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Resumen

Para la determinacion del grado de susceptibilidad a la enfermedad del marchitamiento del pino en
una determinada especie es necesaria la realizacion de ensayos de inoculaciéon en plantulas. Este
trabajo pretende estudiar la validez de metodologias mas rapidas y sencillas para dicho fin. Los
resultados obtenidos en ensayos de inoculacién en planta entera transcurridos varios meses desde
su inoculacion fueron comparados con los resultados derivados de ensayos realizados en ramas
cortadas y de un bioensayo de doble eleccién. En los ensayos de rama cortada, cada planta fue
dividida en 4 segmentos de 20 cm, inoculados en el extremo superior, manteniéndose a 25 °C.
Transcurridas 1, 2 y 3 semanas se realizd un conteo de nematodos. En el bioensayo, 2 segmentos de
tallo por especie de 2 cm se dispusieron en placas Petri con agar, situandose en el centro el inéculo.
Transcurridas 12 horas, se estimé la tasa de invasion en cada especie.

Los resultados muestran una misma clasificaciéon de las especies en cuanto a susceptibilidad en los
ensayos de inoculacion en planta, los ensayos en rama cortada y los bioensayos. Cabe destacar la
relacion significativa encontrada en los ensayos de rama cortada entre el grado de tolerancia de las
especies y la capacidad de multiplicacion de B. xylophilus en éstas. Sin embargo, los bioensayos no
mostraron una clara preferencia de B. xylophilus por las especies mas susceptibles.
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1. Introduccion

La enfermedad del marchitamiento del pino (Pine wilt disease), causada por el organismo de
cuarentena Bursaphelenchus xylophilus (Steiner et Buhrer) Nickle, nematodo de la madera del pino
(NMP), ha ocasionado importantes pérdidas econdmicas y ecoldgicas en aquellos paises en los que
ha sido introducido. Actualmente, se encuentra ampliamente distribuido en varios paises de Asia
oriental, como Japén, China, Corea y Taiwan; y en Europa, por el momento han sido afectados
Portugal, que en 2008 declar6 todo su territorio continental zona demarcada (MOTA et al., 2009), y
Espana, donde aparecio el primer foco ese mismo ano en «Sierra de Dios Padre» (Extremadura).
Aunque en 2013 este foco fue declarado erradicado, en la actualidad otros cuatro focos se
encuentran aln activos, apareciendo el Ultimo en Junio de 2016 en Salvaterra do Mino (Galicia)
(SANCHEZ, 2016).

Las estrategias en Espana para manejo de la enfermedad se han centrado en muestreos
visuales en todo el territorio espafiol, estableciendo ademas una recogida de muestras en las zonas
de alto riesgo (20 km desde la frontera con Portugal) y riesgo medio (80 km desde el final de la zona
de alto riesgo); en la eliminacion de material hospedante sintomatico; y en la reduccién de la
poblacién del insecto vector (SANCHEZ, 2016). El manejo de esta enfermedad es especialmente
complejo, principalmente porque no existen medidas efectivas para acabar con el patégeno. En los
paises asiaticos para la lucha directa contra la enfermedad se utilizan métodos quimicos como la
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inyeccion de sustancias nematicidas en los troncos o la fumigacion de insecticidas con métodos
aéreos, pero estos métodos tienen efectos medioambientales adversos, son de dificil aplicacion a
escala forestal y no son capaces de solucionar completamente el problema (MOTA et al., 2009). Sin
embargo, la mejora genética encaminada a la obtencién de individuos tolerantes parece ser una
medida fundamental para la proteccion de las masas de pinos frente a B. xylophilus. De hecho, en
paises como Japdon, China y Portugal se estan llevando a cabo programas de mejora con este fin
(NOSE & SHIRAISHI, 2008; SOUSA et al., 2016). En Japén, el primer programa de mejora comenz6 en
1978 y en la actualidad disponen de 225 y 171 clones de P. densiflora y P. thunbergii
respectivamente seleccionados como resistentes (HOSHI, 2016), siendo estas especies altamente
susceptibles. En Galicia, tras confirmar la susceptibilidad de P. pinaster mediante varios ensayos de
inoculacién en invernadero (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2017), se comenzaron a evaluar las
familias de Plan de Mejora Genética de P. pinaster en Galicia.

La susceptibilidad frente a B. xylophilus es generalmente evaluada a través de ensayos de
inoculacion bajo condiciones de invernadero. Este método requiere un gran nimero de plantulas vy,
por tanto, espacio en invernadero, un periodo de tiempo relativamente largo y un elevado niamero de
personal. Por consiguiente, con el presente trabajo se pretende evaluar la validez de otras
metodologias mas sencillas y rapidas que permitan seleccionar individuos tolerantes a la enfermedad
del marchitamiento del pino. El mecanismo de infeccion de B. xylophilus tras la entrada en los
canales resiniferos esta determinado por la migracién y multiplicaciéon dentro del hdesped (FUKUDA et
al., 1992; MAMIYA, 1983). La capacidad de migracion ya ha sido estudiada como una herramienta
importante para la clasificacion de arboles en clases de tolerancia con resultados prometedores
(MATSUNAGA et al., 2011). Sin embargo, otros estudios dan mayor importancia a la capacidad de
multiplicaciéon (SON & MOON, 2013; WOO et al., 2010). Por otro lado, hay estudios que determinan
que las sefnales semioquimicas y la quimiotaxis de B. xylophilus juegan un papel importante tanto en
su supervivencia como en su dispersion, sugiriendo que los volatiles producidos por el arbol huésped
podrian ser la base de una relacidn quimico-ecolégica entre planta, insecto vector y nematodo (YUN et
al., 2012).

En este trabajo se realizaron ensayos para determinar la capacidad de multiplicacion d B.
xylophilus (ensayos de rama cortada) y la atraccion de éste por distintas especies (bioensayos de
doble eleccion), con el apoyo de resultados obtenidos en ensayos previos de inoculacién en planta
entera realizados en diferentes especies de pino bajo condiciones controladas en invernadero. En
estos ensayos las especies se clasificaron en 3 grupos en funcién de los danos: altamente
susceptibles, P. sylvestris; susceptibles, P. pinaster y P. radiata; no susceptibles o ligeramente
susceptibles, P. pinea y P. halepensis; incluso el grupo de susceptibles se dividié en dos atendiendo a
los datos de mortalidad (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2017).

2. Objetivos

Los objetivos de este trabajo son: 1) evaluar bajo condiciones controladas la capacidad de
multiplicacién de B. xylophilus en diferentes especies de pino; 2) evaluar la existencia de una distinta
atraccion de B. xylophilus por madera de distintas especies de pino; y 3) determinar la validez de las
metodologias aplicadas para la evaluacion de la susceptibilidad de distintas especies de pino frente a
la B. xylophilus.

3. Metodologia
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En este trabajo se realizaron dos tipos de ensayos:

Ensayos en rama cortada

Para evaluar la proliferacién de B. xylophilus en distintas especies de pino se realizaron dos
experimentos utilizando segmentos de tallo de 5 plantas por especie, el Experimento 1 se llevé a cabo
con plantulas de tres anos de Pinus sylvestris, P. pinaster, P. pinea y P. halepensis en Julio de 2014
(Hm =96.26 + 1.39 cm, Dm = 11.88 + 0.23 mm); mientras que el Experimento 2 fue realizado con
plantas de cuatro anos de P. radiata, P. pinaster, P. pinea y Pseudotsuga menziesii en Octubre de
2015 (Hm = 112.20 + 2.13 cm, Dm = 12.4 + 0.74 mm). Cada una de las plantas se dividi6 en tres
segmentos de 20 cm y el extremo superior de cada uno de los segmentos fue inoculado con una
dosis de 600 nematodos. Los segmentos se introdujeron en bolsas de plastico cerradas
herméticamente para evitar la desecacion de los tejidos y se mantuvieron a 25 °C en condiciones de
oscuridad. Un segmento por planta fue procesado transcurridas 1, 2 y 3 semanas para la extraccion y
conteo de nematodos.

Bioensayo de doble eleccion

Para determinar la atraccion de B. xylophilus a diferentes especies de pino se realizd un
bioensayo in vitro en placas Petri. Consistidé en una prueba de doble eleccion (two choice) en la que se
ofrecieron segmentos de ramillos de 0.3 - 04 mm de diametro y 2 cm de longitud de plantas de P.
pinaster, P. radiata, P. pinea y P. halepensis de cuatro anos. Se realizaron 8 repeticiones por
combinacion de especies.

En placas Petri con 25 ml de agar al 1.5% se dispusieron cuatro segmentos de similar
didmetro; dos por especie, colocados de forma alterna con una separacion de 90°. En el centro de
cada una de las placas se inocul6 una dosis de 1500 nematodos.

Transcurridas 12 h de incubacion en oscuridad a 25°C, se realizé la extraccion de nematodos
por separado de una porcion de 3 mm de la parte inferior de cada segmento de ramillo (l), de los 17
mm restantes de cada ramillo (S) y de un disco de agar de 21 mm de didmetro retirado debajo de
cada uno de los segmentos (A) (Figura 1). Para la determinacion de la tasa de invasién por especie se
aplicé la siguiente formula:

Tasa de invasion = (S / (I + S + A)) x 100 (%)

Inoculacion >
B. xylophilus -~ /_\
7\/ .

2N \
\\ -
Ny

Figural . Disefno del bioensayo de doble eleccién. El conteo de nematodos se realiza de forma separada por especie en: A:
discos de agar de 21mm de diametro bajo los segmentos de ramillos, I: seccion de 3mm de los ramillos, S: seccién de
17mm de los ramillos.
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Cultivo y conteo del nematodo

La cepa de B. xylophilus utilizada en todos los experimentos se obtuvo del foco de P. pinaster
declarado en As Neves, Pontevedra en 2010 (ABELLEIRA et al. 2011). La cria del nematodo se llevo a
cabo en Botrytis cinerea sobre el medio de cultivo PDA (Potato Dextrosa Agar). El dia anterior a la
inoculacion, los nematodos se extrajeron mediante el método del embudo de Baermann y se prepard
el in6culo ajustando la suspension con agua destilada para obtener la concentracion adecuada.

El conteo de nematodos se realiz6 empleando un estéreomicroscopio (Olympus Co., Ltd., Tokyo,
Japan) tras la extraccion de los mismos durante 48 horas mediante el método Baermann.

Analisis estadistico

El bioensayo de doble eleccién y los ensayos de rama cortada fueron analizados usando un
modelo mixto de medidas repetidas mediante el procedimiento MIXED del programa estadistico SAS
9.2 (SAS Institute, Inc., Cary NC, USA), utilizando el algoritmo restringido de maxima verosimilitud
(REML). En los ensayos en rama cortada, la especie, fecha y la interacciébn de ambas fueron
considerados factores de efectos fijos. Asimismo, las especies comunes en los dos experimentos P.
pinaster, P. pinea y P. halepensis, fueron analizadas conjuntamente anadiendo el factor experimento
al modelo. Cuando los factores fueron significativos (P<0,05), las diferencias entre las medias fueron
testadas con las LSMeans (Least Square Means). Se realiz6 la transformacion logaritmica log10 (x +
1) para el analisis del nimero de nematodos.

En el bioensayo de doble eleccion, la especie, pareja y la interaccion de ambas fueron
considerados factores de efectos fijos, mientras que el bloque fue considerado al azar.

Los coeficientes de correlacion de Spearman se calcularon para determinar la relacion entre el
nimero de nematodos y un ranking de tolerancia (1 - 4, de mas a menos susceptible). Esta
clasificacion de la tolerancia al NMP se realizd en base a los resultados obtenidos en varios ensayos
de inoculacion previos a este trabajo. 1- P. sylvestris, 2- P. pinaster, 3- P. radiata, 4- resto de especies
(MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2017).

4. Resultados

Los resultados en los ensayos de rama cortada muestran diferencias significativas entre las
distintas fechas en las que se realiz6 el conteo de nematodos (Experimento 1, F232 = 33.59 Pr <
0.0001; Experimento 2, F240 = 47.46 Pr < 0.0001) y entre especies en ambos ensayos (Experimento
1, F316 = 22.68 Pr < 0.0001; Experimento 2, Fa20 < 12.21 Pr = 0.0006). Ademas, en el Experimento
1, la interaccion fecha por especie también fue significativa (Fe32 < 3.75 Pr = 0.0061). En este
experimento, a las dos y tres semanas de la inoculacion, la multiplicacion de nematodos fue
significativamente mayor en P. sylvestris y P. pinaster que en P. Pinea y P. halepensis (Figura 2b, 2c),
aunque tras una semana desde la inoculaciéon el nimero de nematodos en P. pinea no difirid
significativamente de los recuperados en P. pinastery P. sylvestris (Figura 2a).
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Figura 2. LSMeans del nimero de nematodos recuperados en el Experimento 1 por especie en segmentos de 20 cm,
transformados con logiox+1). a) Transcurrida 1 semana desde la inoculacion, b) Transcurridas 2 semanas desde la
inoculacion, c¢) Transcurridas 3 semanas desde la inoculacion.PT: Pinus pinaster, S: P. sylvestris, PA: P. pinea, H: P.
halepensis.

En el Experimento 2, destacaron P. pinaster con un ndmero significativamente mayor
nematodos que el resto de especies y P. halepensis con el menor nimero de nematodos, aunque sin
diferencias significativas con P. pinea y Pseudotsuga menziesii (Figura 3).

4

B. xylophilus (log10 (x+1)

PT R PA H PS

Figura 3. LSMeans del nimero de nematodos recuperados en el Experimento 2 por especie en segmentos de 20 cm,
transformados con logiox+1). PT: Pinus pinaster, R: P. radiata, PA: P. pinea, H: P. halepensis, PS: Pseudotsuga menziesii.

Al analizar conjuntamente las especies comunes en los dos experimentos de rama cortada, P.
pinaster, P. halepensis y P. pinea, también se encontraron diferencias significativas entre especies
(F2,24 < 45.2 Pr = <0.0001) y entre fechas (F2,48 < 39.95 Pr = <0.0001), pero no entre experimentos; y
al igual que en los analisis de los experimentos por separado, el nimero de nematodos en P. pinaster
fue significamente mayor que en P. pinea y P. halepensis.

En estas especies, transcurridas 3 semanas desde la inoculacién tanto la mediana como el
maximo namero de nematodos fue mayor en el Experimento 2, destacando que la mediana en P.
pinea fue 15 veces mayor en el Experimento 2. Todas las especies presentaron un mayor nimero de
nematodos tras 3 semanas desde la inoculacidén con la excepcion de P. pinaster que a las 2 semanas
alcanzé el nimero maximo de nematodos (Tabla 1).
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Tabla 1. Ndmero maximo (Max), minimo (Min) y mediana del nimero de nematodos transcurridas 1, 2y 3 semanas tras la
inoculacion en el experimento realizado en 2014 (Exp 1) y el experimento realizado en 2015 (Exp 2).

) 1 semana 2 semanas 3 semanas
Especie Ensayo - - - - - y - - y
Mediana Min. Max. Mediana Min. Max. Mediana Min. Max.
P pinaster Exp 1 116 22 371 9.367 6.272 12.475 6.525 3.380 11.625
P Exp 2 54 1 1,005 21.222 13.565 111.846 22.965 3.570 88.244
. Exp1l 4 2 9 8 5 249 316 0 2.225
P. halepensis
Exp 2 2 1 22 9 3 471 2.210 27 4,723
P pinea Exp 1 21 7 41 52 5 331 228 1 3.158
. pi

P Exp 2 2 1 51 15 4 1.868 3.302 4 16.776
P. sylvestris  Exp 1 7 3 116 4613 1.413 7.456 12.450 6.875 19.680
P. radiata Exp 2 3 2 11 2.526 78 26.470 15.881 4.721 27.537
P. menziesii  Exp 2 5 1 18 20 0 38.750 27 18 2.938

Se ha determinado una correlacion significativa entre el nimero de nematodos multiplicados en
una determinada especie y su clasificacion de grado de tolerancia derivada de anteriores
experimentos. Esta correlacion es significativa (datos no mostrados) en los dos experimentos de tallo
cortado y en las distintas fechas de determinacion de la multiplicacion de nematodos, 1, 2 y 3
semanas. Sin embargo, el mayor ajuste se produce a las 3 semanas en el experimento 1 (p = -90, P
< 0.0001) y a las 2 semanas en el experimento 2 (p = -84, P < 0.0001).

En el bioensayo de doble eleccion también se han encontrado diferencias significativas entre
especies (Fzs = 6.76 Pr < 0.01, Figura 4). Se pueden hacer 2 grupos significativamente distintos en
cuanto a la tasa de invasion, el formado por P. pinaster con mayor tasa, y otro formado por P. pinea y
P. halepensis, con una tasa menor. La especie P. radiata se encuentra en una situacion intermedia
entre ambos grupos, no siendo significativamente distinto a ninguno de ellos.

El P. pinaster ademas de ser una de las especies con una mayor tasa de multiplicacion, es la especie
con mayor tasa de invasion en el bioensayo de atraccion, aunque en este caso no se aprecian
diferencias significativas con P. radiata.

35
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Tasa de invasion(%)
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Figura 4. LSMeans de la tasa de invasion de nematodos (%) en segmentos de ramillos de 2 cm ofrecidos en un bioensayo
de doble eleccion. PT: Pinus pinaster, R: P. radiata, PA: P. pinea, H: P. halepensis.
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5. Discusion

En los ensayos de inoculacion en plantula, las especies que sufrieron mayores danos por la
enfermedad del marchitamiento del pino y las que obtuvieron mayores porcentajes de mortalidad
fueron P. sylvestris, P. pinaster y P. radiata. Pinus sylvestris fue la especie mas afectada con un 80%
de mortalidad, seguida de P. pinaster con un 65% y P. radiata con un 40% (MENENDEZ-GUTIERREZ et
al. 2017). Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran una alta tasa de multiplicacién
de B. xylophilus en estas mismas especies. Del mismo modo, en el ensayo realizado por Abelleira et
al. (2016a) en el que se estudia la tasa de multiplicacion una semana tras la inoculacion, P. radiata y
P. pinaster son las Unicas especies en las que se produce multiplicacién de B. xylophilus. Esto apoya
la idea de que una mayor capacidad de multiplicacion, indica una mayor susceptibilidad ante la mayor
capacidad de reproduccion en los tejidos de estas especies. Ademas, son varios los trabajos que
senalan una inhibicién de la multiplicacion del NMP en los individuos tolerantes (MATSUNAGA et al.
2011; MORI et al., 2008;) algunas hipétesis apuntan a que la inhibicién de la proliferacion puede
estar producida por determinadas sustancias con actividad nematicida (SUGA et al., 1993), mientras
que otras barajan la idea de compuestos especificos que interfieran en el ciclo de reproduccion del
nematodo (MORI et al., 2008).

Otro aspecto a destacar es la mayor tasa de multiplicacion de nematodos en el Experimento 2
con respecto al Experimento 1, pudiendo estas diferencias estar determinadas por factores como las
diferentes condiciones la cepa de B. xylophilus y/o la fecha de inoculacion. El Experimento 1 fue
inoculado en el mes de Julio de 2014, mientras que el Experimento 2 se inoculd en Octubre de 2015,
y por tanto el estado fisiolégico de las plantas en el momento de la inoculacién era diferente. En el
Experimento 1, las plantas podrian haberse encontrado en parén vegetativo por exceso de calor,
provocando una menor multiplicacion de B. xylophilus en éstas; mientras que el estado fisiologico de
las plantas sometidas a las suaves temperaturas del mes de Octubre registradas en Pontevedra
pueden haber favorecido la multiplicacion. En Abelleira et al. (2016b) también se sefala un diferente
grado de susceptibilidad en funcién de factores como la cepa de nematodo, densidad, especie de
pino y temperatura. A la vista de los resultados obtenidos en nuestro trabajo, consideramos que seria
importante profundizar en el estudio de la influencia del estado fisiolégico de las plantas en la
incidencia de la enfermedad del marchitamiento del pino.

Por otro lado, en el bioensayo de doble eleccién, se muestra la misma clasificacion que en los
ensayos en rama cortada o en planta entera, siendo P. pinaster la especie mas atraida. Sin embargo,
P. radiata no se clasifica del mismo modo que en los ensayos en planta entera o en rama cortada, la
atraccion de B. xylophilus hacia P. radiata, P. pinea y P. halepensis no fue significativamente
diferente, asi como tampoco hay diferencias entre P. pinaster y P.radiata. Estos resultados no estan
en total acuerdo con los obtenidos por FUTAI (2003) en un trabajo en el que se estudian ocho
especies de pino con diferente nivel de resistencia y en el que no se vio reflejada una respuesta
preferencial del nematodo hacia las especies mas susceptibles; de hecho B. xylophilus presentd una
gran preferencia por la savia de P. taeda, especie considerada altamente tolerante a la enfermedad.
Sin embargo, si se ha detectado una mayor preferencia por extractos de éter etilico de la corteza y
madera de pino que por extractos en agua, indicando que la resistencia en algunas especies puede
estar condicionada por repelentes hidrofilicos en estos tejidos (FUTAI, 1980). Otros trabajos senalan
la gran atraccién de B. xylophilus por el monoterpeno B-mirceno, compuesto que juega un papel
importante en el paso del nematodo de larva a adulto asi como en su multiplicacion (ISHIKAWA et al.,
1986; HINODE et al., 1987); siendo su contenido es significativamente mayor en las especies
susceptibles, por lo que hay autores que indican que el analisis del contenido de B-mirceno podria
utilizarse para la deteccion de arboles resistentes (ISHIKAWA et al., 1987).

6. Conclusiones
La determinacion de la capacidad de multiplicacion de B. xylophilus en rama cortada podria ser

utilizado como un método rapido y sencillo para la realizacibn de una evaluacion inicial de
susceptibilidad de individuos tolerantes a la enfermedad del marchitamiento del pino. Sin embargo,
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para ello seria importante determinar el estado fisiologico de la planta mas apropiado en cada
especie; asi como otros factores como la densidad del inéculo, cepa de nematodos y temperatura.

Por otro lado, la metodologia del bioensayo a priori, parece ser menos adecuada para
establecer diferencias de susceptibilidad entre especies, al no haber una diferencia preferencial de B.
xylophilus entre P. radiata, P. pinea y P. halepensis, pero pensamos se deberia seguir investigando al
respecto y llegar establecer los parametros mas adecuados para la realizacién de este tipo de
ensayos.
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