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La mejora genética como
herramienta de control
frente al nematodo del pino.
Primeros pinos tolerantes
catalogados en Espana

El nematodo del pino (Bursaphelenchus xylophilus) es un organismo que causa
graves daiios en pinares asiaticos y del suroeste de Europa. El manejo de las ma-
sas y de los insectos vectores de este nematodo es muy importante para frenar su
evolucion. La mejora genética, a través de la obtencion de genotipos resistentes,
se presenta como la principal herramienta a medio o largo plazo.

Desde 2013 el Centro de Investigacion Forestal (CIF) de Lourizan desarrolla una
linea de mejora genética de resistencia a este nematodo como parte del progra-
ma gallego de mejora genética de Pinus pinaster. Todos los estudios realizados
indican que, si bien el pino maritimo es una especie muy vulnerable a la enferme-
dad, la resistencia al nematodo es un caracter heredable y susceptible de mejora.
Recientemente se han incluido en el Catalogo Nacional de Materiales de Base un
grupo de familias de este programa como progenitores de familia en la categoria
de material cualificado. Estos progenitores han tenido una supervivencia un 25 %
superior al resto de los genotipos evaluados, lo que indica que la mejora genética
es una herramienta clave a la hora de combatir la enfermedad del marchitamien-
to del pino, causada por este nematodo. El manejo integrado de la enfermedad
mediante el empleo de pinos resistentes, unido al manejo de los pinares y de los
insectos vector, sera clave para contener la expansion de esta enfermedad.
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LA ENFERMEDAD DEL NEMATO-
DO DEL PINO Y SU IMPACTO

a enfermedad del marchitamiento
del pino (EMP) es causada por el
nematodo Bursaphelenchus xylophilus,
originario de Norteamérica, donde la
mayor parte de las especies de pi-
nos son resistentes a la enfermedad.
Sin embargo, en los paises en los que

este patégeno ha sido introducido la
enfermedad esta teniendo una gran vi-
rulencia, produciendo la muerte de los
arboles y, como consecuencia, grandes
pérdidas econdmicas y ecoldgicas. En
la Unién Europea este nematodo es
considerado organismo de cuarentena
por el gran riesgo que puede suponer
su dispersion y por los importantes per-
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juicios que puede ocasionar.

Desde el siglo pasado este or-
ganismo ha causado graves dafios
en pinares de Japén, China, Taiwan
y Corea del Sur. En Europa aparecio
por primera vez en 1999 (Mota et al.,
1999), llegando a extenderse practi-
camente por todo el pais actualmente
(Fig. 1). En 2008 se detect6 en Espa-
fa, y hoy en dia hay tres focos activos
localizados en Galicia, Castilla y Ledn
y Extremadura. Las especies afec-
tadas hasta la fecha en Europa son
Pinus pinaster, P. radiata y P. nigra, si
bien la inmensa mayoria de positivos
se han detectado en la primera.

Los dafios econdmicos derivados
de esta enfermedad son muy acusa-
dos en todos los paises afectados. En
Japon las pérdidas ascendieron a un
milldon de m® anuales en la década de
1980 (Hoshi, 2016) y en Taiwan mas
de 500 millones de pinos habian muer-
to hasta 2011 (Cang-Sang, 2011). En
Portugal se cortaron entre 2008 y 2014
mas de siete millones de arboles sinto-
maticos (Bonifacio, 2016) para evitar la
expansion de la enfermedad al resto de
Europa. Si bien no hay datos sobre el
impacto en Espafa, cabe esperar que
las pérdidas econdmicas puedan ser
elevadas. Un estudio destaca el gran
impacto que ya ha tenido la enferme-
dad en zonas de la Red Natura portu-
guesas pobladas por coniferas, donde
hasta 2016 habia afectado a un 49 %
de ellas (de la Fuente y Beck, 2018).

Tanto en los paises asiaticos como
en Portugal la evolucién de la enferme-
dad ha sido semejante. En todos los
casos, a pesar de las fuertes medidas
de contencion que se tomaron, la en-
fermedad acab6 expandiéndose. Ade-
mas, aunque los vectores naturales
que transmiten el nematodo son ce-
rambicidos del género Monochamus,
la expansion de la enfermedad esta
potenciada por el hombre, que actua
como dispersor mediante el transpor-
te y comercializacion de la madera,
justificando asi la aparicion de focos
a grandes distancias en poco tiempo.

LA MEJORA GENETICA

COMO MEDIDA DE CONTROL

DE LA ENFERMEDAD

Diversos son los métodos de ma-
nejo y control que se estan em-
pleando para la contencion de la en-

® Focos activos

® Focos erradicados

I Zona afectada en Portugal (abril de 2020)
Zona tampén portuguesa (abril de 2020)
Pinus pinaster

Figura 1. Distribucidn de la enfermedad del marchitamiento del pino en la peninsula ibérica

Figura 2. A) Ensayos de inoculacidn dentro del programa de mejora genética de Pinus thunbergii en Japdn. B) Evaluacidn de injertos
con puas del programa de mejora genética de P, thunbergii (Kyushu Regional Breeding office, Forest tree breeding Center).
C) P thunbergii afectado por Bursaphelenchus xylophilus (Kumamoto, Japdn)

fermedad. Una de las medidas mas
efectivas para luchar contra las plagas
y enfermedades es emplear arboles
resistentes en las nuevas plantaciones.
Se ha comprobado la existencia de es-
pecies de coniferas resistentes a la en-
fermedad del marchitamiento del pino,
como es el caso de Pinus halepensis o
P. taeda. Sin embargo, un cambio de
especie solo se deberia realizar en el
caso de estar bien estudiada su adap-
tacion al lugar de plantacion, asi como
su comportamiento ante posibles en-
fermedades alli existentes.

Una alternativa mas viable es desa-
rrollar lineas de mejora genética dentro
de los programas de las especies de

Asociacion y Colegio Oficial de Ingenieros Técnicos Forestales y Graduados en Ingenieria Forestal y del Medio Natural

interés, ya sea por su importancia eco-
némica o ecoldgica. Con esta alterna-
tiva se tiene practicamente asegurada
su adaptacioén al lugar de plantacion,
asi como su comportamiento ante las
plagas y enfermedades ya existentes.
Son diversos los ejemplos en los que
se han desarrollado lineas de mejora
en especies forestales con éxito en la
lucha contra plagas y enfermedades
de gran impacto: Eucalyptus globulus
resistente a Phoracantha semipuncta-
ta empleado en el sur de Espana;
Pinus taeda resistente a Cronartium
quercuum f. sp. fusiforme en Esta-
dos Unidos; Pinus radiata resistente a
Dothistroma pini en Nueva Zelanda,...
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Figura 3. Huertos semilleros del programa de mejora gallego de Pinus pinaster. A) A Braxe. B) Monfero.

En todos estos casos se consiguieron
arboles resistentes que permitieron
minimizar o incluso eliminar el fuerte
impacto ecolégico y econdmico que
podria haber supuesto la pérdida de
estas especies. En Japén el gobierno
comenzd una linea de mejora genética
para Pinus thunbergii y P. densiflora en
1978 para combatir la enfermedad del
marchitamiento del pino. Uno de los
primeros estudios que realizaron fue
evaluar si los insectos vectores asiati-
cos tenian preferencia alimenticia por
unos genotipos de pino frente a otros,
y no encontraron diferencias significa-
tivas. Asi, la linea de mejora se centrd
en la busqueda de arboles resistentes.
En primer lugar, y debido a la existen-
cia de diferencias en la patogenicidad
de cepas de B. xylophilus, se seleccio-
nd una cepa con gran agresividad para
emplearla en los ensayos. Actualmen-
te los programas de mejora japoneses
cuentan con 183 y 246 ejemplares de
P. thunbergii y P. densiflora respectiva-
mente seleccionados por su resisten-
cia (Matsunaga, com. pers.; Fig. 2). En
particular en ese pais, se han instalado
decenas de huertos semilleros de pri-
mera generacion (con estos clones) y
de segunda (a partir de una seleccién
hecha con semilla obtenida de dichos
clones). En 2016 se plantaron en Ja-
pon mas de 400.000 plantas de P. den-
siflora 'y 700.000 de P. thunbergii pro-
cedentes de estos huertos semilleros
de arboles resistentes.

A raiz de la aparicion de la enfer-
medad en Espafia, el CIF Lourizan
considerdé de gran importancia iniciar
una linea de mejora genética frente
al nematodo dentro del programa de
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mejora genética del pino maritimo y el
pino de Monterrey. Esta linea comen-
z6 a estar operativa en 2013.

PROGRAMA DE MEJORA
GENETICA DE Pinus pinaster
del CIF LOURIZAN
| programa de mejora genética del
pino maritimo del CIF Lourizan
se inicié en Galicia entre las décadas
de 1980 y 1990. Un estudio habia re-
velado previamente la superioridad
en crecimiento de los pinos gallegos.
El objetivo principal era aumentar la
produccién de madera para apoyar e
impulsar al sector forestal gallego. En
esas décadas se seleccionaron 116
arboles superiores, los cuales se es-
cogieron por tener mayor crecimiento,
troncos mas rectos y menor espesor
de corteza. Con puas de estos arbo-
les superiores se establecieron dos
huertos semilleros clonales (Sergude y
Monfero; Fig. 3A), que fueron incluidos
en el Catalogo Nacional de Materiales
de Base (CNMB) en 2001 y 2007, res-
pectivamente. Asimismo, con semilla
recogida de estos arboles, el centro de
Lourizan realizé 19 ensayos de proge-
nies entre 1995 y 2005. Estos ensayos
se distribuyeron por toda Galicia para
estudiar diversos caracteres como cre-
cimiento, forma y resistencia a enfer-
medades, entre otros.
El analisis de los datos de los cua-
tro ensayos mas antiguos dio lugar a
la catalogacion en 2009 de un nuevo
huerto semillero clonal (A Braxe; Fig.
3B) en la categoria de controlado. La
planta que se obtiene a partir de este
huerto tiene una ganancia en rectitud
del 3 % con respecto a los huertos se-

milleros cualificados catalogados an-
teriormente. Posteriormente, el andlisis
de datos de diez de los ensayos de
progenie permitié convertir tres de los
ensayos mas antiguos en huertos se-
milleros de brinzales (As Neves, Gome-
sende y Lalin), incluidos en el CNMB
en 2016 y 2019. La planta de estos
huertos de brinzales tiene una mejora
en crecimiento y rectitud con respec-
to a la procedente de fuentes semille-
ras identificadas gallegas de un 5,3 y
2,9 %, respectivamente. Si se compa-
ra con respecto a los huertos semille-
ros cualificados, la mejora estimada es
de 3,1y 0,6 %, respectivamente.

En los ultimos afios ademas de ca-
talogar nuevos huertos semilleros para
ofrecer planta mejorada por crecimien-
to y rectitud, se ha iniciado una linea
de mejora genética frente al nemato-
do. También se han comenzado a es-
tudiar parametros relacionados con la
calidad de madera (densidad basica y
modulo de elasticidad) en los ensayos
de progenie y se ha iniciado un progra-
ma de mejora silvicola en colaboracién
con la empresa maderera Finsa, a par-
tir del cual se trataran de determinar
las labores silvicolas mas adecuadas
para estos pinos mejorados.

LINEA DE MEJORA GENETICA
DEL CIF LOURIZAN

a aparicion de la enfermedad del
marchitamiento del pino en Espana

en 2008, motivo la decision de iniciar
una linea de resistencia o tolerancia a
la enfermedad dentro de este progra-
ma de mejora. Tras la adecuacién de
las instalaciones para el trabajo con
el nematodo, al ser un organismo de
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Figura 4. Ensayos de inoculacidn de Bursaphelenchus xylophilus en las instalaciones del CIF Lourizdn. A, B) Evaluacidn de la susceptibilidad de especies de coniferas. C) Evaluacion de la susceptibilidad de las
familias del programa de mejora genética de Pinus pinaster. D) Evaluacidn de la virulencia de cepas de B. xylophilus con distintos origenes en P radiata y . pinaster

cuarentena, en 2013 se iniciaron los
ensayos de inoculacion en invernadero
bajo condiciones controladas. Desde
entonces se han realizado ensayos to-
dos los afios para profundizar en el co-
nocimiento de la enfermedad, asi como
para obtener genotipos resistentes. La
evaluacion de distintas especies de co-
niferas mostré que Pinus sylvestris, P,
pinaster y P. radiata eran las especies
mas susceptibles (80, 65 y 40 % de
mortalidad, respectivamente), mientras
que otras especies como Pinus cana-
riensis, P. halepensis, Cryptomeria japo-
nica, Sequoia sempervirens y Thuja pli-
cata fueron totalmente resistentes (0 %
de mortalidad). Otras especies, como
Pinus pinea, mostraron ser muy poco
susceptibles, presentando tan solo un
15 % de mortalidad (Diaz et al., 2017;
Menéndez et al., 2018b; Fig. 4A, B).
Ensayos intraespecificos en P. pi-
naster mostraron diferencias significa-
tivas entre procedencias de esta espe-

cie, siendo la procedencia gallega una
de las mas susceptibles (Menéndez et
al., 2017). Ante esta situacion se deci-
dié evaluar las familias del programa
de mejora del CIF Lourizan en busca
de material mejorado por crecimiento
y rectitud que mostrase una mayor re-
sistencia a la enfermedad (Fig. 4C). El
resultado de estos ensayos mostré que
existen diferencias significativas entre
familias, siendo por tanto este caracter
heredable (h? = 0.25; Menéndez et al.,
2018a). Esto indica que la mejora gené-
tica por dicho caracter en esta especie
puede ser una herramienta clave en el
control de la enfermedad, al igual que
sucedié en Japdn para las especies
asiaticas P. thunbergii y P. densiflora.
Autores asigticos mostraron que la
patogenicidad de distintas cepas de
nematodo es muy variable, con cepas
que causan el 100 % de mortalidad
en los pinos asiaticos, mientras que
otras son avirulentas (Aikawa y Kiku-
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chi, 2007). Estudios de patogenicidad
realizados recientemente en Espafa
con distintas cepas de B. xylophilus de
origenes diversos (Estados Unidos, Ja-
pon, Portugal y Espania; Fig. 4D) mues-
tran que la cepa gallega empleada en
los ensayos de inoculacion para la
obtencién de genotipos resistentes en
Galicia era, junto con una portuguesa,
significativamente la mas patogénica.
Esto indica que la cepa empleada has-
ta ahora en la linea de mejora por re-
sistencia es suficientemente agresiva
para el objetivo marcado, la obtencion
de pinos resistentes al nematodo.

NUEVOS MATERIALES FORESTALES
DE REPRODUCCION CUALIFICA-
DOS: PROGENITORES DE FAMILIA
TOLERANTES AL NEMATODO
ecientemente el analisis de datos

de cinco ensayos de inoculacion
con familias del programa de mejo-
ra de P. pinaster del CIF Lourizan ha
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Figura 5. Ensayos de evaluacidn no destructivos en condiciones de laboratorio. A) Inoculacion de ensayo de migracidn. B) Extraccion de nematodos mediante el método de Baermann.

dado lugar a la catalogacién de seis
de ellas como progenitores de familia
en la categoria de material cualifica-
do. Estos progenitores (con codigos
PF-Q-26/15/001 a PF-Q-26/15/006
en el CNMB) destacan por tener una
supervivencia media de un 78 % en
los ensayos de inoculacién, un incre-
mento superior al 25 % con respecto
al resto de genotipos estudiados. Ade-
mas, cabe destacar que estos proge-
nitores siguen mostrando superioridad
en otros caracteres de interés para la
produccién de madera como es el cre-
cimiento en volumen. En este caso, la
ganancia a obtener es de un 17 % si se
compara con el crecimiento de fuentes
semilleras identificadas gallegas. Estos
pinos mas resistentes ya se pueden
encontrar en los viveros. No obstante
hay que tener en cuenta que la resis-
tencia encontrada ha sido demostrada
en plantulas de dos a cuatro afios en
condiciones controladas de inverna-
dero, no habiéndose podido evaluar en
planta adulta en condiciones naturales
por estar prohibidas las inoculaciones
en campo, al ser este nematodo un or-
ganismo de cuarentena.

La linea de mejora frente al nema-
todo continda avanzando. Actualmen-
te se siguen realizando ensayos de
inoculacién en invernadero para selec-
cionar pinos todavia mas resistentes.
Ademas, se estan haciendo cruces
controlados entre los progenitores de
familia catalogados, puesto que hay
estudios que sugieren que esta técnica
permite acumular genes resistentes;
los cruces controlados podrian ser, por
tanto, una herramienta muy interesan-
te para incrementar la resistencia al
nematodo. Al mismo tiempo, se estan
llevando a cabo estudios empleando
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métodos no destructivos que permitan
evaluar materiales genéticos de una
manera mas rapida que la inoculacion
en planta entera (Fig. 5). Si bien estos
métodos han permitido diferenciar
especies de pinos resistentes de las
susceptibles, hasta la fecha estos mé-
todos no han resultado eficaces para
la diferenciacion dentro de las espe-
cies europeas, es decir a nivel proce-
dencia o familias. Sin embargo, estos
métodos si han sido empleados para
diferenciar grados de susceptibilidad
al nematodo en especies asiaticas, por
lo que hay que seguir trabajando, tra-
tando de depurar la metodologia para
las especies europeas.

En conclusiéon, la enfermedad del
marchitamiento del pino es una gran
amenaza ecolégica y econémica para
muchos pinares espafioles y europeos.
Desde su aparicion en Europa se apli-
can distintas herramientas para su con-
tencion y control, si bien es muy posible
que con el tiempo siga expandiéndose.
Sin embargo, la mejora genética ya se
contempla como una herramienta real
para la lucha contra esta enfermedad.
El empleo de pinos resistentes a la
enfermedad en las nuevas plantacio-
nes, unido al manejo de los pinares ya
existentes, permitiran mitigar el fuerte
impacto que se prevé pueda tener la
evolucion de la enfermedad.
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