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Resumo

Hoxe sabese que o fenotipo de un individuo non s6 se debe 6 seu xenotipo € o ambiente
no que se criou. Os proxenitores son capaces de transmitir informacién & sua
descendencia mais ald6 dos mecanismos xenéticos herdados convencionalmente. Asi
tense demostrado amplamente que o ambiente no que se desenrola a nai pode ter unha
gran influencia sobre o fenotipo da proxenie. Estes efectos, cofiecidos como efectos
maternos, asumense como un mecanismo mais de adaptaciéon o medio xa que soe
favorecer a aparicion na descendencia de individuos fenotipicamente mais adaptados ao
ambiente no que se van desenvolver. Un dos efectos maternos ambientais mais
frecuentemente descritos ¢ o asociado ca influencia ambiental no peso da semente (Seed
weight, SW), e o efecto deste no desenrolo posterior da planta. No presente traballo
estudamos as fontes de variacion do SW de Pinus pinaster, buscando cuantificar o papel
do ambiente e do xenotipo materno neste, ¢ como estes factores poden modular o
fenotipo da proxenie. Para elo analizamos as sementes procedentes dos mesmos
xenotipos representados en dous hortos sementeiros (HS) clonais con ambientes
contrastados, un con moi boa calidade de estacidon e outro con condicidns especialmente
criticas para o desenvolvemento dos pifieiros. Os resultados indican que o ambiente
materno foi o condicionante mais importante do SW en P. pinaster con sementes ata un
40% maiores no HS de mellor calidade. O ambiente e o xenotipo materno explicaron en
conxunto mais do 75% da variacién no SW. O ambiente materno non so influiu 6 SW
sendén tamén afectou de forma contundente a todas as caracteristicas avaliadas na
proxenie. Asi, as plantulas procedentes de sementes recollidas no HS de mellor calidade
xerminaron mais, o fixeron antes e acadaron un maior tamafno. Os resultados indican,
polo tanto, unha gran influencia dos efectos maternos ambientais en P. pinaster, efectos
que transmitense tanto a través do SW como a través de outras canles epixenéticas non
relacionadas co tamafio da semente. Estes resultados tefien aplicacions practicas
inmediatas nos programas de mellora xenética forestal, en tanto que son de utilidade
para mellorar os procesos de seleccion tempera, mellorar a calidade da planta obtida nos
HS, e incluso para aumentar a eficiencia dos procesos de avaliacién e seleccion nos

ensaios de proxenie.

Palabras clave: Efectos maternos, efectos epixenéticos, plasticidade fenotipica
interxeracional, herdabilidade, peso da semente iteracion xenotipo ambiente, iteracion

xuvenil adulto



Resumen

Hoy se sabe que el fenotipo de un individuo non solo se debe a su genotipo y al mbiente
en el que se cri6. Los progenitores son capaces de transmitir informacién a su
descendencia més alld de los mecanismos genéticos heredados convencionalmente. Asi
se tiene demostrado ampliamente que el ambiente en el que se desarrolla la madre puede
tener una gran influencia sobre el fenotipo de la progenie. Estes efectos, conocidos
como efectos maternos, se asimen como un mecanismo mas de adaptacion al medio ya
que suelen favorecer la aparicion en la descendencia de individuos fenotipicamente mas
adaptados al ambiente en el que se van desenvolver. Uno de los efectos maternos
ambientales mas frecuentemente descritos es el asociado con la influencia ambiental en
el peso de la semilla (seed weight, SW), y el efecto de este en el desarollo posterior de la
planta. En el presente trabajo estudiamos las fuentes de variacion del SW de Pinus
pinaster, buscando cuantificar el papel del ambiente y del genotipo materno en este, y
como estes factores pueden modular el fenotipo de la progenie. Para ello analizamos las
semillas procedentes de los mismos genotipos representados en dos huertos semilleros
(HS) clonales con ambientes contrastados, uno con muy buena calidad de estacion y
otro con condiciones especialmente criticas para o desenvolvemento de los pinos. Los
resultados indican que el ambiente materno fue el condicionante mas importante del SW
en P. pinaster con semllas hasta un 40% maiores en el HS de mejor calidad. O ambiente
y el genotipo materno explicaron en conjunto mas del 75% de la variacion en el SW. El
ambiente materno no sélo influyé al SW sino también afecté de forma contundente a
todas as caracteristicas evaluadas en la proxenie. Asi, las plantulas procedentes de
sementes recogidas en el HS de mejor calidad xerminaron mas, lo hicieron antes y
alcazaron un mallor tamafio. Los resultados indican, por lo tanto, una gran influencia de
los efectos maternos ambientais en P. pinaster, efectos que se transmiten tanto a través
del SW como a través de otros canales epigenéticos no relacionadas con el tamafio de la
semilla. Estos resultados tienen aplicacions practicas inmediatas en los programas de
mejora xenética forestal, en tanto que son de utilidad para mejorar los procesos de
seleccion temprana, mejorar la calidad de la planta obtenida en los HS, e incluso para
aumentar la eficiencia de los procesos de avaliacion y de seleccion en los ensayos de
progenie.

Palabras clave: Efectos maternos, efectos epigenéticos, plasticidad fenotipica
intergeneracional, heredabilidad, peso de la semilla interaccion genotipo ambiente ,

interacion juvenil adulto



Summary

Phenotypes are commonly assumed to be the result of the genotype and the
environment. However, today we know that parents can also transmit further
characteristics to their progeny apart of the conventional genetic heredity. Maternal
environment has been shown to have large influences in the phenotype of the progeny.
These effects, called maternal effects, are assumed to be adaptive as they may result in
increased fitness of the progeny in the environement where it will develop. The best
known maternal effects are those related to the environemental effect on the seed weight
(SW) and the effect of seed size on seedling development. In the present work we
analized the SW of open-pollinated seeds collected from the same genotypes established
in two seed orchards (SO) with contrasting environmental conditions, one with
especially favourable conditions for pine growth, and the other with important resource
limitations and environmental stresses. Results indicated that the maternal environment
was the main source of variation of the SW, with seeds from the high quality SO being
up to 40% bigger. The maternal environment together with the maternal genotype
explained up to 75% of the SW variation. The maternal environmet not only affected
the SW, but also have large influence in seedling performance. Seedlings coming from
seeds of the high quality SO germinated better and earlier, and were significantly
bigger. The results indicated, thus, that environmental maternal effects are very relevant
in P. pinaster. These maternal effects are transmitted partially through the SW, but
other epigenetic effects not related to the SW appeared to be also involved. These
results have important applications in tree breeding programas, and they can be useful
for improving early selection procederes, improving the plant quality of seedlings
derived from SO, and even improving the efficiency of the selection processes in the

progeny trials.

Key words: maternal effects, epigenetics effects transgenerational phenotypic
plasticity, heritability, seed weight, genotype by environment interaction on , interaciéon

juvenile mature correlation.



Introduccion

e

1. INTRODUCCION




Introduccion

1.1. Os efectos maternos

En tempos de Darwin, a idea preponderante respecto 4 herdanza dos caracteres
morfoldxicos era a da herdanza mesturada, a proxenie mostraba un fenotipo promedio
dos paternos, ¢ a stia vez transmitiria o seu valor fenotipico 4 seguinte xeracion. Os
traballos de Gregor Mendel representaron a primeira contribucion nun longo camifio
cara a comprension da evolucion da vida no planeta propondo que o aspecto (fenotipo)
da proxenie dependia do fenotipo dos proxenitores, pero que a informacion de cada un
deles non se mesturaba, demostrando que a herdanza dos caracteres paternais
conservabase de forma discreta na proxenie (Mendel 1866). As ideas de Mendel
requiriron moito tempo para seren aceptadas e incorporadas 6 pensamento cientifico,
pero finalmente a idea da herdanza xenética foi integrada na teoria da seleccion natural
e evolucion orgéanica proposta por Charles Darwin (1859), grazas as contribucions de
diversos investigadores que desenvolveron a xenética de poboacions durante o século
XX, entre outros Haldane, Lewontin e Ronald Fisher (por exemplo Haldane, 1932;
Lewontin, 1974). Asi, hoxe en dia nos parecen loxicos e triviais os fundamentos de que
(1) o xenotipo da descendencia ¢ o reflexo do xenotipo dos proxenitores, e que (ii) o

fenotipo dun individuo depende do seu xenotipo ¢ do ambiente no que se desenvolve.

Pero, xa a finais do século XX, varios traballos evidenciaron que o fenotipo da
proxenie non sempre era concordante co xenotipo dos proxenitores. Isto foi unha gran
revolucion, pois nun primeiro momento non se encontraban explicacions plausibles a
este fenomeno. Os mecanismos que xeraban estas discordancias se lles chamou efectos
epixenéticos', termo que engloba todos os cambios hereditarios na expresion xénica

que ocorren sen cambios na secuencia de DNA (Wolffe e Matzke 1999).

Dentro dos efectos epixenéticos, se recofieceu que a contribucion da nai parecia
esencial no desenvolvemento do fenotipo da proxenie, tanto en animais como en
plantas. Eses “efectos maternos” definense como a contribucion do proxenitor

feminino 6 fenotipo da stia descendencia que vai mais ald da equitativa contribucion

! Ver definicion no Glosario da Figura 1.1. Os términos incluidos neste glosario sefialanse en negrita no
texto.
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Introduccion

cromosdmica esperada (Roach e Wulf 1987). A relevancia dos efectos maternos
despraza a idea clasica de que o fenotipo dun individuo ¢ exclusivamente o resultado do
seu xenotipo ¢ do ambiente no que se desenvolve. A maiores, o fenotipo da proxenie
pode estar influenciado polo ambiente onde se desenvolveu sua nai, polo fenotipo de
esta e polas circunstancias nas que se formou o embrion, factores entre outros que
poden condicionar a calidade e cantidade do investimento que a nai fai nos propagulos
(Roach e Wulf 1987). Investigacions recentes revelan que a magnitude da incidencia
dos efectos maternos pode chegar a ser moito mais forte do que habitualmente se asume
(Galloway 2005). Ademais da importancia do aporte de enerxia e estructuras da nai 6
ovo, semente ou froito, os avances nas bases moleculares do control da expresion
xenomica, e da relevancia que nela poden ter algunhas proteinas ou RNA aportado pola
nai no ovo ou semente, foron fundamentais para que se recofiecera que estes
mecanismos son comuns e habituais na natureza. En particular, descubriuse que non
soamente o xenotipo da nai determina o fenotipo da proxenie, sendén que tamén o
ambiente no que se desenvolve a nai podia modular a expresion fenotipica da proxenie,
a través de alteracions epixenéticas da expresion xénica (Roach e Wulf 1987). A esa

contribucion se lle chamou Efectos maternos ambientais.

1.1.1. Tipos de efectos maternos

Os efectos maternos podense dividir en funcion da stia orixe en efectos maternos
ambientais e efectos maternos xenéticos, Os efectos maternos ambientais son aqueles
que dependen exclusivamente do ambiente onde se desenvolveu a nai. O ambiente aqui
podese referir tanto a condiciéns fisicas (p. ex. dispoiiibilidade de auga ou nutrintes,
temperatura, etc., Lacey 1997) como bioloxicas (p. ex. as nais sometidas 4 presion de
herbivoros poden presentar descendencias madis resistentes 0s defoliadores (Agrawal
1999). Os efectos maternos xenéticos refirense & influencia do xenotipo da nai no
fenotipo da proxenie mais al6 da contribucién xenética no cigoto. Hai que ter en conta
que o fenotipo da proxenie depende sempre do xenotipo da nai en tanto que unha parte
do seu xenoma ¢ herdado directamente de ela (n). Agora ben, o xenotipo da nai (2n)
pode ter unha influencia a maiores no fenotipo da descendencia. Un caso claro de este
tipo de efecto materno ¢ descrito por Correns (1909) (citado en Roach e Wulf 1987),

quen traballando cunha planta con follas verdes (homocigoto dominante) ou brancas
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Introduccion

(homocigoto recesivo) veu que as plantas fillas de unha nai homocigotica recesiva eran
sempre de follas brancas independentemente do pai debido a que a cor das follas
dependia de un xen que 6 non estar presente no proxenitor materno (homocigoto
recesivo) impedia que se asentaran os ribosomas nos cloroplastos. Na descendencia as
follas seguian sendo brancas ainda que tivesen o xen funcional do cor verde pois os

cloroplastos eran herdados directamente da nai na ovoxénese.

O fenotipo materno determina factores tan importantes da proxenie como son
cando e onde se orixina a descendencia, a cantidade e a calidade da mesma, o tamailo, a
densidade, a competencia posnatal, e nalguns casos ata o sexo da descendencia (Trivers
e Willard 1973). Esta influencia materna pode ocorrer via fisioloxica ou via estrutural
(Roach e Wulf 1987). En particular, en vexetais, ocorre fisioloxicamente a través da
contribucion da nai ao contido celular do 6vulo e 4s circunstancias fisioloxicas nas que
ten lugar a sia maduracion e o seu desenvolvemento trala fecundacion. Por outra banda,
as estruturas que rodean o 6vulo son todas maternas (ver Figura 1.2). Estas estruturas,
incluindo o integumento do 6vulo e a parede do ovario formaran eventualmente a
cascara da semente, a froita, asi como estruturas secundarias das sementes como pelos
ou arestas. Estas estruturas tefien unha gran importancia como determinantes do letargo,
da dispersion e da xerminacion da semente. A variaciéon de estas caracteristicas pode
influenciar 6 fenotipo das novas plantulas e incluso condicionar o fenotipo maduro de

un individuo (Roach e Wulf 1987).

Os efectos maternos podense manifestar en tres etapas do desenvolvemento da
descendencia, podendo clasificarse en funcioén do estadio no que se manifesta en efectos
maternos precigoticos, onde o fenotipo materno afecta directamente ¢ tamafo e a
calidade do embrion debido por exemplo 4 herdanza directa de organulos
citoplasmaticos; efectos maternos postcigoticos, que dependen da relacién nutricional
entre a nai e o embrion; e efectos maternos posnatais onde o coidado materno ou a
competencia no entorno materno afectan 6 fenotipo da descendencia (Mouseau e Fox
1998). Os efectos maternos precigdticos son maioritariamente de orixe xenotipica pois
dependen do xenotipo da nai. Os postcigoticos e os posnatais son de orixe ambiental

pois estan relacionados co fenotipo da nai ou directamente co ambiente de esta.

12
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Figura 1.1. Glosario de termos e conceptos empregados nesta memoria

Efectos epixenéticos. Cambios hereditarios da expresion xénica que ocorren sen cambios no ADN (Wolffe e
Matzke, 1999).

Epistasis. Interacion entre xenes de distintos alelos onde a expresion de un xen pode inhibir ou condicionar a
expresion de outro (Cordel, 2002).

Efectos maternos. Contribucion do proxenitor feminino ¢ fenotipo da sta descendencia que vai mais ala da
equitativa contribucion cromosomica esperada (Roach e Wulf, 1987).

Efectos maternos ambientais Son aqueles efectos maternos que dependen exclusivamente do ambiente onde se
desenvolveu a nai. Por exemplo en Plantago sp. demostrouse que nais sometidas 6 frio
producen descendencia con cascaras mais gordas (Lacey, 1997).

Efectos maternos xenéticos. O fenotipo da proxenie depende sempre do xenotipo da nai en tanto que unha parte
do seu xenoma é herdada directamente (n). Agora ben, o xenotipo da nai (2n) pode ter unha
influencia a maiores no fenotipo da proxenie (p. ex. Correns, 1909).

Teorfa da evolucion. Cambio das frecuencias xénicas nunha poboacion dunha xeracion a outra. Darwin (1859)
postulou que a través da seleccion natural s6 os individuos mellor adaptados conseguiran pasar
as slas caracteristicas as novas xeracions. Posteriormente esta teoria seria revisada e
ampliada no que se cofiece como Nova Sintese.

Nova Sintese. Refirese a teoria resultante da integracion da teoria de Darwin (1859) da evolucion das especies por
seleccion natural, a teoria xenética de Mendel como base da herdanza bioldxica, a mutacion
xenética aleatoria como fonte de variacion e a xenética de poboacions matematica .

Seleccidn natural. Refirese a diferenza na probabilidade de supervivencia ou de fecundidade de uns determinados
fenotipos con respecto a outros nun determinado ambiente (Freeman e Herron 2002), de tal
manera que uns contriblen mais que outros & seguinte xeracion. A seleccion natural actia sobre
os fenotipos individuais.

Presion selectiva. Efecto do ambiente sobre un ou varios caracteres de un individuo, provocando que sobrevivan
ou se reproduzan mais aqueles individuos que tefien os caracteres mais adaptados.

Plasticidade fenotipica. E a capacidade de un xenotipo dado a xerar diferentes fenotipos baixo diferentes
condiciéns ambientais (p. ex. Valladares et al 2007).

Plasticidade fenotipica transxeracional: Cando ademais do ambiente o fenotipo de un xenotipo ven influenciado
polo ambiente ou o fenotipo de un dos proxenitores, falase de plasticidade fenotipica
transxeracional.

Fitness ou eficacia bioléxica: Definese como a capacidade de un individuo de pasar o seus xenes a seguinte
xeracion. Ven dado polas caracteristicas do individuo que fan que tefia un fenotipo ben adaptado
6 ambiente e polo tanto tefia mais posibilidades de sobrevivir ou ben tefila unha elevada
capacidade reproductiva. Contahilizase como a proporcioén de xens do individuo presentes na
seguinte xeracion desa poboacion.

Adaptacion. Caracteristicas dos individuos que aumentan a capacidade de un individuo para sobrevivir e
reproducirse (Freeman e Herron 2002).

Ambiente. Conxunto de factores externos a un organismo. Constitueno o hiotopo no cal se ubica e a biosenosis que
o circunda (Seoanez 1999).

Caracter. Expresion fenotipica apreciable da accién de un ou mas xenes nun individuo ou calquer atributo ou
caracteristica heredable de un organismo que se pode utlizar para recofiecer, distinguir ou
clasificar a un taxén (Tree of life web Project).

Adaptacion local. Caracteristicas dos individuos que aumentan a capacidade de un individuo para sobrevivir ou
reproducirse nun determinado ambiente particular dunha zona determinada ou restrinxida,
dentro do rango de distribucion da especie (Freeman e Herron 2002).

Interacién xenotipo — ambiente (Genotype by Environment interaction, GXE). Describese como o feito de que
0s xenotipos teflan comportamentos relativos distintos en funcion do ambiente no que se
avalien. Orixinase pola existencia de variacion xenética na plasticidade fenotipica.

13




Introduccion

1.1.2. Papel adaptativo dos efectos maternos

Como norma xeneral, esta aceptado que os efectos maternos, € en particular os
efectos maternos ambientais, son adaptativos, ou sexa que favorecen unha maior
eficacia bioloxica da nai mediante a aparicion na descendencia de caracteres fenotipicos
beneficiosos no ambiente no que se desenvolveu a nai (Mousieau e Fox 1998). De
acordo con isto, hai evidencias de que a importancia dos efectos maternos aumenta
cando as condicidns son desfavorables (Roach e Wulff 1987, Lacey 1996, Wennstron et
al 2002, Bruun e Ten 2008). Sébese tamén que os efectos maternos ambientais tenden a
desaparecer tras varias xeracions (Teng et al 2009, Galloway 2005), e asi suponse que
os efectos maternos ambientais son un mecanismo de adaptacion temporal 6s cambios
ambientais, especialmente importante nos organismos sésiles (Galloway e Etterson
2007). Asi, actualmente, os efectos maternos estan a cobrar gran relevancia debido o seu
posible papel na adaptacion local das poboacidns forestais (Mousseau and Fox 1998) e,

en particular, na adaptacion rapida fronte 6 cambio climatico (Johnsen et al 2005).

Numerosos traballos estudaron o reflexo na descendencia da resposta materna a
cambios ambientais bruscos. Asi se demostrou para varias especies a existencia de
efectos maternos na resposta 0 CO, ambiental, indicando que alteraciéns na
concentracion de CO, atmosférico interactuaban no desenvolvemento temperan das
plantulas (Wulf e Alexander 1985), acelerando o crecemento vexetal e o desenrolo,
acelerando o inicio da floracidén, reducindo a densidade estomatica € a taxa de
transpiracion, e aumentando a frecuencia da fotosintese e o contido en hidratos de
carbono (ver referencias en Teng et al 2009). Ademais, demostrouse recentemente que o
efectos maternos asociados as concentracions de CO, tenden a desaparecer co paso das
xeracions (Teng et al 2009), o que apoia a teoria dos efectos maternos como un

mecanismo adaptativo temporal (Galloway e Etterson 2007).

Os efectos maternos ambientais non s6 dependen do ambiente abidtico
(temperatura, CO,, nutrientes, etc), senon que se ten demostrado tanto en animais como
en plantas que o ambiente bidtico da nai (ou sexa, o conxunto das interaccions, mais ou
menos beneficiosas ou perxudiciais, que a nai mantén con outros organismos vivos)
tamén condiciona o fenotipo da proxenie. Asi, tense demostrado a existencia de efectos

maternos na induccion de defensas entre xeracidons, co que a descendencia de nais
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expostas 0 ataque de herbivoros ou predadores expresa cardcteres que a fan mais

resistente 4 herviboria ou predacion (Agrawal 1999).

1.1.3. Efectos maternos en especies forestais

En especies forestais, o caso madis chamativo de este tipo de efectos foi
observado trala instalacion de hortos sementeiros en ambientes favorables 4 floracion e
producion de froito. Asi, en diversas coniferas boreais observouse unha forte influencia
da ubicacion do horto sementeiro (ambiente materno) no comportamento das proxenies
(fenoloxia, resistencia ¢ frio e supervivencia, principalmente) (Andersson 1994,
Lindgren and Wei 1994, Johnsen et al 2005, Webber et al 2005). Este efecto en ocasions
chegaba a ser superior & propia variabilidade xenética do horto e podia chegar a

manterse durante moitos anos en campo (Johnsen et al 2005).

1.2. Efectos maternos a través do peso da semente

Un dos primeiros efectos maternos ambientais descritos, € mais frecuentemente
estudados ¢ o relacionado coas variacions ambientais da nai no peso das suas sementes,
e a sta repercusion sobre a capacidade xerminativa e desenvolvemento vexetativo
posterior. O tamano da semente, determinado en parte polo ambiente materno, ten
consecuencias directas sobre o desenvolvemento da plantula, consecuencias que poden

persistir indirectamente en estadios posteriores da planta (Roach e Wulf 1987).

1.2.1. Anatomia das sementes

De forma xeneral a semente estd dividida en tres partes: o embridon, o
endospermo ¢ a cascara da semente (Figura 1.2). A composicioén xenética do embrion €
diploide (2n) a partes iguais, materna e paterna; a da cascara ¢ haploide (n), netamente
materna; e a do endospermo, na maioria das anxiospermas ¢ triploide (3n) con duas
partes maternas e unha paterna, e nas ximnospermas ¢ haploide (n), netamente materna
(Linkies et al 2010). Esta desigual distribucion cromosémica no conxunto da semente
con maior parte materna ¢ aceptada como unha das causas dos efectos maternos
xenéticos (Roach e Woulf 1987). Hai que ter en conta ademais que un aumento do peso
da semente pode afectar a algunha das partes individualmente (ex. Lacey 1997) ainda

que xeralmente soen ir coordinadas (Linkies et al 2010).
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Figura 1.2. Esquema das partes da semente e da sua composicidon cromosdmica

(adaptado de Linkies et al 2010).

1.2.2. Variabilidade no peso da semente e papel adaptativo

O peso da semente ¢ un caracter extremadamente variable entre especies, con un
rango de variacién de 11 ordes de magnitude que abrangue dende os 0.00031 mg de
algunhas orquideas ata os mais de 20 kg de alguns cocos (Moles et al 2005a, 2005b).
Este amplo rango de variacion dase sobre todo en anxiospermas, e crese que se debe a
unha resposta adaptativa para a colonizacion de novos habitats tralo abandono dos
tropicos fai 85 millons de anos (Linkies et al 2010). As diferenzas entre especies no
tamano das plantas adultas ¢ a variable que se correlaciona mais fortemente co peso da
semente (Moles et al 2005a, 2005b, Grotkopp et al 2004). Isto explicase de duas
maneiras, pois por un lado especies de pequeno porte non poden soportar grandes
sementes ou se o fan e a costa de reducir o nimero de estas (Leisman 2001), e polo

outro créese que hai compofientes xenéticos comuns que determinan o tamafio da
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semente ¢ o tamafio da planta (ver revision en Linkies et al 2010). Tamén se atopou
unha correlacidon positiva entre o tamafio do xenoma e o tamafio da sementes asociado

frecuentemente 0s fendmenos de poliploidia (Beaulieu et al 2007).

As especies con maior tamaflo de semente parecen ter certas vantaxes
adaptativas: nacen dende maior profundidade, tefien maior crecemento inicial, maior
tasa de supervivencia e superan mais facilmente condicions de estrés (Castro et al
2006). Nembargante, varios autores creen que a rapida tasa de crecemento relativo
(Relative Growth rate, RGR) das especies de semente mais pequenas compensa a
escasez de reservas propias (Reich et al 1998, Wright e Westoby 1999), facéndoas mais
competitivas por exemplo como especies colonizadoras, en hébitats onde non haxa
competencia polos nutrintes (Parker 2003). Ademais as sementes de menor tamafio son,
en principio, menos apetecibles polos depredadores e menos faciles de atopar (Ramirez—
Valiente et al 2009), tefien menos custe enerxético por unidade producida, grazas o cal a
planta poderia xerar mais sementes (Lacey 1997) e ademais tefien maior rango de

dispersion (Gonzalez-Martinez et al. 2000).

O efecto do peso da semente € especialmente patente en condicions de
limitaciéns de recursos, onde unha semente de maior tamafio pode ter unha clara
vantaxe adaptativa. Se estas vantaxes son grandes, a presion selectiva imposta polo
ambiente pode favorecer a evolucion do peso da semente cara aqueles tamafios mais
favorables. Asi, por exemplo, as poboacions de Quercus suber procedentes de zonas
mais aridas mostran landras de maior tamafio que as poboacions atlanticas (Ramirez-

Valiente et al 2009).

Na medida que o peso da semente sexa un caracter baixo control xenético,
herdable, podera evolucionar de acordo cas presions de seleccion do ambiente. Debido a
que non todas as presions de seleccion actiian na mesma direccidon sobre este caracter
(Castro et al 2006), producense conflictos de intereses ou trade-offs. Dependendo das
circunstancias ambientais poden verse favorecidos individuos con maior numero de
sementes ¢ de menor tamafio ou ben individuos con menos sementes pero de maior
tamafio (Leisman 2001). Tamén pode ocorrer que o nimero de sementes sexa
independente do tamafio (Galloway 2001). Outra opcién seria que o individuo
favorecido, mellor adaptado 6 ambiente, fose aquel que tenda a xerar o maximo nimero

de tamafios posible (Herrera 2009). Polo tanto, se o peso da semente ten cardcter
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adaptativo, para que poida responder &s presions de seleccion, é preciso que exista
variabilidade xenética entre diferentes liflaxes, € que esta variabilidade tefia un
compoiente aditivo. Alternativamente, a variabilidade observada no peso da semente
entre distintas poboacions ou lifilaxes poderia deberse soamente a efectos ambientais.
Desta maneira, cofiecer a contribucion relativa do ambiente e do xenotipo ¢ peso da
semente aparece como un aspecto clave para entender a evolucion de este importante

caracter e o seu posible papel adaptativo.

1.2.3. Fontes de variacion no peso da semente

As condicions ambientais, factores abioticos e biodticos (relacionados coas
interacidons con outros organismos e co estado fisioldxico da nai) son un determinante
principal do peso das sementes a través da influenza da nai (Castro et al 2006). Pero os
factores que determinan o investimento da nai na semente tamén poden ter un
importante control xenético. As fontes de variacion do peso da semente son un
importante factor para entender a transmision de efectos maternos. Recentemente
Galloway e Etterson (2009) demostraron nunha herbacea americana que os efectos
maternos que afectaban o tamafio da semente eran exclusivamente ambientais, que se
manifestaban nos primeiros estadios da planta namentres que os efectos maternos

xenéticos manifestdbanse en cardcteres que persistian 6 longo do ciclo de vida da planta.

E ben coifiecido que o peso da semente (comunmente referido como “SW”, Seed
Weight) esta afectado por diversos factores do ambiente materno (ver revision en Roach
e Woulf 1987), téndose demostrado a stia sensibilidade 4 luz (Galloway 2001, Galloway
e Etterson 2007), &4 temperatura (Lacey 1996, 1997, Moles 2005a), 6 CO, atmosférico
(revision en Teng et al 2009), & disponibilidade de nutrintes (Galloway, 2001) ¢ &
cantidade de auga (Castro 1999). Tamén se sabe que, ademais do importante efecto
ambiental, o peso da semente ven determinado maioritariamente polo xenotipo materno
e mesmo poderia existir interaccion entre este dous factores (interaccion xenotipo-
ambiente) (ex. Castro 1999). Ademais, ainda que con unha contribucién minoritaria,
tamén parece que o xenotipo do pai e do embridn tefien algin efecto, e incluso tamén ¢
posible que o ambiente do pai e interacions ambiente materno — ambiente paterno

inflian no peso da semente (Galloway 2001).
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Ainda que son moitos os traballos que intentaron cuantificar a importancia
relativa destas fontes de variacion, os resultados non son para nada concluintes,
principalmente pola parcialidade metodoloxica da maioria deles. Existen traballos 6
respecto tanto no eido da mellora xenética, buscando controlar os ruidos que as
variacions do peso da semente poden ter nas avaliacions temperas (Carles et al 2009,
Parker ¢ Morneaut 2006), como no eido da ecoloxia evolutiva, buscando valorar o
posible papel adaptativo do peso da semente (Castro 1999, Eriksson e Jakobsson 1999,
Roff 2002, Moles e Wetoby 2004).

Pero estes traballos deben facer fronte a importantes problemas metodoldxicos.
Os estudios en ecoloxia estan baseados principalmente sobre poboacidns naturais. Os
xenotipos son distintos en cada ambiente e en consecuencia non se pode saber que
porcentaxe da variabilidade do peso das sementes ¢ de orixe xenético e canto de orixe
ambiental. Os traballos en ensaios xenéticos, onde distintos xenotipos desenvolvense no
mesmo ambiente baixo un desefio experimental, eliminan este problema da
superposicion dos efectos ambientais e xenéticos, permitindo a cuantificacion do
compoiente xenético. Pero isto non € suficiente para descompofier toda a variabilidade
do peso da semente, xa que outros efectos, normalmente non controlados (variabilidade
ontoxénica, fenotipica ou intradrbore) poden ser cuantitativamente moi importantes.
Ademais, a meirande parte destes traballos baséanse normalmente s6 nun ambiente,
polo que non se pode cuantificar canto da variabilidade do peso corresponde 6 xenotipo
e canto 6 macroambiente. Para solucionar isto seria necesario que 0s mesmos xenotipos
estivesen representados en dous ou madis ambientes, asi como controlar a variacion
microambiental e intradrbore dentro de cada un deles. Na literatura non existen traballos

que realicen este tipo de estudo pormenorizado
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1.3. A especie estudada: Pinus pinaster

O pificiro do pais, pifieiro femia ou pino maritimo (Pinus pinaster Ait.)
distribuese de forma natural polo sur de Europa e o norte de Africa en torno 6 Mar
Mediterraneo, onde ocupa unha gran superficie en masas dispersas e relativamente
fragmentadas (Alia et al 1996). A sua ampla distribucién natural se engade un elevado
interese para o seu uso en reforestacion, tanto con fins de conservacidon ecoloxica
(principalmente na rexion mediterranea e areais costeiros), como produtivo, sendo unha
especie fundamental na produciéon de madeira de serra e trituracion na franxa
eurosiberiana do suroeste europeo. Durante as ultimas décadas tense introducido
noutros paises como Chile, Sudafrica ou Australia, debido & sua facilidade de
implantacion en terreos degradados e 0 seu alto rendemento (Sanz e Pifieiro 2004). A
superficie ocupada pola especie estimase en mais 4,2 millons de hectareas a nivel

global.

En Galicia, onde existen case 400 000 ha de masas puras e case 200 000 ha en
mistura con eucalipto e outras frondosas P. pinaster ¢ a especie forestal mais
representada e ten unha gran importancia econdmica. As masas de P. Pinaster supoiien
ata un 44% da superficie forestal do pais (incluindo as masas mixtas). En canto
crecemento ¢, xunto co eucalipto, a especie mais produtiva de Galicia con
aproximadamente 3 millons de metros ctbicos de crecemento anual (Xunta de Galicia
2001), dos cales se cortan anualmente 6 redor de 1,9 millons de m® (Sanz et al 2006).
As cortas de P. pinaster en Galicia supofien o 71% das cortas da especie en Espaifia.

(INE 2005).

Froito da stia importancia econdémica como especie produtiva, establecéronse
diversos programas de mellora xenética en paises como Francia, Portugal, Australia ou
Espana. Concretamente en Galicia, a través do Centro de Investigacion Forestal de
Lourizan, comezouse nos anos oitenta un Programa de mellora xenética de esta especie
plantexado como un programa de mellora cldsico por seleccion recorrente e mellora
paulatina de caracteres desexables (Zas e Merlo, 2008). Dentro deste programa (ver
Figura 1.3), os xenotipos seleccionados establecéronse en Hortos Sementeiros clonais,
cuxo fin Gltimo ¢ o subministro de semente de alta calidade xenética para o seu uso en

reforestacion. Na actualidade existen dous hortos sementeiros de primeira xeracion

20



Introduccion

(Sergude e Monfero), e un horto depurado recentemente establecido en A Braxe (os tres

na provincia de A Corufia).

Masas P.pinaster
Galicia costa
v
Seleccion 116 arboles
plus
v
v v v
Hortos Ensaios de Ensaios de
sementeiros proxenie proxenie 2003
clonais 1995 |
L 1
MONFERO c ; R ;
recemento S~o
SERGUDE ld—— rectitude e Crecemento =~ Crecemento, rectitude - ---4
estabilidade | e calidade da madeira |
xenotipica 1 | :
[} ] |
| - - -
A \ 4 \ 4 \ 4
Hortos sementeiro Horto sementeiros Horto Ensaios de
clonal depurado de brinzais sementeiros de proxénie de
22 xeracion 22 xeracion
A BRAXE
— _
Actuaciones en proceso

Figura 1.3. Esquema do programa de mellora xenética de P. pinaster de Galicia
(adaptado de Zas e Merlo 2008). E un programa de mellora clasico baseado nun proceso
de seleccion e mellora recorrente dos caracteres de interese (crecemento e forma do
fuste, principalmente), onde os xenotipos seleccionados en cada xeracion de mellora
establécense clonalmente en hortos sementeiros, ou plantacions destinadas a producion
de semente de alta calidade xenética. No esquema reséaltanse os dous hortos sementeiros
estudados no presente proxecto (Monfero e Sergude). As frechas descontinuas indican

procesos actualmente en elaboracion.
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1. 3.1. Relevancia dos efectos maternos nos programas de mellora
xenética

Todo programa de mellora xenética forestal enfrontase a dous problemas
fundamentais: a interaccion Xenotipo-Ambiente (Genotype by Environment interaction,

GxE), e a necesidade de adiantar a idade de seleccion respecto a idade de explotacion.

A interaccion GxE describise como o feito de que os xenotipos tefian
comportamentos relativos distintos en funcion do ambiente no que se avalien. Este
fenomeno debe ser analizado e cuantificado para poder definir unha estratexia 6ptima de
seleccion e de mellora o longo dun determinado territorio (Hill et al 1998). Varios
estudios demostraron unha gran importancia da interacion GXE dentro do programa de
mellora de P. pinaster en Galicia (Martins et al 2009, Zas et al 2004a, Zas ¢ Fernandez-
Lopez 2005; de la Mata e Zas 2010), coherente coa caracteristica variabilidade
intraespecifica na plasticidade fenotipica desta especie (Alia et al., 1995; Chambel et al
2007). Os efectos maternos supofien outra fonte de interacion GxE, esta vez
transxeracional, onde o ambiente materno pode condicionar o fenotipo da proxenie. O
ambiente onde se recolle a semente pode, por tanto, ter unha gran relevancia nas
caracteristicas fenotipicas do individuo, feito que normalmente non se ten en conta nos
programas de mellora, descofiecéndose en xeral ata qué punto pode ter repercusions

significativas nos procesos de avaliacion e seleccion.

O segundo problema tipico dos programas de mellora forestal ¢ o excesivo
tempo necesario para unha avaliacion efectiva do material. Todo programa de mellora
pretende mellorar unhas determinadas caracteristicas de interese ¢ final da quenda e
polo tanto deberiamos esperar ata ese momento para facer a avaliacion. Sen embargo,
coas especies arboreas, retrasar a avaliacion 4 idade da quenda seria inviable e
totalmente inoperativo, polo que os procesos de avaliacion e seleccion adiantanse ata
idades mais temperas (Wright, 1976), 8-10 anos no caso de P. pinaster (Zas ¢ Merlo
2008). A stia vez, os ensaios precoces en viveiro ou invernadoiro baixo condicions
controladas son cada vez mais utilizados dentro dos programas de mellora (Climent et al
2008; Zas e Fernandez-Lopez 2005) como apoio os procesos de avaliacion, asi como en
investigacion en ecoloxia (ex. Valladeres et al. 2006). Pero para que un sistema de
seleccion temperd ou un experimento con plantulas novas sexa viable e representativo,

debe de existir unha elevada correlacion xuvenil - adulto (X-A), que garanta que os
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resultados obtidos en xuvenis son representativos do que ocorre a idades adultas. Os
estudos levados a cabo con P. pinaster en Galicia mostraron unha correlacion X-A moi
baixa ou incluso nula (Zas et al 2004b, Zas et al 2005), tendose suxerido a necesidade
de continuar coa investigacion nesta lifia, pois un sistema eficaz de seleccion tempera
suporia un gran avance para calquera programa de mellora (Zas ¢ Merlo 2008). O peso
da semente ten unha gran importancia no desenvolvemento temperan da plantula (ver
apartado 1.2) polo que as variacidns de este entre xenotipos ou ambientes incluesen con
frecuencia entre as explicacions das baixas correlacions X-A atopadas (Zas et al 2004b).
A pesar do cal o peso da semente ¢ un factor que non se soe ter en conta nos programas
de mellora a pesar de que o seu analise poderia mellorar a determinacion da correlacion

X-A.

A andlise da importancia do peso da semente como mediador dos posibles
efectos maternos de orixe ambiental e da interacion GXE no desenrolo temperan da
plantula, sera de gran axuda para desenvolver procesos de seleccion tempera eficientes e

con elo, mellorar a eficacia dos programas de mellora.

Ademais da potencial relevancia dos efectos maternos nos programas de mellora
forestal, o xénero Pinus ¢ unha especialmente boa especie modelo para estudar a
importancia da plasticidade fenotipica transxeracional debida 6 ambiente a través do
peso da semente. Varios motivos xustifican o anterior: (1) o rango de variacion do peso
da semente ¢ especialmente elevado no xénero Pinus (Linkies et al 2010); (2) tanto a
cascara da semente como o endospermo son de orixe netamente materno nos pinos
(Linkies et al 2010); (3) en xeral os pinos tefien unha plasticidade fenotipica elevada,
superior 4 maioria de frondosas (Valladares et al 2007); (4) a pesar de que os
mecanismos mediante os que o ambiente interactia no fenotipo da proxenie son
descoiiecidos tense suxerido que estes actian no periodo de tempo en que a semente € a
nai estan unidos (Roach e Woulf 1987, Lacey 1997), tempo que no xénero Pinus ¢
marcadamente largo sendo en P. pinaster concretamente de dous anos. O exposto
anteriormente fai pensar que Pinus pinaster pode ser unha especie especialmente
susceptible 0s efectos maternos. Varios estudios con outras coniferas, e especialmente

con Pinus silvestris (Castro 1999, 2008), apoian esta hipotese.
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2. OBXECTIVOS, XUSTIFICACION E HIPOTESES DE
TRABALLO
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A pesar da transcendencia do peso da semente como mecanismo adaptativo e
como fonte dun importante ruido nas avaliacions temperas de material xenético, non hai
traballos que tefian analizado e cuantificado con precision as fontes de variacion do peso
da semente. Isto seria fundamental para cofiecer o papel adaptativo do peso da semente,
asi como para identificar o posible papel dos efectos maternos nos procesos de seleccion

tempera dentro dos programas de mellora xenética.

Como obxectivo xeneral, neste proxecto fin de carreira pretendemos afondar nas
fontes de variacion do peso da semente en Pinus pinaster e na influencia do ambiente
materno no fenotipo da proxenie a través dos seus efectos sobre este caracter. Este pino
¢ unha especie forestal emblematica do suroeste de Europa e fundamental na economia
forestal galega. Os resultados do proxecto poderan ter aplicacion practica na xestion dos
programas de mellora e na producion de semente mellorada a partir de hortos

sementeiros clonais.

Os obxectivos especificos deste proxecto, e as hipdteses de traballo nas que se

fundamentan son os seguintes:

Obxectivo 1- Estudar as fontes de variacion no peso da semente en P. pinaster,
prestando especial atencion 6 papel do ambiente materno e da interaciéon xenotipo -

ambiente.

A nosa primeira hipotese ¢ que: “O papel do ambiente materno, asi como o da
interaccion do xenotipo da nai co ambiente no que se desenvolve, son determinantes
no peso da semente. A magnitude destes efectos pode ser moi importante, incluso
superior 4 definida polo xenotipo da nai.” Isto suporia unha nova fonte de variacion
a contemplar nas avaliacions temperas dentro dos programas de mellora xenética.
En particular, esta hipdtese tradiicese en que un determinado xenotipo desenvolvido
nun ambiente favorable xerard sementes mais grandes que nun ambiente de peor
calidade, pois con maior dispoiiibilidade de recursos a nai podera ceder mais enerxia
e recursos 4 formacion das suas sementes. A confirmacién deste hipotese ten como
repercusion aplicada inmediata que unha boa ubicacion dos HS seria esencial para

conseguir semente de boa calidade.
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Obxectivo 2- Estudar en qué medida inflie o ambiente materno no proceso de

xerminacion e no fenotipo temperan da proxenie.

A nosa segunda hipotese ¢ que: “O ambiente materno, ben a través dos seus efectos
no peso da semente, ou a través doutros efectos epixenéticos non relacionados co
tamafio da semente, ten unha forte influencia no fenotipo da proxenie”. Asumindo
un papel adaptativo dos efectos maternos (Mousseau e Fox 1998), seria predicible
que, en ambientes desfavorables con escasez de auga e nutrientes, tiveran algunha
vantaxe en termos de eficacia bioldxica as nais que produciran sementes que deran
lugar a plantulas con maior adxudicacidon de recursos 6 sistema de captacion de auga
e nutrientes (biomasa radicular). Polo contrario, en ambientes con abundancia de
recursos edaficos, as sementes que desen lugar a plantulas cun maior desenrolo
temperan da parte aérea poderian ter mais viabilidade, pois o factor mais limitante

sera a competencia pola luz.
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Para abordar os obxectivos plantexados desefiamos dous bloques experimentais,
o primeiro para responder 6 obxectivo 1 ¢ o segundo para responder 6 obxectivo 2.

Ambos comparten o material vexetal de partida, que se describe a continuacion.

3.1. Material vexetal

O material vexetal de partida consiste en sementes de polinizacién aberta obtida
dos mesmos xenotipos establecidos en dous hortos sementeiros (HS) de contrastada
calidade de estacion, un con condicions especialmente favorables para o crecemento de
P. pinaster (HS Sergude, establecido en 1991) e o outro con importantes restricions para
o crecemento dos pinos, (Taboa 3.1, Figura 3.1) incluindo baixas temperaturas, forte
vento, pero sobre todo escaseza de recursos no solo, que ademais sufre problemas de

asolagamento (HS Monfero, establecido en 1998).

Taboa 3.1 Paramétros climaticos correspondentes 0s dous horto sementeiros, podese

observar a menor temperatura do horto e o maior risco de xeadas tardias.

ABREV. PARAMETRO MONFERO SERGUDE
T(°C) Temperatura media anual 10,60 13,18
TM(°C) Temperatura media maximas absolutas 22,08 26,43
Tm(°C) Temperatura media minimas absolutas 3,41 3,21
tMeC) Temperatura media maximas 14,51 18,86
tm(°C) Temperatuta media minimas 7,57 8,56
Tmc(°C) Temperatura media mes mais calido 15,48 19,24
Tmf(°C) Temperatura media mes mais frio 5,93 7,82
Obs(°C) Obscilacion térmica anual 9,42 11,41
Obs A(°C) Obscilacion térmica anual absoluta 16,80 21,86
. . . XA,
PLX(meses) Perlodo libre xeadas segun Emberger XIl,Ag,Se Xl Ag.Se
P(mm) Precipitacion media anual en I/m2 1566,82 1220,92
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MONFERO

TCC) TMCC) TmCC) M) m(°C) P(mm)
XANERO 593 13,77 1,80 8,28 3,75 160,90
FEBREIRO 618 1516 0,24 972 3,44 173,86
MARZO 7,53 20,55 -0,35 11,45 4,52 128,57
ABRIL 9,07 23,20 1,43 13,80 555 108,53
MAIO 10,93 2598 372 1522 7,62 113,00
XURO 14,04 27,08 6,86 18,74 10,34 58,58
XULLO 15,36 28,32 8,68 20,22 11,72 72,12
AGOSTO 15,48 28,82 9,32 2024 12,00 47,16
SETEMBRO 14,88 28,06 7,80 19,84 11,42 61,82
OUTUBRO 12,74 22,34 4,98 16,42 992 192,68
NOVEMBRO 844 17,12 1,24 11,18 624 244,52
DECEMBRO 6,60 14,52 0,70 8,96 4,36 205,08
TOTAIS 10,60 22,08 341 14,51 757 156682

SERGUDE
T(C) TM(°C) Tm(°C) tMc(°C) tmi(°C) P(mm)
XANEIRO 7,83 17,34 1,81 12,06 2,27 140,91

FEBREIRO 8,76 18,61 -0,44 14,00 4,58 127,55
MARZO 10,43 23,84 -0,03 15,96 584 90,68
ABRIL 12,00 27,20 1,77 18,26 6,89 95,31
MAIO 13,96 29,97 3,86 19,66 8,90 79,54
XuNo 17,27 32,25 7,78 23,10 11,83 60,47
XULLO 18,20 33,03 7,96 24,18 12,93 50,47
AGOSTO 19,24 35,00 9,17 26,07 13,81 28,03
SETEMBRO 17,51 32,91 7,61 24,74 12,04 40,81
OUTUBRO 14,46 27,96 4,47 20,51 10,51 163,70
NOVEMBRO 10,65 21,16 0,64 15,01 6,89 177,41
DECEMBRO 7,86 17,91 -2,46 12,79 4,21 166,02
TOTAIS 13,18 26,43 3,21 18,86 8,56 122092

Figura 3.1 parametros climaticos e localizacion dos horto sementeiros de Sergude e
Monfero

Ambolos hortos sementeiros forman parte do programa de mellora xenética de
P. pinaster de Galicia e inclien exactamente os mesmos xenotipos establecidos con
idéntico desefio experimental. Neles existen 10 ramets de 116 fenotipos seleccionados
en campo (arbores plus), nun desefio de bloques completos ¢ azar restrinxido (Zas e

Merlo 2008). En cada HS existen 10 bloques cada un con un ramet de cada xenotipo. O
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presente traballo céntrase en 10 de eses xenotipos elixidos 6 chou (representados tanto

en Monfero como en Sergude).

Dentro de cada horto mostrearonse os 10 xenotipos seleccionados en 5 bloques
seleccionados 6 chou. En cada ramet tomaronse 4 pifias procedentes de polinizacion
aberta. O tamafno mostral total foron 400 pinas (4 pifias x 5 bloques ou ramets x 10
xenotipos x 2 hortos sementeiros = 400 pifias). Este desefo inicial tivo que ser alterado
debido & mortalidade de ramets ou numero de pifias insuficientes. Neses casos
substituironse os ramets por outros do mesmo xenotipo nos bloques colindantes. Outros
problemas de erro experimental (fallos de etiquetado, ruptura de bolsas, etc) fixeron que

o nimero de pifias totais diminuise ata 377.

A recollida fixose nos meses de inverno (Decembro 2008 ¢ Xaneiro 2009), para
garantir que a pifia non se abrira nin perdera pifions. Co mesmo fin recolléronse s6
aquelas pifias de segundo ano (fecundadas na primavera de 2007), identificadas pola sua
posicion na rama. Para a recoleccion foi necesario usar perigas telescopicas e mesmo
equipos de escalada (Figura 3.2). Unha vez derribada a pifia meteuse nunha bolsa con
unha etiqueta que indicaba o horto sementeiro, o xenotipo e o bloque. No momento da
recollida toméronse tamén medidas do fenotipo materno como o didmetro & altura do

peito.
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Figura 3.2. Fotos da recollida de pifias en Sergude

3.2. Parte experimental 1. Variacion no peso da
semente

3.2.1. Procesado das pifas

Unha vez recollidas as pifias mantivéronse nun secadoiro, cubertas pero a
temperatura ambiente ata Outubro do 2009. Posteriormente as pifias metéronse 15 dias
nunha estufa con temperaturas non superiores a 35 grados (para evitar un choque
térmico no pifién) co fin de que as pifias se abrisen facilitando asi a extraccion dos
pifions. Despois de iso caracterizdronse as pifias biométricamente (lonxitude, anchura e
peso seco). Posteriormente extraéronse de forma mecéanica todos os pifidons, que se

almacenaron nun bote etiquetado e gardaronse en frio (4°C) ata o seu procesado.
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3.2.2. Avaliacion da semente

Unha vez abertas e caracterizadas todas as pifias empezou o procesado dos
pinons. Para cada pina (recollida en cada bote), analizouse o porcentaxe de sementes
vanas por flotacion. Posteriormente as sementes sécanrose € volveronse 4 estufa durante
7 dias a 35 °C para a determinacion do peso total das sementes sans e vanas nunha
balanza de precision (0.0001 g). A sta vez determinouse o peso individual de 24 pifions
sans elixidos 6 azar en cada pina. Estes 24 pifions almacenaronse mantendo a sua
identificacion nunhas microplacas de poliestireno (Figura 3.3), que contefien 96
alvéolos, de forma que cada placa ten capacidade para as 4 pifias de cada ramet (24
pifions x 4 pifias = 96 pifidns por arbore). Estes pifions debidamente identificados
individualmente e caracterizados polo seu peso e pifia de procedencia gardaronse a 4°C

ata que se sementaron.

&

P R EEFESS

Figura 3.3. Fotos do procesado da semente e a stia plantacion.
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3.2.3. Andlise estatistica

Realizaronse dous tipos de analise estatistico segundo o nivel 6 que foi avaluada

cada variable dependente (nivel pifia ou nivel semente).

a) Analise a nivel de pifia

O tamafio das pinas, o nimero de sementes por pifia e a porcentaxe de sementes
cheas ou sans por pifia analizouse mediante un modelo mixto xerarquizado de andlise de
varianza tipo split-plot con dous niveis ou unidades experimentais (ramets e pifias),
asumindo que 0s valores das distintas pifias dun mesmo arbore son medidas repetidas
(non independentes) dentro dun mesmo suxeito (o ramet). O modelo utilizado foi o

seguinte:

Yix = p+ E; + G; + G*E;; + BHS)yi + G*B(HS))ji + ¢

Onde:

Yijk, representa o valor medido na pina ijk,

K, representa a media global da variable avaliada,

E;, representa o efecto do ambiente materno, no noso caso os dous hortos
sementeiros de contrastada calidade de estacion (Monfero e Sergude),

G; representa o efecto do xenotipo materno, no noso caso os 10 xenotipos
representados en ambos hortos,

G x Ej;, representa o efecto da interacion entre o xenotipo e o horto sementeiro,
orixinada polo feito de que un determinado xenotipo pode ter un rendemento maior ou
menor do esperado nun determinado ambiente debido 4 variacion xenética na
plasticidade fenotipica individual,

B(HS)xi, representa o efecto do bloque dentro de cada horto sementeiro e
representa a variacion microambiental dentro de cada estacion. En total mostraronse 10
bloques en Monfero e 7 en Sergude,

G x B(HS)jui, representa o efecto do ramet. O feito de que so haxa un ramet de
cada xenotipo en cada bloque implica que a interaccion G x B(HS);x nos define o ramet.

Este efecto representa tanto efectos microambientais a escala inferior o tamafio dos
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bloques como outros efectos fenotipicos das arbores nais incluindo efectos ontoxénicos
ou os efectos transmitidos via os patrons dos enxertos.
g, Representa o residuo ou porcentaxe de variacion que non puido ser explicado

co modelo. Neste residuo poderiase incluir entre outras a aportacion do pai.

Todos os factores foron considerados factores fixos excepto o factor G x
B(HS);xi que foi considerado aleatorio co fin de definir as unidades experimentais dos
factores entre suxeito, pois hai datos non independentes de catro pifias distintas por
arbore. A analise realizouse co procedemento MIXED de SAS, e as diferenzas entre os
distintos niveis de cada factor fixo foron analizadas usando o comando LSMEAN do
PROC MIXED (SAS Institute, 1999). Os datos representados son as medias de minimos
cadrados (least square means) + erro estandar. En todos os casos comprobouse que se
cumprian os requisitos de homoxeneidade das varianzas dos residuos, normalidade dos
residuos e independencia das observacions. Para alcanzar estes obxectivos a porcentaxe
de pindns sans por pifia transformouse previamente a4 analise mediante a transformacion

arcseno(x).

Co fin de despexar as posibles diferenzas debidas o tamafio da arbore, no
modelo anterior incluiuse tamén o didmetro normal da arbore nai como covariable
continua. Sen embargo, esta covariable non resultou significativa en ningn caso e foi

retirada do modelo.

Unha vez que soubemos se os efectos de cada factor resultaron ou non
significativos, fixemos unha nova analise considerando tédolos factores como aleatorios
para analizar o porcentaxe de varianza que explica cada factor, usando o mesmo

procedemento anterior.
b) Analise a nivel de semente individual

A andlise das fontes de varianza do peso da semente levouse a cabo mediante un
modelo mixto xerarquizado de analise de varianza tipo split-split-plot con tres niveis ou

unidades experimentais (ramets, pifias e sementes), asumindo que tanto 6s valores das

distintas sementes dentro dunha mesma pifia como aqueles de distintas pifias dunha
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mesma arbore son medidas repetidas (non independentes) dentro dun mesmo suxeito (a

pifa ou o ramet). O modelo utilizado foi o seguinte:

SWijkl = Lt E;, + Gj + G*Eij + B(HS)y; + G*B(HS))jki + COHG(G*B*HS)]jki + ¢

Onde ademais dos factores explicados no apartado anterior incluese o factor
Cone (G x B(HS)jjui, que representa o efecto da pifia dentro de cada rama pois a
posicidn na piia no arbore pode redundar nunha maior cantidade de enerxia para as suas

sementes. Colléronse de 1 a 4 pifias por ramet.

SWijk, representa o peso de un pifién, da pifia | do xenotipo j, mostreado no

bloque k do horto sementeiro i.

Neste caso, tanto o factor G x B(HS)jxi como o factor Cone(G*B(HS)) foron
considerado factores aleatorios intra suxeito definindo asi, xunto co termo de error, os
tres niveis ou unidades experimentais existentes no modelo (ramet, pifia e semente). .
Como no caso anterior, as diferenzas entre os niveis de cada factor, foron analizadas
usando o procedemento LSMEAN do PROC-MIXED (SAS Institute, 1999). Asi mesmo
comprobouse que se cumprian os requisitos de homoxeneidade dos residuos,

normalidade dos residuos e independencia das observacions.

As covariables diametro da arbore nai e o tamafio da pifia (peso seco) incluironse
nunha primeira analise como covariables no modelo. S6 o tamafio de pifia covariou

significativamente co peso da semente.

O igual que fixeramos coa analise a nivel de pifia, unha vez que soubemos se os
efectos de cada factor resultaron ou non significativos, fixemos unha nova andlise
considerando tédolos factores como aleatorios para analizar a porcentaxe de varianza

que explica cada factor, usando o mesmo procedemento anterior.
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3.3. Parte experimental 2. Desenvolvemento temperan
da plantula

3.3.1. Deseilo experimental

Os 24 pifidons que pesamos en cada pifia foron sementados en bandexas
sementeiras nun invernadoiro. As bandexas eran tamén de 96 alvéolos (8 x 12) co fin de
que se axusten 4as microplacas, facilitindonos asi a posterior identificacion de cada
pifion. Os alvéolos eran prismaticos de base cuadrangular e de medidas 2 x 2 x 4,5 cm .
O substrato era soamente vermiculita esfollada degranulometria fina (0,5 — 2 mm de ),
pois asi s0 aportaba estructura sen aporte de nutrintes. Para evitar que a raiz se repique
colocouse debaixo de cada bandexa outra chea do mesmo substrato. En total

sementdronse 103 bandexas cun total de 8990 pifions de peso cofiecido.

3.3.2. Seguimento da xerminacion

Revisouse periodicamente (cada 2-4 dias) a xerminacién das sementes e
anotouse as datas nas que emerxeu cada plantula. Despois de xerminar fixose un
seguimento da sua posterior evolucion ontoxénica, seguindo as series de estados
ontoxenicos definidos en Lazcano et al. (2010) (ver Figura 3.4), anotando a data na que
pasaba de un estadio a outro. A colleita fixose na data na que cada xuvenil individual
chegaba 6 estadio 5 das series antes citadas, que corresponde con inicio de elongacion

do talo trala emerxencia das primeiras agullas primarias
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ESTADIO 1 ESTADIO 2 ESTADIO 3 ESTADIO 4 ESTADIO 5

Figura 3.4. Estadios ontoxénicos do desenvolvemento temperan de Pinus pinaster,
adaptado de Lazcano et al (2010)

3.3.2. Mostraxe e procesado

Para colectar a plantula agarrabase polo pescozo da raiz e iase tirando por ela
con coidado. Se non rompera ningunha parte na extracion enton lavabase a raiz con
auga con moito xeito para retirar os restos de vermiculita e metianse en sobres de papel
tipo kraff tamafio AS. Se sospeitdbamos de que se nos rompera algunha parte da raiz
enton procediamos a baleirar o alvéolo cunha cullerifia de café e se era preciso
cortabamos o alvéolo superior para poder baleirar o de abaixo. O feito de que o segundo
alvéolo estivese cerrado impediulle sair a moitas raices o que provocou que se

espiralaran. Este feito impediu facer unha medicion das lonxitudes das raices.
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Figura 3.4. Colleita das plantulas.

Unha vez que as plantulas completas estaban metidas nos seus sobres, estes

metianse na estufa durante 7 dias a 80 °C. Unha vez secas, pesabase a parte aérea ¢ a

parte radicular en balanza de precision de catro decimais de gramo. A separacion da

parte aérea da radicular fixose 4 altura do pescozo da raiz definida por un cambio na

coloracion.

Cos datos obtidos nestes pasos podemos determinar a influencia do ambiente

materno na xerminacion e no desenvolvemento das plantulas.

3.3.3. Andlise estatistica

O efecto dos factores de estudio analizouse mediante un modelo mixto

empregando o procedemento PROC-MIXED do programa SAS System (SAS Institute,

1999) cun modelo equivalente o descrito no apartado 3.2.3b:

Yijkl =pt+Ei+ Gj + G*Eij + B(HS)y + G*B(HS)jki + COHG(G*B*HS)ljki +¢&
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Onde Y representa as variables estudadas con este modelo, que foron: os dias
transcorridos dende a sembra ata a xerminacion, o peso da parte aérea (SDW, Shoot Dry
Weight), o peso da parte radicular (RDW, Root Dry Weight), a relacion parte aérea/
parte radicular, (RSR = RDW/SDW, Root-Shoot-Ratio), o peso total da plantula
(TDW= SDW-+RDW, Total Dry Weight) e a taxa de crecemento relativo (RGR,
Relative Growth Ratio). A RGR calculouse como RGR = (In TDW — In SW)/DIAS,
onde DIAS representa o nimero de dias dende que xerminou ata que foi recollida e SW
¢ o peso da semente (Castro et al 2008). Ademais estudaronse como covariables o peso
da semente, o peso do cono, o didmetro da arbore nai e os dias de vida que tifia a
plantula cando se recolleu, asi como as stas interacions co horto sementeiro (diferenzas
nas pendentes do efecto da covariable entre hortos sementeiros, Littell et al 2006). De
todas estas posibles covariables, a interacion dos dias de xerminacion co horto
sementeiro, o peso seco da pifa, a interacion do peso da pina co horto sementeiro, o
diametro do ramet ¢ a interaciéon do diametro do ramet co horto sementeiro, foron

rexeitadas por non resultar significativas.

Os factores principais do modelo anterior representan analogamente o mesmo
que no modelo do peso da semente (ver punto 3.2.2) e ¢ igual que entdon o factor
G*B(HS)jxi ¢ Cone(G*B(HS))jji consideraronse aleatorios intrasuxeito definindo os
distintos niveis de unidades experimentais. As diferenzas entre as medias dos factores,
foron analizadas usando o procedemento LSMEAN do PROC-MIXED (SAS institute,
1999). Os datos mostranse como medias de minimos cadrados + erro estandar. Para
realizar as andlises comprobouse que cumprian os requisitos da ANOVA de
homoxeneidade dos residuos, normalidade dos residuo e independencia das

observacions. Para lograr estes requisitos o RSR transformouse mediante o arcsen(x).

A porcentaxe de xerminacion analizouse a nivel de pifia cun modelo equivalente

0 descrito no apartado 3.2.3a.

Igual que fixeramos na Parte Experimental 1, unha vez sabido se os efectos de
cada factor resultaron ou non significativos reanalizamos a informaciéon considerando
todos os factores aleatorios para analizar a porcentaxe de varianza que explica cada

factor, usando o mesmo procedemento do SAS que antes.
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Co fin de cofiecer si existe un compofiente xenético e ambiental na variabilidade
intraarbore no peso da semente, analizouse a varianza do peso da semente dentro de
cada ramet como un caracter propio avaliado a nivel das arbores nais. Este caracter foi
analizado cun modelo simplificado dos expostos anteriormente no que se exclien tanto

o factor ramet como o factor pifia.
As andlises de regresion entre variables realizouse mediante o procedemento

PROC REG de SAS (SAS-Institute 1999) e tédalas figuras fixéronse coa axuda de MS-

Excel.
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4.1. Fontes de variacion do peso da semente en P.
pinaster

4.1.1.Tamafio dos conos

Tanto o tamafio da pifia como o nimero de sementes por pifia foron
significativamente distintos entre hortos sementeiros (Taboa 4.1). Asi mesmo estas
variables presentaron diferenzas significativas entre xenotipos e tamén estiveron
afectadas pola iteracion entre o xenotipo e o horto sementeiro (GxE). Non rexistramos
diferenzas no porcentaxe de pifions viables entre hortos sementeiros, pero si diferenzas
entre xenotipos e iteracion xenotipo — horto sementeiro. A variacion ambiental local
dentro do horto (4 debida 6 bloque), non foi significativa na viabilidade, pero si no

numero de pifions por pifia e no tamafio da pifia.

Taboa 4.1. Resultados do modelo mixto para o tamafo da pifia e o numero e viabilidade
dos pifiéns por pifa.

. .n Numero de Viabilidade dos
Biomasa da piiia .~ o s e 1
sementes por piia piiidns da pifia
Efecto GL@m,e) F P F P F P
HS 1,69 74.89 <.0001 1897 <.0001 0.13 0.7154
G 9, 69 14.08 <.0001 14.66 <.0001 3.05 0.0040
HS*G 9,69 2.04 0.0479 3.77 0.0007 2.98  0.0047
BHS) 15,69 2.08 0.0215 2.67 0.0030 1.1 0.3733

' A variable viabilidade (% pifions sans respecto o total) foi transformada mediante
arcsen(x) para cumprir os requisitos de normalidade e homoxeneidade de varianzas dos

residuos.

A anédlise do modelo con todas as variables aleatorias permite cofiecer a
cantidade de varianza explicada polos distintos factores de estudo (Figura 4.1). Asi
observamos que a variabilidade do tamafio de pifias ¢ debida maioritariamente a
diferenzas entre hortos sementeiros e entre xenotipos (Figura 4.1.a). Tamén ten un
efecto importante o ramet no peso da pina. Por outro lado vemos que a interacion
xenotipo x ambiente, a pesar de ser significativa (Taboa 4.1) apenas explica variacion,
indicando que a resposta no tamafio das pifias foi similar para todos os xenotipos en

funcién do ambiente.
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En canto 6 numero de sementes por pina (Figura 4.1 b), o factor estudado que

explica mais varianza ¢ o xenotipo. O efecto ambiental, ainda que significativo (Taboa

4.1), s6 explica nun 10% das diferenzas no numero de pifiéns entre pifias, un peso

similar 6 efecto do

ramet e da iteracion GxE. Por outro lado existe unha forte

porcentaxe de variacién non explicada polo modelo que se podia deber a outros factores

non controlados.

A viabilidade das sementes en cada pifia non estivo afectada polo ambiente

(Taboa 4.1 e Figura 4.1.c) e sO lixeiramente polo xenotipo. O factor estudado que

explicou o maior porcentaxe de varianza na viabilidade foi o efecto do ramet.
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Figura 4 1. Porcentaxe da varianza total do
tamafio da pifia (a), do nimero de sementes
por pifia (b), e da viabilidade das sementes
por pifia (c) explicada por cada un dos
factores de estudio. HS: horto sementeiro,
ou sexa efecto macroambiental; G,
xenotipo; HSxG, interaccion xenotipo por
horto ou interaccion GxE; B(HS), efecto do
bloque dentro de cada horto sementeiro,
unha medida da variacion ambiental local;
GxB(HS), efecto ramet, ou réplica clonal en
cada bloque, que inclie tanto a variacion
ambiental a escala menor que o bloque
como os efectos fenotipicos da nai e outros
efectos non incluidos no desefio, coma o
xenotipo do patrén, caracteristicas da pua,
etc.
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O peso medio das pifias foi un 60% maior en Sergude, o horto sementeiro de boa

calidade de estacion (Figura 4.2.a). O numero de piidns por pifia tamén foi

significativamente maior en Sergude, aumentando dos 128 piidns de promedio que tifia

Monfero, 6s 144 de Sergude (Figura 4.2.b). A viabilidade dos pinidns foi elevada,

superior 6 90% e non houbo diferenzas significativas entre hortos (Figura 4.2.c).
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Figura 4.2. Tamafio da pifia (a), nimero de
sementes por pifia (b) e viabilidade dos
pifiéns por pifa (c) en cada un dos dous
hortos sementeiros, Sergude, de boa calidade
de estacion, e Monfero, de baixa calidade de
estacion. Os mesmos xenotipos estiveron
representados en cada horto, de xeito que a
diferenza entre hortos ¢ resultado das
diferenzas ambientais entre hortos.
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O peso seco da pina, foi significativamente distinto entre xenotipos (Téboa 4.1),
variando aproximadamente desde os 60 gramos de media do xenotipo 2062 ¢ os 180 do
xenotipo 1052 (Figura 4.3). En todos os xenotipos, 6 peso da pifia foi maior en Sergude,
a pesar do cal existiron interacions GxHS, debido a un factor de escala xa que o efecto

do HS non tivo a mesma magnitude en todos os xenotipos (Figura 4.3).

250 [ ] Monfero
B Sergude
200

150

100

Peso da pifia (g)

50

1020 1026 1046 1052 1058 1062 2032 2062 2072 A

Xenotipos

Figura 4.3. Tamafio da pina promedio de cada xenotipo en dous hortos sementeiros de
contrastada calidade de estacion, Sergude, de boa calidade de estacion, e Monfero, de

baixa calidade de estacion, representando a interaccion xenotipo x ambiente. A
interaccion foi estatisticamente significativa.

As pifias mais grandes presentaron mais pifions independentemente do HS
(Figura4.4.a). Ademais, os xenotipos con pifias mais grandes, ao mesmo tempo
presentan mais pifions (Figura 4.4.b), indicando unha correlacion xenética entre estes
dous caracteres, que semella mais estreita en Monfero que en Sergude. A interpretacion

bioloxica seria que un aumento de 100 gramos no peso da pifia implicaria un aumento
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do 88 % (aprox.) no nimero de piiidns se a pifia pertence a Monfero e un aumento de un

40% (aprox.) do nimero de piiidns se a pifia pertence a Sergude (Figura 4.4b)
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Figura 4.4. Correlacion fenotipica (a) e xenética (b) entre o tamafo da pifia € 0 nimero
de sementes por pifia en dous hortos sementeiros de contrastada calidade de estacion,
Sergude, de boa calidade de estacion, e Monfero, de baixa calidade de estacion.
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O peso seco da pifia apareceu estreitamente relacionado de forma positiva co

peso da semente tanto a nivel fenotipo (figura 4.5.a.) como a nivel clonal (figura 4.5.b.).

O peso da pina presentase asi como un determinante importante do peso da semente. Un

aumento de 50 g no peso da pifia implicaria un aumento de 15 mg no peso promedio do

pifion (figura 4.5.a.). Neste caso as relacions foron equivalentes (pendente similar) entre

ambos hortos.
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Figura 4.5. Correlacion fenotipica (a) e xenética (b) entre o tamano da pifia € o peso
medio dos pifions da pifia en dous hortos sementeiros de contrastada calidade de
estacion, Sergude, de boa calidade de estacion, e Monfero, de baixa calidade de
estacion. As relacions foron estatisticamente significativas (P < 0.05) en tddolos casos.
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4.1.2. Peso medio das sementes

A andlise dos factores de variacion do peso da semente permitenos ver que os
factores que influen significativamente son o horto sementeiro e o xenotipo da nai
(Taboa 4.2) . E importante mencionar que non houbo efecto da interacién GxE ainda
que si houbo un efecto debido as diferenzas entre bloques dentro de cada horto
sementeiro (efecto ambiental local) (Taboa 4.2). O diametro da nai e o peso seco da
pifia incluironse nunha primeira analise como covariables no modelo pero s6 o peso da
pifia covariou significativamente co pes oda semente. Se elimianamos o peso da pifia do
modelo o horto sementeiro e o xenotipo seguirian dando diferencias significativas, so
que, loxicamente con un F maior (F(HS)=149.89, P<.0001; F(G)=22.89, P<.0001). Asi
pois parte das diferenzas entre HS e G son orixinadas polas diferenzas no tamafio das

pifias entre HS e G.

Taboa 4.2. Resultados do modelo mixto para as fontes de variacion do peso da semente.
Amosanse soamente os factores fixos. As covariables Diametro do ramet (D), DxHS e x
HS non foron significativas e non se incluiron na anélise

Efecto GL num GL error F P
Horto sementeiro (HS) 1 68 90.08 <.0001
Familia (G) 9 68 14.69 <.0001
HS x G 9 68 1.87 0.3668
Bloque(HS) 15 68 1.87 0.0424
Peso da Pifia 1 8395 197.78 <.0001

Analizando o modelo cos factores aleatorios podemos estudar a porcentaxe de
variacion que explica cada factor. Asi podemos ver que mais do 75 % da variaciéon no
peso dos pifions foi explicada polo horto sementeiro e o xenotipo (Figura 4.6) sendo
entre estes dous factores, considerablemente mais importante o HS, que absorbe o dobre
da varianza. Confirmase o visto na tdboa anterior sobre o escaso efecto da interacion
entre o xenotipo e o HS (Figura 4.6) e ademais vemos que o efecto do bloque pese a ser

significativo (Taboa 4.2) absorbe moi pouca variacion. O feito de que un determinado
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pifion pertenza a un ramet determinado ou a unha pifia determinada, explica un 9 e un
5%, respectivamente, do seu peso (Figura 4.6). Nesta figura non se incluiu o peso seco
da pifia como covariable, este efecto esta dentro do efecto da pifia, ¢ decir parte do 5%

da variabilidade explicada polas pifias, débese as diferencias no peso de estas.

Residual
Pifla(HSxGxB) 7%

B(HS) 2%

HSxG 1%
51%

Figura 4. 6. Porcentaxe da varianza total do peso da semente explicada por cada un dos
factores de estudio. HS, horto sementeiro, ou sexa efecto ambiental; G, xenotipo;
HSxG, interaccion xenotipo por horto; B(HS), efecto do bloque dentro de horto
sementeiro, unha medida da variacion ambiental local; GxB(HS), efecto do fenotipo do
ramet, a réplica clonal en cada bloque, incliie a variacion ambiental a escala menor que
o bloque e outros efectos non incluidos no desefo; Piia(HSxGxB), variacidon entre
pifias dentro de cada ramet.

A diferenza entre hortos mostrada na tdboa 4.2 faise patente 6 comparar o peso
medio dos pifiéns por HS, sendo un 42% maior en Sergude, o HS de maior calidade

(Figura 4.7).
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Q0 p

Peso medio da semente (mQ)

MONFERO SERGUDE

Figura 4.7. Peso medio da semente en cada un dos dous hortos sementeiros de
contrastada calidade de estacidon, Sergude, de boa calidade, ¢ Monfero, de baixa
calidade. Os mesmos xenotipos estiveron representados en cada horto, de xeito que a
diferenza entre hortos ¢ resultado do ambiente materno.

O peso medio dos piions foi significativamente distinto entre xenotipos,
variando dos 45 + 5 mg no xenotipo 2062 ata os 86 + 6 mg do 1052 (Figura 4.8). En
todos os xenotipos o efecto do HS se manifestou do mesmo xeito, sendo o peso da
semente maior en Sergude, resultando que a interacion GXE non foi estatisticamente

significativa (taboa 4.2 e figura 4.8)
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Figura 4.8. Peso medio da semente caracteristico de cada xenotipo en dous hortos
sementeiros de contrastada calidade de estacion, Sergude, de boa calidade de estacion, e
Monfero, de baixa calidade de estacion, representando a interaccidon xenotipo X
ambiente materno. A interaccion non foi estatisticamente significativa.

4.1.3. Varianza intraarbore no peso medio das suas sementes

Analizando os factores que influen na variabilidade de pesos da semente dentro
de cada arbore nai, vemos que este caracter estd condicionado soamente polo xenotipo
da nai, non habendo influencia do ambiente, nin a nivel macro ambiental (HS) nin a
nivel microambiental (Bloque: B(HS)) (Téboa 4.3). Tampouco existe efecto
significativo da interacion entre os hortos sementeiros e os xenotipos. O existir s6 un
dato por arbore non puidemos inncluir a covariable peso da pifia pero si o diametro por
arbore que non foi significativo. De xeito similar o promedio do peso da pifia por arbore

tampouco sae significativo e non altera (practicamente) os resultados.
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Taboa 4.3. Resultados do modelo mixto da varianza clonal do peso das sementes, ou
sexa, da variabilidade do peso das sementes dentro de cada arbore nai. Amoésanse
soamente os factores fixos.

Efecto GL num GL error FValue ProbF

Horto sementeiro (HS) 1 68 1.48 0.2284
Familia (G) 9 68 7.38 <.0001
HSx G 9 68 1.82 0.0807
Bloque(HS) 15 68 1.74 0.0629

A andlise do modelo con todos os factores aleatorios permitenos ver a
porcentaxe de varianza que absorbe cada factor (tdboa 4.9). Observamos que as
diferenzas entre xenotipos son o factor estudado que mais explica, cun 32%, as
diferenzas entre as variabilidades do peso da semente dentro de cada ramet (Figura 4.9).

Unha gran parte de esa variabilidade non foi explicada polo modelo

9%

51% 32%

B(HS) 0%

Figura 4. 9. Porcentaxe da varianza total explicada por cada un dos factores de estudio
cando se analiza a varianza individual do peso das sementes, ou sexa, da variabilidade
do peso das sementes dentro de cada arbore nai.

Existen diferenzas significativas na variabilidade do peso dos pifidns dentro de
cada individuo entre xenotipos (Taboa 4.3, Figura 4.10), chegandose a atopar diferenzas
de cerca do 30%. Os xenotipos que presentan unha maior variabilidade no peso da
semente en cada arbore son o 1052 e o0 2062, precisamente os que xeraban pifidns mais
grandes, resultando que aqueles arbores que tefien pifias mais gordas tefien sementes

mais gordas e maior variabilidade de pesos (Figuras 4.5.a, 4.8 ¢ 4.10).
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Figura 4.10. Desviacion tipica intradrbore (mm) do peso medio da semente
caracteristico de cada xenotipo.
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4.2. Desenrolo temperan da plantula

4.2.1. Xerminacion

Houbo diferenzas significativas no porcentaxe de xerminacion entre hortos
sementeiros, asi como entre os distintos xenotipos estudados (Taboa 4.4). A interaccion
e marxinalmente significativa. Tamén hai diferenzas entre hortos e xenotipos no tempo
que as sementes tardan en emerxer dende que son sementadas (Téboa 4.4). Neste caso a
interaccion entre ambos factores e significativa. Tamén se observa unha forte

covariacion do tempo de xerminacidon co peso da semente, covariacion cuia pendente

varia segundo o horto sementeiro (interacciéon SW x HS).

Taboa 4.4. Resultados do modelo mixto para a analise do porcentaxe de xerminacion e

do tempo transcorrido entre a sembra e a xerminacion.

% Xerminacion

Tempo de xerminacion

Efecto GL F P>F GL F P>F
Horto sementeiro (HS) 1, 67 10.52 0.0018 1, 68 50.65 <0.0001
Familia (G) 9,67 2.12 0.0392 9, 68 7.80 <0.0001
HSx G 9,67 2.00 0.0524 9, 68 3.91 0.0005
Bloque(HS) 15, 67 0.80 0.6722 15, 68 1.31 0.2204
Peso semente (SW) 1, 7201 64.66 <0.0001
SW x HS 1, 7201 36.44 <0.0001

A porcentaxe de xerminacion foi alta nos dous hortos sementeiros pero

significativamente maior (8 puntos porcentuais) no HS de Sergude, o de mellor calidade

de estacion (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Porcentaxe de xerminacion o final do periodo de estudo nas sementes
procedentes dos dous hortos sementeiros (N = 3389 en Monfero ¢ N = 4182 en
Sergude).

A evolucion do tempo de xerminacion tamén varia entre hortos (Taboa 4.12),
axustandose como era de esperar a unha sigmoide coa asintota superior definida polo
porcentaxe de xerminacion da semente de cada horto. A xerminacién foi mais retrasada
en Monfero, o HS de peor calidade (Téboa 4.12.), producindose a xerminacion da

metade das sementes 0s 35 dias, mais de unha semana despois que en Sergude.

Existen diferenzas significativas da porcentaxe de xerminacion entre familias
(Taboa 4.4, Figura 4.13.a). O tempo de xerminacion € maior en todas as familias no HS
de peor calidade (Figura 4.13.b). Tamén existen diferenzas significativas entre familias
chegando nalguns casos a ser de unha semana (1020 vs. A, Figura 4.13.b). Tamén se
atoparon diferentes comportamentos das familias en funcion do ambiente (1020 vs.

2072, Figura 4.13.b)
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% Xerminacion
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Dias dende a sembra

Figura 4.12. Progresion da xerminacion das sementes procedentes dos dous hortos
sementeiros (O niimero total de sementes sementadas foi de 4097 en Monfero e 4628 en
Sergude). As frechas indican os dias transcorridos ata a xerminacion do 50% das
sementes sementadas.
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Figura 4.13. Porcentaxe de xerminacién o final do periodo de estudo (a) e tempo
promedio necesario dende a sembra ata a emerxencia (b) nas sementes de 10 xenotipos
obtidas en dous hortos sementeiros de contrastada calidade de estacion (Monfero e
Sergude).

4.2.2. Desenvolvemento temperan das plantulas

O horto sementeiro ¢ o xenotipo son dous factores do modelo que explican
significativamente as diferenzas no tamafio da parte radicular, da parte aérea e do total
da planta (Téboa 4.5). Na parte radicular atopouse ademais unha influencia do bloque.

Para esas tres variables (RDW, SDW, TDW) tamén se observou unha forte correlacion
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positiva co peso da semente, a idade da plantula no momento da colleita (en dias) ¢ a
interacion entre o peso da semente e o horto sementeiro, indicando que o efecto do peso
da semente no desenvolvemento da plantula foi diferente entre os dous hortos. Na
distribucion das biomasas (RSR), dos efectos do modelo, s6 aparecen diferenzas
significativas entre hortos sementeiros, non tendo influencia significativa a familia; sen
embargo aparecen covariacions co peso da semente e cos dias que tifia a planta cando se
recolleu. A tasa de crecemento relativo (RGR) non depende significativamente do
ambiente onde secolleitou a semente. Si que hai diferenzas significativas entre familias
e da interacion das familias en cada ambiente. O peso da semente tamén esta
significativamente relacionado co RGW (Taboa 4.5). O non se atoparen influencias
significativas da interacion do peso da semente co horto sementeiro, nos indices RSR e
RGR, eliminaronse do modelo, tal como se fixo con outras covariables probadas
(DWCONE, DWCONE x HS, D, D x HS, todas elas non significativas en ninguna das

variables analizadas).

Téaboa 4.5. Resumo do modelo mixto para a biomasa das plantulas. RDW = biomasa
seca radicular; SDW = Biomasa seca da parte aérea; TDW = biomasa seca total; RSR =
razon raiz : talo; RGR = tasa de crecemento relativo.

RDW SDW TDW
Efecto GL F P>F F P>F F P>F
Horto sementeiro (HS) 1, 68 8.8 0.0041 10.2 0.0021 12.0  0.0009
Familia (G) 9, 68 3.6 0.0011 4.2 0.0003 4.9 <0.0001
HSx G 9, 68 1.7 0.1077 1.8 0.0931 2.0 0.0512
Bloque(HS) 15,68 2.5 0.0054 0.9 0.5242 1.4 0.1559
Peso semente (SW) 1,1973 1392 <0.0001 1022.2 <.0001 815.7 <0.0001
SW x HS 1,1973 5.5 0.0188 13.2 0.0003 12.0  0.0005
DIAS 1,1973 1064 <0.0001 216.5 <.0001 248.6  <0.0001
RSR RGR
Efecto GL F P>F F P>F
Horto sementeiro (HS) 1, 68 6.5 0.0131 0.3 0.5833
Familia (G) 9, 68 1.8 0.0873 4.5 0.0001
HS x G 9, 68 0.6 0.7746 2.1 0.0375
Bloque(HS) 15,68 1.1 0.344 1.0 0.4296
Peso semente (SW) 1,1973 5.0 0.0254 75.0 <0.0001
SW x HS 1, 1973
DIAS 1,1973 193 <.0001 6974.7 <0.0001
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As pléantulas de Sergude, o HS de mellor calidade, tefien entorno a un 25% mais
de biomasa na parte aérea e a un 30% mais de biomasa radicular (Figura 4.14) e
ademais presentan maior proporcion de parte radicular con respecto 6 total da planta

(Figura 4.16).
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Figura 4.14. Biomasa seca da parte aérea (SDW, barras grises, en positivo) e da parte
radicular (RDW, barras brancas, en negativo) das plantulas obtidas a partir de semente
dos mesmos xenotipos establecidos en dous hortos sementeiros de contrastada calidade
de estacion (Monfero (M), e Sergude (S)).

As diferenzas de tamafio tanto na raiz, como na parte aérea, como no total da
planta, son significativas entre as familias. Por exemplo a biomasa total varian dende os
753 mg da familia 1052 6s 297 mg da familia 2062. Este efecto ¢ moi similar na parte
aérea e menos marcado na radicular (Figura 4.15) As plantulas de sementes de Sergude,
o horto de mellor calidade, tefien mais biomasa, tanto na parte aérea como na parte

radical e polo tanto no total (Figura4.14). Esta tendencia conservase en todos os

xenotipos sen diferenzas significativas (Figura 4.15).
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Todas estas figuras representan as medias poblacionais, non as LSMeans ¢ polo
tanto parte das diferencias observadas debense as diferencias que hai para o SW entre

hortos ou xenotipos.
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Figura 4.15. Biomasa seca da parte aérea (SDW, en positivo) e da parte radicular
(RDW, en negativo) na descendencia en polinizacion aberta (familias de medios irmans)
de 10 xenotipos establecidos en dous hortos sementeiros de contrastada calidade de
estacion (Monfero (M), e Sergude (S)).

.A razdn entre a biomasa da parte radical e a biomasa da parte aérea ¢

significativamente maior en Sergude, debido a que as plantulas cuio ambiente materno

era favorable, dedicaron maior porcentaxe da sua biomasa 4 raiz (Figura 4.16)
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Figura 4.16. Relacion entre a biomasa radicular ¢ a biomasa aérea (root shoot ratio,
RSR = RDW / SDW) das plantulas obtidas a partir de semente dos mesmos xenotipos
establecidos en dous hortos sementeiros de contrastada calidade de estacion (Monfero
(M), e Sergude (S)).

A tasa de crecemento relativo presenta diferenzas significativas entre familias e
non hai diferenzas significativas entre hortos sementeiros (Tdboa 4.5). En conxunto hai

efecto significativo da interacion da familia co ambiente, pero certas familias como a

2072 e a 1058 tefien efectos contrastados en funcion do ambiente (Figura 4.17)

O peso da semente esta fortemente relacionado de forma positiva a nivel familiar
coa biomasa da planta, tanto a nivel raiz, como parte aérea, como no total da biomasa
(Figura 4.18.a., 4.18b, 4.18.c.). Esta correlacion dase tamén a nivel fenotipico (Taboa
4.6), indicando que pinidéns mais grandes dan plantas mais grandes en ambas partes, ¢ a
nivel familiar indicando que esta correlacion ten un compofiente xenético, ¢ dicir que os

xenotipos de sementes mais grandes, tenden a dar plantulas mais grandes.
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Figura 4.17. Tasa de crecemento relativo (sensu Castro et al. 2008) na descendencia en
polinizacion aberta (familias de medios irmdns) de 10 xenotipos establecidos en dous
hortos sementeiros de contrastada calidade de estacion (Monfero e Sergude).

A relacion raiz talo esta condicionada de forma negativa co tamafio da semente,
a nivel fenotipico, de forma que sementes mais grandes tenden a dar plantulas con unha
parte aérea mais desenvolvida, ainda que o coeficiente de determinacion ¢ moi baixo
(Téboa 4.6). A nivel xenotipico estas variables s6 estdn correlacionadas de forma
significativa en Sergude (Téboa 4.6), mantendo a mesma tendencia (Figura 4.18.a.),
pero non asi en Monfero polo que temos que supofier que esta relaciéon non ten un

compoiente xenético tan forte e esta fortemente infludia polo ambiente.

O peso da semente non esta relacionado significativamente coa tasa de

crecemento 6 igual que o porcentaxe de xerminacion (Taboa 4.6).

O tempo de xerminacion, en cambio si que estd relacionado significativamente
co peso da semente de forma negativa. De xeito que as sementes de maior tamafio tefien

un menor tempo de xerminacion. Este efecto non se da a nivel familiar (Téboa 4.6), o
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que implica que as familias que tenden a dar sementes madis grandes non tenden
necesariamente a xerminar antes. Enton esta relacion non ten compofiente xenético e
polo tanto depende dos factores non xenéticos que afectan 6 peso da semente, que son

fundamentalmente ambientais (Taboa 4.6.).

Taboa 4.6. Relacions fenotipicas (a nivel individual) e xenéticas (a nivel dos
promedios familiares) entre o peso da semente e distintas variables avaliadas trala
emerxencia para sementes obtidas dos mesmos xenotipos en dous hortos sementeiros de
contrastada calidade de estacion (Monfero (M), e Sergude (S)). Preséntanse os valores
do coeficiente de determinacion (), o estadistico F e a sta probabilidade asociada do
correspondente modelo de regresion, e o signo da pendente da relacion.

Relacién fenotipicas' Relaciéns familiares
Horto r’ F p>F signo 1’ F p>F signo

B10.masa seca M 0.213 2934 <0.0001 + 0.682 17.2 0.0032 +
radicular
(RDW) S 0.155 2337 <0.0001 + 0.729 21.5 0.0017 +
Biomasa seca M 0.649 2004.5 <0.0001 + 0.837 41.0 0.0002 +
aérea (SDW) S 0.551 1561.6 <0.0001 + 0.908 78.7 <0.0001 +
Biomasa seca M 0.592 15723 <0.0001 + 0.816 355 0.0003 +
total (TDW) S 0.500 1270.8 <0.0001 + 0.887 62.5 <0.0001 +
Relacion raizz M 0.008 8.5 0.0036 - 0.133 1.2 0.3011
talo (RSR) S 0.013 17.0 <0.0001 - 0407 55 0.0471 -
Tasa de v 0.000 0.4 0.5342 0.029 0.2 0.6399
crecemento
relativo
(RGR) S 0.001 0.9 0.3442 0.140 1.3 0.2873
Tempo de M 0.015 525 <0.0001 - 0.039 03 0.5843
xerminaciéon S 0.001 3.9 0.0471 - 0.005 0.0 0.8426
Xerminacion M 0.236 2.5 0.1543
% S 0.013 0.1 0.7572

"'N = 1089 para Monfero ¢ N = 1274 para Sergude, excepto no tempo de xerminacion
onde N = 3389 para Monfero e N = 4182 para Sergude.
>N =10 en tédolos casos.
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Figura 4.18. Relacions xenéticas entre as medias familiares do peso da semente e de
distintas variables avaliadas trala emerxencia nas correspondentes plantulas, para
sementes dos mesmos xenotipos establecidos en dous hortos sementeiros de contrastada
calidade de estacion.
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5. DISCUSION
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Neste traballo estudamos caracteres de tres etapas distintas do desenrolo da planta en
duas xeracions distintas, de forma que os efectos dos factores estudados tefien
significados bioldxicos algo diferentes (Téboa 5.1). Nos caracteres avaliados nas
arbores nai ou xeracion FO (caracteres de pifia), a variacion entre hortos sementeiros
debe interpretase como un efecto macroambiental. Pola contra, o efecto do horto
sementeiro no desenvolvemento das plantulas asimese, entre outras causas, como un
efecto materno ambiental, onde o ambiente materno modula o fenotipo da proxenie.
Nunha situacion intermedia atdpanse os caracteres avaliados na semente (peso da
semente, SW), para os cales a variacion entre hortos sementeiros non se pode considerar
un efecto maternal propiamente dito, xa que ainda non ¢ transxeracional, se ben a

semente supon a transicion entre a xeracion FO e F1.

5.1. Fontes de variacion no peso da semente

O primeiro obxectivo de este proxecto foi estudar as fontes de variacion no peso
da semente (seed weight, SW) en P. pinaster, prestando especial atencion 6 papel do
ambiente materno e da iteracién xenotipo — ambiente. Para elo formularamos a hipotese
de que “o papel do ambiente materno, asi como o da interaccion do xenotipo da nai co
ambiente no que se desenvolve, son determinantes no peso da semente. A magnitude
deste efecto pode ser moi importante, incluso superior 4 definida polo xenotipo da nai”.
De acordo cos resultados podemos afirmar que efectivamente o ambiente materno foi o
condicionante mais importante do peso da semente de P. pinaster no noso estudio.
Ademais, como supofiia a hipotese, este efecto foi mais importante que o do xenotipo
materno, explicando aproximadamente o dobre da variacion do SW. Por outro lado a
iteracion xenotipo x ambiente non foi significativo como determinante do peso da

semente.
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Taboa 5.1 Interpretacion bioldxica dos efectos estudados nos distintos ANOVAS en

funcion da variable sobre a que se realizou a analise.

Efecto Variables Interpretacion
o @ N Efecto macroambiental a gran escala debido 4 diferenza
L; N Pifia: entre HS por clima, ambiente en xeral, idade, tamafio, etc
O .
HS g § biomasa,
g g numero de
) pifiéns
Efecto macroambiental sobre as nais. Ainda non se pode
2 5 considerar Efecto materno pois ainda non ¢ transxeracional,
HS g g Pé Semente: se ben a semente supon a transicion entre a xeracion FO e F1.
2 E g SwW Pouco probable a existencia de Efectos Paternos Xenéticos
= directos ou por interaccion co xenotipo materno
Efecto  Materno  Ambiental [efectos  ambientales
v = transxeracionais a través do peso e estrutura da semente (n'y
% ‘g Semente: 2n maternos) + efectos maternos epixenético en el embrion]
HS E B bilidad + Efectos Paternos Xenéticos (pois debido a unha posible
> % viabilidade contaminacion polinica, poden ser diferentes pais nos dous
! g hortos, contribuindo con n en el embrion) + posibles Efectos
= 8 Paternos Ambientais (pouco probables)
= . . .
:8 = Efectos Maternos Ambientais [do ambiente materno a través
g g Plantula: do peso da semente + outros efectos epixenéticos non
HS < EE RSR, RGR, relacionados co peso da semente, ambos previsiblemente
TDW, etc fortes + Efectos Paternos Xenéticos (contaminacién polinica)
+ posibles Efectos Paternos Ambientais]
variacion ambiental local (centos de metros), a pequena
B(HS) Todas ( ). @ peq

escala dentro de cada horto

Variacion entre ramets: efecto do fenotipo particular de cada
repeticion clonal, debida 4 variacion microambiental de
menor rango que o bloque (decenas de metros) + diferenzas
ontoxenéticas entre os individuos do horto + diferenzas no
xenotipo e fenotipo do patrébn portainxerto e a sla
interaccion co xenotipo + outros efectos

GxB(HS) = ramet Todas

Todas as Efecto da variacion entre pifias dentro do mesmo ramet,

Pifia(HSxGxB) Vgriables a debida é. posic.i’(')n da pina d.entro do élrbore.,~ posicion na
nivel semente rama, orientacion, competencia con outras pifias na rama,
e plantula error, etc

Tal como prediciamos, o ambiente materno (horto sementeiro, HS) xunto co
xenotipo (G) explicaron a meirande parte da variacion total do peso das cerca das 10000
sementes avaliadas. Ademais, tal como supofiia a hipotese, o ambiente materno foi o
condicionante mais importante do peso da semente de P. pinaster, dobrando en

importancia (porcentaxe de variacion explicada) 6 xenotipo. Estes resultados adquiren
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especial relevancia posto que os traballos anteriores que intentaron cuantificar a
importancia relativa das fontes de variacion do peso da semente (Carles et al 2009,
Parker e Morneaut 2006, Castro 1999, Eriksson ¢ Jakobsson 1999, Roff 2002, Moles ¢
Wetoby 2004) nunca conseguiron separar eficazmente o efecto ambiental do efecto
xenético debido a desefos experimentais inadecuados. Asi, por exemplo, Castro (1999),
estudando as fontes de variaciéon do peso da semente nunha poboacion natural de P.
sylvestris, asumiu como efecto ambiental o ano da colleita de semente, e como efecto
xenético a arbore nai. Sen embargo, debido a que os xenotipos maternos no seu estudio
estan representados por un Unico individuo situado en condiciéns microambientais
diferentes, en realidade o efecto arbore nai non s6 foi debido 4 xenética da nai senon
tamén, tendo en conta os resultados deste proxecto, &4 variacion ambiental ou fenotipica

entre as arbores nai.

Para a interpretacion do resultados deste proxecto, poderiamos asumir que as
grandes diferenzas atopadas no SW entre hortos sementeiros se deben
principalmente as diferenzas ambientais no clima e na edafoloxia entre ambos hortos.
Nembargantes, non podemos descartar que as diferenzas na idade e no tamafio dos
arbores nai dos dous HS estudados (con arbores 7 afios mais vellos e chamativamente
mais grandes no horto de Sergude) poidan tamén contribuir as diferenzas observadas no
SW. Por outra banda, as sementes analizadas no presente proxecto proceden de
polinizacion aberta, onde o pai non ¢é controlado nin cofecido. Asi, as posibles
diferenzas nos xenotipos paternos entre os dous hortos sementeiros tamén poderia ter

afectado 6 peso da semente obtida nestes.

Pese a que a nivel interespecifico se ten relacionado o SW co tamaio da planta
nai (Moles et al. 2005 a,b), e pese a que existen elevadas diferenzas de tamafio e idade
entre cada horto, nos nosos resultados o SW non mostrou covariacion nin co diadmetro
(D) da planta nai nin coa iteracion entre este e o ambiente (D x HS), suxerindo que as
diferenzas observadas entre hortos non se deben a diferenzas de tamafio ou idade das
arbores. Por outro lado os dous hortos sementeiros tefien exactamente os mesmos
xenotipos, establecidos en equivalente desefio experimental, polo que a nube de polen
principal ten teoricamente a mesma composicion en ambos. Debido a isto non se espera
que haxa un peso importante da xenética dos pais nas diferenzas do SW entre hortos.

Nembargantes, a pesar de que os HS se situan teoricamente en zonas illadas, distantes
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de outras masas de P. pinaster, sabese que a contaminacion polinica externa pode ser
elevada (Gonzalez Martinez et al. 2006) polo que non podemos descartar que existan
diferenzas na composicion xénica paterna dos dous hortos. Pero en calquera caso, e
tendo en conta que a contribuciéon xenética paterna se limita ao aporte cromosémico 6
embrion, mentres que a maior parte do tecido da semente ¢ materno (Roach e Woulf
1987), poderia esperarse unha minima contribucion paterna as diferenzas entre HS no
SW. Outros estudos tefien demostrado unha escasa contribucion paterna nos caracteres

da semente (Lacey 1997, Galloway 2001, Galloway et al 2009).

A variacion do peso da semente (SW) entre xenotipos tamén foi moi elevada,
con sementes que chegaron a seren ata o dobre de grandes nuns xenotipos que noutros,
indicando un forte control xenético do tamano da semente. Ademais, a variacion
relativa entre xenotipos foi coherente entre HS, non existindo interacciéon G x E. Estes
resultados coinciden cos obtidos por Castro (1999), quen encontra un forte control
materno do peso da semente en P. sylvestris, se ben neste traballo non se chega a
distinguir totalmente entre a contribucidon xenética e ambiental do arbore nai. De xeito
equivalente ¢ atopado neste proxecto, Castro (1999) observa que a variacion entre
arbores nai no tamano da semente conservase en diferentes anos de colleita (non hai

iteracion G x E entendidos os anos de colleita como ambientes distintos).

A variaciéon xenética ¢ un requisito imprescindible para que o SW poida
evolucionar como caracter adaptativo en resposta as presions de seleccion. Pero seria
necesario ademais cofiecer o compofiente aditivo de esta variacion, ¢ dicir canto da
variacion xenética se transmite & descendencia. Para isto seria preciso avaliar o peso da
semente en ensaios de proxenie e analizar a correlacion pais-fillos no SW, traballo que
se esta realizando actualmente no grupo de investigacion (Pato et al., en preparacion).
Numerosos traballos falan das vantaxes adaptativas das sementes de maior ou menor
tamafo (Castro et al 2006, Gonzalez-Martinez et al 2006, Parker 2003, Ramirez—
Valiente et al 2009, Reich et al 1998, Wright ¢ Westoby 1999), asumindose que ¢ un
caracter sometido a presions de distinto senso (Eriksson e Jakobsson 1999). A variacion
xenética aditiva intrapoblacional permitiria a evoluciéon de acordo coas presions de
seleccion, o cal poderia chegar 4 diferenciacion entre poboacions si estivesen sometidas
a diferentes presions de seleccion (por exemplo, debidas a diferentes consumidores de

4

sementes). Neste senso ¢ moi notable a variacion interespecifica do SW no xénero
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Pinus, dende os escasos 4 mg de P. contorta hasta os mais de 1 g de P. sabiniana
(Grotkopp et al 2002).

Ademais de variacion xenética no promedio do peso da semente, no presente
traballo atopamos unha forte variacion xenética na variabilidade intrairbore do
tamaiio da semente. Recentemente falase de que a variabilidade interna dentro de un
individuo nun determinado caracter, como o tamafno e forma das follas, a data de
brotacion de estas, ou a fenoloxia reprodutiva dos brotes florais, entre outros, pode ser
un caracter adaptativo en si mesmo, xerando vantaxes no €xito reprodutor de un
determinado individuo por teren estruturas mais ou menos variables (Herrera 2009). No
presente traballo encontramos un forte control xenético da variabilidade no peso da
semente dentro dun mesmo individuo, cuns xenotipos xerando sementes de tamafos
clara e consistentemente mais variables que outros. A variabilidade no peso da semente
poderia ser vantaxosa, por exemplo para enfrontarse aos compromisos entre predacion,
dispersion e desenrolo da plantula, especialmente si se ten en conta a heteroxeneidade
ambiental na que se estableceran as sementes (Valladares et al 2007). Esta variacion
xenética ¢ o primeiro requisito para que, no caso de que esta variabilidade resultase
vantaxosa, a poboacién puidera responder as presions de seleccion cara os fenotipos

mais vantaxosos.

Por outra banda ademais da forte variacion entre hortos sementeiros e xenotipos
o SW tamén covariou co tamafio da pifia, de tal maneira que as pifias mais grandes
deron sementes mais grandes, sendo esta covaracion similar entre hortos (a interaccion
entre o peso da pifia e o horto non foi significativa). Tendo en conta que o peso das
pifias tamén variou de forma significativa entre hortos e entre xenotipos, poderia
pensarse que os efectos do horto sementeiro e do xenotipo sobre o0 SW simplemente son
unha consecuencia indirecta da variacion no peso da pifia. Nembargante, se este se
inclie como covariable no modelo estatistico, os efectos de HS ¢ G sobre SW
mantéfiense altamente significativos, polo que se pode concluir que os efectos maternos
ambientais e xenéticos sobre o0 SW van mais ald dos derivados das variacions no tamafio

das pifias.

Un resultado rechamante ¢ que ademais da covariacion entre o peso promedio de

pifion e o peso da pifa, tamén se observou unha covariaciéon positiva entre o tamafio
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da piiia e o niumero de piiions por pifia. Asi, pifias mais grandes producen mais
pifions e ademais estes son mais grandes, suxerindo que non existe un compromiso
entre o tamafio e niimero de sementes, polo menos a nivel da pina. Estes conflitos
internos entre producir moitas sementes e pequenas ou poucas e grandes foron
observados en moitas plantas (Venable 1992, Paul-Victor ¢ Turnbull 2009) e foron
propostos en diversos traballos como explicacion dos limites na evolucion do SW
(Sadras 2007, Leisman 2001). No noso caso, parece que non existe tal compromiso de
recursos a nivel de pifia, e incluso observase unha correlacion positiva entre o nimero
de pifions e o peso promedio dos pifions, se ben con baixos coeficientes de
determinacién (R* = 0.11, p<.0001, N=178 para Monfero, ¢ R* = 0.09, p< 0.0001,
N=196 para Sergude). Estes resultados suxiren que os recursos adxudicados a unha
determinada pifia non estdn prefixados, e estes son tales que mantefien ou incluso
aumentan o SW en cada pifia, independentemente do numero de pifidns desta, nimero
que estd predeterminado polo numero de escamas nas xemas florais e o éxito da
fecundacion. Estes resultados son especialmente relevantes xa que estan suxerindo un
gran esforzo da planta por manter o SW madis adecuado 4s condiciones ambientais, o
que podia estar indicando un importante papel adaptativo do SW. Sen embargo, hai que
sinalar que ainda que non exista 0 compromiso niimero-tamafio a nivel de pifia, este si
pode aparecer a nivel de individuo, reflectido nunha correlacion negativa entre tamafio
de pifion € nimero total de pifidns no arbore. Para elo seria necesario avaliar o esforzo
reprodutor de cada clon, contando o numero total de pifas producidas en cada individuo
ou avaliando a biomasa dos 6érganos reprodutivos. Outros traballos demostraron que
existe unha importante variacion xenética intrapoboacional no esforzo reprodutor en P.
pinaster, habéndose suxerido un importante papel adaptativo de este caracter na
evolucion e diferenciacion das poboacions de esta especie (Merlo e Ferndndez-Lopez
2004; Santos del Blanco et al 2010; Climent et al 2008). Seria moi interesante
determinar en qué medida o esforzo reprodutor se relaciona co tamafio da pifa e o

pifion.
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5.2. Efectos maternos no desenvolvemento da proxenie

Os efectos ambientais nas nais non so afectaron o SW sendn tamén a moitas
outras caracteristicas da proxenie, dende a xerminacidn ata o desenrolo inicial. Asi, as
sementes do horto sementeiro de mellor calidade (Sergude) xerminaron mellor,
xerminaron antes, ¢ xeraron plantulas mais grandes. Parte destes efectos estiveron
mediados polas diferenzas no SW entre HS, tal como o evidencia a covariacion positiva
co SW, pero tamén por outros efectos epixenéticos non relacionados coa semente, xa
que as diferenzas entre HS mantivéronse altamente significativas ainda cando se incluiu
o SW ¢ a iteracion SW x HS como covariables no modelo estatistico. Os efectos
epixenéticos son aqueles cambios herdados no fenotipo dun individuo que non estan
asociados a cambios na secuencia xendémica, ¢ tefien a sua orixe na influencia da
fisioloxia materna sobre expresion xénica na descendencia, por exemplo a través de

alteracions nos mecanismos de transcricion xénica.

O forte efecto do HS na maioria das variables estudadas na proxenie estd
indicando efectos maternais de tipo ambiental (Tédboa 4.5). O efecto do horto
sementeiro (HS) sobre os caracteres estudados na descendencia representa
principalmente o efecto do ambiente materno sobre a proxenie que pode manifestarse a
través do peso da semente ou a través de outros efectos epixenéticos non relacionados
co tamafio do pindn. Ademais, as diferenzas entre os HS poden deberse a un efecto
xenético ou ambiental do proxenitor paterno; ainda que este ultimo, como xa se ten
comentado, e previsiblemente moito menor (Roach e Woulf 1987). Asi, as diferenzas no
fenotipo da proxenie da descendencia das mesmas nais nos dous hortos sementeiros so
poden deberse ben & variacion ambiental entre os HS ou ben a diferenzas na
contribucion paterna entre os HS. Debido a que, como xa se ten comentado, ambos HS
tefien o mesmo desefio € a mesma representacion xenética, as diferenzas na contribucion
paterna soamente poden orixinarse por contaminacion polinica externa, ainda que unha
contribucion moi desequilibrada dos xenotipos do HS poderia tamén influir. Se os
hortos sementeiros estivesen realmente illados poderiamos concluir determinantemente
que as diferenzas entre hortos son s6 exclusivamente debidas a efectos maternos
ambientais. Pero a posible existencia de contaminaciéon de polen externo obriga a
necesidade de confirmar estes resultados con experimentos equivalentes utilizando

polinizaciéon controlada, e dicir, asegurandonos de que os xenotipos paternos son os
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mesmos en ambos hortos (Zas et al., en preparacion). Tamén poderia influir o tamafio
da arbore ou a idade deste, ou outros aspectos de diferenciacion fenotipica entre os
arbores dos dous HS, pero en todo caso, estes efectos seguirian sendo efectos maternais
de tipo ambiental, xa que as diferenzas virian dadas por variacions no fenotipo materno
e non no xenotipo. Estes resultados confirman a nosa segunda hipotese que predicia que
(3 b 4 4
O ambiente materno, ben a través dos seus efectos no peso da semente, ou a través
doutros efectos epixenéticos non relacionados co tamafio da semente, ten unha forte

influencia no fenotipo da proxenie”.

E dificil avaliar en que medida os efectos maternos atopados poden resultar
adaptatives. Para que un efecto materno ambiental poda considerarse adaptativo a
proxenie establecida en ambientes similares & nai deberia presentar unha vantaxe
adaptativa, cousa que no presente traballo non puidemos avaliar posto que a
descendencia s6 se avaliou nun ambienten en comun. Por outro lado a nosa hipotese de
que as plantulas de Monfero terian un maior RSR que as de Sergude non se cumpriu. A
pesar de que efectivamente hai diferenzas en canto o RSR entre os dous hortos,
contrariamente & nosa predicion, este ¢ maior en Sergude. Asi pois, se as diferenzas
atopadas entre os hortos tefien un compofente adaptativo, o feito de ter maior parte
aérea en proporcion a raiz debe contribuir a un maior éxito para a descendencia nas
condiciéns de estrés de Monfero. As condicions ambientais de Monfero engloban tanto
restricions climdticas (frio, vento) como edaficas (asolagamento, escaseza de solo,
pedregosidade, lavado de nutrientes), sendo dificil establecer cal de todos estes factores
¢ 0 mais critico ou limitante. Os resultados suxiren que ¢ a competencia pola luz ¢ a que
estd primando, xa que as plantulas de semente de Monfero fomentan a producion de talo
a costa da raiz. Pola contra, en Sergude pasou 6 revés, e parece que e vantaxoso dedicar
recursos ¢ sistema radicular. Por outro lado a relacion do RSR co SW ¢ negativa entre
os xenotipos nos dous HS, o que implica que dentro de cada horto sementeiro as nais
con sementes mais grandes dan plantulas con maior parte aérea. Isto concorda co
caracter epixeo das sementes dos pifieiros, onde o megagametofito orixina

principalmente o talo e as follas cotiledonares.

Outro resultado salientable que poderia ter un importante papel adaptativo é o
retraso na xerminacion nas plantas de Monfero. Numerosos estudos tefien atopado

unha alta correlacion entre o ambiente materno e o tempo de xerminacion vinculada a
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través do SW (revision en Castro et al 2006). En ximnospermas, o periodo de
dormancia esta asociado ao espesor da cdscara ou a un control do desenrolo do embrion
(revision en Linkies et al 2010). Cos nosos datos non podemos saber se 0 maior tempo
de xerminacion se debe a un maior espesor da cascara que dificulte o intercambio de
gases entre a semente ¢ o ambiente, ou se o embrion tarda mais en alcanzar o tamafio
adecuado para xerminar. O que si podemos afirmar e que o tempo de xerminacion foi
significativamente maior nas sementes do HS de peor calidade de estacion, e que,
ademais, o tempo de xerminacion estivo significativamente correlacionado co peso da
semente en ambos hortos, existindo una tendencia a que as sementes mais grandes
xerminen antes. De novo estes resultados pddense interpretar como un efecto maternal
adaptativo xa que as diferenzas entre HS, salvando as eventuais contaminacions
polinicas e os seus posibles efectos na xerminacion (esperablemente baixos) débense
unicamente a diferenzas no ambiente materno. O caracter adaptativo deste efecto
maternal xurde do feito de que en climas mais frios, con un maior risco de xeadas
tardias, pode ser vantaxoso retrasar a xerminacion. Moitos estudos tefien demostrado en
coniferas boreais que os efectos maternos ambientais son un mecanismo de adaptacion 6

frio (Andersson 1994, Lindgren and Wei 1994, Johnsen et al 2005, Webber et al 2005).

O igual que no caso de P.sylvestris (Castro 2008) a taxa de crecemento
relativo (Relative Growrh rate, RGR) non dependeu do SW e ademais foi un factor con
gran dependencia do xenotipo. Na analise do RGR pode resultar contraditorio incluir os
dias de vida da planta como covariable xa que os dias de vida aparecen como variable
no calculo de este parametro e polo tanto forzosamente terd unha alta correlacion.
Nembargante se non incluimos esta covariable poderiamos obter resultados confundidos
coa idade da planta. Por exemplo, as diferenzas entre hortos poderan deberse a que
quizais tardaron mais en chegar o estadio final as plantas dun HS que do outro o que
levaria a pensar que habia diferenzas entre hortos cando realmente alometricamente non
as habia. Unha analise de varianza dos dias da planta como variable indicanos que non
hai diferenzas significativas entre HS (F = 0.20; P = 0.6552), pero si entre familias (F =
3.80; P = 0.0006), do cal deducimos que as diferenzas atopadas no RGR entre as
familias son moi elevadas, a maiores que das que absorbia a variable dias. Do mesmo
xeito, tamén poderia cuestionarse o emprego do peso da semente como covariable no
calculo das fontes de variacion do RGR. De feito a analise da correlacion fenotipica e

xenética entre estas duaas variables indicou que non estdn relacionadas
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significativamente. Realizando a analise do RGR sen a covariable ‘peso de semente’, o
HS vélvese altamente significativo (F = 14. 15; P = 0.0004) ¢ a interacién GxHS deixou
de selo (F = 0. 85; P = 0 5748). Desta maneira, a tasa de crecemento relativo interno de
Monfero, o HS de peor calidade resulta significativamente maior (RGR Monfero =
0.08591 + 0.000698; RGR Sergude = 0.08267 + 0.000504 mg mg" dia™). Este feito
resulta coherente, ainda que a nivel intraespecifico, coa teoria de que as sementes de
menor tamafio compensan a sua falta de recursos inicial con un maior tasa de

crecemento relativo (Reich et al 1998, Wright e Westoby 1999).

En conxunto, os resultados deste proxecto indican que o peso da semente ten
un papel crucial no desenrolo temperan da proxenie, afectando a todas las
variables analizadas nas plantulas. O efecto do SW no desenrolo da plantula foi moi
elevado chegando a explicar ata o 65% da variacion na biomasa aérea e o 20% da
biomasa radical. Sendo as etapas temperas das plantulas tan importantes para a
supervivencia e fitness futuro, a importante determinacion do SW no comportamento
inicial da proxenie suxire un valor adaptativo neste caracter. E importante sinalar tamén
o forte compofiente xenético dos efectos maternos transmitidos a través do SW, con
correlacions xenéticas de ata 0.95 (r* = 0.908) entre a biomasa promedio da
descendencia de un xenotipo e o promedio do SW de este. Esta importante relacion
xenética favorece a evolucion do tamafio da semente como transmisor de efectos

maternos.

E asumido que os efectos maternos de orixe ambiental maniféstanse
principalmente nos primeiros estadios do cilo de vida, tendendo a diminuir en
importancia co paso do tempo (p.ex. Galloway e Etterson 2009, Castro 1999, Charles
2006). Sen embargo sabese que os efectos indirectos da sua presenza mantéiense O
longo do ciclo da vida (Roach e Woulf 1987), en especial aqueles relacionados co
establecemento e a supervivencia. Ademais, os efectos maternos de orixe xenético
asiimese que permanecen durante toda a vida da planta (Galloway e Etterson 2009). No
noso estudio non puidemos coiecer en qué medida os efectos maternos se mantefien
mais adiante, sendo necesario controlar a sia evolucion para poder saber a importancia
que tefien estes efectos nos fenotipos adultos, sabendo que foron cruciais no

desenvolvemento temperan.
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5.3. Implicacions practicas

E comunmente asumido que os efectos maternos ambientais poden enlentecer o
proceso de seleccion natural (Roach e Woulf 1987), entanto que, como mecanismo de
xerar plasticidade, favorecen o feito de que un mesmo fenotipo proveila de varios
xenotipos. Do mesmo xeito tamén dificultan o traballo nos programas clasicos de
mellora xenética, onde a seleccion de xenotipos se fai por seleccion recorrente de
caracteres fenotipicos (Zas et al 2004). No presente proxecto puidemos ver como o
ambiente materno tifia unha forte influencia en caricteres fenotipicos da proxenie.
Puidemos ver tamén como o SW era unha importante variable relacionada con estes
caracteres fenotipicos € como o gran determinante do SW era o ambiente materno, cuxo
efecto chega a duplicar 6 xenético. A pesar do cal este pardmetro se segue sen ter en
conta nas avaliacions temperds nos programas de mellora. Propofiemos pois a
continuacion unha serie de aplicacions practicas inmediatas dos resultados do noso
traballo, aplicables tanto a programas de mellora como a calquera tipo de ensaio

xenético sobre sementes ou plantulas.

A vista dos resultados de este proxecto podemos afirmar que o lugar de recollida
da semente nos ensaios xenéticos adquire gran importancia, especialmente para aqueles
ensaios temperans onde a planta xuvenil estd claramente influida polos efectos maternos
ambientais. As sementes de este tipo de ensaios soense tomar en arbores plus onde o
ambiente se pode confundir coa xenética. Asi, as diferenzas na descendencia dos
arbores plus avaliada en ensaios de proxenie non so6 débese as diferenzas xenéticas entre
os arbores plus, se non tamén 4s diferenzas entre os ambientes nos que se situaban estes.
A varianza xenética aditiva e a heredabilidade estimada nestes ensaios estara polo tanto
sobreestimada. Por outra banda, se as sementes dos ensaios de proxenie se toman en
Hortos Sementeiros, onde todas as arbores nai sitlanse nun mesmo ambiente, este
problema desaparece. Pero neste caso habera que prestar especial atencion a evitar
mesturar sementes de distintos hortos ou incluso de distintos anos para garantir unha
homoxeneidade do ambiente que permita avaliar as diferenzas xenotipicas. En este
sentido Pardos et al (2009) encontraron importantes diferenzas no desenvolvemento de
material forestal de reproducion de lotes de semente de hortos sementeiros de distintos

anos de colleita.
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Por outro lado, as cualidades mostradas polos xuvenis de Sergude indican que
unha eleccion adecuada da estacion para o establecemento do horto sementeiro redunda
en plantas de mellor calidade e maior éxito en viveiro e en repoboacion. A seleccion dos
sitios onde establecer os hortos sementeiros aparece como unha etapa critica no

establecemento dos mesmos.

O forte efecto do peso da semente, con un importante control xenético e
ambiental, asi como os efectos epixenéticos mais ala do peso da semente, poden ser
unha importante fonte de variacion nos ensaios temperans dos programas de mellora, e
incluso ser responsable da escasa correlacion xuvenil adulto observada en P. pinaster
(Zas et al 2004b, Zas et al 2005). Pero os resultados indican que non seria facil manexar
estes efectos no andlise dos ensaios temperans, xa que existe un forte compofiente
xenético no SW que poderia estar correlacionado coas caracteristicas a avaliar na
proxenie. Seria polo tanto necesario cofiecer a correlacion xenética entre o SW e as
caracteristicas de interese, para o cal seria necesario avaliar estas caracteristicas nunha
xeracion e na sua proxenie (Pato et al, en preparacion). Una opcion alternativa, mais
inmediata, para igualar os efectos do peso da semente seria utilizar semente do mesmo

tamafio dentro de cada xenotipo, mediante, por exemplo, un cribado dos tamafos.

Os programas de mellora baséanse nunha seleccion recorrente moi intensa sobre
un gran numero de descendentes, o cal incrementa os custos de manexo en
infraestruturas ¢ man de obra. A vista dos resultados este nimero poderiase reducir
seleccionando s6 as sementes mais grandes en cada xenotipo. Un xeito de implementar
isto seria colocando un proceso de cribado como paso previo nos procesos de
establecemento dos ensaios xenéticos. Blade y Vallejo (2008) tamén propofien
procedementos similares para mellorar o éxito da sembra directa de P. halepensis en

zonas queimadas.
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1. Houbo diferenzas significativas no peso da semente entre hortos sementeiros, de
forma que o HS de mellor calidade dou sementes mais grandes. O ambiente materno
foi o condicionante mais importante do peso da semente en P. pinaster, explicando
mais variacion que o efecto xenético. Estes dous efectos explicaron conxuntamente

mais do 75% da variacion do peso da semente.

3. Os efectos maternos ambientais tiveron unha forte influencia en todas as
caracteristicas da descendencia que estudamos, de xeito que as plantulas procedentes
de sementes recollidas no HS de mellor calidade xerminaron mais, xerminaron antes

e acadaron un maior tamafio no mesmo tempo.

4. Observouse variacion xenética na variabilidade individual (intraarbore) do peso da
semente, de xeito que uns xenotipos presentaron pesos de semente significativamente
mais variables que outros. O elevado compofiente xenético da variabilidade do peso

da semente sinala que € un caracter que poderia responder a presions de seleccion.

5. O peso da semente apareceu como a principal canle de transmision dos efectos
maternos ambientais 4 seguinte xeracion. A maioria das caracteristicas estudadas nas
plantulas presentaron fortes correlacions positivas co peso da semente. Sen embargo,
o efecto do ambiente materno transmitiuse tamén de outras formas. O efecto do
ambiente materno mantivose significativo sobre as variables de desenvolvemento da
plantula ainda despois de incluir o peso da semente como covariable nos analises,

indicando que estes tamén ocorren a través de outras canles.

6. Houbo unha forte influencia do ambiente materno na relacion biomasa aérea —
biomasa radicular, pero no sentido contrario ao esperado: o ambiente de mellor
calidade favoreceu a aparicion de fenotipos cunha maior proporcion de parte

radicular.

7. A tasa de crecemento relativo tamén estivo influida polo ambiente materno, de xeito
que as plantulas procedentes de sementes do horto sementeiro de peor calidade
tiveron un maior crecemento inicial, compensando en certa medida os efectos

desfavorables dun menor peso de semente.
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8. Como extension aplicada ao campo da mellora xenética forestal, os resultados do
proxecto indican que: 8.1.) ¢ fundamental ter en conta o efecto do ambiente materno
cando se avalia material xenético nos programas de mellora ou en calquera estudio
xenético, sendo necesario eliminar ou reducir a variabilidade ambiental materna do
material analizado, procurando que sexa homoxéneo tanto espacial como
temporalmente; 8.2.) A eleccion de estacions de boa calidade para o establecemento
de hortos sementeiros redundara en plantas de maior calidade, con maior éxito na
repoboacion tanto en viveiro como en plantacion; 8.3.) nos programas de mellora,
unha seleccion das sementes de maior tamafio dentro de cada xenotipo a avaliar
poderia redundar nunha maior eficiencia nos procesos de seleccién recorrente 6
reducir o nimero de individuos a avaliar; 8.4.) asomesmo, unha seleccion das
maiores sementes, sempre dentro de cada xenotipo, producidas nos hortos
sementeiros dedicadas a plantacions de producion poderia mellorar o éxito e vigor

das plantacions.
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