aplicacion del articulo 16.2 de la Directiva 2000/29/CE.

Sexto.—Que al tratarse de un organismo nocivo de cuarentena en la Unién Europea,
fue necesario adoptar medidas de salvaguarda de conformidad con lo establecido en el
articulo 16.2 del Real Decreto 58/2005 de 21 de enero por el que se adoptan medidas
contra la introduccién y difusion en el territorio nacional y de la Comunidad Europea de
organismos nocivos para los vegetales o productos vegetales asi como para la exportacion
y transito hacia paises terceros.

Séptimo.—Que estas medidas se han desarrollado en el Real Decreto 637/2006 de 26
de mayo («<BOE» n.° 137 del 9 de junio) por el que se establece el programa nacional de
erradicacion y control del hongo «Fusarium circinatum» Niremberg et O’Donnell que en
sintesis establece medidas de armonizacién y coordinacion de actuaciones para localizar
y erradicar al patégeno y eliminar cualquier riesgo de propagacion.

Por todo lo expuesto, la Secretaria General de Medio Rural, del Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino y el INIA acuerdan suscribir la presente Encomienda de
Gestion que se regird de conformidad con las siguientes

CLAUSULAS

Primera. Objeto de la encomienda de gestién y organizacion de los trabajos.—El
objeto de la presente Encomienda es establecer la financiacién y ejecucién de las
actuaciones correspondientes al MARM vy al INIA del Proyecto denominado Etiologia,
Epidemiologia, y control de Fusarium circinatum en el que se pretende abordar diferentes
aspectos relacionados con la etiologia, la epidemiologia y el control del chancro resinoso
del pino, enfermedad de reciente aparicion en Espana.
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Segunda. Desarrollo del proyecto.—Debido a la amplia tematica abordada por este
proyecto, sera desarrollado de forma coordinada por cinco grupos de investigacion y dos
grupos de apoyo que se sefialan a continuacion.

Grupos de investigacion:

1. Grupo de Investigacion en Hongos Fitopatégenos. Instituto Agroforestal
Mediterraneo. Universidad Politécnica de Valencia, en adelante IAM-UPV.

2. Estacion Fitopatolégica do Areeiro (Diputacién de Pontevedra), en adelante EFA.

3. Neiker (Instituto Vasco de Investigacién y Desarrollo) (Pais Vasco) en adelante
NEIKER.

4. Unidad de Entomologia y Patologia Forestales (Universidad de Valladolid-
Palencia), en adelante EPF-UVA.

5. Laboratorio de Patologia Forestal, Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia
Agraria y Alimentaria-Centro de Investigacion Forestal, en adelante (INIA-CIFOR Madrid).

Grupos de apoyo en la investigacion:

A1. Centro de Sanidad Forestal de Calabazanos (Junta de Castilla y Leén) (CSFC).
A2. Laboratorio de Sanidad Vegetal del Principado de Asturias (SVPA).

Tercera. Financiacion y forma de pago.—El coste del proyecto para los tres afios de
duracién se ha estimado en novecientos cincuenta mil euros (950.000 €) basandose en la
memoria técnica que se adjunta presentada por los grupos de investigacion, de los cuales
el INIA aportara en total la cantidad de 200.000 €.

Las partes acuerdan contribuir a la financiacién del citado proyecto de acuerdo con la
siguiente distribucion:

La Secretaria General del Medio Rural aportara las siguientes cantidades a través de
sus dos érganos directivos:

DGRAG: 375.000 €.

DGMNPF: 375.000 €.

Por su parte, el Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria
aportara los citados 200.000 €.

Cuarta. Evaluacion econémica y forma de pago.—En el cuadro adjunto se expresa la
distribucion por anualidades de las aportaciones por las partes.
Anualidades
Organismo
2009 2010 2011 Total
DGRAG ............... 125.000 125.000 125.000 375.000
DGMNPF . ............. 125.000 125.000 125.000 375.000
INIA. ..o 66.600 66.600 66.800 200.000
TOTAL........... 316.600 316.600 316.800 950.000

Las cantidades correspondientes a la DGRAG seran con cargo a la aplicacion
presupuestaria 21.21.412A.640.00 de los Presupuestos Generales del Estado
correspondientes a las tres anualidades previstas. Estas cantidades seran ingresadas por
la DGRAG al INIA mediante transferencia bancaria, a la firma del Acuerdo de Encomienda
de Gestion la primera anualidad, y las siguientes en los afios sucesivos de acuerdo con los
informes sobre la ejecucion del proyecto presentado a la Comision de seguimiento de la
Encomienda.

Del mismo modo las cantidades correspondientes a la DGMNPF seran cargadas a la
aplicacion presupuestaria 23.09.456C.640 de los Presupuestos Generales del Estado
correspondientes a las tres anualidades previstas en la misma forma propuesta para la
DGRAG.
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De igual forma la cantidad correspondiente al INIA sera con cargo a la aplicacion
presupuestaria 18.204.467D.640 de los Presupuestos Generales del Estado.

Las cantidades correspondientes a la DGRAG y la DGMNPF se abonaran mediante
transferencia a la cuenta n.° 0182-2370-46-0200203535, en el Banco Bilbao Vizcaya
Argentaria, C/ Alcala 16, 28014, Madrid, a nombre del INIA.

El INIA se encargara de distribuir los fondos aportados por las tres partes entre los
grupos de investigacién que participan en el proyecto tal como se expone en el anexo
técnico del proyecto.

Quinta. Comisién de Seguimiento.—Para el seguimiento de la presente Encomienda
de Gestion se establecera una Comision que estara formada por un representante de cada
una de las partes financiadoras nombrado por las mismas y el coordinador del proyecto.

La Comision se reunirda como minimo una vez al afio, y siempre que se considere
necesario por alguna de las partes. Sera su funcion analizar el avance de los trabajos, los
informes presentados, y decidir si se van cumpliendo los objetivos previstos, como paso
previo a proponer el pago de la correspondiente anualidad. También adoptara las decisiones
pertinentes en cuanto a examinar y autorizar la publicacidon de resultados que emanen de
la presente Encomienda de Gestion, durante la vigencia de la misma.

Sexta. Propiedad de los resultados.—De los posibles derechos de propiedad industrial
o intelectual, u otros de andloga naturaleza, que surjan de las actuaciones de la presente
Encomienda de Gestion, seran cotitulares las partes en iguales proporciones.

Las partes signatarias se comprometen a que los resultados obtenidos sean publicados
en revistas cientificas o de divulgacion, bien conjuntamente o, cuando menos, citando la
labor de cooperacién realizada por las otras.

Séptima. Duracién de la Encomienda de Gestion.—La Encomienda de Gestion entrara
en vigor el dia siguiente de su firma y tendra una duracion de 3 afios desde dicha fecha.
Se prevé en caso de no finalizacion o retraso del conjunto de los trabajos la prérroga de la
misma por el plazo de un afio mas, con el mismo aporte financiero anual de las instituciones
involucradas que el previsto durante los afios de duracion de la Encomienda.

Octava. Modificacion y resolucion.—La presente Encomienda de Gestion podra ser
modificada o resuelta, de mutuo acuerdo entre las partes. No obstante, la resolucién no
afectara a la finalizacién de las actividades que estuvieran en ejecucion.

Asimismo, cualquiera de las partes podra resolver la presente Encomienda de Gestion,
debido al incumplimiento de la otra, respecto a alguna de las cldusulas de la misma. El
incumplimiento debera ser comunicado a la parte incumplidora, mediante preaviso, de
forma fehaciente, con al menos un mes de antelacion, y previa audiencia de la misma. No
obstante, esta resolucion no afectara a la finalizacion de las actividades que estuvieran en
ejecucion.

Novena. Naturaleza y jurisdiccion.—La presente Encomienda de Gestion tiene
naturaleza administrativa y se formaliza de conformidad con lo dispuesto en el articulo 15
de la Ley 30/1992, de 26 de noviembre de Régimen juridico de las Administraciones
Publicas y Procedimiento Administrativo Comun.

El conocimiento de las cuestiones litigiosas entre las partes correspondera, en su caso,
a los organos competentes del orden jurisdiccional contencioso administrativo, de
conformidad con la Ley 29/1998, de 13 de julio, reguladora de dicha jurisdiccion.

La presente Encomienda de Gestidon y su Resolucién debera ser publicada en el
«Boletin Oficial del Estado».

En prueba de conformidad, asi como para la debida constancia de lo convenido, ambas
partes firman la presente Encomienda de Gestién, en triplicado ejemplar, en el lugar y
fecha al principio indicados.—La Secretaria General de Medio Rural, Alicia Villauriz
Iglesias.—El Presidente del Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y
Alimentaria, Carlos Martinez Alonso.
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ANEXO TECNICO
Proyecto «Etiologia, epidemiologia y control de Fusarium Circinatum»
Introduccién

La enfermedad del chancro resinoso de los pinos esta causada por el hongo Fusarium
circinatum Niremberg et O’Donnell (teleomorfo: Gibberella circinata Niremberg et
O’Donnell). Fue citada por primera vez en Carolina del Norte en 1946 por Hepting y Roth.
Desde entonces se han detectado focos en distintas areas de Estados Unidos (Kuhiman
et al.,, 1982; McCain et al., 1987), Japon (Muramoto y Dwinell, 1990), Méjico (Guerra-
Santos, 1999), Sudafrica (Viljoen et al., 1994), y Chile (Wingfield et al., 2002). Se trata de
un hongo ascomiceto heterotalico con diferentes tipos de apareamiento, que bajo
condiciones de laboratorio puede formar la facies Gibberella aunque ésta no se ha
encontrado en la naturaleza.

La enfermedad afecta a diferentes especies de pino, siendo especialmente sensible
Pinus radiata. También puede afectar a otras coniferas, como Pseudotsuga menziessi. F.
circinatum puede afectar alos tejidos vegetativos y reproductivos de las plantas hospedantes
independientemente de su estado de madurez: aciculas, brotes, ramas, troncos, flores,
pifias y semillas. Los sintomas de la enfermedad en arboles adultos se caracterizan por la
presencia de chancros resinosos y muerte de ramas mientras que en semilleros y/o viveros
se caracterizan por el amarilleamiento de las aciculas basales, pudricion de cuello y raices
y, finalmente, la muerte de plantulas. Esta sintomatologia no es especifica de F. circinatum
y puede ser confundida por la causada por otros hongos como Sphaeropsis sapinea o
Armillaria spp. También puede confundirse con el dafio causado por algunas plagas. De
aqui la importancia del reconocimiento e identificacion del patdégeno en laboratorios con
personal especializado en las técnicas morfolégicas y moleculares necesarias para su
identificacion.

La infeccidn de F. circinatum se produce a través de heridas naturales o provocadas
por el hombre o por insectos. La dispersion se realiza por el viento, por insectos vectores,
por semillas, por plantulas infectadas, por madera infectada y por el hombre. Los insectos
que actuan frecuentemente como vectores pertenecen a los géneros Ips, Pityophthorus,
Conphthorus, Ernobius y Tomicus (Romon et al., 2007).

No existen medidas de control eficaces para el control de F. circinatum. Mediante la
utilizacién de técnicas culturales se puede intentar la reduccién de la cantidad de inéculo
presente en viveros y en masas forestales. Los focos afectados deben ser eliminados in
situ. Entre otras medidas de control se encuentran: la desinfestacion de herramientas de
poda, la poda de ramas afectadas (teniendo en cuenta que esta técnica puede reducir el
avance de la enfermedad pero no la elimina), evitar la replantacién con especies
susceptibles en zonas afectadas, evitar recoleccion y transporte de semillas de zonas
afectadas, control de insectos vectores, y desinfeccion de semillas. Hay que tener en
cuenta que F. circinatum puede encontrarse de forma superficial en la semilla, de forma
interna detectable con medios de cultivo selectivos y de forma interna no detectable (Storer
et al. 1998).

Situacién en Espafia

Aunque la presencia de la enfermedad en Espafia se conoce desde mediados de los 90,
la primera cita de la enfermedad del chancro resinoso de los pinos se realiza tras la aparicion
de la enfermedad en viveros en Asturias y en una masa forestal en Cantabria en 2004
(Landeras et al., 2005). Esta fue la primera referencia oficial de su detecciéon en Europa,
siendo comunicado a la Comision Europea y a los demas Estados miembros, en aplicacion
del articulo 16.2 de la Directiva 2000/29/CE.

Al tratarse de un organismo nocivo de cuarentena en la UE, fue necesario adoptar
medidas de salvaguarda de conformidad con lo establecido en el art. 16.2 del RD 58/2005
de 21 de enero por el que se adoptan medidas contra la introduccion y difusién en el
territorio nacional y de la Comunidad Europea de organismos nocivos para los vegetales o
productos vegetales asi como para la exportacion y transito hacia paises terceros.
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Estas medidas, se han desarrollado en el Real Decreto 637/2006 de 26 de mayo
(«BOE» n.° 137 del 9 de junio de 2006) por el que se establece el programa nacional de
erradicacion y control del hongo Fusarium circinatum Niremberg et O’Donnell que en
sintesis establece medidas de armonizacién y coordinacion de actuaciones para localizar
y erradicar al patégeno y eliminar cualquier riesgo de propagacion.

Desde la deteccion del primer foco de la enfermedad en 2004, se han prospectado
masas forestales y viveros para conocer la distribucion del patégeno y los dafios causados
por la enfermedad. La enfermedad ha sido detectada en P. radiata, P. pinaster, P. sylvestris
y P. nigra. El hongo ha sido aislado de semillas, plantulas y plantas adultas.

La introduccidn de patdgenos forestales en nuevas zonas puede suponer un impacto
econoémico, ecoldgico y social (Wingdfield et al. 2001). En este caso particular, la presencia
de F. circinatum en Espafa puede suponer una amenaza para la produccion de pinos y
para las industrias que dependen de ellos. La presencia del patégeno supone pérdidas en
la produccion, imposibilidad de exportacion y altos costes para prospectar y controlar la
enfermedad. Adicionalmente, los nuevos patdgenos pueden presentar una diversidad
genética o nuevos tipos de apareamientos que pueden ser tan devastadores como la
introduccién de un patégeno desconocido (Crous y Groenewald 2005). Por este motivo es
necesario estudiar la situacion de F. circinatum en Espafa: zonas afectadas, caracterizacion
del hongo, estudio de poblaciones, proceso infectivo, hospedantes, insectos vectores,
transmision, supervivencia y diferentes medidas de control., aspectos que seran abordados
en el presente Proyecto.

Debido a la amplia tematica abordada este Proyecto sera desarrollado de forma
coordinada por cinco grupos de investigacion y dos grupos de apoyo que se sefalan a
continuacion. Se presentan también las siglas de cada uno de dichos grupos, que seran
las utilizadas en la metodologia para sefalar los grupos implicados en cada uno de los
objetivos del Proyecto.

Grupos de investigacion:

1. Grupo de Investigacion en Hongos Fitopatégenos. Instituto Agroforestal
Mediterraneo. Universidad Politécnica de Valencia (IAM-UPV).

2. Estacion Fitopatoldxica do Areeiro (Deputacion de Pontevedra) (EFA).

3. Neiker (Pais Vasco) (NEIKER).

4. Unidad de Entomologia y Patologia Forestales (Universidad de Valladolid-Palencia)
(EPF-UVA).

5. Laboratorio de Patologia Forestal, CIFOR-INIA (Madrid) (CIFOR-INIA).

Grupos de apoyo en la investigacion:

A1. Centro de Sanidad Forestal de Calabazanos (Junta de Castilla y Leén) (CSFC).
A2. Laboratorio de Sanidad Vegetal del Principado de Asturias (SVPA).

Objetivos

En el presente proyecto de investigacion se pretende abordar diferentes aspectos
relacionados con la etiologia, la epidemiologia y el control del chancro resinoso del pino,
enfermedad de reciente aparicion en Espafa. En concreto los objetivos que se pretende
abordar en el proyecto y que seran abordados en profundidad en el apartado de metodologia
y plan de trabajo son los siguientes:

Etiologia.

Diagnéstico: Puesta a punto de un método molecular de deteccion y diagndstico de F.
circinatum en semillas, plantas y madera.

Caracterizacion de F. circinatum.

Estudio del proceso infectivo de F. circinatum en pifias.

Comportamiento de diferentes especies de coniferas frente a F. circinatum.

Epidemiologia.
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Determinacioén de la presion de inéculo de F. circinatum presente en masas forestales
afectadas.

Seguimiento de la enfermedad en masas forestales.

Estudio de la transmision de F. circinatum mediante insectos vectores.

Supervivencia del inéculo de F. circinatum en suelo y madera.

Control.

Desarrollo de un método de control de F. circinatum en semillas mediante termoterapia
con agua caliente.

Estudio de la efectividad de los tratamientos quimicos en el control de la enfermedad.

Desarrollo de métodos de control bioldgico.

Estudio de la efectividad de distintos métodos selvicolas en la erradicacion de F.
circinatum en parcelas afectadas.

Elaboracién de una propuesta de actuaciones para el manejo del material vegetal y el
control de F. circinatum.

Metodologia y plan de trabajo
1. Etiologia.

1.1 Puestaapunto de un método molecular de deteccién y diagndstico de F. circinatum
en semillas, plantas y madera.

Este estudio se llevara a cabo por los grupos 2 (EFA) para semillas y plantas y 5
(CIFOR-INIA) en el estudio de madera.

Semillas y plantas.

La metodologia actual de deteccién de F. circinatum en planta y, sobre todo, en semilla
tiene, entre otros, el inconveniente de ser un proceso largo y costoso. Por tal motivo se
pretende desarrollar y poner a punto un protocolo rapido y fiable para la deteccién e
identificacién de este hongo en semillas y plantas basado en técnicas moleculares mediante
la utilizacién de primers especificos de la regién IGS del ADN ribosomal en PCR
convencional y en tiempo real.

Se disenara un método de extraccion que permita obtener un ADN éptimo directamente
de la parte aérea de plantas y semillas de Pinus pinaster afectadas naturalmente por el
patégeno sin necesidad de obtener el micelio aislado en medio agarizado. EI método
debera permitir el diagnéstico de F. circinatum a partir de poca o de gran cantidad de
muestra (0,1-100 g). Tras la homogeneizacion del material vegetal de partida se aplicaran
los correspondientes protocolos de los métodos de extraccion seleccionados hasta obtener
una solucién de ADN de gran pureza y libre de inhibidores que pueda ser utilizada para
llevar a cabo las posteriores técnicas moleculares.

La concentracion y pureza del ADN extraido se calculara mediante espectrofotometria
a 260 y 280 nm. Se realizaran pruebas de sensibilidad con diluciones seriadas del ADN
genomico para establecer el rango de deteccion de la técnica. Las amplificaciones por
PCR convencional y en tiempo real se llevaran a cabo utilizando la pareja de primers
CIRC1A-CIRC4A segun las condiciones propuestas por Schweigkofler et al. (2004). Estos
primers estan ubicados en la region IGS del rDNA y ya han sido validados para identificar
aislados espanoles (Pérez-Sierra et al., 2007).

Los experimentos de PCR en tiempo real se efectuaran en un termociclador Icycler
(Bio-Rad) utilizando como fluorescente SYBR-Green.

Madera.

Una de las consecuencias mas graves de la infeccion de coniferas por F. circinatum es
la limitaciéon que se impone a la libre circulacion geografica de la madera (en trozas o
aserrada). Por esta razén se plantea poner a punto un método sensible de deteccion del
hongo en la madera, que permita determinar su presencia con rapidez y fiabilidad. Se
desarrollara un método de deteccion de F. circinatum directamente en madera, basado en
técnicas moleculares mediante la PCR, usando los primers CIRC1A y CIRC4A.
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En arboles infectados se tomaran muestras de ramas de hasta 10 cm de didametro y 20
cm de longitud. Se empaquetaran cuidadosamente en bolsas precintadas para su
transporte al laboratorio, donde seran procesadas. En el laboratorio se tomaran secciones
de las ramas (incluyendo o no la corteza). Una mitad de la rama se procesara para su
deteccion en medio de cultivo, mientras que la otra mitad sera usada para poner a punto
distintos medios de extraccion de ADN y deteccion por PCR. Se probaran distintos kits
comerciales de extraccion para determinar el de mayor sensibilidad. Una vez puesta a
punto las condiciones de PCR para muestra de madera se comparara el resultado con la
deteccion por medios convencionales de crecimiento del hongo en medio de cultivo.

Del mismo modo se procedera para determinar el método mas sensible de extraccion
de mRNA. Una vez determinado, se usara para detectar el hongo en madera aserrada (en
este caso, tableros de madera aserrada de 1,5 m longitud y 5 cm de ancho) sometida a
distintos grados de temperatura y duracion, para poder conocer la viabilidad del hongo en
los productos transformados procedentes de madera infectada. En el CIFOR se cuenta
con un secadero adecuado para el secado de maderas, que permite medir la temperatura
alcanzada en el centro de una probeta de madera. La deteccion del hongo vivo se realizara
mediante la técnica de PCR a tiempo real usando mRNA primeramente en una RT-PCR
(retrotranscriptasa PCR).

Toda la madera que se maneje infectada sera quemada para garantizar la destruccion
del hongo.

1.2 Caracterizacion de F. circinatum.

Se estudiara la variabilidad morfolégica, genética y molecular de F. circinatum. Los
grupos 1 (IAM-UPV) y 3 (NEIKER) realizaran este estudio a partir de una coleccién amplia
de aislados espanoles representativos de diferentes origenes geograficos, hospedantes y
materiales de origen (semillas, plantulas, plantas adultas) junto con aislados de referencia
procedentes de colecciones de otros paises. El grupo 2 (EFA) se centrara en el analisis
particular y exhaustivo de aislados procedentes de plantas adultas en plantaciones
establecidas de P. pinaster distribuidas por la provincia de Pontevedra, tanto de madera
como de semillas procedentes de pifias recogidas de la parte aérea de estos arboles, asi
como de plantulas de P. pinaster procedentes de los viveros oficiales de Galicia.

De los apartados siguientes, la caracterizacién morfoldgica y molecular sera abordada
por los grupos 1 (IAM-UPV) y 2 (EFA), a excepcidon de los estudios de secuencias
conservadas de ADN, los andlisis de marcadores basados en secuencias polimorficas y el
analisis de marcadores moleculares AFLP, que seran estudiados Unicamente por el grupo 1
(IAM-UPV). Por su parte, el estudio de andlisis de VCG sera abordado exclusivamente por
el grupo 3 (NEIKER).

Caracterizaciéon morfolégica.

La caracterizacion morfolégica se realizara partiendo de aislados monospdricos del
patdgeno, los cuales se haran crecer en dos medios: PDA 'y SNA. En SNA se estudiara el
desarrollo de las celulas conidiogénicas en mono y polifialidas, la forma, tamafno y septos
de los conidios y la presencia y forma de las hifas estériles caracteristicas de esta especie.
En PDA se estudiara el color y la velocidad de crecimiento de la colonia. Se tratara de
establecer si existen diferencias morfoldgicas entre los aislados MAT-1 y MAT-2 los cuales
seran identificados molecularmente como se detalla a continuacion.

Caracterizacion molecular.

La caracterizacion molecular de F. circinatum se realizara mediante la extraccion de ADN
a partir de micelio aislado en cultivo. La amplificacién se llevara a cabo con los primers
CIRC1A-CIRC4A segun las condiciones propuestas por Schweigkofler et al. (2004). Los
aislados de F. circinatum tienen que presentar un amplicén con un tamafio de 360 pares de
bases.

Se determinaran los idiomorfos MAT-1 y MAT-2 a partir de los aislados monospdricos
de F. circinatum. La determinaciéon de los «mating types» se realizara por técnicas
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moleculares utilizando primers especificos para cada uno de los MAT siguiendo el protocolo
propuesto por Wallace y Covert (2000).

La extraccion del ADN se llevara a cabo a partir de micelio fresco en placa utilizando
el EZNA Fungal DNA Miniprep kit (Omega Bio-Tek). La reaccion de multiplex PCR se
realizara en PCR convencional (Wallace y Covert, 2000) y en PCR en tiempo real
(Schweigkofler et al, 2004).

Adicionalmente, se estudiara la estructura genética de las poblaciones espafiolas
correspondientes a cada region geografica. Para ello, se analizaran las posibles relaciones
filogenéticas entre los aislados de ambos MATs pertenecientes a las diferentes poblaciones
y aislados procedentes de colecciones internacionales mediante tres aproximaciones:

1. Secuencias conservadas de ADN. Se analizaran los intrones del gen del factor de
elongacion de la transcripcion 1a (Geiser et al., 2004) y la regién completa de la IGS de los
genes nucleares del ARN ribosémico (Schweigkofler et al., 2004). Este tipo de analisis han
demostrado ser de gran utilidad para determinar relaciones evolutivas en hongos
fitopatdégenos.

2. Analisis de marcadores basados en secuencias polimorficas. Estos marcadores,
descritos por Britz et al. (2002), se han utilizado recientemente con éxito para analizar la
diversidad genética de poblaciones de F. circinatum en Sudéafrica (Britz et al., 2005).

3. Analisis de marcadores moleculares AFLP. Los marcadores AFLP (polimorfismo
de longitud de fragmentos amplificados) se utilizan cada vez mas, sobre todo en situaciones
en las que no es posible resolver relaciones filogenéticas a partir de comparacion de
secuencias de ADN o cuando se pretende detectar eventos de divergencia evolutiva
reciente (Deprés et al., 2003). Basandose en la amplificacion selectiva de fragmentos de
restriccion digeridos a partir del ADN gendmico total, se realizaran AFLPs en agarosa
siguiendo el protocolo descrito por Mueller et al. (1996).

Grupos de compatibilidad vegetativa (VCGs).

La formacién de heterocariontes es un componente fundamental en muchos ciclos de
vida fungicos, actia como primer paso en los ciclos parasexuales e interviene en la
transmision de factores de hipovirulencia (Leslie, 1993).

Los grupos de compatibilidad vegetativa en F. circinatum se determinaran utilizando
auxotrofos de la ruta de asimilacion del nitrato (Correll et al., 1987; Katan et al, 1994;
Mpofu y Rashid, 2001). Se estudiara una coleccion de aislados seleccionados en funcion
de su distribucién espacial, hospedante y edad de la planta. Esta seleccion incluira una
representacion de los MAT ‘s detectados y aquellos aislados en los que se haya apreciado
alguna peculiaridad morfolégica.

1.3 Estudio del proceso infectivo de F. circinatum en pifias.

Este apartado sera abordado por el grupo 2 (EFA), por disponer de plantaciones de P.
pinaster infectadas naturalmente en la provincia de Pontevedra.

Se seleccionaran dos parcelas en plantaciones establecidas de P. pinaster donde
previamente se halla determinado la presencia del patégeno, una situada proxima a la
costa y otra a mayor altitud, en el interior.

Se recogeran muestras de flores femeninas, pifias en distintas fases de desarrollo y
pifias adultas de las que se extraeran las semillas. Se detallara la presencia de algun tipo
de dafios en el material vegetal recogido. Este material vegetal se sembrara en medio
Komada repicandose los aislados positivos de Fusarium a medio SNA para obtener cultivos
monospodricos. Estos cultivos seran caracterizados morfolégica y molecularmente
determindndose los «mating types» para cada uno de ellos. Se determinara cuanto del
porcentaje de contaminacion aparecido en las semillas es superficial y cuanto es interno
desinfectandolas con H202 al 30 % y volviéndolas a sembrar en medios selectivos. Se
determinara el porcentaje de germinacién de dichas semillas.

Se determinara la presencia de insectos vectores en el material recogido para ello
alguna de las trampas para la recogida de transmisores seran colocadas en estas parcelas
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lo cual permitird establecer algun tipo de correlacién entre su presencia y los dafos
observados (ver objetivo 2.3).

1.4 Comportamiento de diferentes especies de coniferas frente a F. circinatum.

Los trabajos a realizar en este apartado se dividiran en tres partes. El grupo 2 (EFA)
evaluara clones gallegos de P. pinaster, mientras que el grupo 3 (NEIKER) abordara el
estudio del comportamiento de diferentes especies de coniferas y este mismo grupo 3,
conjuntamente con el 5 (CIFOR-INIA) evaluaran un banco de poblaciones clonales de P.
pinaster mantenidos en el CIFOR y de P. radiata mantenido en NEIKER. En todos los
casos se trabajara con aislados representativos de la variabilidad poblacional del patégeno
(apartado 1.2).

Comportamiento de clones gallegos de P. pinaster.

Se realizaran ensayos de pre- y postemergencia temprana con semilla certificada de
P. pinaster de dos procedencias. La semilla sera desinfectada previamente con H202
al 30 % durante cinco minutos y se comprobara el poder germinativo de la misma. El
indculo se preparara infectando granos de maiz o de trigo con los aislados seleccionados
del patdgeno e incorporandolos al sustrato esterilizado, al 4% en volumen, el mismo dia de
la siembra de las semillas. Los controles se estableceran de la misma forma afiadiéndole
al sustrato granos de trigo sin inocular.

El ensayo se llevara a cabo en pots sembrando dos semillas por pot. El ensayo se
mantendra en cdmara climatizada a 22°C con un 80-90% de humedad relativa y con un
fotoperiodo de 12 h luz durante tres meses. A las cuatro semanas se determinara el tanto
por ciento de germinacion de las semillas inoculadas frente a los testigos y se comprobara
si existen diferencias significativas entre los clones y entre los aislados utilizados.

Con las plantas germinadas a las cuatro semanas se continuara el ensayo hasta los
tres meses determinandose el tanto por ciento de mortalidad de las mismas al final del
periodo lo que informara sobre el «damping-off» de postemergencia.

Para estudiar el «damping-off» tardio se utilizarédn plantas de dos afios de clones
gallegos de P. pinaster, que seran inoculadas con los aislados seleccionados, haciendo
una herida en el tallo principal en la que se introducira la suspension de esporas, ajustada
a una dosis final de 50000 esporas por mL (Gordon et al., 1998) o el micelio del patégeno,
sellandose posteriormente con parafilm. El ensayo se mantendra en camara climatizada
(con las mismas condiciones detalladas anteriormente) examinandose las plantas
semanalmente. Se establecera una escala de dafos que permita determinar si existen
diferencias en la susceptibilidad entre los distintos clones y aislados.

En todos los casos se procedera al reaislamiento del patégeno para cumplir los
postulados de K