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Resumen

Diplodia sapinea es un hongo endéfito que se vuelve patégeno y causa necrosis en los brotes del
pino en condiciones de estrés por sequia o cuando sufre danos por granizo. En Cataluna ha habido
un aumento de los ataques de este hongo y se han desarrollado una serie de experimentos en
campo para poder gestionar su impacto. Hemos estudiado los efectos del patégeno sobre el
regenerado y sobre el arbolado adulto en diferentes especies de pino, asi como su distribucion
regional en un gradiente climatico y su relacion con variables de masa. También, hemos estudiado
la relacién del microbioma con el desarrollo de sintomas. Nuestros resultados muestran como la
distribucion del patégeno no es aleatoria y que existen variables de masa y de arbol que determinan
su severidad. Se proponen diferentes estrategias de gestion para minimizar su impacto y se
discuten los aspectos de la enfermedad que aln estan por estudiar.
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1. Introduccién

Diplodia sapinea es un hongo endéfito que habita los tejidos lefosos de la mayoria de pinos
de la peninsula (ZLATKOVIC et al., 2017). Como patégeno facultativo, aprovecha la debilidad del
arbol para causar dano. En condiciones de estrés por sequia o después de una tormenta de granizo,
D. sapinea causa necrosis en los brotes tiernos del ano (BRODDE et al., 2019; OLIVA et al., 2021).
La necrosis puede extenderse hacia partes de las ramas mas viejas y, en determinados casos,
atacar la totalidad de la copa. Debido a la necrosis, las aciculas se secan y mueren, pero se
mantienen en la copa durante un tiempo. Los dahos aparecen rapido, y en un par de semanas, las
copas de pinar se vuelven de color marron (OLIVA et al., 2021). El hongo fructifica rapido en los
tejidos afectados. Las esporas de este hongo se dispersan por salpicaduras de lluvia a poca
distancia debido a su gran tamano (BRODDE et al.,, 2019). Dependiendo de la severidad, esta
enfermedad puede causar pérdidas econOmicas y ecoldgicas notables. Los arboles afectados
pierden crecimiento y debido a que el hongo ataca los brotes nuevos, pierden la guia principal
afectando a la rectitud del tronco. En caso de sufrir ataques severos, los arboles pueden morir.

Diplodia sapinea es un patégeno que ha despertado un fuerte interés debido a su reciente
expansion a zonas frias del continente europeo (BRODDE et al., 2019; TERHONEN et al., 2021). En
los Gltimos anos se ha detectado la presencia del hongo en paises donde no habia sido reportado
con anterioridad como Suecia, Estonia o Finlandia. En 2016, un gran ataque causado por D. sapinea
cerca de Estocolmo mostrd por primera vez que no solo el patégeno se habia conseguido establecer
en zonas frias, sino que ademas era capaz de causar danos importantes sobre Pinus sylvestris,
especie principal de los bosques boreales (BRODDE et al., 2019). Diplodia sapinea es un patégeno
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sensible al frio, y por tanto un candidato claro a expandir su rango y su severidad en un contexto de
cambio climatico (STENLID & OLIVA, 2016).

Se sabe poco de esta enfermedad en la peninsula Ibérica. Salvo trabajos en el Pais Vasco
(ITURRITXA et al., 2015) y Castilla Ledn (BOTELLA & DIEZ, 2011), existe poca informacion de la
epidemiologia de esta enfermedad, de sus impactos sobre el arbolado y sobre la regeneracion y de
como el cambio climatico puede afectar a su capacidad de generar dano. En Catalufa, esta
enfermedad cobré cierta importancia cuando unas graves defoliaciones afectaron una zona de
pinares en la zona norte de Barcelona en 2018 después de un periodo de tormentas de granizo. En
este trabajo de sintesis explicamos los resultados de diferentes estudios realizados en Cataluna y
gue tienen relevancia para la gestion de riesgos vinculados al cambio global. Concretamente, los
trabajos OLIVA et al. (2021), CABALLOL et al. (2022) y CABALLOL et al. (in prep.).

En el primer trabajo estudiamos la comunidad microbiana de pinos afectados por D. sapinea
después de una tormenta de granizo en la localidad de Orista (Barcelona). Escogimos una zona de
estudio donde cuatro especies de pino estaban creciendo de manera entremezclada: P. sylvestris, P.
nigra, P. pinea y P. halepensis. En campo vimos que habia una variabilidad importante en cuanto a
sintomatologia dentro y entre especies de pino. Nos planteamos la posibilidad de que la diferencia
de sintomas pudiera estar asociada al hecho de que algunos pinos tuvieran una comunidad de
hongos endoéfita diferente. La principal hipétesis era que una comunidad capaz de obtener N o
compuestos ricos en nitrégenos como prolina podria impedir la expansion de D. sapinea en los
brotes de los pinos y por tanto su capacidad de causar dano. En el segundo trabajo, evaluamos la
supervivencia de diferentes especies de pino al ataque de D. sapinea. La principal hipotesis es que
la supervivencia iba a depender de la cantidad de copa afectada por el ataque. Mediante
dendrocronologia evaluamos si el vigor de los arboles antes del ataque podia afectar a la
supervivencia. En el tercer trabajo ampliamos la zona de estudio a todo el pre-pirineo catalan. En
este estudio, evaluamos la distribucion altitudinal de la presencia y los danos causados por D.
sapinea tanto en arbolado adulto como en la regeneracién de P. nigra. Nuestra hip6tesis era que la
presencia y severidad de los danos causados por D. sapinea, serian menores a mayor altitud debido
a las condiciones de frio que se experimentan en invierno.

2. Objetivos

En esta sintesis se resumen los resultados de diferentes trabajos cuyos objetivos fueron: (i)
estudiar el papel del microbioma de los arboles en el desarrollo de sintomas de la enfermedad de
los brotes causada por D. sapinea, (ii) evaluar qué factores afectan la supervivencia de los arboles
frente a un ataque de D. sapinea vy (iii) describir la relacién entre el clima y los danos causados por
D. sapinea en pinares sub-mediterraneos.

3. Metodologia

Describimos de manera breve la metodologia seguida en cada uno de los estudios. En el
primer estudio se analiz6 la comunidad fungica endéfita de los brotes de los pinos mediante
técnicas de secuenciacion masiva (LINDAHL et al.,, 2013). Se analizaron muestras de pinos
sintomaticos y asintomaticos de dentro y fuera de la zona afectada por granizo. También se analiz
las respuestas de diferentes hongos a sustratos ricos en N o C y prolina, mediante mediciones de su
crecimiento en placas de Petri. Los datos de crecimiento se utilizaron para la anotacién funcional de
la comunidad de hongos en base a la abundancia relativa obtenida por metabarcoding. En el
segundo estudio se marcaron arboles con distintos grados de afectacion y se hizo un seguimiento
de su mortalidad durante 2 anos después del ataque por D. sapinea. En 2021, se hicieron
mediciones de dendrocronologia para entender hasta qué punto la mortalidad o la capacidad de
restablecer la copa estaba relacionada con la sequia. En el tercer estudio, se midi6 la afectacion por
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D. sapinea en arbolado adulto y regenerado de P. nigra en 70 parcelas distribuidas a lo largo un
gradiente altitudinal. Se hicieron medidas de la cantidad de esporas y de la viabilidad. Para
correlacionar danos con temperatura entre parcelas y dentro de la masa se simul6 la temperatura
del arbolado a distintas alturas. En los tres estudios se cuantificd el patégeno mediante PCR a
tiempo real con el protocolo de LUCHI et al. (2005).

4. Resultados

En el primer estudio vimos que después de sufrir la misma tormenta de granizo habia
diferencias de severidad importantes entre especies de pino (Tabla 1). Los danos se concentraron
de manera mayoritaria en P. pinea y P. sylvestris, mientras que en P. nigra y P. halepensis la
afectacion fue menor. En cuanto a la cantidad de patégeno presente en el tejido, vimos que P.
sylvestris era la especie que tenia una mayor cantidad de D. sapinea de manera endéfita. Dentro de
cada especie, los arboles sintomaticos eran los que mostraban mas cantidad de patégeno en sus
tejidos. Los arboles asintomaticos de dentro de la zona de granizo tenian una cantidad menor de D.
sapinea que los que tenian sintomas, pero mayor que la que encontrdbamos en los arboles
asintomaticos fuera de la zona de granizo. Para entender porque en arboles que habian sufrido
granizo, D. sapinea no habia podido crecer, analizamos la comunidad flngica para ver si era
diferente, no solo a nivel de nimero de especies, sino a nivel funcional. Descubrimos que mientras
en los arboles asintomaticos la comunidad estaba altamente segregada, eso no ocurria en los
arboles sintomaticos indicando la posibilidad de que en los éarboles asintomaticos estuviera
habiendo un proceso de competicién entre hongos. Esa competicion no aparecia en arboles
sintomaticos. En arboles asintomaticos detectamos un clister de enddéfitos que estaba
negativamente asociado a la cantidad de D. sapinea. Los arboles con este clister tenian endofitos
con una capacidad de capturar N mas alta que D. sapinea y por lo tanto con el potencial de bloquear
Su crecimiento.

Tabla 1. Severidad media de dafos causados por D. sapinea después de una tormenta de granizo en diferentes especies
de pino. Abundancia de D. sapinea segtin PCR a tiempo real.

Especie Severidad de danos Abundancia de D. sapinea
(% de copa afectada) (ndmero de copias)

Pinus sylvestris 43,3 ab 1792 a

Pinus nigra 42,4 b 848 ab

Pinus pinea 52,8 a 808 a

Pinus halepensis 24,4 ¢ 148 b

En el segundo estudio vimos que el factor mas determinante a la hora de predecir la
supervivencia a un ataque de D. sapinea después de una tormenta de granizo, era la especie de
pino (Tabla 2). La especie P. sylvestris mostr6 una mortalidad mucho mayor que la de las otras
especies de pino. No encontramos una asociacion entre la probabilidad de morir y el crecimiento
anterior. Pinos con un crecimiento vigoroso antes de la tormenta de granizo tenian las mismas
probabilidades de morir que arboles con un crecimiento bajo si habian sufrido el mismo grado de
defoliacion. Al reconstruir la dendrocronologia de los arboles afectados vimos que la muerte estaba
asociada a una pérdida de crecimiento los afos posteriores a la tormenta de granizo. De entre los
arboles supervivientes vimos que la capacidad de recuperar la copa también dependia de la especie
de pino. Pinus halepensis fue la Unica especie que recuperd la copa, mientras que las otras
especies se quedaron coémo estaban o empeoraban (Tabla 2, Figura 1).
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Tabla 2. Mortalidad de diferentes especies de pino en el primer ano después de sufrir un ataque de D. sapinea fruto de
una tormenta de granizo. Se muestra también si los arboles supervivientes fueron capaces de recuperar la copa perdida
en un plazo de anos.

Especie Severidad de dafio Evolucion de daifo en | Probabilidad
(% afectacion copa) copa al cabo de 2 afios | de mortalidad
(1 ano)
Pinus sylvestris Alta (> 70%) 0,30
Media (70-30%) Sigue igual 0,01
Baja (<30%) 0,01
Pinus nigra Alta (> 70%) 0,02
Media (70-30%) Sigue igual 0
Baja (<30%) 0
Pinus pinea Alta (> 70%) 0,01
Media (70-30%) Empeora 0
Baja (<30%) 0
Pinus halepensis Alta (> 70%) 0,03
Media (70-30%) Mejora 0
Baja (<30%) 0

Figura 1. Ejemplo de ataque de Diplodia sapinea en una masa de Pinus nigra semanas después de una tormenta de
granizo (imagen derecha). Las aciculas de los brotes afectados se secan y se caen. Ejemplo del aspecto de un rodal de
Pinus nigra, 2 anos después de un ataque de D. sapinea donde los arboles no han sido capaces de recuperar la copa
(imagen izquierda).

En el tercer estudio vimos como los dafnos por D. sapinea en rodales de P. nigra seguian un
patron altitudinal de acuerdo con nuestra hip6tesis. Vimos que no solo la altitud afectaba sino
también la apertura del bosque, indicando que masas mas o menos cerradas tenian una capacidad
de afectar a la temperatura de manera diferente (Tabla 3). En masas cerradas el efecto de la
temperatura fue menor, mientras que en masas abiertas fue mayor. Vimos que la cantidad de D.
sapinea en el regenerado estaba muy asociada a la cantidad de esporas viables de D. sapinea y
danos en la cubierta. Esta asociacion nos llevo a investigar hasta qué punto la temperatura de la
cubierta podia estar afectando a la cantidad de danos en la regeneracion. Encontramos que el
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efecto de D. sapinea sobre la regeneracion se podian explicar por un efecto indirecto de la
temperatura en los arboles adultos. Las parcelas con mas danos de D. sapinea eran aquellas donde
habia una mayor cantidad de regeneracion de especies forestales del género Quercus.

Tabla 3. Prediccion de la severidad de dafios en funcion de la densidad en funcion de la altitud. Las altitudes de 500
m.s.n.m y 1000 m.s.n.m representan altitudes cercanas al limite inferior y al limite superior de distribucién de P. nigra.

Altitud Densidad Severidad daiios (% copa
(m.s.n.m) (pies/ha) afectada)
500 300 9%
1000 6%
2500 3%
1000 300 4%
1000 3%
2500 2%

5. Discusion

Los estudios realizados en D. sapinea en Cataluna tienen relevancia para la gestion del riesgo
que supone esta enfermedad y su vinculacién al cambio global. Diplodia sapinea es un hongo
termoéfilo que tiene potencial de aumentar su capacidad de causar dano en los pinares de la
peninsula. Los trabajos realizados aportan informacion relevante para la gestion de una masa de
pinar afectada por el patégeno. Asi, lo primero que tenemos que hacer es estimar la probabilidad de
que los arboles que estan afectados mueran. Mediante los modelos de mortalidad de CABALLOL et
al. (2022) es posible estimar ese riesgo en el caso de cuatro especies de pino muy abundantes de
nuestro ambiente. Sin duda, la especie mas vulnerable es P. sylvestris y sera en esta especie donde
habra que tomar las decisiones mas drasticas.

En zonas muy afectadas puede ser recomendable no sacar todos los arboles y dejar en pie
aquellos que muestran un estado mas o menos saludable, dado que probablemente contengan un
microbioma que los hace mas resistentes a desarrollar la enfermedad (OLIVA et al. 2020). No
sabemos si este microbioma en particular esta determinado genéticamente, o hasta qué punto
mantener esos arboles aumentara las posibilidades de que el nuevo arbolado que crezca en esa
zona lo tengan. Sin embargo, en otras especies de coniferas si que se han visto que el genotipo
influye en el microbioma y que existe cierta estructura espacial del mismo en el bosque (REDONDO
et al. 2022) y por lo tanto se puede considerar conservar esos arboles como una estrategia de
refuerzo de la masa ante futuros ataques.

La gestion de una zona afectada por D. sapinea debe considerar también aspectos
epidemiolégicos a nivel de rodal. En el estudio de CABALLOL et al. (in prep) hemos visto como masas
mas abiertas y situadas en altitudes menores son mas vulnerables a ataques de D. sapinea. Es
posible que ambas condiciones favorezcan un recalentamiento del bosque que beneficie a un
patogeno de caracter termdfilo como D. sapinea. Este aspecto puede ser importante a la hora de
gestionar masas localizadas en el limite de distribucion inferior de la especie y donde los efectos del
calentamiento global seran mayores. Un mayor calentamiento no solo afectara a los arboles adultos,
sino que puede afectar a la regeneracion. En nuestros trabajos, hemos visto que una mayor
temperatura del bosque esta ligada a un aumento de la produccién de esporas en las copas y a una
mayor infeccién de los plantones que crecen debajo.

6. Conclusiones

Nuestro trabajo muestra la importancia de conocer la biologia del sistema de estudio y su
interaccion con variables susceptibles de variar en un contexto de cambio global como la
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temperatura. Futuros estudios deben tratar de entender el porqué de la alta susceptibilidad de P.
sylvestris a esta enfermedad. Pinus sylvestris es una especie forestal que cubre amplias areas
forestales de montana donde el frio puede haber frenado hasta ahora la aparicion de
enfermedades. De acuerdo con nuestros resultados, P. sylvestris podria sufrir un incremento de
danos importante por parte de D. sapinea en las proximas décadas.
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