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Identificacion temprana de especies de patégenos foliares en plantaciones de P. radiata en el Pais Vasco

RESUMEN

Muchas de las plantaciones de Pinus radiata en el Pais Vasco han sido intensamente defoliadas
en 2018, 2019 y 2020 debido a un brote virulento de enfermedades foliares, entre las que destacan las
denominadas "banda roja", causada por hongos del género Dothistroma, y "banda marrén", causada
por Lecanosticta acicola. Dado que se tiene constancia de la presencia de estas enfermedades en
nuestro pais desde hace casi un siglo, este reciente pico en la afeccidn hizo pesar en la posible
implicacién de otros patégenos defoliadores del género Phytophthora, al igual que ya ha ocurrido en

paises como Chile y Nueva Zelanda.

Por ello, el principal objetivo del presente trabajo ha sido la identificacién de los patégenos
defoliadores involucrados en este brote epidémico, haciendo especial hincapié en las especies
pertenecientes al género Phytophthora. Para ello se ha desarrollado e implementado una metodologia
gue optimiza los costes materiales y de tiempo necesarios. Se partié de 55 estaciones de control, donde
se instalé una planta trampa de esporas que se revisé periédicamente y en diferentes estaciones del
afio. En aquellas estaciones de control con mas de un positivo a lo largo del afio se llevd a cabo un
ensayo inmunoldgico preliminar de deteccidn de patdgenos del género Phytophthora. Mediante este
ensayo se diagnosticaron 9 estaciones con resultado positivo en género Phytophthora, de forma que
se recogieron en ellas 87 muestras de aciculas que posteriormente se analizaron en laboratorio
mediante métodos moleculares (PCR y electroforesis). Estos métodos moleculares confirmaron de
forma definitiva la ausencia de patdgenos del género Phytophthora con caracter defoliador en las
plantaciones del Pais Vasco estudiadas. Sin embargo, de las 87 muestras analizadas el 66,7% se
encontraban infectadas por L. acicola, el 16,1 % por D. septosporum y el 13,8% por ambas especies de
hongos. El porcentaje medio de defoliacién de cada estaciéon aumenté cuando fueron dos las especies
de hongos presentes, lo que podria indicar la existencia de efectos sinérgicos entre ambas. Por otra
parte, el porcentaje de defoliacidn fue proporcional a la edad media de la masa, de forma que los

arboles mas adultos fueron los mas dafiados.

La optimizacién de la metodologia propuesta permite la deteccidon y el diagndstico de
patogenos foliares en masas de pino radiata, economizando significativamente los recursos materiales
y humanos necesarios. El ahorro viene dado, fundamentalmente, por la reduccién del nimero de
muestras a analizar mediante técnicas moleculares, y por lo tanto el nimero de preparaciones,

respecto a la metodologia habitualmente utilizada y que se ha cuantificado en un 755%.
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1. INTRODUCCION
Pese a su limitada superficie, las diversas caracteristicas fisiograficas y climaticas del Pais Vasco
convierten a esta regidn en una potencia forestal por excelencia, siendo uno de los territorios europeos
con mayor proporcién de superficie arbolada. Mas de un 50% del uso de la superficie de la Comunidad
Autdnoma del Pais Vasco estd dedicado al uso forestal arbolado de manera que representa un 0,4% de
la superficie forestal de la Unién Europea (Figura 1), y se sitUa tras Finlandia y Suecia como el territorio

con mayor proporcion de superficie arbolada de la UE (Figura 2) (Sdenz y Cantero, 2001).
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Figura 1. Clasificacion de diversos paises europeos segun su superficie forestal.
Fuente: Sdenz y Cantero (2001).
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Figura 2. Clasificacion de diversos paises europeos segtn su porcentaje de superficie forestal.
Fuente: Sdenz y Cantero (2001).

Mas de la mitad de la superficie arbolada del Pais Vasco esta ocupada por coniferas,
representadas en su mayor parte en forma de plantaciones de pino radiata (Pinus radiata D. Don).
Actualmente, el pino radiata supone cerca del 85% de las cortas anuales y es el motor econdmico del

sector forestal en la regidén, empleando a mas de 20.000 personas (Hazi, 2019c).
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1.1 El pino radiata

El pino radiata, pino de Monterrey, pino insigne o pino insignis pertenece a la familia de las
Pinaceas, género Pinus, subgénero Diploxylon, y seccidn Taeda. Dentro de ésta se encuentra el grupo
de los Insignes en el que figuran Pinus radiata, Pinus muricata y Pinus attenuata, comunmente
denominados “pinos de conos cerrados de California” por el caracter serétino de las pifas (Shaw, 1914;

Dans et al., 1999).

En la actualidad se distinguen tres variedades de la especie: la variedad continental
denominada variedad radiata, y dos variedades, binata y cedronensis, originarias de las islas mexicanas
de Guadalupe y Los Cedros (Sdnchez y Rodriguez, 2012). La variedad continental tiene tres
procedencias diferentes; Ao Nuevo, Monterrey y Cambria, las cuales se encuentran genéticamente

muy préximas entre si (Moran et al., 1988; Sanchez y Rodriguez, 2012).

Pinus radiata tiene su origen en la costa de California y las islas cercanas (Figura 3) (Rogers et
al., 2006; Duran et al., 2008). Dentro de su rango nativo, esta ecolégicamente restringido a climas
mediterrdneos costeros, creciendo en solo cinco localizaciones; tres a lo largo de la costa central de
California, Afio Nuevo, Monterrey y Cambria, nominadas de norte a sur, y dos en las islas mexicanas de
Baja California, Guadalupe y Los Cedros (Rogers, 2004; Rogers et al., 2006; Duran et al., 2008, Sanchez
y Rodriguez, 2012). Es uno de los pinos con un area natural mas reducida, limitdndose actualmente a
unas 4.000 ha, dividida en pequefios nucleos, entre los 372 y los 352 30’ N (McDonald y Laacke, 1990;
Aizpuru et al., 1996; Garcia, 2011; Sanchez y Rodriguez, 2012).

cewvew veeermassstan redboes e > e

= A‘rea natuval de Pino radiata Distvibucién de Pino vadiata en Espaiia
Figura 3. Localizacion de las poblaciones de pino radiata en su area natural (izquierda) y localizacion
de las masas artificiales de pino radiata en Espafia (derecha).
Fuente: Elaboracidn propia a partir de Critchfield y Little (1966) y Dans et al. (1999).
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Segun Lavery (1986), las procedencias de Afio Nuevo y Monterrey, las dos procedencias
localizadas mds al norte, probablemente sean origen de las repoblaciones efectuadas fuera del area de
origen de esta conifera. Concretamente, en el Pais Vasco existe una gran afinidad genética entre los
pinos utilizados en plantacidn y los de la procedencia de Afio Nuevo (Arregui et al., 1999; Sanchez y

Rodriguez, 2012).

Las poblaciones silvestres de la especie se encuentran actualmente en declive debido al
aumento de urbanizaciones que ocupan buena parte de su area original, la falta de incendios que
estimulen su regeneracion natural y la aparicidon del hongo Fusarium circinatum (Farjon, 2010; Garcia,

2011).

P. radiata ha mostrado un mejor desarrollo en otras dreas del mundo que tienen un clima con
tendencia mediterranea, incluyendo partes de Sudafrica, Australia, Chile, Nueva Zelanda y Espafia
(Rogers, 2004; Duran et al., 2008). Actualmente, la mayor superficie ocupada por la especie se
encuentra en el Hemisferio Sur, siendo en Australia, Nueva Zelanda y Chile la principal conifera
productora de madera (Figura 4). En Nueva Zelanda ocupa 1.545.000 ha, en Chile 1.478.000 ha, y en
Australia 773.000 ha (Mead, 2013).

Figura 4. Distribucion mundial de las principales masas de pino radiata.
Fuente: Dans et al. (1999).

Gracias a sus peculiares caracteristicas (gran crecimiento sobre climas templado-himedos,
gran plasticidad y adaptabilidad a medios diferentes, relativa buena calidad de su madera apta para
diversos usos, facilidad de recoleccion de importantes cantidades de semilla, facil propagacion, relativa
variabilidad genética existente en su drea nativa Util para la seleccion de genotipos adaptados a
diferentes ambientes y condiciones y una flexibilidad selvicola considerable) esta especie ha pasado de
ocupar, a comienzos del siglo anterior, un area natural particularmente reducida, alrededor de 6.000
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hectareas, a ser una de las especies forestales mds empleadas a nivel mundial. La superficie que ocupa
a dia de hoy es mas de 660 veces superior que la que ocupaba a principios del siglo pasado, y 6 veces
superior a la estimada en 1960 (Scott, 1961; Lavery, 1986; Dans et al., 1999; Sdnchez y Rodriguez, 2012;
Mead, 2013).

Actualmente, la produccién anual de madera de esta especie rebasa los 40 millones de metros
cubicos, con previsiones de cara a un futuro no demasiado lejano de duplicar esta cifra. Gracias a estos
datos es posible comprender la importancia a nivel global que ha adquirido el pino radiata, especie que

supone mas del 13% del consumo de madera de la Unién Europea (Dans et al., 1999).

En la actualidad es la conifera exdtica mas utilizada en Espafia en plantaciones forestales
constituyendo uno de los elementos tipicos del paisaje del Pais Vasco, y en especial, los de las provincias
de Vizcaya y Guipuzcoa (Figura 5). En Espafia ocupa unas 250.000 ha, ubicdndose aproximadamente el
45 % de las masas en el Pais Vasco, 115.349 ha, lo que supone el 30% de la superficie forestal arbolada

total de la comunidad auténoma y cerca del 85-90% de la cortas anuales (Hazi, 2019c).

25.000 50.000 m

- Masas de pino radiata

—— Rios

Red viaria principal

Figura 5. Distribucion de las masas del pino radiata en el Pais Vasco.
Fuente: Elaboracidn propia a partir del Mapa Forestal del Pais Vasco, MFPV (2018).

El pino radiata es un arbol de talla mediana o elevada, que generalmente no supera los 30 m,
pero puede llegar hasta los 50 m. El tronco puede alcanzar hasta 0,9 m de didametro. De porte cdnicoy
copa aguda, estructurada en pisos regulares cuando es joven, mientras que en la madurez se abre y
deforma (Figura 6). La copa es densa y en los arboles aislados comienza casi desde la base del tronco

(Ruiz de la Torre, 1971).
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Figura 6. a) Ejemplar joven de pino radiata; b) Masa adulta bien gestionada y tratada.

El tronco es columnar, recto, de corteza gruesa y muy surcada con numerosas grietas, en forma
de V, rojizas en la base y elipsoides. La corteza presenta protuberancias irregularmente rectangulares
con la superficie, que es escamosa y de color gris negruzco (Figura 7a). Las ramas son verticiladas en
forma de brazos de candelabro, horizontales o erecto-patentes en el arranque, vertical ascendentes en
sus extremos, cortas con relacién a los entrenudos, dando al drbol un aspecto muy caracteristico
(Figura 7b). Las ramillas presentan muchos nudos, y son densamente hojosas (Ruiz de la Torre et al.,

1990; Alamany y Romo, 1997; Moro, 2007).

Figura 7. a) Detalle de la corteza; b) Detalle de los verticilos.



Identificacion temprana de especies de patégenos foliares en plantaciones de P. radiata en el Pais Vasco

Las hojas son persistentes, aciculares (Figura 8a), y estan reunidas, en la mayoria de los casos,
en fasciculos de tres, excepto la variedad "binata" de las islas mexicanas de Guadalupe y Los Cedros en
la que se presentan, generalmente, en fasciculos de dos (Alamany y Romo 1997; Dans et al., 1999). Son
recias, verdes brillantes de 8 a 15 cm de largo por 1,3 a 2 mm de ancho, los margenes estan serrulados
y se mantienen tres o cuatro afios en el arbol. Las vainas alcanzan de 1,5 a 2 cm (Alamany y Romo,

1997).

Los estrdbilos son claramente asimétricos, con las apdfisis de las escamas basales externas
mas prominentes que el resto, ovoideos, subsentadas, de color pardo amarillento y en verticilos de tres
a cinco. Miden 10 cm de largo y 7 cm de ancho y no disponen de un pedunculo apreciable (Figura 8b).
Las semillas o pifiones, verrugosos y mates, miden 7 mm, son negruzcos y el ala membranosa que les
rodea tiene tres veces su longitud (Ruiz de la Torre et al., 1990; Aizpuru et al., 1996; Alamany y Romo,

1997; Moro, 2007).

Figura 8. a) Detalle de las aciculas; b) Detalle de los estrdbilos.

Las inflorescencias masculinas (Figura 9), grupos de amentos, estan agrupadas en el extremo
de las ramitas, son cilindricos y miden unos 4-5 cm de largo, se presentan en forma de espigas ovales
muy apretadas de color pardo amarillentas con visos rosados. Las femeninas violaceas, en grupos
menos numerosos en forma de conos floriferos purpureo-violaceos. Florece en primavera, entre marzo
y abril. Los piflones maduran en el segundo otofio, y la diseminacién tiene lugar en la primavera del
tercer ailo, 0 mas tarde. A veces la pifia permanece cerrada durante muchos afios, sin que disminuya
la capacidad germinativa de los pifiones y tienen un cardacter serétino que les proporciona la capacidad
de abrirse rapidamente tras un incendio. La apertura de las mismas solamente se produce de forma
temporal cuando las temperaturas son altas, de forma que parte de los pifiones son liberados y la pifia

vuelve a cerrarse. Por lo tanto, los incendios estimulan este proceso y provocan una intensa



Identificacién temprana de especies de patégenos foliares en plantaciones de P. radiata en el Pais Vasco

diseminacién (Ruiz de la Torre, 1971; Ruiz de la Torre et al., 1990; Alamany y Romo, 1997; Dans et al.,
1999; Moro, 2007; Garcia, 2011). El peso medio del estrébilo es de 100 g y contiene entre 70 y 120
pifiones. Por cada kilogramo, el nimero de pifiones almacenado oscila entre 28.000 y 40.000 unidades.
La fructificacién da inicio a los 7-8 afios, y alcanza la plenitud y la facultad de producir en abundancia a

partir de los 15 o 20 afios (Dans et al., 1999).

Figura 9. Detalle de la inflorescencia masculina.

Es una especie de media luz, de temperamento bastante robusto. Higréfila, que requiere un
régimen humedo para un buen desarrollo (Moro, 2007). Segun Rivas Martinez (1987) el piso

bioclimatico mds apropiado y donde mejor encaja la especie es el colino-montano y el montano.

No tolera los suelos carbonatados (Alamany y Romo, 1997). En el Pais Vasco, los suelos fuertes
y humedos, y en especial los siliceo-arcillosos profundos son los mds aptos para la especie. En la costa
pacifica de Estados Unidos de donde es originario, habita en suelos arcillosos, areniscas o esquistos
siliceos. Presenta grandes dificultades para crecer en suelos compactos, poco profundos o mal
drenados. El sistema radical es somero, y habitualmente de poco desarrollo con relacién al porte; la
mayor parte de las raices estan situadas en los 30 cm superiores. Es termoéfilo, y teme las heladas, sobre

todo las tardias (Moro, 2007).

En el Pais Vasco el pino radiata se asienta en espacios de cota baja, de hasta 600 msnm,
sometido a un clima templado-himedo de influencia ocednica (Michel, 2006). En cuanto a sus
requerimientos de precipitaciones, el dptimo se encuentra entre los 900 y 2000 mm anuales pudiendo
resistir entre 2 y 3 meses de sequia estival (Sanchez y Rodriguez, 2012; Mongil, 2019). De toda la

vertiente cantabrica es en el Pais Vasco donde se ha aclimatado mejor (Moro, 2007). Por lo general, se
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reproduce de semilla en vivero, pasando las plantas al terreno definitivo con un afio (Ruiz de la Torre

etal., 1990).

El pino radiata es una especie de gran interés para la industria maderera debido a las cualidades
de su madera y su relativo rapido crecimiento, caracteristicas que lo convierten en el arbol mas

industrializado del mundo (Dans et al., 1999).

Aunque puede vivir unos 150 afios, el turno de aprovechamiento en plantaciones suele ser de

unos 30-35 afios. El crecimiento en el Pais Vasco oscila entre 8,8 a 23,7 m3/ha y afio (Dans et al., 1999).

El peso especifico en verde del tronco, incluida la corteza, se acerca e incluso en ocasiones

rebasa los 1.000 kg/m? (Echeverria, 1942; Dans et al., 1999).

La madera es esponjosa y blanda, de fibra larga y facilmente blanqueable, por lo que resulta
especialmente apta para la obtencién de pasta de papel. La madera es mas blanda que la de los demas
pinos y tiene, en general, muchos nudos. En el Pais Vasco es utilizada para la fabricacidn de tableros
contrachapados, listonados, perfiles laminados para carpinteria exterior, carpinteria interior,
revestimientos, mobiliario, pallets etc. y para la obtencién de pulpa y papel. Su valor como ornamental
es también considerable, debido al color de su abundante follaje y su porte piramidal, sobre todo
cuando es joveny presenta un color verde intenso junto a un porte cénico y copas agudas estructuradas

en pisos regulares (Ruiz de la Torre et al., 1990, Moro, 2007).

1.2 Breve historia del pino radiata en el Pais Vasco

El pino radiata fue introducido en el Pais Vasco hacia 1850 cuando Carlos Adan de Yarza (1812-
1863), Padre de Provincia del Seforio de Vizcaya, plantd varios ejemplares en los jardines del Palacio
de Zubieta, en Ispaster, en las proximidades de Lequeitio, Vizcaya. Sin embargo, no fue hasta 1871
cuando Mario Adan de Yarza (1846-1920), hijo del Maestrante de Granada, repard en el rapido
crecimiento de la especie lo que le motivd a plantarlo en diversos montes de la provincia de Vizcaya.
Podria decirse que estas parcelas de ensayo dieron origen al proceso de reforestacién con pino insigne
de los montes vascos de manera que en 1898 el joven bilbaino realizaria la primera repoblacién de
cierta entidad con caracter productivo. De 1898 a 1925 se estima que llegd a plantar alrededor de 11

millones de coniferas, en su mayor parte pino radiata (Michel, 2006).

Siguiendo la iniciativa de Adan de Yarza, y de manera coetdnea, los ayuntamientos vy
propietarios privados optaron por aprovechar la alta cotizacion del mercado de la lefia para iniciar una
corta generalizada de los montes trasmochos con el objetivo repoblar el territorio con parte de los
beneficios obtenidos. Resulta imprescindible entender la coyuntura y el contexto socio-econémico de

la época a la que nos remontamos, ya que en 1914 con el estallido de la Primera Guerra Mundial surge
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una amplia demanda de la madera, lo que supuso un lento ascenso en cuanto a la superficie
reforestada con pino radiata tanto en montes publicos como privados. Sumado a esto, las Diputaciones
iniciaron un proceso de impulsién de los servicios forestales en pro de las repoblaciones con pino
radiata. Los defensores de la especie trataron de divulgar la excepcional adaptacién del pino a la
estacidn vasco-cantabrica y su impresionante rendimiento, hasta entonces desconocido para la

sociedad (Michel, 2006; Ainz, 2008).

Con la llegada de la dictadura franquista, la anteriormente incipiente generalizacidn de las
plantaciones de pino insigne en la orla cantabrica llegd a su plenitud. Las industrias especializadas en
el consumo de la madera de pino fueron consoliddndose. Las medidas tomadas por el Estado para
implantar una autarquia y el establecimiento del Patrimonio Forestal en los territorios histdricos de

Guipuzcoa y Vizcaya auparon aln mas la progresién del pino radiata (Michel, 2006).

El afio 1956 marcé un punto critico en la historia del forestalismo en el Pais Vasco debido a la
severa helada que sufrieron numerosas masas de pino radiata. Pese a ello, el sector forestal en su
conjunto tomod la decisién inequivoca de seguir apoyando las plantaciones de la especie. Esta decisién
supuso la repentina aparicion de amplias superficies coetdneas de nueva plantacion; sélo en
Guipuzcoa, se plantaron 20 millones de pinos en un tiempo récord de 5 afios. La gran rentabilidad
econdmica que suponia la explotacion del pino radiata y el alto abandono del suelo existente suscité
una dinamica repobladora que cambid por completo la orografia vasca y el mercado de la madera
(Figura 10). Este periodo ha sido definido por algunos autores como "fiebre pinifera" u "oro verde"

(Michel, 2006).
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Figura 10. Datos histdricos de las cortas de madera en el Pais Vasco (1950-1979).
Fuente: Michel (2006).

Esta situacion vino motivada por diferentes factores, fundamentalmente la escasez de la oferta
de madera debido a la falta de existencias y la prohibicién de las importaciones de madera durante la

dictadura, provocando de esta manera aumentos en el precio de la madera vasca (Figura 11). Los
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ingentes beneficios obtenidos con la tala de los primeros pinares motivaron a muchos titulares de
montes a repoblar de nuevo con pino insigne tras las cortas a hecho (Trueba, 1956; Ainz, 2008).
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Figura 11. Evolucidn histdrica del precio de la madera en el Pais Vasco.
Fuente: Michel (2006).

En 1989 las llamas devastaron muchas plantaciones de Vizcaya en forma de feroces incendios
forestales, y a diferencia de 1956, no se recuperd toda la superficie perdida lo que conllevé a una nueva

definicidn de las politicas sectoriales (Michel, 2006).

Desde la década de los 90, la madera del pino radiata se ha revalorizado en el mercado gracias
a sus nuevos usos, generando asi en el sector forestal un incremento del 15 % en 10 afios. Sin embargo,
el mercado de la madera del pino ha estado condicionado en los ultimos afios por la llegada de la crisis
econdmica de 2009, la disminucién de la demanda de madera gruesa y el catastroéfico vendaval Klaus
ocurrido en 2009, que puso en circulacién una gran volumen de madera a precios muy bajos (Cantero,

2014).

Por estos motivos, la superficie que ocupa el pino insigne se encuentra en un progresivo
declive, a un ritmo de aproximadamente 1.000 ha anuales desde que alcanzé el maximo histérico de
163.000 ha en 1986. No obstante, el Cuarto Inventario Forestal Nacional, llevado a cabo en el afio 2011,
cuantifica un volumen de 30 millones de m® de madera de pino radiata en pie, y un promedio de
existencias de 216m3/ha (MAPAMA, 2013), lo cual significa que jamds ha existido tal cantidad de
madera en pie en los pinares del Pais Vasco como ahora. A modo de comparativa, en el Primer
Inventario Forestal Nacional, de 1972, se contabilizaron 15 millones de m® de madera en pie y un

promedio de existencias de 94 m3/ha (Michel, 2006; Cantero, 2014).

En consecuencia, pese a que el pino radiata cada vez va ocupando menor superficie (Figura 12)
(Michel, 2006), el volumen de madera acumulado en los montes cada vez es mayor. Este valor tan

elevado de existencias se debe, entre otras razones, a la caida de demanda de madera. Se estima que
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el crecimiento anual de los pinares es de unos 1,8 millones de m? mientras que la demanda actual est3

entre 1y 1,5 millones de m3 por afio (Cantero, 2014).
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Figura 12. Evolucidn de la superficie ocupada por pino radiata entre los periodos 1898-1997 por
territorios historicos.
Fuente: Michel (2006).

Si la decreciente demanda de madera de pino radiata no fuese suficiente, la existencia de oferta
de madera de otras especies forestales hizo perder ain mds terreno a esta especie. Hasta hace pocos
afios el pino radiata era la Unica especie en el Pais Vasco que ofrecia importantes cantidades de madera
de aprovechamiento forestal. Ahora, sin embargo, coexiste junto a otras especies como el eucalipto
(Eucalyptus spp.) que ocupa unas 15.000 ha, el abeto de Douglas (Pseudotsuga menziesii) con unas
6.500 ha o el pino laricio (Pinus nigra) con unas 13.700 ha. De hecho, en las zonas costeras, sobre todo
en Vizcaya, y en los montes de suelos pobres o arenosos el pino insigne ha sido sustituido por el
eucalipto. En laderas ubicadas a una cota superior de los 500 msnm, que es un factor limitante del pino
radiata en la Comunidad Auténoma, se tiende a plantar abeto de Douglas en suelos profundos y fértiles

o pino laricio en suelos mds pobres o con mayor riesgo de nieve o viento (Cantero, 2014).

Actualmente, un 85% de los montes vascos son superficies arboladas, correspondiendo
aproximadamente la mitad a masas de pino insigne, las cuales ocupan la casi totalidad de los montes

vizcainos y guipuzcoanos por debajo de la cota de los 600 m de altitud (Ainz, 2008).

En cuanto a la propiedad de los montes, apenas un 15% de la superficie ocupada por el pino
insigne se localiza en los montes publicos. El 85% restante esta repartido en aproximadamente 20.000
propietarios, lo que supone una media de 5,6 ha de pinar por cada propietario, y en una mayoria de
casos, se trata de varias parcelas no colindantes (Cantero, 2014). La Confederacion de Forestalistas del

Pais Vasco estd compuesta en la actualidad por unos 5.200 socios. Sin embargo, aunque el numero
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total de propietarios de pinares practicamente sea cuatro veces mayor a esta cifra, la superficie que

acaparan los socios representa un 75% de la ocupada por el pino radiata (Ainz, 2008).

En la situacién socioecondmica actual, el ser propietario de un pinar, para muchos propietarios,
representa mas un quebradero de cabeza que una inversion rentable. Ello es debido, entre otras cosas,
a la inaccion de las administraciones en el apoyo decidido al sector, al éxodo rural, a la falta de relevo
generacional y a la falta de comprensién de la sociedad urbana sobre la importancia de las masas

arboreas productivas.

A toda esta lista de elementos coyunturales negativos se le debe afiadir la problematica de las
enfermedades forestales. Son varias las enfermedades fitopatdégenas que afectan al pino radiata,
principalmente las conocidas como "banda roja" y "banda marrén" (producidas por especies del
género Dothistroma y por la especie Lecanosticta acicola, respectivamente). A pesar de que estas
enfermedades llevan décadas presentes en el Pais Vasco, la virulencia que han alcanzado en los ultimos
2-3 afios es totalmente sin igual, lo que ha ocasionado el devastamiento de muchos pinares,

provocando una alarma econdmica por parte de los forestalistas a la par que una alarma social.

1.3 Patégenos defoliadores

El aumento de las plantaciones de Pinus radiata en diferentes areas fuera de su rango nativo
ha llevado pareja la proliferacidn de diversos patdgenos que causan dafios muy importantes, hasta
llegar a provocar el abandono de este cultivo en algunas partes del mundo, como ha ocurrido ya en

diversos paises de Africa y en algunos Estados de Australia (Lavery, 1986; Sanchez y Rodriguez, 2012).

Las masas artificiales de pino insigne relinen en su conjunto una serie de caracteristicas que
propician el desarrollo y proliferacion de plagas y enfermedades. Entre ellas destaca el hecho de formar
masas puras y coetdneas, donde la facilidad de dispersién o contagio favorecen el aumento poblacional
de los organismos nocivos, ya sean nuevos insectos o patdgenos también introducidos o nativos. Hay
que tener en cuenta que, en general, los organismos nocivos exoéticos son los de mayor virulencia
potencial, al carecer de enemigos naturales o estar bajo otras condiciones ambientales distintas a las

de su distribuciéon natural (Cobos-Suarez y Ruiz-Urrestarazu, 1990; de Urbina et al., 2017).

Histéricamente, han sido muchas las alegaciones que se han hecho acerca de la susceptibilidad
de este pino a diferentes patégenos como justificacion de no llevar a cabo grandes repoblaciones con
esta especie. Asi, en el Pais Vasco, Echevarria y De Pedro (1956) se manifestaban ya con elocuencia,
resaltando el mal estado de los pinares de pino insigne cuando éstos son establecidos en terrenos
pobres o de escaso fondo. Asimismo, segln Lavery (1986) la introduccidn de esta especie sobre unas
malas condiciones del suelo en las zonas de climas apropiados fue lo que causé que se produjeran

ataques fungicos provocando serios dafios, de forma que hasta que no se ha estudiado y comprendido
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los requerimientos eddficos de la especie, no se ha podido extender con garantia las plantaciones de

pino radiata.

Actualmente, los problemas sanitarios que azotan al pino radiata siguen expandiéndose a nivel
mundial y cada vez con mas virulencia. Se sabe que a nivel global existen mds de 400 especies que
puede ocasionar plagas y enfermedades al pino radiata, pero solo un puiado de ellas causa dafios
econdmicos importantes (Flux et al., 1993; Dick et al., 2014). Las m4as graves son las distintas micosis
que infectan las aciculas, produciendo fuertes defoliaciones en el arbol, llegando a causar el
detenimiento de la actividad vegetativa y en algunos casos la muerte (Martinez, 1933, 1942; Fernandez

de Ana, 1975; Mansilla et al., 1997; Sanchez y Rodriguez, 2012).

Dichos hongos defoliadores de aciculas pertenecen a los géneros Dothistroma y Lecanosticta,
y aunque han sido registrados en diferentes paises del mundo desde mediados del siglo pasado, ha
sido en las décadas recientes cuando se estd viendo un incremento significativo en la virulencia de sus
ataques. Estos patdgenos han causado brotes epidémicos severos en plantaciones del Hemisferio Sur
(Africa Central, Chile, Nueva Zelanda y Australia) y en la actualidad estan causando graves dafios en las
plantaciones de diversos paises del Hemisferio Norte. Asi, por ejemplo, brotes epidémicos severos
estan ocurriendo la Columbia Britanica sobre masas Pinus contorta var. latifolia, en Reino Unido sobre
Pinus nigra, en Escandinavia sobre Pinus sylvestris y Pinus nigra, y sobre Pinus radiata en el Pais Vasco

(de Urbina et al., 2017).

Las plantaciones del Hemisferio Sur (Chile y Nueva Zelanda principalmente), han sufrido ya en
el pasado reciente una mayor virulencia del ataque de dichos patdgenos. Sin embargo, en los ultimos
afios se han registrado ataques devastadores en los que estd involucrado el género Phytophthora. Ello
ha provocado un repunte en la afeccién, lo que estd suponiendo grandes pérdidas econdmicas en el
sector (Drenth et al., 2006; Duran et al., 2008; 2009; Ahumada et al., 2013; Dick et al., 2014; Dyck,
2018). Este fendmeno podria estar sucediendo con retardo en todo el Hemisferio Norte, incluido en el
Pais Vasco (de Urbina et al., 2017; Mesanza et al., 2019; Hazi, 2019a), de tal forma que se empez6 a
sospechar también de la posible implicacion de patdgenos del género Phytophthora en los dafios

existentes.

En una especie de crecimiento rapido como es el pino insigne los dafios provocados por
patdgenos tienen una importancia econémica indiscutible (Cobos-Suarez y Ruiz-Urrestarazu, 1990) por

lo que su estudio y comprensidn son de vital importancia.
1.3.1 Principales especies de patogenos defoliadores

El concepto de plagas y enfermedades emergentes en el ambito forestal hace referencia a un

amplio conjunto de elementos bidticos susceptibles de causar graves dafios en las masas forestales en
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una region y que, o bien han aparecido en los ultimos afios, o bien ya estaban presentes pero en los
ultimos afios han multiplicado sus dafios (Hazi, 2019b). Por consiguiente, las enfermedades causadas
por los patégenos objeto de estudio encajan en la acepcién descrita del término “enfermedad

emergente”.

Los patdgenos de los géneros Dothistroma y Lecanosticta son los principales agentes causantes
de las enfermedades defoliadoras mas importantes que afectan al pino radiata, tanto en plantaciones

como en masas naturales (Schneider et al., 2019).

Las especies del género Dothistroma causan bandas rojas transversales en las aciculas, lo que
dio origen al nombre de la enfermedad (“banda roja de las aciculas”). Las especies involucradas son
Dothistroma septosporum y Dothistroma pini, que solo pueden ser distinguidas mediante anlisis

genéticos en laboratorio (Schneider et al., 2019).

Por otro lado, Lecanosticta acicola es una especie que produce la enfermedad conocida con el
nombre de “banda marrdn de las aciculas” debido a la infeccidon que causa en la acicula, de manera

gue ésta se torna de color marrén provocando su muerte y caida prematura (Mesanza et al., 2019).

Cabe mencionar que existe una confusion extendida acerca de las denominaciones coloquiales
de “banda marréon” y “banda roja” debido a la similitud en la sintomatologia que presentan en forma
de anillos o bandas oscuras que circunscriben la acicula. Actualmente, la comunidad cientifica da por
buena la distincién realizada anteriormente, de forma que el término de “banda roja” hace referencia
a la enfermedad causada por los patégenos del género Dothistroma y “banda marrédn” hace referencia

a la enfermedad producida por Lecanosticta acicola (Hazi, 2019a).

Dichas enfermedades poseen una amplia gama de hospedadores y se encuentran distribuidas
por varios paises. La presencia de L. acicola y Dothistroma spp. ha sido confirmada en 53 y 96 especies
de Pinus, respectivamente, incluyendo los hibridos. La propagacion de estos patégenos en territorio
europeo parece estar asociada a la dispersidn conidial y diseminacidon de ascosporas, y también a la
introduccién accidental por parte del hombre. Todas estas especies estan recogidas en la lista EPPO A2
(European and Mediterranean Plant Protection Organization) como especies para las que se

recomienda la regulacion de cuarentena (Mesanza et al., 2019).

Estos patogenos pueden reducir significativamente la fotosintesis e influir en la capacidad del
arbol para defenderse del estrés bidtico o abidtico, directa o indirectamente, ya que afecta a la
produccidon de metabolitos secundarios que son esenciales en la reaccién de defensa (de Urbina et al.,

2017).

La humedad y la temperatura son los dos factores ambientales mas importantes para estos

patogenos foliares, pues son criticos para la esporulacidn, dispersion e infeccion (Mesanza et al., 2019).
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Muchas plantaciones, y en especial las ubicadas cerca de la costa de las provincias de Vizcaya
y Guipuzcoa donde se concentran las principales masas de pino radiata, cumplen con estas condiciones
ambientales favorables para los patégenos, por lo que superan con creces los citados umbrales de

defoliacién en los que se produce dafio ecolégico y econdmico.

Otro importante grupo de organismos que causan dafos y sintomatologia similar a la “banda
marréon” y “banda roja” son los pertenecientes al género Phytophthora, destacando las especies P.
pluvialis y P. pinifolia. P. pluvialis fue detectada en 2008 en Nueva Zelanda como causante de una nueva
enfermedad defoliadora en P. radiata y Pseudotsuga menziensii, mientras que P. pinifolia fue detectada
en 2004 en plantaciones de P. radiata en la costa central de Chile. Ambas especies producen una
sintomatologia similar en forma de bandas oscuras en las aciculas, manchas negras, y enrojecimiento
y caida de las aciculas. Ademas, P. pinifolia causa chancros en la base de las aciculas (Mesanza et al.,

2019).
1.3.1.1 Banda roja (Dothistroma spp.)

La “banda roja” causada por especies del género Dothistroma, conocida en inglés con el
acronimo DNB (Dothistroma Needle Blight), es una de las enfermedades mas dafiinas en pinares
naturales y plantaciones de todo el mundo (Barnes et al., 2004; Bulman et al., 2008; Jankovsky et al.,
2004; KaradZzi¢, 1989; Drenkhan et al., 2016). La enfermedad se considerd por primera vez como un
problema sanitario grave en los afios 50 y 60 en plantaciones de P. radiata en el Hemisferio Sur y en
varias especies de pino en América del Norte (Gibson, 1972; 1974; Drenkhan et al., 2016). Las dos
especies involucradas en esta enfermedad son D. pini y D. septosporum. Estas especies pueden
hospedarse en mas de 100 taxones de Pinaceae, principalmente Pinus spp. (Elvira-Recuenco et al.,

2020).

Los dos tipos de reproduccion (MAT 1y MAT 2) estan ya presentes en algunos paises europeos.
Dado que la reproduccion sexual aumenta la diversidad genética, puede promover la proliferacién de
estos hongos en nuevos entornos, la virulencia en hospedantes nativos y exéticos y la resistencia a

fungicidas (de Urbina et al., 2017).

Esta enfermedad redujo significativamente el nimero de plantaciones de pinos a gran escala
en el Este de Africa (Gibson, 1974; Drenkhan et al., 2016) e India (Bakshi y Singh, 1968; Drenkhan et
al., 2016) y provocé el abandono de plantaciones en otros paises de Africa, Asia, Australasia, Europa y
Norteamérica (Bulman et al., 2016; Drenkhan et al., 2016). Asimismo, sigue siendo una limitacién
importante para la selvicultura de plantaciones de pino en Nueva Zelanda, Chile y otras areas del
Hemisferio Sur (Ahumada, 2013; Bulman et al., 2013; Rodas et al., 2016; Drenkhan et al., 2016). Desde

la década de 1990, la enfermedad ha aumentado en incidencia y gravedad en el Hemisferio Norte,
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especialmente en Canadd y, mas recientemente, en algunos paises europeos (Barnes et al., 2014;
Bradshaw, 2004; Drenkhan et al., 2013; Hanso y Drenkhan, 2008; Markovskaja y Treigiené, 2009;
Millberg et al., 2016; Miiller et al., 2009; Solheim y Vuorinen, 2011; Gales et al., 2014; Drenkhan et al.,
2016).

La “banda roja” se halla en casi todos los paises donde se encuentran hospedadores
susceptibles, en un rango de condiciones ambientales que incluye desde un clima tropical a subdrtico
(Figura 13). D. septosporum parece tener una distribucién mundial, si bien su distribuciéon exacta
basada en informes validados usando métodos moleculares no se ha mapeado todavia. Por contra, D.
pini parece tener una distribucion geografica mas limitada, aunque tampoco se ha delimitado su
distribucion de forma precisa. Por consiguiente, hasta que no se haga un analisis profundo utilizando
métodos moleculares no es posible conocer su distribucién exacta (Watt et al., 2009; Drenkhan et al.,

2016).
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Figura 13. Distribucion mundial del género Dothistroma.
Fuente: Drenkhan et al. (2016).

Dothistroma septosporum parece el patégeno mds relevante del género, encontrandose en al
menos 44 paises de 76 analizados de los 5 continentes en un estudio reciente (Drenkhan et al., 2016).
Dothistroma pini se encontrd en 13 paises de dos continentes, Europa y Norte América (Queloz et al.,

2014).
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Algunos estudios genéticos recientes indican que D. septosporum podria ser originario de
Europa mientras que el origen de D. pini sigue siendo desconocido (Elvira-Recuenco et al., 2020). Un
estudio en Francia indica que la distribucién de D. pini esta restringida a las partes oeste y sur del pais.
Este mismo estudio sugiere que D. pini puede preferir ambientes mas cdlidos que D. septosporum

(Fabre et al., 2012).
1.3.1.1.1 Taxonomia

Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Clase Dothideomycetes, Subclase

Dothideomycetidae, Orden Capniodales, Familia Mycosphaerellaceae y Género Dothistroma.
1.3.1.1.2 Hospedadores

A nivel mundial, mas de 100 taxones de la familia Pinaceae son potenciales hospedadores.
Pinus radiata posee una extremada susceptibilidad a la enfermedad. Otras especies susceptibles son
P. nigra var. salzmannii, P. mugo, P. ponderosa, Pseudotsuga menziensii, Larix spp. y un largo etcétera.

Por otro lado, P. pinaster parece no ser muy susceptible (van Halder et al., 2002; Hazi, 2019a).
1.3.1.1.3 Identificacién

Los primeros sintomas se presentan con amarillamiento o bandas marrones palidas. Las bandas
se vuelven marrén mas oscuro y luego normalmente desarrollan un rojo ladrillo caracteristico por
encima del punto de infecciéon hasta que terminan muriendo (Figuras 14 y 15). El color permanece
hasta mucho después de que la acicula haya muerto. Adyacente a la banda roja, se ven areas de tejido
marrén necrético, seguido por un area de células altamente lignificadas de color verde oscuro. Las
bandas rojas son variables en color y frecuencia dependiendo de la especie hospedadora, y no siempre

estan presentes (van Halder et al., 2002; Franich et al., 1986; Barnes et al., 2008; Bulman et al., 2013).
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Figura 15. Detalle de las lesiones necréticas.
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Es bastante comln que estos sintomas se confundan por los producidos por dafios por
cercopidos Cercopis spp., Hematoloma spp., o con deficiencias nutricionales, y por supuesto con
Lecanosticta acicola. Las dos especies del género (D. septosporum y D. pini) y L. acicola son
practicamente imposibles de diferenciar visualmente en campo y solo pueden ser diagnosticadas con

seguridad en laboratorio mediante técnicas moleculares (van Halder et al., 2002).

Por lo general, cuando se trata de arboles adultos, la infeccidn suele estar limitada a la parte
inferior de la copa, pero cuando se producen ataques intensos y repetidos, la copa entera puede ser
defoliada (van Halder et al., 2002). En las plantaciones del Pais Vasco, donde se han sucedido ataques
repetidos en los ultimos afios, son frecuentes los ejemplares adultos totalmente defoliados o con

porcentajes de defoliacién muy elevados (Figura 16).

Figura 16. Masa de pino radiata practicamente defoliada en su totalidad por los patégenos.

1.3.1.1.4 Daiios

Causa desecacion y defoliacion en la parte inferior y media de los arboles. Esta defoliacion a su
vez causa la reduccion del crecimiento en altura y diametro cuando es severa. Los picos de severidad
del ataque se alcanzan en la primavera tardia y en verano (van Halder et al., 2002; de Urbina et al.,

2017).
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1.3.1.1.5 Biologia

Los conidiomas, cuerpos fructiferos asexuales que contienen los conidios, son negros, variables
en tamano y forma, ya se presenten individualmente o en grupos en el centro de la banda de la acicula.
Inicialmente subepidérmicos y acervulares, desarrollan una protuberancia y son estromaticos y
cupulados. Se pueden formar dos tipos diferentes de cuerpos de fructificacion sobre los estromas
negros de las aciculas infectadas: los picnidios (en la forma asexual), y en algunas ocasiones peritecas
(en la forma sexual). Las esporas asexuales hialinas o conidios, que se forman en masas viscosas de
color crema, son de forma variable y tamafio, que va desde clavados cortos hasta filiformes (Figura 17).
Su tamafio varia de 10 a 40 mm de largo por 1.5 - 3 mm de ancho, con uno a siete septos (Thyr y Shaw,

1964; Evans, 1984; van Halder et al., 2002; Bulman et al., 2013).

Figura 17. Dothistroma septosporum: a) Conidios b) Conidiéforos.
Fuente: Svetlana y Treigiené (2009).

Los cuerpos de fructificacion producen y liberan los conidios que son dispersados por la lluvia.
En general, la dispersidon en el campo es muy localizada, siendo la mayoria de conidios diseminados
dentro de los 50-100 m de la fuente de emisidn. Se piensa que la dispersién a larga distancia puede
producirse a través de conidios que son transportadas en nubes de condensacion, niebla o neblina, o

por transporte humano de pldntulas infectadas. Algunos autores sugieren que la dispersidén a larga
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distancia en Canada se dio a través de ascosporas del teleomorfo, con propagacién local,
principalmente a través de conidios (Gibson et al., 1964; Gadgil, 1967; Ivory, 1967; 1972; van Halder et
al., 2002; Bulman et al., 2013).

Una vez los conidios se encuentran sobre las aciculas y después de producirse la germinacion
de propagulos, los tubos germinales crecen sobre la superficie de la acicula y se introducen a través de
los poros del estoma. Este proceso lleva aproximadamente 3 dias, dependiendo de los niveles de

temperatura y humedad (van Halder et al., 2002; Bulman et al., 2013).

Las hifas generalmente crecen en la superficie de la acicula hasta 10 dias y pueden producir
conidios secundarios. Después de introducirse en los estomas, las hifas se ramifican y crecen
principalmente en el tejido mesofilico. Finalmente, el tejido mesofilico acaba muriendo (Gadgil, 1967;

Peterson, 1969; lvory, 1972; Muir y Cobb, 2005; Bulman et al., 2013).
1.3.1.1.6 Factores de riesgo

Los periodos hiumedos y templados son especialmente peligrosos (van Halder et al., 2002).
Teniendo en cuenta que las principales plantaciones de pino radiata en el Pais Vasco se concentran
cerca de la costa bajo la influencia de un clima himedo y templado, se comprende la elevada

susceptibilidad de estas masas.
1.3.1.1.7 Control

Se ha demostrado que las medidas preventivas y la selvicultura no son eficientes, o al menos
no obtienen los resultados esperados para el control de esta enfermedad (Scott, 1973; Hood vy
Ramsden; 1996, Bulman et al., 2013; de Urbina et al., 2017). Por ello, en paises como Nueva Zelanda
llevan afios aplicando tratamientos sistematicos en las plantaciones con productos anticriptogamicos,
generalmente dxido cuproso, con el objetivo de impedir el decaimiento de la planta y las pérdidas de
produccidn (Dans et al., 1999; Dyck, 2018). En el Pais Vasco se ha planteado la realizacién de este tipo
de tratamientos (no exento de polémica medioambiental), de manera que actualmente se estd
estudiando la efectividad de diferentes tratamientos experimentales en pequeiias parcelas (Hazi,

2019a).

Sin embargo, también sucede que en ocasiones los tratamientos quimicos no son efectivos,
como por ejemplo, en los casos en los que el nivel de infeccion es demasiado alto para un solo
tratamiento, o la aplicacidn no sea correcta. Para solventar estas limitaciones se esta investigando en

la realizacidn de control bioldgico mediante hongos endéfitos (Dyck, 2018).
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1.3.1.2 Banda marrdn (Lecanosticta acicola)

La especie Lecanosticta acicola causa en especies de Pinus la enfermedad que recibe el
acréonimo en inglés de BSNB (Brown Spot Needle Blight; el tizon de manchas marrones). Produce
defoliaciones severas, y también puede producir el crecimiento atrofiado y conducir al arbol a la
muerte. Durante los ultimos 10 afios este patégeno parece mds frecuente, segun los informes, en
Europa y América del Norte, y ello a pesar del hecho de que es una especie de cuarentena en muchos

paises y de que existen protocolos de erradicacion (van der Nest et al., 2019).

El patdgeno fue descrito por primera vez por de Thiimen en 1878 y los primeros reportes de
Lecanosticta son del siglo XIX cuando fue observado en Pinus palustris en el sur y en el sureste de
Estados Unidos. De 1972 a 2012, el nombre Mycosphaerella dearnessii fue ampliamente utilizado para
referirse al agente causal de la “banda marrén”. Sin embargo, recientemente se reconocié que
Mycosphaerella es polifilética y debe usarse estrictamente para hongos del género Ramularia (Crous

et al., 2007; Crous, 2009, van der Nest et al., 2019).

Se han descrito cinco especies de Lecanosticta: L. acicola, L. brevispora, L. guatemalensis, L.
gloeospora, y L. longispora pero se sabe que existen por lo menos nueve especies. L. acicola sigue
siendo hasta ahora la especie con mas registros conocidos, lo que sugiere que tiene una amplia
distribucion en América del Norte y del Sur, Europa y Asia. Los cuatro restantes solo se conocen en

Mesoamérica (Evans, 1984; Marmolejo, 2000; Quaedvlieg et al., 2012, van der Nest et al., 2019).

En Europa, L. acicola fue detectada por primera vez en 1940, en Espafa. Las primeras
referencias lo situaban en zonas urbanas de Espafa, desde donde se extendié por el resto de Europa

(Martinez, 1942; Schneider et al., 2019; van der Nest et al., 2019).

Actualmente L. acicola ha sido detectada en Sur, Centro y Norte América, China y en otros
paises de Europa incluyendo Austria, Croacia, Republica Checa, Estonia, Francia, Alemania, Italia,
Lituania, Polonia, Eslovaquia, Eslovenia, Espafia y Suiza (Gibson, 1980; Evans, 1989; Huang, Smalley y
Guries, 1995; Sinclair y Lyon 2005; Ivanova y Benodoviova 2010; Schneider et al., 2019). Se cree que
América Central es el centro de origen de L. acicola. Esta hipétesis fue propuesta por primera vez por
Evans (1984), cuando el hongo se aislé de arboles nativos en bosques virgenes. En un estudio
filogenético reciente, se encontraron altos niveles de diversidad en la regién del gen 1-a (TEF1) de

aislados de México y Guatemala (Evans, 1984; Janousek et al., 2016, van der Nest et al., 2019).
1.3.1.2.1 Taxonomia

Reino Fungi, Filo Ascomycota, Subfilo Pezizomycotina, Clase Dothideomycetes, Subclase

Dothideomycetidae, Orden Capniodales, Familia Mycosphaerellaceae y Género Lecanosticta.
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1.3.1.2.2 Hospedadores

Hasta la fecha ha sido registrada en 53 taxones de pino diferente, incluidos hibridos.
Potencialmente, todas las pindceas son susceptibles de ser hospedantes de esta especie de hongo. Las
especies mas susceptibles son los hibridos de Pinus attenuata x radiata, P. palustris, P. radiata, P.
attenuata, P. sylvestris y P. ponderosa. El patégeno ha sido descrito también en P. halepensis, P. pinaster,

P. uncinata, P. taeda y P. mugo (van Halder et al., 2002; Mesanza, 2019).
1.3.1.2.3 Identificacién

La enfermedad se caracteriza por presentar manchas marrones necrdticas y lesiones amarillas
en los puntos de infeccion (Figura 14) y, posteriormente, causar la muerte de las aciculas del apice, que
a menudo conduce a una defoliacion temprana (Ivory, 1987; van der Nest et al., 2019). Las aciculas
afectadas presentan tres zonas bien definidas; un dpice seco, manchas marrones en el medio, y la base
de las aciculas de color verde (Figura 15). Finalmente, la acicula se torna marrdn en su totalidad y cae
prematuramente. En infecciones moderadas los sintomas se desarrollan principalmente en las partes
bajas del arbol, pero puede ser infectado en su totalidad (Figura 16). Estos sintomas pueden ser
observados durante todo el afio, en primavera y verano con mayor acentuacién (van Halder et al.,

2002).
1.3.1.2.4 Dafos

Causa clorosis, defoliacion de aciculas, y como se ha constatado en gran cantidad de
plantaciones del Pais Vasco, provoca la deteccién del crecimiento del arbol y en los casos mas extremos

la muerte del mismo (van Halder et al., 2002; Mesanza et al., 2019).
1.3.1.2.5 Biologia

Lecanosticta acicola puede manifestarse en su forma asexual o sexual (Siggers, 1939; van der
Nest et al., 2019). El patégeno pasa el invierno en forma de acérvulo (forma asexual) o como
ascostroma (forma sexual), y en el tejido muerto de las aciculas muertas o vivas. También puede pasar
el invierno como micelio vegetativo en las aciculas infectadas (Siggers, 1944; van der Nest et al., 2019).
Los conidios son liberados en masas gelatinosas en las aciculas cuando la luz, la temperatura y la

humedad son favorables (Kais, 1975; Tainter y Baker, 1996; van der Nest et al., 2019).

Por lo general, se reproduce asexualmente y se propaga a través de la lluvia por dispersién de
conidios. Como resultado de un ataque severo, las aciculas enteras se vuelven de color marrén y se
forman cuerpos fructiferos alargados de color verde grisaceo a negro oliva, llamados acérvulo, bajo la
epidermis de la porcidon necrdtica de las aciculas. La infeccidn y la defoliacién comienzan desde las

ramas inferiores como en el caso de Dothistroma spp. La etapa sexual rara vez aparece en aciculas
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caidas muertas, pero se sabe poco sobre la reproduccién sexual del patégeno (Elvira-Recuenco et al.,

2020).

Existe una fase asintomatica en la que L. acicola se establece dentro de las aciculas, fase que
puede durar de varios dias a 3 meses (Setliff y Patton, 1974; Skilling y Nicholls, 1974; van der Nest et
al., 2019). Esto depende de la cepa del patégeno y la duraciéon de la estacion humeda. Este retraso en
el desarrollo de los sintomas podria conducir a la accidentalidad del movimiento de plantas infectadas

a nuevas areas (Kais, 1972; van der Nest et al., 2019).

Bajo condiciones de humedad las esporas se producen en las aciculas infectadas durante todo
el afio y puede ser esporas asexuales (conidios) (Figura 18). El principal método de dispersion de las
esporas es la lluvia, aunque se cree que pueden ser transportadas a grandes distancias por insectos.
Asimismo, también pueden ser transportadas por las herramientas de poda y de otros tratamientos
selvicolas. Las esporas penetran por los estomas de las aciculas. Las aciculas jovenes son mas propensas
a la infeccién. En principio, la infeccién puede darse en un amplio rango de temperaturas, pero entre

los 21 y 30 2C es mucho mas veloz (van Halder et al., 2002; van der Nest et al., 2019).

Figura 18. Detalle de las esporas con un aumento de x40 y x100, respectivamente.

El micelio permanece en las aciculas de uno a dos afos. La defoliacién ocurre en las aciculas
infectadas, las cuales caen durante el otofio o a principios del invierno. En el caso de ataques severos,
se pueden producir defoliaciones continuas hasta primavera siguiente. Una vez que el tejido mesofilico
ha sido invadido por L. acicola comienzan a formarse los picnidios. Estos comienzan a integrarse con el
tejido de la acicula y aumentar de tamafio hasta que son visibles a simple vista (Wolf y Barbour, 1941;

van der Nest et al., 2019).
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L. acicola produce compuestos téxicos LAl y LAll, que son resistentes al calor. Los dos
compuestos interactian con el hospedador de forma independiente y no promueven ni inhiben la
interaccién entre ellos. Parece probable que estas toxinas estén involucradas en la destruccién del
tejido mesofilico de las aciculas de pino en el punto de infeccion (Jewell, 1983; Yang et al., 2002, 2005;

van der Nest et al., 2019).
1.3.1.2.6 Factores de riesgo

Es un patégeno con gran capacidad de adaptacidn. Sus conidios y ascosporas son liberadas
durante todo el afio en temperaturas que van desde -5,5 a 282C (Kais, 1971; Siggers, 1944; Wyka et al.,
2018; van der Nest et al., 2019). Los conidios no germinan por debajo de los 52C, pero la mayoria
sobrevive a esta temperatura y comienza la germinacion una vez que la temperatura vuelve a aumentar

(Siggers, 1944; van der Nest et al., 2019).

Por ejemplo, en Japdn se constatd que el primer afio de infeccidn los conidios se produjeron
desde principios de primavera a otofio, registrando un pico de dispersion en pleno verano. Sin
embargo, durante un segundo afio de infeccion, la dispersién fue mas abundante desde finales del
verano hasta mediados del otofio del afio siguiente (Suto, 2002; van der Nest et al., 2019). Ello da una
idea de que se trata de un patdgeno con gran capacidad de adaptacién y de reproduccién, y por ende,

muy dificil de controlar.

El componente principal que facilita la propagacién de conidios y ascosporas es la humedad,
pero otros factores ambientales también pueden ayudar en su dispersién, como la alta densidad de
plantacién, la pluviometria o las temperaturas elevadas (van der Nest et al., 2019). Asimismo, es posible
que algunos insectos puedan representar mecanismos de extensidn conidial, si bien este extremo no

esta demostrado (Skilling y Nicholls, 1974; van der Nest et al., 2019).

La dispersion a larga distancia de L. acicola, es probable que sea el resultado del movimiento
antropogénico de material vegetal infectado. Esto no incluiria la transmision mediante semillas
infectadas ya que los conidios de L. acicola no pueden sobrevivir en la superficie de una semilla de pino

mas de 30 dias (Jianren y Chuandao, 1988; van der Nest et al., 2019).

Una investigacion reciente sobre la capacidad de dispersiéon de Dothistroma, patdégeno que
tiene unos mecanismos de dispersidon conidial muy similar al de L. acicola, mostré que los conidios
podria diseminarse naturalmente en mas de 1 km de distancia (Mullett et al., 2016). Por lo tanto, la

dispersion que alcanza L. acicola puede ser muy similar.
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1.3.1.2.7 Control

Al igual que sucede con Dothistroma spp., no existen tratamientos fitosanitarios registrados en

Espafia, y se esta estudiando la efectividad de diferentes productos.
1.3.1.3 Phytophthora spp.

Phytophthora es un género de microorganismos del superfilo Stramenopile que incluye mohos
de agua, diatomeas y algas pardas. Las especies de Phytophthora se parecen a los hongos verdaderos
porque crecen por medio de hifas y producen esporas (Figura 19). Pero a diferencia de los hongos
verdaderos, sus paredes celulares contienen celulosa en lugar de quitina, sus hifas carecen de paredes
cruzadas vy la fase diploide, en lugar de la fase haploide, domina su ciclo de vida. Otra caracteristica
llamativa de Phytophthora es que produce esporas natatorias, llamadas zoosporas, durante una fase

de su ciclo de vida, un vestigio de sus origenes evolutivos en el agua (Parke y Ebenhart, 2020).

Phytophthora Life Cycle
= ‘ “ Zoospores \

Sporangia

Chlamydospores
\() \ \ )
/ ]

Oospore Hyphae

Figura 19. Esquema del ciclo de vida de Phytophthora spp.
Fuente: Parke y Ebenhart (2020).

Su clasificaciéon taxondmica completa es la siguiente: Reino Protista, Superfilo Heterokonta o
Stramenopiles, Filo Pseudofungi, Clase Oomycetes, Orden Peronosporales, Familia Peronosporaceae y

Género Phytophthora.

Desde que Anton de Bary describiese el género Phytophthora y la primera especie, P. infestans,
en 1876, han sido descritas alrededor de 80 especies diferentes. Todas las especies de Phytophtora son

patogenas y causan dafios severos en una gran variedad de arboles, plantas ornamentales y agricolas
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(de Bary, 1876; Drenth et al., 2006; Parke y Ebenhart, 2020). El nombre Phytophthora deriva del griego
y literalmente significa "destructor de plantas"”. Ejemplos notables de la devastacién causado por
Phytophthora incluyen P. infestans que causé la hambruna irlandesa de la patata en la década de 1840,
P. cinnamomi que infecta a mas de 1000 especies de plantas y P. ramorum recientemente asociado a

la muerte subita del roble (Parke y Ebenhart, 2020).

En términos de foresteria, las enfermedades emergentes provocadas por las especies P.
ramorum y P. austrocedrae (Rizzo et al., 2002; Greslebin et al., 2007; Ahumada et al., 2013) han
reforzado la teoria de que estos patdgenos son una seria amenaza para la vida silvestre de los bosques,
tanto en ecosistemas naturales como en plantaciones (Davidson et al., 2003; Garbelotto et al., 2003,

Greslebin y Hansen, 2010; Ahumada et al., 2013).

Segln Cooke (2000), las especies de Phytophtora son muy dificiles de identificar con precision,
y los diagndsticos certeros requieren de tratamientos especialistas y experimentados. Los
procedimientos de identificaciéon de Phytophtora, incluyen o estan basados en métodos moleculares,
y mas concretamente en comparacion de secuencias de ADN (Schena y Cooke, 2006; Duran et al.,

2009).

Estos métodos han permitido descubrir varias nuevas especies de Phytophtora que no
hubieran podido ser identificadas mediante métodos tradicionales. Los métodos moleculares han
supuesto un crecimiento muy significativo de protocolos de rapida identificaciéon de algunos de los
grupos mas importantes de Phytophthora (Martin y Tolley, 2004; Duran et al., 2009). Ejemplo de esto
son las dos especies de Phytophthora recientemente descubiertas y que atacan a las aciculas de pino
radiata con suma agresividad: P. pinifolia en 2004 en Chile (Duran et al., 2008; Ahumada et al., 2013),
y P. pluvialis en 2008 en Nueva Zelanda (Dick et al., 2014; Dyck, 2018).

En la Figura 20 se detalla la clasificacidn desarrollada por Cooke (2000) de los diferentes clados
gue componen el género, adaptada por McCarthy y Fitzpatrick (2017) incorporando las recientemente

descubiertas especies con caracter defoliador.
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100~ Phytophthora infestans Clade 1
Eﬁ: Phytophthora nicotianae Clade 1
100 Phytophthora parasitica Clade 1
100 Plasmopara halstedii
—: Plasmopara viticola

w: Phytophthora capsici Clade 2
60 Phytophthora multivora Clade 2
\— Phytophthora pluvialis Clade 3
Hyaloperonospora arabidopsidis
Phytophthora taxon totara Clade 3
Phytophthora agathidicida Clade 5
m: Phytophthora rubi Clade 7
99 Phytophthora fragariae Clade 7
45 m: Phytophthora sojae Clade 7
Phytophthora pisi Clade 7
L Phytophthora cinnamomi Clade 7
10 100 ————— Phytophthora cryptogea Clade 8
% Phytophthora lateralis Clade 8
50 Phytophthora ramorum Clade 8
Phytophthora pinifolia Clade 6
Phytophthora kemnoviae Clade 10
Phytopythium vexans

Figura 20. Clasificacion de los diferentes clados del género Phytophthora.
Fuente: Cooke (2000), adaptado por McCarthy y Fitzpatrick (2017).

Las experiencias de Chile y Nueva Zelanda, donde el pino radiata es la especie forestal por
excelencia, hicieron pensar en la implicacion de una especie del género Phytophthora como la clave
del exponencial incremento en los dafios a las masas de pino radiata en el Pais Vasco. A continuacién

se detallan los antecedentes y la experiencia de sendos paises.
1.3.2 El caso de Nueva Zelanda

En Nueva Zelanda la adopcion del pino radiata como especie productiva emblematica se ha
realizado a conciencia tras constatar su gran produccion y adaptaciéon en comparacién a otras especies
ensayadas. Las plantaciones existentes a dia de hoy superan el milléon de hectdreas, y suponen el 85%

de las plantaciones realizadas con especies exdticas (Dans et al., 1999).

No obstante, esta vasta extension ha traido consigo la proliferaciéon de diferentes patdgenos.
De 160 especies registradas de insectos que habitan en la madera y que proceden de otros paises, 38
de ellas han sido halladas en P. radiata. Existe un registro desde 1950 que estima que el ingreso anual
de hongos e insectos forestales al pais es de una media de 2,4 y 2,2, respectivamente (Dans et al.,
1999). Esta susceptibilidad del pino insigne a nuevos patégenos, sumado a los que ya padece

actualmente, obligaron al sector a tomar medidas estrictas de cuarentena y control.

Dothistroma septosporum ha causado graves dafios desde que se detecté en 1966. Desde ese

entonces se aplican tratamientos de cobre en las zonas mas afectadas (Dyck, 2018). Sin embargo, en
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los ultimos afios el agente causante de mayores dafos se corresponde con especies del género
Phytophthora. Las pérdidas econdmicas causadas por Phytophthora en la industria australiana se
estiman en unos AU $ 250 millones/afio (145 millones de euros, aproximadamente), suponiendo
ademas unas limitaciones severas para la expansion de algunas industrias, especialmente las del sector

de fruticultura y plantas ornamentales (lrwin et al., 1995; Drenth et al., 2006).

Dadas las condiciones ambientales adecuadas, las aciculas de Pinus radiata pueden ser
susceptibles a la infeccién por una amplia gama de especies de Phytophthora. Histéricamente, existen
registros de un patdgeno del género Phytophthora que ataca a las coniferas del pais. Previamente
conocido como “tizén fisiolégico de la acicula” y en inglés “Physiological Needle Blight” (PNB), y
actualmente registrado como Phytophthora kernoviae, ha causado dafios en las plantaciones desde
1980, y no fue confirmado como causa hasta hace recientemente poco. No se sabe demasiado sobre
este patdgeno, pero se especula que puede ser nativo de Nueva Zelanda. En la actualidad,
Phytophthora pluvialis, descubierto en 2008, es el patégeno del género que mayor preocupacion causa

en el sector forestal de Nueva Zelanda (Dick et al., 2014; Dyck, 2018).

Phytophthora pluvialis se caracteriza por causar un primer sintoma en forma de lesion de color
oliva palido en la acicula, de longitud variable. Frecuentemente también se presenta una marca
resinosa oscura distintiva que a menudo se expresa como una banda lateral estrecha dentro de la
lesidn. Las lesiones se expanden a lo largo de la acicula de forma que ésta adquiere una tonalidad
amarilla y posteriormente marrén. Estas lesiones se desarrollan ain mds para dar como resultado una

rdpida senescencia de la acicula y una defoliacién prematura (Dick et al., 2014).

Se descubrid que la enfermedad es mas comun en los arboles de mas de cuatro aifios y mas
grave en drboles de mds de diez afios. También se ha constatado la presencia de sintomas en arboles y
plantulas mas jovenes pero generalmente solo cuando crecen junto a rodales viejos muy infectados
(Dick et al., 2014). El momento y la aparicion de los sintomas causado por P. pluvialis es diferente de
cualquiera de las otras enfermedades foliares de pino radiata conocidas en Nueva Zelanda, como por

ejemplo las causada por hongos del género Dothistroma (Ganley et al., 2014).

Lamentablemente, los intentos de aislar P. pluvialis de otros tejidos vegetales no han tenido
éxito. Del mismo modo, los intentos de colonizar artificialmente material vegetal distinto de las aciculas
tampoco han tenido éxito (Hood et al., 2014; Ganley et al., 2014). Esto sugiere que P. pluvialis es un

patégeno muy especifico y de dificil estudio.

Estudios preliminares del nivel de diversidad en los aislamientos recogidos en los ultimos afos
apuntan que P. pluvialis es una introduccién relativamente reciente (Reeser et al., 2013; Dick et al.,

2014).
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Teniendo en cuenta que se necesitan algunos afios para que las poblaciones de P. pluvialis
lleguen a niveles de afeccidn notables, es probable que la invasién ocurriera algunos afios antes de
detectarse los primeros sintomas en 2008. Desde entonces, los dafios registrados han ido creciendo

(Dick et al., 2014).

Frente a este escenario, el sector forestal neozelandés ha tomado diferentes decisiones,
partiendo de la idea central de que la sustitucién de pino radiata por otra especie no se plantea como
una opcion viable. La medida basica de control del patégeno a corto plazo ha sido la fumigacién con
acido fosforoso (fosfito) (Shearery Crane, 2009; Kanaskie et al., 2011; Ganley et al., 2014), mientas que
a largo plazo se estan utilizando hongos endéfitos que neutralicen al patégeno y la creacion de lineas
genéticas a partir del mejoramiento genético, de manera que los genotipos mejorados sean resistentes

al patégeno (Dyck, 2018).
1.3.3 El caso de Chile

En febrero de 2004 surgié una inusual mortalidad en arboles de 6 afos de P. radiata en una
masa de 70 ha de la region de Arauco, en la costa de Chile. El dafo se incrementd rdpidamente
expandiéndose hasta aproximadamente 60.000 ha al final de 2006 (Duran et al., 2008; Ahumada et al.,
2013).

La enfermedad fue denominada “Dafio Foliar del Pino” (DFP), pero no fue hasta 2007 cuando
Phytophthora pinifolia fue identificado como el agente causal (Figura 21). Hasta hace recientemente
poco, ha sido considerada como el problema sanitario mas grave del pais que ha afectado a la foresteria
de pino junto con la plaga Sirex noctilio (Duran et al., 2008; Ahumada et al., 2013). Anteriormente, las
plantaciones de Pinus radiata de Chile han sido afectadas por Dothistroma septosporum, Diplodia pinea

y Cyclaneusma minus (Lanfanco, 2000; Ahumada, 2003; Ahumada et al., 2013).

Su origen es incierto, y es probable que el origen sea de las dreas donde el pino radiata es
nativo (Duran et al., 2009). La realizacién de estudios para determinar su origen podria ayudar a
identificar las vias de introduccion y contribuir a reducir el riesgo de que P. pinifolia sea introducido en

otras areas del mundo (Duran et al., 2009; Ahumada et al., 2013).

31



Identificacién temprana de especies de patégenos foliares en plantaciones de P. radiata en el Pais Vasco
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GOBIERMNODECHILE

FLANICHD AGRICOLA ¥ GAHADLRS

IDENTIFICACION DE NUEVO HONGO EN FOLLAJE DE Pinus radiata |

El 25 de septiembre del afo en curso & Servicio Agricola v Ganadero recibid la
natificacidn de la identificacion de una nusva especie de hongo asociada al follaje de
arboles de Pinus radisfa Esta determinacion fue realizada por el Dr. Mike Wingfield,
Director del Institutio de Biotecnologia Forestal vy Agricola (FABIY de Sudafrica, quien
hia propuesio denominarla como Fhtanhihons pinifolfa nom. prov.

La nueva especie a ser descrita por €l Dr. Wingfield fue obtenida como producto de las
investigacionss que realiza el equipo 1cnico de la empresa Bioforest S, A tendientes
a determinar la o las causas del Danc Foliar del Pino (DFF), fendmenc gue esia
afectando plantaciones de F radiars localizadas principalmente en la Provincia de
Arauco, Region del Bio Bio, vy en algunos seciores de las Regiones de la Araucania y
de Los Rics, v que se caracteriza por provocar una clorosis no habitual en los arboles
v la posterior pérdida de su follaje, debilitandolos v predisponiéndolos al atague de
plagas oportunistas o secundarias. Cabe destacar que el SAG, en conjunto con la
COMAF, el INFOR v empresas forestales, ha elaborado & implementado un Programa
Macional de Vigilancia Fitoganitaria de este fendmenc, cuyvo objetivo es determinar
su distribucion y comportamiento en las plantaciones de pino del pais, conocer su o
sUs causas, evaluar su impacto sobre la productvidad, produccién vy comercio, v
establecer las medidas para mitigar sus efecios.

Mo obstante que A giniols nom.- prov. ha sido identificada a partir de aislamientos
obtenidos de aciculas de arboles de F radisrs que presemaban los sinomas
caracteristicos del DFP, a la fecha no exigten lag pruebag cientificas de rigor gue
permitan establecer que este hongo seria el causante del este fenomeno. Como

es habitual en estos casos, el Servicio Agricola v Ganadero ha solicitado a la empresa
Bicforest 3. A, todos los antecedentes respecto de los procedimientos técnicos de
identificacién del nuevo hongo, com el fin de proceder a la ratificacidon del
diagnoéstico en sus laboratorios.

Se han identificado mundialments mas de 40 especies del género Phtophthors, todas
como agemntes causales de imporiantes enfermedades de los wegetales, asociadas
mayoritariamente a las raices, la corona v e cuello, en pocas ocasiones a Srganos
aéreos de las plantas. En general, son poco conocidos los mecanismas de dispersion
de este diimo tipo de enfermedades, estableciéndoss gue una de sus formas de
introduccién a nuevas areas pueden ser plantas infectadas. Por tal razdn, el SAG
propiciara la ejecucion a la mayor brevedad de estudics epidemioldgicos de P pinifols
nom. prov., en el marco del Programa Macional de \igilancia Fitosanitaria, tendientes
a determinar la biclogia, patogenicidad, saprogenssis, mecanismos de dispersion,
entre oiros aspecios.

PGE

Figura 21. Declaracion del Gobierno chileno sobre la identificacion de un nuevo hongo en follaje de
Pinus radiata.
Fuente: Gobierno de Chile. Servicio Agricola y Ganadero (2007).

Phytophthora pinifolia se caracteriza por provocar una rapida mortandad de las aciculas,
seguido de defoliaciones generalizadas de los arboles. Las aciculas infectadas presentan bandas
resinosas. Cuando la infeccion alcanza la base de la acicula, la resina es exudada desde el peciolo
causando la muerte de las células cambiales, rodeando los fasciculos y generando pequefios chancros

en el punto de contacto entre la acicula y el tallo (Ahumada et al., 2013).

El patégeno es propagado por esporangios. Los esporangios son producidos en las aciculas
vivas y en las aciculas muertas, ya sea en el propio arbol o ya en el suelo. La mayoria de los esporangios
son producidos durante los meses de invierno y la humedad de las aciculas y la temperatura son

factores clave para la infeccion y propagacién de sintomas del DFP (Duran et al., 2009).
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Los primeros test de patogenidad llevados a cabo con P. pinifolia demuestran claramente es
capaz de infectar y causar enfermedad en los brotes en un periodo de menos de 30 dias (Duran et al.,

2008; Ahumada et. al, 2013).

La zona de Chile con plantaciones de P. radiata tiene un clima de tendencia mediterranea, y los
sintomas se observan generalmente desde mayo hasta noviembre, durante la estacién de lluvias. Otras
especies de pinos y coniferas que se encuentran en areas afectadas por DFP no se ven infectadas por
P. pinifolia, por lo que todo apunta a que el pino radiata es un hospedador especifico (Duran et al.,

2009).
1.3.4 El caso del Pais Vasco

Hasta hace pocos afios, las enfermedades foliares solo habian tenido un impacto menor en los
arboles forestales nativos y exéticos del Pais Vasco. Sin embargo, entre 2018 y 2019 ocurrié el mayor
brote epidémico registrado hasta la fecha de defoliacion severa del pino radiata. Los altos niveles de
defoliacién, y el inusual ratio de mortandad han causado una alarma econdmica, ecolégica y social que
pone en cuestion la base del actual modelo de gestidn de los recursos forestales productivos de la

regidn, y que demanda una solucién (de Urbina et al., 2015; Mesanza et al., 2019).

Los principales patdgenos involucrados en dicho brote histdrico parecen ser los hongos
Lecanosticta acicola y Dothistroma septosporum. Sin embargo, se desconoce la causa de tan repentino
y drastico incremento de la virulencia. Se sugiere la posible implicacién de patégenos del género
Phytophthora ya que, como se ha explicado anteriormente, en otras partes del mundo donde abundan
las plantaciones de pino radiata (ej., Chile y Nueva Zelanda), se constatd su implicacién en los brotes

epidémicos ocurridos en los ultimos afios.

Los primeros reportes de la presencia de dichos patégenos en Espafia fueron en 1933 cuando
se detectd Dothistroma spp. y en 1942 cuando se detecté Lecanosticta spp. (Martinez 1933; 1942;
Mesanza et al., 2019). En 1942 se publica por parte del Ministerio la obra “Las Micosis del Pinus insignis
en Gipuzkoa”, obra en la que se nombra la presencia de Septoria acicola (sinonimia de Lecanostica
acicola) en los montes Jaizkibel, Irisasi y Achu. Asimismo, en el libro de “Patologia Forestal” de 1975 de
Juan Torres se cita la presencia de Scirrhia pini (= Dothistroma septosporum), causante de algunos

dafios en Vizcaya (Hazi, 2019a).

Desde entonces, la superficie ocupada por la enfermedad ha ido creciendo muy lentamente,
pasando por los primeros reportes donde comenzé a causar dafios secundarios pero sin suponer un
problema relevante para la industria del pino radiata del Pais Vasco, hasta que finalmente llegara la
actual crisis que ha puesto en amenaza gran parte de las plantaciones de pino radiata de territorio

(Aspiazu, 2012; Hazi, 2019a). Segun el Cuarto Inventario Forestal Nacional para el Pais Vasco (MAPAMA,
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2013), aproximadamente mas del 40% de los montes vascos con pino radiata estan dafiados,

estimandose que unas 40.000 ha de plantaciones estan gravemente afectadas.

Debido a esto, el pino radiata se encuentra en claro retroceso, lo que estd motivando a los
duefios a proceder con cortas urgentes y no previstas de la madera y en los peores casos en el
abandono del monte (Hazi, 2019a). En Guipuzcoa, la Diputacién proporciona ayudas econémicas para
la realizacién de claras o cortas a hecho de pinares dafiados. Estas ayudas se prestan a pinares afectados
de menos de 30 afios, y para ello los propietarios requieren de un informe sanitario que certifique que

la enfermedad afecta a mas del 20% de la masa (Urkola, 2017).

Como consecuencia de las intensas cortas que se estan realizando, el pino radiata estd
perdiendo superficie a un ritmo desenfrenado (Figuras 22 y 23). Ademas, la crisis sanitaria esta
motivando a los propietarios a utilizar otras especies en la reforestacion, especialmente el eucalipto,
por lo que muchos paisajes que hasta ahora conociamos estan cambiando a un ritmo alarmante (Figura

24).
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Figura 22. Evolucidn de las cortas de madera y de la superficie de pino existente en los ultimos afos
en el Pais Vasco.
Fuente: Hazi (2019a).
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Figura 23. Pérdida de superficie ocupada por el pino radiata entre 2015 y 2019.
Fuente: Adaptado de Hazi (2019a).

Figura 24. Representacion grafica de la decadencia del pino radiata frente al avance del eucalipto.
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En agosto de 2018 se estimé a partir de imagenes Sentinel 2 que la superficie de pinares de
radiata dafados superaba las 40.000 hectareas (Tabla 1 y Figura 25). Con tecnologia LiDAR se calculd
que aproximadamente 8 millones de m? estarian afectados. Esto supone que cerca de la mitad de la
superficie que ocupa el pino radiata en Euskadi estd afectado por la enfermedad. En abril de 2019 la
superficie defoliada de arboles adultos de pino ya era de mas de 53 mil hectareas (Tabla 1) (Hazi,

2019a).

Tabla 1. Datos de superficie total de pino adulto defoliado para determinadas fechas.
Fuente: Hazi (2019a).

ALAVA 998 3432 2434
VIZCAYA 21.157 26.640 5483
GUIPUZCOA 22.093 23.155 1062
TOTAL CAPV 44.248 53.227 8.979

VITORIA-GASTEIZ )N\
0 25.000 50.000 m

Superficie altamente defoliada en
agosto de 2018

Figura 25. Superficie de pino radiata afectada por un alto nivel de defoliacion en agosto de 2018.
Fuente: Adaptado de Hazi (2019a).
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En las masas del Pais Vasco, la severidad oscila entre el 5%y 95% (de Urbina et al., 2017), siendo
las que se encuentran cerca de la costa, influenciadas por una mayor humedad y una altitud menor, las
gue presentan un mayor riesgo de ataque (Figura 26) y unos mayores porcentajes de defoliacién (Figura

27y 28).
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Figura 26. Nivel de riesgo de las masas de pino radiata ante los patdogenos.
Fuente: Elaboracidn propia a partir del visor cartografico de Hazi (2020).

Figura 27. Plantacion de pino radiata totalmente defoliada.
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Figura 28. Montes totalmente afectados por los patogenos.

Por otra parte, cabria pensar que una buena gestiéon de las masas y una aplicacién de la
selvicultura ayudaria a paliar los problemas. Sin embargo, los tratamientos selvicolas parecen ayudar a
reducir los impactos causados por las enfermedades pero no de forma demasiado significativa (Figura

29) (de Urbina et al., 2017).
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Figura 29. Plantaciones bien gestionadas pero con gran afeccion de patégenos foliares.

Por otro lado, se tiene constancia de la presencia tanto de L. acicola, D. septosporum como D.
pini en el Pais Vasco, en todas sus formas sexuales, MAT 1y MAT 2 (Figura 30), incluso en algunos casos
en la misma plantacion. La presencia de ambas formas sexuales en las tres especies en las mismas
plantaciones puede indicar el posible cruce sexual entre ellas lo que podria conllevar el aumento en la
dispersion y severidad de la enfermedad y en una mayor adaptabilidad a condiciones de estrés (de

Urbina et al., 2017).

Ladder Ma1 Ma2 Mal Ma2 Ma1 Ma2 Ladder Mal Ma2 Mal Ma2 Ma1 Ma2 Ladder Mal Ma2 Ma1 Ma2 Mal Ma
5 71 12 6 22 73 18 48 22

Lecanosticta acicola Dothistroma septosporum Dothistroma pini

Figura 30. Productos de amplificacion por PCR con cebadores especificos para cada patégeno.
Fuente: Iturritxa y Mesanza (2017).

Si esto fuese asi, el aumento de la variabilidad genética de las especies complicaria ain mas su

deteccidn y control. Se ha encontrado que la introduccién de la segunda forma sexual de un patégeno,
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como consecuencia del intercambio genético, puede agravar la severidad de la enfermedad y puede

incrementar la resistencia de los patégenos ante controles quimicos o bioldgico (de Urbina et al., 2017).

La experiencia previa existente en Chile y Nueva Zelanda, asi como las hipotesis planteadas por
diversos técnicos chilenos y neozelandeses al visitar el Pais Vasco y examinar la problematica,
apuntaban a la posible implicacion del género Phytophthora en las defoliaciones ocurridas
recientemente. Por ello, y dado que Pinus radiata puede ser susceptible a una amplia gama de especies
del género Phytophthora (Duran et al., 2008; Ahumada et al., 2013; Dick et al., 2014), desde Neiker-
Tecnalia se emprendié un estudio orientado a confirmar la presencia de especies defoliadores de dicho

género en las masas de pino radiata de la Comunidad Auténoma.

40



Identificacion temprana de especies de patégenos foliares en plantaciones de P. radiata en el Pais Vasco

2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es la identificacién temprana de los patégenos foliares que
afectan al pino radiata en el Pais Vasco mediante el desarrollo e implementacién de una metodologia
que permita hacerlo de manera rapida, eficaz y eficiente. Este objetivo global se ha dividido en los

siguientes objetivos especificos:

e Detectar o descartar la presencia de Phytophthora spp., y si es el caso, estudiar si estd
asociada con las defoliaciones.

e Determinar la abundancia relativa de Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola en las
masas afectadas.

e Analizar la severidad del ataque en las diferentes plantaciones estudiadas y su relacion

con los patdgenos existentes y la edad de la masa.

Asimismo, se plantea que el trabajo sirva para adaptar los protocolos existentes de andlisis de
patégenos foliares a las particularidades de la crisis fitosanitaria del pino radiata en el Pais Vasco y para

perfeccionar las técnicas moleculares de laboratorio para la identificacion.
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3. MATERIAL Y METODOS

El trabajo se llevé a cabo en 2 fases principales. En la primera fase se filtraron las parcelas a
analizar con técnicas moleculares mediante la instalacion de plantas trampa y la aplicacion de un
ensayo inmunolégico de deteccion preliminar de patégenos del género Phytophthora. En la segunda
fase del trabajo se recolectaron muestras de aciculas en las parcelas con resultado positivo en el ensayo
preliminar, y posteriormente se aplicaron técnicas moleculares con el objetivo de identificar y dar un

diagndstico definitivo de los patdgenos foliares presentes.

A continuacioén, se presenta la estructura del trabajo realizado (Figura 31) y el tiempo ocupado
por cada actividad (Figura 32). Cabe resefiar que aunque el presente estudio diera inicio en julio de
2019, para ese entonces ya existia una base de datos iniciada en febrero de ese mismo afio, elaborada
por cientificos de Neiker-Tecnalia, de modo que las denominadas “trampas fijas” y “estaciones de

IM

control” (ver definiciones mas abajo) ya estaban definidas como tal.
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Aplicacion de técnicas
moleculares en
parcelas filtradas.

Actividac

Instalacion de trampas

Recogida de muestras

Analisis en laboratorio

Recogida de aciculas en
plantaciones positivas

Aplicacién de técnicas
moleculares

l  Instalacion en campo de

trampas en 55 plantaciones de
P. radiata distribuidas por el
Pais Vasco.

Filtro de parcelas a
analizar por técnicas
moleculares mediante
ensayo inmunolégico

rapido de deteccion de
género Phytophthora.

Recogida de muestras de
rododendro de acuerdo a la
periodicidad de recogida de

cada tipo de estacion:
m Est contro

Aplicacion en laboratorio de
ensayo de deteccion
preliminar de Phytophthora
spp. en las muestras

recolectadas.

Recogida de muestras de
acicula en las parcelas
positivas:

Andlisis de las muestras
en laboratorio
mediante técnicas
moleculares
(con apoyo de técnicas
morfologicas:

Identificacion y diagndstico
definitivo de los patogenos.

Figura 31. Estructura del trabajo realizado.

Julio 2019
(inicio)

y diagnéstico de los patdogenos

Figura 32. Calendario de las actividades realizadas. Las llevadas a cabo en el presente estudio son las

posteriores a julio de 2019.
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La zona de estudio se corresponde con la Comunidad Auténoma del Pais Vasco (Figura 33). En

ella se seleccionaron una serie de parcelas representativas de plantaciones de pino radiata.

P amplon a/inina

Leyenda

Lizarra

Trampas fijas

Estaciones de control

OMeE et

0 “5.000 30.000 S Logrono
] -

Betratic
Sources Esri, HERE, Garmin, USES, Inter

Figura 33. Localizacion de las estaciones de control, trampas fijas y laboratorio de Sanidad Vegetal dentro de
la zona de estudio. Algunas trampas fijas no se aprecian debido a su proximidad espacial.

En cada parcela estudiada se instalé una planta trampa de rododendro, pasando a
denominarse a las parcelas “estaciones”. Estas estaciones se dividieron en estaciones de control y
trampas fijas de acuerdo a la periodicidad de recogida de cada una. Las estaciones de control estdn
representadas en la Figura 33 con el simbolo I Se colocaron un total de 47 y cada una de ellas ha sido
visitada y monitorizada periddicamente. Por otro lado, se colocaron 8 trampas fijas de planta de
rododendro representadas en la Figura 33 con el simbolo A\. Dichas trampas se visitaron con mayor

periodicidad que las anteriores.

Finalmente, con el simbolo I estd representado el laboratorio de Sanidad Vegetal
perteneciente a Neiker-Tecnalia, organismo dedicado a la investigacién y desarrollo tecnoldgico en
materia de Medio Ambiente, el cual es colaborador y financiador de este estudio, y donde se ha

realizado el analisis y procesamiento de las muestras recolectadas en campo.

A continuacion, se detalla la metodologia empleada.
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3.1 Instalacion de trampas en campo

Para llevar a cabo la primera fase del trabajo, se establecieron 55 estaciones (47 de estaciones
de control y 8 trampas fijas) repartidas en diversas masas de pino radiata en el Pais Vasco (Figura 33).
Las denominadas “trampas fijas” son estaciones que, en base a resultados previos obtenidos por
investigadores de Neiker-Tecnalia, presentaban gran afeccidn y se estimd deberian ser analizadas con

mayor detalle.

De este conjunto de 55 estaciones, 31 (56,36%) pertenecen a la provincia de Vizcaya, 15
(27,28%) a la de Guiptizcoay 9 (16,36%) a la de Alava. Es decir, las estaciones se encuentran distribuidas

en los tres territorios historicos del Pais Vasco y en zonas con distinta susceptibilidad.

En todas las estaciones se colocd una planta trampa de esporas préxima a ejemplares de pino
radiata. Con estas plantas trampa se capturaron las esporas de los posibles patdégenos que podian
encontrarse en el campo, entre ellos especies del género Phytophthora. La periodicidad de recogida de
las muestras de las trampas de las estaciones de control fue de entre dos y tres meses, mientras que la
de las trampas fijas fue de dos semanas, aproximadamente. De esta manera se recogieron las muestras
de las trampas de cada tipo de estacién (de control y trampas fijas) al menos una vez por cada
temporada del afio (primavera, verano, otofio e invierno). Phytophthora es un género compuesto por
especies con un comportamiento variable a lo largo del afio (Erwin y Ribeiro, 1996), por lo que de esta
manera se garantiza un analisis mas robusto de los datos. Asimismo, con la repeticion de la prueba se

minimiza la posibilidad de falsos positivos.

La trampa estaba compuesta por un recipiente que contiene un medio acuoso, y en él se
encuentra suspendidas varias hojas de rododendro (Rhododendron degronianum) que actian como
captoras de las esporas de hongos que puedan desplazarse por el ambiente. El medio acuoso evita la
desecacion de las hojas, ya que las trampas permanecen varias semanas en el campo. Las hojas de
rododendro deben estar sanas y no deben presentar lesiones, y son extraidas de la planta momentos
previos a su depdsito en el recipiente. La razdn de la utilizacién de esta planta es debido a que el kit
que se utilizd en el laboratorio, y que se detalla mas adelante, obtiene muy buenos resultados con

hojas de especies de este género.

Rhododendron degronianum es una especie que no presenta indumento, caracteristica
necesaria para un correcto andlisis, con la que se pueden detectar muchas especies de Phytophthora.
Ademas, es de facil adquisicion y produce la toxina grayanotoxina por lo que se reduce el riesgo de que
los polinizadores, o cualquier tipo de organismo fitéfago no especifico, puedan interferir en el proceso

de captura de las esporas (Erwin y Ribero, 1996). De igual manera, existia una malla metalica que cubria
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el recipiente y funcionaba como tapa impidiendo el acceso a cualquier cuerpo extrafio de cierto

tamafo.

Las trampas fueron colocadas generalmente en el suelo (Figura 34), pero en las zonas mas
conflictivas donde abunda la fauna silvestre o el ganado que podia voltearlas se fijaron sobre la corteza

de un arbol (Figura 35).

Figura 35. Trampa de esporas con hoja de rododendro fijada en un arbol.

Tras el tiempo estipulado para cada trampa, las muestras de hojas fueron recolectadas,
guardadas en bolsas, etiquetadas y numeradas, indicando también la fecha de recogida (Figura 36).
Asimismo, las hojas de las trampas fueron sustituidas por otras 2-3 hojas y se realizé un aporte de agua.

Seguidamente las muestras se llevaban al laboratorio para su analisis.
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Figura 36. Muestra etiquetada y numerada.

Por otro lado, en las estaciones definidas como trampas fijas se instald, ademas, otro tipo de
trampas de esporas, compuestas por un soporte que contiene varias placas portaobjetos de laboratorio
a las que se les aplicd vaselina con el objetivo de que capturaran las esporas que hicieran contacto con
ellas (Figura 37). Estas placas portaobjetos fueron recogidas con menor periodicidad que las plantas
trampa (cada tres meses) ya que su importancia es secundaria y se limita a un analisis visual de
busqueda de esporas con microscopio, mientras que el uso de material vegetal para las capturas

permite la realizacién de extracciones de ADN y la aplicacidon de métodos moleculares.

Figura 37. Trampa de esporas con placa portaobjeto junto a planta trampa de rododendro.
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3.2 Analisis inmunolégico preliminar para la deteccion de género Phytophtora

Las muestras de rododendro fueron procesadas en el laboratorio de Sanidad Vegetal de
Neiker-Tecnalia, donde se disponia de todo el material necesario para llevar a cabo el analisis de las
muestras (Figura 38). Las muestras fueron conservadas en una camara frigorifica a 42C (Figura 39) hasta

gue fueron analizadas.

Figura 39. Camara refrigeradora para el almacenamiento de muestras.

A todas las muestras recolectadas se le aplicé un ensayo inmunoldgico preliminar de deteccidn
de género Phytophtora, que no diferencia especies. Para ello, se siguid el protocolo disefiado por la
casa comercial Agdia, Inc. para el kit ImmunoStrip® for Phytophthora (Phyt) de la misma casa. Esta
metodologia permitid una deteccidén preliminar del género Phytophtora en las muestras actuando

como un filtro sin tener que recurrir a herramientas mas complejas como las técnicas moleculares con
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una gran cantidad de muestras. Los resultados se obtuvieron en minutos por lo que resulté muy

practico y efectivo, si bien los resultados no pueden tomarse como un diagndstico definitivo.

El kit estd basado en un reactivo de captura policlonal y un reactivo de deteccién monoclonal,
y esta compuesto por tiras ImmunoStrips y bolsas de extraccién de muestra SEB1. El ensayo consistid
en preparar las bolsas de extraccién SEB1 en las que se introdujeron las muestras (Figura 40), realizando
un corte de apertura con unas tijeras en la parte superior de la bolsa, previa redireccién del liquido

hacia la parte inferior de forma manual. Cada bolsa contiene 3 ml de tampdn de extraccion (buffer).

Figura 40. Bolsa de extraccion SEB1.

Las muestras de plantas trampa contienen varias hojas de rododendro, por lo que se seleccioné
la zona que mas lesiones reportaba y se separé del resto de la hoja mediante un corte empleando las
tijeras. En caso de que la hoja no presentara ninguna lesidn apreciable, se recortd la zona préxima al
peciolo. La porcién de hoja fue introducida en el fondo de la bolsa (una porcién de hoja por bolsa),
entre dos mallas que se encuentran en su interior. A continuacién, se procedié a machacar la hoja
dentro del sobre con un homogenizador de rodamientos hasta que la solucién que contiene la bolsa se
tind de color verde. Se introdujo la tira de ImmunoStrip en la parte superior del sobre, por la zona
lateral derecha, donde no hay red. Se extremd precaucidn para que el liquido no sobrepasara la zona
azul de la tira. La bolsa fue colocada sobre un portabolsas de forma que ésta permaneciera en posicion

vertical para asi evitar que el liquido se derramara.

La prueba ImmunoStrip permanecié en el extracto de muestra durante 30 minutos. Los

resultados positivos comenzaron a ser visibles a partir de los primeros 5 minutos. Una vez concluido
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un tiempo prudencial, se obtuvo uno de los tres resultados posibles: positivo, negativo o invalido

(Figura 41).

ESl

Lot 2345
~

Figura 41. Los tres posibles resultados del ensayo inmunoldgico de deteccion de Phytophtora spp. y
forma en la que se manifiestan.
Fuente: Agdia, Inc. (2017).

Una vez reflejado el resultado, la tira ImmunoStrip fue retirada de la bolsa para asi poder
realizar una interpretacién mas clara. Si solo la linea de control, representada con la letra C en la Figura
41, es visible indica que el resultado es negativo. Si la linea de prueba, representado con la letra T en
la Figura 41, también estd presente, ya sea en una intensidad de rosa, rojo o purpura, indica un

resultado positivo (Figura 42). Si se da el caso de que no hay lineas presentes, la prueba es invalida y

se debe de repetir.

Figura 42. Ejemplos de positivos en género Phytophthora obtenidos mediante este ensayo.
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Con los resultados que se fueron obteniendo con la aplicacién de este ensayo a todas las
muestras recolectadas se elaboré una base de datos. Las estaciones que no tuvieron detecciones
positivas o que solamente tuvieron una fueron descartadas. Las estaciones que obtuvieron mas de una
deteccién positiva fueron visitadas, se recogieron muestras de aciculas de las ramas de los arboles, y
se aplicaron técnicas moleculares para confirmar o descartar la presencia de especies defoliadoras de

Phytophthora, Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola. Este proceso se detalla a continuacion.

3.3 Recogida en campo de muestras de aciculas en estaciones con resultado positivo
preliminar en género Phytophthora

Todas las estaciones en las que hubo mas de una deteccién positiva fueron visitadas con el
objetivo de recolectar muestras de aciculas para posteriormente realizar un analisis molecular de las
mismas, y de esta forma, analizar la presencia de especies defoliadoras de Phytophthora. Asimismo,

estas muestras se utilizaron para el andlisis molecular de Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola.

La recoleccién de las aciculas de los arboles se realizd mediante una pértiga telescopica con
serrucho (Figura 43). Para ello, se cortaron ramas de + 10 arboles diferentes por parcela, de tal forma
que por cada arbol se llend una bolsa o sobre de aciculas (Figura 44). En algunos casos, debido a la alta
defoliacién presentada en los ejemplares, no fue posible la recoleccidén de aciculas de las ramas por lo
que se recogieron aciculas del suelo bajo cada arbol elegido. Asimismo, se georreferencié cada arbol

del que se extrajeron las aciculas.

e

Figura 43. a) Proceso de corta de una rama para extraer la muestra; b) Ejemplo de las dificultades
presentadas para obtener ramas con aciculas debido a la acusada defoliacion.
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Figura 44. a) Extraccion de aciculas de una rama; b) Muestra de aciculas introducida en una bolsa,
etiquetada y numerada.

Para cada muestra recolectada se rellend una ficha en la que se recogieron los siguientes
datos: numero de muestra, fecha, localidad, edad del arbol, porcentaje de defoliacidn, otros posibles

dafios y coordenadas.

3.4 Analisis de las muestras en laboratorio mediante técnicas moleculares

Con las muestras recolectadas en campo de las diferentes estaciones positivas se procedié a la
aplicaciéon de métodos moleculares con el objetivo de detectar o descartar la presencia de los
patdgenos Phytophthora spp., Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola. Los métodos moleculares son
un conjunto de aplicaciones tecnoldgicas que permiten la determinacidn, aislamiento y manipulacion
de productos o procesos moleculares, con especial relevancia del ADN, ARN, y las proteinas (FAO,
2011). Por consiguiente, son varias las técnicas moleculares utilizadas en el presente estudio, de forma

que cada una de ellas es detallada a continuacién.

3.4.1 Extraccion de ADN

En primer lugar, se realizaron extracciones de ADN de las muestras de acicula recolectadas. De
cada muestra se realizé una extraccidn. Para ello, se siguid el protocolo primero desarrollado por
Analytikjena for DNA Extraction Kit. Este protocolo estd compuesto por numerosos pasos y se debe
extremar especial precaucidn en cada uno de ellos puesto que cualquier equivoco supone la anulacién
del ensayo. El kit estd compuesto por los siguientes elementos: Elution Buffer (B4), Washing Solution
MS (B3), Binding Solution - SBS (B2), Lysis Solution SLS (B1), tubos Eppendorf de diferente disefio y

tamafio y Proteinasa K.

El proceso seguido se presenta a continuacion. Primeramente, las muestras de aciculas,
debidamente conservadas en la cdmara frigorifica, fueron troceadas en pequefias porciones (Figura

45). Previamente, las aciculas fueron examinadas minuciosamente con el objetivo de encontrar
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lesionesy asi incluirlas en la porcidon de muestra a analizar. Por cada muestra se realizé una preparacion.
Estos trozos de aciculas fueron introducidos en un tubo Eppendorf, sin rebasar % de su capacidad, junto

a cuatro bolas de acero.

En segundo lugar, se afiadié a cada tubo mediante una pipeta apta para cada capacidad, 600 pl

de la solucion B1y 20 ul de Proteinasa K.

Figura 45. Porciones de acicula troceadas listas para ser introducidas en su respectivo tubo
Eppendorf.

A continuacién, se realizé la ruptura de los tejidos vegetales de las muestras mediante la

maquina disruptora durante 5 minutos a 30 hercios de frecuencia (Figura 46).

Figura 46. Proceso de ruptura de los tejidos vegetales mediante la maquina disruptora.
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Con esto se consiguié homogenizar el material, logrando que las proteinas celulares y los
carbohidratos de alto peso molecular también fuesen separados. Una vez finalizado el proceso de
ruptura, se procedié a colocar los tubos en un corcho y a introducirlos en un bafio térmico de forma
gue permanecieron en suspension en agua a 65 2C durante 30 minutos (Figura 47). Cada 10 minutos
las muestras fueron sometidas a un agitado en el agitador Vortex y se volvieron a introducir en el bafio.

Se realizaron tres agitados.

Figura 47. Baiio térmico con las muestras en corcho.

Tras esto, se introdujeron los tubos en la centrifugadora a 14.000 rpm (revoluciones por

minuto) durante 5 minutos (Figura 48).

Figura 48. Proceso de centrifugacion de las muestras en una centrifugadora.
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Una vez finalizado el proceso de centrifugacion, se procedio a extraer de la forma mas limpia
posible el liquido contenido en el tubo, obviando los cuerpos sélidos. Se utilizaron unos nuevos tubos
los cuales no tienen tapa y que llevan en su interior otro tubo de color violeta donde posteriormente
fue depositado el liquido. Los anteriores tubos se desecharon. Estos tubos violetas, al igual que los
verdes posteriormente utilizados, funcionan como filtro y permiten la depuracién y limpieza del liquido

(Figura 49).

Figura 49. Tubos de filtro utilizados en el proceso.

Estos nuevos tubos fueron sometidos a un centrifugado durante 1 minuto a 12000 rpm. De
esta manera, el contenido que se encontraba dentro del tubo violeta pasé al tubo inferior por lo que
ya pudo ser desechado el tubo violeta. A continuacidn, se afiadieron 200 ul del B2, que fue mezclado

con la pipeta.

Seguidamente, se extrajo el liquido del tubo y fue introducido sobre un nuevo tubo verde. Se
desechd el anterior tubo y se utilizd uno nuevo como base. Después se sometié a un centrifugado
durante 2 minutos a 12.000 rpm. De esta forma se consiguié que la suciedad y las impurezas pasaran
al tubo inferior que posteriormente fue desechado, quedando en la parte superior el contenido de ADN

limpio.

Ulteriormente se afiadieron 650 pl del B3 y se volvid a realizar un centrifugado de limpieza
durante 1 minuto a 12.000 rpm eliminando asi el material que no era de interés. Se descarté el tubo
inferior y se volvid a utilizar otro para realizar un nuevo centrifugado con las mismas caracteristicas

habiendo afiadido otros 650 pl de B3 previamente.

De nuevo, se descarté el tubo y se realizé otro centrifugado de 2 minutos a 14.000 rpm. Cuando

esto termind se introdujo el tubo verde sobre un tubo con pico y tapa y se le afiadieron 50 pl de B4. Se
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esperd un 1 minuto para que el liquido reposara. Esto permitié que al realizar un nuevo centrifugado
el liquido pasara al tubo inferior con el ADN de interés para analizar. Finalmente, se realizé un ultimo

centrifugado a 8000 rpm y 1 minuto de duracidn.

De esta forma, la extraccion de ADN quedd lista para su uso en las siguientes técnicas de

analisis. En total, se obtuvieron 87 muestras de extraccién de ADN (Figura 50).

Figura 50. Vista de las 87 muestras de extraccidon de ADN finalmente obtenidas.

3.4.2 Andlisis de la pureza del ADN

Una vez obtenida la extraccion de ADN se procedid a realizar un analisis espectrofotométrico
para medir la variacién de absorbancia de cada muestra y la pureza del ADN. Para ello se empled un
espectrofotometro UV-VIS de barrido espectral. El modelo empleado ha sido el NanoDrop2000, de la
casa comercial ThermoScientific™ (Figura 51). El aparato realizd una lectura a partir de una gota de 2
ul de muestra, la cual fue depositada con una pipeta sobre el lector éptico. El monitor reflejé varios

resultados a interpretar.
El procedimiento seguido es el siguiente:

Se realizé una medicién para cada muestra. Para ello, en primer lugar, se limpid y secd el lector
optico del aparato mediante un pafio de laboratorio. A continuacion se aplicaron sobre el mismo 2 pl

de agua ultrapura mediante pipeteado. Seguidamente se realizé el calibrado de la maquina.
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Figura 51. Espectrofotometro UV-VIS NanoDrop2000 usado para el analisis espectrofotométrico.

A continuacién, y utilizando para cada extraccién de ADN una punta de pipeta nueva, se extrajo
cuidadosamente con la pipeta 2 pL de muestra y se depositd la gota con sumo cuidado sobre el lector,
sin tocar el mismo con la pipeta. Una vez depositada la gota, se realizé la medicién y lectura de cada
muestra. El monitor reflejé las relaciones de absorbancia 260/280 y 260/230, indicadores de la pureza

del ADN, de cada muestra.

3.4.3 Métodos de andlisis del ADN

3.4.3.1 Phytophthora spp.

3.4.3.1.1 Preparacion de la Master Mix
La region ITS (Internal Transcribed Spacer) sintetiza el 18srRNA, subunidad del ARN ribosémico.
Estd region se encuentra presente en todas las células eucariotas, pero de forma muy diferente en cada

organismo, por lo que es un excelente identificador de especies (Mesanza, 2020).

En esta parte del trabajo, se aplicaron las técnicas que permiten la manipulacién del ADN a
partir de las extracciones realizadas, y con ello, la deteccidn e identificacidn definitiva de las especies a
las que pertenecen los patdgenos. Se utilizé el protocolo desarrollado por Drenth et al. (2006) para la

preparacion de cebadores especificos basados en la region ITS para el género Phytophthora.

Dicho método es exclusivo para la deteccién e identificaciéon del género Phytophthora. La

pareja de cebadores A2 (forward) e 12 (reverse) utilizada es la siguiente:

o A2 - ACTTTCCACGTGAACCGTTTCAA
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o 12 - GATATCAGGTCCAATTGAGATGC

Para ello, en primer lugar, se prepard una “Master Mix” o mezcla maestra. La mezcla maestra
contiene precursores y enzimas, y estd compuesta por diferentes productos. Esta mezcla fue preparada
para su posterior uso en la técnica PCR. La eleccion de los contenidos y de sus voliumenes influye en la
sensibilidad y consistencia de la prueba, por ello se considerd el desarrollado por Drent et al. (2006)
como el mas apropiado para el ensayo, con ligeras adaptaciones basadas en los buenos resultados

obtenidos por cientificos de Neiker-Tecnalia.

El kit que se utilizd es de la casa comercial IBIAN®. Se realizaron alicuotas y diluciones de cada
producto, obteniendo los siguientes; 10 x Buffer 2 ul, F primer (20 uM), R primer (20 uM), dNTPs (10
mM), Taq (5 unidades/pl), ddH20. La Taqg polimerasa utilizada es IBIAN®-Taq DNA Polymerase, aislada
de la bacteria Thermus aquaticus. Cada muestra fue preparada con 18 ul de “Master Mix” y 2 ul de

ADN.

Seguidamente, teniendo en cuenta la concentracién inicial obtenida de cada producto, la
concentracion final deseada, y que el volumen total para cada muestra de la mezcla maestra, incluido
el ADN, es de 20 pl, se calculd el volumen inicial de cada producto a partir de la siguiente ecuacion de

estequiometria:
Ci-Vi=Cf-Vf Ec.1

donde Ci: Concentracion de la solucién madre; Vi: Volumen de la solucidn madre; Cf: Concentracién

final; Vf: Volumen final

A continuacion se detalla la mezcla maestra utilizada (Tabla 2).

Tabla 2. Volimenes de los productos a utilizar por cada muestra.
Se muestran en orden de afiadido en la preparacion.

ddH20 15
10 x Buffer 2
F primer (0,2 uM) 0,2
R primer (0,2 uM) 0,2
dNTPs (0,2 mM) 0,4
Taq (1/20 U) 0,2
DNA 2
T ] 20

Teniendo en cuenta que el nimero de muestras de ADN es de 87, se preparé una sola “Master

Mix” para todas ellas de forma que la preparacion resultara mas sencilla. Se afiadieron 4 reacciones
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mas de margen por posibles errores en la elaboracidon, ademas de un control negativo y un control
positivo.

Para el control positivo se utilizd ADN de Phytophthora cinnamomi. Con esto, en total fueron

93 reacciones. Por lo tanto, los volumenes quedaron de la siguiente manera (Tabla 3).

Tabla 3. “Master Mix” para las 93 reacciones.
El ADN no figura en la tabla, puesto que es afiadido posteriormente, como se explica mas adelante.

ddH20 1395

10 x Buffer 186

F primer (0,2 uM) 18,6
R primer (0,2 uM) 18,6
dNTPs (0,2 mM) 37,2
Taq (1/20 U) 18,6
1674

La “Master Mix” fue dispensada en una bandeja o placa de muestras mediante una pipeta
multicanal (Figura 52), afnadiendo 18 pl correspondientes a cada muestra en cada pozo de la placa.
Posteriormente se afnadieron 2 ul de ADN de cada muestra, cada una en un pozo ya dispensado, es
decir, en 87 pozos, de forma que los 6 restantes quedaron ocupados para los posibles errores

cometidos y el control negativo y positivo (Figura 53).

Figura 52. Proceso de dispensado con pipeta multicanal.
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Figura 53. Placa de muestra y productos utilizados.

3.4.3.1.2 Termociclado de muestras.

Una vez preparada cada muestra junto a la “Master Mix” en su respectivo pozo, se sellé la placa
y se llevd a cabo el proceso de termociclado. Para ello, se utilizé una maquina termocicladora PCR
(Figura 54), la cual permite establecer ciclos de temperatura predeterminados para asi provocar una

reaccidn en cadena de la polimerasa, logrando la amplificacién del ADN.

Figura 54. Proceso de termociclado con el ciclo programado.
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El Tag anteriormente afiadido elimina la necesidad de afiadir nuevas cantidades de polimerasa

durante el proceso de termociclado.
El ciclo utilizado fue el desarrollado por Alvarado-Marchena et al. (2017) (Tabla 4).

Tabla 4. Ciclo utilizado en el termociclador basado en Alvarado-Marchena et al. (2017).

Temperatura Tiempo
94°C i
94°C 30"
60°C 30" »x35 ciclos
72°C 1
72°C 10'

Como se aprecia en la Tabla 4, el ciclo fue programado con tres temperaturas distintas. Los tres

procesos centrales se realizan a 35 ciclos de diferente duracién y temperatura.

Con este proceso se obtuvieron los productos PCR que posteriormente fueron visualizados bajo

luz ultravioleta en los siguientes procesos.

3.4.3.1.3 Electroforesis en gel

Seguido del termociclado y las reacciones de secuenciacion se llevd a cabo la técnica de
electroforesis en gel (Figura 55), con la que se consiguid separar los fragmentos de ADN dependiendo
de su tamafio y carga, a través de la aplicacidon de una corriente eléctrica en un gel que contiene los
productos anteriormente creados, y con ello conocer el nimero de fragmentos de ADN existentes en

cada muestra y su tamafio.

Para ello, en primer lugar, se realizd la preparacion del gel. En este caso se necesitaron dos
geles debido al nimero de muestras. El gel estaba compuesto por Agarosa D-1 (1 g por cada 100 ml de
buffer), 100 ml de buffer 0,5x TBE (Tris, borato y EDTA), el cual separa los acidos nucleicos, y 4 ul de

gelRed, tincidn que se une al ADN pudiendo asi observar la amplificacion mediante luz ultravioleta.

Primeramente, se vertieron 100 ml de TBE en un matraz, se afiadié un 1 g de Agarosa (Figura
55a) y seguidamente 4 pl de gelRed. Esta ultima sustancia aporté un color rojizo a la disolucién. A
continuacién se introdujo la disolucidn en un microondas el cual se mantuvo en funcionamiento hasta

que la disolucién empezd a hervir, proceso que toma menos de un minuto.
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En ese instante, se sacé la disolucion del microondas y se dejo enfriar. Se volvié a introducir en
el microondas unos segundos mas hasta que estuvo lista para ser vertida en contenedor donde mas

tarde se solidificaria. (Figura 55b).

Se vertid la disolucién en el contenedor. En caso de que se creara alguna burbuja, ésta fue
picada con una punta de pipeta. El contenedor estd compuesto por una bandeja transparente, una
bandeja mayor que contiene a ésta, y los peines. Se colocaron los peines sobre el gel y se dejé enfriar

durante un lapso de 30 minutos - 1 hora.

Tras el lapso de tiempo estipulado, el gel se endurecio (Figura 55c) por lo que se retiraron los
peines, los cuales crearon unas celdas en el gel donde posteriormente se depositaron las muestras,
formandose una malla por la que discurrieron las moléculas. Por lo tanto, se introdujeron las muestras
en las celdas del gel, previo aporte de 5 pl de colorante de carga, Bio-Rad Nucleic Acid Sample Buffer
5x (Figura 55d), en las muestras para asi dar una mayor densidad a la muestra para que éstas bajaran
hasta el fondo de la celda, ademds de aportar una coloracién a la muestras. Para ello, se retird la
bandeja transparente de metacrilato junto al gel y se colocé en la cubeta de electroforesis. Se introdujo
cada muestra en una celda del gel, con sumo cuidado, empleando una pipeta y una punta para cada
operacién (Figura 55e). De esta forma cada celda se tifié de un color azul. En la primera celda de cada
fila se afadié el “ladder” o marcador HyperLadder™ 50bp de la casa Bioline, como referencia para
conocer el tamafio de amplificaciéon de los pares de bases. También se afiadid el control positivo y

negativo.

Una vez introducidas todas las muestras en ambos geles, se conectd la maquina a la corriente
eléctrica, se colocé la tapa de seguridad y se puso en marcha un voltaje de 100 V (Figura 55f). El proceso
tomé, aproximadamente, unos 40 minutos en completarse. La mayoria de moléculas estan cargadas
eléctricamente, por lo que, al aplicar un campo eléctrico, se consiguid estimular y separarlas, de
manera que éstas fueron avanzando por la malla del gel creada (Figura 56). El avance fue progresivo

dependiendo del tamafio de cada molécula.
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Figura 55. Proceso de preparacion del gel y electroforesis.
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Al igual que en la dispensacidon de muestras junto a la “Master Mix” en la placa de muestras,
en la realizacidn de la electroforesis en gel el orden de afiadido de cada muestra fue el mismo, el cual

esta referenciado para saber a qué muestra corresponde cada celda o pozo.

3.4.3.1.4 Visualizacion en ChemiDoc
Con el proceso de electroforesis concluido, se realizé la lectura de los resultados. Para ello se
empleé el instrumento Bio-Rad ChemiDoc XRS (Figura 57), el cual visualiza y analiza los geles y toma

imagenes de los mismos mediante fluorescencia multiple y quimioluminiscencia.

Figura 57. Aparato utilizado para la visualizacién y toma de imagenes de los geles (ChemiDoc).

Previa desconexidn de la red eléctrica del aparato de electroforesis, se extrajo de la cubeta de
electroforesis el recipiente de metacrilato que contiene el gel y se introdujo en el ChemiDoc, dejando
que el gel resbalara hasta la bandeja de lectura, con cuidado. Se centré el gel en la bandeja del aparato

para que la lectura pudiera ser realizada correctamente.

Seguidamente se ejecutd la visualizacién desde el monitor, mediante el software de control del
aparato, en el que se selecciond la opcion de GelRed ya que es el compuesto con el que se trabajo.

Posteriormente se selecciond la opcién de gel Agarosa y una exposiciéon de imagen con bandas intensas.

Se ejecuto el posicionamiento de gel para ver si éste estaba correctamente posicionado. Una
vez correctamente posicionado, se realizd la lectura del nimero de pares de bases amplificado por

cada muestra.
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3.4.3.1 Phytophthora pinifolia y Phytophthora pluvialis

Tras realizar el andlisis con cebadores especificos del género Phytophthora se volvid a repetir
la PCR y electroforesis en las muestras que se diagnostico la presencia de Phytophthora mediante el
mismo procedimiento y condiciones de prueba pero utilizando los cebadores especificos Pfolil-F
(forward), Pfoli1-R (reverse), Yfolil-R y Yfolil-F desarrollados por Duran et al. (2009) para analizar la

presencia de P. pinifolia y P. pluvialis.

3.4.3.2 Dothistroma y Lecanosticta

Aparte de la identificacidn de especies de Phytophthora se llevé a cabo también un analisis de
identificacién y diagndstico de Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola en las 87 extracciones de ADN.
El proceso seguido es el mismo que para Phytophthora. Los detalles diferenciales se especifican a

continuacion.

En este caso, los cebadores especificos utilizados fueron LAtef-F (forward), LAtef-R (reverse),

DStub2-F, DStub2-R, DPtef-F y DPtef-R (Tabla 5).

Tabla 5. Cebadores especificos utilizados para cada patégeno.
Fuente: loos et al. (2010).

Cebadores Secuencia 5°- 3" Patégeno
LAtef-F, GCAAATTTTCGCCGTTTATC Dothistroma pini
LAtef-R, TGTGTTCCAAGAGTGCTTGC Dothistroma pini

DStub2-F CGAACATGGACTGAGCAAAAC  Dothistroma septosporum

DStub2-R GCACGGCTCTTTCAAATGAC Dothistroma septosporum
DPtef-F ATTTTTCGCTGCTCGTCACT Lecanosticta acicola
DPtef-R CAATGTGAGATGTTCGTCGTG Lecanosticta acicola

La PCR se basé en el protocolo elaborado por de Urbina et al. (2017) y se realizé bajo las
siguientes condiciones: tampdn de PCR (500 mM de KCl; 100 mM de Tris-HCl pH 8,8; 0,1% de
polisorbato 20; 15 mM de MgCl,), 200 uM de dNTP, 8 pmol de cada cebador especifico, 0,5 U de Taq
ADN polimerasa de la casa comercial Bioron, y una muestra de ADN de 10-20 ng en un volumen total

de 20 ul para todos los productos.

En cuanto a las condiciones del ciclo en el termociclado, fueron las siguientes:
desnaturalizacién de 10 minutos a 94 °C, 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 60 °C, 45

segundos, a 72 °Cy una ultima extensién a 72 °C durante 10 minutos.

Los productos de PCR obtenidos fueron preparados por electroforesis a 100 voltios durante 30
minutos en un gel de agarosa al 1,5%, en tampdn 1 x de Tris-acetato-EDTA (Tris 0,4 M, acetato sédico

0,05 My EDTA 0,01 M, pH 7,8) y visualizados bajo luz ultravioleta en el ChemiDoc.
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3.5 Observacidon con microscopia

Los portaobjetos de las trampas colocadas en campo fueron analizados con un microscopio de
fluorescencia (Figura 58), mientras que las aciculas de pino recolectadas fueron examinadas con

microscopio estereoscopico y microscopio de fluorescencia.
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Figura 58. Microscopio de fluorescencia utilizado para visualizar las esporas.

Mediante la observacion de los portaobjetos con microscopia de fluorescencia se pudieron
observar las esporas adheridas. Para ello se utilizé el colorante azul de lactofenol aplicdndolo sobre el
portaobjetos y cubriendo el mismo con un cubreobjetos, de forma que quedara el colorante dispersado
(Figura 59). Se realizaron barridos pudiendo encontrar esporas de los patégenos utilizando aumentos

de x40 y x100. Para realizar barridos con aumentos x100 se utilizd aceite de inmersion.
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Figura 59. Observacion de las lesiones aciculares mediante microscopio estereoscopico.

3.6 Identificacion de los patégenos

La identificacidon y diagndstico de los patégenos se llevo a cabo gracias a la utilizacion de
cebadores especificos basados en la regidn ITS, capaces de detectar 2 pg de ADN objetivo. Tras la
visualizacion de las amplificaciones bajo luz ultravioleta, la identificacién fue llevada a cabo a partir del

tamafio de los pares de bases amplificados.

Para Phytophthora spp., siguiendo el método de Drenth et al. (2006) para la deteccion e
identificacién de especies de este género, se considerd el rango de 752-832 pares de bases como el

adecuado (Figura 60).
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SIZE (bp) | ng/BAND
2
} 50 HyperLedder™ 500p (Bioline GmbH, Germany)
1400 20
1200 20
1000 100
800 | 30— Phytophthora spp.
700 30
600 30
500 30
400 30
300 100
200 40
100 40
50 40

Figura 60. Marcador de tamaiio de peso molecular para Phytophthora spp.
Fuente: Bioline GmbH (2020).

Para identificar P. pinifolia y P. pluvialis solo fue necesario que se produjera amplificacién, ya

que se utilizaron cebadores especificos de especie.

Para Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola, siguiendo el protocolo elaborado por de Urbina
et al. (2017), se considerd el rango de 200-300 pares de bases como el adecuado (Figura 61). De todos
modos, al utilizar cebadores especificos de especie, al igual que con P. pinifolia y P. pluvialis, el hecho

de que se produzca amplificacién ya confirma la presencia del patégeno.
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Figura 61. Marcador de tamafio de peso molecular para Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola.
Fuente: de Urbina et al. (2017).
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis inmunoldgico preliminar de deteccidn de género Phytophthora

A continuacidon se muestran los resultados del ensayo inmunoldgico preliminar de deteccidn
del género Phytophthora. Teniendo en cuenta la diferente disponibilidad de datos existente, se han
definido dos periodos: un periodo correspondiente a la primera parte del afo, de febrero de 2019 a
julio de 2019 (Tabla 6) y un segundo periodo de octubre de 2019 a febrero de 2020 (Tablas 7 y 8). En
dichas tablas (y en el resto que se muestran en el documento), el nimero 1 refleja un resultado de
deteccidn positiva en el analisis y el nUmero 0 un resultado negativo. En los resultados del primer
periodo Unicamente se han reflejado los datos de las estaciones marcadas como trampas fijas
(sefialadas con un asterisco (*) junto al nombre de la estacidn) y de las 4 estaciones restantes que han

tenido alguna deteccién positiva en dicho periodo.
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Tabla 6. Resultados obtenidos en el ensayo inmunolégico de deteccidn preliminar del género Phytophthora durante el periodo febrero 2019 - julio 2019.
Dentro de las estaciones que no son fijas, solo se muestran aquellas en las que ha habido deteccidn positiva en alguna fecha.

15/02/2019 | 04/03/2019 | 18/03/2019 | 29/03/2019 | 19/04/2019 | 06/05/2019 | 15/05/2019 | 03/06/2019 | 18/06/2019 | 01/07/2019 | 15/07/2019 | 16/07/2019 | 30/07/2019

Elorrio*
Pagatza*
Umbel*
Umbe2*
lezamal*
Lezama 2*
Albina*
Arangio*
Kruzeta
Areatza
Aulestia
Miloi deposito

o|lo|lo|lo|lo|o|lo|o
o|lo|r|lo|lo|lo|lo]|-
ol|lo|r|r|rr|lolo|o
olo|r||rr|lolo|o
olo|r|~|rr|lol~]|+
olo|lr|~|r|~r|lo|lo
o|lo|lo|lo|lo|lo|o|o
ol|lo|lo|lo|r|~|lo|o
olo|lr|r|rr|~r|lo|lo
ol|lo|r|lo|lr|~|lo|lo

ol |lo|lo|r|lOo|lr|lO|lO|O
1
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Tabla 7. Resultados obtenidos en el ensayo inmunolégico de deteccion preliminar del género Phytophthora en el periodo octubre 2019 - febrero 2020 (1/2).

15/10/2019 | 16/10/2019 | 18/10/2019 | 21/10/2019 | 31/10/2019 | 04/11/2019 | 15/11/2019 | 18/11/2019 | 19/11/2019 | 20/11/2019 | 20/12/2019 | 26/12/2019 | 08/01/2020 | 10/01/2020 | 13/01/2020 | 20/01/2020 | 23/01/2020 | 10/02/2020 | 11/02/2020

Elorrio*
Pagatza*
Umbel*
Umbe2*
lezamal*
Lezama 2*
Albina*
Arangio* - - 0
Parketxe - - 0
Barazar - 0 - - - - - - - - - - .
Zekutze 1 - - - - 1 - - - 1 - - 0 0 - - - 0 - 0
Zekutze 2 - - 1 - - - - 0 - - - - - - 0 - 0
0iz3
Ganbe Albiz
0iz2
Kortaun Oiz
Ipintza 0
Albizuri 1
Durakogain - - 0
Argoate 0
Landa - - 0
Marieta - - 0
Sta Engrazia 0
Kruzeta - - 0 - - - - - - 0 - - - - 0

- lo|lo

=l |lo|lo|-
- lo|lm|lo|lo|-
olo|m|-|lo]|—

olo|l— ||~ |lo|lo|—
olo| ||~ |lo|lo|—

olo|lo|o

ol |~ |—
—

olo|lo|lo|o|o|o
olo|lo|lo|e
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Tabla 8. Resultados obtenidos en el ensayo inmunoldgico de deteccién preliminar del género Phytophthora en el periodo octubre 2019 - febrero 2020 (2/2).

Fecha

14/10/2019 | 15/10/2019 | 16/10/2019 | 17/10/2019 | 18/10/2019 | 31/10/2019 | 15/11/2019 | 19/11/2019 | 26/12/2019 | 08/01/2020 | 09/01/2020 | 10/01/2020 | 13/01/2020 | 23/01/2020

Estacion Resultado

Onddi

Elgea

~|o|-

.
\
!

o
\
\
,
\
!
\

o
\
,

Zizurkil

Oiz1

'
'
[uny
'
'
'
'
'
'
'

Aginaga

Irisasi

'
'

O |~ |O|O |0
'
'
'

Ugaldetxo

ol |o|o
'
'
'
'
'
'
o | |O
'
'

Madariaga

Narea - - -

fa - - -

1
0 0

Miloi - - - 0 - - 0 - -
0 0

Miloi deposito - - -

Areatza 0 - - - - - - 0 -

Aulestia - - 0 - - - - R R

Ernani-aginieta 0 - - - - - - - R - 0 - R R

lurreta - - 0 - - - -

Zizurkil

Aguinaga

Uriona - -

Artea 1 - -

1

Kortaun - - 0 - - - -
0
1

Artea 2 - -

Amezaga - - - - 0 - - - - - - - 0 -

Ereio berri -

0 0 0
Argoate - 0 - - - - 0 - - - - 0 -

'
'
'
'
o
'
'
'
'

Amoroto - - - 0 -

Karrantza - - - - -

Mallabia - - - - -

Muxika - - - - -

(=N N L
o|o|o|o

'

'

'

'
o|o|o|o

Guefies - - - - -

Villaro - - 0 - -

'
'
o
'
'
'
'
'
'

Etumeta 0 - - - - - - 0 - - - 0 - -
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En la Tabla 9 se muestra la distribucion de las detecciones positivas del género
Phytophthora segun la temporada en la que se han obtenido (PR, primavera; VE, verano; OT,
otofo; IN, invierno). La temporada del afio en la que mas detecciones positivas en género
Phyophthora se reporté fue otofio con 21 (47,73%) casos, seguido del invierno y el verano con 9
(20,45%) cada una y finalmente la primavera con 5 (11,37%).

Tabla 9. Distribucion de las detecciones positivas obtenidas en el andlisis preliminar de deteccion del
género Phytophthora por estaciéon y temporada.
Los asteriscos (*) indican trampas fijas.

Estacion Provincia Temporada Resultado

Kruzeta Alava VE 1
Albizuri Guipuzcoa oT

Onddi Guipuzcoa oT 1
Zizurkil Guipuzcoa oT 1
Ugaldetxo Guipuzcoa oT 1
Irisasi Guipuzcoa OT-IN 1
Elorrio* Vizcaya PR-VE-OT-IN 1
Umbe 1* Vizcaya PR-VE-IN 1
Umbe 2* Vizcaya PR-VE-OT-IN 1
Lezama 1* Vizcaya PR-VE-OT-IN 1
Lezama 2* Vizcaya PR-VE-OT-IN 1
Zekutze 1 Vizcaya OT-IN 1
Zekutze 2 Vizcaya oT 1
Oiz1 Vizcaya oT 1
Oiz 2 Vizcaya oT 1
Oiz 3 Vizcaya oT 1
Ganbe Albiz Vizcaya OT-IN 1
Narea Vizcaya OT-IN 1
Uriona Vizcaya oT 1
Karrantza Vizcaya oT 1
Mallabia Vizcaya oT 1
Muxika Vizcaya oT 1
Areatza Vizcaya VE 1
Aulestia Vizcaya VE 1
Artea 2 Vizcaya oT 1
Miloi deposito Vizcaya VE 1

Como se puede apreciar existen 26 estaciones, de un total de 55, en las que en algun
momento durante los periodos de realizacién del ensayo ha habido detecciones positivas al

género Phytophthora. Nueve de estas 26 estaciones han obtenido detecciones positivas en mas
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de una temporada del afio. Las estaciones Elorrio, Umbe 2, Lezama 1 y Lezama 2, todas ellas
definidas como trampas fijas, han obtenido detecciones positivas en las cuatro temporadas del

ano.

De las 26 estaciones con deteccidn positiva en el analisis preliminar, 20 pertenecen a
Vizcaya (76,92%), 5 a Guiptizcoa (19,23%) y 1 a Alava (3,85%). De las 9 con mas de una deteccién
positiva, 8 pertenecen a Vizcaya (88,89%) y 1 a Guipuzcoa (11,11%) (Figura 62).

3 NAREA

LEZAMA 1Y 2 N
V]

by .. .GANBE-ALBIZ
T I

EKU'

Leyenda
Estaciones positivas

L. Laboratorio) .~

Figura 62. Localizacion de las 9 estaciones con mas de un positivo en el analisis preliminar de
deteccion de Phytophthora spp.

1m

Estas 9 estaciones (de las que se recogieron muestras de aciculas de los arboles), aln
cuando se sitlan en plantaciones con diferentes caracteristicas fisiograficas y con diferente
estados de desarrollo de las masas, presentan importantes niveles de defoliacién. Los casos mas
destacables (mds de 50% de defoliacidn media por estacidn) son los de Lezama 1, Lezama 2,
Irisasi, Narea, Umbe 1, Umbe 2 y Elorrio, cuyos datos por arbol se expresan en las Tablas 10y 11

y por estacion en la Tabla 12.

75



Identificacion temprana de especies de patégenos foliares en plantaciones de P. radiata en el Pais Vasco

Tabla 10. Datos por arbol de las estaciones con mayor defoliacién (1/2).

Estacion N2 de muestra Edad arbol (afios) | % Defoliacion Otros dafos
43 40 -
75 60 -
74 70 -
76 55
Lezama 1 73 5 60 -
Izg. 73 55 -
72 50 -
77 50 -
41 65 Thaumetopea pityocampa
78 50 -
11 70 -
10 40 Thaumetopoea pityocampa
15 40 -
13 55 -
14 65 -
Lezama 2 88 5 75 -
89 55 -
Encima trampa 90 -
11 bis 60 -
88 50 -
81 40 Thaumetopoea pityocampa
Irisasi 1 50 -
Irisasi 2 90 -
Irisasi 3 90 -
Irisasi 4 80 -
Irisasi Irisasi 5 22 70 -
Irisasi 6 75 -
Irisasi 7 80 -
Irisasi 8 90 -
Irisasi 9 50 -
Irisasi 10 60 -
Narea 1 60 -
Narea 2 90 -
Narea 3 70 -
Narea 4 80 -
Narea Narea 5 30 75 -
Narea 6 80 -
Narea 7 90 -
Narea 8 70 -
Narea 9 70 -
Narea 10 75 -
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Tabla 11. Datos por arbol de las estaciones con mayor defoliacion (2/2).

Umbe 187 60 -
Umbe 245 90 -
Umbe 217 55 -
Umbe 215 70 -
Umbe 347 15 40 Thaumetopoea pityocampa
Umbe 185 65 -
Umbe 217 bis 60 -
Umbe 308 80 -
Umbe 226 65 -
Umbe 309 70 -
Umbe 358 65 Thaumetopoea pityocampa
Umbe 186 60 -
Umbe 187 bis 60 -
Umbe 215 bis 15 40 -
Umbe 185 bis 70 -
Umbe 188 50 -
Umbe 218 70 Thaumetopoea pityocampa
Umbe 186 60 -
Elorrio 1 50 -
Elorrio 2 50 -
Elorrio 3 65 -
Elorrio 4 40 -
Elorrio Elorr.i05 4 60 - .
Elorrio 6 50 Thaumetopoea pityocampa
Elorrio 7 50 -
Elorrio 8 55 -
Elorrio 9 40 -
Elorrio 10 45 -

Tabla 12. Datos de edad de la masa y defoliacion media por estacion.

Lezama 1 5 55,5
Lezama 2 5 58,2
Irisasi 22 73,5
Narea 30 76
15 65
15 60
Elorrio 4 50,5

Son especialmente resefiables los casos de las masas adultas de Irisasi y Narea, con un
porcentaje de defoliacion medio de 73,5% y 76%, respectivamente. Por otra parte, pese a que

los patégenos defoliadores parecen ser los causantes de los dafios mas significativos, también
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es destacable la existencia de dafios por procesionaria (Thaumetopoea pityocampa) en las

estaciones de Lezama 1, Lezama 2, Umbe 1, Umbe 2 y Elorrio.

4.2 Resultados de pureza en las extracciones de ADN

78 de las 87 extracciones de ADN realizadas han alcanzado una pureza de aceptable a
buena en la relacién de absorbancia 260/280 segun las indicaciones de NanoDrop Technologies
(2007). Sin embargo, 5 muestras de las 87 han mostrado una relacion 260/230, mas baja de la
considerada como Optima. Este resultado sugiere que, por lo general, las muestras se
encontraban libres de contaminantes, por lo que eran aptas para su uso en aplicaciones

posteriores.

En las muestras en las que el patron espectral se ajusté al estandar, la curva adopta el
patrén espectral caracteristico del acido nucleico, comenzando con un ascenso entorno a los 230
nm de longitud de onda, donde son representadas las sales, hasta alcanzar un pico elevado
alrededor de los 260 nm de longitud de onda, lo cual indica la abundancia de acidos nucleicos.
La curva desciende en el punto donde se representan las proteinas (Figura 63a). Por el contrario,
en el patron espectral de las 5 extracciones de ADN con una relacién de absorbancia 260/230

inferior se puede apreciar una menor concentracién de acidos nucleicos (Figura 63b).
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Figura 63. Representacion del patréon espectral de las extracciones de ADN, a) con una buena
relacién de absorbancia 260/280; b) con una relacién de absorbancia 260/230 inferior a la ptima.
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4.3 |dentificacion de especies

4.3.1 Phytophthora spp.

De las 87 extracciones de ADN analizadas, Unicamente una (1,5%) obtuvo un resultado positivo
en Phytophthora spp. tras la realizacion de la PCR y electroforesis. Se trata de la muestra con el
codigo UMBE 217, correspondiente a la estaciéon Umbe 1 (provincia de Vizcaya). El producto
resultante de la amplificacién por PCR de la muestra con un tamano préximo a 800 pares de
bases (Figura 64) se encuentra dentro del rango descrito por Drenth et al. (2006) para la

deteccidn e identificacidon de especies del género Phytophthora.

Figura 64. Detalle del positivo en Phytophthora spp. (sefialado en color naranja) observado
en la lectura del gel.

Por otro lado, el control positivo de Phytophthora cinnamoni amplificd correctamente,

lo que indica que el proceso de analisis se llevé a cabo de forma correcta (Figura 65).
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Figura 65. Detalle del control positivo de Phytophthora cinnamoni (sefialado en color naranja)
observado en la lectura del gel.

Sin embargo, tras repetir la prueba PCR y la electroforesis con la muestra positiva en
género Phytophthora utilizando cebadores especificos Pfolilf-PfolilR, YfolilR-YfolilF para P.
pinifolia'y P. pluvialis no se observd ninguna amplificacién del fragmento de ADN especifico para
ninguna de ellas (Figura 66), por lo que se descarto la presencia de una especie defoliadora de

Phytophthora.

Mk Ph1 Ph2 La DS O

=R Es
e -

Figura 66. Productos de la amplificacion PCR para la muestra UMBE 217 con resultado positivo
(cuadro en color naranja) en Lecanosticta acicola (La) y Dothistroma septosporum (DS). Resultado
negativo en Phytophthora pinifolia (Ph1) y en Phytophthora pluvialis (Ph2).

Mk representa el marcador de peso molecular y 0 el control negativo.
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4.3.2 Dothistroma spp. y Lecanosticta acicola

De las 87 muestras analizadas, en 72 (82,56%) se diagnosticé la presencia de alguno de
estos dos patdgenos foliares. En 58 muestras se diagnostico la presencia de Lecanosticta acicola
(Figura 67), es decir, el 66,67% de las muestras totales. En 14 muestras se diagnostico la
presencia de Dothistroma septosporum (Figura 68), lo que supone el 16,09% de las muestras

totales.

Lecanosticta acicola

Figura 67. Detalle de lectura del gel con positivos en L. acicola.

Dothistroma septosporum

300 pb

100 pb

- -
LI .
-..'Mo‘“o | P

Figura 68. Detalle de lectura del gel con positivos en D. septosporum.

En 12 muestras se diagnosticd L. acicola junto a D. septosporum (13,79% de las muestras
totales). En 15 muestras no se diagnostico ningun patogeno (17,24% de las muestras totales). D.
pini no fue diagnosticada en ninguna muestra. En la Tabla 13 se expone resumidamente el

resultado del diagndstico obtenido para las 87 muestras testeadas.

Del total de muestras infectadas (72), el 80,56% fue infectado por L. acicola mientras que
el 19,44% fue infectado por D. septosporum. En el 18,18% de las muestras infectadas se

diagnosticé la presencia de ambos patdgenos.
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Tabla 13. Resultado diagnéstico de las 87 muestras analizadas.

Ausencia de patégeno 15
Lecanosticta acicola 58
Dothistroma septosporum 14
Dothistroma pini 0

L. acicola + D. septosporum 12

La presencia de L. acicola se confirmd en las 9 estaciones que resultaron positivas en el
anadlisis inmunoldgico preliminar de Phytophthora spp. Por otro lado, D. septosporum fue
confirmado en 7 de las 9 estaciones estudiadas (Tabla 14). Es decir, la relacidon de estaciones
positivas en D. septosporum y en L. acicola, es de 7/9, o lo que es lo equivalente 1/1,3.

Tabla 14. Balance de positivos y negativos de cada patdgeno detectado en las 9 estaciones con
mads de un positivo preliminar en Phytophthora.

Irisasi 1 1
Narea 1 1
Ganbe-albiz 0 1
Zekutze 1 0 1
Elorrio 1 1
Umbe 1 1 1
Umbe 2 1 1
Lezama 1 1 1
Lezama 2 1 1
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En definitiva, incluyendo la informacidn previa a este estudio suministrada por Neiker-
Tecnalia (22 estaciones positivas en Dothistroma septosporum y 60 estaciones positivas en
Lecanosticta acicola), la distribucién de los positivos por especies de patdgenos foliares en el

Pais Vasco es la que se expone en la Figura 69.

70
60
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40
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20 |
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0 N . | [ o o

Numero de resultados
positivos

D. L. acicola Género Género D. L. acicola | P. pinifolia | P. pluvialis
septosporum Phytopthora Phytophthora septosporum
Situacion inicial Muestreo con Métodos moleculares Métodos moleculares
trampas e
inmunostrip

Figura 69. Distribucion de los resultados positivos disponibles para los diferentes patégenos en cada etapa del
estudio.

4.4 Relacidon entre el nivel de defoliacidn, el nimero de especies identificadas y la edad de
la masa

Las 9 estaciones estudiadas alcanzaron elevados niveles de defoliacidn, existiendo una
aparente relacion positiva entre el porcentaje medio de defoliacidn y el nimero de especies de
hongos defoliadores detectados en cada una de ellas (Figura 70). Asi, se aprecia que las dos
estaciones donde se detectd Unicamente Lecanosticta acicola son las que poseen un porcentaje

mas bajo de defoliacidn.

B Dothistroma septosporum N [ecanosticta acicola =% defoliacion
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Figura 70. Relacion del porcentaje medio de defoliacién de cada estacién y nimero hongos
defoliadores diagnosticados en cada una de ellas.
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Los porcentajes medios de defoliacion detectados en cada estacidén se relacionaron
positivamente con la edad media de la masa, presentdandose los mayores porcentajes de

defoliacién cuanto mas adultos eran los arboles (Figura 71).
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Figura 71. Relacion entre la edad de la masa y el porcentaje de defoliacion media.

4.5 Optimizacion de la metodologia para la deteccion de patdgenos defoliadores de
aciculas de pino radiata y estudio de su epidemiologia, con especial hincapié en el estudio

de la presencia de Phytophthora spp.

Con la implementacion de la metodologia expuesta en el presente estudio (Figura 73) se
ha logrado la optimizacion de la metodologia habitualmente utilizada hasta el momento para la

deteccion de patogenos defoliadores en el Pais Vasco (Figura 72).
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Total de preparaciones:
A) 550 (Extracciones de ADN)
a) 550 + 550 (D, septosporum +
D, pini)
b} 550 (L. acicold 55
¢) 550 (P, pinifolia)

4550 P, pluvialis) ~suma_ ESTACIONES

3300 preparaciones

55 ESTACIONES
X 10 MUESTRAS

\l;nplmcﬁm DE TECNICAS MOLECULARES

A)
a) 550 550 EXTRACCIONES d) 550
preparaciones DEADN preparaciones
de Dothistroma e 9 de
pini ¥ 550 de Phytophthora
D. septosporum M N pluvialis
b) 550 c)
preparaciones
de
Lecanosticta
acicola

Figura 72. Esquema metodolégico para la deteccion de patégenos defoliadores sin la aplicacion
de la optimizacién expuesta en el presente estudio.
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Total de preparaciones:
A) 87 (Extracciones de ADN)
55 a) 87 (Género Phytophthora)
| ESTACIONES b) 87 + 87 (.D. septosporum + D. pini)

c) 87 (L. acicola)
a.l) 1 (P. pinifolia)
all) 1 (P. pluvialis)  syma

437 preparaciones

55
TRAMPAS DE

55 PRUEBAS
DE DETECCION

PRELIMINAR
DE PHYTOPHTHORA SPP.

(+ 10) MUESTRAS!
DEACICULAS

A
a 87 pre t::l)clones de
87 preparaciones de género Dorh Is‘:roma plnly 87 prepaclones de

Phytophthora Lecanosticta acicola

87 de D. septosporum

al) all)

1 preparacion de
Phytophthora pinifolia

Figura 73. Esquema metodoldgico para la deteccion de hongos defoliadores con la aplicacion de la
optimizacion expuesta en el presente estudio.

La implementacion de esta optimizacion ha supuesto la reduccién de las preparaciones
a realizar desde las 3300 que implicaria la metodologia habitual a las 437 llevadas a cabo en el

presente estudio, lo que supone un 755% de reduccion.
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4.6 Cuerpos y estructuras observadas

Durante el analisis morfoldgico de las estructuras fungicas obtenidas de las aciculas
sintomaticas se observaron cuerpos fructiferos de los dos patégenos detectados, ademas de
conidios de L. acicola en diferente estado de desarrollo (Figura 74). Sin embargo, no se

encontraron esporas de D. septosporum.

Figura 74. Conidios de L. acicola observadas en diferente estado de desarrollo.

Por otro lado, fue observado un cuerpo con una estructura similar a un oogonio, con un
didmetro de 20,65 um (Figura 75), ligeramente mas pequefa que las referencias dadas por

Reeser et al. (2015) para Phytophthora pluvialis.
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Figura 75. Estructura similar a un oogonio observada en una de las muestras de aciculas.
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5. DISCUSION

Ante la hipdtesis planteada por investigaciones llevadas a cabo en Chile y Nueva Zelanda
sobre la implicacién de nuevas especies de Phytophthora con caracter defoliador en la actual
crisis fitosanitaria del pino radiata en el Pais Vasco, se considerd necesario el desarrollo y la
implementacion de una metodologia para corroborar dicha hipdtesis de manera directa, rapida

y eficaz, economizando los costes operativos.

Mediante el presente estudio se ha logrado la optimizacién de la metodologia que
permite la deteccidon y el diagndstico de patdgenos foliares en masas de pino radiata,
economizando significativamente los recursos materiales y humanos necesarios. El ahorro viene
dado, fundamentalmente, por la reduccién del nimero de muestras a analizar mediante técnicas
moleculares, y por lo tanto el nimero de preparaciones, respecto a la metodologia

habitualmente utilizada. La reduccién conseguida en este estudio se cuantificd en un 755%.

La aplicacidn de técnicas moleculares supone una elevada inversion, ya que requiere de
unas instalaciones especializadas que se encuentren equipadas con un nimero elevado de
aparatos tecnoldgicos muy costosos, ademas del material que se utiliza, que también es costoso
y en gran parte fungible. Ademas, precisa de mucho tiempo, debido principalmente a la cantidad
de pasos que se deben seguir hasta conseguir el diagndstico de una muestra. Con el afiadido de
la delicadeza con la que se debe de operar y la absoluta precaucién que se debe de extremar

durante la ejecucién de los diferentes procesos.

La experiencia expuesta en este trabajo de desarrollo y puesta a punto de una
metodologia optimizada puede considerarse como exitosa. Los beneficios logrados con Ia
implementacién de la metodologia de deteccidn preliminar de Phytophthora mediante el ensayo
inmunologico InmunoStrip compensan plenamente los gastos derivados de la adquisicién y
aplicacién del ensayo, puesto que se trata de un material relativamente econdmico, tanto el kit,

como las plantas trampa de esporas, asi como el resto del material empleado.

Se conocen pocas experiencias similares en las que se haya utilizado este ensayo
inmunolégico para la deteccidén de patdgenos foliares en P. radiata pese a que autores como
Miller et al. (1994), Fang y Ramasamy (2015) y Soto et al. (2017) ya habian descrito la utilizacion
de tiras reactivas para la deteccidn directa de Phytophthora spp. como una herramienta rapida
y de gran ayuda, siendo el caso mas relevante la llevada a cabo por McDougal (2018) en Nueva

Zelanda.

En las detecciones preliminares realizadas se detectaron un total de 26 estaciones

positivas en el género Phytophthora. No obstante, este resultado se redujo a 9 teniendo en
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cuenta las estaciones con positivos en mas de una temporada del afio. Esta alternativa de
deteccidn evita los falsos positivos, aspecto muy relevante ya que Phytophthora es un género
muy dificil de identificar con certeza (Waterhouse et al., 1963; Cooke et al., 2000; Martin et al.,
2000; Duncan y Cooke, 2002) al estar integrado por especies con comportamientos muy
diferentes dependiendo de la estacién o temporada del afio (Erwin y Ribeiro, 1996; Tjosvold et
al., 2007). Asimismo, este hecho refuerza la importancia de recolectar muestras de aciculas en

diferentes estaciones del afio.

Las estaciones definidas como trampas fijas fueron las que mayor numero de
detecciones positivas en Phytophthora spp. obtuvieron, siendo 4 de las 8 trampas fijas las que
reportaron positivos en las cuatro estaciones del aio. Estas trampas fijas, junto a las 5 estaciones
con resultado positivo en al menos dos estaciones del afio, se corresponden con algunas de las
zonas con mayores defoliaciones registradas, por lo que la hipdtesis inicial de la participacion de

Phytophthora spp. como causante de los dafios parecia inicialmente reforzada.

Sin embargo, con la aplicacion de técnicas moleculares se confirmd la ausencia de
especies del género Phytophthora con caracter defoliador, por lo que dicha hipétesis hubo de

ser finalmente rechazada.

Se descarta la posibilidad de que Phytophthora no haya sido detectada debido al tipo de
trampa empleado, ya que se ha demostrado que con la utilizacidn de hojas de Rhododendron
spp. es posible detectar un gran nimero de especies del patégeno (Erwin y Ribeiro, 1996;
Ferguson y Jeffers, 1999; Themann et al., 2002; Ivors et al., 2004; Gevens et al. 2007; Hong et al.,
2010; Tooley y Carras, 2011; Huai et al., 2013; Reeser et al., 2015; Soto et al., 2017).

De la misma forma, la aplicacion de técnicas moleculares también excluye la posibilidad
de que la estructura con forma de oogonio encontrada pueda pertenecer a Phytophthora
pluvialis, al descartar aquéllas la existencia del patdgeno. Esta estructura podria corresponderse
con un oogonio perteneciente a otra especie de Phytophthora o de Phytium. La identificacion
inequivoca del género y la especie es imposible de realizar visualmente debido a la estrecha
similitud existente entre ambos géneros, y entre las propias especies de cada género, debido a
la variabilidad infraespecifica, a la superposicion interespecifica de los aspectos morfolégicos

visualizados y a las numerosas especies nuevas identificadas en los ultimos afios (Ho, 2018).

Algunas de las estructuras observadas que si pertenecen a los patégenos identificados
son las conidias de L. acicola en diferente estado de desarrollo. Las esporas de L. acicola pueden
diferenciarse de las Dothistroma spp. por su morfologia (Schneider et al., 2019). No obstante,

siempre es recomendable la confirmacion del resultado mediante la aplicacién de métodos
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moleculares. Por su parte, D. septosporum y D. pini no pueden ser diferenciados por la
morfologia de sus esporas y su diagndstico requiere de la aplicacion de técnicas moleculares.
Para declarar una acicula como infectada mediante microscopia es suficiente con encontrar un
cuerpo fructifero con una conididspora caracteristica separada (Bradshaw et al., 2009; Schneider

etal., 2019).

El presente trabajo también resaltd que resulta esencial el apoyo reciproco entre la
microscopia y las técnicas moleculares en la identificacién de los agentes patégenos. Mediante
la utilizacidn de microscopia pueden observarse estructuras que ayudan a describir con mayor
claridad el patdégeno reportado. Sin embargo, la microscopia no permite la deteccién de
sintomas tempranos antes de que se formen conididsporas, las cuales generalmente disminuyen
tras la temporada primaveral (Sinclair y Lyon, 2005). Asimismo, el estudio de la morfologia del
patdgeno precisa de experiencia previa del investigador en aspectos morfolédgicos (Soto et al.,

2017).

La utilizacién de PCR resulta fundamental, ya que gran parte de las aciculas afectadas no
presentan esporas, no pudiendo confirmarse, por tanto, la presencia de los patégenos mediante
microscopia. Por consiguiente, la aplicacidon de técnicas moleculares, al permitir detectar tanto
el tejido fungico esporulado como el no esporulado, es menos dependiente de la temporada de
esporulacion fungica, la cual es alcanzada entre mayo y septiembre en el Hemisferio Norte
(Woods et al., 2016; Schneider et al., 2019). Asimismo, con la aplicacién de métodos moleculares
los resultados son mas precisos, y puede abarcarse un mayor nimero de muestras en un menor

tiempo.

En la extraccion de ADN de las muestras para la aplicacion de técnicas moleculares, a la
hora de medir su pureza, se detectd que la relacién de absorbancia 260/230 de 5 muestras era
mas baja que la que se considera dOptima. Esto puede ser debido a la transferencia de
carbohidratos, lo que frecuentemente es un problema para la realizacién de extracciones de ADN
en material vegetal ya que muchos tejidos vegetales poseen compuestos con caracteristicas
quimicas-fisicas similares al ADN, de forma que pueden ser extraidos colectivamente junto al

ADN (Wilfinger et al., 1997).

Algunos carbohidratos pueden impedir la reaccién PCR (Tecson-Mendoza et al., 2005;
GE Healthcare Bio-Sciences, 2009; Thermo Fisher Scientific Inc., 2012). Sin embargo, esto no
ocurrioé en el presente trabajo, y la reaccidn PCR y la electroforesis pudieron realizarse sin

complicaciones. Otros autores como Ramos-Gémez et al. (2014) obtuvieron una relacion
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260/230, significativamente inferior al dptimo, en extracciones de ADN de productos vegetales

y no obstante la PCR pudo realizarse sin mayor problema.

En la primera prueba PCR realizada utilizando cebadores especificos del género
Phytophthora hubo una muestra con resultado positivo. Tras la repeticién de la prueba con
cebadores especificos de P. pluvialis y P. pinifolia, ambas especies fueron descartadas como
posible patdgenos asociado con las defoliaciones de aciculas. Estos cebadores especificos tienen
la capacidad de detectar el ADN de los patégenos de interés en muestras extremadamente
escasas de hasta 2,5pg pl (Durén et al., 2009) por lo que se descarta la posibilidad de que los

patdgenos no fueran detectados debido a la escasez de muestra.

Tampoco es posible que la prueba fuese defectuosa, puesto que el control positivo de
Phytophthora cinnamoni se manifestdé de una forma muy intensa, lo que indica que el proceso

se ejecuto correctamente.

Se descarta también la opcidn de que dicho resultado sea un positivo en una especie de
otro género similar como Pythium, puesto que se utilizaron cebadores especificos (Drenth et al.,
2006). La implementacion de este aspecto en la metodologia resulta de gran importancia, ya que
metodologias alternativas como la desarrollada por Cooke y Smith (2000) utilizan cebadores
genéricos de secuenciacion ITS, los cuales pueden amplificar un largo nimero de organismos,

incluyendo oomicetos y especies del género Phytium.

Por ultimo, el nivel de infecciéon de la acicula infectada por el patégeno del género
Phytophthora detectado por PCR fue muy bajo, ya que mostré un producto de amplificacién en
gel muy tenue, por lo que definitivamente el caso puntual encontrado parece resultar

anecdodtico.

Los cebadores especificos utilizados en las 87 muestras para la deteccidn de Lecanosticta
acicola y Dothistroma spp. permitieron la deteccidon y el diagnéstico de L. acicola y D.
septosporum en 58 y 14 muestras, respectivamente, lo que significa que el 80,56% de las
muestras infectadas lo estaban por L. acicola mientras que el 19,44% restante lo estaba por D.
septosporum. Resultados similares fueron obtenidos por de Urbina et al. (2017) en su estudio
sobre la presencia de las bandas (“banda marrén” y “banda roja”) en el Pais Vasco, donde obtuvo
qgue mas del 80% de las muestras estaban infectadas por L. acicola. Sin embargo, de Urbina et al.
(2017) si diagnosticaron la presencia de D. pini, aunque en menos de un 1% de los casos y

analizando un numero mas elevado de muestras y de un mayor numero de plantaciones.

Estos resultados de abundancia relativa de Dothistroma septosporum obtenidos a escala

autondmica no concuerdan con los obtenidos a escalas mds amplias. A nivel mundial D.
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septosporum es el patdgeno de aciculas mas relevante, habiéndose detectado en 44 paises de
todos los continentes, frente a los en 13 paises de D. pini (en Europa y Norteamérica) (Drenkhan
et al., 2016). Por su parte, L. acicola ha sido detectado en al menos 17 paises de América
(Thiimen, 1878; Gibson, 1980; Evans, 1984; Stanosz, 1990; Sinclair y Lyon, 2005), Europa
(Martinez, 1942; Ivanova y Bernadovicova, 2010; Jurc et al., 2010; Pusz et al., 2014; Novak-
Agbaba y Halambek, 2015; Janousek et al., 2016) y en China (Huang et al., 1995).

A modo comparativo, en un estudio de deteccion de D. septosporum, D. piniy L. acicola
en Suiza (Schneider et al., 2019), donde también se analizaron 87 muestras, 19 (51%) fueron
positivas en D. septosporum, 2 (5%) en D. pini y 17 (49%) en L. acicola. Es decir,
comparativamente: (i) el nimero de muestras infectadas por D. septosporum fue ligeramente
superior a las infectadas por L. acicola; (ii) el nUmero de muestras no infectadas fue de 49, frente
a las 15 reportadas en este estudio; (iii) no se detectd ninguna doble infeccidn por Dothistroma
spp. vy L. acicola, mientras que en el presente estudio se detectaron 12; y (iv) se detectaron 2

casos por D. pini, frente a ninguno en el presente estudio.

Por otro lado, pese a que L. acicola fue el patégeno mas abundante (presente en el
66,67% de las muestras analizadas) el ratio de positivos en D. septosporum/L. acicola obtenido
para las 9 estaciones en las que se han aplicado técnicas moleculares fue de de solo 1/1,3. Sin
embargo, este valor no parece extrapolable al conjunto de las masas del Pais Vasco debido al
pequefio numero de estaciones comparadas. Asi, segun los datos facilitados por Neiker-
Tecnalia, la proporcion de estaciones infectadas por L. acicola puede llegar a ser mas del doble

que las infectadas por D. septosporum (lturritxa, 2020).

Existen 7 estaciones donde se diagnostico la presencia de tanto de L. acicola como de D.
septosporum, lo que podria explicar el elevado nivel de defoliacién existente en las mismas.
Asimismo, tras la confirmacién de la presencia de los dos tipos de apareamiento de ambos
patogenos en las mismas plantaciones (de Urbina et al., 2017) podria hipotetizarse la presencia
de cruces sexuales, lo que daria lugar a una mayor diversidad genética que conllevaria un

aumento de su capacidad de propagacion y de la severidad de sus dafios.

El porcentaje medio de defoliacién de cada estacion fue proporcional a la edad media
de la masa, de forma que los drboles mas adultos fueron los mds dafiados. Sin embargo, este
resultado podria estar muy condicionado por el pequeiio nimero de estaciones estudiadas y por
el rango de edades considerado. De acuerdo con los resultados proporcionados por de Urbina
et al. (2017) analizando 94 plantaciones de mas de 30 afios, 94 de entre 20-30 afos, 65 de entre

15y 20 afios, y 58 de menos de 15, el 81 % de las plantaciones en las que se detectd la presencia
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de los patégenos tenian menos de 25 afios, y los sintomas fueron mas severos en la parte inferior

y media de la copa en los drboles de menos de 25 afios.

Por lo que respecta a la influencia de los tratamientos selvicolas, las dos estaciones
adultas con los niveles mas altos de defoliacién habian recibido en los ultimos afios un
tratamiento selvicola de poda a 5 metros de altura. Segun Gibson et al. (1964) existen indicios
de que la poda puede incrementar el nivel de ataque y acelerar el inicio de la mortalidad en
rodales afectados. Sin embargo, otros autores como Scott (1973), Hood y Ramsden (1996),
Bulman et al. (2013) y de Urbina et al. (2017) obtuvieron que la realizacién de podas no aportd
ningun resultado positivo significativo en el nivel de ataque. Finalmente, Gadgil (1984), Mullet
et al. (2016) y Bulman et al. (2008) encontraron que pese a que las podas no eliminaron los

patogenos si redujeron el indculo y el nivel de ataque.

En cuanto a las perspectivas futuras derivadas del cambio climatico, que en el Pais Vasco
previsiblemente implicard temperaturas mas calidas, cambios en la precipitacién, mayor
frecuencia de sequias e intensificacion de los maximos de temperatura diarios (Moncho, 2009),
puede propiciar cambios en los patrones de perturbacion de las enfermedades forestales, de
forma que los patdégenos podrian volverse mas activos, ademas de facilitar el establecimiento y

la propagacion de especies exéticas (Dale et al., 2001).

Bajo este escenario, el actual modelo forestal vasco de gestidn intensiva de plantaciones
de Pinus radiata puede estar en serio peligro. Parece necesario, por tanto, afrontar esta
problemdtica mediante la toma de decisiones técnicas, ya sea adoptando estrategias de control
de los patdgenos, realizacidn de practicas culturales, la mejora genética a través de la seleccion
de genotipos resistentes a estas enfermedades o el fomento del conocimiento y la investigacion
de los patdgenos foliares. Posiblemente la primera opcidn sea la que mas dudas suscite, dada la
animadversién existente en contra de la aplicacién de fungicidas cuprosos, aunque hayan
demostrado su eficacia y su bajo impacto ambiental durante décadas en paises como Nueva
Zelanda (Dyck, 2018). En cuanto a la investigacién de los patdgenos foliares, si bien no se han
detectado especies defoliadoras del género Phytophthora en este trabajo, parece necesario
continuar con los estudios sobre el comportamiento y la epidemiologia de D. septosporum vy L.

acicola.

Alternativamente, sdélo restaria la opcion de la desaparicion del modelo de gestion
intensiva de pino radiata existente actualmente y la creaciéon de un nuevo modelo basado en

otras especies forestales, nativas o exdticas, que puedan adaptarse favorablemente a las
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condiciones climaticas y ecoldgicas locales, sustituyendo el lugar que el pino radiata ha ocupado

hasta ahora.
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6. CONCLUSIONES

A la vista de los resultados obtenidos en este trabajo, se desprenden las siguientes
conclusiones:

Se ha desarrollado e implementado una metodologia de deteccién e identificacién
temprana de los posibles patdgenos foliares que satisface las necesidades de rapidez, eficaciay
eficiencia que son requeridas por la actual crisis fitosanitaria del pino radiata en el Pais Vasco.
Ello posibilitard realizar diagndsticos sin necesidad de una amplia experiencia en el
reconocimiento morfoldgico de los patdgenos. La implementacién de esta metodologia supuso
una reduccion del 755% en el nimero de preparaciones a realizar con respecto a la metodologia
habitualmente utilizada.

La implementacion de esta metodologia ha permitido abordar la hipétesis surgida de
diferentes estudios llevados a cabo en Chile y Nueva Zelanda referida a la posible implicacion de
especies de Phytophthora con caracter defoliador en el sustancial aumento en la severidad de
las defoliaciones que sufre el pino radiata en el Pais Vasco en los Ultimos afos.

El anadlisis mediante métodos moleculares (PCR y electroforesis) de muestras con
positivos en ensayos inmunoldgicos preliminares de deteccion de patégenos del género
Phytophthora descartd definitivamente que especies de este género estén asociadas a las
defoliaciones en el Pais Vasco. Sin embargo, si se ha corroborado la amplia presencia de
Lecanosticta acicola y Dothistroma septosporum en las plantaciones de la regién. Es probable
que el repentino incremento en la virulencia de las enfermedades causadas por estos dos hongos
se deba a un aumento de su variabilidad genética y a los efectos ambientales derivados del
cambio climatico.

La mayor parte de las muestras infectadas recogidas lo estaban por L. acicola. Asimismo,
el ratio de estaciones positivas en D. septosporum y en L. acicola, es de 7/9. Estos resultados
concuerdan con estudios previos realizados en el Pais Vasco, donde L. acicola fue también la
especie mas abundante, pero no concuerdan con la importancia de ambas especies a nivel
mundial.

El porcentaje medio de defoliacion de cada estacion aumentdé cuando fueron dos las
especies de hongos presentes, lo que podria indicar la existencia de efectos sinérgicos entre
ambas. Por otra parte, el porcentaje de defoliacion fue proporcional a la edad media de la masa,
de forma que los arboles mas adultos fueron los mas dafiados. Sin embargo, este resultado
podria estar muy condicionado por el pequeiio nimero de estaciones estudiadas y por el rango

de edades considerado.
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Se ha verificado la importancia de compatibilizar el uso de métodos de analisis
morfoldgico, inmunoldgico y los métodos moleculares para obtener unos resultados mas fiables,
especialmente en los casos donde se trata de identificar una especie no diagnosticada en la zona

hasta el momento.
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