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Divergencia en estrategias de historia vital entre poblaciones de pino carrasco (Pinus halepensis)

RESUMEN

En contraste con el notable conocimiento adquirido en los ultimos afos sobre la
variacion genética neutral en especies forestales, aun es muy escaso el que tenemos
sobre la variacién de caracteres de historia vital, estrechamente relacionados con
procesos adaptativos. En el presente estudio se evalua bajo un ambiente comun en
campo un conjunto de caracteres clave de historia vital en un ensayo de procedencias
de Pinus halepensis, con poblaciones que abarcan toda la cuenca mediterranea. Los
caracteres elegidos representan las funciones de crecimiento (altura y diametro
normal), mantenimiento (porcentaje de corteza) y reproduccion (numero de conos
femeninos y masculinos y serotinia), entre otros. Aplicamos modelos mixtos
generalizados para determinar las alturas umbrales para la reproduccion femenina y
masculina. Se evaluod la existencia de diferencias significativas entre procedencias en
los caracteres evaluados, diferencias que se confirmaron en la mayoria de los casos.
Mediante analisis de componentes principales y analisis cluster basados en las medias
ajustadas por poblacién, encontramos dos grupos de poblaciones estadisticamente
diferenciadas. El primero se caracteriza por una mayor inversién en crecimiento y
mantenimiento junto con una menor inversion en reproduccion masculina, femenina y
menor porcentaje de serotinia. El segundo mostré la constelacion opuesta de
caracteres, y dentro de este grupo se aprecié un compromiso entre numero de pifias y
tamano de pifiones. Se observa un gradiente noreste-sudoeste de aumento de la
precocidad e intensidad reproductivas y serotinia, pero la latitud fue la Unica variable
geografica o climatica que explicd significativamente la separacién entre los dos
grupos de procedencias obtenidos. Los resultados ponen de manifiesto una marcada
divergencia adaptativa entre poblaciones naturales de pino carrasco.

ABSTRACT

In contrast with the outstanding knowledge acquired over the last few years about
neutral genetic variation in forest species, we still have a quite limited knowledge about
the variation of life history traits, closely related to adaptive processes. In the present
study we evaluated under a common field environment several key life history traits in
a provenance test of Pinus halepensis, with populations covering the entire
Mediterranean basin. The selected traits represent growth (height and breast-height
diameter), maintenance (bark percentage) and reproduction (number of female and
male cones and serotiny) functions, among others. We used generalized mixed models
to determine the threshold heights for female and male reproduction. We checked the
significance of differences among provenances in the measured characters, which
were confirmed in most cases. By principal component analysis and cluster analysis
based on adjusted population means, we found two groups of populations, statistically
differentiated. The first one is characterized by a high investment in growth and
maintenance together with low investment in female and male reproduction and
serotiny. The second group displayed the opposite constellation of traits; also within
this group there was a compromise between the number of female cones and seed
weight. We found a northeast-southwest gradient of increasing precociousness and
intensity of reproduction and serotiny, but latitude was the only climatic or geographical
variable explaining significantly the divergence between the two provenance groups
previously obtained. These results highlight a marked adaptive divergence between
natural populations of Aleppo pine.
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I INTRODUCCION
La teoria de historia vital, los caracteres y estrategias.

El principal objetivo de la teoria de historia vital es conocer como la evolucion,
mediante seleccion impuesta por los desafios ecoldogicos, moldea a los organismos
para lograr el éxito reproductivo (Stearns, 1976). Ello implica entender como se
optimiza el conjunto de caracteres para maximizar el éxito reproductivo, asumiendo
que los recursos son limitados y éstos deben asignarse a tres funciones basicas:
crecimiento, reproduccion, y mantenimiento. La hipotesis basica que subyace en todos
los analisis sobre evolucién de historias vitales es que la variacién esta en gran
medida limitada por compromisos (trade-offs) entre caracteres (Roff and Fairbairn,
2007; Hoffman, 2004).

Las estrategias de historia vital representan el compromiso evolutivo de factores
abioticos y bidticos que afectan a la supervivencia y al potencial reproductivo de los
individuos bajo un determinado ambiente. Grime (1979) propuso un sencillo esquema
para entender las estrategias de historia vital, condicionadas por tres factores
ambientales (en sentido amplio) basicos: competencia, perturbaciones y estrés. Si
bien esta simplificacion se ha discutido mucho (Westoby, 2007), constituye un
interesante punto de partida para entender la variacion inter- e intra-especifica en

historias vitales en muchos organismos (p.ej. Chew and Bonser, 2008).

En suma, el objetivo de una estrategia de historia vital consiste en buscar la mejor
solucion (esto es, la que maximiza la eficacia biolégica bajo unas condiciones
determinadas) a una serie de problemas del ser vivo, como a qué edad y tamafo
comenzar la reproduccion, con qué frecuencia y regularidad, qué proporcién de
recursos se dedican en cada ocasion y el tamafio y numero de propagulos producidos
(Roff, 1992; Stearns, 1976). En efecto, dado que el objetivo ultimo de todo organismo
es reproducirse, la edad de inicio de la reproduccion es un buen punto de partida en
numerosos estudios sobre estrategias de historia vital (Charnov, 1990 ; Verdu, 2002).
Mientras que en algunos organismos la reproduccion implica una escasa inversion, en
otros supone una “decision” que condiciona todo el desarrollo futuro. Asi, esta
constatado en numerosos organismos que la reproduccion precoz e intensa tiene
costes en supervivencia, crecimiento o reproduccién futuras, por lo que una
reproduccion precoz esta muy asociada a una expectativa de vida reducida (Reznick,
1985; Charnov, 1990). Otros aspectos de la reproduccion presentan también
compromisos o antagonismos (nivel de asignacion frente a la frecuencia de la

reproduccion; tamano de la semilla/propagulo frente al nimero de los mismos, etc.).
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El concepto de integracion fenotipica

Dado el caracter intrinsecamente multivariante de las estrategias de historia vital, se
ha empleado crecientemente en las ultimas décadas el concepto de integracion
fenotipica en los estudios de ecologia evolutiva (Schlichting and Pigliucci, 1995;
Callahan and Waller, 2000). La integracién fenotipica se refiere a la variacion
coordinada de los caracteres morfolégicos resultado de la genética, del programa de
desarrollo (ontogenia) y de las relaciones funcionales entre caracteres. Este concepto
ha recibido recientemente un renovado interés por su potencial significado adaptativo,
dado que cada vez hay mas evidencias de que las presiones selectivas afectan a
combinaciones precisas de caracteres, que incrementan la eficacia bioldgica
(Schlichting and Pigliucci, 1995). Este es precisamente el marco conceptual en el que

se inserta el presente trabajo.

El género Pinus y sus estrategias de historia vital

Los pinos tienen una notable capacidad para prosperar y/o invadir aéreas con
limitaciéon de recursos y/o sometidas a perturbaciones, incluso fuera de su rango
natural (Richardson et al., 1994). Aunque la tolerancia a lugares con baja fertilidad es
general entre coniferas, la capacidad para invadir sitios alterados, en etapas
sucesionales es una cualidad de los pinos, ya que poseen una estrategia mas

agresiva como invasores (Grotkopp et al., 2002).

Entre otros tipos de perturbaciones, el fuego es el unico factor pre-humano con
suficiente frecuencia e intensidad al que se asume una fuerte presién selectiva en los
pinos, por lo que estd muy asumido que el fuego ha condicionado fuertemente la
diversidad de las historias vitales de los pinos (Keeley and Zedler, 1998; Schwilk and
Ackerly 2001; Tapias et al.,, 2004). Recientes analisis filogenéticos sostienen que la
intensa presencia de fuego en el Mesozoico, unida al stress abidtico que define la
productividad del sitio, condicioné la evolucién de las historias vitales en los pinos (He
et al.,, 2012; Keeley, 2012). El género Pinus ha seguido dos estrategias evolutivas
basicas en competencia con las angiospermas. El subgénero Strobus prospera en
suelos pobres en nutrientes y temperaturas extremas, bien por frio o calor, pero con
menor intensidad o frecuencia de perturbaciones. En contraste, la linea evolutiva que
corresponde al subgénero Pinus (en el que se engloban la mayoria de las especies
actuales) prospera en lugares propensos al fuego con distintos regimenes en

intensidad y frecuencia (Keeley and Zedler, 1998).
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Caracteres de historia vital especificos de los pinos.

La serotinia se define como la retencion a largo plazo de semillas en la planta, lo que
implica el mantenimiento de un banco aéreo de semillas que generalmente se libera
tras un incendio. Este fendmeno ocurre en muchos taxones de plantas, principalmente
en Australia, Sudafrica, Norte Ameérica y la cuenca Mediterranea (Pausas et al., 2004).
En concreto, los pinos se consideran serotinos si sus pifias permanecen cerradas 3
afos 0 mas tras su maduracion, pero pueden abrirse rapidamente cuando las altas
temperaturas funden la resina que sella las bracteas (Tapias et al., 2001). En lugares
xéricos o durante olas de calor extremo los conos serétinos pueden abrirse sin la
necesidad de fuego (Nathan et al., 1999). Se ha argumentado que los pinos serétinos
asignan mas recursos a la estructura del cono para proteger las semillas, que

sobreviven a temperaturas de mas de 200°C (Knapp and Anderson, 1980).

Dentro del subgénero Pinus, se han definido distintas estrategias de historia vital
contrastadas en relacion a la ya mencionada combinacion de intensidad y frecuencia
de las perturbaciones y la productividad ligada a las limitaciones ambientales (Keeley
and Zedler, 1998; Tapias et al., 2004). Sin embargo, Schwilk (2002) establece una
forma muy sintética de abordar las diferentes historias vitales de los pinos es mediante
dos estrategias basicas: sobrevivir al fuego o afrontar (embrace, “abrazar”) el fuego.
En este ultimo caso, la planta asigna pocos recursos en supervivencia, mientras
muestra caracteres que incrementan la inflamabilidad y mantiene un banco aéreo de
semillas en conos serétinos. La serotinia esta correlacionada positivamente con una
edad de reproduccion minima y negativamente correlacionada con la autopoda y la
densidad de aciculas; a su vez, la auto-poda esta correlacionada positivamente con el

grosor de la corteza y la altura en la madurez (reproduccion tardia en tamafio).

En este sentido, entre los pinos espafioles tenemos buenos ejemplos de las dos
estrategias contrastadas. Asi, el pino pifionero (Pinus pinea), sobrevive fuegos de baja
intensidad gracias a la gruesa corteza de los adultos y la copa densa que dificulta la
conveccion y por tanto disminuye la probabilidad de fuegos de copas (Rigolot, 2004).
Pero sobre todo es el pino canario (P. canariensis) la especie emblematica de
supervivencia frente al fuego, incluso de gran intensidad, al cual sobrevive gracias a
su gruesa corteza y la capacidad de rebrote (Climent et al., 2004). A cambio, estas dos
especies presentan una reproduccion notablemente tardia, entre 15 y 20 afios y
cuando alcanzan unos cuatro metros de altura (Grivet et al., in prep; Tapias et al.,
2004). Por el contrario, P. halepensis representa la estrategia opuesta, basada en una

alta inflamabilidad facilitada por su copa poco densa y la falta de autopoda (Rigolot,
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2004; He et al., 2012), lo que compensa con una reproduccién de las mas precoces de

todo el subgénero y una serotinia media-alta.

Junto a la edad y tamafo de la primera reproduccioén, la serotinia, la capacidad de
rebrote y el espesor de corteza, existen otros caracteres de historia vital menos
estudiados pero que merecen atencion. El primero de ellos es la asignacion sexual,
particularmente interesante en especies monoicas (flores unisexuales pero en el
mismo individuo) esto es, la distinta proporcion de érganos sexuales de ambos sexos,
y en patrticular en el inicio de la fase reproductiva. Si bien se asume que todos los
pinos comienzan su vida reproductiva como femeninos, se ha constatado
recientemente que Pinus pinaster comienza como masculino, y ademas existe una
interesante diferenciacion genética en asignacion sexual que sugiere un patron
ecotipico (Santos-del-Blanco et al., 2012). En otras especies de pinos se ha llegado a
hablar incluso de “dioecia funcional” entre individuos, reflejando la existencia de un

compromiso entre la reproduccion de ambos sexos (Cobb et al., 2002; Kang, 2007).

La densidad de la madera, se ha mostrado recientemente como un caracter muy
ligado a distintas estrategias de historia vital, al menos en las comparaciones inter-
especificas en formaciones forestales con gran diversidad de especies (Van Gelder et
al., 2006; Poorter et al., 2010). Asi, se asume que maderas densas estan asociadas a
mayor longevidad y reproduccion tardia, esto es, a especies de las ultimas fases de la
sucesion vegetal, y viceversa. Sin embargo, la madera densa esta también asociada a
una adaptacion al estrés hidrico, debido a la presencia de elementos conductores de
menor tamafio (menor lumen celular en relacidon a las paredes lignificadas) (Garcia-
Esteban et al., 2009).

Pinus halepensis

El pino carrasco, podria considerarse como el extremo de una trayectoria evolutiva en
los pinos mediterraneos hacia una menor longevidad, reproduccion precoz, baja
inversion en mantenimiento y gran capacidad de colonizacién (Grivet et al., in prep).
La corteza es notablemente delgada, lo que implica una baja probabilidad de
supervivencia a fuegos incluso de baja intensidad (Rigolot, 2004). La escasa autopoda
y poca densidad de la copa aumentan la inflamabilidad de las formaciones de pino
carrasco y aumentan la probabilidad de fuegos de copas (Ne’eman et al., 2004). De
hecho, las masas de pino carrasco representan el 33% del area total quemada en la

cuenca mediterranea (Le Houérou, 1974).

La regeneracion post-fuego depende completamente del banco de semillas que

alberga el dosel arboreo, que puede alcanzar un tamafio considerable en pocos afios
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(Tapias et al., 2001). El bajo peso de la semilla las hace facilmente propagables,
aumentando la dispersion anemdfila cuando las condiciones son 6ptimas para la
germinacion (Nathan et al., 1999; Ne'eman et al, 2004). Las plantulas crecen
rapidamente y comienzan a reproducirse a edad muy temprana, entre los 3 y los 6
afios y en el total de los individuos entre los 12-20 anos (Tapias et al., 2001, Thanos
and Daskalalou, 2000). Los arboles jévenes reproductores suelen comenzar como
femeninos, y posteriormente se convierten en co-sexuales cuando empiezan a

producir los primeros estrobilos masculinos (Shmida et al., 2000).

La serotinia en el pino carrasco es mucho mayor en arboles jévenes y pequefos que
en adultos. En estos, las pifias terminan por abrirse aun en ausencia de fuego (Nathan
et al., 1999; De Las Heras et al., 2007). El porcentaje de conos serétinos es mayor en

poblaciones regeneradas post-incendio (Tapias et al., 2001).

En cualquier caso, los jovenes pinos carrascos asignan muchos recursos a la
produccién precoz de semillas, para reducir asi el “riesgo de inmadurez”, esto es, el
riesgo de no portar semillas viables antes del siguiente incendio (Ne’eman et al.,
2004).

La variacion intra-especifica en la evolucion de historias vitales

Dado que no puede haber evolucién sin variacién genética, se ha dedicado un gran
esfuerzo a comprender la base genética de los caracteres de historia vital (Roff,1992).
En este sentido, los arboles forestales son un buen modelo de estudio, ya que muchas
especies presentan una notable diferenciacion genética entre poblaciones distribuidas
a lo largo de amplios gradientes geograficos y ambientales (Petit and Hampe, 2006).
Estos patrones de diferenciacion se interpretan a menudo como la huella de procesos
micro-evolutivos de adaptacién local (variacion ecotipica) generados por distintas
presiones de seleccidn entre poblaciones (Aitken et al., 2008). Al mismo tiempo, los
arboles forestales tienden a mantener altos niveles de diversidad dentro de cada
poblacion, lo que les capacita para responder rapidamente a presiones actuales y
futuras de seleccion (Petit and Hampe, 2006). La informacion acumulada sobre
variacion genética entre poblaciones y procedencias de pinos es ingente, tanto en
caracteres cuantitativos (p.ej. Alia et al., 1997; Isik et al., 2002; Gonzalez-Martinez et
al., 2002; Aitken et al., 2008; Voltas et al., 2008) como moleculares (p.ej Schiller, 2000;
Gonzalez-Martinez et al., 2002; Eveno et al., 2008; Grivet et al., 2011).

Sin embargo, es notable la escasez de publicaciones sobre la variacidon entre

poblaciones (“procedencias”, en sentido amplio) en caracteres de historia vital en
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estas especies, si excluimos los estudios basados exclusivamente en plantas muy
jovenes (Grotkopp et al., 2002; Climent et al., 2006, 2011; Aranda et al., 2010).

Antecedentes inmediatos de este trabajo

El presente trabajo se engloba en la linea de investigacion en genética de poblaciones
y procesos evolutivos en especies forestales del INIA-CIFOR, en la que J. Climent,
director de este trabajo, se centra en la evolucidon de historias vitales en pinos. En
realidad esta linea continua muchos de los postulados de la tesis doctoral de R.
Tapias en la ETSIM (Tapias et al., 2001, 2004), a las que se han unido la experiencia
del grupo coordinado por R. Alia en el CIFOR (en especial S.C. Gonzalez-Martinez,
M.R. Chambel, D. Grivet y J.J. Robledo-Arnuncio) y la privilegiada infraestructura de la
red de ensayos genéticos coordinada por el CIFOR y el CITA (Aragoén), denominada
GENFORED (Chambel et al., 2011). Este trabajo esta estrechamente coordinado con
la tesis doctoral de Luis Santos del Blanco, en fase de finalizacion, centrada en los
procesos ecoldgicos y evolutivos de los caracteres reproductivos en P. pinastery P.

halepensis, dirigida por J. Climent.

Los trabajos anteriores que han fundamentado el presente trabajo se centraron en la
primera constatacion de diferenciacion entre poblaciones en la asignacion reproductiva
y tamafo umbral de reproduccion en P. halepensis (Climent et al., 2008), en la
variacion intrapoblacional de los mismos caracteres en P. pinaster y P. halepensis
(Santos-del-Blanco et al., 2010), en asignacion sexual en P. pinaster (Santos-del-
Blanco et al., 2012), en plasticidad fenotipica en el tamano umbral de reproducciéon en
P. halepensis (Santos del Blanco et al., in prep.) y, merced a la colaboraciéon con A.
Hernandez, tesis doctoral dirigida por M. Verdu y J. Pausas del CIDE, en las

metodologias para evaluar la serotinia en P. halepensis (Hernandez et al., in prep).

Toda esta aproximacion se basa en ensayos de ambiente comun (common gardens)
en los que los distintos genotipos (familias o procedencias) se evaluan en las mismas
condiciones, eliminando asi la mayor parte de los efectos ambientales e incluso gran

parte de la variacion ontogénica, al tratarse de arboles de la misma edad.
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Il OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es determinar en Pinus halepensis la existencia de distintas
estrategias de historia vital entre procedencias basadas en multiples caracteres y

estudiar los patrones de variacion geografica y climatica de estas estrategias.

En concreto, se pretende responder a las siguientes preguntas:

(i) ¢Se confirma la existencia de diferencias significativas entre procedencias en la
edad de inicio de la reproduccion femenina y la fecundidad femenina, ya observadas

en trabajos anteriores, en otras condiciones de ensayo?

(ii) ¢ Existen diferencias significativas entre procedencias en otras variables de historia
vital tales como la edad de inicio de la reproduccién masculina, la fecundidad
masculina, el porcentaje de pifias serotinas, el porcentaje de corteza, el peso de las

semillas, etc.?

(iii) ¢Existe un patron de variacion conjunta entre caracteres coherente con los
postulados de la teoria de historia vital? En concreto ¢varian los caracteres
reproductivos conjuntamente o, por el contrario, existen compromisos entre caracteres
especificos (asignacion sexual, serotinia, peso de las semillas y su capacidad de

dispersion, etc.)?

(iv) ¢ Existe una agrupacién de procedencias (poblaciones) en funcién del conjunto de

caracteres que indique la existencia de estrategias de historia vital alternativas?
Y, por ultimo,

(v) ¢En qué medida los patrones de variacion encontrados responden a gradientes

climaticos y/o geograficos?



Divergencia en estrategias de historia vital entre poblaciones de pino carrasco (Pinus halepensis)

Il MATERIAL Y METODOS
1.1 Descripcion del ensayo y material vegetal

Ensayo de procedencias en campo

El estudio se centra en un ensayo de procedencias perteneciente a la red nacional de
ensayos genéticos forestales (GENFORED, www.genfored.es), identificado en dicha
red con el acronimo P240LM. Esta situado en el centro de la peninsula Ibérica
(Valdeolmos, Madrid) sometido a un clima mediterrdneo continental (Tabla 1). El
ensayo contiene 43 procedencias que cubren el rango natural de la especie en la
peninsula Ibérica e islas Baleares y otras diez poblaciones mas situadas en Grecia,
Francia, Italia y Tunez (Fig. 1). Las plantas, de una savia, se plantaron en 1997
siguiendo un disefio de bloques completos aleatorizados, formado por 4 bloques y 4
plantas de la misma procedencia contiguas por bloque. El espaciamiento entre
individuos fue de 2,5 x 2 m. En 2005, una plaga de conejos (Oryctolagus cuniculus)
acompafada de un ataque de procesionaria del pino (Thaumetopoea pityocampa)
afectaron a la parcela experimental, causando dafios severos en el primer bloque
(actualmente con un 20% supervivencia). Por ello, se midieron solo los 3 bloques

restantes en las fases siguientes del estudio.

Tabla 1. Posicion geografica, parametros climaticos y edaficos del ensayo de procedencias.

Parametros geograficos, climaticos y edaficos P24 OLM-Valdeolmos

Latitud(N) 40°38'41,94" N
Longitud(W) 03°26'44.34" W
Altitud (m.s.n.m.) 730
Precipitacion media anual (P, mm afio-1) 475
Temperatura media anual (°C) 13.6
Precipitacion estival (mm) 62
Clasificacion edafica (FAO) Cambisol eutrico

En colaboracion con otras lineas de investigacién en el CIFOR y Univ. de Lleida,
elegimos una muestra representativa del conjunto total de procedencias compuesta
por 19 procedencias (Fig. 1, Tabla A1 en datos suplementarios). Dicha seleccion cubre
la mayor parte de regiones climaticas y ecoldgicas del rango natural de la especie,
recoge un amplio espectro en cuanto a variacion molecular y fenotipica avalada por
resultados de anteriores trabajos (Grivet et al., 2009; Voltas et al., 2008; Climent et al.,
2008; Santos del Blanco et al., 2010). En uno de los trabajos mencionados (Climent et
al., 2008), se empled una clasificacion de las procedencias en regiones ecoldgicas,
atendiendo a su similitud ambiental y proximidad geografica, a partir de las Regiones
de Procedencia publicadas (Gil et al., 1996). Hemos mantenido esta identificacion para

facilitar la comparacion de resultados (Tabla A1).
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Los datos climaticos para la peninsula Ibérica fueron tomados de un modelo
fitoclimatico funcional basado en datos obtenidos de estaciones meteoroldgicas
(Gonzalo-Jiménez, 2010). Los datos climaticos de las poblaciones no pertenecientes a
la peninsula se obtuvieron del “WorldClim-Global Climate Data” con una resolucion de
5 minutos (Hijmans et al., 2005). Se tuvieron en cuenta: temperatura media anual
(MAT), rango anual de temperatura (TAR), precipitacion anual (P) y precipitacién
estival (Ps) (Tabla A1). Estos parametros climaticos recogen satisfactoriamente la
variacion en esta especie (Voltas et al., 2008; Climent et al., 2008), y otros parametros
posibles estan muy correlacionados con los cuatro elegidos.
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Figura 1. Procedencias del ensayo P240LM elegidas para este estudio (Tabla A1).

lll.2 Mediciones
Ensayo de campo en Valdeolmos

La medicién del diametro normal (DBH4¢) y altura (H44) se llevé a cabo en otofio de
2011 para la totalidad de los individuos del dispositivo experimental. La tasa de
crecimiento relativo en altura (RGRy) se calculé con las alturas de los afos 2006 y
2011.

Se extrajeron dos microcores por individuo extraidos mediante Trephor® (Rossi et al.,
2006), para determinar la densidad de madera (WOOD). Cada microcore se conservo

en agua destilada con fungicida a 4°C hasta su procesamiento. Mediante calibre
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electronico se registré la longitud y tres diametros de la probeta (microcore) con los
que se calculd el volumen aproximando su forma a un cilindro. Posteriormente las
muestras se secaron a 105°C y se pesaron en balanza digital de precision. La
densidad se estimo relacionando el peso seco y el volumen saturado de cada cilindro

(Valencia and Vargas, 1997).

La suma de conos femeninos (CCgggg) se determiné sumando los conos femeninos de
las cohortes de los afios 2008 y 2009 para la totalidad de los individuos. El nUmero de
conos masculinos (MCy,) se evalué en la primavera de 2012, estimandolo mediante el
conteo de grupos de conos masculinos (ramas reproductivas masculinas) en un
tiempo de 15 segundos (Koenig et al., 1994). A partir de estos datos, los individuos se
clasificaron en femeninos, masculinos o cosexuales en funcion del sexo que
expresaron hasta la ultima medicion. Es decir, considerando esta propiedad como un
caracter acumulado, independientemente de que un afio determinado pudieran no
expresar una funcién sexual que ya habian mostrado anteriormente. Los que todavia
no hubieran expresado ningun caracter sexual se clasificaron como juveniles. La
serotinia (SEROT) se determind como el porcentaje de pifias maduras cerradas

respecto del total de pifias presentes en cada individuo.

Realizamos una cosecha de conos femeninos maduros en verano de 2011 de una
submuestra de individuos de todas las procedencias del estudio. Las pifias se eligieron
de la ultima cohorte madura, esto es, correspondiente a la floracion de 2009, siempre
que esto fue posible. Una vez medidas su longitud y anchura, se extrajeron los
pifiones de cada uno de los conos, seleccionandose 10 pifiones por pifia. Estos fueron
pesados (SEEDy) y escaneados a 300 pp de resolucién mediante Epson Expression
10000 XL®. La imagen obtenida fue tratada con el software ImageJ (Abramoff et al.,
2004) para calcular la superficie alar de cada pifién. Empleamos el cociente del area
entre el peso del pifidn con su ala como estimacion de la capacidad intrinseca de
dispersion de la semilla (DISPERS), esto es, independiente de la altura del arbol y las

condiciones atmosféricas (Benkman, 1995).

Si bien obtuvimos muestras de corteza con Trephor®, que posteriormente medimos en
laboratorio para obtener el espesor radial de corteza de cada individuo, posteriormente
descartamos estos valores por su escasa variacion y elevado error experimental en
una fase tan precoz del desarrollo (a esta edad, la corteza en P. halepensis es
extremadamente delgada en comparacion con otros pinos). Por ello, asumiendo un
elevado control genético de este caracter, empleamos la medicién del espesor de
corteza (BARK4) de una réplica de este ensayo Montafiana (Zaragoza, P24SIA2 en
GENFORED).

11
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Tabla 3. Caracteres medidos en Valdeolmos.

Abreviatura Caracter Medias Unidades
CCosos Sumatorio de conos femeninos 2008/2009 9,93 +1,35 conos
SEROT Serotinia 72 £067 %

MC1, Conteo de conos masculinos 2012 14,49 + 1,62 conteo
WOOD Densidad de madera 523,72 + 13,53 kg/m’

2 -1
DISPERS Dispersion de la semilla (area / peso) 626,80 + 42,46 mm"xmg

0,16 + 0,01 mmxdia”

RGRy Tasa relativa de crecimiento en altura

SEEDw Peso de la semilla 2760 + 1,34 mg
FTSR Tamario umbral de reproduccién femenina 199,00 cm
MTSR Tamaifio umbral de reproduccién masculina 311,00 cm
DBH, Diametro normal 64,92 £576 cm
His Altura 2011 408,27 + 21,92 cm
BARK; Porcentaje de espesor de Corteza (CITA-Zaragoza) 11,93 080 %

lll.3 Analisis de datos
Variacion y co-variacion entre caracteres fenotipicos

Anélisis univariante. Para cada variable registrada se ajustd un modelo mixto

empleando el paquete Ime4 (Bates et al. 2011) mediante el uso de la plataforma R (R
Development Core Team, 2012) definiendo procedencia como factor aleatorio debido
a desequilibrios en el conjunto de datos. Para determinar la existencia de variacion
significativa entre procedencias para cada caracter analizado se empled un test de
ratios de verosimilitud (LTR). Posteriormente se calcularon las medias corregidas por
procedencia para cada caracter estudiado. En la tasa de crecimiento en altura,
diametro y altura correspondientes al afio 2011 se tuvo en cuenta el efecto del bloque
(REP) para el calculo de la media corregida. Para el célculo de la densidad de madera
se empled como covariable el diametro correspondiente a la altura de extraccion del
microcore. Para las variables DISPERS y SEEDy se tuvo en cuenta la influencia de

cada pifia dentro del arbol perteneciente a cada procedencia.

El célculo de la altura umbral para la reproduccion masculina y femenina se llevo a
cabo mediante una variable categdrica de presencia o ausencia de organos
reproductores y aplicando modelos mixtos generalizados (GLMM) ajustados mediante
inferencia Bayesiana (Montecarlo basado en Cadenas de Markov) mediante el
paquete de R MCMCglmm (Hadfield, 2011). La cadena de Markov corrié durante
5.500.000 iteraciones, con las 500.000 primeras correspondientes al calentamiento y
muestreo cada 5.000 iteraciones para evitar correlaciones entre los valores. En los
casos en los que no se logro ajustar el modelo, debido al numero demasiado escaso
de reproductores o a otras causas de error, se estimé el tamano umbral de

reproduccidon de la procedencia como la altura del arbol reproductor mas pequefio
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entre series de observaciones, ocurrio en las procedencias 11, 92, 111, 142, 157, 172,
185, 231 y 241.

Andlisis multivariante. Con el fin de determinar como se agruparon los distintos
caracteres evaluados, realizamos un analisis de componentes principales (PCA) a
partir de las medias corregidas obtenidas en los analisis univariantes mediante el
software STATISTICA 7®. Se realizé6 una clasificacion de variables en activas y
suplementarias. Las primeras fueron aquellas que aportaron informacion al analisis de
componentes principales mientras que las segundas actuan aportaron informacién
descriptiva proyectandose en los ejes de los analisis. El criterio de seleccion de las
variables activas se realizd eligiendo aquellas que presentasen una interpretacion
adaptativa mas sencilla y que preferiblemente fuesen significativas en los analisis
univariantes. Este analisis permite ademas obtener un resumen grafico de la
agrupacion de las 19 poblaciones en los 11 caracteres empleados en este estudio. En
una segunda fase, las coordenadas de cada procedencia en los ejes factoriales
significativos del PCA se emplearon en un analisis cluster de k-medias (McQueen,
1967) para obtener grupos caracterizados por una asociacion de caracteres

semejante. Este método asigna cada caso al grupo cuyo centroide esta mas proximo.

Patrones de variacion geografica y climatica

En primer lugar, realizamos un analisis de componentes principales con las variables
climaticas de las procedencias (MAT, TAR, P y Ps) para confirmar de un modo visual
el grado de independencia de los parametros seleccionados. Igualmente, para conocer
la co-variacion entre las variables climaticas y geograficas, se incluyeron estas ultimas

como suplementarias en el PCA.

Para determinar la influencia de la variacion geografica y climatica en la clasificaciéon
basada en las variables fenotipicas, empleamos un analisis de regresion logistica.
Mediante un modelo lineal generalizado que emplea como funcién de enlace la funcion
logit, se estimé un modelo de regresion donde las variables geograficas y climaticas
actian como variables independientes y el grupo de variacion fenotipica como variable
binaria dependiente, incorporando las variables independientes paso a paso

(stepwise) por medio de ratios de verosimilitud (LTR).

Complementariamente, obtuvimos las matrices de correlaciones de Pearson entre
todos los caracteres fenotipicos y parametros geograficos y climaticos y los valores de
los ejes de los dos analisis de componentes principales realizados usando el software
STATISTICA 7®.
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H (cm)

IV RESULTADOS

IV.1 Crecimiento y desarrollo reproductivo entre 2005 y 2012

En 2005, la altura media de las plantas en los bloques estudiados fue de 167,1£1,7 cm
(media £ error estdndar) con una supervivencia del 89,4%. En el ano 2010, la altura
media fue 324,5+3,5 cm con una supervivencia del 87,6%. En 2012, la altura media

aumentoé hasta los 411,5+3,8 cm con una supervivencia del 87,4 %.

En 2005 el 59,8% de los individuos aun eran juveniles, esto es, no mostraron
caracteres reproductivos. El 31,6% del total presenté conos femeninos, y solamente el
8,6% tuvo conos masculinos. En 2010, incluyendo los conos aun de los afios 2008 y
2009 (presentes en la copa, ya fueran abiertos o cerrados), el numero de individuos
juveniles descendié6 hasta el 11,0% mientras que los femeninos y masculinos
experimentaron un considerable aumento con un 62,5% y un 29,0% respectivamente.
En el afio 2012 la observacion cuantitativa de floracién masculina y femenina mostro
un ligero incremento del numero de juveniles (14,1%), mientras que los femeninos
decrecieron hasta el 53,0% y los masculinos aumentaron hasta el 33,0% (Fig. 2).
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Figura 2. Comparacién por procedencia de medias de altura y desarrollo reproductivo en P240LM en
2005, 2010 y 2012.
Los tamafios umbrales de reproduccion femeninos variaron desde 131,3 cm
(procedencia 172) hasta 289,9 cm en la procedencia 211. Los tamafios umbrales de
reproduccion masculinos mostraron un rango aun mayor. La poblacion 92 fue la que
se reprodujo con menor tamafo, 153,5 cm, y ademas fue la Unica poblacidon cuyo

tamafio umbral para la reproduccion masculina fue superior al de la femenina. La
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poblacion que mostré un mayor tamafo umbral de reproduccion masculino, fue de
nuevo la procedencia griega 211, con 529,9 cm. La procedencia 182 mostré un
tamafio umbral masculino muy cercano al femenino, con unos valores de 2174 y
213,7 cm respectivamente, mientras que las procedencias 11, 211, 154, 152 y 214
destacaron por sus amplias diferencias de tamafo umbral masculino y femenino,
siempre mayor el primero (Fig. 3).
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Figura 3. Tamafos umbrales para la reproduccién masculina (MTSR) y femenina (FTSR) para las

procedencias de estudio ordenadas segun su altura en 2011.

IV.2 Variacion entre procedencias (univariante)

La serotinia (SEROT) mostré diferencias significativas entre procedencias (p<0.0001)
(Tabla 5). Las procedencias espafiolas 11 y 154 destacaron por un nivel de serotinia
bajo, con unos valores de 22,4% y 30,1% respectivamente (Fig. 4a). Las procedencias
extranjeras presentaron todas una serotinia elevada, con porcentajes superiores al
78%. El conteo de conos (CCysgg) presentd igualmente diferencias significativas entre
procedencias (p<0.0001) destacando como maximas productoras de conos las
procedencias 231 y 241, con 26,6 y 46,6 conos por arbol, respectivamente. Por otro
lado, la procedencia 92 mostré el menor numero de conos (2,50). La floracién
masculina estimada (MCi;) mostr6 unas diferencias muy significativas entre
procedencias (p<0.0001). La poblacion 173 produjo una media de 44,7 conos,
mientras que otras (11, 111, 142 y 185) mostraron valores extremadamente bajos (Fig.
4c). El porcentaje de corteza (BARK4) medido en el sitio de ensayo de Montafana
mostré diferencias significativas a nivel de procedencia (p<0.0001) (Tabla 5). La
procedencia 211 fue la que presentd mayor porcentaje, un 14,0%. Por otro lado, la

poblacion 241 registré el menor porcentaje, 10,0%. Por ultimo, el peso del pifién
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(SEEDw) mostré también diferencias significativas entre procedencias (p<0.0001).
Destacan por su mayor peso las procedencias 111, 131, 173 y 214, y en el extremo
opuesto las procedencias 142, 211, 231 y 241. Las medias por procedencia del
diametro a la altura del pecho (DBH44) no mostraron diferencias significativas (Tabla
5).

Tabla 5. Estimaciéon de modelos de caracteres y significacion de efecto procedencia (PROV). Los seis

primeros son los que se emplean en el PCA (activas).

Caracter Modelo Df AIC BIC logLik Chisq Df Pr(>Chisq)
SEROT Cbind (abierta, cerrada) ~ (1 | PROV) 3 337,17 3449 -165,59 706,38 1 <2,20E-16  ***
CCosos CCos09~ (1| PROV) 3 2066,6 2076,6 -1030,3 1316,8 1 <2,20E-16  ***
MC,, MCi, ~ (1| PROV) 3 4339,6 4349,6 -2166,8 19734 1 <2,20E-16  ***
BARK; BARK; ~ (1 | PROV) 4 1466 1480,4 -728,98 30,838 1 2,81E-08 e
SEEDyw SEEDw ~ (1 | proc/arbol/pifia) 5 14180 14209 -7085,1 1569,4 1 <2,20E-16  ***
DBH;, DBHi; ~ REP + (1| PROV) 6 1792,2 1811,8 -890,09 1,2601 1 0,2616 n.s.
Hy4 Hs1 ~ REP + (1 | PROV) 4 2376,3 23895 -1184,2 2407 1 0,1208 n.s.
RGRy RGRy ~ REP + (1 | PROV) 6 -780,37 -760,52 396,18 16,291 1 5,43E-05 e
wOooD WOOD ~ d.hbark + (1 | PROV) 5 2089,2 21055 -1039,6 2,7005 1 0,1003 n.s.
DISPERS DISPERS ~ (1 | proc/arbol/pifia) 5 31336 31365 -15663 1810 1 <2.20E-16  ***
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Figura 4. Medias por poblacion y errores estandar de los caracteres empleados en los analisis de
componentes principales. (a. serotinia, SEROT; b. nimero de conos femeninos 2008-2009, CCoggo; C. cONOS

masculinos, MC+z; d. porcentaje de corteza, BARKj; e. peso de semilla, SEEDw; f. diametro 2011, DBH11).
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IV.3 Asociacion entre caracteres y clasificacion de procedencias

Los datos de partida para el analisis multivariante fueron las medias corregidas por
procedencia para las variables que representan los tres procesos basicos de historia
vital (crecimiento, reproduccion y mantenimiento). Entre todas las variables
analizadas, elegimos aquellas que presentaron variacidon significativa entre
procedencias (SEROT, CCgsp, MCq,, BARK;, SEEDy). Las excepciones fueron el
diametro, que incorporamos como mejor variable descriptiva del tamafo, a pesar de
no mostrar efecto significativo de la procedencia, y la capacidad de dispersion de las
semillas (DISPERS) y tasa de crecimiento relativo (RGRy), que no se incorporaron
pese a mostrar diferencias significativas, buscando simplificar la interpretacion
adaptativa de los resultados. No obstante, representamos estas dos variables, mas los
tamanos umbrales de reproduccion (FTSR y MTSR) y la densidad de madera (WOOD)
como variables suplementarias, para permitir visualizar la relacién entre las variables

fenotipicas.

El andlisis de Componentes Principales mostré dos ejes significativos (autovalor >1)
que explicaron una varianza acumulada del 61,62% (38,62% y 23,00%,
respectivamente). Se realizé la proyeccion de las variables activas y suplementarias
en los dos ejes (Fig 5a). El numero de conos (CCysp) S€ presentd como la variable
mas influyente en el primer eje del PCA (r=0,88 p<0,05), seguida de la serotinia
(SEROQT), porcentaje de corteza (BARK;) con r=0,76 p<0,05 y r=-0,74 p<0,05,
respectivamente. Por otro lado, el peso de la semilla (SEEDy) y el numero de conos
masculinos (MC4;) fueron las dos variables mas correlacionadas con el segundo eje
(r=0,83 p<0,05 y r=0,54 p<0,05) (Tabla A2 en datos suplementarios).

El nimero de conos femeninos (CCgso9) S€ correlacionaron positivamente con la
serotinia (SEROT) (r=0,50 p<0,05) y negativamente con el porcentaje de corteza
(BARKj); r=-0,37 n.s. y r=-0,63 p<0,05, respectivamente (Tabla A2). El peso de las
semillas (SEEDy) no mostré correlaciones significativas con las restantes variables
activas, pero si una correlacién negativa casi significativa con el numero de conos
femeninos (r=-0,44 p<0,1). Cabe destacar la fuerte correlacion negativa existente entre
FTSR y CCqs9, r=-0,77 p<0,05. Por otro lado, existe una correlacion positiva
significativa entre BARK; y FTSR, r=0.60 p<0,05 (Tabla A2).

Mediante el analisis cluster de K-medias, a partir de las coordenadas de las
procedencias en los ejes factoriales, se generaron dos grupos (Fig. 5b). El primer
cluster esta formado por un total de 12 procedencias, caracterizadas por valores
elevados de DBHq; y BARK,, ademas de las dos suplementarias MTSR y FTSR
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Factor 2 : 23.00%

(reproduccion tardia en tamafo). El segundo cluster contiene un total de 7
procedencias, caracterizadas por valores altos de los caracteres reproductivos (MCy,
SEROT, CCqs9). El peso de la semilla (SEEDyw) contrapuesto al n° de conos
femeninos (CCosog), representaria un eje de variacion a lo largo de este grupo, entre
procedencias con pocos conos pero semillas grandes (131 y 173) y las de
comportamiento opuesto (231 y 241). Ademas, este grupo se caracterizé por valores
altos de RGRy, WOOD y DISPERS, en orden decreciente de importancia.

a b
1.0 4
3 |
, (131173 \ Cluster 2
05 Cluster 1 \ v \
1 e Q4.2 | 104 \

RN\ AEEA

0.0 g0 k
2 211 182 157 \
8 o 154| o <231 241
o~ o
S 11142 / \
o o o
T -2

205 w N

-1.0 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6
. 0
10 05 00 05 10 Factor 1: 38.11%
Factor 1: 38.11%

Figura 5. a. Proyeccion de las variables fenotipicas activas y pasivas en los dos ejes significativos del
analisis de componentes principales. (variables con circulo, activas; cuadrado, suplementarias
b. Proyeccion de las procedencias en los mismos ejes, sefialando los dos grupos obtenidos por cluster

mediante k-medias.

IV.4 Patrones de variaciéon climatica y geografica.

En cuanto al andlisis de las variables climaticas de origen de las procedencias de
estudio, el PCA mostré6 dos componentes significativas (autovalor>1), explicando
ambas un 78,55%. El primer factor presento una varianza del 43,86% mientras que el
segundo fue de 34,69%. En la proyeccion de las variables en los ejes seleccionados
podemos observar que, salvo las variables de precipitacion anual y estival (P y Ps),
muy correlacionadas (r=0,52 p<0,05), las otras dos variables presentan ejes de
variacion casi equidistantes. La variable suplementaria altitud (ALT) esta fuertemente
correlacionada con la oscilacion térmica anual (TAR), r=0,58 p<0,05, y con la
temperatura media anual (MAT), r=-0,66 p<0,05 (Tabla A2). También existe otras
correlacion entre las variable suplementarias latitud (LAT) y precipitacion estival (Ps),
r=0,69 p<0,05 (Tabla A2). La altitud (ALT) esta correlacionada negativamente con la
longitud (LONG) vy la latitud (LAT) (r=-0,64 p<0,05 y r=-0,46 p<0,05, respectivamente

(Tabla A2), indicando una mayor altitud de las procedencias hacia el Sur y Oeste.
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Figura 6. a. Proyeccion de las variables climaticas activas y geograficas (suplementarias) en los dos ejes
significativos del andlisis de componentes principales. var. activas, azules; suplementarias, cuadrado. b.
Proyeccion de las procedencias en los mismos ejes, con indicacion de los grupos (cluster) obtenidos del analisis

de k-medias de variables fenotipicas (Cluster 1, puntos azules; cluster 2, puntos rojos).

Se aprecia la ausencia de relacion entre la variacion climatica y la clasificacion
(clusters) obtenida a partir de las variables fenotipicas (Fig. 6b). Este hecho se
confirmé mediante el analisis de regresion logistica, en el que soélo se incorporo la
latitud (LAT) con un efecto significativo (p<0,05), de forma que se detecté una mayor
presencia de la estrategia representada por el cluster 2 hacia menores latitudes (Fig.

A1 en datos suplementarios).

No obstante, observando la relacién variable a variable, si encontramos algunas
correlaciones significativas (Tabla A2). El porcentaje de corteza se correlacioné
negativamente con la altitud y positivamente con la temperatura media anual (r=-0,49
p<0,05 y r=0,49 p<0,05, respectivamente. La serotinia se correlacioné negativamente
con la latitud (r=-0,64 p<0,05) y con la precipitacion estival (r=-0,54 p<0,05). El tamafio
umbral de reproduccién masculina mostré una correlacién positiva tanto con la
longitud (r=0,52 p<0,05) como con la latitud (r=0,45 p<0,1). El tamafio umbral de
reproduccion femenina mostrd correlaciones negativas significativas con la altitud y el
rango de temperatura anual, r=-0,51 p<0,05 y r=-0,56 p<0,05, respectivamente. El
numero de conos femeninos se correlacioné negativamente con la latitud (r=-0,43
p<0,1), la densidad de madera presenté una correlacion negativa con la precipitacion
estival (Ps), r=-0,44 p<0,1. La dispersion de las semillas presentd correlaciones con la
altitud y la temperatura media anual, la primera de ellas negativa (r=-0,40 p<0,1) y la

segunda positiva (r=0,42 p<0,05).
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V DISCUSION

En el presente trabajo hemos abordado el estudio de la variacion intraespecifica de
estrategias de historia vital en Pinus halepensis a partir de multiples caracteres
cuantitativos, evaluados durante el cambio de fase reproductivo en un ensayo de

procedencias en campo.
V.l Reproduccion femenina y masculina

El tamafio umbral de reproduccién es un concepto muy empleado en estudios en
animales y plantas herbaceas, pero hasta ahora muy poco aplicado a especies
arboreas (Schmida et al.,, 2000) y aun menos con algun control de las condiciones

ambientales o de la variacion genética (p. ej. Santos et al., 2010, y en prensa).

Nuestros resultados indican que, en las condiciones del ensayo, practicamente todas
las procedencias comenzaron su etapa reproductiva como femeninas, alcanzandose la
sincronia sexual paulatinamente. Este hecho concuerda con observaciones previas,
tanto en otros ensayos de procedencias (Climent et al., 2008; Santos-del-Blanco et al.,
2010) como en masas naturales en Israel (Shmida et al., 2000). Esta clara prioridad de
la funciéon femenina, tanto en edad como en tamafio (la altura umbral para la
reproduccion femenina fue 199 cm frente a 311 cm para la masculina), podria
incrementar el éxito reproductivo en situaciones de perturbaciones frecuentes como
los incendios, donde los arboles adultos supervivientes pueden polinizar los conos

femeninos del regenerado post-incendio (Ne’eman et al., 2004).

En relacion a la primera pregunta formulada en los objetivos, encontramos diferencias
entre procedencias en el tamafio umbral de reproduccion tanto femenina como
masculina, siendo el primero mas homogéneo entre procedencias (Fig.3). Este
resultado contrasta con el obtenido en procedencias de Pinus pinaster por Santos-del-
Blanco (2012), en donde fue el tamafo para la reproduccion femenina el mas
diferenciado entre procedencias. Esta disparidad podria tener relacion con el distinto
peso de la competencia y las perturbaciones entre ambas especies, en linea con la
teoria de las estrategias de Grime (1977). No obstante, en P. halepensis las
procedencias precoces en reproduccion femenina tienden a serlo también en
reproduccion masculina (Tabla A2), por lo que, al menos a nivel de procedencia no
observamos un compromiso entre ambas funciones ni la existencia de una

diferenciacion genética en la asignacion sexual.
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V.l Otros caracteres de historia vital

La serotinia se acepta ampliamente como uno de los principales caracteres de historia
vital en el subgénero Pinus ligado a la adaptacion al fuego, al permitir el almacenaje
de semillas en un banco aéreo y su liberacién abrupta cuando las condiciones para la
germinacion son optimas (Schwilk and Ackerly, 2001; He et al.,, 2012). Por ello, es
relevante que en nuestro experimento el grado de serotinia varie ampliamente entre
procedencias (entre el 20 y el 100 %), de forma semejante a lo observado en
procedencias de P. pinaster (Tapias et al., 2004). Este resultado es el primero
obtenido en Pinus halepensis que confirme diferencias genéticas entre procedencias
en serotinia, al mismo tiempo que otros trabajos en curso estan revelando una

heredabilidad alta entre familias dentro de procedencias (Hernandez et al., in prep).

Hay que resaltar la correlacion positiva que encontramos entre serotinia y numero de
conos femeninos, de forma que una alta fecundidad femenina precoz implicaria un
banco aéreo aun mayor. Las poblaciones con esta combinacién de caracteres tendrian
una clara ventaja en escenarios de fuegos recurrentes, minimizando el riesgo de
inmadurez; es decir, la muerte de los regenerados post-incendio antes de que

produzcan semillas viables (Tapias et al., 2001; Ne’'eman et al., 2004).

Por otra parte, el espesor de corteza se encontré mas correlacionado con el tamafio
umbral de reproduccién femenina que con la serotinia, de modo que la reproduccion
femenina mas tardia va ligada a un mayor espesor de corteza. La literatura ha dado
mucho mayor relieve a la evolucién conjunta (opuesta) entre espesor de corteza y
serotinia (Keeley and Zedler, 1998; Schwilk and Ackerly, 2001 ; He et al., 2012) pero
en general se ha prestado poca atencion a la correlacion entre precocidad en la
reproduccion y espesor de corteza entre poblaciones. Este resultado es muy
coherente con los postulados de la teoria de historia vital, ya que una alta inversion en
reproduccion precoz va ligada en general a expectativas de poca longevidad (Stearns,
1976), por lo que el coste de la corteza como elemento clave de mantenimiento-
supervivencia podria no compensar. En especies no rebrotadoras, la corteza gruesa
s6lo asegura la supervivencia de los arboles con fuegos de suelo o sotobosque si los
de los arboles tienen una talla y desarrollo suficiente (Keeley and Zedler 1998; Rigolot,
2004). En este sentido, la reproduccion precoz y el mantenimiento de un banco aéreo
de semillas podria resultar contra-adaptativo dado que la reproduccion tiene un coste
en crecimiento (Schmidtling, 1981; Karlsson and Mendez, 2005) lo que parece
constatarse en esta especie tanto por correlaciones genéticas negativas (Santos-del-

Blanco et al., 2010) como mediante experimentos manipulativos (Santos-del-Blanco,
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com. pers.). No esta claro hasta qué punto la serotinia es también costosa en esta

especie, pero se ha sugerido por evidencias indirectas (Espelta et al., 2011).

El peso de las semillas es otro caracter ampliamente reconocido como relevante en
las historias vitales de especies forestales, que ha mostrado diferencias entre
procedencias muy significativas y hasta ahora inexploradas en esta especie. Las
procedencias con cosechas de pifas mas abundantes tendieron a registrar un menor
peso del piidn (Tabla A2). Las semillas grandes permiten un mayor crecimiento y
supervivencia de las plantulas (p.ej. Castro, 1999) mientras que semillas ligeras
podrian tener a priori una mayor capacidad de dispersién anemdfila (Benkman, 1995;
Keeley and Zedler, 1998), lo que no parecen confirmar nuestros resultados. En
principio, la prioridad a la produccién de numerosas semillas facilmente dispersables
por el viento se ajusta mas a la estrategia colonizadora del pino carrasco (Grotkopp et
al., 2002). Este posible compromiso entre tamafio y capacidad de dispersion de las

semillas en esta especie necesita aun mayor experimentacion.

Por ultimo, el hecho de no encontrar diferencias significativas entre procedencias ni en
altura ni en diametro podria parecer sorprendente, teniendo en cuenta que la altura es
el principal caracter cuantitativo en el que se basa la mayor parte de la literatura sobre
adaptacion en especies forestales (p. ej. Matyas, 1994; Rehfledt et al., 2000). Sin
embargo, hay evidencias de una baja diferenciacidén entre poblaciones en tamafio en
especies Mediterraneas, sobre todo en sitios de ensayo desfavorables (Lopez et al.,
2007; Schiller and Atzmon, 2009). En efecto, en una réplica de nuestro ensayo
plantada en condiciones menos favorables, la diferenciacion entre procedencias en

diametro y biomasa resulté aun menor (Santos-del-Blanco et al., en prep.).
V.lll Integracién fenotipica en estrategias de historia vital

La evaluacién de la variacion conjunta de caracteres mediante analisis multivariante se
ha utilizado ampliamente en estudios de historias vitales de Pinus (Strauss and Ledig,
1985; Keeley and Zedler, 1998; Grotkopp et al., 2002; Tapias et al., 2004). En nuestro
caso, los dos grupos (clusters) obtenidos para P. halepensis tienen una interpretacion
directa como reflejo de dos estrategias contrastadas. La primera de ellas representa
una mayor inversién en crecimiento y mantenimiento (corteza) a expensas de una
menor reproduccion precoz de ambos sexos y menor grado de serotinia y la segunda
es la constelacion opuesta de caracteres. Este resultado confirma los obtenidos en
trabajos anteriores, basados soélo en reproduccién femenina y crecimiento (Climent et
al., 2008; Santos-del-Blanco et al., 2010). Asi, una parte de las poblaciones de pino

carrasco evaluadas mantienen una cierta tendencia a la estrategia “evasora” en
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relacion al fuego, frente a las que han exacerbado la tendencia de “abrazar” el fuego,
segun los postulados de Schwilk y Ackerly (2001). La primera estrategia estaria algo
mas cercana a la de Pinus brutia, la especie genéticamente mas proxima y la cual
contacta con P. halepensis en el Mediterraneo oriental (Grivet et al., in prep). Por otra
parte, en el grupo 2 (reproductores precoces) se observa mas claramente el

compromiso entre numero de conos y peso de semillas ya comentado.
V.IV Patrones de variacion geografica y climatica

Las correlaciones variable a variable han confirmado un patrén observado en los
trabajos previos ya mencionados: la existencia de un gradiente noreste-sudoeste de
aumento de la precocidad e intensidad reproductivas, a las que podemos sumar la
serotinia como nuevo resultado (Tabla A2). Entre los factores climaticos se confirma la
relacion entre el rango anual de temperaturas y la reproduccion femenina (Climent et
al., 2008), y se observa una disminucion del porcentaje de corteza con la altitud. Sin
embargo, solo la latitud logré explicar alguna parte significativa de la segregacion entre
las dos estrategias basadas en todos los caracteres de historia vital conjuntamente. En
general, los patrones de variacion clinal genética o fenotipica en arboles forestales se
ha observado mas claramente en latitudes elevadas (p.ej. Hurme et al., 1997),
mientras que en el Mediterraneo parecen ser los factores climaticos (temperatura o
sequia estival) los que hasta ahora explican mejor los posibles patrones de variacion

genética adaptativa (Voltas et al., 2008; Grivet et al., 2011).

En cualquier caso, en los patrones de variacion (o en la ausencia de ellos) que hemos
observado pueden estar influyendo simultaneamente varios factores. La primera
explicacién es un proceso de adaptacion local dirigido por la presidon selectiva de
varios factores, sobre todo una combinacién entre frecuencia e intensidad de
perturbaciones y fertilidad del sitio, que ya se ha comentado (Tapias et al., 2004;
Keeley and Zedler, 1998). En concreto, en relacién a la serotinia, los trabajos
centrados en poblaciones post-incendio en Espafia y Norte América han dado mucho
peso a la historia reciente de incendios para explicar las diferencias entre poblaciones
(Tapias et al., 2001; Gauthier et al.,, 1996), justificadas por un previsible control
genético simple de este caracter, un locus con 2 alelos (Teich, 1970; Perry and Lotan,
1979). Sin embargo, nuestros datos no provienen de regenerados post-incendio, sino
de la descendencia de poblaciones naturales que han mantenido una cierta estabilidad

y flujo genético entre zonas mas y menos afectadas por incendios recientes.

Pero a |la adaptacion local podrian sumarse otras causas, como la historia poblacional,

sobre todo la colonizacion relativamente reciente del Oeste del mediterraneo desde las
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poblaciones orientales, mas antiguas (Grivet et al., 2009). Como hemos visto, son
precisamente las poblaciones griegas las que presentan caracteres ancestrales, mas
similares a los de Pinus brutia. Podria también tratarse de una introgresién de genes
de P. brutia en P. halepensis en zonas donde contactan ambas especies, pero estaria
limitada por el hecho de que la hibridacion solo funciona cuando P. halepensis poliniza

a P. brutia (Panetsos, 1975) y no al contrario.

Por ultimo seria preciso combinar los resultados de este trabajo con la variacion
molecular neutra y adaptativa con el fin de detectar otros procesos evolutivos no
adaptativos, como la deriva genética, que tal vez podrian explicar el comportamiento
extremo de algunas poblaciones. Igualmente, no podemos descartar el posible efecto
de las interacciones bidticas con todo tipo de organismos, tanto simbidticos como
herbivoros o predadores de semillas, pero para aclarar estos efectos se necesitaran

probablemente otros dispositivos experimentales y una diferente escala de estudio.
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VI CONCLUSIONES

10.

Practicamente todas las procedencias del ensayo comenzaron su etapa
reproductiva como femeninas, alcanzando la sincronia sexual paulatinamente.
Se encontré un efecto significativo de la procedencia en el tamafio umbral de
reproduccién tanto femenina como masculina, siendo el primero mas
homogéneo entre procedencias.

Las procedencias precoces en reproduccién femenina tendieron a serlo
también en reproduccion masculina, por lo que no se aprecia un compromiso
entre ambas funciones ni diferenciacién genética en la asignacién sexual.

Se ha constatado por primera vez la existencia de diferencias genéticas entre
procedencias de pino carrasco en el grado de serotinia, con amplias
diferencias, entre el 20y el 100 %.

La serotinia y el numero de conos femeninos estan positivamente
correlacionados, lo que implica que las procedencias mas serétinas acumulan
bancos aéreos de semillas mucho mayores que las menos serétinas.

El espesor de corteza estuvo mas correlacionado con el tamafo umbral de
reproduccion femenina que con la serotinia, de modo que la reproduccion
femenina mas tardia va ligada a un mayor espesor de corteza.

El peso de las semillas mostré6 diferencias entre procedencias muy
significativas, y las procedencias con cosechas de pifias mas abundantes
tendieron a registrar un menor peso del pifion.

La ausencia de diferencias genéticas entre procedencias en el crecimiento en
altura o diametro es consistente con otros trabajos en pinos mediterraneos, en
particular cuando las condiciones de ensayo son desfavorables para el
crecimiento.

Los analisis multivariantes revelaron dos grupos diferenciados por su
combinacion de caracteres: el primero de ellos con una mayor inversion en
crecimiento y corteza a expensas de una menor reproduccion precoz de
ambos sexos y menor grado de serotinia y el segundo con la constelacion
opuesta de caracteres. Esta separacion es coherente con una divergencia en
estrategias de historia vital.

Se observo un gradiente noreste-sudoeste de aumento de la precocidad e
intensidad reproductivas y serotinia. Sin embargo, es la latitud la unica variable
geografica o climatica que explica significativamente la separacién entre los

dos grupos de procedencias basados en el conjunto completo de caracteres.
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IX DATOS SUPLEMENTARIOS



Tabla A1. Procedencias empleadas del dispositivo experimental P24-Valdeolmos.

Pais Codigo EE:I%i gir::a Procedencia Localizacion Longitud Latitud Al(trirtl;'d T;r:s;r?:gl)'a tE;nr?eor:tz::I(gg) Prec(irzitma)cién eretf‘:g:t?;';;]
Espafia  P011CAB 1 Catalufia Cabanellas 2°47'00"E  42°14'51"N 221 14.2 27 858 208
Espafia PO21TIV 1 Catalufia Tivissa 0°50'06"E 42°19'46"N 368 15.3 27.4 566 75
Espafia  P092TUE 4 masessgﬁgggs Tuéjar 1909'33"W  39°49'06"N 665 15 322 385 91
Espafia  P111BIM 4 L“ﬁiessgﬁiﬂﬁs Benicasim 0°01'33"E  40°04'37"N 449 14.2 21.9 699 90
Espafia P101TIB 5 Levante Interior Tibi 0°38'55"W  38°31'08"N 993 13 27.2 503 58
Espafia P105BIC 5 Levante Interior Bicorp 0°51'30"W  39°06'12"N 619 14.75 27 598.5 80.5
Espafa P131VIL 5 Levante Interior Villajoyosa 0°18'14"W  38°29'44"N 98 16.8 23.8 431 51
Espafia P142MVA 6 Bética Septentrional Monovar 0°57'27"W  38°23'05"N 760 14.7 28 387 51
Espafia  P152BEN 7 Bética Meridional Benamaurel 2°4419"W  37°42'05"N 914 14.3 31.8 394 44
Espafia  P154SAN 7 Bética Meridional Santiago de la Espada ~ 2°28'03"W  38°13'35"N 761 13.6 32.6 608 66
Espafa P157ESP 7 Bética Meridional Alhama de Murcia 3°01"19"W  37°45'10"N 818 15.6 32.6 433 29
Espafia  P172CAR 8 Sur Carratraca 4°50'01"W  36°50'32"N 643 14.85 28.6 699.5 33
Espafia P173FRI 8 Sur Frigiliana 3°55'13"W  36°49'03"N 583 15.2 246 696 26
Espafia  P182PMC 9 Mallorca Palma de Mallorca 2°56'26"E 39°08'56"N 46 16.7 21.9 563 40
Espafia  P185GAL 9 Mallorca Son Marti/Calvia 2°29"13"E 39°35'14"N 272 15.8 22.3 526 55
Grecia P211IST 12 Grecia Istaia-eyboia 23°30'46"E = 38°44'29"N 27 17.47 27.2 506 35
Grecia P214KAS 12 Grecia Kassandra 23°54'27TE  40°05'13"N 173 14.37 27.7 510 61

Italia P231TAR 14 Italia Litorale Tarantino 17°07'04"E ~ 40°37'08"N 106 15.17 25.5 551 76
Tunez P241THA 15 Tunez Thala 8°39'00"E  35°33'60"N 527 14.89 33.6 467 63




Tabla A2. Correlaciones de Pearson de variables fenotipicas, geograficas y climaticas. (Negrita: p<0,05; Subrayado: 0,05<p<0,1).

H;  DBH;;  RGRy WOOD  BARK; MC,, CCosoy  MTSR FTSR SEROT  SEEDW DISPERS PCA1 PCA2 Alt Long Lat MAT TAR P Ps PCE1 PCE2

H11 0.81 0.08 -0.29 0.06 | -0.18 | 0.12 0.29 | -0.10 | -0.23 0.00 0.08 -0.20 | -0.38 | 0.08 | -0.15 | -0.02 § -0.13 | 0.04 | 0.34 | 0.25 § 0.32 | -0.03
DBH -0.15 | -0.24 0.23 | -0.15 | 0.02 0.63 | 0.15 | -0.22 -0.06 -0.07 -0.30 | -0.41 | -0.08 | 0.30 | 0.17 § -0.12 | 0.04 | 0.31 0.19 § 0.27 | -0.02
RGRh 0.24 -0.03 | 0.26 | -0.16 | -0.10 | 0.21 0.14 0.49 0.07 0.02 | 0.51 022 | -0.30 | -0.32 § 0.10 | 0.13 | -0.23 | -0.12 | -0.21 | -0.08
wooD 0.12 0.34 | -0.06 | 0.11 0.38 0.39 0.14 0.37 0.16 | 0.39 | -0.34 | 0.27 | -0.34 | 0.39 | -0.35 | -0.07 | -0.44 | -0.33 | 0.43
BARK1 -0.06 | -0.63 | 0.37 | 0.60 | -0.37 0.08 -0.11 -0.74 | 0.16 | -0.49 | 032 | 0.29 | 0.49 | -0.27 | 0.20 | -0.01 § -0.03 | 0.46
FMT12 0.37 | -0.12 | -0.22 | 0.40 0.21 0.35 0.52 | 0.54 | 0.02 | 0.01 | -0.33 | 0.04 | 0.22 | -0.05 | -0.30 | -0.21 | -0.11
€C0809 -0.22 | -0.77 | 0.50 -0.44 0.12 0.88 | -0.35 | 0.28 | -0.01 | -043 | -0.39 | 0.44 | 0.11 0.02 § 0.13 | -0.45
MTSR 0.51 -0.25 0.01 -0.19 -0.39 | -0.18 | -0.30 | 0.52 | 0.45 § 0.01 | -0.13 | 0.21 025 § 0.23 | 0.12
FTSR -0.28 0.37 -0.07 -0.68 | 0.30 J -0.51 | 044 | 042 | 0.36 | -0.56 | 0.01 0.00 § -0.04 | 0.55
SEROT 0.03 0.03 0.76 | 0.27 | 0.26 | 0.04 | -0.64 | -0.02 | 0.11 | -0.25 | -0.54 | -0.39 | -0.10
SEEDW -0.01 -0.22 | 0.83 | 0.04 | -0.29 | 0.10 | -0.07 | -0.38 | 0.07 | -0.08 § 0.06 | 0.24
DISPERS 0.18 | 0.12 | -0.40 | 0.14 | -0.20 | 042 | -0.23 | -0.24 | -0.23 | -0.33 | 0.32
PCA1 0.00 § 0.36 | -0.10 | -0.58 | -0.28 | 0.37 | -0.16 | -0.25 | -0.16 | -0.40
PCA2 -0.02 | -0.22 | -0.11 § 0.16 | -0.27 | -0.13 | -0.34 § -0.24 | 0.25
Alt -0.64 | -0.46 | -0.66 | 0.58 | -0.23 | -0.18 | -0.06 | -0.74
Long 0.26 § 0.30 | -0.09 | -0.10 | 0.02 § -0.12 | 0.18
Lat -0.04 | -0.39 | 0.31 0.69 | 0.54 | 0.26
MAT -0.34 | -0.22 | -0.35 | -0.54 | 0.68
TAR -0.37 | -0.03 § -0.20 | -0.90
p 0.52 | 0.84 | 0.33

Ps 0.84 | -0.10
PCE1 0.00

PCE2
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Figura A1. Procedencias del ensayo P240LM coloreadas segun el cluster fenotipico al que pertenecen. Rojo: cluster 2; azul; cluster 1.
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