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Resumen

Bursaphelenchus xylophilus es un nematodo considerado organismo de cuarentena en la Unidn
Europea, pues causa la muerte de gran nimero de especies de coniferas, principalmente pinos. En
Espana se detectd por primera vez en 2008 y hasta la actualidad se han declarado cinco positivos.

Se estudia la variacién genética del grado de susceptibilidad al nematodo de dos especies de pino (P.
radiata y P. pinaster) muy presentes en Espana, y en particular en Galicia, frente a otras especies de
coniferas (Pseudotsuga menziesii, Thuja plicata, Sequoia sempervirens y Cryptomeria japonica) que
debido, a su valor forestal, podrian considerarse especies alternativas para futuras plantaciones.

Plantulas de 2 anos de edad de las seis especies fueron inoculadas en un invernadero del Centro de
Investigacion Forestal de Lourizan. Previo a la inoculacion se tomaron datos de crecimiento y nimero
de ramas. Durante las semanas siguientes a la inoculacién se tomaron datos de la evolucién de los
sintomas dos veces por semana y al final del ensayo se contabilizaron los nematodos en un total de 8
plantas por especie.

Los resultados muestran diferencias significativas entre especies tanto para la supervivencia y
sintomatologia de los dafos, como para la densidad de nematodos. Las coniferas no pertenecientes
al género Pinus parecen ser resistentes o tolerantes a este nematodo, mientras que los dos pinos
estudiados se muestran altamente susceptibles. La altura y el diametro pueden estar relacionados
con el grado de susceptibilidad. Estos resultados sugieren que alguna de estas especies no
susceptibles podria emplearse en plantaciones futuras, en el caso en que la situacién actual de la
enfermedad se agravase.
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1. Introduccion

El nematodo de la madera del pino, Bursaphelenchus xylophilus, es el causante de la
enfermedad conocida como el marchitamiento del pino (Pine Wilt Disease, en inglés) que afecta a
gran nimero de coniferas provocando su marchitamiento hasta la muerte.

Nativo de Norteamérica, el nematodo se introdujo a principios del siglo XX en Japén, generando
entre 1978 y 1981 pérdidas anuales de madera superiores a 2 millones de m3 (HOSHI, 2016).
Posteriormente, el nematodo fue detectado en China (1982), en Taiwan (1985), y en la peninsula de
Corea (1988). En 1999, B. xylophilus se detecté por primera vez en Europa, en unas masas de P.
pinaster ubicadas en Setubal, Portugal (MOTA et al., 1999). En Espaina el primer foco se detecté en
2008 en Extremadura, y, hasta la fecha, se han detectado dos mas en Castilla Leén y otros dos en
Galicia.
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Dado que en toda Europa hay grandes extensiones de coniferas que pueden ser potenciales
hospedantes de este nematodo, la Unidon Europea incluyé a B. xylophilus en la lista EPPO A2 de
organismos de cuarentena. Por este motivo, no se permite el transporte de madera con riesgo de
infeccion entre los estados miembros y Portugal. Los focos detectados en Espafia han sido sometidos
a fuertes medidas de cuarentena (Directiva Europea 2000/29/CEE, Decision 2015/226/EU).

En Espana las masas de Pinus spp. ocupan una enorme extension y suponen un motor
importante de la economia forestal. En particular, Galicia es la novena potencia forestal europea,
liderando el sector a nivel nacional. El 40-50% de la madera que se corta en Espana procede de los
montes gallegos, y aproximadamente la mitad de la misma procede de P. pinaster y P. radiata
(CONFEMADERA-GALICIA, 2011).

Ademas de P. pinaster y P. radiata, especies de gran importancia forestal en Galicia, pero
susceptibles al nematodo del pino, otras especies de coniferas americanas y asiaticas (Pseudotsuga
menziesii, Sequoia sempervirens, Thuja plicata y Cryptomeria japonica) estan demostrando tener un
buen comportamiento en parcelas de campo en Galicia. Se trata de especies mas exigentes en la
calidad de estacion y en la selvicultura a aplicar, pero que producen una madera en general de
calidad superior y de mayor valor comercial en otros paises, por lo que podrian ser candidatas para
ser empleadas en futuras repoblaciones en caso de ser detectados mas positivos en nuestra
comunidad y comprobarse su tolerancia al nematodo.

2. Objetivos

La intencion del presente trabajo es avanzar en el conocimiento de la tolerancia de distintas
especies de coniferas al nematodo del pino, las cuales podrian ser empleadas como especies
alternativas a las especies de pino que actualmente se emplean para la produccion de madera,
especialmente en el norte de Espana.

3. Metodologia

El material vegetal empleado fueron plantas de 2 anos de edad de seis especies de coniferas,
dos muy empleadas en Espana para su aprovechamiento maderero (Pinus pinaster y P. radiata) y
cuatro poco empleadas en Espana, pero si en otros lugares del mundo y con buenos
comportamientos en algunos ensayos llevados a cabo en el noroeste de Espana (Cryptomeria
japonica, Pseudotsuga menziesii, Sequoia sempervirens y Thuja plicata).

El experimento se realizd en condiciones controladas de invernadero siguiendo un diseno de
bloques completos al azar con 14 bloques, 6 especies y una planta inoculada por unidad
experimental. Ademas, en tres de los blogques se anadid una planta control por especie. La
inoculacion se realiz6 el 19 de julio de 2016. La temperatura media diaria fue de 24°C, oscilando dia-
noche entre 28 y 19,5 °C. Las plantulas se regaron dos veces por semana mediante un sistema de
riego por goteo.

En este ensayo se empled la cepa gallega de B. xylophilus extraida del foco de As Neves
(Pontevedra) en 2010 (ABELLEIRA et al. 2011). Los nematodos se multiplicaron en Botrytis cinerea
sobre medio de cultivo PDA (Potato Dextrosa Agar). El dia previo a la inoculacién los nematodos se
extrajeron empleando la técnica Baermann y se prepard una suspension de nematodos con agua
destilada. Las dosis empleadas para la inoculacion fueron de 600 nematodos por planta para las
plantas inoculadas (ABELLEIRA et al. 2013), mientras que las plantas control se inocularon
Gnicamente con agua destilada. Las inoculaciones se realizaron segin lo descrito en MENENDEZ et
al. (en prensa).
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En el ensayo se evaluaron variables tanto morfolégicas como relacionadas con la enfermedad.
Entre las variables morfolégicas se midieron la altura total (Ht), en cm, y el didmetro en el cuello de la
raiz (Dc), en mm, y el nimero total de ramas (NR) de todas las plantas el dia antes de realizar las
inoculaciones. Como variables relacionadas con la enfermedad se evaluaron los sintomas de dano y
la densidad de nematodos. La sintomatologia de dano (D) la registr6 un Unico observador dos veces
por semana hasta el fin del ensayo (17 de octubre de 2016), siguiendo una escala de 7 valores (1:
sin dafos aparentes; 7: todas las aciculas marchitas, de color marrén-pajizo; MENENDEZ et al. (en
prensa). A partir de esta variable se calcularon el inicio (IS), fin (FS) y duracién de los sintomas (DS),
asi como la supervivencia (S). El inicio y fin de los sintomas se estimaron como el nimero de dias
desde el momento de la inoculacién, mientras que la duracién se calculd, también en dias, como la
resta entre las dos variables anteriores (DS=FS-IS). Los primeros sintomas se consideré que ocurrian
cuando éstos eran debidos claramente al nematodo, es decir al alcanzar el nivel 3, mientras que la
muerte de la planta se consideré que sucedia en el nivel 6, cuando la planta ya no tiene posibilidad
de reponerse. Una planta se consideré6 muerta (0) cuando los sintomas eran superiores al nivel 5y
viva (1) con valores iguales o inferiores a 5. La densidad de nematodos (DN) se estim6é como el
nimero de nematodos en la parte aérea por gramo de peso seco de la parte aérea. Para ello, casi al
final del ensayo, tras 77 dias tras la inoculacion (DAI), se extrajeron los nematodos de las plantas
inoculadas de 5 bloques seglin una modificacion del método Baermann (EPPO 2013). También se
comprobo la no presencia de nematodos en todas las plantas control incluidas en el ensayo.

Los analisis estadisticos de las variables morfolégicas y de las de inicio, fin y duracién de los
danos se realizaron mediante un ANOVA, en el caso de las variables morfolégicas con especie como
Unico factor y en el resto de las variables, con especie y bloque como factores del modelo. Previo al
analisis, las variables Ht y Dc se transformaron (log(x+1)) para cumplir con los requisitos del ANOVA.
Las variables sintoma de dafos y supervivencia se analizaron mediante un ANOVA de medidas
repetidas. En estos andlisis, los factores bloque y su interaccion con la especie se eliminaron del
modelo por no ser significativos. Todos los ANOVAs se realizaron mediante el procedimiento Proc
Mixed de SAS. En todos los analisis la especie se consideré factor fijo y, siempre que fue posible, se
estimaron sus LSMeans. La densidad de nematodos se analizd6 mediante un analisis no paramétrico
de Kruskal-Wallis. La relaciéon entre variables se estudié a nivel especie realizando un analisis de
correlacion de Spearman entre los LSMeans.

4. Resultados

Los caracteres morfoldgicos variaron significativamente entre especies (Tabla 1). Considerando
la altura total, se diferencian 3 grupos: uno, el de mayor altura, formado por P. pinaster y P. radiata;
un segundo grupo, de crecimiento intermedio, formado Gnicamente por P. menziesii, y un Ultimo
grupo, formado por C. japonica, S. sempervirens y T. plicata. Si se tiene en cuenta la clasificacion
obtenida a partir de los diametros del cuello de la raiz se obtienen cuatro grupos distintos, siendo el
formado por P. pinaster y P. radiata el de mayor diametro y el de T. plicata y P. menziesii el de menor.
Por Gltimo, también se encontraron diferencias significativas en el nimero total de ramas, siendo P.
pinaster la especie con menor nimero y C. japonica la de mayor.
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Tabla 1. Analisis de varianza de las variables paramétricas y LSMeans de las especies estudiadas (letras distintas indican diferencias significativas).

Especie Fecha EspeciexFecha LSMeans
Variable F* p Fao5 p Fi1451824 p SE CR TH PS PT R
Htt 73.8 <.0001 776 a 777 a 722 a 991 b 1276 ¢ 1326 ¢
Dct 196.7 <.0001 6.8 a 78 b 88 ¢ 96 c 21.3 d 23.8
NR 7.1 <.0001 175 ab 250 d 191 b 231 cd 149 a 199 bDbc
D 368.2 <.0001 35 <.0001 12.2 <.0001 14 b 14 b 10 a 1.1 ab 56 ¢ 5o ¢
S 262.6 <.0001 15 <.0001 7.4 <.0001 1.00 b 1.00 b 1.00 b 1.00 b 0.31 a 0.34 a
IS 0.1 0.696 30.5 31.5
FS 1.2 0.291 47.4 51.2
DS 1.3 0.267 16.7 19.7

* F5,96 para Ht, Dcy NR; F5,78 para Dy S; F1,22 para IS, FS y DS. Htt: altura total (Ht) transformada (log(Ht+1)), Dct: diametro del cuello de la raiz (Dc) transformado
(log(Dc+1)), NR: ndmero total de ramas, D: sintomatologia de dafios, S: supervivencia, IS, FS y DS: inicio, fin y duracién de los sintomas. IS, FS y DS solo se estimaron para P.
pinaster y P. radiata, ya que en el resto no hubo mortalidad. Los LSMeans de Htt y Dct son de las variables sin transformar, pero las letras de significacion proceden del
ANOVA de la variable transformada. Letras distintas indican grupos distintos. CR: C. japonica, PS: P. menziesii, PT: P. pinaster, R: P. radiata, SE: S. sempervirens, TH: T.
plicata.
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De los caracteres relacionados con la enfermedad, tanto la sintomatologia de los danos como la
supervivencia mostraron diferencias significativas entre especies (Tabla 1). Segln la clasificacion por
supervivencia se pueden diferenciar claramente dos grupos: el formado por P. pinaster y P. radiata,
con unos valores de LSMeans para la supervivencia, seglin el analisis de medidas repetidas, del 31y
34% respectivamente, y el formado por el resto de las especies, con una supervivencia del 100%
(Tabla 1). Sin embargo, si se tiene en cuenta la supervivencia real ésta llegd a un 8% para P. pinaster
y P. radiata al final del ensayo (Figura 1). Si se tiene en cuenta la clasificacion por la sintomatologia de
los dafos, se podrian diferenciar tres grupos, puesto que el de mayor supervivencia se dividiria en
dos, siendo Thuja plicata la Unica especie que no mostré ninguna sintomatologia. En lo referente al
inicio, fin y duracion de los danos, estos solamente se pudieron estudiar en dos de las especies, P.
pinaster y P. radiata, puesto que en el resto no hubo mortalidad, ni planta suficiente que alcanzase el
estadio 3 o superior como para estimar IS. Como se observa en la Figura 1, el descenso de la
supervivencia fue algo mas rapido en P. pinaster que en P. radiata, sobreviviendo a los 42 DAl un
43% de las plantas de P. pinaster frente al 79% de P. radiata, sin embargo, a los 66 DAl ambas
especies tenian una supervivencia del 8%, la cual se mantuvo hasta el final del ensayo a los 90 DAI.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre especies para el inicio, fin y duracién
de los sintomas, comenzando los danos de media a los 31 DAI, finalizando a los 49 y con una
duracion media de 18 DAL.

100 - B B B B B B B B DR RN DR EEEE BN | r'W_

90 -
80 -
70 -
[1+]
s ——CR
S 60 -
= ——PS
E 50 -
g PT
= 40 -
w —
® 30 ——SE
20 1 TH
10 4
0 T

1 3 20 28 31 34 37 42 45 48 52 55 59 62 66 69 73 76 80 83 87 90
Diastras la inoculacion (DAI)

Figural. Evolucién de la supervivencia a lo largo del periodo del ensayo. Ver acrénimos de especies en Tabla 1.

La densidad de nematodos en la parte aérea de las plantas casi al final del ensayo mostré
diferencias significativas (y2=18,52; g.l.=5; p=0,0024), diferenciandose P. radiata y P. pinaster (con
medianas de 1486,4 y 953,9 nem/g peso seco) del resto de las especies (con medianas inferiores a
0,2 nem/g peso seco) (Figura 2). Sin embargo, como era previsible, a nivel individual, se encontr6 una
relacién negativa entre la supervivencia y la sintomatologia de los danos, asi como positiva entre la
altura total y el didmetro del cuello de la raiz (Tabla 2). Sin embargo, también se encontré una
relacion altamente significativa entre las variables de crecimiento, altura total y diametro del cuello de
la raiz, con la supervivencia (negativa) y la sintomatologia de los danos (positiva). Estas mismas
relaciones, aunque algo mas débiles, se encontraron a nivel especie, ya que se detecté una relacion
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marginal entre el didmetro y, especialmente la altura, con la supervivencia y la sintomatologia de
dano.

a) b)
Densidad de nematodos (n°/gramo peso seco) Densidad de nematodos (n°/gramo peso seco)
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Figura 2. Representacion grafica de la densidad de nematodos (mediana, percentiles 25y 75, bajo y alto) en
especies susceptibles (a) y en no susceptibles (b). Ver acrénimos de especies en Tabla 1.

Tabla 2 Correlaciones de Spearman entre variables, para valores individuales (encima de diagonal) y LSMeans por especie

(debajo de diagonal).
S D NR Htt Dct
S -0.93 *** 0.20 -0.78 *** -0.85 ***
D -0.85 * -0.23 0.74 *** (0.76 ***
NR 0.51 -0.49 -0.05 -0.08
Htt -0.78 a 0.78 a -0.20 0.78 ***
Dct -0.78 a 0.43 -0.09 0.77 a

Niveles de significacion: *** = P < 0.001; ** = P < 0.01; * = P < 0.05. Ver
acrénimos de variables en Tabla 1.

5. Discusion

En el presente trabajo se estudio la susceptibilidad de seis coniferas de interés forestal. Dos de
ellas, P. pinaster y P. radiata, son especies habitualmente plantadas para su aprovechamiento
maderero en Espana, especialmente en el norte, las cuales se usaron como control debido a que
estudios previos mostraron su susceptibilidad al nematodo (MENENDEZ et al., en prensa). Las otras
cuatro especies, C. japonica, P. menziesii, S. sempervirens y T. plicata, son especies poco empleadas
en nuestro pais, pero potencialmente interesantes para su aprovechamiento. De entre las especies
estudiadas, solo se tiene constancia de que se hayan muerto en condiciones naturales de campo
debido al nematodo del pino individuos de P. pinaster (ABELLEIRA et al., 2011), P. radiata (ZAMORA et
al., 2015) y P. menziesii (MALEK AND APPLEBY, 1984). Esto podria significar que C. japonica, S.
sempervirens y T. plicata sean resistentes o tolerantes al nematodo o que no sean hospedantes de
los insectos vectores del mismo. LINIT (1988) apunta la existencia de al menos 24 insectos
portadores de larvas dauer de B. xylophilus, algunos de los cuales tienen como hospedante Pinus sp.
0 P. menziesii, no citando en ningin caso C. japonica, S. sempervirens ni T. plicata como
hospedantes. Sin embargo, podrian descubrirse nuevos vectores que se alimenten y/o se
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reproduzcan en otros hospedantes si se extiende B. xylophilus por nuevas areas como, por ejemplo,
Europa (NUNES DA SILVA et al., 2013).

Los resultados del presente trabajo muestran que Unicamente plantulas de P. pinaster y P.
radiata murieron debido a su infeccion artificial con nematodo, presentando ambas especies una
supervivencia muy baja al final del ensayo (8%). Por el contrario, el resto de especies tuvo una
supervivencia del 100%, si bien los resultados muestran que T. plicata y C. japonica ho mostraron el
mas minimo sintoma de marchitamiento, mientras que S. sempervirens y P. menziesii mostraron
sintomas muy ligeros. Ademas, la presencia de nematodos en algunos individuos de estas Ultimas
especies pasados mas de dos meses desde la inoculacién hace pensar que podrian ser empleadas
por B. xylophilus como repositorios temporales donde vivir durante varias semanas desde la infeccién
de la planta. Esto podria ser un problema para la erradicacion de B. xylophilus en areas donde existen
otras coniferas susceptibles. Sin embargo, las densidades bajas de nematodo suelen tener como
consecuencia bajas tasas de adquisicion de éstos por parte de los vectores, por lo que seria dificil
que ocurriesen nuevas infecciones (FORGE AND SUTHERLAND, 1996). Otros estudios mostraron
también la susceptibilidad de P. pinaster y P. radiata en ensayos de inoculacion artificial (ej. PHRAME,
2007). Otras especies, como P. menziesiiy T. plicata, mostraron ser hospedantes, al menos en trozas
cortadas en laboratorio (FORGE AND SUTHERLAND, 1996), si bien cabe destacar que en T. plicata la
densidad de la poblacion fue muy baja y no se desarrollaron larvas dauer de dispersion, que son las
necesarias para extender la enfermedad a otros arboles, introduciéndose en la traquea de los nuevos
adultos cuando van a emerger de un arbol infectado (EVANS et al., 1996). De hecho, el género Thuja,
junto con Taxus, son los dos Unicos géneros de coniferas que estan exentos de aplicarles medidas de
control frente al nematodo y sus vectores (EPPO, 2012).

Nuestro trabajo muestra que la altura y, en menor medida el didmetro, estan relacionados con
la susceptibilidad al nematodo. Resultados semejantes se obtuvieron en otro estudio en el que se
evaluaron familias de P. pinaster (datos no publicados), mientras que otros estudios no encontraron
ninguna relaciéon (YAMANOBE, 2009). Si bien esta relacion deberia comprobarse con nuevos ensayos
y con un mayor nimero de especies que cubriesen todo el rango de variacién de la susceptibilidad,
los compromisos que existen en numerosas ocasiones entre la resistencia a distintas enfermedades y
el crecimiento son bien conocidos (ej. HUOT et al., 2014).

6. Conclusiones

Las especies de pino estudiadas, P. pinaster y P. radiata, han vuelto a mostrar su
susceptibilidad al nematodo de la madera del pino, lo que apunta a la grave amenaza que corren gran
parte de nuestros pinares habitados por estas especies de pino y, como consecuencia a sus
ecosistemas y al sector forestal vinculado a los mismos. Por otro lado, el resto de las coniferas
estudiadas, C. japonica, P. menziesii, S. sempervirens y T. plicata, no se vieron afectadas por este
nematodo, por lo que podria llegar a plantearse su empleo para su aprovechamiento por la industria,
en el caso en que la situacién actual se agrave hasta niveles comparables a los de otros paises
afectados como es el caso de Japon (HOSHI, 2016).
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Introduccion

El nematodo de la madera del pino, Bursaphelenchus xylophilus, ha causado graves
danos e importantes pérdidas economicas en Portugal y en diversos paises asiaticos.
En Espaina actualmente hay tres focos en seguimiento; de extenderse, las pérdidas
podrian ser muy elevadas. En Galicia, Pinus pinaster y Pinus radiata, susceptibles al
nematodo del pino, son las dos coniferas de mayor importancia. Sin embargo, otras
coniferas estan demostrando un buen comportamiento en campo.

Objetivos

Determinar la tolerancia al nematodo del pino de varias especies
de coniferas (Cryptomeria japonica, Pseudotsuga menziesii,
Sequoia sempervirens y Thuja plicata), que podrian ser empleadas
como alternativas, en caso de extenderse la enfermedad, a las
especies de pino que actualmente se emplean para la produccion
de madera, especialmente en el norte de Espana.

Metodologia

Ensayo de inoculacién en condiciones controladas. Plantulas de 2 anos.

Variables analizadas:

De la enfermedad :
* Nivel de dano (ND, 1-7)
* Supervivencia (S, 0-1)
* Inicio , fin y duracion de los sintomas
(IS, FS, DS, en dias tras la inoculacién, DAI)
* Densidad de nematodos
(DN, nem/g peso seco)
Morfolégicas :
* Altura (H, cm)
* Diametro en la base (D, mm)
* N° ramas (R)

Diseno: bloques completos al azar (14 bloques, 6 especies y 1 planta
inoculada por unidad experimental; planta control en 3 bloques).

Dosis: 600 nhematodos/planta.

Tmedia=24°C (Tmax diurna= 28°C; Tmax nocturna=19,5°C).

Especies estudiadas

Nivel de daiio (ND)
%
Pinodel pais Pinoradiata Cedrojaponés Pino de Oregén Secuoya Tuya
P. pinaster P. radiata C. japoni P. iesii s. virens T. plicata
(PT) (R) (CR) (PS) (SE) (TH)

Resultados
Diferencias significativas entre especies para nivel de dano (p<0,0001), LS Means por especie
supervivencia (p<0,0001) y densidad de nematodos (y2=18,52; g.1.=5; p=0,0024). 8 30 -
Solo murié planta de P. pinaster y P. radiata. No se encontraron diferencias en el & ¢ i N o x be
inicio, fin ni duracién de los sintomas entre ambas especies (p>0,26). Los daiios 2 £ g = a
. . . 4 ©
comenzaron de media a los 31 DAI, finalizaron a los 49 y duraron 18 DAI. 8 o dd
Seglin la supervivencia, se diferenciaron 2 grupos de especies: pinos frente a otras 2 4 a b b z
coniferas. Si se clasifica en base al nivel de daio, el grupo de otras coniferas se 0 | . . 0
subdivide en otros 2, siendo Thuja plicata la Unica especie que no mostré ningin JHC GRS SSESGRRT R TH; BS{ SE SR P R
i 160 —~ 30
sintoma. E ¢ e € ,
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o 625 Variacion significativa entre especies para caracteres
R i morfoloégicos (p<0,0001). Ambos pinos tuvieron mayor
0 : Ol ! o crecimiento, pero no mayor ramosidad que las otras coniferas.
1 20 31 37 45 52 59 66 73 80 87 CR PS PT R SE TH

Relacion positiva entre las variables de la enfermedad (S y ND) y
las de crecimiento (H y D), siendo altamente significativa a nivel
individual (p<0,0001) y residual a nivel especie (p<0,073).

Dias tras la inoculacion (DAI) Especie

Conclusiones

= Se ha vuelto a comprobar la grave amenaza que corren gran parte de nuestros pinares habitados por P. pinaster y P. radiata y, como consecuencia sus
ecosistemas y el sector forestal vinculado a los mismos.

= El resto de coniferas estudiadas, C. japonica, P. menziesii, S. sempervirens y T. plicata, no se vieron afectadas por el nematodo, por lo que podria llegar a
plantearse su empleo para su aprovechamiento por la industria, en el caso en que la situacion actual se agrave hasta niveles comparables a los de otros
paises, como es el caso de Japon.
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