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Gremmeniella abietina es un hongo patégeno que produce danos severos en bosques de
coniferas en el hemisferio norte. En Espafia, se aislé en 2001 de pies sintomaticos de pino carrasco.
En ese ano, se evaluaron 37 masas en los alrededores de la zona de deteccion para conocer la
distribucion del patégeno. Se encontraron cuerpos de fructificaciéon en 5 parcelas aunque 25 de ellas
presentaron sintomas tipicos de infeccién. En 2012, las mismas masas fueron revisadas y ademas de
la inspeccién visual, se tomaron muestras para conocer en laboratorio si G. abietina era el hongo
responsable de estos danos. Por Ultimo, para comprobar si el uso de indices de vegetacion podria ser
una buena estimacion del estado fitosanitario en nuestras masas, se calculé el indices de vegetacion
normalizado (NDVI) de imagenes del Landsat 7 ETM+ y se compard con los datos de campo. Los
resultados mostraron que 11 anos después de su deteccion habia cuerpos de fructificacion en 3 de
las 37 parcelas muestreadas, mientras que los resultados de laboratorio mostraron presencia de ADN
de G. abietina en 10 parcelas. La mayoria de las masas mostraron sintomas de decaimiento,
sugiriendo otros posibles factores, o la combinacion de varios, como responsables de estos sintomas.
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1. Introduccion

El patégeno G. abietina es un hongo ascomicete (anamorfo Brunchorstia pinea (P. Karst) v
Hohn) que es el responsable de la destruccién de muchas plantaciones y bosques naturales de

Gremmeniella abietina (GREMAB)

Figural. De izquierda a derecha y de arriba a abajo: puntisecado, distribucion mundial de
Gremmeniella abietina, cuerpos de fructificacion asexual (picnidios), esporas sexuales
(conidios) y el patégeno en cultivo puro.
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Figura 2. Distribucién de las parcelas de muestreo

coniferas por todo el Hemisferio Norte, como el norte y centro de Europa, Norteamérica y Japén
(Figura 1) (DORWORTH, 1979; KAITERA AND JALKANEN, 1992). El patdégeno ataca principalmente a
arboles del género Abies, Larix, Picea y Pinus. El hongo produce la muerte de brotes, chancros y dano
en la corteza que pueden conducir a la muerte de los arboles, aunque la extension del dafio depende
de la variedad (raza y biotipo), el hospedaste y las condiciones ambientales (BUTIN, 1995). En
Espana, el hongo fue detectado por primera vez en 1929 en masas de Pinus pinaster en el norte del
pais (MARTINEZ, 1933). Sin embargo, el estado asexual del hongo fue aislado en 1999 en masas de
P. halepensis produciendo sintomas de distorsién de brotes terminales, defoliacion y la muerte de
algunos arboles (Figura 1) (SANTAMARIA ET AL., 2003).

El pino carrasco es una especie naturalmente presente en todos los paises de la costa
mediterrdnea con un area de ocupacién estimada en 3 millones de ha. Su distribuciéon es
fundamentalmente costera, aunque en Marruecos y Espana también crece en el interior (RUIZ DE LA
TORRE, 1979). Los bosques de pino carrasco pueden crecer desde el nivel del mar hasta los 2000 m
por encima del nivel del mar aunque encuentran su 6ptimo alrededor de los 800 m. Esta especie se
ha descrito como termofila, xeréfila y calcicola aunque tolerar condiciones muy desfavorables,
substratos acidos y amplias variaciones térmicas. Sin embargo, su caracteristica mas distintiva es su
tolerancia a la sequia y al calor (GIL ET AL., 1996).

Un indice de vegetacion puede ser definido como un parametro calculado a partir de los valores
de la reflectancia a distintas longitudes de onda, y es particularmente sensible a la cubierta vegetal,
(GILABERT ET AL. 1997). Una cubierta vegetal en buen estado de salud, tiene una firma espectral que
se caracteriza por el contraste entre la banda del rojo (entre 0,6 y 0,7 ym.), la cual es absorbida en
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gran parte por las hojas, y el infrarrojo cercano (entre 0,7 y 1,1 um.), que es reflectada en su mayoria.
Esta cualidad de la vegetacion permite la realizacion de su valoracién cualitativa.

2. Objetivos

El principal objetivo del trabajo fue estudiar la distribucion actual del hongo G. abietina en
masas de repoblacién de pino carrasco de Palencia y Valladolid, evaluar los sintomas asociados a su
infeccidn y caracterizar las masas evaluadas. Ademas se emplearon imagenes satelitales para
comprobar si eran un buen indicador del estado de las masas.

3. Metodologia

El area de estudio fueron 35 masas de repoblacién de pino carrasco y pino pinonero en las
provincias de Palencia y Valladolid (Figura 2). Estas plantaciones se realizaron a mediados de los anos
60 con el objetivo de prevenir la erosion. Las masas fueron evaluadas en el afio 2001 y revisadas de
nuevo en agosto de 2012, y eran masas puras o mezcladas con otras especies de coniferas o
frondosas (Quercus ilex). Dentro de las masas, se establecieron parcelas circulares de 15 m de radio
de forma aleatoria en zonas que presentaron sintomas. Una vez establecido el centro, todos los
arboles con diametro normal superior a 7cm fueron medidos y evaluados. Los siguientes parametros
fueron evaluados para todos los arboles: especie, diametro normal (cm), altura (m), defoliacion (%),
puntisecado (si/no), acidulas en bandera (si/no), exudaciones en las yemas (si/no), distorsién de
rabillos terminales (si/no), chancros (si/no), presencia de picnidios de G. abietina (si/no). Ademas se
anotaron varias caracteristicas de las masas: Coordenadas UTM, altitud, especie dominante,
orientacién, tipo de suelo y pendiente. También se realizaron unos transectos rectangulares de 20m
de largo y 15 de ancho, en los que se evaluaron los arboles del perimetro. Estos datos se analizaron a
través de un modelo logistico en el programa estadistico R, para ver la probabilidad de encontrar G.
abietina en funcion de las caracteristicas de la masa.

Para comprobar si G. abietina era el hongo responsable de los sintomas observados en campo,
cuatro arboles con sintomas de decaimiento (i.e. defoliados o con distorsién de ramillos terminales sin
aciculas) fueron muestreados en cada masa. Las muestras fueron recogidas de la parte mas alta de
la copa con la ayuda de una pértiga (4m como maximo). Los arboles muestreados pertenecian al
estrato dominante o codominante, eran arboles adultos con didametro normal superior a 20 cm y
alturas en torno a 15 m. Todas las muestras fueron inspeccionadas en blsqueda de cuerpos de
fructificacion de G. abietina. Posteriormente, se cogié un trozo de 10 cm de la ramilla, conteniendo la
zona de transicion entre la parte verde y la necrosada. Las muestras se liofilizaron durante 24h y se
molieron a polvo fino con bolas de tungsteno. El ADN se extrajo directamente del material vegetal,
siguiendo el protocolo descrito por Hamelin et al 2000 ligeramente modificado. Para realizar las
amplificaciones, se usaron diluciones 1:100 y 1:1000 en lugar de ADN. La PCR se realiz6 siguiendo
las recomendaciones del proveedor de la polimerasa Phusion HF Taqg (Thermofisher). Se realizd una
PCR anidada con primers especificos para G. abietina para amplificar la regién 18S (840pb) del ADN
ribosémico. Las condiciones de la amplificacion fueron las descritas por Zeng et al. (2005) con los
primers especificos para G. abietina: NSGrem 3 (5-AACCTTGAACTTGGTTGGTT-3’), NSGrem 4 (5'-
TGGTGGAGTGTTGCCACT-3’) en la primera ronda, seguido de una segunda ronda de PCR con los
primers NSGrem 5 (5-CACTGATCCGACCGGGT-3’) y NSGrem 6 (5-CCTTTCGGACAAGGAAGG-3’). Los
productos de la PCR (5 pl) fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1,2% en 1x TAE
buffer. Los geles fueron tenidos con GelRed y visualizados con luz UV.

¢
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Las imagenes de satélite Landsat 7 ETM+ (resolucion espacial de 30x30m) de las zonas de
estudio pertenecientes a Agosto de 2012, se descargaron del Global Visualization Viewer (GloVis) del
Servicio Geolégico de los Estados Unidos (USGS). Las imagenes se procesaron con el programa QGIS
v. 2.8. Con las bandas 3y 4, que pertenecen al rojo y al infrarrojo préximo respectivamente, se calcul6
el Indice de Vegetacion Diferencial Normalizado (NDVI) mediante la siguiente expresién:

NDVI= ((IRC-R))/(IRC+R), ddénde: IRC es la reflexion en el infrarrojo cercano y R es la reflexion en
el rojo.

4. Resultados

Los principales sintomas encontrados en las parcelas fueron puntisecado, distorsion de
ramillos terminales y defoliacion (Figura 3). Las parcelas presentaron variabilidad en densidad y area
basimétrica (Tabla 1). La mayoria de las parcelas mostraron sintomas asociados con la infeccién del
patdégeno, sin embargo durante el muestreo de 2012, sélo se encontraron 3 parcelas con presencia
de picnidios (cuerpos de fructificacion asexual) de G. abietina, en comparacion con las 5 parcelas de
2001. No obstante, la amplificacion de ADN con los primers especificos del hongo, mostré presencia
de G. abietina en 10 de las parcelas.

Figura 3. De izquierda a derecha y de arriba a abajo: Sintomas encontrados en las parcelas de campo: defoliacion y
distorsion de ramillos, picnidios, muestras y necrosis.
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Tabla 1. Caracteristicas de las parcelas de estudio.
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Se realizd un modelo logistico para estudiar la probabilidad de encontrar G. abietina en
funcion de varios parametros de la masa (defoliacion, altura media, diametro medio, area
basimétrica, densidad, orientacién y pendiente). Ninguno de los factores fueron significativos excepto
la pendiente del terreno.

Ademas, se generaron las imagenes satelitales para el NDVI (Figura 4) para las masas de
estudio y se observd que los indices de vegetacion presentaron una buena correlacion con la
defoliacion pero no con la presencia de G. abietina.

Figura 4. Banda 3 (Rojo) y Banda 4 (infrarrojo proximo) de una imagen satelital que incluye una de las masas de estudio
(parcela 00-VAL) y y el NDVI en falso color generado por QSIG.

5. Discusion

El pino carrasco durante la segunda mitad del siglo XX y gracias a su gran adaptabilidad, se ha
usado para repoblaciones mas alla de su distribucién natural, especialmente en zonas aridas para
prevenir la erosién del suelo, por razones socioecondémicas y en algunos casos para produccion
forestal (RUIZ DE LA TORRE, 1979; MAESTRE AND CORTINA, 2004). Los resultados de nuestro estudio
mostraron que la mayoria de las masas presentaron sintomas como defoliacién, puntisecado o
distorsion de ramillos terminales. Ya que se trata de una especie termofila especialmente sensible a
las heladas (GIL ET AL. 1996), es probable que estos sintomas sean el resultado de un estrés abidtico
unido a que esta situacion le hace mas vulnerable a la infeccion por patdégenos, algunos de ellos
oportunistas, entre los que se encuentra G. abietina (WITZELL & KARLMAN, 2000).

El decaimiento generalizado que ha sufrido el pino carrasco en Espana, fue puesto de
manifiesto en 1998 por la Direccién General de la Conservacion de la Naturaleza (DGCN) (SPCAN
1998). El estudio de SANTAMARIA ET AL. (2007) describié varias especies flngicas, entre ellas G.
abietina, como responsables del decaimiento de masas de pino carrasco en zonas de Castilla y Leon,
mientras que BOTELLA ET AL (2010) concluyd que la combinacion de factores abibticos, que
predisponen a la masa, junto con la presencia de varias especies de hongos patégenos, podrian
explicar la situacion actual del pino carrasco en la peninsula ibérica.

Nuestros resultados sugieren que el NDVI esta correlacionado con la defoliacién de las masas.
Esto puede ser debido a que este indice es un buen estimador de la fraccion de la radiacion
fotosintéticamente activa interceptada por la vegetacion; estd directamente relacionado con la
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capacidad fotosintética y, por tanto, con la absorcion de energia por la cobertura arbérea (SELLERS,
1985).

6. Conclusiones

La principal conclusién del estudio fueron que la mayoria de las masas mostraron sintomas de
decaimiento, sugiriendo la combinacion de varios factores como responsables de estos sintomas.
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