2022|27.1|
Lleida | faio.jier

8° CON“GRESO FORESTAL ESPANOL

Cataluha
Catalunya

La Ciencia forestal y su contribucion a
los Objetivos de Desarrollo Sostenible

8CFE - 445

Edita: Sociedad Espanola de Ciencias Forestales

Cataluna | Catalunya - 27 junio | juny - 1 julio | juliol 2022
ISBN 978-84-941695-6-4

© Sociedad Espanola de Ciencias Forestales

Organiza



1/17

Resistencia al nematodo del pino. La investigacion produce conocimiento y ... resultados reales
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Resumen

La enfermedad del marchitamiento del pino, causada por Bursaphenchus xylophilus, puede causar
graves danos en los pinares espanoles durante los préoximos anos. Desde 2013, el Centro de
Investigacion Forestal de Lourizan ha desarrollado una linea dentro de sus programas de mejora
genética de Pinus pinaster y Pinus radiata para la seleccion de individuos resistentes a esta
enfermedad. Por ser organismo de cuarentena, los multiples ensayos de inoculacion realizados se
han efectuado en invernadero en condiciones controladas. En estos estudios se evalud la
susceptibilidad de distintas especies, asi como procedencias y familias de pino maritimo e insigne. En
todos los casos se ha encontrado variacion genética, lo que muestra que la mejora genética es una
herramienta viable para controlar esta enfermedad. También se evaluaron distintas cepas de
nematodo para estudiar la posible variacion genética entre cepas en virulencia en ambas especies de
pino. Recientemente, también se estan realizando ensayos de evaluacion no destructivos. Todo esto,
ademas de generar conocimiento sobre la enfermedad, ha dado lugar a la catalogacion, en 2020, de
seis progenitores de familia de P. pinaster, los cuales presentan mayor tolerancia a este nematodo.
Actualmente, la Xunta de Galicia esta realizando plantaciones con este material en la zona
demarcada.

Palabras clave
Pino maritimo, pino insigne, nematodo de la madera del pino, susceptibilidad, mejora genética.

1. Evolucién e impacto de la enfermedad del marchitamiento del pino en el mundo

El nematodo de la madera del pino (NMP), Bursaphelenchus xylophilus, es el organismo que
causa la enfermedad del marchitamiento del pino (EMP). En su lugar de origen, Norteamérica, la
practica totalidad de las especies nativas son resistentes a la enfermedad. Por el contrario, en los
lugares donde este organismo ha sido introducido, esta enfermedad esta ocasionando graves danos
econdémicos y ecoldgicos, produciendo, en muchas ocasiones, la muerte de los arboles. Desde
comienzos del S. XX este nematodo ha infectado a pinares de, al menos, 19 especies de pino en el
sureste asiatico (Japén, 1905; China, 1982; Taiwan, 1985 y Corea del Sur, 1988). En particular, en
China el area media anual afectada por la enfermedad sobrepasa los 1,3 millones de hectareas, con
una mortalidad total de mas de 600 millones de pinos (LI and ZHANG, 2021); en Taiwan hasta 2011
habian muerto mas de 500 millones de arboles (CANG-SANG, 2011) y en Corea del Sur el nimero de
pinos eliminados por la enfermedad en 30 anos (1989-2019) fue, aproximadamente, de 13 millones
(HAN et al.,, 2021). De todo ello, se deduce que los danos econdmicos consecuencia de la
enfermedad estan siendo muy elevados en todos estos paises. En concreto, en la década de los 80
en Japon las pérdidas llegaron a ascender a 1 millén de m3 anuales (HOSHI, 2016).

La enfermedad del marchitamiento del pino se detecté por primera vez en Europa en 1999,
concretamente en la peninsula de Setlbal, Portugal (MOTA et al., 1999). Actualmente, todo el pais
vecino estd declarado zona demarcada. En Espana el primer foco aparecié6 en 2008 y, desde
entonces, se han detectado positivos en Extremadura, Castilla y Ledn y Galicia, habiendo en la

6D

FORESTAL


mailto:raquel.diaz.vazquez@xunta.gal

2/17

actualidad 3 zonas demarcadas en Espana (As Neves -Pontevedra-, Lagunilla -Salamanca- y Valverde
del Fresno -Caceres, Figura 1). En Europa, la especie mas afectada ha sido Pinus pinaster, si bien
también se han detectado positivos en P. radiata y P. nigra.

[ 1 Zona demarcadsa Galicia
& Foroos erradicados
[ ] Focos activos

P  Zons afectads Portugal

Zona tampan Porugal

[ | Pinus pinaster

Figura 1. Distribucion de la expansion de Bursaphelenchus xylophilus en la peninsula ibérica.

Desde la declaracién de Portugal como zona demarcada, en un periodo de 6 anos se talaron en
este pais mas de 7 millones de arboles sintomaticos (BONIFACIO, 2016) con el fin de contener la
enfermedad y evitar su expansion al resto de Europa. El impacto potencial de la enfermedad en
Espana puede ser elevado, pudiendo alcanzarse pérdidas econémicas muy considerables. DE LA
FUENTE and BECK (2018) destacan el gran impacto que ya ha tenido la enfermedad en las zonas de
la Red Natura portuguesas de coniferas donde hasta 2016 habia afectado a un 49% de las mismas.

La evolucion de la enfermedad ha sido similar en todos los paises afectados hasta la fecha. A
pesar de las medidas llevadas a cabo para evitar su expansion, esto no ha sido posible, debido tanto
al dificil control del vector, cerambicidos del género Monochamus, como al movimiento de madera
realizado por el hombre. Esto (ltimo, ha justificado la aparicién repentina de focos a grandes
distancias. Por este motivo, debe potenciarse la investigacion para seguir buscando alternativas de
control para esta enfermedad.

2. Meétodos de control de la enfermedad. La mejora genética como herramienta a medio-largo plazo
El saneamiento de los pinares es el pilar fundamental de los planes de contingencia actuales
frente a la enfermedad del marchitamiento del pino. Ademas, el control de su insecto vector es, en

estos momentos, la estrategia mas eficaz a corto o medio plazo. De hecho, desde hace ya unos anos
se dispone de un cebo con alta capacidad de atraccién que, empleado junto a una trampa eficiente
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para la captura de insectos vivos, ha permitido un sistema de trampeo muy eficaz (PAJARES, 2020;
Figura 2A). Esto permite tanto reducir la poblacion del insecto vector como detectar la presencia de
nematodos en el mismo. Sin embargo, conviene seguir avanzando en el desarrollo de cebos que
atraigan a vectores inmaduros, ya que los existentes actualmente solo atraen a los insectos maduros
sexualmente. Esto supone un problema importante en el caso de que sean portadores de nematodos,
ya que se ha demostrado que su transmision a arboles sanos se produce principalmente durante la
alimentacion de maduracién. Otra medida de control sobre el vector que ha mostrado resultados
esperanzadores, todavia en estudio, es la estrategia de autodiseminacion de hongos
entomopatdégenos (como Beauveria bassiana y B. pseudobassiana) mediante el método «atrae e
infecta» (Figura 2B). Esta estrategia parece reducir considerablemente la poblaciéon del vector a
escala forestal (SACRISTAN et al., 2017). Si bien no existen actualmente medidas efectivas
disponibles a escala forestal dirigidas directamente al control del nematodo (PAJARES, 2020), se
estan estudiando algunas, como las inyecciones nematicidas para la proteccion de individuos de gran
valor, y el empleo de hongos nematicidas como Esteya vermicola (Figura 2C), habiéndose obtenido
buenos resultados hasta la fecha (ZHEN et al., 2017).

Figura 2. Métodos de control de la enfermedad del marchitamiento del pino. A) Trampas empleadas para el trampeo masivo
(crosstrap y multiembudo); B) Experimento de autodiseminacion en campo (foto: Juan Pajares); C) Posible hongo
nematoéfago, Esteya vermicola.
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Todas las medidas descritas anteriormente estan sirviendo para ralentizar la expansion de la
enfermedad, pero no estan consiguiendo erradicarla o limitarla GUnicamente a las zonas actualmente
afectadas. En el caso de otras plagas o enfermedades, en ocasiones la medida mas efectiva a largo
plazo para luchar contra ellas ha sido el empleo de genotipos resistentes en nuevas plantaciones.
Este es el motivo por el cual algunos programas de mejora desarrollan lineas de mejora genética
frente a aquellas enfermedades que no se consiguen controlar lo suficiente mediante el empleo de
otros métodos como los mencionados previamente.

Los programas de pino mas avanzados han desarrollado con éxito lineas de mejora en la lucha
contra plagas y enfermedades de gran impacto ecolégico y/o econémico. Este es el caso de Pinus
taeda resistente a Cronartium quercuum f. sp. fusiforme en USA o Pinus radiata resistente a
Dothistroma pini en Nueva Zelanda. Como fruto de estas lineas de mejora, se desarrollaron genotipos
resistentes gracias a los cuales se redujeron considerablemente dichos impactos. En Japon ya se han
seleccionado varios cientos de pinos de varias especies resistentes a la enfermedad del
marchitamiento del pino (Figura 3A). La cepa de nematodo B. xylophilus empleada en la seleccion de
dicho material fue escogida previamente como una de las mas agresivas en un estudio de virulencia
en el que se compararon distintas cepas, dado que se detecté que existia variabilidad genética entre
ellas. Hoy en dia hay instalados en Japén varias decenas de huertos semilleros de 12 y 22 generacion.
Fruto de este trabajo, en 2016 se plantaron en Japdén mas de 1 millon de plantulas de P. thunbergii 'y
P. densiflora procedentes de estos huertos semilleros (Matsunaga, comunicacion personal).

Figura 3. Ensayos de inoculacion en distintas especie en Pinus thunbergii y P. densiflora dentro del programa de mejora
genética de estas especies en Japon(A) y en distintas especies del género Pinus (B) y de distintas coniferas (C) en el
invernadero del Centro de Investigacion Forestal de Lourizan (CIF Lourizan).
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Previo al primer positivo de la enfermedad en Galicia en 2010, el Centro de Investigacion
Forestal de Lourizan consider6 crucial iniciar una linea de mejora genética frente al nematodo dentro
del programa de mejora genética de las especies pino maritimo y pino insigne. Para ello, a comienzos
de 2011 dicho centro organiz6 y celebré una reunion internacional sobre la enfermedad, el
«Nematode Day». Ademas, se acometieron las obras necesarias para poder realizar ensayos de
inoculacion artificial en los invernaderos de dicho centro y se solicitdé financiacion publica en una
convocatoria nacional para iniciar dicha linea de mejora. Tras la concesion de la ayuda para la
ejecucion de los objetivos propuestos en el proyecto de investigacion, los ensayos de inoculacion en
condiciones controladas de invernadero se iniciaron en 2013.

3. Programa de mejora genética de Pinus pinaster y Pinus radiata del CIF Lourizan
3.1 Programa de mejora genética de P. pinaster

En 1953 y 1954 el Centro de Investigacion Forestal de Lourizan (CIF Lourizan) estableci6 los
primeros ensayos de procedencias de P. pinaster. En ellos se estudid el comportamiento de 24
procedencias de todo el rango de distribucién de la especie. Los resultados obtenidos a los 9-10 anos
mostraron que la procedencia local, la de Pontevedra, destacaba por su crecimiento, rectitud y menor
ramosidad (MOLINA-RODRIGUEZ, 1965). Ante estos resultados y la creciente demanda de semilla de
esta especie por el sector forestal gallego, CIF Lourizan inicié en los anos 80 un programa de mejora
genética de pino maritimo. Dicho programa se planted como un programa de mejora clasico por
seleccion recurrente. La seleccion de los arboles se llevd a cabo en la region costera (region de
procedencia 1a Noroeste-Costera). El objetivo de este programa era incrementar la produccién de
madera con el fin de dar apoyo y fomentar al sector forestal gallego. Inicialmente se preseleccionaron
180 arboles superiores, de los cuales finalmente fueron seleccionados 116. Estos se eligieron en
base a su mayor crecimiento y rectitud y por su menor espesor de corteza.

En 1991 se establecid el primer huerto semillero (H.S. Sergude), siguiendo un disefo de
bloques completos al azar con 10 bloques, 116 clones y 1 arbol por unidad experimental. En 1998 se
establecié el segundo huerto (H.S. Monfero) con el mismo diseno que el anterior (Figura 4). Ambos
fueron incluidos en el Catalogo Nacional de Materiales de Base (CNMB) en 2001 y 2007,
respectivamente. Paralelamente, con semilla recogida de los arboles superiores inicialmente y del
H.S. Sergude cuando este entré en produccion, CIF Lourizan establecié 19 ensayos de progenies
entre 1995 y 2005. Estos ensayos se ubicaron por toda Galicia con el fin de evaluar el
comportamiento (supervivencia, crecimiento, forma, resistencia a enfermedades, ..) de sus
progenies.

-
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Figura 4. Huertos semilleros del programa de mejora gallego de P. pinaster. A) H.S. A Braxe (instalado en 2008), y B) H. S.
Gomesende (antiguo ensayo de progenies instalado en 2005).

En 2008, tras el analisis de los datos tomados a los 8 anos de edad de los cuatro ensayos mas
antiguos (establecidos en 1995), se establecié un nuevo huerto semillero clonal depurado o de
generacion 1,5. En él se incluyeron Gnicamente los 79 mejores clones seleccionados en base a su
rectitud de fuste. La semilla de dicho huerto presenta una ganancia de un 3% en rectitud en
comparaciéon a la procedente de los otros dos huertos descritos anteriormente. Este nuevo huerto
clonal se incluy6 en el CNMB en 2009 en la categoria de controlado.

Posteriormente, entre 2016 y 2019, se incluyeron también en el CNMB, en la categoria
controlada, tres nuevos huertos semilleros, esta vez de brinzales. Dichos huertos proceden de tres de
los ensayos de progenies establecidos en 1995. El analisis de datos de 10 ensayos de progenie
permitié transformar estos ensayos mas antiguos en huertos semilleros de brinzales (H. S. As Neves,
H. S. Gomesende y H. S. Lalin), previa clara genética. La semilla de estos nuevos huertos se estima
gue tenga una ganancia maxima de 5,3 y 2,9% en crecimiento en volumen y rectitud,
respectivamente, con respecto a la procedente de fuentes semilleras identificadas gallegas. En
comparaciéon con la de los huertos semilleros cualificados, la ganancia maxima se prevé del 3,1 y
0,6%, respectivamente.

De los seis huertos semilleros establecidos hasta la fecha, actualmente cuatro se encuentran
activos, pues H.S. Sergude se corté hace unos anos por presencia de Fusarium circinatum en su
semilla y H.S. As Neves se quemé en los fatidicos incendios ocurridos en Galicia en octubre de 2017,
poco después de su inclusiéon en el CNMB.

Como ya se ha comentado, en la Ultima década, ademas de catalogar nuevos huertos
semilleros en la categoria controlada para ofrecer planta mejorada al sector forestal, se ha iniciado
una linea de mejora genética de resistencia al marchitamiento del pino causado por el nematodo.
Ademas, se han estudiado variables de calidad de madera (densidad basica y médulo de elasticidad)
y se ha iniciado, en colaboracién con la empresa maderera Finsa, un programa de mejora silvicola. Su
objetivo principal es determinar las labores silvicolas mas adecuadas para los genotipos mejorados
genéticamente.

3.2. Programa de mejora genética de P. radiata

En 1992 CIF Lourizan inicié un programa de mejora genética de pino insigne debido al aumento
de plantaciones de esta especie en Galicia. Estas procedian de lotes de semilla no mejorada. El fin de
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este programa era evaluar la variabilidad genética existente en Galicia e incrementar la calidad y el
rendimiento de las plantaciones futuras.

En un primer lugar se seleccionaron 48 rodales por considerarse fenotipicamente superiores
con respecto al resto de rodales existentes en Galicia. Entre 1992 y 1993 se llevé a cabo en dichos
rodales una seleccidén masal o de comparacion de los mejores arboles (ZOBEL and TALBERT, 1988),
escogiéndose asi 68 arboles superiores. En 1997 se seleccionaron 20 arboles superiores mas, hasta
alcanzar un total de 89. En ese mismo ano, se inici6 el establecimiento de un huerto semillero clonal
siguiendo un diseno de bloques completos al azar con 10 bloques, 68 clones y un individuo por
unidad experimental. Sin embargo, este huerto nunca llegd a incluirse en el CNMB por detectarse en
2005 en el H.S. Sergude de P. pinaster, colindante a este, la presencia de F. circinatum (organismo
de cuarentena en la Unién Europea), justo cuando estaba entrando en produccién. De hecho, los
individuos que componian el nuevo huerto de radiata mostraban sintomas de chancro y decaimiento.

En los anos 2001 y 2002 se instalaron tres ensayos de progenies a partir de la semilla recogida
en 49 de los 89 arboles superiores. No se pudieron incluir las progenies del resto de arboles
seleccionados por haber sufrido cortas o incendios en el periodo comprendido entre su seleccién
como arbol superior y la recogida de la semilla en 1999. En estos ensayos de progenie se incluyeron
también seis progenies del programa de mejora del Pais Vasco, asi como tres lotes comerciales, dos
de Galicia y uno del Pais Vasco.

Debido a la pérdida de los clones de los arboles superiores originales por presencia de F.
circinatum, pues solo se encontraban representados en el que iba a ser huerto semillero en Sergude,
se decidié hacer una seleccion de 1-2 individuos de cada progenie en el ensayo de progenies en el
que la especie presentaba mejor comportamiento (crecimiento en volumen y forma) y mayores
diferencias entre progenies. De esta forma, se seleccionaron un total de 65 genotipos que pasaron a
formar la poblacién principal de mejora de 22 generacién. Esta nueva seleccidén se hizo en base al
crecimiento, forma, ramosidad y estado sanitario de los individuos de dicho ensayo.

Paralelamente, a finales de la década del 2000, la Direccién General de Montes, perteneciente
a la Conselleria de Medio Rural, llevd a cabo una seleccion de 114 arboles de P. radiata en seis
plantaciones de esta especie que se habian plantado con material procedente del programa de
mejora genético de Nueva Zelanda. Con los clones de estos arboles se establecié el huerto semillero
clonal de Tui y con planta procedente de su semilla dos huertos semilleros de brinzales, H.S. Monfero
y H.S. Laracha. Todos estos huertos fueron registrados en el CNMB en la categoria de cualificados en
2010.

4. Linea de mejora genética frente al nematodo del CIF Lourizan

La declaracion de Portugal continental como zona demarcada en 2008 y la aparicién del primer
foco en Espana ese mismo ano, promovieron la iniciativa del comienzo de una linea de resistencia o
tolerancia a la enfermedad del marchitamiento del pino dentro de los programas de mejora de pino
maritimo y pino insigne. En 2013 se comenzaron a realizar los ensayos de inoculacién en invernadero
bajo condiciones controladas, una vez adaptados estos para la ejecucion de este tipo de ensayos y
conseguida la financiacion necesaria para los mismos. Desde entonces, el objetivo de esta linea de
mejora ha sido ahondar en el conocimiento de la enfermedad y obtener genotipos resistentes para
suministrarselos al sector forestal.

4.1. Evaluacién de la susceptibilidad de P. pinastery P. radiata en comparacién con otras especies de
interés en Espana

Ambas especies, pino maritimo e insigne, corren un gran riesgo de dano por la enfermedad del
marchitamiento del pino, debido a su susceptibilidad al nematodo del pino.

-
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En un primer estudio se evaluaron plantulas de distintas especies de pinos de interés en
Espana (P. canariensis, P. halepensis, P. pinaster, P. pinea, P. radiata y P. sylvestris) frente a una
especie americana considerada resistente a este nematodo (P. taeda). El anélisis de los resultados
obtenidos permitio establecer tres grupos de susceptibilidad: muy susceptible (P. sylvestris, con 80%
de mortalidad), susceptible (P. pinaster y P. radiata, con 65 y 40%, respectivamente) y poco o nada
susceptible (resto de especies con 0%, excepto P. pinea con 15% de mortalidad) (MENENDEZ-
GUTIERREZ et al., 2018b; Figura 3B). Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los
alcanzados por otros autores (DAUB, 2008; NUNES DA SILVA et al. 2015), si bien P. canariensis
nunca habia sido estudiado antes. En condiciones naturales, también se ha observado que la especie
P. pinea no padece la enfermedad, mientras que P. pinaster tiene una mortalidad elevada (Figura 5).
En un segundo ensayo de especies, se estudiaron de nuevo P. pinaster y P. radiata en comparacion
con otras coniferas de posible interés para el sector (Cryptomeria japonica, Pseudotsuga menziesii,
Sequoia sempervirens y Thuja plicata). Este estudio volvid a mostrar la susceptibilidad de ambas
especies de pino, mientras que las demas coniferas se mostraron resistentes (LSMeans de la
mortalidad > 65% e = 0%, para ambos pinos y resto de coniferas, respectivamente, segln el analisis
de medidas repetidas) (DIAZ et al, 2017: Figura 3C). Si bien algunas plantulas de estas especies
resistentes presentaron nematodos vivos tras mas de dos meses de su inoculacion, lo que significa
gue estas especies podrian ser un reservorio para el nematodo, aunque bajas densidades de
nematodo suelen producir bajas tasas de infeccion de vectores, por lo que seria dificil que ocurriesen
nuevas infecciones (FORGE and SUTHERLAND, 1996). En el estudio realizado por estos autores se
comprobd que, tras la inoculacion artificial de trozas de T. plicata, no se desarrollaron larvas dauer de
dispersion, imprescindibles para transmitir la enfermedad entre arboles. De hecho, el género Thuja, al
igual que Taxus, es uno de los géneros de coniferas exento de que se le apliquen medidas de control
frente al nematodo y sus vectores (EPPO, 2012).

Figura 5. Masa mlxta de Pinus pmaster yP. pmea aectada por Ia enfermedad del marchltamlento del plno Resaltar que los
individuos de P. pinea no presentan sintomas ni mortalidad.

El analisis de los compuestos quimicos constitutivos de las distintas especies de pino en el
primer ensayo de inoculacion mostré que el nitrégeno y los polifenoles totales del xilema estaban
negativamente correlacionados con la mortalidad causada por el nematodo (MENENDEZ-GUTIERREZ
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et al.,, 2018b). El papel del nitrogeno constitutivo en el xilema podria estar relacionado con la
produccion de fitoalexinas, puesto que para su sintesis se usa nitrogeno (ZIMMERMAN-LAX et al.,
2015), y algunas han demostrado tener un papel nematicida afectando a la multiplicacién del
nematodo (HANAWA et al., 2001). PIMENTEL et al. (2016) también destacaron el papel del nitrégeno
en la resistencia este patégeno, no obstante, sus resultados mostraron que altos niveles de este
compuesto en el floema aumenta la poblaciéon de nematodo.

4.2. Variacion genética interpoblacional en P. pinaster

Dos grupos de ensayos de procedencias de P. pinaster se han realizado hasta la fecha para
estudiar la variabilidad intraespecifica en esta especie. Ambos grupos han mostrado una variabilidad
genética entre procedencias altamente significativa. En el primer grupo de ensayos se evaluaron seis
procedencias de origenes geograficos muy diversos (Noroeste-Litoral, Gredos, Soria-Burgos y Oria, de
Espafa; Leiria, de Portugal; y Mimizan, de Francia; MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2017b), mientras
que en el segundo grupo se evaluaron 32 procedencias del rango de distribucion de la especie
(TORRES-SANCHEZ et al., 2022). En el primer estudio se concluydé que las procedencias
correspondientes al grupo genético Costa Atlantica de la Peninsula lbérica, es decir la gallega
Noroeste-Costera y la portuguesa Leiria, eran las dos mas susceptibles de entre las evaluadas
(MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2017b). Estas mismas procedencias también fueron de las mas
susceptibles en el segundo grupo de ensayos, si bien en este caso destacd la procedencia F, de Oria,
como la mas susceptible, con un 95% de mortalidad, mientras que la procedencia ES20, de Sierra
Bermeja, fue la menos afectada, no habiendo muerto ninguna planta de la misma e, incluso, sin
haber mostrado ningtin tipo de sintomas (TORRES-SANCHEZ et al., 2022).

En el primer estudio se encontraron correlaciones genéticas significativas de forma que las
procedencias mas resistentes fueron las de mayor diametro, mayor ramosidad y las que exudaron
mayor cantidad de resina. YAMANOBE (2009) sugiri6 que mayores diametros y mayor nimero de
ramas pueden actuar como factores de resistencia. Las oleorresinas son importantes defensas
guimicas de las coniferas, que ayudan a repeler organismos y pueden tener propiedades flngicas
(PHILLIPS and CROTEAU, 1999). Los analisis de las 32 procedencias mostraron una correlacion
positiva entre las variables de crecimiento en altura y la susceptibilidad al nematodo, relacién que
también se ha encontrado en algunos estudios a nivel familiar (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2018a).

MENENDEZ-GUTIERREZ et al. (2017b) resaltaron que las procedencias mas resistentes
procedian de lugares con mayor temperatura maxima en verano, mientras que TORRES-SANCHEZ et
al. (2022) indican que podria haber un gradiente noroeste - sur relacionado con la resistencia, por lo
gue subrayan la importancia de realizar un estudio geoclimatico para tratar de relacionar la
resistencia a esta enfermedad con algln parametro de origen. Diversos trabajos han mostrado algin
tipo de patrén clinal entre la susceptibilidad a plagas o enfermedades y el origen de las poblaciones
(MORGENSTERN, 1996).

Puesto que algunas procedencias han mostrado tener una menor susceptibilidad que la
procedencia Noroeste-Costera, de la que procede la poblacion principal de mejora gallega de P.
pinaster, se podria plantear la idea, en caso de considerarse de interés, de crear genotipos a partir de
cruces controlados. Algunos autores han indicado la realizaciébn de cruces intraespecificos entre
arboles resistentes de especies de pino susceptibles como P. densiflora y P. thunbergii y también
cruces interespecificos con especies resistentes como Pinus tabulaeformis x P. densiflora y Pinus
mugo x P. thunbergii (ZHAO et al. 2008).

4.3. Variacion genética de la poblacién principal de mejora de P. pinaster

La poblaciéon principal de mejora gallega de pino maritimo, procedente de una selecciéon
realizada sobre la procedencia ESOla-Noroeste-Costera, fue evaluada en diversos ensayos de
inoculaciéon en condiciones controladas de invernadero. Se encontraron diferencias significativas
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entre familias en resistencia al nematodo, obteniéndose valores de 0,25 y 0,59 para las
heredabilidades individual y familiar, respectivamente (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2018a). Esto
indica que la linea de resistencia al nematodo iniciada en 2013 dentro del programa de mejora
genética de P. pinaster puede ser una buena estrategia para el manejo de la enfermedad del
nematodo del pino para esta especie, igual que lo esta siendo en otras especies de pino asiatico
como P. densiflora y P. thunbergii (TODA and KURINOBU, 2002; MATSUNAGA et al., 2020). Sin
embargo, conviene tener muy en cuenta las relaciones encontradas a nivel genético entre la
susceptibilidad a la enfermedad y el crecimiento en altura (relacion significativamente positiva), asi
como con la ramosidad (relacion significativamente negativa). De ser ciertas, podria estar ocurriendo
gue la seleccién por mayor crecimiento y menor ramosidad realizada hasta la fecha en el programa
de mejora gallego pudiese haber llevado consigo una seleccién negativa por susceptibilidad al
nematodo. Sin embargo, el estudio llevado a cabo por TORRES-SANCHEZ et al. (2022) muestra que
las plantulas de H.S. A Braxe (HSC26001), empleadas como material mejorado testigo en dicho
ensayo, tuvieron una mayor supervivencia predicha que cualquiera de las dos procedencias gallegas,
Noroeste-Costera y Noroeste-Interior, por lo que no ha habido hasta ahora seleccion negativa en el
programa de mejora gallego, aunque el caracter de seleccién principal de dicho programa fuera el
crecimiento. Sin embargo, a partir de ahora, una vez incluida la resistencia al nematodo como
caracter de seleccién en el programa de mejora, habra que tener en cuenta esta posible relacion
negativa y seleccionar aquellos genotipos que destaquen por su resistencia a la enfermedad, pero
que dicha seleccion no suponga un impacto en la ganancia por crecimiento o que este sea el minimo
posible. Otros estudios como los realizados por YAMANOBE (2009) no encontraron ninguna relacion
significativa entre crecimiento y susceptibilidad al nematodo a nivel genético cuando trabajaron con
pinos asiaticos, mientras que CARRASQUINHO et al. (2018) solo encontraron una relacién positiva,
pero a nivel fenotipico. Este tipo de correlaciones negativas entre la resistencia a enfermedades y el
crecimiento, de corroborarse en otros estudios que se realicen, apoyan la teoria de compensacion
crecimiento-defensa de las plantas (HUOT et al.,, 2014). En cuanto a la relacidon negativa entre
ramosidad y susceptibilidad, hay autores que la justifican por existir una mayor marana de canales
resiniferos en las uniones de las ramas cuanto mayor sea el nimero de estas y suponer una dificultad
en la migracion de los nematodos (KURODA, 2004; KAWAGUCHI and ICHIHARA, 2010). Sin embargo,
no todos los estudios han encontrado esta relacion genética (KUSUMOTO et al., 2014).

4.4. Inclusién en el CNMB de los primeros progenitores de familia resistentes

Tras la comprobacion de que la susceptibilidad al nematodo era un caracter heredable y una
vez realizados un total de cinco ensayos de inoculacion con familias del programa de mejora de P.
pinaster, se procedi6 al analisis conjunto de los cinco ensayos con el fin de seleccionar las familias
con mayor resistencia (EBlup) y mayor estabilidad en el tiempo. Debido a que las familias evaluadas
pertenecian al programa de mejora gallego, también se disponia de datos de crecimiento en volumen
y de rectitud de fuste de dichas familias en ensayos de progenies en campo. Asi pues, se analizaron
los datos de susceptibilidad al nematodo en plantulas de 2-4 afos y de crecimiento en volumen y
forma de planta tras 10-12 anos en campo. Fruto de estos analisis de datos tres familias destacaron
por su alta resistencia al nematodo y ademas mostraron tener un mayor crecimiento en volumen y
una mejor rectitud que la media.

La descripcion de todo el proceso de inclusion de estas familias como progenitores de familias
en la categoria de cualificado en el Catalogo Nacional de Materiales de Base (CNMB) se detalla
MENENDEZ-GUTIERREZ et al. (2022). Como conclusion se puede decir que debido a que estas tres
familias se encuentran plantadas en dos ubicaciones distintas, se inscribieron en el CNMB un total de
seis progenitores de familia (con cédigos PF-Q-26/15/001 a PF-Q-26/15/006), los cuales tienen una
supervivencia media al nematodo del 78% y presentan una ganancia media en volumen del 17%, si
se compara con fuentes semilleras gallegas identificadas.

-
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Al ser el nematodo del pino un organismo de cuarentena en UE, la mayor resistencia al
nematodo de estos progenitores no se ha podido comprobar a edades adultas en condiciones
naturales. Sin embargo, estudios como los de BARROWS-BROADDUS and DWINELL (1984) y
BUTCHER et al. (1984) han mostrado correlaciones significativas para la resistencia a enfermedades
entre ensayos de progenies en invernadero y en huertos clonales. Asimismo, en los programas
asiaticos de mejora genética frente al nematodo que se encuentran mas avanzados que el nuestro se
ha comprobado que los clones seleccionados a edades tempranas mantienen su supervivencia de
adultos anos después de haberse plantado en campo (Matsunaga, comunicacion personal).

4.5. Variacion genética de la poblacién principal de mejora de P. radiata de 22 generacion

Los resultados obtenidos por Menéndez-Gutiérrez et al. (2021a) fundamentan el inicio una
linea de mejora por resistencia al nematodo para P. radiata. En este estudio se analizaron tres
ensayos de inoculacion en el que se evaluaron 44 de las 65 familias que componen la poblacién
principal de mejora gallega de 22 generacion de pino insigne. Este caracter mostré un fuerte control
genético de (h2 = 0,43, h2 = 0,72; MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2021a), similar al obtenido en otros
estudios (CARRASQUINHO et al., 2018; TODA and KURINOBU, 2002) y mayor, incluso, que el
encontrado para pino maritimo (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2018a). Esto unido a la falta de
interaccion genotipo x ambiente significativa facilita la selecciéon por este caracter. La supervivencia
predicha oscil6 entre 24 y 75%, segln la familia. En el caso de que se seleccionasen las siete mejores
familias, se elevaria dicha supervivencia por encima del 65%. Todo esto indica que, al igual que para
pino maritimo, la mejora genética por resistencia al nematodo puede ser una herramienta clave en el
control de la enfermedad en esta especie, al igual que ya se demostrd en especies de pino asiaticas
(TODA and KURINOBU, 2002; MATSUNAGA et al., 2020). Otros programas de mejora genética de P.
radiata de paises donde esta especie es muy importante econdmicamente, han desarrollado lineas
de mejora por resistencia a otras plagas y enfermedades, como, por ejemplo, Cyclaneusma minus y
Dothistroma pini (BURDON et al., 2008), pues en estos casos también se ha demostrado un fuerte
control genético.

El estudio de algunos compuestos quimicos constitutivos mostré que los taninos condensados,
los carbohidrato§ solubles y gl manganeso pueden tener un papel en la resistencia del pino insigne al
nematodo (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2021a).

4.6. Estudio de la virulencia de distintas cepas de nematodo en P. pinastery P. radiata

Diversos estudios como el de KIYOHARA and BOLLA (1990) mostraron que hay diferencias
significativas entre cepas de nematodo en la patogenicidad de pinos asiaticos, siendo unas
avirulentas, mientras que otras producen un 100% de mortalidad.

Una vez demostrada la variacién genética intraespecifica en P. pinaster y P. radiata en
resistencia al nematodo y, habiendo obtenido un grupo de familias de pino maritimo resistentes
candidatas a ser incluidas en el CNMB como progenitores de familia, se procedié a comprobar el
grado de virulencia de la cepa gallega empleada en los ensayos de inoculacidon en comparacion con
otras cepas que ya habian demostrado su virulencia en campo. El objetivo de este estudio era evaluar
la existencia de variacion genética entre cepas de nematodo para los hospedantes P. pinaster y P.
radiata y, en caso de existir, determinar el grado de virulencia de la cepa gallega empleada en los
ensayos, de forma que si existiese otra cepa mas agresiva se seleccionaria para su empleo en
posteriores ensayos. Asi se confirmaria que los genotipos que se escogiesen como resistentes lo
serian incluso para las cepas mas virulentas.

De este modo, se compard la virulencia de siete cepas de nematodo procedentes de todo el
mundo (SpPO1 y SpSA1 de Espana, USA745 de USA, KA4 y S10 de Japdn y Pt52T y Pt72CH de
Portugal), previamente conocidas como patogénicas, en un nuevo ensayo de inoculacion en el que se
emplearon plantulas de pino maritimo y pino insigne de 2 anos de edad. Se encontraron diferencias
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significativas entre cepas, especies y su interaccion (MENENDEZ-GUTIERREZ et al., 2021b). En
general, tanto la sintomatologia como la mortalidad fueron mayores y tuvieron una evolucion mas
rapida en P. pinaster que en P. radiata. En el caso de P. pinaster, una de las cepas portuguesas
estudiadas (Pt52T) fue la mas agresiva, si bien las cepas espanolas no fueron significativamente
diferentes a esta. Por el contrario, en el caso de P. radiata, la cepa japonesa S10 fue la mas virulenta,
aunque solo fue significativamente diferente a la de Salamanca (SpSA1). En cuanto a la densidad de
nematodos recuperados al final del ensayo, medidos en n° nematodos por gramo de peso seco, este
fue mayor en pino maritimo que en pino insigne.

En este ensayo también se estudi6 la posibilidad de evaluar la virulencia de las cepas mediante
otros métodos mas sencillos y rapidos como son el crecimiento de la poblacion en PDA con Botrytis
cinerea durante 7 dias y en rama cortada durante 10 dias. Sin embargo, solo se encontrd correlacion
significativa entre el ensayo en planta entera y el de rama cortada de P. pinaster, por lo que ni el
crecimiento de la poblacion de nematodos en placas Petri sobre B. cinerea ni en rama cortada de P.
radiata mostraron ser metodologias Utiles para evaluar la virulencia de las cepas. Estos resultados
difieren con los de otros autores (AIKAWA and KIKICHI, 2007) que si encontraron correlaciéon entre
estos métodos no destructivos y los ensayos en planta entera, si bien el grado de virulencia de las
cepas empleadas en dichos estudios era mucho mas variable, pues comparaban cepas avirulentas,
medias y virulentas.

Como conclusién conviene destacar que la cepa gallega SpPO1 puede seguir usandose en los
programas de mejora genética de P. pinaster y P. radiata por su alto grado de virulencia. Ademas, de
entre las metodologias sencillas, rapidas y no destructivas evaluadas, (nicamente la metodologia de
inoculacion en rama cortada de P. pinaster mostrd ser suficientemente fiable para evaluar la
virulencia de nuevas cepas para esta especie.

4.7. Metodologias alternativas a la evaluacién de danos por nematodo

La metodologia mas cominmente utilizada para la evaluacién de la susceptibilidad al
nematodo es la inoculacion artificial en planta entera. En estos ensayos, la evaluacion mas empleada
es el examen visual de la evolucién de la sintomatologia. Sin embargo, otras metodologias han
mostrado también su posible interés encontrandose incluso diferencias entre distintos grados de
afeccion por la enfermedad, dias o, incluso, semanas antes de que aparezcan los sintomas visuales.
Este es el caso de la exudacion de oleorresina, en el que se mide la cantidad exudada (ODA, 1967).
Segln ASAl and FUTAI (1996) al alimentarse los nematodos de las células epiteliales de los canales
resiniferos, la resina se filtra de los canales resiniferos a las traqueidas blogqueando el flujo de resina
y afectando a la sintesis de nueva resina. MENENDEZ-GUTIERREZ et al. (2018a) e IKEDA and
KIYOHARA (1995) observaron que el cese del flujo de resina se producia antes de que se detectasen
los primeros sintomas visuales de dafno. La medicién de la fluorescencia de la clorofila es otra
metodologia empleada en planta entera para la deteccion de enfermedades (BAUER et al., 2000) u
otros factores que causan estrés a las plantas (MOHAMMED et al., 2003), habiéndose propuesto
también para detectar la afeccién por nematodo, antes de que la planta muestre sintomas visuales
(MELAKEBERHAN et al., 1991). De hecho, MENENDEZ-GUTIERREZ (2018a) destacaron que esta
variable mostraba una correlacion significativa importante con la mortalidad causada por el
nematodo, agrupando incluso los individuos en los mismos grupos que los de evaluacion visual del
dano, lo cual indica que la fotosintesis se ralentiza seglin avanza el nivel de daino (FUKUDA, 1997).

Para las especies asiaticas se ha comprobado la posibilidad de evaluar la susceptibilidad al
nematodo mediante técnicas no destructivas en las que no se emplea la planta entera, las cuales,
ademas de ser mas rapidas, tienen la ventaja de que permiten evaluar material adulto, el cual no
puede evaluarse en invernadero. MATSUNAGA et al. (2011) y MENENDEZ-GUTIERREZ et al. (2017a)
diferenciaron genotipos resistentes de susceptibles de P. densiflora y P. thunbergii, respectivamente,
mediante el conteo de nematodos que atraviesan una vareta de 5 cm de longitud. Sin embargo, esta
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misma metodologia no ha mostrado diferencias significativas cuando se ha empleado para comparar
genotipos resistentes (progenitores de familia) y muy susceptibles del programa de mejora gallego de
pino maritimo (datos no mostrados). De igual forma, otra metodologia no destructiva como es la
multiplicacion de nematodos inoculados en rama cortada de 30 cm, la cual se deja incubando
durante 2-3 semanas, pasadas las cuales se realiza el conteo de los mismos, tampoco mostrd
diferencias significativas cuando se compararon genotipos resistentes frente a muy susceptibles de
pino maritimo. Por el contrario, esta UGltima metodologia si mostré muy buenos resultados cuando se
compararon especies de pino, coincidiendo la clasificacion obtenida con la resultante del ensayo de
inoculacion en invernadero en planta entera (datos no mostrados).

5. Conclusiones

La enfermedad del marchitamiento del pino es una amenaza muy importante para las masas
de pino en Espana y en Europa. Lo es tanto a nivel ecoldgico, lo cual se ha comprobado en las masas
de especies muy susceptibles en los paises afectados, como econémico, causando cuantiosas
pérdidas en dichos paises. Diversas son las herramientas para su contencién y control empleadas
hasta la fecha, si bien no ha sido posible evitar su expansion, tan solo ralentizarla. La mejora genética
es una herramienta de control que se estd empleando ya en los paises asiaticos afectados por la
enfermedad, habiendo mostrado buenos resultados en especies muy susceptibles, como P. densiflora
y P. thunbergii. Los trabajos desarrollados en CIF Lourizan, dentro del programa de mejora genética
de P. pinaster y P. radiata de este centro, muestran que la resistencia al nematodo esta sometida a
control genético en ambas especies. Esto ha hecho posible iniciar una linea de mejora por este
caracter, habiéndose obtenido un grupo de genotipos de pino maritimo con una mayor resistencia a la
enfermedad. Estos materiales han sido ya incluidos en el CNMB como progenitores de familia en la
categoria cualificada. De hecho, la Xunta de Galicia ya esta realizando plantaciones con este material
en las zonas de mayor riesgo de expansion de la enfermedad. Esta linea de investigacion sigue
avanzando en busca de nuevos genotipos todavia mas resistentes.

El empleo de pinos resistentes a la enfermedad en las nuevas plantaciones unido al manejo de
los pinares ya existentes permitira suavizar el impacto que se vaticina puede tener la evolucion de la
enfermedad en un futuro. Conviene seguir avanzando en la investigacion para continuar obteniendo
nuevos genotipos todavia mas resistentes que seran transferidos al sector forestal en el menor plazo
posible.
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