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Evaluacion de la susceptibilidad de 32 procedencias de Pinus pinaster frente a Bursaphelenchus
xylophilus

TORRES-SANCHEZ, E.1, MENENDEZ-GUTERREZ, M., VILLAR CAAMANO, L. 12 y DIAZ-VAZQUEZ, R.1

1 Centro de Investigacion Forestal de Lourizan (AGACAL - Xunta de Galicia).
2 Fundacién ARUME.

Resumen

La enfermedad del marchitamiento del pino esta causada por el nematodo de la madera del pino,
Bursaphelenchus xylophilus, cuya transmision se produce a través de insectos vectores del género
Monochamus. Debido a la amenaza que supone para las masas de coniferas europeas, se considera
un organismo de cuarentena dentro de la Unién Europea. Actualmente, Portugal es zona demarcada,
amenazando con expandirse por toda la Peninsula Ibérica antes del ano 2030 a través de Galicia y
del Sistema Central. De hecho, desde 2008 se han declarado varios focos en masas de Pinus
pinaster y Pinus radiata en Galicia, Castilla y Lebn y Extremadura. Este estudio evalla la
susceptibilidad de diferentes procedencias de P. pinaster, una especie ampliamente distribuida por
nuestro pais con un alto valor econdmico y ecolégico que ya ha demostrado tener una susceptibilidad
moderada, en ensayos de inoculacion artificial con B. xylophilus. Los resultados muestran diferentes
niveles de susceptibilidad en funcién de la procedencia., habiendo una gran oscilaciéon de mortalidad
entre procedencias, entre 0-100%Las variables morfolégicas se relacionaron con la mortalidad y el
desarrollo de los sintomas. Ademas, se observa que las procedencias ubicadas en el sureste
peninsular poseen mayor resistencia que aquellas ubicadas en el noroeste peninsular.

Palabras clave
Nematodo de la madera del pino, pino resinero, procedencias, resistencia, enfermedad del
marchitamiento del pino.

1. Introduccion

La enfermedad del marchitamiento del pino (EMP) afecta a numerosas especies de coniferas,
llegando a provocar su muerte en pocas semanas 0 meses. Esta causada por el nematodo de la
madera del pino (NMP) Bursaphelenchus xylophilus, cuya transmision a los hospedantes se produce a
través de insectos vectores pertenecientes al género Monochamus, mediante heridas causadas por la
alimentacién en ramillos jovenes o por oviposicion en huéspedes decaidos (NAVES et al., 2007).
Asimismo, su capacidad de dispersion entre territorios puede verse favorecida por la circulacion de
mercancias, ya sea material vegetal o embalajes de madera. Actualmente, este organismo originario
de Norte América esta presente en Japon, China, Corea del Sur, Taiwan, Portugal y Espana (FUTAI,
2013; VICENTE et al., 2012).

Los bosques europeos estan formados principalmente por bosques de coniferas, los cuales
tienen un gran valor ecolégico y econémico (VICENTE et al., 2012). Dentro de las especies de pino que
conforman las masas europeas se observan diferentes niveles de susceptibilidad al NMP. Por
ejemplo, las especies Pinus sylvestris 0 Pinus nigra presentan mortalidades elevadas (DAUB, 2008;
INACIO et al.,, 2015), P. pinaster o P. radiata mortalidades moderadas (MENENDEZ—GUTIERREZ et al.,
2017a), mientras que Pinus pinea o Pinus halepensis presentan bajos o nulos niveles de mortalidad
(DAUB, 2008; MENENDEZ-GUTIERREZ et al.,, 2017a; PIMENTEL et al.,, 2020). En otros géneros
estudiados diferentes a Pinus no se ha observado mortalidad (DIAZ et al.,, 2017).
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En Portugal, donde el 65,2 % del bosque de coniferas esta formado por pino resinero (P.
pinaster) (VICENTE et al., 2012), el NMP fue detectado en 1999 y actualmente todo el territorio se
considera area demarcada (MOTA et al., 2009). Consecuentemente, las pérdidas econdmicas estan
siendo muy elevadas, tan solo el coste derivado de las cortas de los arboles afectados supone 6
M€/ano (BACK, 2020). En Espana, las masas de pino resinero abarcan algo mas de un milléon de
hectareas, representando el 15,6 % del total de masas de coniferas y el 5,77 % de superficie forestal
arbolada. Es una de las principales especies maderables que mas se cortan en Espana (3 M m3 en
2018) por detras de P. radiata y seguido de P. sylvestris (MITECO, 2020). Junto con otros
aprovechamientos como la resina, adquieren un gran valor socio-econémico al ser considerados
fuentes de recursos naturales que favorecen el empleo, la economia y el asentamiento rural (SOLINO
et al., 2018).

Un estudio pronosticé la expansion del NMP en Espana antes de 2030 a través de Galicia y el
Sistema Central (DE LA FUENTE et al., 2018). El primer foco de NMP en Espana se detecté en 2008
en la Sierra de Dios Padre (Extremadura), desde entonces se han erradicado dos brotes en Valverde
del Fresno (Extremadura) y Sancti-Spiritus (Castilla y Ledn). Actualmente, existen 3 zonas demarcadas
por NMP: As Neves (Pontevedra, Galicia), Lagunilla (municipio de Salamanca, la zona demarcada
afecta a Castilla y Ledn y Extremadura) y Sierra de la Malvana perteneciente a Caceres y cuya zona
demarcada afecta también a Salamanca (MAPAMA, 2020). Mas recientemente, en mayo de 2021 se
detectd en el municipio de Sotoserrano (Salamanca) un nuevo foco en P. radiata, dentro de la ya
declarada zona demarcada de Lagunilla (CONSEJERIA DE FOMENTO Y MEDIO AMBIENTE, 2021). Se
estima que sin medidas de contencién, en 2050 las masas de coniferas de la mitad occidental
peninsular estaran afectados por la enfermedad extendiéndose a gran parte del territorio espanol en
2100 (DE LA FUENTE & SAURA, 2021) lo que supondra grandes pérdidas econémicas en el sector
forestal (SOLIMAN et al., 2012).

Las 28 regiones de procedencia espanolas de P. pinaster se definieron teniendo en cuenta la
distribuciéon de las masas, las caracteristicas fenotipicas o genéticas y las caracteristicas geograficas
y ecoldgicas (ALIA et al., 2009). El alto nimero de regiones de procedencia indica una gran
variabilidad genética dentro de la especie. Esto puede tener como consecuencia que dentro de la
especie puedan existir diferentes niveles de susceptibilidad a la EMP, lo cual podria ser de interés de
cara a luchar contra esta enfermedad mediante programas de mejora genética.

Diferentes estudios senalan diferencias entre procedencias en tolerancia a otros patégenos,
como P. halepensis frente a Gremmeniella abietina (ROMERALO et al., 2016), P. sylvestris a
Dothiostroma septosporum (PERRY ET AL., 2016) o Pinus patula frente a Fusarium circinatum
(HODGE & DVORAK 2007). En otras especies de pino, se ha probado que la resistencia frente al NMP
esta condicionada por caracteres genéticos como en Pinus densiflora (LEE et al., 2019) y P.
thunbergii (HIRAO et al., 2012; MATSUNAGA et al., 2020) Esto indica que, en muchos casos, existe un
componente genético asociado a la procedencia que favorece la resistencia del huésped frente a un
patégeno. El dnico estudio hasta la fecha en el que se han evaluado procedencias de P. pinaster
(Mimizan, Leiria, Noreste costera, Soria-Burgos, Sierra de Gredos y Sierra de Oria) frente a B.
xylophilus, mostré6 una mayor susceptibilidad de las procedencias del noroeste peninsular
(MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2017). Una mayor comprensioén de la susceptibilidad de las diferentes
procedencias del pino resinero puede ayudar al control de la EMP a través de seleccion de
poblaciones de interés.

2. Objetivos
El objetivo de este estudio es evaluar la susceptibilidad de diferentes procedencias de P.

pinaster frente al nematodo del pino, comparadas con dos testigos comerciales, el huerto
semillero de A Braxe (A Coruna, Espana) y el huerto semillero de Mimizan (Mimizan, Francia).
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3. Metodologia

En este ensayo se evallan 32 procedencias de P. pinaster, de las cuales 28 son nacionales y
4 extranjeras. Ademas, se incluyeron en el ensayo dos testigos comerciales mejorados procedentes
de huertos semilleros. Las 28 procedencias espanolas son todas las definidas para esta especie en
nuestro pais por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (ALIA et al., 2009). Las otras cuatro
regiones de procedencia pertenecen a varios paises: una es la region de procedencia portuguesa
PNB-RPIV (Leiria; PNB-RPIV), otra es la region de procedencia francesa PPA 800 (Isla de Cércega,
Francia) y dos en la zona del Atlas de Marruecos (Alto Atlas y Atlas Medio). Todas ellas estan
representadas en la Figura 1. Los testigos comerciales proceden del huerto semillero de A Braxe
(Galicia, Espana, HSC26001) y el huerto semillero de 22 generaciéon de Mimizan (Mimizan, Francia,
HSFRVGOO0G6).
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Figura 1. Regiones de procedencia espanolas (codigos 1a-20; A-G) y extranjeras (PPA 800; Alto Atlas; Atlas Medio; PNB-
RPIV) en gris oscuro y huertos semilleros (HSC26001 y HSFRVG0O06) representados como rombos negros de Pinus pinaster.
Mapa generado con la plataforma SIG-FOREST de INIA. En gris claro se muestra el area de distribucién de P. pinaster segtn

EUFORGEN.

El ensayo de inoculacion siguié un diseno de bloques completos al azar, con 34 genotipos, 20
bloques y un individuo por unidad experimental. En 5 bloques aleatorios de los 20 realizados se
incluyé ademas una segunda planta por genotipo, que fue empleada como control. Todas las plantas
tenian 2 anos de edad. El ensayo se realizé en un invernadero con condiciones controladas del Centro
de Investigacion Forestal de Lourizan. El rango de temperaturas durante el ensayo oscilé entre 16 y
32°C, la temperatura media diurna fue de 26,4°C, la temperatura media nocturna fue de 20,9°Cy la
temperatura media del ensayo fue de 23°C. El riego se programé para que fuera automatico dos
veces por semana a través de un sistema de goteo.
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La cepa empleada en este ensayo fue aislada en As Neves (Pontevedra) en 2010 y ha
demostrado una alta virulencia para P. pinaster (SpPO1, (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2021)). El
cultivo de esta cepa se realizd en Botrytis cinerea no esporulada cultivada previamente en PDA y
mantenida a 25°C. El dia de la inoculacion se prepard una suspension de nematodos (4.000
nematodos/ml) en agua destilada. En cada planta se aplicaron 300 pl de inéculo con una micropipeta
sobre un corte longitudinal previamente realizado en el tallo. Inmediatamente, a continuaciéon de la
aplicacion del inéculo, la herida realizada se selld6 con Parafiim®©. Las plantas empleadas como
control se inocularon siguiendo los mismos pasos, pero empleando agua destilada en lugar de la
suspension de nematodos.

Previamente a la inoculacion, se midieron las siguientes variables: altura total al inicio del
ensayo (HI, cm), altura total del ano anterior (HAA, cm), incremento en altura (IH, cm; IH = HI-HAA),
nimero de ramas (NR, n°) y diametro basal al inicio del ensayo (DI, mm). Tras la apariciéon de los
primeros sintomas, se comenzd a evaluar la evolucién de los sintomas (W) siguiendo una escala del 1
al 7 (1, ausencia de sintomas; 7, planta completamente seca, decolorada y muerta, (MENENDEZ-
GUTIERREZ ET AL., 2017b). Para ello, se evaluaron los dafios ocasionados por la enfermedad dos
veces por semana. Con los datos de sintomas se estimé para cada fecha, la supervivencia (S; variable
binomial; O, muerta; 1, viva). Una planta se consideraba muerta cuando alcanzaba el estadio 6 de
sintomas. El valor de cada dia tras la inoculacién se menciona como dia después de la inoculacion
(DDI).

Para aquellas plantas que presentaron mortalidad al final del ensayo se calcularon tres
variables: comienzo (CS), fin (FS) y duracién de los sintomas (DS). El inicio y fin de los sintomas se
midieron como ndmero de dias desde la inoculacién, mientras que la duracion se estimé como la
diferencia entre las dos variables anteriores (DS = FS-CS). Todas las plantas inoculadas de 6 bloques,
asi como una planta control por genotipo, se procesaron al final del ensayo o inmediatamente
después de alcanzar el nivel 7 de sintomas para proceder al conteo de nematodos. En el procesado
se diferenciaron tallo y raiz, extrayéndose los nematodos de cada parte por separado mediante el
método Baermann. Una vez extraidos, el conteo de nematodos se realizO con ayuda de un
estereomicroscopio, Se calcularon también los pesos secos de tallo, raiz y aciculas de cada planta
para posteriormente, tras estimar la cantidad de nematodos presentes, estimar las densidades de
nematodos por peso seco para el tallo, la raiz y el total de la planta (NxT, NxR, NxRTA,
respectivamente).

El ensayo se inoculd a finales de junio y se mantuvo hasta que la evolucion de los sintomas
comenz0 a estabilizarse (Figura 2), siendo la duracién total del ensayo de 126 dias.
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Figura 2. Evolucion de los sintomas por procedencia a lo largo del ensayo.

Los analisis estadisticos de los datos se realizaron con R (R Core Team, 2019). Para cumplir
los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los analisis, se tuvieron que transformar algunas
variables. HI e IH mediante raiz cuadrada; CS mediante transformacion inversa, DS y FS mediante
transformacién logaritmica de la funcion inversa, y W empleando la transformacién para normalizar
de Blom (RankNorm() para R v. 3.6.1) del paquete RNOmni.

Para el analisis de variables morfoldgicas se realiz6 un modelo lineal mixto donde se traté la
procedencia como efecto aleatorio, mientras que para la duracion de los sintomas (DW) y
sintomatologia (W) se utilizd un modelo lineal mixto donde se incluyd como efectos aleatorios
procedencia y bloque. Para establecer los modelos mixtos se utiliz6 la funciéon Imer() del paquete
Imed. La supervivencia se analizé con un modelo lineal generalizado mixto de tipo binomial, donde
procedencias y bloques fueron factores aleatorios, con la funcién gimer(,family=binomial(logit)) del
paquete Ime4. Con cada modelo mixto se calcularon los BLUPs (Best Linear Unbiased Predictors -
Mejores predictores lineales no sesgados) por procedencia con la funcién ranef() del paquete Ime4 y
sus errores estandar con la funcion se.ranef() del paquete arm. La significacion de las variables
aleatorias se realizd comparando los modelos reducidos y los modelos completos con la funcién
anova(modelo reducido, modelo completo).
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Para el analisis de la densidad de nematodos se utilizd un analisis no paramétrico de Kruskal-
Wallis en funcion de la procedencia. Cuando los resultados mostraron ser significativos se utilizd un
post hoc de Mann-Whitney para encontrar diferencias entre procedencias.

Por Ultimo, se realizaron test de correlacion de Spearman entre las variables de interés tanto
para la estimacion de las correlaciones como fenotipicas y genéticas.

4. Resultados

Se han encontrado diferencias significativas entre procedencias para todas las variables
evaluadas (variables morfolégicas y de evolucion de la enfermedad), excepto las relacionadas con el
inicio, fin y duracion de los sintomas de las plantas que murieron (CS, FS y DS) (Tabla 1).

Los valores medios al inicio del ensayo fueron 110,7 + 20,5; 56,6 + 13,2y 44,2 + 12,7 cm
para HI, HAA y HI, respectivamente, mientras que el DI fue de 15,6 + 2,1 mm y NR 13,0 + 4,5 ramas.
La altura inicial (HI) oscilé entre 48,1 cm (Alto Atlas) y 125,02 cm (HSFRVGOO0G), mientras que la
altura del ano anterior (HAA) tuvo un rango de entre 22,7 cm (Alto Atlas) y 74,3 cm (procedencia 6).
En el caso del incremento de altura (IH), Alto Atlas fue la procedencia con un menor incremento (25,4
cm) y el huerto francés (HSFRVGOO0G) el que presenté el mayor (55,4 c¢cm). En cuanto al didametro
inicial (DI), la procedencia marroqui del Alto Atlas, fue la que presentd el menor valor medio (12,9
mm), muestras que la procedencia de Sierra de Gredos (6) tuvo el mayor (18,3 mm). Con respecto al
nimero de ramas (NR), este oscilo entre 7,0 (Alto Atlas) y 16 ramas (procedencia 6). Para todas las
variables morfolégicas, excepto DI, las dos procedencias marroquies presentaron los valores
promedio mas bajos, mientras que los mas altos se alcanzaron siempre por las plantulas del huerto
semillero francés (HSFRVGOOG) y la procedencia de Sierra de Gredos (procedencia 6), alternandose
entre si en funcién de la variable.

En cuanto a la expresion de los sintomas no se encontraron diferencias entre procedencias en
el comienzo, duracion y momento de finalizacion de los sintomas (CS, FS y DS) (Tabla 1). Los primeros
sintomas empezaron a mostrarse entre los 22 y 35 dias después de la inoculaciéon (DDI), con un
promedio de 40,6 + 16,2 DDI. La duracion media de los sintomas fue de 25,5 + 12,0 dias,
comenzando a morir las primeras plantas entre 6 y 21 dias tras el comienzo de los sintomas. La
finalizacién de los sintomas se produjo de media a los 66,1 + 20,5 DDI.

Tabla 1. Resultado de los modelos mixtos lineales establecidos para el analisis de datos. u: media de la variable
dependiente; +SD: desviacion estandar de la variable dependiente; 02 varianza de la variable aleatoria dentro del modelo;

Procedencia Bloque

Variable g £SD 02 X2 p> X2 02 X2 p> X2
CS 40,63 + 16,17 2,12.1006 152 0,2172 | 9.041006 18,74 <0,001
DS 25,51 +11,95 0 0 1 0.01 3,72 0,05378
FS 66,14 + 20,47 7,331007 2,16 0,142 | 2.57:10%6 18,07 <0,001
W 4,85 +2,32 0.09 66,83 <0,001 0.03 15,08 <0,001
S 0,44 +0,50 1.03 64,29 <0,001 0.24 10,81 0,00101
HI 100,76 + 20,50 0.62 524,99 <0,001

HAA 56,62 + 13,24 106.46 634,63 <0,001

IH 44,15 + 12,68 0.16 96,31 <0,001

DI 15,58 +2,05 0.70 91,27 <0,001
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Procedencia Bloque
Variable g +SD 02 X2 p> X2 02 X2 p> X2
NR 13,04 + 4,46 2.85 72,92 <0,001

Del total de plantas inoculadas, sobrevivid el 44% al final del ensayo (126 DDI).. Las
diferencias entre procedencias fueron significativas tanto para la sintomatologia como la
supervivencia (p<0.001, Tabla 1). Cuanto mas negativo es el valor en la variable transformada de W,
menor es la sintomatologia desarrollada, mientras que, en supervivencia, cuanto mayor es el valor,
mayor es la tasa de supervivencia. En la Figura 3 se muestra la sintomatologia media al final del
ensayo de los 34 genotipos evaluados y en la Figura 4 se puede observar los valores BLUPs por
procedencia para la supervivencia, la supervivencia predicha obtenida a partir de los BLUPs y la
supervivencia observada (estas dos Gltimas en tanto por uno). La procedencia 20, de Sierra Bermeja,
fue la menos afectada, no muriendo ninguna planta e, incluso, no habiendo mostrado ningln sintoma
ninguna de ellas. De hecho, la supervivencia predicha para esta procedencia fue la mas alta de todas
con un valor medio de 0,91. También conviene destacar las procedencias de Serrania de Ronda (G),
Fuencaliente (E) y Serrania de Cuenca (12) por su altas supervivencias observadas y predichas
(>0,75) y baja sintomatologia (<3,3). Por el contrario, destaca la procedencia de Sierra de Oria (F) por
ser la mas afectada, y para la cual se obtuvo una supervivencia predicha de tan solo 0,18, y valor
promedio de sintomatologia fue de 6,6. Valores bajos de resistencia mostraron también el huerto
semillero francés de Mimizan (HSFRVGOO0G6) y las procedencias Noroeste-Interior (1b) y Montana
Soria-Burgos (9), presentando una supervivencia predicha no mayor de 0,25 y una alta sintomatologia
(>6). La supervivencia predicha para el otro genotipo mejorado empleado en el ensayo como testigo
comercial, el huerto semillero gallego de A Braxe (HSC26001), fue de 0,39, ligeramente superior a la
obtenida para la procedencia Noroeste-Litoral (1a) de la cual procede.
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Figura 3. Grafico de sintomas desarrollados por procedencia a fecha final del ensayo. Las barras superiores en cada
procedencia hacen referencia a su desviacién estandar.
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Figura 4. Grafico de supervivencia. En moteado negro se muestra el ranking BLUP para la supervivencia del modelo lineal
generalizado binomial mixto junto con el error estandar (barra negra), en negro se muestra la supervivencia observada en el
ensayo en tanto por uno y en gris se muestra el valor medio de la supervivencia predicha para su correspondiente BLUP
también en tanto por uno. Estos datos se corresponden con la tGltima fecha del ensayo (126 DDI).

En cuanto a la densidad de nematodos, se encontraron diferencias significativas entre
procedencias a nivel de tallo, raiz y planta completa (Tabla 2), con grandes diferencias entre
procedencias. Ademas, la densidad de nematodos en los tres tejidos altamente correlacionados entre
si (Tabla 3). A nivel de planta completa, las procedencias 20, G y 12 presentaron las densidades mas
bajas (Figura 5). EI minimo en las densidades de nematodos encontrados en el tallo en todas las
procedencias presenta valores cercanos a cero (Figura 4). La mediana de todo el ensayo fue de
200,489 nematodos por gramo de peso seco de planta completa.

Tabla 2. Test no paramétrico de Kruskal-Wallis para las densidades de nematodo. NxR: densidad de nematodos por gramos
de peso seco de raiz; NxT: densidad de nematodos por gramos de peso seco de tallo; NxRTA: densidad de nematodos por
gramos de peso seco de planta completa (raiz, tallo y aciculas).

Procedencia
Variable gl X2 p> X2
NxR 33,169 48,33 0,041
NxT 33,169 55,05 0,009

NXRTA 33,169 50,66 0,025
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Figura 5. Graficos de caja y bigotes para la densidad de nematodos por gramo de peso seco de planta completa (NXRTA) y
por procedencia.

En la Tabla 3 se muestran las correlaciones fenotipicas y genéticas entre todas las variables
estudiadas. La supervivencia esta altamente correlacionada de forma negativa con la sintomatologia,
tanto a nivel fenotipico como genético. A nivel fenotipico destaca que tanto la sintomatologia como la
supervivencia estan altamente correlacionadas con las densidades de las poblaciones de nematodo,
mientras que no guardan relacién con las caracteristicas morfolégicas. A nivel genético, todas las
variables morfologicas guardan correlacion positiva con la sintomatologia y con la supervivencia, a
excepcion del diametro inicial para esta Ultima. Esto indica que las procedencias con mayores
crecimientos en altura y mayor ramosidad son aquellas que presentan una mayor susceptibilidad al
NMP.

Tabla 3. Matriz de correlaciones de Spearman. Por encima de la diagonal se muestran las correlaciones genéticas. Por
debajo de la diagonal se muestran las correlaciones fenotipicas. NxR: densidad de nematodos por gramo de peso seco de
raiz; NxT: densidad de nematodos por gramo de peso seco de tallo; NxRTA: densidad de nematodos por gramo de peso seco
de planta completa (raiz, tallo y aciculas. Niveles de significacion: Ns: no significativo; *** <0,001; ** <0,01; *: <0,05.

S DI HAA HI IH NR

-0,96*** 0,35% 0,39% 0,37* 0,39% 0,39*

S -0,95%** Ns -0,39* -0,37* -0,35* -0,39*

DI Ns Ns 0,66*** 0,65*** 0,40* 0,44%*
HAA Ns Ns 0,37*** 0,95%** 0,58*** 0,62***
HI Ns Ns 0,37*** O,77%** 0,78*** 0,56***
IH Ns Ns 0,23** 0,20** 0,75%** 0,35*

NR Ns Ns 0,25%** 0,38*** 0,32%** Ns

NXRTA 0,87*** -0,85%** Ns Ns Ns Ns Ns

-
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| w S DI HAA HI H NR
NxR 0,85*** -0,84*** Ns Ns Ns Ns Ns
NXxT 0,87*** -0,85%** Ns Ns Ns Ns Ns
5. Discusion

Se han encontrado diferencias significativas entre procedencias de P. pinaster oriundas de gran
parte del area de distribucion de la especie. Algunas procedencias destacan por su alta
susceptibilidad a la enfermedad del marchitamiento del pino, mientras que otras presentan una gran
resistencia a la misma. Esto sugiere que la mejora genética por este caracter es posible para esta
especie. Sin embargo, para avanzar en la mejora por este caracter hay que tener en cuenta la
correlacion positiva encontrada entre crecimiento y susceptibilidad a esta enfermedad, pues si no
esta podria suponer un obstaculo para avanzar por cualquiera de ambos caracteres.

En general, nuestros resultados muestran diferencias entre procedencias para todas las
variables analizadas relacionadas con la susceptibilidad, excepto aquellas de evolucién de los
sintomas cuando se tienen en cuenta (nicamente las plantulas que murieron antes de finalizar el
ensayo. La resistencia a enfermedades en muchos casos esta influenciada por la genética de las
poblaciones de los distintos hospedantes (MORGENSTERN, 1996). En distintas especies de pino se
han observado diferentes niveles de respuesta frente a un patdégeno, ya sea enfermedad o plaga,
entre sus respectivas procedencias, como por ejemplo P. halepensis a Gremmeniella abietina
(ROMERALO et al., 2016), P. sylvestris a F. circinatum (DAVYDENKO et al., 2018; MARTIN-GARCIA et
al., 2017; MARTIN-GARCIA et al., 2018) o P. pinaster a Hylobius abietis (LOPEZ-GOLDAR et al., 2015).
En particular, para la resistencia al nematodo se han encontrado diferencias significativas entre
procedencias de distintas especies de pino, como P. densiflora (FUJIMOTO et al., 1989), P.
massoniana (OKAMURA et al., 2010), P. thunbergii (MATSUNAGA et al., 2016) y P. pinaster
(MENENDEZ-GUTIERREZ et al.,, 2017). Sin embargo, HOPF-BIZIKS et al., (2016) no encontraron
diferencias entre procedencias para P. sylvestris al final del ensayo, si bien si detectaron diferencias
en la evolucion de la enfermedad. Aun asi, este ensayo fue realizado bajo una temperatura media de
25°C, condicién climatica exigente que pudo haber favorecido la mortalidad. MENENDEZ-GUTIERREZ
et al. (2017b) sugieren que tanto la temperatura media nocturna durante el ensayo como el periodo
de realizacion del ensayo, el cual esta relacionado con estado del desarrollo vegetativo de las
plantulas, influyen en la susceptibilidad al nematodo. Esto Gltimo deberia tenerse muy en cuenta,
especialmente cuando se trabaja con procedencias pues suelen tener una tasa de crecimiento
durante el periodo vegetativo muy diferente (PRADA et al., 2014), causado por las condiciones
ambientales de origen, ya que las procedencias mediterraneas paran su periodo vegetativo antes
debido a la sequia estival.

HOPF-BIZIKS & SCHRODER (2019) resaltaron que las plantulas jovenes pueden ser buenos
indicadores para estudios de patogenicidad, debido a que su estudio realizado con P. sylvestris de 7-8
anos de edad mostrd una dinamica de la poblacién de nematodos dentro del arbol y una reaccién de
los mismos a la enfermedad semejantes a la ocurrida en plantula por HOPF-BIZIKS et al. (2016).
Confirmar esta correlacién juvenil-adulto para P. pinaster seria de gran importancia para validar los
ensayos como el que se presenta en este estudio, debido a la imposibilidad actual de realizar ensayos
en campo con nematodo del pino al ser considerado este un organismo de cuarentena (EVANS et al.,
1996) y estar catalogado en la lista A2 de organismos en cuarentena propuesta por la EPPO (EPPO,
2022).

Teniendo en cuenta que cada regién de procedencia presenta unas condiciones edafo-

climaticas determinadas (ALIA et al., 2009) se puede suponer que cada procedencia responda de una
manera diferente al nematodo de la madera del pino (NMP), ademas de presentar diferencias
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genéticas y adaptativas. Diversos estudios han agrupado las poblaciones del pino resinero en funcion
de sus similitudes genotipicas. Estos grupos genéticos pueden ser debidos a posibles adaptaciones
evolutivas a su entorno, distinguiéndose varios grupos genéticos en la peninsula ibérica (BUCCI et al.,
2007; JARAMILLO-CORREA et al., 2015). Teniendo en cuenta los seis grupos propuestos por
JARAMILLO-CORREA et al. (2015), costa atlantica francesa, region de Corcega, costa ibérica atlantica,
centro de la peninsula Ibérica, sureste de la peninsula Ibérica y norte de Africa, la mayoria de las
procedencias que mostraron mayor resistencia en nuestro ensayo (20, Sierra Bermeja; G, Serrania de
Ronda; E, Fuencaliente; y 12, Serrania de Cuenca) proceden del grupo genético del sureste de la
peninsula Ibérica. Excepcion fue la procedencia F (Sierra de Oria), que probablemente presente mas
similitudes con las procedencias marroquies. Convendria hacer un nuevo analisis, que incluyese el
grupo genético en el modelo que permitiese comprobar la veracidad de esta hipétesis.

Nuestros resultados muestran una correlacion genética significativa del nimero de ramas y las
variables de altura con la supervivencia (negativa) y la sintomatologia (positiva). En cuanto al nimero
de ramas, algunos autores sugieren que no esta relacionadas con la supervivencia (HAKAMATA et al.,
2013), mientras que otros mencionan que es un factor positivo para la supervivencia del huésped,
debido a que puede interferir en la dispersion del nematodo dentro del mismo (KURODA, 2008;
MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2018; YAMANOBE, 2009). La relacion negativa detectada entre altura y
supervivencia, ya se habia puesto de manifiesto previamente por MENENDEZ-GUTIERREZ et al.,
(2018). Por el contrario, (CARRASQUINHO et al., 2018) indicaron relaciones positivas entre ambos
tipos de variables cuando evaluaron familias de P. pinaster portuguesas. Conviene destacar que el
huerto semillero comercial francés HSFRVGOOG, el cual presentdé mayor altura total inicial y mayor
incremento en altura en el momento de la inoculacién, puesto que procede de la 22 generacién de
mejora del programa genético de Francia, fue uno de los genotipos mas susceptibles en el presente
ensayo. Por el contrario, el otro huerto semillero comercial evaluado en este estudio, procedente de la
12 generacion de mejora del programa de mejora gallego, tuvo una mayor supervivencia, si bien no
destacé tanto por su crecimiento. Esto resalta la importancia de tener en cuenta diversos caracteres
de interés en los programas de mejora, ahora que la resistencia a factores biéticos y abiéticos se ha
comprobado que son muy necesarias por el cambio climatico.

No se ha encontrado ninguna relacion significativa entre las variables morfologicas de
crecimiento y la densidad de nematodos, lo cual si habia sido detectado en otros estudios (PIMENTEL
et al.,, 2020), a pesar de que, como era esperable y ya se habia observado en estudios anteriores
(MENENDEZ-GUTIERREZ et al.,, 2018b), el nimero de nematodos esta fuertemente correlacionadas
con la sintomatologia y la supervivencia. Tres de las cuatro procedencias (20, Sierra Bermeja; G,
Serrania de Ronda; y 12 Serrania de Cuenca) que mostraron mayor supervivencia (>75 %) no
superaron densidades maximas de 14,32 nematodos por gramo de peso seco por planta completa al
final del ensayo, pasados 4 meses tras la inoculacion, siendo las que mas difieren del resto en cuanto
a densidad de nematodos. Al finalizar el ensayo, la planta superviviente asintomatica o con poca
sintomatologia mostré bajas densidades de nematodos, indicando que la capacidad de multiplicacién
y migracion de los nematodos dentro del huésped esta relacionada con el desarrollo de la
enfermedad (SON & MOON 2013). En algunas supervivientes la poblacién de nematodos llegb a
desaparecer, observandose una tendencia a la desaparicion dentro de procedencias resistentes. La
procedencia E (Fuencaliente) es una de las menos afectadas y, aun asi, presenta valores de poblaciéon
de nematodos similares a otras procedencias mas susceptibles. Esto podria indicar que algunas
poblaciones, a pesar de mostrar resistencia podrian ser un potencial reservorio de la enfermedad.
Convendria realizar méas estudios para profundizar en este tema.

Todo apunta a una mayor susceptibilidad de las procedencias del norte que las del sur-
suroeste, a excepcion de la procedencia F de Sierra de Oria. De hecho, las procedencias situadas en
el litoral norte de la peninsula (1a, Noroeste-Costera; 1b, Noroeste-Interior; PNB-RPIV, Leiria-Portugal;
y el huerto semillero HSC26001) desarrollaron una sintomatologia similar y elevada. Ademas, las

G
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procedencias del centro de la meseta mostraron un nivel de sintomatologia mayor que las
procedencias del este y sur de Espana. Incluso, la procedencia marroqui situada mas al norte
presentd una mayor susceptibilidad que la procedencia marroqui situada al sur. La variacion
geoclimatica de las especies forestales puede revelar una pauta subyacente de variacion genética
gue es consecuencia de la seleccion natural y otros procesos genéticos (MORGENSTERN, 1996). En
particular, la susceptibilidad de distintas especies de pino a plagas y enfermedades se ha relacionado
en diferentes ocasiones con parametros geoclimaticos de origen. Por ejemplo, ROMERALO et al.,
(2016) y HODGE & DVORAK (2007) encontraron una relacién positiva entre la altitud de origen de las
procedencias y la susceptibilidad de un hospedante a un patdégeno, P. halepensis frente a
Gremmeniella abietina y Pinus patula; asi como,Pinus tecunumanii frente a Fusarium circinatum.
PERRY et al., (2016) hallaron que el clima del lugar de origen, en particular la precipitacion, influye en
el desarrollo de sintomas de P. sylvestris frente a Dothistroma septosporum. L. En cuanto a la
susceptibilidad al nematodo del pino, HOPF-BIZIKS et al. (2016) observaron que las procedencias de
P. sylvestris del norte de Alemania desarrollaron los sintomas mas tarde que las demas, si bien todas
ellas presentaron una mortalidad del 100% al final el ensayo. En nuestro ensayo, parece que las
procedencias del norte son las mas susceptibles, si bien no se encontraron diferencias en el
comienzo, fin y duracién de los sintomas. Esto podria ser debido a que estas variables no miden
exactamente lo mismo que en el estudio realizado con P. sylvestris, ya que en nuestro caso para el
calculo de estas variables solo se tuvieron en cuenta aquellas plantulas que murieron antes de
finalizar el ensayo, no la totalidad de las mismas. Por todo lo comentado hasta ahora, se considera de
interés estudiar la posible relacion significativa entre la susceptibilidad a B. xylophilus y los
parametros geoclimaticos de origen en P. pinaster.

6. Conclusiones

Los resultados muestran una variacion significativa en susceptibilidad a B. xylophilus entre
procedencias, lo cual indica la posibilidad de incluir este caracter en la mejora genética de esta
especie.

La supervivencia media en este ensayo fue del 44% sugiriendo, al igual que otros autores, que es una
especie moderadamente susceptible. No obstante, algunas de las procedencias mostraron una baja
susceptibilidad, incluso la procedencia 20, Sierra Bermeja mostré un 100% de supervivencia.

Las correlaciones encontradas en este ensayo muestran que aquellas procedencias que
presentan mas desarrollo en variables morfologicas tienden a presentar una mayor susceptibilidad
frente a B. xylophilus. De hecho, el huerto semillero francés mostré un mayor desarrollo de
crecimiento en altura y un menor valor en supervivencia en comparaciéon con el huerto semillero
gallego, el cual mostré una supervivencia mas alta pero menor tasa de crecimiento. Esta relacion
negativa entre estos dos caracteres de interés habra que tenerla muy en cuenta en los programas de
mejora, con el fin de poder seleccionar aquellos genotipos que mejoren la resistencia al NMP sin
comprometer el crecimiento en altura.

Por ultimo, se ha observado una mayor susceptibilidad en las procedencias ubicadas en el
noroeste peninsular frente al sur-suroeste peninsular, por lo que es interesante realizar futuros
analisis para determinar si existe una relaciéon entre supervivencia y variables geoclimaticas.
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