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Resumen

La deteccidn por primera vez en Europa, en concreto en Portugal, de Bursaphelenchus xylophi-
lus (Steiner et Buhrer) Nickle en el afio 1999 desencadeno en los pafses miembros de la Union
Europea la obligacion de la realizacion de muestreos periddicos, con el objetivo de determinar la
posible presencia de este nematodo y su transmisor Monochamus galloprovincialis Olivier. En la
Comunidad Autonoma Gallega, debido a su proximidad y a las importaciones madereras que reali-
za con Portugal, este estudio ha sido més exhaustivo y se han analizado 3.725 muestras de madera,
desde 1999 hasta 2007, recogidas en masas de coniferas, sanas y decaidas, aserraderos e industrias
de la madera. Para determinar la presencia del transmisor se han instalado trampas de ventana o de
embudo en las cuatro provincias gallegas desde el afo 2001. No ha sido identificado
Bursaphelenchus xylophilus pero si otras especies de este género: B. mucronatus Mamiya et Enda,
B. sexdentati Ruihm, B. eggersi Ruhm y B. hylobianum (Korenchenko) Hunt. Monochamus gallopro-
vincialis ha sido capturado solo en las provincias de Ourense y Pontevedra y en niimero muy esca-
so. En este trabajo se describen las caracteristicas morfoldgicas y morfométricas de estos nematodos
y la distribucion de los mismos y su vector en nuestra Comunidad.
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INTRODUCCION

El nematodo de la madera del pino
Bursaphelenchus xylophilus (Steiner et Buhrer)
Nickle, es el causante de la enfermedad conoci-
da com@inmente como “Pine Wilt Disease”.

Este nematodo es originario de América del
Norte (Canada, USA, México) pero donde ha
causado importantes danos ha sido en Japdn,
Corea, Taiwan y China.

Su transmision de un arbol a otro se realiza
principalmente mediante insectos del género
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Monochamus (Coleoptera: Cerambycidae). A
grandes distancias es el hombre, con las activi-
dades relacionadas con los movimientos de
madera que lleva a cabo y que pueden ser sus-
ceptibles de llevar el nematodo, el transmisor,
aunque en estas situaciones también los xilofa-
gos puedan actuar como vectores.
Bursaphelenchus xylophilus y sus insectos
vectores son organismos de cuarentena en la
Unidon Europea segin contempla la Directiva
2000/29/CEE relativa a las medidas de proteccion
contra la introduccion en los Estados miembros de
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organismos nocivos para los vegetales o produc-
tos vegetales y contra su propagacion en el inte-
rior de la Comunidad. En 1la EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization)
estan incluidos en la lista A1 de los organismos no
presentes en los paises de la zona EPPO. Los ries-
gos de su introduccion en Europa fueron analiza-
dos detalladamente por EVANS et al. (1996)

En 1999 Bursaphelenchus xylophilus fue encon-
trado en Setibal (Portugal) siendo esta la primera
deteccion en un pais europeo (MOTA et al. 1999).

Por este motivo, en nuestra Comunidad, y
debido a una serie de factores favorables que faci-
litarfan la entrada de este nematodo (proximidad
geogréfica, importaciones de madera, condicio-
nes climaticas, es via de comunicacion a terceros
paises, etc. se han desarrollado muestreos anuales
en masas forestales, aserraderos e industrias de la
madera y en el entorno de los puertos de inspec-
cion fitosanitaria en especies del género Pinus
desde el primer afio de su deteccion hasta el pre-
sente afio, con el objeto de detectar la posible pre-
sencia de este nematodo y su vector.

Los resultados mas significativos de estos
muestreos son que Bursaphelenchus xylophilus no
ha sido detectado hasta la fecha en nuestra Comuni-
dad, pero sf su vector principal Monochamus gallo-
provincialis y otras especies del género Bursaphe-
lenchus como son B. eggersi, B. mucronatus, B. sex-
dentati (ABELLEIRA et al., 2002, 2003) y B. hylobia-
num. La morfologia y distribucion en nuestra comu-
nidad de estas especies son la base de este trabajo.

MATERIAL Y METODOS

En el afio 1999 se realizd un muestreo en las
masas de Pinus spp. recogidas en el inventario
forestal en cada una de las provincias de la
Comunidad Gallega.

En el ano 2000, la Decision de la Comisidon
2000/58/EC, obliga a los estados miembros a
realizar muestreos oficiales para detectar la
posible presencia de B. xylophilus. Por ello a
partir de ese afio las prospecciones que se han
realizado en nuestra Comunidad siguen las
directrices de la UE (ANoONIMO, 2000).

Las muestras fueron recogidas en bolsas de
plastico, marcadas y remitidas al Laboratorio de
la Estacion Fitopatoloxica do Areeiro. Antes de
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proceder a la extraccion fueron incubadas
durante dos semanas a 25°C.

Para la extraccion de los nematodos se
siguié el método del embudo de Baermann: se
sumergen pequeiios trozos de madera o serrin en
agua durante 48 horas; pasadas éstas se recoge
la muestra y se observa a la lupa.

El estudio morfometrico y morfologico de los
nematodos se hizo sobre preparaciones en lacto-
fenol de Amman con un microscopio optico.

Siguiendo el protocolo de la UE, para la deter-
minacion de las especies de Bursaphelenchus
cuyas caracteristicas morfologicas son similares a
B. xylophilus es necesario realizar analisis mole-
culares, por lo que se ha empleado la técnica de
PCR-RLFP descrita en ABELLEIRA et al. (2003).

El protocolo adoptado para la captura de insec-
tos potencialmente vectores de Bursaphelenchus
xylophilus ha consistido en la instalacion de tram-
pas de diferente tipo segin la campana en masas de
Pinus pinaster (monoespecificas o en mezcla con
otras especies): trampas de ventana con trozas de
pino recién cortadas como atrayente en 2001 y
2002; trampas de embudo modificadas con ipsenol
y trementina en 2003; y trampas multifunnel de 12
embudos y silueta negra cebadas con ipsenol, ips-
dienol y cis-verbenol, mas una combinacion de
alfa-pineno con trementina y etanol absoluto, en
los ahos siguientes. Desde el primer afio, las tram-
pas se colocaron entre los meses de mayo y junio
segin la campafia y se mantuvieron en el monte
hasta los Gltimos dfas del mes de septiembre. En
todos los casos se instalaron en las provincias de
Pontevedra y Ourense (minimo de cinco trampas
por provincia) por tener temperaturas estivales
mas elevadas y ser limitrofes con Portugal, por lo
que a priori son mas sensibles a la introduccion del
nematodo; ademas, desde 2003 también se coloca-
ron en A Corufia y Lugo, siempre en zonas donde
los veranos pueden ser mas calidos. La revision de
las trampas se llevd a cabo quincenalmente, sien-
do llevados los insectos recogidos al laboratorio,
donde se procedid a la identificacion de los cole-
oOpteros potencialmente vectores.

RESULTADOS

Durante estos nueve afios de muestreos en la
Comunidad Auténoma Gallega se han analizado
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3.725 muestras, entre virutas y serrin, de las cuales
el 66,5% corresponde a masas forestales de conife-
ras, el 32,4% a aserraderos e industrias de la made-
ray el restante 1,1% a masas asociadas a PIFs.

Se han encontrado cuatro especies del género
Bursaphelenchus Fuchs, 1937: B. eggersi, B. hylo-
bianum, B. mucronatus, y B. sexdentati, (en la Tabla
1 se detallan los datos de los puntos de muestreo).

Descripcion de las especies de
Bursaphelenchus Fuchs>

El género Bursaphelenchus tiene unas carac-
teristicas morfologicas generales que los defi-
nen: entre 0.4-1.5 mm de longitud, la region
labial es elevada y generalmente diferenciada
por una constriccion, su estilete estd bien des-
arrollado y mide 10-26 micras. En la cuticula el
niimero de campos laterales varia segiin la espe-
cie. Las glandulas esofagicas se solapan con el
intestino en su parte ventral. En las hembras la
posicion de la vulva varia entre un 70-80% de la
longitud del cuerpo, con saco uterino postvulvar;
la vulva puede presentar membrana vulvar o
labios salientes. Su region caudal es subcilindri-
ca, conoide o atenuada, con terminacion redonda
o aguda. En los machos la region caudal es coni-
ca con una bursa terminal pequeha de forma y
tamaio variable, variando también el nimero de
pares de papilas que por lo general tiene dos pos-
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tanales y un par preanal. Lo mas caracteristico de
los machos es su espicula, que tiene forma de
espina de rosal, con cucullus o sin él.

Actualmente estan descritas unas 75 especies
del genero Bursaphelenchus, reunidas en varios
grupos de especies seglin coincidan sus caracteres
morfoldgicos y taxondmicos, y existen varias cla-
sificaciones realizadas por diferentes autores
(BrRAASCH, 2004; RysSs et al., 2005).

Segiin la clasificacion realizada por Ryss et
al. (2005) que se basa en la estructura de las
espiculas, este género se divide en seis grupos,
de los cuales las especies encontradas en Galicia
pertenecen a dos de ellos: B. mucronatus al
grupo- xylophilus y las restantes (B. eggersi, B.
sexdentati y B. hylobianun) al grupo- piniperdae

La identificacion de las especies que pertene-
cen al grupo—xylophilus podemos considerarla la
mas critica debido a que a él pertenece B. xylophi-
lus, y a que B. mucronatus morfoldgicamente es
practicamente igual a B. xylophilus con la excep-
cion de que las hembras de B. mucronatus tienen
en la cola un micron. El resto de las especies de los
otros grupos, se diferencian bien de este grupo.

Las medidas de estas especies que se han
detectado en Galicia se reflejan en la tabla 2.
BursaphelnchusmucronatusM amiyaet Enda 1979

Se caracteriza por tener cuatro incisuras late-
rales. Los machos tienen las espiculas robustas

Bursaphelenchus spp Punto de Especie Localidad | Provincia | * Origen
identificados muestreo botanica
Masa decaida | Pinus pinaster Tomifio Pontevedra
Masa decaida | Pinus pinaster Fisterra A Coruha
Masa decaida | Pinus pinaster Vedra A Coruna
Bursaphelanchus eggersi Masa decaida| Pinus radiata Curtis A Coruna
Aserradero | Pinus pinaster Carballo A Coruha Galicia
Aserradero | Pinus pinaster | Mondofiedo Lugo Galicia
Aserradero | Pinus pinaster | Villamarin Ourense Galicia
Aserradero | Pinus sylvestris Rabade Lugo Ucrania
Bursaphelenchus Aserradero | Pinus sylvestris Porrifo Pontevedra Francia
mucronatus Aserradero Pinus sp. Cargamo Ourense | Desconocido
Aserradero Pinus sp. Tomiho Pontevedra | Desconocido
Bursaphelenchus sexdentati | Masa decaida Pinus sp. Cortegada Ourense
Bursaphelenchus
hylobianum Masa decaida | Pinus pinaster | As Neves | Pontevedra

Tabla 1. Datos de los puntos de muestreo sobre los que se han detectado las especies de Bursaphelenchus en la
Comunidad Autonoma Gallega. *Procedencia de la madera en las muestras de aserradero
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con cucullus, y poseen tres pares de papilas cau-
dal, un par precloacal y dos pares posteriores a
la cloaca. En las hembras, el labio anterior de la
vulva es alargado y solapa claramente la apertu-
ra vulvar. Su cola es redondeada y con mucron.

Dada su proximidad morfologica con B.
xylophilus se han realizado los analisis molecu-
lares. Los valores obtenidos de la amplificacion
de la region de ITS corresponden a los estable-
cidos en el protocolo de la EU.
Bursaphelenchus eggersi Rihm, 1956 (J.B.
Goodey, 1960)
Sinénimo: Aphelenchoides (Bursaphelenchus)
eggersi Ruhm, 1956

Posee tres incisuras en los campos laterales;
los machos poseen un par de papilas precloacales
otro par posterior a la cloaca en la mitad de la cola
y otro par donde empieza la bursa. Las hembras
tienen la cola alargada y curvada ventralmente.
Bursaphelenchus hylobianum (K orenckenko,
1980) Hunt, 1993
Sinonimo: Parasitaphelenchus hylobianum
Korentchenko, 1980
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Tienen dos lineas laterales. Los machos pose-
en una papila precloacal, un par posterior a la clo-
aca y otro anterior a la bursa. Sus espiculas tienen
un condylos y cucullus grande. En las hembras la
region caudal se estrecha gradualmente.
Bursaphelenchus sexdentati Rihm, 1960
Sinonimo: Aphelenchoides (Bursaphelenchus)
sexdentati Ruhm, 1960
Busaphelenchus bakeri Ruhm, 1964

Poseen cuatro incisuras en los campos latera-
les; los machos tienen tres pares de papilas cauda-
les, una precloacal y dos posteriores. La bursa es
grande. Las espiculas no tienen cucullus. Las hem-
bras tienen la region caudal que se va estrechando
gradualmente y el labio superior de la vulva sobre-
sale ligeramente con respecto al inferior.

En cuanto a los insectos potencialmente
transmisores de B. xylophilus, las capturas regis-
tradas entre los afios 2001 y 2006 (Tabla 3) indi-
can que Monochamus galloprovincialis no es
abundante en nuestra fauna, aunque si esta pre-
sente. En 2007, ain sin estar retiradas del monte
las trampas instaladas ni analizadas la totalidad

B. mucronatus B. sexdentati B. eggers B. hylobianum*
Medidas Machos  Hembras Machos Hembras  Machos  Hembras Machos Hembras
n 10 10 3 10 12 8 20 13
(L)Y mm 600+98,5 620+ 110 840+0,13 1004 £0,14 627 +£83,9 655+69,2 582+59  641+71
(530-860) (510-830) (720-970) (780-1300) (548-850) (565-783) (507-747) (549-844)
a 432+26 42+41 40,6+3,7 350455 3656 332+49 35+8,1 37433
(39,2-48,2) (34,9-45,9) (36,8-44,2) (26,8-45,7)  (25-45) (25-41)  (37-42) (34-44)
b 98+1,6 95+1,7 11,5+1,8 129+19 83=x1,1 8704 69408 7,5+09
8,7-14,1) (7,8-12,8) (9,4-12,8) (10,3-16,6) (6,9-10,8)  (8-9,2) (5,8-9,1) (6,7-10,1)
c 222+27 249+34 2212 282+44 14716 14513 17£2,6 14+2
(17,6-27,8) (20,5-32,4) (19,8-23,3) (22,6-354) (12-18) (12,8-16,4) (10-21) (9-16)
¢’ 22+042 34+099 23+02 27x05 32+05 3,603 26403 4,7+08
1,2-2,7)  (2,0-5,1) (2,1-2,5) (1,6-34) (2,3-4,1) (3,2-3,9) (2,10-3,60)(3,90-6,57)
\Y% - 65,9 + 83,6 - 755 £ 1,1 - 68 +0,6 72+1,6
(71-195,6) (74-77) - (67,5-69,3) (67-73)
L.cola 274+48 249+4 378+34 373+£54 424+53 453+29 347 48+11
((19-37)  (18-31,4) (35,6-41,7) (27,9-44)  (35-53) (41-49)  (28-54)  (40-78)
Estilete 13,8+1,5 138+1,1 16,7+29 163+1,5 13,8+0,9 13,609 14+l,1 16+2,9
(wm) (10,5-15,7) (12,8-16,3) (14,3-19,9) (14,8-19,7) (12-16) (12-15) 12-16 (12-22)
Espicula 24 +28 24+28 176+1,5 - 192+22 - 20+1,15
(um)  (20,4-30,8) 20,4-30,8 (15,9-18,7) (15,3-22) - (18-22)

Tabla 2. Medidas de las especies de Bursaphelenchus segiin los indices De Man.* Las medidas de esta especie corres-

ponden a las citadas por ARIAS et al., 2004
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CAPTURAS
2001 2002 2003 2004 2005 2006
Spondylis buprestoides 22 150 35 76 181 150
Acanthocinus hispanicus 0 0 0 0 4 0
Arhopalus ferus 0 37 6 4 2 37
Rhagium bifasciatum 0 0 0 2 0 0
Monochamus galloprovincialis 1 0 1 0 0 0

Tabla 3.Capturas en trampas de cerambicidos potencialmente vectores de Bursaphelenchus xylophilus

de las capturas, se confirma la misma tendencia,
aunque si es cierto que hasta el momento se han
identificado tres ejemplares de la especie, reco-
gidos en las provincias de Pontevedra y
Ourense, al igual que en las campanas anteriores
de muestreo. En cualquiera de los ahos, es la
especie Spondylis buprestoides la mayoritaria-
mente capturada de entre las potencialmente
vectoras de Bursaphelenchus xylophilus aunque,
como ya se ha referido, no se detectd en ninglin
ejemplar la presencia del nematodo.

CONCLUSIONES

La presencia del genero Bursaphelenchus en
nuestra Comunidad no es muy abundante ya que
de las 3.725 sdlo se han detectado en 13 ocasio-
nes. La especie mas extendida es B. eggersi,
siendo esta cita la primera referencia en P.
radiata de la Peninsula Ibérica (ABELLEIRA et
al., 2003). B. mucronatus sblo ha sido detectado
en aserraderos y con los datos que disponemos
posiblemente de madera importada; de B. sex-
dentati s6lo ha habido una deteccion a pesar de
ser la especie mas extendida en los paises medi-
terraneos, y por ultimo de B. hylobianum esta es
la primera cita en nuestra comunidad y sobre
Pinus pinaster en Espana.

Respecto a Monochamus galloprovincialis,
este aparece esporadicamente en las provincias
mas calidas, aunque su presencia obliga a conti-
nuar los programas de deteccion.
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