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FENOLOGIA REPRODUCTIVA Y RIESGO DE CONTAMINACION GENETICAEN
UN HUERTO SEMILLERO DE Pinus patula
Liliana Mufoz Gutiérrez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017

RESUMEN GENERAL
Los huertos semilleros son fuente importante de germoplasma para producir plantas de calidad
genética para los programas de plantaciones comerciales que sean méas productivas y mejor
adaptadas a su ambiente. El objetivo fue evaluar algunos de los factores que influyen en la
eficiencia genética de un huerto semillero y las implicaciones en la produccién de semillas de
mayor calidad, en términos de ganancia y diversidad genética. Se demostré que la cantidad de
polen presente en el huerto semillero de Pinus patula es mayor que en los rodales naturales, el
periodo de dispersion inicia antes y existe un traslape con el periodo de dispersion del polen de
rodales naturales. Sin embargo, no hay diferencias en los eventos fenoldgicos de receptividad
femenina y liberacion de polen en el huerto. Existe una amplia variacion genética entre los
clones del huerto y una moderada correlacién genotipica y fenotipica entre el inicio del periodo
de receptividad y de liberacion de polen, lo que indica que los procesos no son independientes
y sugiere riesgos de autofecundacién. El control genético elevado y la estabilidad genética de
los clones en la fenologia reproductiva femenina y masculina indican que el riesgo de
contaminacion genética varia entre clones segun su precocidad. No obstante, los clones con un
periodo temprano de receptividad tienen menos riesgo de contaminacion por polen externo. Los
valores del indice de sincronizacion de la receptividad femenina con el polen del mismo clon
(O;P;) y con el polen de los otros clones del huerto (O;P;) variaron ampliamente entre clones,
pero sin diferencias entre grupos de clones clasificados por su precocidad fenolégica, los indices
no fueron consistentes entre ciclos reproductivos. Existe un desbalance en la contribucién de los
clones a la cosecha de conos femeninos. A pesar de ello, los clones mas prolificos tienen menor
indice de sincronizacién con el polen externo de los rodales naturales y tienden a ser los clones

mas tempranos en cuanto al inicio del periodo de receptividad femenina.

Palabras clave: contaminacion genética, fenologia reproductiva, flujo genético, variacion

genética, heredabilidad, sincronizacion fenoldgica, fecundidad.



REPRODUCTIVE PHENOLOGY AND GENETIC CONTAMINATION RISK IN A
SEED ORCHARD OF Pinus patula
Liliana Mufoz Gutiérrez, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2017

GENERAL ABSTRACT
Seed orchards are an important source of germplasm to produce genetic quality plants for
commercial plantation programs, more productive and better adapted to their environment. The
objective was to evaluate some factors that influence on genetic efficiency of a seed orchard,
and the implications of the quality seed production with gain and diversity genetic. The amount
of pollen present in the seed orchard of Pinus patula is higher than in the natural stands, dispersal
period started earlier and there is an overlap with the period of pollen dispersal of natural stands.
However, there are no differences between female receptivity and pollen dispersal in the
orchard. There is a wide genetic variation, moderate genotypic and phenotypic correlation
between the start of the period of receptivity and pollen dispersal between clones, indicating
that the processes are not independent and suggest self-fertilization risk. The high genetic
control and genetic stability of clones in female and male reproductive phenology indicate that
the risk of genetic contamination varies among clones according to their precocity. However,
clones with an early period of receptivity have less risk of contamination by external pollen.
Synchronization index values of the female receptivity with pollen of the same clone (O;P;) and

with pollen of the other clones of the orchard ((_)i}_’j) varied widely among clones, but without

differences between groups of clones classified by their phenological precocity, the indices were
not consistent between reproductive cycles. There is an imbalance in the contribution of the
clones to the harvest of female cones. In spite of this, the most prolific clones have a lower index
of synchronization with the external pollen of the natural stands and tend to be the earliest clones

in the beginning of the period of female receptivity.

Key words: Genetic contamination, reproductive phenology, gene flow, genetic variation,

heritability, phenological synchronization, fecundity.
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INTRODUCCION GENERAL

Inicialmente las plantaciones se establecian con semilla de poblaciones naturales, como
consecuencia, se hizo evidente la gran variabilidad intra-especifica en los caracteres de interés
y la baja productividad de las plantaciones. Por lo anterior, se han establecido programas de
mejoramiento genético, con el proposito de apoyar a las plantaciones forestales comerciales, en
términos de aumentar la productividad y la calidad de la madera en las generaciones futuras. El
éxito de los programas de mejoramiento se determina por la calidad de los arboles
seleccionados, la ganancia genética y el nivel de diversidad que se mantiene en ellas. Las
expectativas de esta ganancia dependen tanto del control genético de las caracteristicas de
interés como de la variabilidad existente en la poblacion (Zobel y Talbert, 1988).

Los huertos semilleros son el componente fundamental de los programas de mejora genética
para materializar la ganancia genética en el germoplasma que se utilizara en la produccion de
plantas de calidad genética requeridas por los programas de plantaciones comerciales, que sean
mas productivas y mejor adaptadas a su ambiente (Di-Giovanni y Kevan, 1991); y a su vez,
sirven como una poblacion de mejoramiento (Erteiken, 2012). Se establecen con la finalidad de
obtener semillas y plantulas de calidad genética superior comparados con los seleccionado
fenotipicamente o genotipicamente en rodales naturales (Gomory et al., 2003). En otras
palabras, los huertos contienen arboles genéticamente superiores; por lo tanto, se espera que

produzcan semillas con alto valor genético y fisiologico (El-Kassaby et al., 1989a).

Los huertos semilleros se pueden establecer por semilla (huertos sexuales) o mediante
propagulos vegetativos (huertos asexuales o clonales) de individuos seleccionados con base en
la superioridad en algunas caracteristicas importantes (Chmura et al., 2012). Se establecen
preferentemente con clones de la misma zona geogréafica, con el fin de homogeneizar la
fenologia reproductiva y garantizar su adaptacion a la region (Pakkanen y Pulkkinen, 1991). Sin
embargo, un huerto semillero de polinizacién abierta debe cumplir las siguientes condiciones
(Eriksson et al., 1973): a) los clones aportan un ndmero similar de gametos masculinos y
femeninos en las semillas; b) la receptividad de los évulos femeninos esta sincronizada con la
dispersion de polen en todos los clones en el huerto; c) la fecundacion es completamente

aleatoria; d) todas las cruzas posibles entre clones son igualmente compatibles; e) la
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autofecundacion es minima; y f) el huerto esta aislado de rodales naturales de la misma especie

para evitar contaminacion por flujo de polen externo.

Para que la semilla cosechada en un huerto semillero alcance la maxima calidad, en
términos de ganancia y diversidad genética se requiere de una completa sincronizacion de la
floracion y de equidad en la capacidad reproductiva (Kang, 2001), con una distribucién aleatoria
de clones y rametos que permitan un equilibrio panmictico y un balance parental en los ciclos
reproductivos (Kang et al., 2004). Estas caracteristicas, asociadas con un nimero suficiente de
clones, contribuyen, ademas, a reducir las posibilidades de auto-fecundacién y a minimizar la
endogamia en la progenie (Kang, 2001). Ademas, debido a la capacidad de produccion y
dispersion natural del polen en especies anemofilas, es comdn que los huertos semilleros se
expongan a altos niveles de polen externo (Friedman y Adams, 1985). El grado de
contaminacion genética en un huerto semillero depende del grado de aislamiento (fisico,
fenoldgico o por distancia) con respecto a otras fuentes no deseadas de polen, y de la capacidad
de produccion de polen en el huerto que compita con la fuente externa (Di-Giovanni y Kevan,
1991).

En particular, la sincronizacion de la floracién entre clones diferentes promueve el
cruzamiento aleatorio (panmixia) (Kang, 2001). Sin embargo, cualquier variacion en el
comportamiento fenoldgico de la floracion de los clones ocasiona desviaciones con respecto al
supuesto de panmixia e influye en el intercambio de genes y consecuentemente en la
composicion y diversidad genética de las semillas (El-Kassaby et al., 1984). Reynolds y EI-
Kassaby (1990) indicaron que el factor de mayor importancia en la diversidad genética de la
semilla producida en un huerto semillero es el balance en la capacidad productiva de los clones
y la sincronizacion en los periodos de floracion. Una sincronizacion baja entre la receptividad
femenina y la dispersion de polen tiene efectos negativos sobre el equilibrio panmictico del
huerto (Matziris, 1994), ya que ocasiona desbalance en la contribucion de los clones, cruzas no
aleatorias entre ellos, o incremento en la proporcion de semillas vanas (Codesido et al., 2005).
Si las semillas se recolectan de clones que no estan sincronizados fenoldgicamente, la diversidad
genética estara por debajo del nivel ideal, reduciendo la eficiencia genética del huerto (Kang y
Lindgren, 1998).
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En un ciclo reproductivo del huerto semillero es poco comin que todos los clones
produzcan la misma cantidad de estructuras reproductivas, por lo que es razonable suponer que
el lote de semillas cosechadas en un afio en particular no representa el pool genético total de los
clones del huerto (Erteiken, 2012). Es comdn que una porcion reducida de los progenitores
aporte una cantidad desproporcionadamente grande a la cosecha del huerto (El-Kassaby et al.
1989b), lo que por un lado aumenta la relacion genética en la progenie pero también ocasiona

una reduccion en la diversidad genética de la semilla cosechada (El-Kassaby y Cook, 1994).

El presente trabajo se desarrollo con el proposito de evaluar algunos de los factores que
influyen en la eficiencia genética de un huerto semillero de Pinus patula y las implicaciones
para la produccion de semillas. En el primer capitulo se evalla la variacion espacial y temporal
en la dispersion de polen dentro del huerto de P. patula y el potencial de flujo genético de los
rodales naturales de la misma especie cercanos al huerto. El flujo de polen de poblaciones
naturales a huertos semilleros tiene un efecto negativo en la calidad genética del germoplasma

producido.

En el segundo capitulo se determina la variacion genética en la fenologia reproductiva entre
clones del huerto semillero, el nivel de traslape con la dispersion de polen de rodales naturales
y el nivel de variacidn genética entre clones del huerto semillero en la fenologia reproductiva y
la heredabilidad de estas caracteristicas, asi como su estabilidad entre afios de evaluacion,

debido a que estos factores influyen en la eficiencia genética del huerto.

En el tercer capitulo se determina el nivel de variacion clonal en el grado de sincronizacion
entre la receptividad femenina y la liberacion de polen del mismo clon (O;P;); de otros clones
(O;P;) y de rodales naturales cercanos (O;Pry), y €l nivel de variacion clonal en la produccion
de conos femeninos y su relacion con el riesgo de contaminacion genética por polen externo.
Estos factores influyen en el tamafio efectivo de poblacion y la diversidad genética del

germoplasma producido en los huertos semilleros.
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CAPITULO |

VARIACION ESPACIAL Y TEMPORAL EN LA DISPERSION DE POLEN EN UN
HUERTO SEMILLERO Y EN RODALES NATURALES CERCANOS DE Pinus patula

RESUMEN

El flujo de polen de poblaciones naturales a huertos semilleros tiene un efecto negativo en la
calidad genética del germoplasma producido. El objetivo del estudio fue evaluar el potencial de
flujo genético de rodales naturales vecinos a un huerto semillero clonal de Pinus patula. En
2014 y 2015 se establecieron trampas para capturar polen en el centro y periferia del huerto y
en rodales naturales en un transecto altitudinal en Aquixtla, Puebla, México. Con las curvas de
polen capturado se estimo el total dispersado por unidad de superficie (granos de polen cm),
las fechas y la duracién del periodo de dispersion. También se analizo la relacion del periodo de
dispersion con la temperatura, precipitacion y grados-dia. El polen capturado en el huerto fue
2.5 veces mayor y el periodo de dispersion inicié una semana antes que en los rodales naturales
en ambos afios. En 2015, el nimero de granos de polen cm aumentd al doble y el periodo de
dispersion se retraso. En la parte central del huerto hubo 74 % mas polen que en la periferia y
su periodo de dispersién se retrasd uno a tres dias. En los rodales naturales no se observé un
patron altitudinal en la dispersion de polen. Las diferencias entre afios en la fenologia de
dispersion se relacionaron con los grados-dia acumulados y con la variacion en temperatura
maxima y precipitacion. Los resultados sefialan riesgos de contaminacion genética en el huerto,

pero estos son menores en el centro que en la periferia.

Palabras clave: contaminacidén genética, fenologia reproductiva, flujo genético, gradiente

altitudinal, grados-dia.
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TEMPORAL AND SPATIAL VARIATION OF POLLEN DISPERSAL IN A SEED
ORCHARD AND NEARBY NATURAL STANDS OF Pinus patula

ABSTRACT

Pollen flow from natural populations towards seed orchards has a negative effect on genetic
quality of germplasm produced. The objective of the study was to evaluate the potential gene
flow into a Pinus patula clonal seed orchard from nearby natural stands. In 2014 and 2015,
pollen traps were established at the center and periphery of the seed orchard and in nearby
natural stands along an altitudinal transect in Aquixtla, Puebla, Mexico. With the pollen capture
curves, total pollen dispersal (pollen grains cm), dates and extent of dispersal period were
estimated. The relationship of the dispersal period with temperature, rainfall and degree-days
was also analyzed. Pollen captured in the seed orchard was 1.5 times higher and dispersal started
one week earlier than in natural stands in both years. In 2015, pollen dispersal doubled and the
dispersion period was delayed. The pollen captured at the center of the orchard was 74 % higher
than in the periphery, and the dispersal period started one to three days later. No altitudinal trend
in the dispersal period was observed in natural stands. Phenology differences between years in
pollen dispersal were related to cumulative degree-days and to variation in maximum
temperature and rainfall. Results reveal risks of genetic contamination in the seed orchard, but
these are lower in the center than in the periphery.

Key words: genetic contamination, reproductive phenology, gene flow, elevation gradient,

degree-day.
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1.1 INTRODUCCION

Los programas de mejoramiento genético forestal generalmente requieren del
establecimiento de huertos semilleros que constituyen el vinculo para transferir a la produccién
forestal la ganancia genética obtenida en la poblacion de mejora (Lowe y Wheeler, 1993). En
los huertos semilleros se obtiene el germoplasma necesario para producir las plantas de calidad
genética que se requieren en los programas de reforestacion y plantaciones comerciales méas
productivas y adaptadas a su ambiente (Di-Giovanni y Kevan, 1991). Los huertos semilleros se
pueden establecer por semilla (huertos sexuales) 0 mediante propagulos vegetativos (huertos
asexuales o clonales) de individuos seleccionados con base en la superioridad en algunas

caracteristicas importantes (Chmura et al., 2012).

El objetivo final del huerto es producir semilla de mayor calidad, en cantidad suficiente y
con una eficiencia genética elevada, la cual depende del tamafio efectivo de poblacién en el
huerto y de la capacidad de exclusion de gametos de individuos no seleccionados (Wang et al.,
1991). Factores como la fecundidad de los progenitores, sincronia en la fenologia reproductiva
de los clones y ausencia de polen externo influyen en la eficiencia genética del huerto (Lowe y
Wheeler, 1993). Estas condiciones son dificiles de cumplir en especies de coniferas (Squillace
y Long, 1981; Adams y Burczyk, 2000).

El polen externo de arboles no seleccionados que llega a los huertos semilleros tiene efectos
negativos en la progenie porque reduce el potencial de crecimiento y genera problemas de
adaptacion que reducen la ganancia genética (Lowe y Wheeler, 1993). Debido a la capacidad
de produccion y dispersion natural del polen en especies anemdfilas, es comin que sus huertos
semilleros se expongan a altos niveles de polen externo, a pesar de que se encuentren
relativamente alejados de poblaciones de la misma especie (Friedman y Adams, 1985). En
huertos semilleros de Pinus sylvestris se ha encontrado que el nivel de contaminacion genética
puede variar de 2 a 74 % (El-Kassaby et al., 1989a). En otras especies, los valores de
contaminacion generalmente son superiores a 40 % como en Pinus taeda L. (Adams y Burczyk,
2000) y Picea abies (L.) H. Karst (Pakkanen et al., 2000), aunque pueden variar desde menos
de 10 %, como en Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco (Ritland y El-Kassaby, 1985), a mas
de 85 %, como en Pinus brutia Ten. (Kaya et al., 2006).
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El potencial de contaminacion de polen externo en un huerto semillero depende del grado
de aislamiento (fisico, fenoldgico o por distancia) con respecto a otras fuentes no deseadas de
polen, y de la capacidad de produccién de polen en el huerto, que compita con la fuente externa
(Di-Giovanni y Kevan, 1991). El primer factor esta asociado con la capacidad y el momento de
dispersion del polen; la distancia de dispersion varia en funcion de condiciones ambientales,
como direccion y velocidad del viento, precipitacion y humedad relativa (Lindgren et al., 1995),
y de caracteristicas de la especie como morfologia y tamafio de los granos de polen (Sousa y
Hattemer, 2003).

En poblaciones continuas hay un flujo extenso de polen que puede ser alrededor del 4 0 5
% en distancias de hasta 100 km (Kremer et al., 2012). Este flujo es suficiente para evitar la
diferenciacion y la estructuracion de las poblaciones en regiones extensas, ya que se requieren
pocos migrantes por generacion para contrarrestar los efectos de la seleccidn natural y la deriva
genética en la estructura espacial de las poblaciones (Hedrick, 1985). Sin embargo, en un estudio
de dispersion de polen de 36 arboles en un rodal aislado de Pinus sylvestris L. se ha demostrado
que alrededor de 50 % del polen producido por un arbol cae en una distancia no mayor a 11 m,
y 7 % cae fuera de una distancia de 200 m (Robledo-Arnuncio y Gil, 2005). Por lo tanto, las
diferencias en polen capturado en diferentes sitios dentro de una poblacién continua reflejan en

gran medida las diferencias en produccion de polen en los vecindarios muestreados.

El momento de la liberacién del polen es afectado por la temperatura, la humedad y los
grados-calor o grados-dia acumulados durante el proceso de diferenciacion y desarrollo
posterior de las estructuras reproductivas (Huusko y Hicks, 2009). Por lo anterior, se espera que
el periodo de produccién y dispersion del polen varie de un afio a otro en vecindarios o
subpoblaciones a lo largo de un transecto altitudinal (Adams, 1992). Por otro lado, la capacidad
de produccion de polen en un huerto semillero, y el grado de competencia con el polen externo,
depende de la edad y tamafio de copa en los individuos dentro del huerto (Caron y Powell, 1989;
Di-Giovanni y Kevan 1991). Las coniferas inician la produccion de polen después de varios
afios de crecimiento, pero una vez iniciada, su capacidad aumenta gradualmente con la edad
(Caron y Leblanc, 1992). Debido a esto, el potencial de contaminacion por polen externo
generalmente es elevado en huertos jévenes en donde apenas inicia la produccién de polen, pero

éste se reduce conforme aumenta la edad de los arboles en el huerto (Caron y Powell, 1989).
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En el afio 2003 se establecio un huerto semillero clonal de Pinus patula Schiede ex Schitdl.
et Cham., en la Sierra Norte de Puebla, como parte de un programa regional de mejoramiento
genético de la especie, para satisfacer las necesidades de semilla con calidad genética superior
para el establecimiento de plantaciones forestales (Castafios y Castro-Zavala, 2014). El huerto
se ubica dentro del area de distribucion natural de la especie, a una elevacién de 2,860 m, en la
parte media de un transecto altitudinal, en donde existen rodales naturales de P. patula, por lo
que existe un riesgo potencial de contaminacion genética. En este trabajo se evalta la cantidad
de polen presente dentro del huerto y en rodales naturales vecinos. Los objetivos son a) estimar
la variacion espacial y temporal en la dispersion de polen dentro del huerto de P. patula y en
rodales naturales de la misma especie cercanos al huerto a lo largo de un transecto altitudinal, y
b) determinar si la variacion en el periodo de dispersion del polen de un afio a otro a lo largo del
transecto altitudinal esta relacionada con las condiciones meteoroldgicas y grados-dia

acumulados.
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1.2 MATERIALES Y METODOS
1.2.1 Area de estudio

El estudio se realizé en un huerto semillero asexual de Pinus patula de 10 afios de edad,
establecido mediante injertos en la Reserva Forestal Multifuncional “El Manantial”, en el
municipio de Aquixtla, Puebla, México (19° 43" 13” N, 97° 59" 20” O, 2,860 m). El huerto
cubre una superficie de 1.2 ha, en un disefio completamente al azar con un espaciamiento de
3x3 m con diferente numero de rametos (1-22, promedio = 8 y mediana = 7) por clon. Al inicio
del estudio el huerto contaba con 660 rametos pertenecientes a 82 clones distintos. También se
muestrearon cuatro rodales naturales coetaneos de la especie a lo largo de un transecto altitudinal
(2,807-3,011 m) a una distancia de 150 a 1,000 m del centro del huerto (Cuadro 1.1); al menos
el 50 % de los arboles adultos (en edad reproductiva) se encontraba produciendo polen. Para
fines del estudio el huerto semillero y los rodales naturales se consideraron como dos

poblaciones distintas.

Cuadro 1.1. Localizacién y caracteristicas generales de los rodales naturales de Pinus patula a

lo largo de un transecto altitudinal en los que se muestred la dispersion de polen.

Rodal Latitud Longitud  Altitud Densidad Edad  Diametro Altura Distancia
oda

(N) (O) (m)  (arbolesha?) (afios) medio(cm) media(m) huerto (m)
R1 19°44°05,4” 97°59°06,9” 2,807 400 45 40 21 850
R2 19°43°51,2” 97°59°12,6” 2,870 750 26 24 19 150
Rs 19°43736,6” 97°59°29,1” 3,011 900 20 18 16 750
R4 19°43724,7” 97°59°36,8” 3,009 1,500 16 15 13 1,000

1.2.2 Localizacion de trampas y recolecta de polen

Para cuantificar la variacién espacial y temporal en la presencia de polen se colocaron
trampas de captura en diferentes sitios dentro y fuera del huerto. En el huerto se establecieron
cinco sitios de muestreo, uno en el centro y cuatro en la periferia, a una distancia de 9 a 12 m

del borde, cada uno con cuatro trampas; fuera del huerto también se establecieron cuatro trampas
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de muestreo en cada uno de los rodales naturales (Ri-R4) a lo largo del transecto altitudinal

mencionado.

Las trampas consistieron en portaobjetos recubiertos con cinta adhesiva doble cara
colocados en una pequefia plataforma con una veleta, montada en tubos de PVC a una altura de
6 m sobre el nivel del suelo, que representa la altura de la parte media de la copa de los arboles
en el huerto. En cada sitio las trampas se colocaron con una separacion horizontal de un metro
entre ellas. Las muestras (portaobjetos) se cambiaron cada 72 horas en todos los sitios de
muestreo durante el periodo de dispersion de polen en cada afio de evaluacion. EI conteo de
granos de polen de P. patula retenidos en las trampas se hizo directamente en cada portaobjeto
utilizando un microscopio optico (Zeizz M 40) con aumento 40X. El portaobjetos se dividio en
ochos secciones de un cm?, y cuatro de estas secciones se muestrearon en forma de zigzag.
Aunque no es posible distinguir el origen o procedencia del polen capturado en las trampas, de
acuerdo con los datos de Robledo-Arnuncio y Gil (2005), la mayor proporcion del polen
presente en un punto dentro de una poblacion extensa procede de un vecindario cercano (radio
<75 m), por lo que bajo este supuesto y considerando una proporciéon homogénea de flujo de
polen dentro de la poblacion, las diferencias en el polen capturado por las trampas en los sitios

reflejan las diferencias en produccion de polen entre los vecindarios muestreados.
1.2.3 Informacion meteorolégica

Durante el periodo de estudio (2014-2015) la informacion meteoroldgica se obtuvo de tres
micro-estaciones automatizadas, establecidas en 2009 a diferentes elevaciones dentro de la
Reserva Forestal, cercanas a los sitios de muestreo y captura de polen. La primera de ellas se
encuentra en la zona central del huerto, la segunda en la parte alta del transecto a una elevacion
de 3,000 m, (estacion Sierra Mojada), cercana a los sitios Rz y Ra y la tercera en la parte baja
del transecto (estacion Chichicaxtla) a una altitud de 2,660 m, cercana al sitio R1. Las variables
registradas en las micro-estaciones fueron temperatura maxima, minima y media por dia y
precipitacion diaria en los meses previos y durante el periodo de dispersion del polen de los
ciclos 2014 y 2015.

Para calcular los grados-dia (GD) en los ciclos 2014-2015 se utilizaron las temperaturas

maximas y minimas diarias registradas desde el primer dia de enero en cada afio hasta el fin del
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periodo de dispersion. Dado que en la estacion Chichicaxtla no se registraron las temperaturas
maximas y minimas diarias durante el periodo del estudio, éstas se estimaron a través de
regresion lineal utilizando los datos registrados en las otras dos micro-estaciones en los afios
2011y 2012. Los grados-dia acumulados se calcularon con la siguiente ecuacion:

T°max+T°min

-

] -T° umbral [1]

donde: T°max = temperatura maxima diaria (°C), T°min = temperatura minima diaria (°C) y T°umbral
= temperatura umbral inferior (°C). Se utilizé una temperatura umbral de 6 °C, con base en el
trabajo realizado por Salaya-Dominguez et al. (2012) para la misma especie y lugar de estudio;
cuando los valores de GD fueron negativos con la formula empleada, estos se consideraron

como cero.
1.2.4 Variables evaluadas y andlisis estadistico

A partir de los datos de polen capturado en cada trampa se estimo la cantidad de polen de
P. patula por centimetro cuadrado asi como la fecha de inicio y terminacién (nimero de dias a
partir del 1 de enero) y la duracién del periodo de dispersion del polen; también se estimo la
fecha en que se alcanzé el 50 % del total de polen dispersado en el periodo. Las trampas se
consideraron como repeticiones o muestras independientes en cada sitio. Para cada trampa se
generd una curva acumulada de dispersion de polen por ciclo reproductivo (2014 y 2015), a
partir de la cual se determinaron las fechas en que se alcanz6 5y 95 % del total de polen
dispersado en el periodo, que se consideraron como fechas de inicio y terminacion del periodo
de dispersidn, respectivamente. El dia en que se alcanz6 50 % del polen dispersado en el periodo

se estimd de la misma curva.

El andlisis de varianza para determinar la variacion espacial y temporal en la dispersion del
polen se realiz6 con el procedimiento Mixed del paquete estadistico SAS (SAS Institute, 2002).
En una primera etapa se analizaron las diferencias en la cantidad de polen (granos cm) y fechas
del periodo de dispersion entre el huerto semillero y los rodales naturales en los dos ciclos
reproductivos considerando los valores promedio de cada sitio de muestreo como repeticiones,

obtenidos a partir de los valores promedio de las cuatro trampas establecidas en cada sitio o
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rodal. Se utilizo el siguiente modelo estadistico, en el que todos los factores se consideraron de

efectos fijos, excepto el error:
Yiik =l + Ai + Pj + AiPj + Eijk

donde: Yij es el valor promedio del k-ésimo sitio en la j-ésima poblacion [huerto semillero o
rodal natural] en el i-ésimo afio; | es la media general; Ai es el efecto del i-ésimo afio de
evaluacion; P;j es el efecto de la j-ésima poblacion; AiP; es el efecto de la interaccion del i-ésimo

afio con la j-ésima poblacion; y Eijk representa el error.

En una etapa posterior se analizo la variacion espacial dentro del huerto y a lo largo del
transecto altitudinal en los rodales naturales por separado. En todos los analisis los factores afio
y zona (o rodal) se consideraron como efectos fijos. Los datos de conteo de granos de polen
fueron transformados con la raiz cuadrada del valor original previo al analisis, para
homogeneizar las varianzas y ajustar los residuales a una distribucién normal; después del

analisis, los valores promedio obtenidos fueron re-transformados a su escala original.
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Cantidad y periodo de dispersion de polen en el huerto semillero y en los rodales

naturales

Todas las variables evaluadas presentaron diferencias significativas (P < 0.05) entre afios y
entre poblaciones (huerto semillero vs. rodales naturales), excepto la fecha de terminacion del
periodo de dispersion que no mostré diferencias entre el huerto y los rodales. La fecha en que
se alcanz6 50 % de dispersion del polen fue la Unica variable con efecto significativo de la

interaccidn afo x poblacion (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Significancia estadistica (P) para cantidad de polen, fechas y duracion del periodo

de dispersion de polen en las poblaciones (huerto semillero y rodales naturales) de

Pinus patula.
Fuente de Polen Fechas del periodo de dispersion Duracion
variacion (granos cm) (dias a partir del 1 de enero) (dias)
Inicio 50 % fin
Afio 0.006 <0.001 <0.001 <0.001 0.002
Poblacion® <0.001 <0.001 0.008 0.128 <0.001
Afio x Poblacion 0.703 0.075 0.030 0.905 0.065

El huerto semillero y los rodales naturales se consideraron como poblaciones diferentes.

La cantidad promedio de polen (granos cm) aumentd al doble en 2015 con respecto a
2014; de la misma manera, el polen presente en el huerto semillero, en promedio de los dos afios
de evaluacion, fue 2.5 veces mayor que en los rodales naturales vecinos (Cuadro 1.3, Figura
1.1). En 2015 el periodo de dispersion de polen se retrasé en el huerto semillero y en los rodales
naturales; la dispersion inicié nueve dias después y termino 13 dias después, por lo que el
periodo de dispersidn se alargo cuatro dias en el segundo afio (16.3 vs. 12.3 dias). En 2014, ocho
dias después del inicio se alcanz6 50 % del total dispersado, mientras que en 2015 ocurrié 13
dias después. En el huerto la dispersion de polen inicié en promedio ocho dias antes que en los

rodales naturales, pero el 50 % de la dispersion se alcanzo solo dos dias antes y el final ocurrié
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casi al mismo tiempo que en los rodales naturales, por lo que la dispersion de polen en el huerto
tuvo una duracion mayor (18 vs. 11 dias en promedio). La diferencia entre huerto y rodales en

la fecha en que se alcanz6 50 % de dispersion fue mayor en 2014 que en 2015 (Figura 1.1).

Cuadro 1.3. Valores promedio de cantidad de polen, fechas y duracion de la dispersion en el
huerto semillero y en rodales naturales de Pinus patula. VValores promedio dentro

de cada factor seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes (P <

0.05).
Fechas del periodo de dispersion .
) Polen . . Duracion
Factor y niveles (dias a partir del 1 de enero) )
(granos cm) _ : (dias)
Inicio 50 % fin
Afio:
2014 877hb 64.9b 72.8b 77.2b 12.3b
2015 1,716 a 73.6a 86.7 a 89.9a 16.3 a
Poblacion:
Huerto semillero 1,883 a 65.3 b 79.0Db 83.2a 179a
Rodales naturales 764 b 73.2a 80.5a 83.9a 106 b
o Lo | 2014 T om0 2015
5 1,400 - 1,400
g 1,200 A 1,200 1
Ez“ 1,000 4 1,000 A
LE 800 - 800 1
< 60 600
E 400 - 400 -
Z 200 M 200 A
© = . A i : . . 0 - /T_\I : ; ; : : |
55 60 65 70 75 80 85 90 95 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Dias del afio Dias del afio

Figura 1.1. Dispersion de polen en el huerto semillero y en rodales naturales de Pinus patula
para los ciclos reproductivos 2014 y 2015. Las barras verticales representan el error

estandar de los valores promedio en cada fecha de muestreo.
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1.3.2 Variacion espacial y temporal en la dispersion del polen en el huerto semillero

Todas las variables evaluadas, excepto la duracion del periodo de dispersion, mostraron
diferencias significativas (P < 0.05) entre afios y entre zonas del huerto semillero. Ninguna de
las variables mostro efectos significativos de la interaccion afio x zona (Cuadro 1.4). La cantidad
de polen dispersado aumento al doble en 2015 con respecto a 2014 (3,008 vs. 1,536 granos cm”
2). De manera similar, la cantidad de polen capturado en la parte central del huerto fue 74 %

mayor que en la periferia en los dos afios (Cuadro 1.5, Figura 1.2).

Cuadro 1.4. Significancia estadistica (P) para cantidad de polen, fechas y duracion del periodo
de dispersion de polen en las zonas del huerto semillero de Pinus patula.

Fechas del periodo de dispersion

Fuente de Polen ] _ Duracion
o (dias a partir del 1 de enero) ]
variacion (granos cm) _ _ (dias)
inicio 50 % fin
Afio <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.242
Zona <0.001 0.027 0.030 0.043 0.083
Afio X Zona 0.200 0.251 0.282 0.532 0.157

El inicio y fin de la dispersion de polen se retraso 12 dias en promedio en el ciclo 2015 con
respecto al ciclo 2014, mientras que la fecha en que se alcanzé 50 % de dispersion total se retrasé
en 15 dias, del dia 72 en 2014, al dia 87 en 2015 (Cuadro 1.5). Sin embargo, la duracién del
periodo de dispersién de polen fue similar en ambos afios (17 vs. 18 dias). Las diferencias entre
zonas en las fechas de dispersion de polen fueron menores, con uno a tres dias de adelanto en el
inicio, 50 % vy fin del periodo de dispersion del polen en la periferia con respecto al centro del
huerto (Cuadro 1.5).

Cuadro 1.5. Valores promedio de cantidad de polen, fechas y duracién de la dispersion por afio

y zona en el huerto semillero de Pinus patula. Valores promedio dentro de cada

factor seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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Fechas del periodo de dispersion

_ Polen ) _ Duracion
Factor y niveles (dias a partir del 1 de enero) ]
(granos cm) _ : (dias)
Inicio 50 % Fin
Afo:
2014 1,536 b 60.2 b 719D 77.1Db 169a
2015 3,008 a 71.8a 86.7 a 89.8 a 18.0a
Zona del huerto:
Centro 2,863 a 67.1a 799a 83.8a 16.6 a
Periferia 1,643 b 64.8b 78.8Db 83.1b 18.3a
4,500 B Centro A
4.000 - @ Periferia
3,500
3,000
2,500 a

Cantidad total de polen
(nimero de granos cm-?)

2014 2015

Figura 1.2. Cantidad de polen (granos de polen cm) capturado en la zona centro (C) y periferia
(P) del huerto semillero de Pinus patula en 2014 y 2015. Columnas dentro de un
afio de evaluacion con distinta letra indica diferencias estadisticas (P < 0.05) entre

zonas del huerto semillero.

1.3.3 Variacién espacial y temporal en la dispersion de polen en los rodales naturales

Todas las variables mostraron diferencias significativas (P < 0.05) entre los ciclos
reproductivos, pero no entre rodales a lo largo del transecto altitudinal, excepto la fecha de

terminacion del periodo de dispersion (Cuadro 1.6). Por otro lado, la interaccion afio x rodal fue

30



significativa (P < 0.05) en las fechas de inicio, fin y duracion del periodo de dispersion, pero no

en la cantidad de polen ni en la fecha en que se alcanz6 50 % de dispersién (Cuadro 1.6).

Cuadro 1.6. Significancia estadistica para cantidad de polen, fechas y duracion del periodo de

dispersion de polen en rodales naturales de Pinus patula a lo largo de un transecto

altitudinal.
Fechas del periodo de dispersion )
Fuente de Polen ] _ Duracion
o (dias a partir del 1 de enero) ]
variacion (granos cm) _ : (dias)
inicio 50 % fin
Afo <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Rodal 0.413 0.127 0.380 0.015 0.351
Afio x Rodal 0.281 0.004 0.057 0.003 0.019

Al igual que en el huerto semillero, la cantidad de polen capturado en los rodales naturales
a lo largo del transecto en 2015 fue el doble que en 2014 (Cuadro 1.7), aunque con valores
menores que en el huerto (1,032 vs. 497 granos cm™). De la misma manera, en 2015 el periodo
de dispersion inicid siete dias después, mientras que las fechas en que se alcanz6 50 % y finaliz
la dispersion se retrasaron en 12-13 dias con respecto a 2014; debido a ello, el periodo de
dispersion en 2015 aumentd en seis dias (Cuadro 1.7). Ademas, en 2014 la fecha en que se
alcanzo6 50 % de la dispersion ocurrié cuatro dias después del inicio, mientras que en 2015 fue
10 dias después, generando una curva de dispersion distinta.

Cuadro 1.7. Valores promedio de cantidad de polen, fechas y duracion del periodo de dispersion
por afio y rodal de Pinus patula a lo largo de un transecto altitudinal. Valores
promedio dentro de cada factor seguidos por la misma letra no son

estadisticamente diferentes (P < 0.05).
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Fechas del periodo de dispersion

Afo y rodal Polen ) . Duracion
i (dias a partir del 1 de enero) ]
(altitud) (granos cm) __ i (dias)
Inicio 50 % Fin
Afio:
2014 497 b 69.9b 74.3Db 776b 76D
2015 1,032 a 76.6 a 86.9 a 90.3a 13.7a
Rodal (altitud):
R1 (2,807 m) 771a 74.0a 80.8 a 84.1ab 10.1a
R2 (2,870 m) 864 a 714 a 79.9a 83.3b 119a
Rs (3,011 m) 756 a 739a 81.0a 84.9a 110a
R4 (3,009 m) 585 a 73.8a 80.6 a 83.4b 9.6a

En los rodales sélo se encontraron diferencias significativas en la fecha de terminacién del

periodo de dispersion; los rodales R y R4 terminaron uno y dos dias antes que los rodales Ry y

Rs. Sin embargo, la interaccion afio x rodal fue significativa para las fechas de inicio y

terminacion y para la duracion del periodo, por lo que la fenologia de la dispersion del polen a

lo largo del transecto altitudinal varié de un afio a otro. En 2014 se observaron diferencias de

hasta cuatro dias en la fecha de inicio de la dispersion del polen entre los rodales, pero sin un

patrdn claro a lo largo del transecto altitudinal (Figura 1.3); en cambio, las fechas de 50 % y fin

de la dispersion mostraron un patrén altitudinal, con un retraso de uno a dos dias conforme

aumento la altitud del sitio (Figura 1.3). En 2015 se observaron diferencias mayores (4-5 dias)

entre rodales en la fecha de inicio que en las fechas de 50 % y fin del periodo de dispersion,

pero en ningun caso se observé el mismo patrdn altitudinal que en 2014 (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Periodo de dispersion de polen en rodales naturales de Pinus patula a lo largo del
transecto altitudinal durante los ciclos reproductivos 2014 (linea continua) y 2015
(linea discontinua). Las puntas de las flechas indican el inicio y el fin del periodo
y el circulo indica la fecha en que se alcanzé 50 % de dispersion. Las lineas en
2015 estan ligeramente desfasadas en altitud para evitar su traslape con las lineas
de 2014.

1.3.4 Relacion del periodo de dispersion de polen con las variables meteoroldgicas y

grados-dia

La temperatura (grados-dia) y la precipitacion influyeron sobre el patrén estacional de
dispersion del polen en el huerto en los dos afios de evaluacion. El periodo de dispersién en
ambos afios inicié cuando se acumularon entre 255-260 GD contados a partir del 1 de enero,
mientras que el 50 % de dispersion se alcanz6 con 330 GD vy el final ocurrié al acumularse entre
340y 370 GD (Figura 1.4A).

En los rodales naturales a lo largo del transecto, los periodos de dispersion ocurrieron a
diferentes GD acumulados. En el ciclo 2014, la dispersion de polen en los rodales R1 y Rz inicio
cuando se acumularon entre 315 y 335 GD, mientras que en los rodales de mayor altitud (Rs y
Ra4) ocurrié cuando se acumularon entre 185 y 205 GD (Figura 1.4B). Para el ciclo 2015, en los

rodales R1 y R la dispersién inicié al acumularse entre 260 y 280 GD, mientras que en Rs y R4
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ocurrio con 170 y 190 GD (Figura 4C). El final del periodo de dispersion mostré un patrén

altitudinal similar con respecto a los afios de evaluacion (Figura 1.4B y 1.4C).

Grados-dia acumulados
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Figura 1.4. Relacién del periodo de dispersion del polen con los grados-dia acumulados en los

ciclos 2014 (linea continua) y 2015 (linea discontinua) en el huerto semillero de
Pinus patula (A) y en los rodales naturales a lo largo del transecto altitudinal para
los ciclos 2014 (B) y 2015 (C). Los simbolos a lo largo de las lineas indican las
fechas de inicio (A, A), 50 % (0, ¢) y fin (e, o) del periodo de dispersion.

Las diferencias entre afios en el periodo de dispersion de polen en el huerto se relacionaron

también con diferencias en temperatura y precipitacién en los dias antes y durante la dispersién

(Figura 1.5A y 1.5B). La mayor amplitud en el periodo de dispersion del polen en 2015 se

relaciond con una temperatura maxima mas baja y una precipitacion abundante, en particular

durante los dias previos e inicio del periodo de dispersion.
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Figura 1.5. A) Curva de dispersién de polen en el huerto semillero de Pinus patula, con base
en los granos de polen capturados en las trampas durante los ciclos 2014 (linea
continua) y 2015 (linea discontinua); y B) temperatura méaxima (°C) y precipitacién

(mm) diarias registradas durante el periodo de dispersion en 2014 y 2015.
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1.4 DISCUSION
1.4.1 Dispersion del polen en el huerto semillero y en los rodales naturales

La capacidad de produccién de polen en el huerto semillero de Pinus patula difiere con
respecto a los rodales naturales vecinos, lo cual puede influir sobre el potencial de
contaminacion genética por polen externo, como se ha demostrado en otras especies (Caron y
Leblanc, 1992). La mayor cantidad de granos de polen por unidad de superficie encontrada en
el huerto puede estar asociada a diferencias en vigor de los arboles y en densidad de poblacién
con respecto a los rodales naturales, ya que se trata de individuos mas jovenes en edad
reproductiva (injertos de 10-11 afios de edad en el huerto vs 15-45 afios de edad en los rodales
naturales, y con una mayor densidad poblacional (1,130 arboles ha® en el huerto vs. 400-1,500
arboles ha! en los rodales). Estos resultados difieren de los descritos por Kaya et al. (2006) en
un huerto semillero de Pinus brutia Ten. de 11 afios de edad, en donde la cantidad de polen
producido es menor que en rodales naturales disetaneos, con arboles de hasta 100 afios de edad.
Wang et al. (1991) también encontraron una produccién baja de polen en huertos de P. sylvestris
de 25-27 afios de edad.

La produccion mayor de polen en los individuos del huerto de P. patula con respecto a los
rodales naturales fue consistente en los dos afios de estudio, a pesar de la variacién natural en la
produccion de polen en diferentes ciclos reproductivos de las especies forestales. Caron y
Powell (1989) demostraron que la produccién de polen en huertos jovenes de Picea mariana
(Mill.) Britton, Sterns et Poggenb., incrementa afio con afio conforme aumenta la edad de los
arboles. Esto hace suponer que la produccién de polen en el huerto puede contrarrestar el
impacto del flujo de fuentes externas de polen y esta capacidad aumentara con la edad de los
arboles en el huerto cuando éstos desarrollen copas mas grandes, con un nimero mayor de
estrébilos masculinos y mayor interferencia fisica al ingreso de polen de fuentes cercanas al

huerto, como se ha mencionado para otras especies (Caron y Leblanc, 1992).

Las diferencias fenologicas en el periodo de dispersion del polen entre el huerto semillero
y los rodales naturales también reducen los riesgos de contaminacion por polen externo (Di-

Giovanni y Kevan, 1991; Caron y Leblanc, 1992). En los dos afios de evaluacion se encontro,
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de manera consistente, que el periodo de dispersion de polen en el huerto inicié al menos una
semana antes que en los rodales naturales, pero con un traslape amplio, ya que la dispersion se
prolongo en el huerto y termind casi en la misma fecha que en los rodales naturales (Cuadro 1.3,
Figura 1.1). Las diferencias en el inicio y duracion del periodo de dispersion se debieron, al
menos en parte, a la menor edad de los arboles en el huerto y a la variacion genética en fenologia
reproductiva de los clones representados en éste (Hernandez-Zaragoza et al., 2016). La
dispersion de polen en huertos semilleros jovenes puede ocurrir antes que en rodales naturales,
porque en arboles jovenes el periodo de crecimiento del brote generalmente inicia antes y en los
huertos el espaciamiento es mayor (Torimaru et al., 2009). Ademas, la parte baja de la copa de
los &rboles jovenes, donde se desarrollan los estrébilos masculinos, estéa cercana al suelo donde
la temperatura es mayor, lo que puede acelerar el desarrollo de los estrobilos masculinos
(Lindgren et al., 1995), como se demostro en huertos de Pinus sylvestris (Harju y Nikkanen,
1996). En Picea abies se observo que los primeros dos dias de dispersion la cantidad de polen
en el huerto fue similar a la de los rodales naturales vecinos y posteriormente aumento dentro
del huerto, debido a diferencias en la fenologia por el origen geografico de los clones (Nikkanen
et al., 2002).

Sin embargo, no hubo diferencias importantes en el periodo de dispersién de polen entre
los rodales naturales (Cuadros 1.5 y 1.6), a pesar de que uno de ellos tenia arboles de 15 a 20
afios de edad. Esto indica que la variacion genética en la fenologia reproductiva de los clones es
un factor importante en el inicio y duracién del periodo de dispersion del polen en el huerto. Un
estudio realizado antes en el huerto muestra que hay una amplia variacion fenoldgica entre los
clones en el desarrollo y maduracion de los estrobilos masculinos (Hernandez-Zaragoza et al.,
2016). Los clones que se encuentran en el huerto provienen de arboles superiores seleccionados
en los rodales naturales de la especie en la region, por lo que se espera que la variacion genética
en el huerto sea mayor que en cada uno de los rodales naturales cercanos, como se ha demostrado
en Pseudotsuga menziesii (Erickson y Adams, 1989) y en Picea abies (Nikkanen et al., 2002).
El mosaico de heterogeneidad ambiental en areas de montafia hace que pequefias diferencias en
el origen de los clones generen variacion en la fenologia reproductiva entre éstos (Khanduri,
2012).
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1.4.2 Variacion espacial y temporal en la dispersion del polen dentro del huerto

La cantidad mayor de polen y el retraso en el periodo de dispersion en el centro del huerto
con respecto a la periferia (Cuadro 1.5) pueden estar asociados a un efecto de “borde”, con un
menor nimero de arboles en el vecindario y cambios en el microambiente suficientes para
modificar ligeramente la fenologia de la dispersion del polen. Nikkanen et al. (2002) también
encontraron una amplia variacion en la densidad de polen en diferentes zonas de un huerto
semillero de Picea abies, la que atribuyeron a factores asociados con la densidad del arbolado,
el tamafio del huerto, la direccion del viento y diferencias fenoldgicas en la dispersion de polen

en los vecindarios dentro del huerto.

Friedman y Adams (1985) enfatizan la importancia de la produccién y distribucién espacial
del polen en huertos de Pinus taeda, especialmente en los arboles que se encuentran cerca del
borde o perimetro, ya que éstos estan expuestos a una mayor cantidad de polen foraneo que los
del centro. En el huerto de P. patula, la menor cantidad de polen en la periferia indica que hay
menores posibilidades de competir con el polen externo; aunque el periodo de dispersion se
adelantd ligeramente, la diferencia no es suficiente para eliminar el periodo de traslape con la
produccién de polen en los rodales vecinos. En P. sylvestris, Harju y Nikkanen (1996)
encontraron que los estrobilos femeninos estuvieron receptivos antes de la dispersion de polen
en el huerto, lo que implica un riesgo alto de contaminacion, aunque la dispersion del polen en

los rodales naturales de la misma especie usualmente inicia mas tarde que en el huerto.
1.4.3 Relacion entre la fenologia de la dispersion de polen y variables meteoroldgicas

En Pseudotsuga menziesii (Erickson y Adams, 1989) y Pinus radiata D. Don (Codesido et
al., 2005) se ha encontrado que la duracién del periodo de dispersion de polen depende de las
condiciones meteoroldgicas en cada ciclo reproductivo. En nuestro estudio, las diferencias
encontradas entre afios en la fenologia de la dispersién del polen, tanto en el huerto como en los
rodales naturales a lo largo del transecto altitudinal, se asociaron con las condiciones
meteorologicas, en particular con la acumulacion de grados-dia (Figura 1.4), de manera
consistente a lo que se reporta para Picea mariana (Caron y Leblanc, 1992) y P. radiata
(Codesido et al., 2005). En los estudios antes mencionados, el inicio de la floracion se

correlacion6 positivamente con los grados-dia acumulados en la etapa previa de crecimiento.
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Esto indica que el tiempo requerido para iniciar el periodo de floracion estd bajo un fuerte
control genético y fisioldgico; la floracion esta sincronizada con la suma de grados-dia (Boes et
al., 1991) ya que la temperatura influye sobre la velocidad de desarrollo de las estructuras
reproductivas. Codesido et al. (2005) indican que para iniciar los procesos de floracion,
receptividad femenina y dispersion de polen se requiere una cierta cantidad de temperatura
acumulada. La cantidad menor de grados-dia requeridos en los dos rodales situados a mayor
altitud en el transecto altitudinal sugiere el valor adaptativo de esta caracteristica en las
poblaciones naturales de la especie y explica, en parte, el periodo mayor de dispersion de polen
en el huerto y la mayor variacion en la fenologia reproductiva de los clones. En Pseudotsuga
menziesii encontraron que a una altitud de 305 m la dispersion de polen inicia cuando se
alcanzan 800-900 horas-dia por arriba de 10 °C, pero a altitudes entre 762 y 1,067 m requiere
solo 400 horas-dia (Ebell y Schmidt, 1964).

La temperatura y la precipitacion también influyen en el inicio y duracion del periodo de
dispersion del polen, asi como en la dindmica de dispersion de un afio a otro; estos dos factores
estan asociados con la acumulacion de grados-dia, pero también influyen sobre la humedad
relativa de la atmosfera (Boes et al., 1991). Por ello, la menor temperatura y mayor precipitacion
durante los dias previos y al inicio del periodo de dispersion en 2015 (Figura 1.5) posiblemente
redujeron la dispersién del polen y ampliaron el periodo. En especies con dispersion anemdfila,
como los pinos, una alta humedad relativa en el ambiente reduce la apertura de las escamas en
los estrébilos y limita la cantidad de polen liberado y su distancia de dispersion como se ha
observado en P. sylvestris (Chmura et al., 2012) y P. roxburghii Sarg. (Khanduri, 2012).
Nikkanen et al. (2002) mencionan la presencia de picos en la curva de dispersion de polen en
Picea abies asociados a la reduccion de la humedad relativa en el ambiente. En cambio, la
presencia de lluvias frecuentes durante el periodo de dispersion ocasiona la pérdida de polen y

suspende temporalmente la dispersion (Caron y Leblanc, 1992; Codesido et al., 2005).
1.4.4 Implicaciones sobre el riesgo de contaminacion genética en la progenie del huerto

A pesar de que el huerto semillero de P. patula inicia la dispersion del polen antes que los
rodales vecinos, el amplio traslape en el periodo de dispersién en ambas poblaciones indica que
en las condiciones actuales existe riesgo de que el polen externo llegue al huerto y fecunde los
ovulos, reduciendo la calidad genetica del germoplasma. El riesgo de contaminacion genética
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es mayor en la zona periférica del huerto debido a la menor cantidad de polen que se encontrd
en esta zona y a su exposicion mayor al flujo de polen externo. ElI aumento en el nimero de
copas de los arboles conforme se avanza al centro del huerto constituye una barrera fisica que
limita la cantidad de polen foraneo que puede llegar (Nikkanen et al., 2002). Este factor, aunado
a la produccion mayor de polen en el centro del huerto, sugiere que las posibilidades de
contaminacion en esa zona son menores, similar a lo encontrado por Nikkanen et al. (2002) en
Picea abies. Sin embargo, el riesgo de contaminacion genética disminuye conforme aumenta la
capacidad de produccion de polen en el huerto, como se reporto en huertos semilleros de Picea

mariana (Caron y Leblanc, 1992).

Debido a la ubicacién del huerto semillero con respecto a poblaciones naturales y
plantaciones de Pinus patula en los predios cercanos, en la préctica es imposible aislar
fisicamente al huerto del flujo de polen externo. Sin embargo, la relacién encontrada entre la
dispersion del polen y las variables meteoroldgicas, en particular la suma de grados-dia y la
humedad, asi como el inicio anticipado del periodo de dispersién en el huerto en relacién con
los rodales vecinos, ofrece la posibilidad de adelantar la fenologia reproductiva en los arboles
del huerto aumentando la temperatura, como se ha sugerido en otras especies para reducir los
dafos por heladas y acelerar el desarrollo de las estructuras reproductivas (Pakkanen et al.,
2000). Por otro lado, los riesgos de contaminacién genética detectados sugieren la necesidad de
evaluar otros aspectos de la fenologia reproductiva en el huerto semillero, como la variacién
clonal en la dispersidn del polen y receptividad de los 6vulos en rametos, y el grado de sincronia
en estos procesos (Codesido et al., 2005). También es necesario realizar un andlisis de
paternidad en una muestra de la progenie del huerto para determinar el nivel real de
contaminacion genética, con base en las técnicas desarrolladas en otras especies (Kaya et al.,
2006; Torimaru et al., 2009).
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1.5 CONCLUSIONES

Los resultados del estudio muestran que en el huerto de Pinus patula hay una cantidad
mayor de polen que en los rodales naturales de manera consistente en los dos afios evaluados, y
que el polen dispersado aumenta en el segundo afio. La dispersion de polen en el huerto inicia
antes que en los rodales naturales, pero presenta un periodo de dispersion mas amplio, lo que
genera un fuerte traslape en el periodo de dispersion del polen dentro y fuera del huerto. La
dispersion de polen es mayor en el centro que en la periferia y ocurre con uno a tres dias de
retraso, lo cual sugiere que el riesgo de contaminacion genética por polen externo difiere en

estas zonas dentro del huerto.

Hay diferencias entre rodales en la fecha de terminacion de dispersion del polen, pero el
periodo de dispersion no muestra un patron claro asociado con la elevacion de los rodales
naturales dentro del intervalo altitudinal muestreado. Sin embargo, la relacion fenoldgica de la
dispersion del polen con los grados-dia acumulados en los dos afios de evaluacion en el huerto
y en los rodales naturales sugiere una relacion adaptativa en la que la dispersion del polen
requiere una cantidad menor de grados-dia al aumentar la elevacion. Debido a los riesgos de
contaminacion genética que existen en el huerto de Pinus patula y a la dificultad para aislarlo
fisicamente de las poblaciones naturales vecinas, se recomienda implementar practicas de
manejo en el huerto para adelantar su periodo de floracion, aumentar la produccién de polen 'y

su efectividad en la fecundacion de los 6vulos.
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CAPITULO I

VARIACION EN LA FENOLOGIA REPRODUCTIVA EN UN HUERTO
SEMILLERO Y RIESGO DE CONTAMINACION GENETICA POR RODALES
NATURALES CERCANOS DE Pinus patula

RESUMEN

La variacion en la fenologia reproductiva entre clones de un huerto semillero afecta el
intercambio genético entre éstos y la eficiencia genética del huerto. El objetivo fue evaluar la
variacion genética en la fenologia reproductiva en clones de un huerto semillero de Pinus patula
y el nivel de traslape con la dispersion de polen de rodales naturales. En 2014 y 2015 se registro
la fenologia de estructuras reproductivas femeninas y masculinas en 31 clones del huerto y de
estructuras masculinas en arboles de cuatro rodales naturales cercanos al huerto. Se
determinaron las fechas de inicio, terminacion y duracién de los periodos de receptividad
femenina y de dispersion de polen. Se estimaron los componentes de varianza, heredabilidad y
correlaciones genéticas. En los rodales se encontré una mayor diferencia entre afios en la fecha
de inicio de la liberacion del polen que en el huerto. La dispersion de polen en el huerto inicid
antes y termind después que en los rodales, con una mayor duracion del periodo, por lo que en
los dos afios se encontrd un amplio traslape en el periodo de dispersion de polen en el huerto y
los rodales naturales. Los clones mostraron una amplia variacion genética en los eventos
fenolodgicos evaluados; la dispersion del polen presentd un mayor control genético (H?: > 0.60)
que la receptividad de los estrobilos femeninos (H?: < 0.36). La mayoria de las caracteristicas
fenoldgicas en los clones del huerto mostraron una estabilidad genética elevada entre afios (rg >
0.76), existe una correlacion positiva (r = 0.67) entre el periodo de receptividad y el periodo de
liberacion del polen en los clones, por lo anterior los dos procesos no son independientes, lo que
sugiere un posible riesgo de autofecundacion. Ademas, el traslape existente entre la receptividad
femenina en los clones y la dispersion de polen en los rodales naturales vecinos advierte un
riesgo potencial de contaminacion genética del huerto, especialmente en los clones mas tardios

en su fenologia reproductiva.
Palabras clave: fenologia reproductiva, variacion genética, heredabilidad, contaminacion
genetica
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VARIATION IN REPRODUCTIVE PHENOLOGY IN A SEED ORCHARD AND
GENETIC CONTAMINATION RISK FROM NEARBY NATURAL STANDS OF

Pinus patula

ABSTRACT

Genetic variation in reproductive phenology among clones in a seed orchard affects the genetic
exchange among them and the genetic efficiency of the orchard. The objective was to evaluate
the genetic variation in reproductive phenology Pinus patula clones in a seed orchard and the
amount of overlap with the pollen dispersal from other trees in natural stands. In 2014 and 2015,
the phenology of female and male reproductive structures were recorded in 31 clones from the
orchard, as well as for male structures of trees from four natural stands nearby the orchard. The
starting date, ending dates, and female receptivity period and pollen dispersal period were
registered. The variance components, broad-sense heritability and genetic correlations was
estimated. Differences were higher in the starting date of pollen dispersal were larger in the
natural stands than those found in the orchard between years. Pollen dispersal started earlier and
ended later in the orchard than in began and ended in the stands. The period length of pollen
dispersal was large, so a wide overlap was observed between the orchard and natural stands in
both years. A broad genetic variation was detected in reproductive phenology among clones;
genetic control was stronger for pollen dispersal (H?; > 0.60) than it was for female receptivity
(H?: < 0.36). Most phenology traits showed high genetic stability in the orchard clones in both
years (rs > 0.76), but both processes were not independent since a positive correlation (r=0.67)
was found between receptivity and pollen dispersal of clones. Thus, self-fertilization risk could
be high. Moreover, a potential risk of genetic contamination into the orchard could be because

of the overlap between female receptivity of clones and pollen dispersal in nearby natural stands.

Key words: reproductive phenology, genetic variation, heritability, genetic contamination.
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2.1 INTRODUCCION

Los huertos semilleros son la fuente principal del germoplasma requerido para el
establecimiento de plantaciones forestales en la mayoria de las especies de coniferas de
importancia econdmica (Askew, 1988). El disefio y manejo de estas unidades productoras de
germoplasma esta orientado a asegurar mas valor genético y diversidad que en las &reas
semilleras o rodales naturales (El Kassaby et al., 1984). La diversidad genética méaxima en la
progenie del huerto ocurre cuando todos los progenitores tienen la misma probabilidad de
cruzarse (panmixia) y contribuyen equitativamente a la cosecha de semilla (Kang et al., 2001;
Moriguchi et al., 2007).

Para alcanzar la méxima eficiencia genética en un huerto semillero de polinizacion abierta
se deben cumplir las siguientes condiciones (Eriksson et al., 1973): a) los clones aportan un
namero similar de gametos masculinos y femeninos en las semillas b) la receptividad de los
Ovulos femeninos estd sincronizada con la dispersion de polen en todos los clones; c) la
fecundacién es completamente aleatoria; d) todas las cruzas posibles entre clones son
igualmente compatibles, e) la autofecundacién es minima; y f) el huerto esta aislado de rodales

naturales de la misma especie para evitar contaminacion por flujo de polen externo.

Estudios sobre fenologia reproductiva y sincronizacién en huertos semilleros de coniferas
han revelado que la condicidn de panmixia es dificil de lograr (El Kassaby et al., 1984; Askew
y Blush, 1990). Diferencias en la fenologia reproductiva afectan el intercambio de genes entre
clones, excluyendo algunos cruzamientos e incluso evitando la contribucién de algunos de ellos
(Matziris, 1994; Alizoti et al., 2010). La variacion fenoldgica entre clones reduce el tamafio
efectivo del huerto, promueve la autofecundacién y aumenta el riesgo de contaminacion de
polen externo (Chaisurisi y El-Kassaby, 1993; Burczyk y Chalupka, 1997). Se ha reportado
variacion genética significativa en los procesos de floracion entre clones de Pseudotsuga
menziesii Mirb. Franco (El-Kassaby et al., 1984) y Pinus radiata D. Don (Codesido et al., 2005).
Ademas, la fenologia reproductiva y la proporcion de estrobilos masculinos y femeninos por
clon pueden variar de un afo a otro y con la edad de los arboles (Nikkanen y Velling, 1987),

afectando la eficiencia genética del huerto.
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Los huertos semilleros se establecen preferentemente con clones de la misma zona
geogréfica, con el fin de homogeneizar la fenologia reproductiva y garantizar su adaptacion a la
region (Pakkanen y Pulkkinen, 1991). Sin embargo, esto ocasiona que la floracion del huerto se
traslape con la de rodales vecinos al ser de la misma procedencia todos los arboles, lo que
aumenta el riesgo de contaminacién por polen externo, como se demostrd en huertos de Pinus
sylvestris L. (Pakkanen y Pulkkinen, 1991; Pulkkinen, 1994). Para determinar la variacion en la
fenologia reproductiva en los clones de un huerto semillero se requiere evaluar el momento en
que iniciay finaliza la floracion, asi como la duracion de la receptividad femeninay la dispersion
de polen en comparacion con la dispersion de polen en rodales naturales cercanos de la misma
especie (Nikkanen, 2001). Estos aspectos son fundamentales en la toma de decisiones sobre el
manejo del huerto, como realizar aclareos, polinizacién complementaria, y/o cruzas controladas
(Blush et al., 1993).

En la Sierra Norte de Puebla en 2003 se establecié un huerto semillero clonal de Pinus
patula Schiede ex Schltdl. et Cham., como parte de un programa regional de mejoramiento
genético para satisfacer las necesidades de semilla con calidad genética superior para el
establecimiento de plantaciones forestales de este pino (Castafios-Martinez y Castro-Zavala,
2014). El huerto se ubica dentro del area de distribucion natural de la especie, a una elevacion
de 2,860 m. Los objetivos del estudio fueron: a) determinar las diferencias en la fenologia
reproductiva entre los clones del huerto semillero de Pinus patula y los rodales naturales
cercanos de la misma especie, y b) determinar el nivel de variacion genética entre clones del
huerto semillero en la fenologia reproductiva y la heredabilidad de estas caracteristicas, asi

como su estabilidad entre afios de evaluacion.

45



2.2 MATERIALES Y METODOS
2.2.1 Area de estudio

El estudio se realizé en un huerto semillero clonal de Pinus patula de 10 afios de edad,
establecido por injertos en la Reserva Forestal Multifuncional “El Manantial”, en el municipio
de Aquixtla, Puebla, México (19° 43" 13” N; 97° 59" 20” O; 2,860 m). El huerto cubre una
superficie de 1.2 ha, en un disefio completamente al azar con un espaciamiento de 3 X 3 m con
diferente nimero de rametos (1-22, promedio = 8 y mediana = 7) por clon. Al inicio del estudio
el huerto contaba con 660 rametos pertenecientes a 82 clones distintos. En el estudio también se
incluyeron rodales naturales coetaneos de la especie a lo largo de un transecto altitudinal (2,807-
3,011 m) y localizados a una distancia de 150 a 1,000 m del centro del huerto.

2.2.2 Evaluacion de la fenologia de estructuras reproductivas

En 2014 y 2015 se registro la fenologia de estructuras reproductivas en una muestra de 31
clones, con tres rametos por clon, (93 arboles en total), seleccionados con base en su produccion
de conos en la cosecha 2012. Durante el periodo de enero a marzo de cada afio se evalud el
avance de la fenologia de estrébilos femeninos en cinco ramas marcadas en la parte alta de la
copa Yy de los estrobilos masculinos en cinco ramas de la parte baja, con una frecuencia de 3-4
d, hasta que todo el polen fue liberado y los estrébilos femeninos ya no eran receptivos. Las
observaciones se hicieron en los mismos arboles los dos afios, pero no necesariamente en las

mismas ramas.

De manera simultanea, en cuatro sitios ubicados en rodales naturales a lo largo del transecto
altitudinal se realizaron las mismas observaciones fenoldgicas en arboles adultos (en edad
reproductiva) de Pinus patula, con especial atencion en la formacién de estrébilos masculinos.
En cada sitio se seleccionaron 10 arboles con produccion de estrébilos masculinos, de facil
acceso Yy visibilidad de la copa. La evaluacién fenoldgica se realizd con la misma metodologia

empleada en el huerto y en los mismos periodos.

Para definir las etapas fenoldgicas de los estrébilos se empled la metodologia de Matziris
(1994) para estrobilos femeninos y de Codesido y Merlo (2001) para estrébilos masculinos,
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modificadas para Pinus patula por Hernandez-Zaragoza et al. (2016), que considera cuatro
etapas. En la etapa dos correspondiente a los estrébilos femeninos los 6vulos no estan receptivos,
pero el polen puede permanecer dentro de las escamas Yy si sobrevive puede permanecer viable
y fertilizar el dvulo cuando se alcanza la etapa tres, por lo que esta etapa se considerd con un 20
% de receptividad; la etapa tres es la de maxima receptividad y ocurre cuando las escamas se
separan gradualmente hasta formar un angulo recto con el eje del estrébilo, momento en que el
polen puede penetrar con facilidad entre las escamas y alcanzar los évulos, por lo que se
considerd con un 100 % de receptividad. En los estrobilos masculinos la liberacion de polen
ocurre solo en la etapa tres, cuando los estrobilos se alargan y adquieren un color amarillo.
Cuando las ramillas marcadas tenian mas de un estrobilo femenino, el periodo receptivo se
considero a partir de la fecha en que el primer estrobilo en la rama estuvo receptivo y hasta que
el altimo de ellos termind la etapa tres. Para el periodo de liberacidn del polen en cada ramilla

muestreada se usé el mismo criterio.
2.2.3 Andlisis de los datos

A partir de los datos fenoldgicos de cada rama muestreada se determino la fecha de inicio
y de terminacion (nimero de dias a partir del 1 de enero), la duracion del periodo de receptividad
femenina y dispersion del polen, para cada rameto y clon, con el programa SYNCHRO (Zas et
al., 2003). Estas variables se analizaron con el procedimiento MIXED del programa de analisis
estadistico SAS (SAS Institute, 2002). En un primer andlisis se compard la fenologia del periodo
de dispersion del polen en el huerto semillero y en los rodales naturales vecinos en los dos afios
de evaluacién con el siguiente modelo, en el que todos los factores se consideraron de efectos

fijos, excepto el error:
Yiik =l + Ai + Pj + AiPj + &ijk

donde: Yij es el valor promedio del k-ésimo clon (o &rbol) en la j-ésima poblacién [huerto
semillero (HS) o rodal natural (RN)] en el i-ésimo afio; p es la media general; A es el efecto del
i-simo afio de evaluacion; P; es el efecto de la j-ésima poblacion; AiPj es el efecto de la

interaccion del i-ésimo afio con la j-ésima poblacion; y Eijx representa el error.
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En un segundo analisis se evaluaron las diferencias en la fenologia de la dispersion del
polen entre sitios a lo largo del transecto altitudinal (rodales naturales de 2,807 a 3,011 m), con
un modelo estadistico similar al anterior, pero substituyendo las poblaciones con los sitios de
muestreo. También se realizo un anélisis de la fenologia de los clones del huerto para estimar
los componentes de varianza y la heredabilidad en sentido amplio de los valores medios por
clon (H? = repetibilidad clonal) de las variables asociadas con la receptividad femenina y la

liberacion del polen, con base en el siguiente modelo estadistico:
Yik =+ A + Cj + AiCj + Eijk

donde: Yijk es el valor de la variable evaluada en el k-ésimo rameto del j-ésimo clon en el i-
ésimo afio; p es la media general; Ai es el efecto fijo del i-ésimo afio de evaluacion; C;j es el
efecto aleatorio del k-ésimo clon ~ NID (0, 6%); AiC; es el efecto aleatorio de la interaccion del
i-esimo afio con el j-ésimo clon ~ NID (0, 6%4c); y €ij es el error ~ NID (0, 6%). La heredabilidad

(HZ) se calculd con la siguiente formula (Falconer, 1989):
ol
2 o (T aé
o2 + (%) + (%

dénde: o% es la varianza entre clones; o%c s la varianza debida a la interaccion de afios por

HZ =

clones; c% es la varianza debido al error; a es el nimero de afios y r es el nimero de rametos

por clon.

A partir de los componentes de varianza de clones (c2%) y de la interaccion afios por clones
(0%c) para cada caracteristica fenoldgica se estimo la correlacion genética tipo B (rs) como una
medida de la estabilidad genética de dichas caracteristicas en los dos afios de evaluacion. Para

ello se utilizo la siguiente ecuacion:
B = (020)/(02C + Gzac)

También se estimaron las correlaciones fenotipicas y genotipicas entre las caracteristicas
de floracion masculina y femenina de los clones del huerto. Para las correlaciones fenotipicas
se utilizo el coeficiente de correlacién de Pearson de los valores promedio por clon de las

caracteristicas de interés en los dos afios de evaluacion. Para las correlaciones genotipicas se

48



utilizaron las varianzas y covarianzas de clones (c2c) obtenidas a partir del anélisis de varianza

descrito anteriormente y de acuerdo al procedimiento descrito por Falconer (1989).
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Dispersion de polen en el huerto semillero y en rodales naturales de Pinus patula

La mayoria de las variables evaluadas presentaron diferencias significativas (P <0.05) entre
afios, y entre poblaciones (huerto semillero vs. rodales naturales), excepto la fecha de
terminacion entre afios, y la duracién del periodo en la interaccion de afio x poblacion (Cuadro
2.1). En el promedio de las dos poblaciones, el periodo de dispersion de polen inicid tres dias
antes en 2015 que en 2014, pero termind en la misma fecha en los dos afios, por lo que la
duracion fue tres dias mayor en el segundo afio (Cuadro 2.2). En los dos afios de evaluacion, la
dispersion en el huerto semillero inicid antes y termind después que en los rodales naturales, por
lo que el periodo de dispersion en el huerto fue 8 d mayor en los dos afios (Cuadro 2.2).El inicio
del periodo de dispersion del polen fue mas estable entre afios en el huerto semillero que en los

rodales naturales (Cuadro 2.2).

Cuadro 2.1. Significancia estadistica para las fechas y duracion del periodo de dispersion de

polen en el huerto semillero y en los rodales naturales de Pinus patula.

Periodo de dispersién de polen

o ] ] Duracion
Fuente de variacion (dias a partir del 1 de enero) ]
(dias)
Inicio Fin
Afio <0.001 0.539 <0.001
Poblacion’ <0.001 <0.001 <0.001
Afio x Poblacion 0.004 <0.001 0.767

EIl huerto semillero y los rodales naturales se consideraron como poblaciones distintas.

Cuadro 2.2. Valores promedio de las fechas de inicio y terminacién y de la duracion del periodo
de dispersion de polen en el huerto semillero y en rodales naturales de Pinus patula

en dos afios de evaluacion.
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Periodo de dispersion de polen Duracion

Afo Poblacion (dias a partir del 1 de enero) (dias)
Inicio Fin

2014 Huerto semillero 71.2 " 914a 20.2 a
Rodales naturales 77.0a 89.2b 12.2b

Promedio 2014: 74.1 90.3 16.2
2015 Huerto semillero 70.8 a 94.3a 23.5a
Rodales naturales 712a 87.1b 159b

Promedio 2015: 71.0 90.7 19.7

"Valores promedio dentro de cada factor seguidos por la misma letra no son estadisticamente
diferentes (P < 0.05).

2.3.2 Dispersion de polen en el transecto altitudinal de los rodales naturales

Todas las variables mostraron diferencias significativas (P < 0.05) entre afios, entre sitios a
lo largo del transecto altitudinal y en la interaccién afio x sitio, excepto la fecha de inicio de la
dispersion de polen entre sitios (Cuadro 2.3). En 2015, la dispersion de polen inicié 6 d y
termind 2 d antes que en 2014, con una duracion 4 d mayor (Cuadro 2.4). En los dos afios se
observa que en los sitios de mayor elevacién se adelanta la terminacion de la dispersion de
polen, y se reduce la duracién del periodo de dispersion, excepto en S4 durante el primer afio de

medicién (Cuadro 2.4).

Cuadro 2.3. Significancia estadistica para fechas y duracién del periodo de dispersidn de polen

en rodales naturales de Pinus patula a lo largo de un transecto altitudinal.
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Fechas del periodo de dispersion

Fuente de Duracion
o (dias a partir del 1 de enero)
variacion (dias)
Inicio Fin
Afio <0.001 0.013 <0.001
Sitio 0.137 <0.001 <0.001
Afio x Sitio 0.012 0.015 0.019

Cuadro 2.4. Valores promedio de las fechas de inicio y terminacion y de la duracion del periodo
de dispersion de polen en rodales naturales de Pinus patula a lo largo de un

transecto altitudinal en dos afos de evaluacion.

Sitio Periodo de dispersion de polen Duracion
Afio (altitud) (dias a partir del 1 de enero) (dias)
Inicio Fin
S1 (2,807 m) 779a' 90.0 ab 12.0 ab
S, (2,870 m) 730a 87.9b 149a
2014 S3 (3,011 m) 755a 86.1b 106 b
S4 (3,009 m) 81.5a 92.7a 11.2b
Promedio 2014: 77.0 89.2 12.2
S1 (2,807 m) 714 a 89.7 a 18.3a
S2 (2,870 m) 72.7a 88.6 a 159a
2015 S3 (3,011 m) 70.1a 83.7b 13.7b
S4 (3,009 m) 70.5a 86.2 ab 15.7 a
Promedio 2015: 71.2 87.1 15.9

"Valores promedio dentro de cada factor seguidos por la misma letra no son estadisticamente
diferentes (P < 0.05).
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2.3.3 Variacion clonal en la fenologia reproductiva en el huerto semillero

Dentro del huerto semillero no se encontraron diferencias significativas (P < 0.05) entre
afios en la fecha de inicio de la receptividad femenina y de la dispersion del polen, pero si en la
fecha de terminacion y en la duracion de los periodos respectivos (Cuadro 2.5). Ambos periodos
se prolongaron en 2 a 3 d en 2015, con respecto a 2014 (Cuadro 2.5). En los dos afios, el periodo
de receptividad femenina tuvo una duracién 8-9 d mayor que la dispersion de polen, ya que

inicid 12-13 d antes y termino 3-4 d antes que este ultimo.

Cuadro 2.5. Valores promedio por afio de las fechas de inicio y terminacién y de la duracion
del periodo de receptividad femenina y dispersion de polen en el huerto semillero

de Pinus patula en dos afios de evaluacion.

Receptividad femenina Dispersidn de polen
Afio Duracion Duracion
Inicio Fin Inicio Fin
(nim. de dias) (nim. de dias)
2014 58.2a"  88.0b 29.8b 71.2a  914b 202a
2015 58.5a 90.7 a 32.2a 708a 943a 235D

"Valores promedio dentro de cada factor seguidos por la misma letra no son estadisticamente
diferentes (P < 0.05).

A nivel de clones se encontrd variacion genética en todas las variables fenoldgicas, excepto
en la duracion del periodo de receptividad femenina (Cuadro 2.6). La variacion debida a la
interaccidn afio por clon fue relativamente baja (menor de 33 % de la variacién clonal) en la
mayoria de las variables que mostraron variacion genética, excepto en la fecha de terminacién
de la dispersion del polen, lo que se reflejo en correlaciones genéticas tipo B (rg) elevadas para
la mayoria de las caracteristicas, excepto en la duracién del periodo de receptividad y en la
terminacion del periodo de dispersion del polen (Cuadro 2.6). Con excepcion de la duracion del
periodo de receptividad femenina, todas las variables de fenologia reproductiva presentaron una
heredabilidad en sentido amplio de moderada a alta, con valores de HZ: que fluctuaron de 0.09
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a 0.60 (Cuadro 2.6). El periodo de dispersion del polen presentd un control genético mayor que
el periodo de receptividad femenina, en particular, la fecha de inicio y la duracion de la

dispersion.

Cuadro 2.6. Componentes de varianza, relacion o2a/c% , heredabilidad en sentido amplio de
las medias de clones (H%) y correlaciones genéticas tipo B (rg) para las fechas de
inicio y terminacion y la duracion del periodo de receptividad femenina y de
dispersion de polen en el huerto semillero de Pinus patula en dos afios de

evaluacion.

Receptividad femenina Dispersion de polen

Parametro N _ Duracion N _ Duracion
Inicio Fin Inicio Fin
(ndm. de dias) (ndm. de dfas)
o’ 3.93 1.22 0.00 12.00 0.34 8.34
0% 0.77 0.00 1.04 1.87 1.49 2.70
0% 36.87 13.24 28.83 4295 15.85 34.07
6%/ 6% 0.20 0.00 0.16 4.38 0.32
H2 0.38 0.36 0.00 0.60 0.09 0.54
s 0.83 1.00 0.00 0.87 0.19 0.76

o’ varianza entre clones; 6%: varianza debida a la interaccion de afios por clones; 6%: varianza

debido al error; H2:: heredabilidad en sentido amplio de las medias de clones; rs: correlaciones
genéticas tipo B.

Las correlaciones genotipicas que involucraron la duracion del periodo de receptividad
fueron nulas o fuera del rango légico (Cuadro 2.7). Las fechas de inicio y terminacion de
dispersion de polen presentaron una correlacion positiva alta entre ellas (ry = 0.96) pero una
correlacion negativa con la duracion del periodo (rg = -1.00). La fecha de inicio del periodo de
receptividad femenina también tuvo una correlacion genotipica positiva moderada (rqg = 0.67)
con la fecha de inicio del periodo de liberacion de polen. A nivel fenotipico, la correlacion entre

el inicio y la terminacion del periodo de receptividad femenina fue mayor (r, =0.83) que entre
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el inicio y la terminacion del periodo de dispersion del polen (r, =0.49), pero en ambos casos,
la fecha de inicio tuvo una correlacion negativa elevada con la duracion del periodo respectivo
(rp < -0.85). Por otro lado, las correlaciones fenotipicas entre las caracteristicas del periodo de
receptividad femeninay las del periodo de liberacion de polen fueron relativamente debiles, con

signo negativo o positivo entre ellas (-0.61 <1, < 0.60) (Cuadro 2.7).

Cuadro 2.7. Correlaciones genotipicas (izquierda de la diagonal) y fenotipicas (derecha de la
diagonal) entre las caracteristicas fenoldgicas del periodo de receptividad

femenina y de dispersion de polen en el huerto semillero de Pinus patula.

Receptividad femenina Dispersion de polen

Inicio Fin Duracion Inicio Fin Duracion

Receptividad femenina:

Inicio
Fin
Duracion

Dispersion de polen:

Inicio

Fin

Duracion
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2.4 DISCUSION
2.4.1 Diferencias entre afios en la fenologia reproductiva de Pinus patula

En el afio 2015 la dispersion de polen en los rodales naturales a lo largo del transecto
altitudinal inicio antes pero termino en las mismas fechas que en el afio anterior, por lo que tuvo
una mayor duracion (Cuadro 2.2). Esta tendencia no fue similar en los eventos fenolédgicos de
receptividad femenina y liberacion del polen en el huerto semillero, debido a que no se
encontraron diferencias entre afios en el inicio de la receptividad femenina y la dispersion de
polen; sin embargo, la terminacidn ocurri6 después en el segundo afio, ocasionando una mayor
duracién de los dos periodos. Los resultados del periodo de liberacion del polen contrastan con
los datos del capitulo anterior, en el que se describe que la dispersion de polen tanto en el huerto
como en los rodales naturales inicié antes y termin6 antes en 2014 que en 2015. Sin embargo,
estas diferencias pueden atribuirse al método de evaluacion usado en cada caso, ya que en el
capitulo anterior las fechas del periodo de dispersién de polen se determinaron con base en la
captura de granos de polen sin identificar la fuente de origen, mientras que en el estudio actual,
se utilizé una muestra de arboles en los rodales naturales y de clones en el huerto semillero en
la que se registraron los eventos fenoldgicos de manera directa. Es posible, por lo tanto, que los
arboles y clones muestreados en esta fase del estudio no hayan sido los primeros en dispersar el

polen capturado por las trampas.

Ademas del método de evaluacion, las condiciones ambientales de temperatura, y en
especial de la humedad relativa, también pudieron influir en la capacidad para detectar con
precision la fecha de inicio de la dispersion de polen por las trampas. En diferentes estudios se
demostrd que el inicio de la dispersién del polen esta correlacionado con la temperatura y la
acumulacién de grados-dia (Luomajoki, 1993); es decir, una mayor temperatura indic6 una
fecha de inicio temprana (Torimaru et al., 2013); como se demostrd en un huerto semillero de
Larix principis-rupprechtii Mayr. (Zhang et al., 2001). Por otro lado, una humedad relativa alta
redujo la capacidad de dispersion del polen de Pinus strobus L., Pinus contorta Douglas ex
Loudon, Abies amabilis (Dougl.) Forbes, entre otras (Ebell y Schmidt, 1964). Los datos de este
capitulo indican que en 2015 los estrébilos masculinos alcanzaron antes la etapa de dispersién

del polen que en 2014, pero en los primeros dias la dispersion fue intermitente y a corta distancia
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por los eventos de lluvia que se presentaron. Esta situacion pudo haber ocasionado sesgos en la
estimacion de la fecha de inicio de liberacion del polen con las trampas de captura de polen en

ese afo en particular.

Independientemente de las diferencias atribuibles a los métodos de estimacion de los
eventos fenoldgicos, en los rodales naturales se encontrd una mayor diferencia entre afios en la
fecha de inicio de la liberacion del polen que en el huerto semillero. Esto indica que el riesgo de
contaminacion genética en el huerto puede variar de un afio a otro en funcion del grado de
traslape que ocurra con el periodo de receptividad femenina en los clones del huerto y del grado
de competencia que se genere con el polen producido por los mismos clones. Estas

implicaciones se discutirdn con mayor detalle en una seccién posterior del documento.

2.4.2 Diferencias en el periodo de dispersion de polen entre el huerto semillero y los rodales

naturales

La dispersion de polen en el huerto semillero inicid antes y termind después que en los
rodales naturales, con una mayor duracion del periodo en los dos afios de evaluacion. Estos
resultados son consistentes con el estudio previo (Capitulo 1) y se pudo deber, al menos en parte,
a la menor edad y mayor vigor de los arboles en el huerto, asi como a la variacién genética entre
los clones del huerto. Estudios anteriores muestran que el desarrollo fenolégico de las
estructuras reproductivas esta asociado con el crecimiento vegetativo del brote (Dick et al.,
1990), y el periodo de crecimiento del brote generalmente inicia antes en arboles jévenes de
Pinus pinaster Aiton (Miguel-Pérez et al., 2002). Ademas, en arboles jovenes, de menor tamafio,
los estrobilos masculinos en la parte baja de la copa estan mas cercanos al suelo, donde la
temperatura puede ser mayor, lo que puede acelerar el desarrollo de los estrébilos masculinos
(Lindgren et al., 1995). Por otro lado, Nikkanen (2001) mencion6 que la competencia por
espacio entre arboles influye sobre la fenologia de la floracién masculina; a menor competencia
entre arboles la floracion se adelanta, porque los estrobilos se encuentran mas expuestos a la luz

solar y con mayor ventilacion.

En los dos afios de evaluacion se encontré un amplio traslape en el periodo de dispersion
de polen en el huerto y los rodales naturales, con 8 d en comun. Esto indicé que existe el riesgo

de que el polen externo llegue al huerto y fecunde los Gvulos receptivos. Sin embargo, este
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riesgo de contaminacion puede variar en funcién de otros factores, como el tamafio del huerto,
la capacidad de produccion de polen en el huerto, la variacion fenoldgica entre los clones del
huerto y el nivel de sincronizacion del periodo de receptividad femenina con la produccién de
polen, entre otros (Di-Giovanni y Kevan, 1991). Pulkkinen (1994) sefial6é que los huertos con
mayor superficie son mas tolerantes a la contaminacion por polen externo. Por otro lado, en el
capitulo anterior se determind que la produccién de polen en el huerto fue 2.5 veces mayor que
en los rodales, lo que hace suponer que el huerto puede contrarrestar el impacto del flujo de
polen de los rodales cercanos. Diversos autores sefialaron que la variacion fenoldgica y el nivel
de sincronizacion reproductiva entre los clones del huerto fue quizas el factor mayor importancia
sobre el riesgo de contaminacion genética en el huerto (El-Kassaby et al., 1984; Reynolds y El-
Kassaby, 1990); si la floracién de los clones no esta sincronizada, la contribucién del polen
externo sera sustancial (Harju y Nikkanen, 1996), sobretodo porque usualmente los estrébilos

femeninos se encuentran receptivos antes que ocurra la dispersion de polen (Pulkkinen, 1994).

2.4.3 Diferencias en la dispersion de polen en rodales naturales a lo largo del transecto

altitudinal

En los rodales muestreados a lo largo del transecto altitudinal s6lo se encontraron
diferencias en la fecha de terminacion y en la duracion del periodo de dispersion (Cuadro 2.4),
confirmando los resultados del capitulo anterior. Sin embargo, el patron detectado entre sitios
no fue consistente, ya que el seguimiento de la fenologia de los estrébilos masculinos indic
una duracion de hasta 5 d mayor en la dispersidn de polen con respecto a los valores registrados
con las trampas. En este sentido, el método de seguimiento fenol6gico permitié observar con
mayor precision el efecto altitudinal sobre el periodo de dispersion de polen.

En estudios anteriores se encontr6 que los arboles que inician antes la dispersion de polen
generalmente tienen un periodo mayor de dispersion (Codesido et al., 2005). Sin embargo, en
los rodales naturales muestreados no se encontrd un patrén claro en este sentido a lo largo del
gradiente altitudinal, debido quizas al efecto conjunto de otros factores como la edad y tamafio
de los arboles. En los sitios de mayor elevacion, la edad del arbolado fue menor (16 y 20 afios)
y de menor tamafio, con un didmetro promedio entre 15 y 18 cm (Capitulo 1). De cualquier
manera, se observé la tendencia a acortarse el periodo de dispersion de polen al aumentar la
elevacion, de manera similar a lo reportado en Pinus roxburghii Sarg. (Khanduri, 2012). Otros
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estudios sefialaron que la tendencia general en las especies de pino a retrasar y acortar el periodo
de dispersion de polen al aumentar la elevacion del sitio (Griffin, 1980; Mohan et al., 2012).

A pesar de que no hubo diferencias estadisticas significativas en la fecha de inicio de la
dispersion de polen entre los rodales a lo largo del gradiente altitudinal, la menor duracion del
periodo de dispersion en los sitios de mayor elevacion indicé que el riesgo de contaminacion de
polen se reduce conforme aumenta la diferencia de elevacion entre el huerto y los rodales

naturales, dado que el periodo de traslape entre ambos se redujo de dos a cuatro dias.
2.4.4 Variacion clonal en la fenologia reproductiva del huerto semillero

La duracién promedio del periodo de receptividad femenina fue de 29.8 d en 2014 y 32.2 d
en 2015, 9 d més que el periodo de liberacion de polen en ambos afios (20.2 d y 23.5 d) (Cuadro
2.5), debido a un inicio mas temprano del periodo de receptividad femenina. Estos resultados
fueron similares a las encontrados en Pinus radiata (Codesido et al., 2005), P. nigra Arn. (Lario
et al., 2001) y P. sylvestris (Burczyk y Chalupka, 1997). Pulkkinen (1994) sefial6 que en
especies del género Pinus es comun el fenomeno de “metandria”, en el cual los estrobilos
femeninos estan receptivos antes que los estrobilos masculinos en el mismo arbol. Sin embargo,
en el caso de Pinus patula la mayor precocidad y duracion del periodo de receptividad se debe,
al menos en parte, al sesgo generado por la manera en que se definio el inicio de la receptividad,
a partir de la etapa fenolégica 2 (con un 20 % de receptividad). Cuando se elimina el efecto del
sesgo de la etapa 2 en la determinacion del inicio de la receptividad femenina, sélo el 23 y 13

% de los clones en 2014 y 2015, respectivamente, presentaron el efecto de metandria.

Sin embargo, la correlacion genotipica (rqg = 0.67) y fenotipica (rp = 0.60) positivas entre el
inicio del periodo de receptividad y de liberacién de polen indic6 que los clones mas tempranos
para la receptividad femenina también lo son para la liberacion de polen. Estos resultados fueron
similares a lo encontrado en Pseudotsuga menziesii (El-Kassaby et al., 1984) y Pinus taeda L.
(Askew, 1988) en donde se reportan correlaciones positivas que variaron de 0.45 a 0.63 entre
los eventos relacionados con la receptividad femenina y liberacion de polen en clones o familias
en diferentes afios de evaluacion en huertos semilleros. Sin embargo, en clones de Picea abies
(L.) H. Karst. (Nikkanen, 2001) encontré que la correlacion fenotipica entre el periodo de

receptividad femenina y la liberacion del polen vario de 0.26 a 0.53 en diferentes ciclos
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reproductivos, y en Pinus nigra, Matziris (1994) encontrd una baja correlacién entre el inicio
de la receptividad y de la dispersion de polen (rp = 0.35) en un afio de medicion, lo cual indico
que so6lo una pequefia porcion (10%) de la variacion en la fecha de dispersion del polen se
atribuyé a la fecha de receptividad femenina. Aungue el grado de asociacion entre estas
caracteristicas en P. patula no fue alto, la moderada correlacion genotipica y fenotipica entre
ellas indicaron que desde el punto de vista genético v fisioldgico los dos procesos no fueron
independientes y sugiere un posible riesgo de autofecundacion que podria afectar negativamente

la produccion de semilla y la eficiencia genética del huerto.

Los resultados mostraron que existe una amplia variacién genética entre los clones del
huerto en las fechas de los eventos fenoldgicos asociados con los periodos de receptividad
femenina y dispersion del polen, de manera similar a lo que se encontrd en otras especies de
coniferas, como Pinus radiata (Codesido et al., 2005), Pseudotsuga menziesii (El-Kassaby y
Askew, 1991) y Picea sitchensis (Bong.) Carr. (El-Kassaby y Reynolds, 1990). Sin embargo, a
diferencia de otros estudios, en los clones de Pinus patula muestreados no se encontro variacion
genética en la duracion del periodo de receptividad. Ademas, los valores reducidos de 6%c Y
elevados de rg para la mayoria de las caracteristicas del periodo de floracién indican que las
diferencias fenologicas entre los clones son relativamente estables entre afios y con un fuerte

control genético en la mayoria de estas caracteristicas.

En el presente estudio, el periodo de liberacion de polen mostré un control genético mayor
que el periodo de receptividad femenina, contrario a lo que se encontrd en otras especies como
Pinus radiata (Griffin, 1984; Codesido et al., 2005), P. nigra (Matziris, 1994) y Picea abies
(Nikkanen, 2001), en donde los eventos asociados al periodo de receptividad femenina tuvieron
un control genético similar o incluso mayor a los del periodo de dispersion del polen. En esas
especies se encontro que los eventos fenoldgicos asociados al inicio y duracion del periodo de
liberacion del polen fueron mas afectados por la variacion de los factores micro-ambientales, lo
que ocasiona un control genético menor que en el caso del periodo de receptividad femenina. A
pesar de lo anterior no se encontrd ese efecto en la fecha de inicio del periodo de liberacion del
polen en los clones de Pinus patula evaluados en el presente estudio, aunque si se manifestd en
la fecha de terminacion del periodo de liberacion, de manera similar a lo ocurrido en P. radiata

(Griffin, 1984; Codesido et al., 2005). En el caso del periodo de receptividad femenina, la
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mayor heredabilidad de la fecha de inicio con respecto a la duracion del periodo de receptividad,
coincidiod con los resultados de Matziris (1994) en P. nigra; este autor indica que generalmente
la fecha de inicio de los periodos fenoldgicos tienen un mayor control genético que la duracion

de dichos periodos.

Por otro lado, la correlacion fenotipica negativa entre las fechas de inicio de los periodos
de receptividad y dispersién del polen con la duracién respectiva de esos periodos indica que
los clones con mayor duracion del periodo de receptividad femenina iniciaron mas temprano en
el afo, por lo que el riesgo potencial de contaminacion genética fue menor en ellos, dado que el
periodo de dispersion de polen en los rodales naturales inicia después que en el huerto. En clones
de Pinus radiata (Codesido et al., 2005) se encontraron correlaciones similares entre la fecha
de inicio y la duracién de las etapas de la fenologia reproductiva, lo cual tiene implicaciones
importantes sobre la eficiencia genética del huerto, ya que los clones con un periodo mayor de
receptividad femenina o de dispersion de polen tuvieron mayores posibilidades de transmitir sus
genes a la progenie del huerto (Boes et al., 1991).

2.4.5 Implicaciones sobre la contaminacion genética en el huerto semillero

El amplio traslape encontrado en el periodo de receptividad femenina y de dispersion del
polen en el huerto semillero de Pinus patula con el periodo de dispersion del polen en los rodales
naturales vecinos advierte del riesgo potencial que existe en la contaminacion genética del
huerto, lo que afectaria negativamente la calidad genética de la semilla y la ganancia genética
esperada en las plantaciones al usar este germoplasma. En otros estudios también se encontrd
que la falta de aislamiento fenoldgico fue un factor importante en el riesgo de contaminacion
por polen externo en los huertos semilleros, como en el caso de Pinus sylvestris (Parantainen y
Pulkkinen, 2003); Pseudotsuga menziesii (El-Kassaby y Ritland, 1986a) y Picea abies
(Pakkanen et al., 2000).

Sin embargo, los resultados en el huerto de Pinus patula también muestran que este riesgo
varia de un afio a otro, por la modificacién en el periodo de liberacion del polen asociada a la
secuencia de condiciones climaticas en cada ciclo reproductivo. EI mayor riesgo de

contaminacion genética procede de los rodales vecinos situados a elevaciones similares del
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huerto, ya que conforme aumenta la elevacion del sitio se reduce la duracion del periodo de

dispersion y, por lo tanto, el grado de traslape.

Por otro lado, el control genético elevado y la fuerte estabilidad genética de los clones en
los eventos de la fenologia reproductiva femenina y masculina indican que el riesgo de
contaminacion genética varia entre ellos. Por ejemplo, los clones con un periodo temprano de
receptividad tienen menor grado de exposicion al polen externo, reduciendo sus posibilidades
de contaminacion, con respecto a los clones con un periodo tardio de receptividad. Ademas, la
variacion genética de los clones en el periodo de dispersion de polen permite que se mantenga
un nivel de competencia adecuado con el polen externo durante todo el periodo de dispersion
de los rodales naturales (ver resultados del Capitulo 1).

No obstante que los clones con un periodo temprano de receptividad tienen menos riesgo
de contaminacion por polen externo, también podrian tener problemas mayores de polinizacién
y produccién de semilla llena, por la presencia menor de polen en el huerto. Sin embargo el
efecto sobre el tamafio efectivo de poblacion y la eficiencia genética del huerto en la cosecha de
semilla seria minimo, ya que la amplia variacion genética en los eventos fenologicos femeninos
y masculinos en el huerto y la relativa independencia genética entre ellos favorecen la
polinizacién cruzada entre los clones, asegurando una aportacion de todos ellos ya sea a través
de los dvulos o del polen. Actividades de manejo que permitan acelerar los eventos de la
fenologia reproductiva (tanto femenina como masculina) en el huerto para aumentar el grado de
aislamiento fenoldgico con la dispersion de polen externo, o el uso de polinizacién
complementaria (El-Kassaby y Reynolds, 1990) podrian ser Gtiles para reducir el riesgo de

contaminacion genética.
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2.5 CONCLUSIONES

Los resultados muestran que no hay diferencias entre afios en los eventos fenoldgicos de
receptividad femenina y liberacion de polen en el huerto semillero de Pinus patula; sin embargo
en el segundo afio es mayor la duracion de ambos periodos. En cambio, en los rodales naturales
hay una mayor diferencia entre afios en la fecha de inicio de la liberacion de polen. Por otro
lado, la dispersion de polen en el huerto semillero inicié antes y termind después que en los
rodales naturales cercanos, con una mayor duracion del periodo en los dos afios de evaluacion.
Esto indica que existe riesgo de contaminacion genética en el huerto, pero el riesgo varia de un
afio a otro en funcién del grado de traslape que hay en el afio con el periodo de receptividad
femenina de los clones del huerto.

También se encontr6 una amplia variacion genética entre los clones del huerto y una
moderada correlacion genotipica y fenotipica entre el inicio del periodo de receptividad y de
liberacion de polen, lo que indica que los procesos no son independientes y sugiere riesgos de
autofecundacion. El control genético elevado y la estabilidad genética de los clones en la
fenologia reproductiva femenina y masculina indican que el riesgo de contaminacion genética
varia entre clones segun su precocidad. Se recomiendan actividades de manejo que permitan
acelerar los eventos fenoldgicos al interior del huerto semillero para aumentar el grado de
aislamiento fenol6gico con la dispersién de polen de los rodales vecinos, 0 aumentar la presencia

del polen del huerto para competir favorablemente con el polen de los rodales vecinos.
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CAPITULO Il

VARIACION CLONAL EN LA SINCRONIZACION FENOLOGICAY EN LA
PRODUCCION DE CONOS EN UN HUERTO SEMILLERO DE Pinus patula

RESUMEN

El grado de sincronizacion entre la receptividad femenina y la dispersion de polen y el nivel de
fecundidad de los clones influyen en el tamafio efectivo de poblacion y la diversidad genética
del germoplasma producido en los huertos semilleros. El objetivo fue determinar el nivel de
variacion clonal en el grado de sincronizacion entre la receptividad femenina y la liberacién de
polen del mismo clon (O;P;); de otros clones ((_)iI_’j) y de rodales naturales cercanos (O;Pgy), Y
en la produccion de conos femeninos en un huerto semillero de Pinus patula. En 2014 y 2015
se registro la fenologia de las estructuras reproductivas femeninas y masculinas en 31 clones del
huerto y de las estructuras masculinas en arboles de cuatro rodales naturales vecinos de la misma
especie, asi como la cantidad de conos femeninos maduros obtenidos en las cosechas de 2014,
2015 y 2016. Con los datos de fenologia se calcularon los indices de sincronizacion fenolégica
para cada clon y por grupos de precocidad (tempranos, intermedios y tardios). También se
estimaron los parametros genéticos relacionados con la produccion de conos en los clones
muestreados y su relacion con la precocidad y el indice de sincronizacién O;Pgy. Existe una
amplia variacién entre clones en los indices de sincronizacién calculados, pero en la mayoria de
los casos no se encontraron diferencias significativas entre los grupos de precocidad, ni son
consistente entre ciclos reproductivos. A nivel global del huerto, el riesgo de contaminacién por
polen externo es mayor que el de autofecundacion y cambia de un afio a otro. La produccion de
conos en el huerto presentd una amplia variacidn genética y entre afios, con un control genético
elevado (H?: > 0.80) y estable entre ciclos de cosecha (rs > 0.79). Existe un desbalance en la
contribucion de los clones a la cosecha de conos femeninos, de manera consistente entre afios.
Las correlaciones negativas [rp = -0.37 y -0.40 (P < 0.05)] de la produccion de conos por clon
en las cosechas 2014 y 2016 con el indice O;P,, en 2014, muestra que los clones mas prolificos
tienen menor sincronizacion con la liberacion del polen en los rodales naturales vecinos al

huerto.

Palabras clave: sincronizacién fenoldgica, variacién genética, heredabilidad, fecundidad.
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CLONAL VARIATION OF PHENOLOGICAL SYNCHRONIZATION AND CONE
PRODUCTION IN A Pinus patula SEED ORCHARD

ABSTRACT

The degree of synchronization between female receptivity and pollen dispersal, and the
fecundity level of clones, influence the effective population size and genetic diversity of seeds
produced in seed orchards. The objective was to determinate the level of clonal variation in the
degree of synchronization between female receptivity and pollen dispersal from the same clone

(O;P;); other clones (O;P;), and nearby natural stands (O;Pry), and in production of seed cones

in a Pinus patula seed orchard. In 2014 and 2015, the phenology of female and male
reproductive structures was recorded in 31 clones from the P. patula orchard, as well as the
phenology of male structures in trees from four natural stands nearby. In addition, seed cones
were harvested in 2014, 2015 and 2016. Synchronization index values were calculated from
phenology data for each clone and for precocity groups (early, intermediate, and late clones).
Genetic parameters were also estimated for seed cone productions and the relationship of this
trait with phenology traits and synchronization index O;Pgy. A large variation was found in the
synchronization indices among clones, but in most cases the differences between precocity
groups were not significant (p=0.05), and they were not consistent across reproductive cycles.
The risk of pollen contamination was larger than of selfing in the orchard, and it changed among
years. A large variation among clones and years in cone production was found in the orchard,
with a high clonal repeatability (H% > 0.80) and genetic stability across harvest cycles (rg >
0.79). Thus, the clonal contribution to the cone crop is highly and consistently unbalanced across
years. The negative correlations [r, = -0.37 y -0.40 (P < 0.05)] of cone production per clone in
2014 and 2016 cone crops with O;P, index values in 2014, showed that the more prolific clones

had less synchrony with the pollen release in nearby natural stands.

Key words: Phenological synchronization, genetic contamination, genetic variation, fecundity.
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3.1 INTRODUCCION

El objetivo principal de un huerto semillero es producir grandes cantidades de semillas de
alta calidad genética (Askew, 1988) para actividades de reforestacion y plantaciones
comerciales, ademas de funcionar como poblacion de mejora o cruzamiento (Erteiken, 2012).
Para que un huerto semillero alcance la méxima calidad, ganancia y diversidad genética se
requiere de una completa sincronizacion de la floracion y de equidad en la capacidad
reproductiva (Kang, 2001), con una distribucion aleatoria de clones y rametos que permitan un
equilibrio panmictico y un balance parental en las cosechas de semilla (Kang et al., 2004;
Prescher et al., 2007). Estas caracteristicas, asociadas con un numero suficiente de clones,
contribuyen, ademaés, a reducir las posibilidades de auto-fecundacion y a minimizar la
endogamia en la progenie (Kang, 2001). En particular, la sincronizacion de la floracion entre
clones diferentes promueve el cruzamiento aleatorio (panmixia); sin embargo, cualquier
variacion en el comportamiento fenolégico de la floracion de los clones ocasiona desviaciones
con respecto al supuesto de panmixia e influye en el intercambio de genes y consecuentemente

en la composicion y diversidad genética de las semillas (EI-Kassaby et al. 1984).

Reynolds y El-Kassaby (1990) indicaron que el factor de mayor importancia en la
diversidad genética de la semilla producida en un huerto semillero es el balance en la capacidad
productiva de los clones y la sincronizacién en los periodos de floracién. Una sincronizacién
baja entre la receptividad femenina y la dispersion de polen tiene efectos negativos sobre el
equilibrio panmictico del huerto (Matziris, 1994), debido a que ocasiona desbalance en la
contribucion de los clones, cruzas no aleatorias entre ellos, o incremento en la proporcion de
semillas vanas. Si las semillas son recolectadas de clones que no estan sincronizados
fenolégicamente, la diversidad genética estara por debajo del nivel ideal, reduciendo la

eficiencia genética del huerto (Kang y Lindgren, 1998).

Ademas, conforme se reduce la sincronizacién entre los clones del huerto, aumenta el riesgo
por contaminacion de polen de fuentes externas (Webber y Painter, 1996), reduciendo la
ganancia genética y la tasa de cruzamiento dentro del huerto, cambiando las frecuencias alélicas
y genotipicas entre la poblacion del huerto y sus semillas (El-Kassaby, 1989). El nivel de

contaminacion del polen se ve afectado por diferentes factores, entre los que destacan la
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proximidad y el tamafio de la fuente de contaminacién, la sincronia reproductiva entre el huerto
y la fuente externa, y la variacion fenoldgica entre clones dentro del mismo huerto (Di-Giovanni
y Kevan, 1991). Por ejemplo, El-Kassaby y Ritland (1986a) encontraron que el grado de
contaminacion genética por polen externo en huertos de Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco
de Columbia Briténica, vario de 18 % en clones tardios a 24 % en clones precoces. De manera
similar, en un huerto semillero de la misma especie en Oregon, el porcentaje de contaminacion
por polen externo vario de 28.3 % en clones tardios a 55.5 % en clones precoces (Slavov et al.,
2005). En ambos casos la contaminacion de polen fue mayor en clones precoces

fenoldgicamente en su periodo de receptividad femenina que en clones tardios.

Por otra parte, en un ciclo reproductivo del huerto semillero es poco comun que todos los
clones produzcan la misma cantidad de estructuras reproductivas, por lo que es razonable
suponer que el lote de semillas cosechadas en un afio en particular no representa el pool genético
total de los clones del huerto (Erteiken, 2012). Es comin que una porcion reducida de los
progenitores aporten una cantidad desproporcionadamente grande a la cosecha del huerto (El-
Kassaby et al., 1989b), lo que por un lado aumenta la relacion genética en la progenie pero
también ocasiona una reduccion en la diversidad genética de la semilla cosechada (Kang, 2001).
Algunos autores reportaron grandes diferencias en la produccion de conos entre clones de Pinus
sylvestris L. (Nikkanen y Velling, 1987) y Picea sitchensis (Bong.) Carr. (Chaisurisri y El-
Kassaby, 1993). Generalmente una cuarta parte de los clones con mayor floracion producen mas
de la mitad de los estrobilos masculinos y femeninos, y alrededor de 50 % de los clones con la
mayor capacidad productiva aportan 80-90 % de conos femeninos o de ambos sexos (Chalupka,
1991).

A pesar de que no parece haber una asociacion directa entre la produccion de conos y el
grado de sincronizacion floral de los clones (Sedgley y Griffin, 1989), el efecto de la
contribucion desigual de los clones puede modificarse por la variacion de la fenologia
reproductiva dentro del huerto (Di-Giovanni y Kevan, 1991). Los progenitores mas fértiles
pueden incluso ser parcial o totalmente excluidos de la reproduccion sexual por otros clones si
los estrobilos masculinos dispersan polen antes de que los estrobilos femeninos estén receptivos,
0 viceversa, si los estrobilos femeninos estan receptivos antes de que ocurra la dispersion de

polen (Funda y El-Kassaby, 2012). GOmory et al. (2003) determinaron que en un huerto
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semillero de Pinus sylvestris, 15 % de los clones presentaron floracion precoz o tardia, por lo
que ese grupo de clones no fueron polinizados por otros clones del huerto sino por polen externo,

incrementando el nivel de contaminacién en el huerto.

Estudios sobre variacion en la produccion de estrobilos femeninos en clones son la base
para el manejo de huertos de primera generacion y para la seleccion de clones con la finalidad
de establecer huertos de generaciones avanzadas (Huwei et al., 2014). Ademas, la produccion
de estrobilos femeninos estd altamente correlacionada con la produccion de semillas en los
huertos semilleros (El-Kassaby et al., 1989b). En varias especies de coniferas se ha observado
una variacion significativa entre clones y afios en la capacidad productiva de conos femeninos,
como es el caso de Pinus tabuliformis Carriere (Huwei et al., 2014), P. sylvestris (Burczyk y
Chalupka, 1997; Bilir et al., 2008), P. koraiensis Sieb et Zucc. (Kang y Lindgren, 1999), P.
thunbergii Parl. (Kang et al., 2004), y Pseudotsuga menziesii (El-Kassaby et al., 1989b), entre
otras.

En 2003 se establecié un huerto semillero de Pinus patula Schiede ex Schltdl. et Cham., en
la Sierra Norte de Puebla, dentro del area de distribucion natural de la especie, a una elevacion
de 2,860 m, el cual se encuentra en la fase de produccion de semilla. Los objetivos del estudio
fueron: 1) Determinar el nivel de variacién clonal en el grado de sincronizacion fenoldgica entre
la receptividad de 6vulos femeninos con la fenologia de la liberacion de polen del mismo clon,
de otros clones y de rodales naturales cercanos; 2) determinar si el grado de sincronizacién
fenoldgica de los clones del huerto semillero y los arboles en rodales naturales es estable entre
afios; y 3) determinar el nivel de variacién clonal en la capacidad productiva de conos femeninos

y su relacion con el riesgo de contaminacion genética por polen externo.
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3.2 MATERIALES Y METODOS
3.2.1 Area de estudio

El estudio se realizé en un huerto semillero clonal de Pinus patula de 10 afios de edad,
establecido con injertos en la Reserva Forestal Multifuncional “El Manantial”, en el municipio
de Aquixtla, Puebla, México (19° 43" 13” N, 97° 59" 20” O, 2,860 m). El huerto cubre una
superficie de 1.2 ha, en un disefio completamente al azar con un espaciamiento de 3 X 3 m con
diferente nimero de rametos; al momento del estudio en el huerto se mantenian un total de 657
rametos de 82 clones (1-22, promedio = 8 y mediana = 7). Para los propdsitos del estudio,
también se evalud la fenologia de la dispersidn de polen en cuatro rodales naturales coetaneos
de la especie a lo largo de un transecto altitudinal (2,807-3,011 m), a una distancia de 150 a
1,000 m del centro del huerto.

3.2.2 Evaluacion de la fenologia reproductiva y capacidad productiva de conos

En 2014 y 2015 se registro la fenologia de estructuras reproductivas en una muestra de 31
clones del huerto, con tres rametos por clon, (93 arboles en total), seleccionados con base en su
produccidn de conos en la cosecha 2012. Durante el periodo de enero a marzo de cada afio se
evalué el avance de la fenologia de estrobilos femeninos en cinco ramas marcadas en la parte
alta de la copa y de los estrobilos masculinos en cinco ramas de la parte baja, con una frecuencia
de 3-4 d, hasta que todo el polen fue liberado y los estrobilos femeninos ya no eran receptivos.
Las observaciones se hicieron en los mismos arboles los dos afios, aungque no necesariamente
en las mismas ramas por la variacion natural entre afios en la produccion de estructuras

reproductivas.

De manera simultanea, en cuatro sitios ubicados en los rodales naturales a lo largo del
transecto altitudinal se realizaron las mismas observaciones fenoldgicas en arboles adultos (en
edad reproductiva) de Pinus patula, con especial atencion en la formacion de estrobilos
masculinos y dispersion del polen. En cada sitio se seleccionaron 10 arboles con produccion de
estrobilos masculinos, de facil acceso y visibilidad de la copa. La evaluacion fenoldgica se
realizé con la misma metodologia empleada en el huerto y en los mismos periodos. Para definir

las etapas fenoldgicas de los estrobilos se empled la metodologia de Matziris (1994) para
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estrébilos femeninos y la de Codesido y Merlo (2001) para estrébilos masculinos, modificadas
para Pinus patula por Hernandez-Zaragoza et al. (2016), que considera cuatro etapas

fenoldgicas, las que se describen con detalle en el Capitulo 11 de esta tesis.

Para determinar la capacidad productiva de conos en los clones muestreados, se
recolectaron y contaron todos los estrobilos femeninos maduros presentes en la copa de los 31
clones con sus respectivos tres rametos a finales de abril en los afios 2014, 2015 y 2016, los
cuales corresponden a los ciclos reproductivos que iniciaron en la primavera de 2012, 2013 y

2014, respectivamente.
3.2.3 Andlisis de los datos

A partir de los datos fenoldgicos de cada rama muestreada se determind la fecha de inicio
y terminacion (nimero de dias a partir del 1 de enero), y la duracion del periodo de receptividad
femenina y de dispersion del polen, para cada rameto y clon, asi como para el periodo de
dispersion del polen en los arboles muestreados en los rodales naturales vecinos, en cada ciclo
reproductivo (2014 y 2015) con el programa SAS SYNCHRO (Zas et al., 2003). Con estos
datos, en cada afio de evaluacion se calculd el indice de sincronizacion fenoldgica promedio
(OP) entre el periodo de receptividad femenina de cada clon muestreado en el huerto con: a) el
periodo de dispersion de polen del mismo clon (O;P;); b) el periodo de dispersion de polen de

los otros clones del huerto (Gi}_’j); y ¢) el periodo de dispersion de polen de los arboles en los

rodales naturales vecinos (O;Pgy). Estos indices se calcularon de acuerdo al procedimiento
propuesto por Askew y Blush (1990), el cual es una medida cuantitativa que permite conocer la
proporcion simétrica de los fenogramas masculinos y femeninos generados por el programa
SYNCHRO, estimados por la relacion de la zona comun de la superficie méxima entre los
fenogramas, sumados a lo largo del periodo de evaluacién para todas las posibles parejas que

funcionan como progenitores femeninos y masculinos en cada caso.

Los indices de sincronizacion se calcularon para cada clon por separado y se agruparon, de
acuerdo a su nivel de precocidad (definido con base en la fecha de inicio del periodo de
receptividad femenina), en clones precoces, intermedios y tardios. Para determinar si existen
diferencias en los indices de sincronizacion (O;P;, C_)if’j y O;Pry) entre clones con diferente

grado de precocidad, se utiliz6 la prueba de comparacion de medias “t” de Student, de los valores
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promedio de estos indices en los grupos de clones “precoces” vs. “tardio”, considerando a los

indices de los clones dentro de cada grupo como los valores de la muestra respectiva.

Para determinar el grado de estabilidad entre afios de los indices de sincronizacion
fenolégica de los clones en el huerto (O;P;, O;P; y O;Pgx), se calculé el coeficiente de
correlacion de Pearson (rp) entre los respectivos valores de estos indices obtenidos para cada
clon en los dos ciclos reproductivos (2014 y 2015) evaluados.

La variacidn genética y entre afios en la capacidad productiva de conos femeninos de los
clones del huerto durante los afios de evaluacién se estimo a partir del analisis de varianza del
namero de conos recolectados en cada afio (2014, 2015 y 2016), con el procedimiento Mixed
del programa de anélisis estadistico SAS (SAS Institute, 2002), utilizando el siguiente modelo

lineal:
Yik =W + Ci + Aj + CAjj + Eijk

donde: Yijk es la observacion del k-ésimo rameto del i-ésimo clon en el j-ésimo afio, [ es la
media, Cj es el efecto aleatorio del i-ésimo clon [(i =1, 2,...31) ~ NID (0, 62))], Aj es el efecto
aleatorio del j-ésimo afio de evaluacion [(j = 1, 2, 3) ~ NID (0, c2)], CA\j es el efecto aleatorio
de la interaccion entre clones y afios ~ NID (0, 6%a) y €ijk es el error ~ NID (0, 6%). Previo al
analisis, los datos originales de nimero de conos (x) se transformaron con la funcién Vx para
homogeneizar la varianza entre afios y entre clones (Steel y Torrie, 1980). La heredabilidad en

sentido amplio (HZ) se calculé con la siguiente formula (Falconer, 1989):

¢

a2 a2
o+ () (o)

donde: 6% es la varianza entre clones; % €s la varianza debida a la interaccion de afios por

HZ =

clones; 6% es la varianza debido al error; a es el nimero de afios y r es el nimero de rametos
por clon. Para evaluar el grado de estabilidad genética en la contribucién de los clones a la
produccién total de conos femeninos entre ciclos reproductivos (afios), se calculé la correlacion
genética tipo B (rg) con el procedimiento descrito por Falconer (1989). Para ello se utilizé la

siguiente ecuacion:
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B = (Gzc)/(Gzc + Gzac)

También se estimé el coeficiente de correlacion de Spearman de la produccién promedio
de conos por clon entre los diferentes afios de evaluacion. Para evaluar la relacion entre la
capacidad productiva de conos femeninos en los clones y el riesgo de contaminacion genética
por polen externo, se estimé la correlacion fenotipica (rp) entre el nimero promedio de conos
producido por afio en cada clon del huerto con el valor de sincronizacion del periodo de
receptividad de los 6vulos del clon con el periodo de dispersion de polen en los rodales naturales
(O;Pgn), Y con la fecha de inicio y duracion del periodo de receptividad femenina del clon en

los diferentes ciclos reproductivos evaluados en el huerto semillero.
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3.3 RESULTADOS
3.3.1 Variacion clonal en la sincronizacion fenolégica

El indice de sincronizacion de la receptividad femenina de los clones con respecto al
periodo de liberacion del polen del mismo clon (O;P;) vari6 de 0.39 a 0.78 en el 2014 y de 0.21
a 0.75 en 2015 (Cuadro 3.1); el valor promedio de O;P; mostré diferencias significativas (P <
0.05) entre afios (0.60 vs. 0.52). De los 31 clones evaluados, 58 % en 2014 y 23 % en 2015
tuvieron valores de O;P; superiores a 0.6, lo que representa riesgos altos de autofecundacion en
ellos. Ademas, no se encontraron diferencias significativas en O,P; entre grupos de clones
clasificados como precoces, intermedios y tardios en cada ciclo reproductivo. Es decir, el valor

de O,;P; no esta relacionado con la precocidad de los eventos fenoldgicos en los clones.

El valor del indice de sincronizacion de la receptividad de los clones con respecto al periodo
de liberacion de polen de los otros clones en el huerto ((_)if’j) vario de 0.42 2 0.71 en 2014, y de
0.26 a 0.59 en 2015, sin diferencias significativas entre afios en los valores promedio globales
(0.54 vs. 0.50, Cuadro 3.1), ni entre grupos de clones precoces y tardios, a excepcion de los
grupos de clones tardios e intermedios (P < 0.05) en ¢l 2015. Por otro lado, el valor promedio
de la sincronizacion femenina de clones del huerto con la liberacion del polen de los rodales
naturales (O;Pgy) Vvario de 0.35 a 0.64 en 2014, y de 0.25 a 0.66 en 2015 sin diferencias
significativas entre afios en los valores promedio globales (Cuadro 3.1) ni entre grupos de clones
precoces Y tardios. Los clones tardios presentaron un mayor traslape con la liberacion de polen
externo que los clones precoces en 2014, mientras que en 2015 el traslape de los dos grupos de

clones fue mas parecido entre ellos (Figura 3.1).

Cuadro 3.1. indice de sincronizacion fenoldgica (OP) promedio entre la receptividad femenina
de los clones del huerto con respecto al polen del mismo clon (O;P;), de los otros
clones ((_)i}_’j) y de los rodales naturales (O;Pgy), en dos afios de evaluacion. Los

clones estan ordenados de acuerdo a su nivel de precocidad en el periodo de

receptividad femenina en cada afio.
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2014 2015

Cloni Oo,P; O;P; O,P,,8 Cloni  O;P; O,P; O,P.\°

a) Precoces:
ID033 0.60 0.54+0.21 0.54+0.23 ID019 0.46  0.58+0.28 0.56+0.06
ID050 0.63 0.43+0.26 0.41+0.23  ID021 0.32 0.48+0.17 0.4040.11
ID054 0.63 0.49+0.25 0.39+0.22  ID042 0.65 0.54+0.22 0.66+0.14
ID060 0.64 0.58+0.24 0.51+0.25 ID051 0.49 0.47+0.18 0.46+0.06
ID110 0.54 0.50+0.24 0.42+0.22 ID054 056 0.47+£0.29 0.61+0.05
ID111 0.56 0.49+0.26 0.38+0.21 ID114 0.28 0.43+£0.25 0.55%0.07
ID114 0.48 0.42+0.23 0.35+0.20 ID118 0.58 0.48+0.20 0.59+0.10
ID118 0.51 0.49+0.27 0.37+0.20

b)Intermedios:
ID018 0.74 0.66+0.21 0.53+0.06 ID012 0.53 0.55+0.22 0.53+0.16
ID019 0.69 0.43+0.13 0.47+0.12 1D020 0.51 0.51+0.19 0.55+0.12
ID020 0.46 0.55+0.20 0.48+0.18 ID036 -- -- --
ID022 0.64 0.62+0.21 0.56+0.18 ID045 0.73 0.59+0.25 0.53+0.14
ID040 0.63 0.45+0.15 0.52+0.11 ID060 0.21 0.26+£0.16 0.25+0.04
ID045 0.63 0.55+0.27 0.44+0.23  ID062 0.69 0.54+0.19 0.53+0.15
ID051 0.66 0.63+0.23 0.56+0.21  I1D064 0.56 0.56+0.18 0.53+0.11
ID062 0.67 0.60+0.23  0.55+0.23  ID079 0.44 0.41+0.13 0.4040.06
ID063 0.68 0.71+0.20 0.59+0.11 ID111 0.35 0.46+0.17 0.44+0.07
ID064 058 0.49+0.26 0.47+0.23 ID112 0.56 0.51+0.24 0.59+0.08
ID076 054 0.44+0.19 0.49+0.19 ID116 0.68 0.52+0.22 0.50+0.14
ID087 0.39 0.42+0.18 0.46+0.18
ID112 0.66 0.56+0.25 0.44+0.22
ID116 0.61 0.53+0.25 0.41+0.20

c) Tardios
ID012 055 0.59+0.15 0.55+0.13 IDO018 0.29 0.47+0.29 0.3740.12
ID021 0.49 0.44+0.31 0.42+0.22 1D022 0.70  0.55+0.26 0.41+0.13
ID032 0.75 0.68+0.21 0.53+0.03  ID032 0.44 0.48+0.21 0.42+0.11
ID036 056 0.52+0.22 0.55+0.07 ID033 0.55 0.53+0.22 0.41+0.06
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D042 0.66 0.56+0.22 0.48+0.21 1D040  0.53 0.52#0.26 0.42+0.13
ID058 065 0.64£0.15 0.64+0.13 1D050  0.63 0.48+0.17 0.56+0.11
ID0O79 059 0.59+0.20 0.54+0.22 ID058  0.44 0.42+0.17 0.36%0.10
ID086 051 053+0.16 0.59+0.12 ID063 057 0.52+0.25 0.34+0.11
ID117 0.78 0.59+£0.14 0.62+0.11 1D076  0.55 0.46£0.22 0.64+0.07
ID086 043 0.56+0.21 0.56+0.15
IDO87  0.55 0.46+£0.16 0.45+0.08
ID110  0.75 0.57£0.25 0.50+0.12
ID117 0.49 0.51+0.17 0.39+0.05
OP global ~ 0.60 0.54 0.49 0.52 0.50 0.48
$Se incluyen los valores promedio OP = la desviacion estandar.
S I precoces
00  ereeeee tardios 2014

Clones en el grupo (%)

80 |
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40 44 47 51 34 38 62 4635 69 7

90 93 956 100

2015

40 44 47 51 54 58 462 65 69

Dia del afio a partir del 1 de enero (No.)

72 76 79 B3 B6 90 93 96 100
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Figura 3.1. Variacion estacional en las curvas de los periodos de receptividad femenina en los
grupos de clones precoces y tardios en relacion con la curva de liberacion de polen

en los rodales naturales.

Los valores de (_)iI_’j fueron ligeramente mayores que los de O;Pgy en la mayoria de los
clones los dos afios de evaluacion (Cuadro 3.1).Sin embargo, con excepcion del grupo de clones
tardios en el afio 2015, en ninguno de los grupos de clones las diferencias entre los valores

promedio de O;P; y O;Pry fueron significativas (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Comparacion del valor promedio de sincronizacion del periodo de receptividad
femenina de los clones con diferente grado de precocidad con el polen de otros
clones en el huerto (Gil_)j), y con el polen de los rodales naturales (O;Pgy) en dos

afnos de evaluacion.

Grupo de Sincronizacion fenolégica (OP)
Afo N — — Pr>F
Clones O;P; O;Pxx

2014  Precoces 8 0.49 0.42 0.50
Intermedios 14 0.55 0.50 0.07
Tardios 9 0.57 0.55 0.92

2015 Precoces 7 0.49 0.55 0.18
Intermedios 10 0.49 0.49 0.93
Tardios 13 0.50 0.45 0.02

El coeficiente de correlacidn entre afios de los valores de sincronizacion de la receptividad
femenina de los clones con respecto al polen del mismo clon (O;P;) y con respecto al polen de
otros clones ((_)in) fue cercano a cero (|r] <0.05, P >0.79), lo que indica que la posibilidad de
autofecundacion y de polinizacion cruzada de cada clon no se mantiene estable de un afio a otro.
En cambio, la correlacion entre afios de los valores de O;Pgy de cada clon fue -0.48 (P < 0.01),
lo cual implica que los clones que tuvieron mayor sincronizacion en el 2014, su sincronizacion

fue menor en el 2015 y viceversa, debido tanto a los cambios en el periodo de receptividad de
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los Gvulos en los clones del huerto como en el periodo de dispersion del polen en los rodales

vecinos de un afio a otro.

3.3.2 Variacion en la capacidad productiva de los clones del huerto semillero de Pinus

patula

El andlisis de varianza mostré que existen diferencias altamente significativas (P < 0.001)
entre afios en la produccion de conos, pero también se encontraron efectos significativos de los
clones y de la interaccion clones x afios sobre la variacion en la capacidad de produccion de

conos en el huerto (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3. Significancia estadistica de los factores afio, clon y de la interaccién entre ambos
sobre la capacidad productiva de conos femeninos en clones del huerto semillero

de Pinus patula.

Factor Grados de libertad Valor de F P>F
Afo 2 54.99 <0.001
Clon 30 8.10 <0.001
Afio x Clon 60 1.59 0.010

La produccion de conos femeninos en el huerto semillero mostré una amplia variacion en
los tres afios de evaluacion, desde cero hasta 197.7 conos en promedio por arbol. La produccion
promedio por arbol varié de 6.3 conos en 2015 a 43.5 conos en 2016. En términos absolutos, las
diferencias entre clones fueron mayores en 2014 y 2016, pero el coeficiente de variacion fue
mayor en 2015, debido a la baja produccién de conos en ese afio (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.4. Valores promedio, minimo y maximo por clon, e indicadores de variacion
(desviacion estandar y coeficiente de variacion) del namero de conos femeninos

en clones del huerto semillero de Pinus patula por afio de evaluacion.
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Desviacion Coeficiente de
Afo N Media Minimo Maximo i L
estandar variacion (%)
2014 31 30.2 1 109.7 35.22 116.50
2015 31 6.3 0 35.5 12.04 191.14
2016 31 435 0 197.7 57.67 132.42

La capacidad productiva de los clones del huerto varié ampliamente; de manera consistente

los clones menos productivos fueron el 32, 33 y 36 en los tres afios de evaluacion, sin embargo,

en el 2015 fueron més los clones que no produjeron ningun cono (12, 21, 51, 60, 86 y 112).

Mientras que los clones mas productivos fueron el 19, 20, 22, 42, 45, 50, 54, 62, 64, 114, 116 y

118. Estos 12 clones en conjunto aportaron 70 %, 74 % y 80 % de la produccidn total de conos

femeninos en 2014, 2015 y 2016, respectivamente, pero en diferente orden (Figura 3.2).

Ademas, en 2014 los clones 51, 87, 111 y 117; y en 2015 los clones 76 y 118 también tuvieron

un aporte importante a la produccion de conos de los 31 clones muestreados. A pesar de las

fluctuaciones en el ordenamiento de los clones en cuanto a la produccion de conos de un afio a

otro, indicada por el efecto significativo de la interaccion clon x afio, el coeficiente de

correlacion de Spearman entre los afios de produccion 2014 y 2016 fue de 0.74 (P <0.0001), y

entre los ciclos 2014-2015 y 2015-2016 fue de 0.60 (P <0.001).
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Figura 3.2. Curva de contribucién acumulada de la produccion de conos femeninos de los

clones del huerto semillero de Pinus patula en tres afios de evaluacion.
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El anélisis de los componentes de varianza mostré que hubo una amplia variacidn genética
en la capacidad de produccién de conos de los clones muestreados en el huerto, tanto en el
analisis conjunto como entre pares de afios (Cuadro 3.5). La variacion debida a la interaccién
afio x clon fue relativamente baja (< 27 %) respecto a la variacion genética, excepto en el analisis
de los afios 2015-2016, cuando su contribucion a la varianza total fue casi igual a la varianza
genética. Por lo anterior, se encontrd un elevado control genético en la capacidad de produccion
de conos, con una heredabilidad global en sentido amplio de las medias de clones (repetibilidad
clonal) de 0.80, aunque los valores estimados fluctuaron de 0.57 a 0.85 en los analisis realizados
para diferentes pares de afios. El andlisis de correlacion para la produccion de estrobilos
femeninos indica que las correlaciones fenotipicas de las medias de clones (rp) entre afios fueron
positivas y relativamente elevadas (rp > 0.57), mientras que la correlacion genotipica tipo B (rgb)
fue 0.79 en el andlisis global, con valores de 0.52 a 0.97 entre los diferentes pares de afios
(Cuadro 3.5). Lo anterior indica que los clones son relativamente estables en su capacidad
productiva de conos en diferentes ciclos de cosecha.

Cuadro 3.5. Componentes de varianza, relacion 6%c/c%, heredabilidad en sentido amplio de las
medias de clones (H?;) y correlaciones genéticas tipo B (rs) para la capacidad
productiva de conos femeninos en el huerto semillero de Pinus patula en tres afios

de evaluacion.

Capacidad productiva de conos femeninos

Paradmetro
Andlisis conjunto 2014-2015 2014-2016 2015-2016
o’ 4.29 2.25 7.53 3.11
0% 1.17 0.47 0.20 2.85
o% 5.94 4.94 7.31 5.56
0%/ 0% 0.27 0.21 0.03 0.92
H2 0.80 0.68 0.85 0.57
s 0.79 0.83 0.97 0.52
o 0.61* 0.73* 0.57*

*Diferencias significativas con P <0.001. ¢°: varianza entre clones; 6. varianza debida a la

interaccion de afios por clones; o%: varianza debido al error; H?:: heredabilidad en sentido
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amplio de las medias de clones; rs: correlaciones genéticas tipo B: rp correlaciones fenotipicas
de las medias de clones

3.3.3 Relacion de la capacidad productiva de los clones con la precocidad y el riesgo de

contaminacion genética

El coeficiente de correlacion fenotipica entre la capacidad productiva de conos en los clones
del huerto con la fecha de inicio y la duracion del periodo de receptividad femenina presento en
general valores bajos y no significativos en los diferentes ciclos reproductivos evaluados
(Cuadro 3.6), excepto en el caso de la fecha de inicio del periodo de receptividad en 2014 y en
promedio de los tres afios, con un valor moderado y significativo (rp <-0.39). El signo negativo
de esta correlacién indica que los clones méas productivos tienden a ser los méas precoces en
cuanto al inicio de la receptividad femenina y, por lo tanto, se esperaria que tuvieran menor
riesgo de contaminacion genética por el menor traslape con el periodo de dispersion de polen
en los rodales naturales. Las correlaciones negativas [rp = -0.37 y -0.40 (P < 0.05)] de la
capacidad de produccién de conos de las cosechas 2014 y 2016 con el valor de O;P,y en 2014,
muestra que los clones mas productivos tienen menor grado de sincronizacion con el polen
externo de los rodales naturales, lo anterior es favorable porque implica menor riesgo de
contaminacion genética en esas cosechas. Sin embargo, el signo de la correlacion puede cambiar
de un afio a otro, ya que la produccidn de conos en la cosecha 2016 también tuvo una correlacién
positiva [r, = 0.44, (P < 0.05)] con el valor de O;P., 2015. En el promedio de los tres ciclos
evaluados, no se encontrd una correlacion significativa entre la capacidad de produccion de

conos de los clones y el valor promedio de O;P,, (Cuadro 3.6).

Cuadro 3.6. Correlacion fenotipica (rp) entre la capacidad productiva de conos femeninos de
los clones del huerto con el valor de O;Pyy, Y la fecha de inicio y duracion del
periodo de receptividad femenina del clon en los diferentes ciclos reproductivos

evaluados en el huerto semillero.
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Afio de produccion

Correlacion fenotipica (rp)

Duracion

Conos polen en rodales 1P Inicio .
naturales ' receptividad receptividad
2014 2014 -0.37* -0.40* 0.09
2015 2014 -0.28 -0.17 0.02
2015 0.28 0.02 -0.03
2016 2014 -0.40* -0.29 -0.11
2015 0.44* -0.27 0.25
rp promedio 0.13 -0.39* 0.21

*Diferencias significativas con P <0.05
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3.4 DISCUSION
3.4.1 Variacion clonal en la sincronizacion fenolégica

La sincronizacion entre la receptividad de los 6vulos y la dispersion de polen es uno de los
factores de mayor importancia en huertos semilleros, ya que influye sobre las posibilidades de
autofecundacion, polinizacion cruzada y contaminacion genética, en funcion del origen del
polen, lo cual afecta la eficiencia genética del huerto y el equilibrio panmictico (Reynolds y EI-
Kassaby, 1990). A pesar de que se encontraron valores promedio similares en el grado de
sincronizacion de la receptividad femenina con el polen del mismo clon (O;P;) y con el polen
de los otros clones (O;P;), hubo una amplia variacion entre los clones en estos valores de

sincronizacién fenoldgica, lo cual indica que las posibilidades de autofecundacién y de
polinizacién cruzada varian entre ellos. Sin embargo, estas posibilidades no estan relacionadas
con la precocidad en el periodo de receptividad de los clones ni son consistentes en diferentes
ciclos reproductivos, por lo que al parecer dependen mas bien de las circunstancias ambientales
y de la variacion fenoldgica de los clones de un afio a otro. En otras especies de coniferas
también existe una amplia variacion en los valores de sincronizacién fenologica de la
receptividad femenina con polen de otros clones, como en el caso de Pinus sylvestris (Burczyk
y Chalupka, 1997), Pinus radiata (Zas et al., 2003; Codesido y Fernandez-L6pez, 2008) y Pinus
tabuliformis (Li et al., 2012). Aunque en estas especies el valor promedio de O;P; en el huerto
es similar (entre 0.29 y 0.48), los valores individuales de los clones variaron desde 0.01 hasta
0.98. Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido en Pinus patula, en estos casos los valores de

sincronizacion fenoldgica fueron relativamente consistentes de un afio a otro.

A pesar de que una proporcion importante de los clones muestreados (mas de 50 % en el
ciclo 2014) presentd un valor elevado de O;P; (mayor de 0.6), la probabilidad global de
autofecundacion en este huerto es relativamente baja, incluso en esos clones, por varias razones.
En primer lugar, dado el alto nimero de clones que existen en el huerto, la cantidad de parejas
distintas que pueden aportar polen a los dvulos de cada clon es al menos 30 veces mayor
(considerando so6lo el numero de clones muestreados) que la del propio clon. Ademas, los
rametos del mismo clon estan distribuidos en el huerto en un disefio espacial que reduce la

posibilidad de intercambio entre ellos. Suponiendo una produccion similar de polen entre los
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clones y todos los demas factores constantes, la probabilidad de autofecundacién seria menor
de 5 % en todos los clones. En este sentido, el nivel de autofecundacién no parece ser un
problema importante en el huerto a pesar de los valores moderados y altos del indice de
sincronizacién entre 6vulos y polen del mismo clon. En huertos de Pinus tabuliformis se han
reportado valores mayores de O;P;, en donde 80 % de los clones tuvieron valores altos de

sincronizacién consigo mismos, que variaron de 0.60 a 0.90 (Li et al., 2012).

Por otro lado, a pesar de que los valores promedio de O;Pgy fueron similares de un afio a
otro, la amplia variacion entre clones en este valor indica que el riesgo de contaminacion
genética varia entre ellos, de manera similar se ha encontrado en Pseudotsuga menziesii en
donde se determiné que aquellos clones con floracion temprana y tardia tuvieron mayor nivel
de contaminacion con el polen de los rodales naturales (El-Kassaby y Ritland, 1986a). El mayor
traslape fenoldgico del grupo de clones tardios en 2014 (Figura 3.1) y la variacion en los valores
de O;P; y O;Pry en cada grupo de clones indica que este riesgo est4 asociado a la precocidad
fenoldgica de los clones, asi como a la variacion anual en el periodo de dispersion del polen en
los rodales vecinos, que depende de las condiciones ambientales (Capitulo I). A pesar de no
encontrar diferencias en la sincronizacidn fenoldgica entre grupos de clones clasificados por su
precocidad, en otras especies se ha demostrado que los clones tempranos en su fenologia de
floracion, tienen periodos de receptividad y de dispersidn de polen més extensos (Fashler y EI-
Kassaby, 1987; Codesido et al., 2005). De la misma manera, en el Capitulo Il se mostr6 que la
fecha de inicio de la receptividad femenina tuvo una correlacién negativa elevada con la
duracién del periodo respectivo (r, <-0.85), indicando que los clones que inician mas temprano
tiene una mayor duracion del periodo de receptividad femenina. Por el contrario, los clones
intermedios o tardios, aunque tienen un periodo de receptividad mas corto, tienen un indice de
sincronizacién mas homogéneo con la produccion de polen de los otros clones, lo cual promueve

el cruzamiento entre todos los pares de clones presentes en el huerto (Erickson y Adams, 1990).

A nivel global del huerto, el riesgo de contaminacion es mayor que el de autofecundacion,
por la cantidad de arboles que producen polen en el vecindario del huerto, aunque depende en
gran medida de la cantidad total de polen producido y del grado de traslape con el periodo de
receptividad de los 6vulos. En el Capitulo I se determiné que la produccién de polen en el huerto

es mayor que en los rodales naturales, con un periodo mas amplio de dispersion, y los datos de
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6113j y O,Pgn muestran que a nivel global la sincronizacion del polen del huerto es ligeramente
mayor, lo cual en conjunto puede reducir de manera importante las posibilidades de

contaminacion genetica.

Por otro lado, la baja sincronizacion reproductiva entre algunos clones del huerto puede
crear escenarios en los cuales algunos progenitores estdn méas expuestos a la contaminacion por
polen externo, o estar menos representados en la progenie del huerto, como en el caso de las
parejas de clones con valores de (_)if’j menores de 0.5. Por lo tanto, es posible que los clones del
huerto estén agrupados en pequefias poblaciones de cruzamiento debido a la amplia variacion
en el grado de sincronizacion fenoldgica entre ellos, de manera similar a como se ha encontrado
en huertos semilleros de Pseudotsuga menziesii (EI-Kassaby y Ritland, 1986a; Kess y EI-
Kassaby, 2015). Esta situacion, légicamente, tiene implicaciones negativas en la eficiencia
genética del huerto, ya que reduce el tamafio efectivo de poblacion y la diversidad genética de
la progenie, con respecto al escenario ideal de panmixia. Sin embargo, este efecto negativo se
reduce por el propio disefio del huerto, dado que un rameto no siempre esta rodeado por el

mismo vecindario de clones.
3.4.2 Variacion anual en la sincronizacion fenoldgica

La nula correlacion entre afios de los valores de O,P; y (_)il_’j indica que las posibilidades de
autofecundacion y de polinizacién cruzada de cada uno de los clones cambian de un afio a otro;
posiblemente debido a cambios en la dindmica de dispersion del polen propio y de los otros
clones en el huerto, en relacién con la duracion del periodo de receptividad de los 6évulos en
cada uno de ellos. Estos resultados difieren de la estabilidad de los indices de sincronizacion
entre clones de Pinus tabuliformis (Li et al., 2012) y Pinus sylvestris (Burczyk y Chalupka,
1997), mientras que en Pinus radiata los indices de sincronizacion mejoran cada afio (Codesido

y Fernandez-Lépez, 2008).

En el Capitulo 1l se mostro que la fenologia de dispersion de polen presenté un control
genético mas elevado que la fenologia del periodo de receptividad femenina, especialmente en
lo que se refiere a la fecha de inicio y duracion del periodo de dispersion del polen. Ademas, las
caracteristicas del periodo de dispersion del polen tuvieron una interaccion clon x afio mas baja,

y una correlacion genética tipo-B (rg) mas alta, que las caracteristicas del periodo de
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receptividad del 6vulo (Capitulo I1). En este sentido, los resultados indican que los cambios en
la fenologia del periodo de receptividad de los dvulos de un afio a otro, debido a su mayor
dependencia de las condiciones ambientales (menor control genético), fue el principal factor

que afectd la inestabilidad de los valores promedio de O;P; y O;P; de los clones de un afio a otro.

En cambio, la correlacion negativa entre afios en los valores de O;Pgy de los clones parece
deberse tanto a la inestabilidad del periodo de receptividad de los dvulos como a la variacién
anual en el periodo de dispersion del polen en los rodales naturales. De acuerdo con los
resultados de los capitulos 1y I1, en los dos afios de evaluacion el periodo de dispersion de polen
en el huerto inicié al menos una semana antes que en los rodales naturales, y los estrébilos
femeninos de clones tempranos llegan a estar receptivos antes de que comience la dispersion de
polen en los rodales naturales. Ademas, como se menciond anteriormente, el periodo de
receptividad de los 6vulos presentd un bajo control genético, con una elevada interaccion
genotipo x ambiente en los dos afios de evaluacion (Capitulo Il). De cualquier manera, la
correlacion entre los valores anuales de O;Pgy N0 es elevada (r=-0.48), lo cual indica, para fines
practicos, que el riesgo de contaminacion genética de los clones cambia de un afio a otro y que

es dificil de anticipar con base en los valores previos del indice de sincronizacién fenolégica.
3.4.3 Variacion clonal en la produccion de conos y su relacién con la precocidad

La amplia variacion encontrada en el niamero de conos femeninos producidos por clon en
cada afio de evaluacién indica que éstos no contribuyen de manera equitativa a la cosecha de
semillas, como se requiere en un huerto semillero ideal (Matziris, 1997). A pesar de que la
produccién de conos en el huerto varid de un afio a otro, como ocurre de manera natural en
huertos semilleros de otras especies de coniferas como Pseudotsuga menziesii (El-Kassaby et
al., 1989b), Pinus nigra (Matziris, 1993), y Pinus halepensis (Matziris, 1997), la varianza
debida a la interaccion afio x clon fue méas baja que la varianza genética atribuida a los clones
(Cuadro 3.5), lo que indica que esta caracteristica de fecundidad tiene un control genético

elevado y es relativamente estable entre ciclos de cosecha.

Dicha variacion genética podria explicarse por varios factores, asociados a la tasa relativa
de crecimiento de los clones, que genera diferencias en el tamario de la copa de los arboles, a

diferencias en la sincronizacién de los ritmos de floracién de los clones con las condiciones
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ambientales del sitio (Huwei et al., 2014), o a diferencias intrinsecas en la fecundidad de los
genotipos. Diferencias entre clones en la produccion de estrobilos femeninos de Pinus contorta
(Ying et al., 1985) y Pinus thunbergii (Kang et al., 2004) indicaron que solo algunos clones son
muy prolificos, pero éstos tienen mayor participacion en la produccion de semillas
especialmente en los afios de baja floracion, ya que las diferencias en la produccion de estrobilos
son menos pronunciadas en afios semilleros (O"Reilly et al., 1982). En huertos semilleros de
Pseudotsuga menziesii también se encontré una amplia variacion entre clones en la produccion
de conos (El-Kassaby et al., 1989b), con un fuerte control genético (El-Kassaby y Cook, 1994).
Los valores estimados de heredabilidad en sentido amplio en la produccion de conos son
similares a los que se han encontrado en clones de Pinus nigra de 11 afios, que oscilaron de 0.61
a 0.71 (Matziris, 1993), pero son superiores a los encontrados en clones de Pseudotsuga
menziesii (El-Kassaby y Cook, 1994) y Pinus halepensis (Matziris, 1997), en donde los valores
de H% fueron menores de 0.48. Sin embargo, en clones de Pinus radiata se ha encontrado un
control genético mas elevado, con un valor de H%. = 0.91 en dos afios de evaluacion (Codesido
y Fernandez-Lopez, 2014).

Los ligeros cambios en la heredabilidad estimada de un afio a otro reflejan el efecto de los
cambios en la produccion de conos entre afios asociada a la variacion entre rametos dentro de
clones por la variacion en las condiciones ambientales (Matziris, 1993). Sin embargo, se espera
que dicha variacion disminuya y se estabilice con el incremento en edad de los arboles del
huerto, como ocurrié en huertos de Pinus pinaster de seis afios de edad, en donde la
heredabilidad aument6 con el paso de los afios de 0.76 a 0.82 (Merlo y Ferndndez-Ldpez, 2004).
Los altos valores de heredabilidad estimados sugieren que las observaciones realizadas en el
huerto semillero proveen una herramienta util para una mejor seleccién de los clones que se
estableceran en huertos de segunda generacion, al combinar la informacion de la fecundidad con

la de productividad y calidad de la madera.

Por otro lado, el desbalance en la contribucion de los clones a la cosecha de conos
femeninos reduce el tamafio efectivo de poblacion en el huerto y la diversidad genética de la
progenie (Reynolds y El-Kassaby, 1990; Chaisurisi y El-Kassaby, 1993). En el caso de Pinus
patula, el nivel de participacion clonal fue relativamente bajo, ya que 20 % de los clones

evaluados produjeron 50 % de los conos femeninos cosechados, y 39 % de los clones produjeron
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entre 70 y 80 % del total de conos femeninos de manera consistente en los tres afos de
evaluacion (Figura 3.1). Sin embargo, estos datos son similares a la contribucion clonal que se
ha encontrado en huertos semilleros de otras especies con edades menores de 20 afios, como el
caso de Pinus sylvestris (Jonsson et al., 1976; Burczyk y Chalupka, 1997) y P. pinaster (Merlo
y Fernandez-Lopez, 2004), en donde entre 25 y 35 % de los clones contribuyeron con 50 a 65
% de la produccion de conos en el huerto.

Las correlaciones fenotipicas negativas entre la capacidad productiva de los clones 2016
con el valor de O;P,y, y con el inicio y duracion del periodo de receptividad femenina en 2014
(Cuadro 3.6), indican que los clones méas productivos tienen menor indice de sincronizacion con
el polen de los rodales naturales y tienden a ser los clones mas tempranos en cuanto al inicio de
la receptividad femenina. Esta es una situacion favorable ya que indica que los clones con mayor
potencial de aportacién de semilla a la cosecha presentan menor riesgo de contaminacion
genética por el menor traslape con el periodo de liberacion del polen en los rodales naturales.
Sin embargo, el cambio en las correlaciones de un afio a otro indica que esta esta situacion no
es consistente, y puede haber afios en que los clones mas productivos también se expongan a
riesgos altos de contaminacion genética, lo cual afectaria la calidad del germoplasma. Al
respecto, en Pinus contorta clones procedentes de menor latitud produjeron un mayor nimero

de conos femeninos que los de mas al norte (Ying et al., 1985).
3.4.4 Implicaciones para la produccién de semillas

La composicion genética de las semillas cosechadas en un huerto semillero es importante.
Las principales metas del manejo de huertos semilleros incluyen maximizar la ganancia
genética, evitar la depresion endogadmica e incrementar la diversidad genética del lote de
semillas. Estas metas pueden verse afectadas por factores como la autofecundacion, la
contaminacion por polen externo, la sincronizacién en la fenologia reproductiva de los clones
en el huerto, y las diferencias en fertilidad femenina y masculina (Zobel y Talbert, 1988;
Matziris, 1993; Kang, 2001), entre otros. Evitar o reducir las posibilidades de autopolinizacion
y lograr un mayor nivel de sincronizacion fenolégica entre clones dentro del huerto ayudara a
incrementar la tasa de cruzamiento y disminuir la endogamia y los riesgos de contaminacion por

polen externo.
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En nuestro caso, la amplia variacion clonal en los valores de O,P; y Gin asociada a laamplia
variacion genética en la fenologia reproductiva de los clones advierten de posibles grupos de
cruzamiento dentro del huerto, con algunos clones mas propensos a la autofecundacion, como
se ha encontrado en Pseudotsuga menziesii (Kess y El-Kassaby, 2015). Por otra parte, la falta
de aislamiento fenoldgico del huerto y la amplia variacion clonal en valores de O;Pgy también
advierten de un riesgo potencial de contaminacion genética del huerto, particularmente en los
clones tardios en su periodo de receptividad femenina. Estos dos factores tienen implicaciones
negativas en la calidad genetica esperada de la semilla producida en el huerto. Sin embargo,
debido al elevado nimero de clones incluido en el huerto, se espera que la proporcion global de
autofecundacion con respecto al cruzamiento entre clones sea baja. Ademas, la fecundidad
(produccidn de conos femeninos) de los clones presentd una correlacion negativa moderada con
el indice de sincronizacion O;Pgy, lo que reduce el impacto potencial negativo de la

contaminacion genética en la calidad genética de la semilla cosechada.

En situaciones similares, diversos autores recomiendan realizar algunas practicas de manejo
en el huerto, entre las que se incluyen el uso de técnicas para inducir, aumentar y homogeneizar
la floracion entre los clones (Ericksson, 1996; Chalupka, 2008), para aumentar y homogeneizar
la sincronizacion de la fenologia reproductiva dentro del huerto (Griffin, 1984; Ross et al.,
1985), para aumentar el grado de aislamiento fenol6gico del huerto con la dispersion de polen
externo (El-Kassaby y Ritland, 1986b), y para aumentar la competencia y éxito en la
fecundacidn del polen del huerto (El-Kassaby y Reynolds, 1990), especialmente en los clones
con capacidad reproductiva baja y con niveles de sincronizacién inferiores (Codesido y Merlo,
2007).
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3.5 CONCLUSIONES

Los resultados mostraron que los indices de sincronizacion de la receptividad femenina con
el polen del mismo clon (O;P;) y con el polen de los otros clones del huerto (O;P;) variaron

ampliamente entre clones, lo cual indica que las posibilidades de autofecundacion y de
polinizacion cruzada varian entre ellos. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en los
indices de sincronizacién entre grupos de clones clasificados por su precocidad fenoldgica, a
excepcion de los grupos de clones tardios e intermedios en el 2015, ni los indices de los clones
fueron consistentes entre ciclos reproductivos. El indice de sincronizacion de la receptividad
femenina de los clones del huerto con el polen de los arboles en rodales naturales (O;Pry)
también mostré una amplia variacion entre clones, lo cual indica que el riesgo de contaminacién
genética varia entre ellos. EI mayor traslape fenologico del grupo de clones tardios en 2014 y la
variacion en los valores de (_)iI_’j y O;Prn en cada grupo de clones indica que el riesgo de
contaminacion por polen externo esta asociado a la precocidad fenologica de los clones, asi
como a la variacion anual en el periodo de dispersion del polen en los rodales vecinos, que
depende de las condiciones ambientales. A nivel del huerto, el riesgo de contaminacion fue
mayor que el de autofecundacion y cambié de un afio a otro, por la cantidad de arboles que
producen polen en el vecindario del huerto, aunque depende en gran medida de la cantidad total

de polen producido y del grado traslape con el periodo de receptividad de los évulos.

El estudio demostré que la produccién de conos es una caracteristica que muestra una
amplia variacion genética, con un control genético elevado y una baja interaccion genotipo por
ambiente entre ciclos de cosecha. El fuerte desbalance en la contribucion de los clones a la
cosecha de conos femeninos afecta negativamente el tamafio efectivo de poblacién, de manera
consistente en los tres afios de evaluacion. A pesar de ello, los clones més prolificos tienen
menor indice de sincronizacion con el polen externo de los rodales naturales y tienden a ser los

clones méas tempranos en cuanto al inicio del periodo de receptividad femenina.
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CONCLUSIONES GENERALES

Las principales metas del manejo de huertos semilleros incluyen maximizar la ganancia
genética, evitar la depresion endogadmica e incrementar la diversidad genética del lote de
semillas. Estas metas se ven afectadas por factores como la contaminacion por polen externo,
variaciones en la fenologia reproductiva de los clones en el huerto, el nivel de sincronizacion en
la fenologia reproductiva, y las diferencias en fertilidad femenina y masculina de los clones,

entre otros factores.

Se demostrd que la cantidad de polen presente en el huerto semillero de Pinus patula es
mayor que en los rodales naturales, e inicia antes su dispersion, pero con un periodo de
dispersion méas amplio, lo que genera un amplio traslape con el periodo de dispersion del polen
dentro y fuera del huerto. Esta situacion sugiere que existe un riesgo potencial de contaminacién
genética por polen externo con un nivel diferente en las zonas dentro del huerto y se presentd

de manera consistente en los dos afios de evaluacion.

Ademas, bajo la hipdtesis de que el periodo de dispersion del polen en las poblaciones
naturales varia a lo largo del transecto altitudinal y de un afio a otro en funcion de la temperatura
y los grados-calor acumulados, el periodo de dispersion no muestra un patrén claro asociado
con la elevacion de los rodales naturales. Sin embargo, la relacion fenoldgica de la dispersion
del polen con los grados-dia acumulados en los dos afios de evaluacion en el huerto y en los
rodales naturales sugiere una relacion adaptativa en la que la dispersion del polen requiere una

cantidad menor de grados-dia al aumentar la elevacion.

El amplio traslape encontrado en los periodos de dispersion de polen entre las poblaciones
estudiadas (huerto semillero y rodales naturales) se confirmé con la determinacion de la
amplitud y fenologia del periodo de receptividad femenina en relacion con la fenologia de
dispersion del polen en una muestra de clones del huerto semillero de Pinus patula y en una
muestra de arboles adultos en los rodales naturales vecinos. La evaluacién fenoldgica advierte
del riesgo potencial que existe en la contaminacion genética del huerto, ya que no hay
diferencias en los eventos fenologicos de receptividad femenina y liberacion de polen en el

huerto semillero en los afios evaluados.
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También se encontré una amplia variacion genética entre los clones del huerto y una
moderada correlacién genotipica y fenotipica entre el inicio del periodo de receptividad y de
liberacion de polen, lo que indica que los procesos no son independientes y sugiere riesgos de
autofecundacion. El control genético elevado y la estabilidad genética de los clones en la
fenologia reproductiva femenina y masculina indican que el riesgo de contaminacién genética
varia entre clones segin su precocidad; los clones con un periodo temprano de receptividad
tienen menor grado de exposicion al polen externo, reduciendo sus posibilidades de
contaminacion, con respecto a los clones con un periodo tardio de receptividad. No obstante que
los clones con un periodo temprano de receptividad tienen menos riesgo de contaminacion por
polen externo, también podrian tener problemas mayores de polinizacion y produccion de

semilla llena, por la presencia menor de polen en el huerto.

Ademas se demostrd que los valores del indice de sincronizacién de la receptividad
femenina con el polen del mismo clon (O;P;) y con el polen de los otros clones del huerto ((_)il_)j)
variaron ampliamente entre clones. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en los
valores promedio del indice de sincronizacion entre grupos de clones clasificados por su
precocidad fenoldgica, ni los valores individuales del indice fueron consistentes entre ciclos
reproductivos. El indice de sincronizacion de la receptividad femenina de los clones del huerto
con el polen de los arboles en rodales naturales (O;Pgy) también mostrd una amplia variacion

entre clones, lo cual indica que el riesgo de contaminacion genética varia entre ellos.

A nivel del huerto, el riesgo de contaminacion es mayor que el de autofecundacion y cambia
de un afio a otro, por la cantidad de arboles que producen polen en el vecindario del huerto,
aunque depende en gran medida de la cantidad total de polen producido y del grado de traslape
con el periodo de receptividad de los dvulos. Por otra parte, la amplia variacion clonal en los
valores de O;P; y (_)il_>j asociada a la amplia variacion genética en la fenologia reproductiva de
los clones, advierten de posibles grupos de cruzamiento dentro del huerto, con algunos clones

mas propensos a la autofecundacion, como se ha encontrado en otras especies de coniferas.

El estudio demostré que la produccidén de conos es una caracteristica que muestra una
amplia variacion genética, con un control genético elevado y una baja interaccion genotipo por

ambiente entre ciclos de cosecha. El fuerte desbalance en la contribucion de los clones a la
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cosecha de conos femeninos afecta negativamente el tamafio efectivo de poblacion, de manera
consistente en los diferentes afios de evaluacion. A pesar de ello, los clones més prolificos tienen
menor indice de sincronizacion con el polen externo de los rodales naturales y tienden a ser los

clones méas tempranos en cuanto al inicio del periodo de receptividad femenina.
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