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Resumen

La enfermedad del marchitamiento del pino esta causada por el nematodo Bursaphelenchus xylophilus,
introducido en Espaia en 2008. Este patdgeno ha sido el causante de importantes pérdidas econdmicas y eco-
logicas en las masas de pino nativas de aquellos paises en los que ha sido introducido. Por tanto, el principal
objetivo de esta tesis es la determinacién de material vegetal de P pinaster con una baja susceptibilidad a B.
xylophilus.

Los distintos ensayos realizados muestran que las masas de P, sylvestris, P pinaster y P radiata en Espafia
podrian verse gravemente afectadas por la enfermedad del marchitamiento del pino, en los lugares donde el
clima sea favorable para la enfermedad. Ademas, las procedencias de P pinaster mas susceptibles fueron la
Noroeste-Litoral, de la zona costera de Galicia, y la procedencia portuguesa Leiria. Sin embargo se han obte-
nido valores de heredabilidad moderadamente altos para las familias del programa de mejora genética de P
pinaster de Galicia. Por tanto, la mejora genética de la resistencia de P, pinaster a B. xylophilus puede ser una
de las mejores estrategias para luchar contra la enfermedad.

Palabras clave: Susceptibilidad, heredabilidad, mejora genética, procedencias.

Summary

The pine wilt disease is caused by the nematode Bursaphelenchus xylophilus, introduced in Spain in 2008.
This pathogen has been the cause of significant economic and ecological losses in the native pine stands of
those countries where it has been introduced. Therefore, the main objective of this thesis is the determination
of plant material of P pinaster with a low susceptibility to B. xylophilus.

The different tests carried out show that P sylvestris, P pinaster and P, radiata forests in Spain could be seve-
rely affected by pine wilt disease, in places where the climate is favorable for the disease. In addition, the most
susceptible P pinaster provenances were the “Noroeste-Litoral”, from the coastal area of Galicia, and the
Portuguese origin Leiria. However, moderately high heritability values have been obtained for the families of
the genetic improvement program of P, pinaster de Galicia. Therefore, the genetic improvement of P, pinaster
resistance to B. xylophilus may be one of the best strategies to fight the disease.

Keywords: Susceptibility, heritability, genetic improvement, provenances.
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1. Introduccion

El nematodo de la madera del pino (NMP) Bursaphelenchus xylophilus (Stei-
ner and Buhrer, Nickle), nativo de América del Norte, es el organismo causante de
la enfermedad del marchitamiento del pino. Este patégeno ha ocasionado graves
pérdidas medioambientales y econdmicas en Portugal y en paises del este asiatico;
constituyendo actualmente, una de las mayores amenazas para las masas de pino en
todo el mundo.

En Espafia, el NMP fue detectado por primera vez en 2008; y en este momen-
to, la enfermedad se limita a dos focos en la provincia de Pontevedra (Galicia)
(Abelleira et al., 2011; Xunta, 2016) y un foco recientemente declarado en Lagu-
nilla, Salamanca (Castilla y Leén) (EPPO, 2018).

Tanto en Espafia como en Portugal, la principal especie hospedante de NMP es
Pinus pinaster Ait.; si bien, también B. xylophilus ha sido detectado en arboles de
P radiata D. Don (Zamora et al., 2015) y P. nigra Arnold (Inacio et al., 2015).

Dada la amenaza que representa este patogeno en Espafia, y particularmente en
Galicia, se planted como objetivo general de la tesis doctoral la determinacion de
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Figura 1. Distribucion de la enfermedad del marchitamiento del pino en la peninsula ibérica. En blanco se re-
presenta la zona tampoén a lo largo de la frontera portuguesa, en rojo las zonas afectadas por B. xylophilus en Por-
tugal. El area de distribucion de P, pinaster en la peninsula ibérica esta representado en verde.
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material vegetal de Pinus pinaster tolerante o, al menos, con una baja susceptibi-
lidad a B. xylophilus.

2. Material y métodos

Para la determinacién del grado en el que las especies de pino podrian verse
afectadas en Espafna por NMP, se estudio la variacion interespecifica en suscepti-
bilidad al NMP de siete especies de pinos de especial importancia en Espana: P ca-
nariensis Chr. Sm. ex DC., P halepensis Mill., P. pinaster, P pinea L., P. sylvestris
L., P radiata y P, taeda L.; Asimismo, una serie de ensayos fueron realizados para
estudiar la variacion intraespecifica en diferentes procedencias de P, pinaster y fa-
milias del programa de mejora genética gallego de esta especie.

Para ello, se inocularon artificialmente con B. xylophilus plantulas de 2 afios de
edad (Fig. 2) y la evolucidn de los dafios se registr6 semanalmente siguiendo una
escala del 1 al 7 (1, sin dafios; 7, muerta) (Fig.3). Asimismo, se realizaron medicio-
nes de potencial hidrico, fluorimetria, conteo del nimero de nematodos en raiz y
tallo, y se analizaron diferentes compuestos quimicos constitutivos en el xilema;
todo ello, para cada una de las especies y en diferentes fechas de medicion.
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Figura 2. Procedimiento de inoculacion en plantula.
Fuente: Menéndez-Gutiérrez et al. (2017a).

Figura 3. Escala del 1 al 7 para la evaluacion periodica de los dafios causados por B. xylophilus.
Fuente: Menéndez et al., 2014.
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Ademas, segmentos de ramas de P taeda y P thunbergii Parl. de diferentes
longitudes y clases de tolerancia se inocularon para determinar la relacidon de estas
con la migracion.

3. Resultados y discusion
Como punto de partida de la tesis, se procedi6 a evaluar la susceptibilidad de

varias especies del género Pinus. A partir de los resultados de mortalidad (Fig. 4)
y dafios obtenidos, P sylvestris fue clasificada como muy susceptible en consonan-
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Figura 4. Porcentaje de mortalidad de plantulas de pino tras la inoculacién con B. xylophilus hasta el final del
ensayo. Otras species: P canariensis, P halepensis, P, taeda.
Fuente: Menéndez-Gutiérrez et al., 2014.

cia con otras investigaciones, aunque la mortalidad alcanzada no fue tan elevada
como la mostrada en otros trabajos (Hopf-Biziks ez al., 2016; Panesar and Suther-
land, 1989) o como es el caso de las especies asiaticas P thunbergii y P densiflora
Sieb. et Zucc. (Mamiya, 1983; Woo et al., 2008). Pinus pinaster y P radiata se cla-
sificaron como susceptibles, si bien las tasas de mortalidad en algunos estudios di-
fieren ligeramente de las obtenidas en este trabajo (Daub, 2008; Nunes da Silva et
al., 2015).

En concordancia con Nunes da Silva ef al. (2015), P pinea se caracterizo por
su escasa mortalidad, por lo que fue incluida en el grupo de las especies ligeramen-
te o no susceptibles junto con P canariensis, P pinea, P halepensis y P, taeda, las
cuales no mostraron mortalidad alguna. A pesar de que otros autores indicaron una
mortalidad de hasta un 60% para P. pinea (Phrame, 2007), en Portugal, esta espe-
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cie esta distribuida en zonas afectadas por la enfermedad (Naves et al., 2006) y, por
el momento, no se han detectado casos de mortalidad.

En cuanto a P canariensis, es la primera vez que se estudia su susceptibilidad
a NMP; y ademas cabe destacar su condicion de ligeramente o no susceptible al ser
una especie endémica canaria y de distribucion tan restringida.

Seguidamente, dada la presencia de B. xylophilus en Galicia y la gran impor-
tancia de P, pinaster, tras la clasificacion de esta especie como susceptible, se pro-
cedid al estudio de la variacion en susceptibilidad de procedencias de la peninsula
ibérica (cuatro espafiolas y una portuguesa) y una procedencia francesa.

La fragmentacion del area de distribucidon de P, pinaster ha generado una ele-
vada diferenciacion entre poblaciones; consecuentemente, se obtuvieron diferencias
significativas entre procedencias, en danos por B. xylophilus, mortalidad y los dis-
tintos caracteres de historia vital medidos antes de la inoculacion. Las procedencias
mas danadas, y por tanto con una mayor mortalidad, fueron precisamente las de
aquellas zonas en las que NMP esta presente, es decir la procedencia portuguesa
Leiria y la procedencia de la zona costera de Galicia, Noroeste-Litoral (Fig. 5). En
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Figura 5. Porcentaje de mortalidad de plantulas de procedencias de P, pinaster tras la inoculacion con B. xylo-
philus hasta el final del ensayo en dos experimentos. GRE: Sierra de Gredos, LEI: Leiria, MIM: Mimizan, ORI:
Sierra de Oria, SBUR: Montafia de Soria-Burgos, y NOR: Noroeste-Litoral.

Fuente: Menéndez-Gutiérrez et al. (2017).

relacion al resto de procedencias, no ha sido posible determinar con exactitud el
nivel de susceptibilidad, debido a la interaccion genotipo x ambiente encontrada.
Ademas, se aprecio una gran influencia de la temperatura media nocturna y diur-
na en la expresion de los dafios, hipotetizandose también la importancia de la fase
de crecimiento vegetativo de la planta en el momento de la inoculacion.
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Una vez determinada la moderada susceptibilidad de P pinaster con respecto
a otras especies, y la elevada susceptibilidad de la procedencia Noroeste-Litoral, se
planted explorar la variacion genética en susceptibilidad a B. xylophilus dentro de
la poblacion de mejora del programa gallego de mejora genética de P pinaster; y
asi determinar la posibilidad de incluir la resistencia a la enfermedad como un
nuevo caracter de seleccion con el objetivo de obtener genotipos tolerantes o resis-
tentes a NMP.

En estudios previos en esa misma poblacion de mejora, ya se habian sefialado
grupos de familias con distinto grado de resistencia al ataque de insectos y hongos
(Vivas et al., 2012; Zas et al., 2005). Asimismo, en el caso de la resistencia a B.
xylophilus, también se han encontrado familias que destacan por su mayor toleran-
cia. La heredabilidad individual de mortalidad y dafios fue moderada (~ 0,2), no
obstante la heredabilidad familiar fue mas alta (~ 0,6), sugiriendo que se pueden es-
perar importantes ganancias genéticas a través de la seleccion familiar. Consecuen-
temente, todo apunta a que la resistencia a B. xylophilus puede ser incluida como
un nuevo factor de seleccion en el programa de mejora de P, pinaster en Galicia; y
asi convertirse en una de las estrategias de lucha contra la enfermedad del marchi-
tamiento del pino.

Dentro de un programa de mejora, la determinacion de los mecanismos de re-
sistencia a la enfermedad puede ser de ayuda a la hora de seleccionar individuos re-
sistentes o tolerantes. Por tanto, en los distintos ensayos realizados se estudiaron di-
versos parametros para ampliar el conocimiento acerca de la enfermedad, asi como
para tratar de determinar aquellos parametros que pudiesen estar relacionados con
la resistencia: compuestos quimicos constitutivos, caracteres de historia vital, va-
riables fisiologicas, asi como densidad de nematodos, y desarrollo de la enferme-
dad.

Los resultados obtenidos establecen cierta correlacion entre determinados com-
puestos quimicos constitutivos presentes en el xilema y el nivel de tolerancia a B.
xylophilus (Tab 1.). Un mayor contenido en nitrégeno y en polifenoles totales pa-

Tabla 1. Matriz de correlacion de Spearmana entre los valores de las medias de minimos cuadrados (LS
Means) de mortalidad (M), dafios (W), potencial hidrico (WPp: antes de amanecer, WPm: mediodia) y
compuestos quimicos (POL: polifenoles totales, N: nitrdgeno, Mg: magnesio, Fe: hierro, LS: compuestos
liposolubles). N=7. Fuente: Menéndez-Gutiérrez et al. (2018a).

M p Mg N Fe POL WPm
w 0,96%%* | 0,82% -0,86* -0,82%
M -0,70a -0,78* -0,78*
P 0,71a 0,89%* 0,71a
Mg 0,86* -0,86* 0,71*
N 0,75% 0,71a
LS
WPp 0,96%**

Niveles de significacion: *** p <0,001; ** p<0,01; * p<0,05;a p<0,10
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rece relacionarse con una mayor tolerancia; mientras que altos niveles de compues-
tos liposolubles y bajos niveles de manganeso con una menor tolerancia a NMP. La
mayor parte de los estudios relacionan el mayor contenido de polifenoles y taninos
condensados con una mayor resistencia o tolerancia (Nunes da Silva et al., 2015;
Pimentel et al., 2016, 2017); sin embargo, un estudio muestra una mayor migracion
de nematodos en ramas con un mayor contenido en polifenoles totales (Zas et al.,
2015).

Otro de los caracteres que parece tener relacion con la susceptibilidad es el
contenido en resina, la cual constituye la principal defensa de las coniferas frente
a agresiones externas, ya sean causadas por patdogenos o por factores abidticos
(Phillips and Croteau, 1999). En el ensayo de procedencias se observd que aque-
llas con mayor contenido inicial de resina fueron las menos dafiadas. Tanto la mor-
talidad como los dafios se correlacionaron significativamente con el numero de
ramas y el crecimiento en diametro, de forma que los genotipos mas tolerantes re-
sultaron tener mayor crecimiento en didmetro y mayor ramosidad. Sin embargo,
estas relaciones requieren mayor estudio, ya que no fueron encontradas en todos los
ensayos en los que se estudiaron; ademas, si bien existen trabajos que apoyan nues-
tros resultados (Kuroda, 2004; Toda and Fujimoto, 1987), también hay otros que los
contradicen (Hakamata ef al., 2013; Yamanobe, 2009).

Con respecto a los parametros flujo de resina, potencial hidrico y fluorescen-
cia, todos ellos son fieles indicadores del estado fisiologico de las plantas; estable-
ciéndose en la mayoria de los casos, una clara relacion con los dafios y la mortali-
dad (Fig. 6). Las mediciones de potencial hidrico realizadas en el ensayo de espe-
cies revelaron dafios en P sylvestris con anterioridad al inicio del marchitamiento
de las aciculas; sin embargo, esto no fue observado en el resto de las especies, pro-

Ratio de fluorescencia
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Nivel de dano

Nivel de dafio

Figura 6. Ratio de fluorescencia (a) y ratio de resina (b) por nivel de dafio en plantulas de P. pinaster. LS means
+ SE. Las diferentes letras indican diferencias significativas a p < 0.05.
Fuente: Menéndez-Gutiérrez et al. (2018b).
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bablemente por falta de un mayor numero de mediciones intermedias. Asimismo,
en el ensayo de familias se observo una reduccion inicial de produccion de resina
antes de que ningun sintoma fuese visible y €sta se detuvo completamente antes de
que toda la planta se marchitase; la medicion del flujo de resina es tradicionalmen-
te uno de los métodos mas utilizados en la deteccidn temprana de la enfermedad
(Linit and Kinn, 1993; Phrame, 2007).

Otro aspecto a resaltar concierne a la migracion y multiplicacion de nematodos,
factores considerados como relevantes en el desarrollo de la enfermedad por nume-
rosos autores (Mori et al., 2008; Son and Moon, 2013). Nuestros resultados mues-
tran que, si bien la migracion ha sido posible en todas las especies estudiadas, se
ha registrado siempre con un nimero menor de nematodos en las especies menos
susceptibles. En relacion a la multiplicacion de nematodos, destacar que en todos
los ensayos realizados existid una elevada correlacidon entre el nimero de nemato-
dos recuperados y el nivel de dafios de las plantas. Ademas, no puede decirse que
haya habido multiplicacion en las especies ligeramente o no susceptibles, ya que el
numero de nematodos recuperados ni siquiera se aproximo al nimero inoculado

(Fig. 7).
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Figura 7. Bursaphelenchus xylophilus por gramo de peso seco. (a) Especies de pino con valores bajos de B. xylo-
philus por gramo de peso seco. (b) Especies de pino con los valores mas altos de B. xylophilus. Diagrama de cajas,
Linea (mediana), Caja (25 % - 75 % valor de los cuartiles), Bigote (intervalo minimo-maximo de valores). A: Pinus
pinea, C: P canariensis, H: P halepensis, P: P pinaster, R: P radiata, S: P, sylvestris, T: P, taeda.

Por otro lado, uno de los puntos débiles de los programas de mejora de resis-
tencia a B. xylophilus es el tiempo y los medios requeridos para la realizacion de
las consecutivas inoculaciones artificiales necesarias para la seleccion de indivi-
duos. En un intento de solventar esta problematica, en Japon, llevan afios realizan-
do diferentes estudios para el desarrollo de una metodologia sencilla para la selec-
cion de arboles tolerantes (Matsunaga et al., 2011; Matsunaga and Togashi, 2009).
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En ellos, la enfermedad del marchitamiento del pino se estudia a través de la de-
terminacion de la migracion de nematodos en segmentos de ramas. Estos estudios
sirvieron de base para los ensayos realizados en esta tesis, dado que en este pais es
donde tienen el mayor conocimiento de todos los factores implicados: patogenici-
dad de distintas cepas de B. xylophilus, época del ano optima para el desarrollo de
este tipo de ensayos y existencia de una clasificacion previa de clones en funcion
de su tolerancia. Los ensayos de segmentos de rama de esta tesis fueron realizados
en Japon (Kyushu Regional Breeding Office, Kumamoto) utilizando principalmen-
te la especie P thunbergii.

La metodologia utilizada en estos ensayos no ha permitido encontrar una rela-
cion entre la migracion de nematodos a través de los segmentos de ramas y la clase
de tolerancia previamente conocida de los clones de P, thunbergii. Sin embargo, en
los si ha sido posible diferenciar entre un clon susceptible de P thunbergii y otro
tolerante. No obstante, es muy posible que este resultado se haya visto afectado por
las condiciones climaticas previas a la recogida del material del experimento, ya que
otros ensayos mostraron que el momento de realizacion de este tipo de experimen-
tos es muy importante

La confirmacion de esta relacion en nuevos estudios permitiria una asignacion
rapida de nuevos clones a las distintas clases de tolerancia, lo cual seria muy con-
veniente a la hora de acelerar y abaratar los programas de mejora.

Concluyendo, consideramos que a falta de comprobar el efecto del clima en la
enfermedad, el norte y noroeste de Espafia tiene un alto riesgo de expansion de la
enfermedad, por poseer zonas con grandes extensiones de P, pinaster, P radiata 'y
P sylvestris, especies susceptibles o muy susceptibles. Esto podra tener un grave im-
pacto economico y ambiental en estas zonas. El resto del territorio espafiol, centro
(donde P, pinaster no esté presente) y este de Espafia, asi como las islas Canarias,
es posible que no se vea afectado, o muy poco, por la enfermedad.
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