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Resumen

El pino maritimo es capaz de responder a herbivoros y patégenos modificando cualitativa y
cuantitativamente su arsenal de defensas quimicas. También se sabe que presenta variacion
genética en compuestos defensivos, como sucede con otros caracteres de historia vital, sin
embargo, se conoce poco en qué medida la plasticidad (inducibilidad) de las defensas quimicas
al estrés bidtico es variable a nivel intraespecifico y como la posible variacién en plasticidad de
dichos compuestos quimicos esta estructurada dentro y entre poblaciones. Con el objetivo de
evaluar la variaciéon genética intraespecifica en las defensas constitutivas y su inducibilidad
realizamos un experimento en invernadero en el que estudiamos el perfil y concentracion de
terpenos y fenoles en réplicas clonales de diez poblaciones del rango de distribucién natural de
la especie con estructura familiar (coleccion CLONAPIN®). El daho por herbivoria fue simulado
mediante metil-jasmonato, un analogo hormonal involucrado en la senalizacion del dano bidtico.
Hemos identificado y cuantificado 118 metabolitos secundarios en 260 plantas experimentales.
Nuestros resultados muestran la especie presenta una gran variacion dentro y entre poblaciones
en el metaboloma defensivo constitutivo, mientras que la induccién con metiljasmonato
incrementé la concentracion de forma generalizada en el conjunto de defensas quimicas y no en
compuestos individuales.
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1. Introduccion

El pino maritimo (Pinus pinaster Ait.) es una especie forestal modelo para estudios de
variabilidad, pues presenta una enorme variacion genética inter- e intrapoblacional en
numerosos caracteres de historia vital, como por ejemplo en crecimiento (ALIA et al. 1997,
GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2004), reproduccion (SANTOS DEL BLANCO et al. 2012), respuesta a
estrés (TAPIAS et al., 2004) o metabolitos secundarios (ARRABAL et al., 2005) a lo largo de su
rango de distribucién. El origen de esta variacion entre y dentro de poblaciones, asociada a los
procesos de colonizacién postglacial, se ha discutido ampliamente sobre todo en las Gltimas dos
décadas, utilizando marcadores moleculares de origen plastidico (flujo genético relacionado con
dispersion de polen; VENDRAMIN et al., 1998; BUCCI et al., 2007), mitocondrial (flujo genético
relacionado con dispersion de semillas; BURBAN & PETIT, 2003) y nuclear (SANTOS DEL BLANCO
et al. 2012). En uno de los estudios mas recientes en esta linea, JARAMILLO-CORREA et al.
(2015) confirmaron la identificacién de cinco regiones genéticamente definidas en la especie,

G.o

7°CONCRESQ FORESTAL
ESPANOL


mailto:xlgoldar@mbg.csic.es

2/12

propuestas previamente por SANTOS DEL BLANCO et al. (2012), utilizando marcadores nucleares
biparentales: Marruecos, Coércega, costa Atlantica de Francia y las regiones Atlantica vy
Mediterranea de la Peninsula Ibérica. Esta variacion genética y, por consiguiente, diferenciacion
constrastada entre regiones, también es evidente en los perfiles quimicos de los componentes
mayoritarios del metabolismo secundario del pino maritimo, como los terpenos (BARADAT &
MARPEAU, 1988; ARRABAL et al., 2005; ARRABAL et al., 2012) y los fenoles (IDRISSI-HASSANI &
LEBRETON, 1992; MEIJON et al., 2016). Los terpenos recibieron mayor atencion de la mano de
BARADAT & MARPEAU (1988), en los que identificaron tres grupos genéticos diferenciados
(Atlantico, Mediterraneo y Magrebi) en base a su composicion y abundancia en aciculas.
ARRABAL et al. (2005) obtuvo resultados similares, segregando dichos grupos por la diferencia
en el perfil de a-pineno y acido isopimarico en las procedencias estudiadas. En un estudio mas
exhaustivo de la variacion poblacional del metaboloma de aciculas de pino maritimo en un
ambiente comun, MEIJON et al. (2016) pudieron diferenciar dos grandes grupos, Atlantico y
Mediterraneo, sugiriendo que la fuerte relacidon entre el contenido de flavonoides (un tipo
particular de fenoles) y el régimen hidrico de la poblacion de origen podria ser un parametro
indicador de la resistencia al estrés por sequia, un fenédmeno con intensidad contrastable entre
ambas regiones.

Los terpenos y fenoles comprenden un amplio abanico de defensas de origen carbonado
que actlan como compuestos disuasorios o toxicos frente a agentes biéticos (MUMM & HILKER,
2006; EYLES et al., 2010). Los terpenos son compuestos mayoritarios de la oleorresina, que se
almacena y difunde a través de los canales resiniferos, y los fenoles son sustancias quimicas
sintetizadas y almacenadas en las células polifenélicas del parénquima (PHILIPPS & CROTEAU,
1999; FRANCESCHI et al., 2005). En los terpenos se diferencian la fraccion volatil, compuesta
por monoterpenos (C1o) y sesquiterpenos (Cis), y la no volatil, que incluye los diterpenos neutros y
acidos resinicos (C20) (PHILIPPS & CROTEAU, 1999). Los fenoles se almacenan en las vacuolas de
las células del parénquima y comprenden un conjunto muy diverso de compuestos entre los que
se encuentran flavonoides, lignanos, estilbenos y acidos hidroxicindamicos e hidroxibenzoicos
(MOORE et al. 2013). Estas defensas quimicas pueden existir preformadas en los tejidos en
ausencia de ataque (defensas constitutivas) o pueden sufrir modificaciones cuando se produce
un estimulo de sehalizacion de dano (defensas inducidas) en los que se producen cambios
cualitativos y cuantitativos en el perfil de los compuestos defensivos (MUMM & HILKER, 2006;
EYLES et al.,, 2010). Por ejemplo, en la especie que nos ocupa, P. pinaster, SAMPEDRO et al.
(2011) encontraron que plantas danadas por el curculiénido comedor de floema Hylobius abietis
incrementaron considerablemente el contenido de resina no volatil en la zona del dano del tallo.
En este mismo estudio, parte de las plantas fueron tratadas con metil jasmonato (MJ), un
analogo hormonal que interviene en los procesos de senalizacién de dano para aumentar las
defensas (MARTIN et al. 2002), y se observé que incrementaron su contenido de resina en un
40% y sufrieron menos dano por el insecto al finalizar el experimento. En otro estudio de
resistencia a la herbivoria en campo, se encontré que la aplicacion de MJ 25mM aumentd
claramente la concentracion de resina no volatil y polifenoles totales y confiri6 resistencia frente
al gorgojo del pino en juveniles de P. pinaster (ZAS et al., 2014). MOREIRA et al. (2012)
encontraron que la induccién por simulacion de herbivoria aplicando MJ y con el insecto H.
abietis incrementaron la concentracion de defensas quimicas en tallo (resina) y aciculas (fenoles)
de forma similar y clara en ambos casos.

El volumen de conocimiento existente es ingente en relacion con la enorme variacion
genética entre y dentro de poblaciones a nivel molecular y en caracteres cuantitativos del
metabolismo secundario, como los terpenos y fenoles. Ademas, la aparente concordancia entre
los marcadores moleculares y compuestos quimicos proporcionan una evidencia adicional de la
importancia de los metabolitos secundarios en la segregacion regional de la especie. Sin
embargo, a dia de hoy no existe un estudio que haya abordado cémo se estructura
geograficamente la variacion genética en la plasticidad (inducibilidad) de las defensas quimicas
al estrés bidtico en el rango de distribucion del pino maritimo.
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2. Objetivos

En el presente trabajo se pretende explorar de forma exhaustiva como se estructura la
variacion genética en el metaboloma defensivo y su plasticidad al daho biético en pinos,
utilizando una coleccion clonal de procedencias con estructura familiar (CLONAPIN®) de la
especie Pinus pinaster como modelo. Para ello, los objetivos que nos planteamos son i) estudiar
si existe variacion genética en los distintos tipos de defensas quimicas entre y dentro de
poblaciones vy ii) estudiar si hay diferencias entre y dentro de poblaciones en la inducibilidad de
las defensas tras el tratamiento de induccion por MJ.

3. Metodologia
Diseno experimental

La distribucion de las plantas se realiz6 siguiendo un disefo split-plot replicado en tres
bloques con el factor MJ como principal, la Poblacion (POB) como el factor split, y la Familia
dentro de Poblacion (F(POB)) como el factor split-split. Se utilizaron 260 plantas distribuidas en
10 poblaciones, con 3-5 familias por poblacion, 3 genotipos por familia y 2 réplicas clonales por
genotipo, de las cuales una se utiliz6 como planta Control (CTR) y a la otra se le aplicé metil-
jasmonato (MJ), un compuesto analogo a la fitohormona vegetal que simula respuestas
defensivas inducidas a la herbivoria (MARTIN et al. 2002).

Material vegetal, condiciones del invernadero y tratamiento de induccion

Se seleccionaron diez poblaciones de pino maritimo a lo largo de un gradiente latitudinal
de todo su rango de distribucién (Tabla 1). Las poblaciones proceden de la coleccidon
CLONAPIN®, material vegetal de referencia con estructura familiar y clonal (MAJADA et al., 2009).

Tabla 1. Ubicacion de las poblaciones estudiadas.

Cédigo Poblacion Origen Latitud Longitud
ARMY Armayan Norte de Espana 43° 18'N 6°29'0
ASPE Arenas de San Pedro Centro de Espana 40° 12'N 5°03'0
CDVO Cadavedo Norte de Espana 43° 32'N 6°25'0
COCA Coca Centro de Espana 41° 15'N 4°30'0
MIMI Mimizan Francia 44° 08'N 1°18'0
ORIA Oria Sureste de Espana 37°31'N 2°21'0
PLEU Pleucadeuc Francia 47°46' N 2°20'0
PTOV Puerto de Vega Norte de Espana 43°33'N 6°38'0
SCRI San Cipriano de Ribarteme Noroeste de Espana 42°07'N 8°21'0
TAMR Tamrabta Marruecos 33°36'N 5°01'0
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Los individuos, obtenidos a partir de micropropagacion (ALVAREZ et al. 2011) en el SERIDA
(Asturias), se transportaron a las instalaciones de la Misién Biolégica de Galicia (MBG-CSIC) a los
dos anos de edad. Se mantuvieron en invernadero en condiciones controladas de temperatura y
humedad durante unos meses para permitir su aclimatacion al nuevo entorno, y a continuacion
se comenzaron los tratamientos de simulacion de herbivoria. Las plantas asignadas al
tratamiento de induccién (MJ) se trasladaron a otra cadmara del invernadero para evitar la
contaminacion cruzada y se les aplicé una solucién de metiljasmonato 25 mM (~10 mL por
planta) mientras que a las plantas control (CTR) se les aplicé el mismo volumen de la solucién
portadora sin metil jasmonato.

Muestreo y analisis quimico

Un mes después de la induccion, todas las plantas se cosecharon cortando el tallo por
encima del nivel del suelo. Inmediatamente se muestrearon dos fragmentos de 2 cm de largo de
cada tallo, se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C.

Una de las submuestras de tallo se utilizd para analisis de terpenos por cromatografia de
gases-espectrometria de masas/ionizacion de llama (GC-MS/FID) y la otra para analisis de
compuestos fendlicos por cromatografia liquida de ultra resolucion y espectrometria de
masas/detector diodo array (UPLC-MS-DAD). La extraccion de terpenos a partir de uno de los
fragmentos de tallo se realiz6 siguiendo el procedimiento de SAMPEDRO et al. (2010), utilizando
pentadecano y acido heptadecanoico como estandares internos para los terpenos volatiles
(monoterpenos y sesquiterpenos) y diterpenos (derivatizados con hidroxido de tetrametilamonio y
analizados como metil ésteres), respectivamente. En el caso de los compuestos fendlicos, la
extraccion se llevé a cabo utilizando la metodologia descrita en VILLARI et al. (2012), utilizando
resorcinol como estandar interno.

La identificacion de los terpenos volatiles y de los diterpenos se llevé a cabo en el grupo de
Chemical Ecology del Royal Institute of Technology (Estocolmo, Suecia) por GC-MS utilizando un
HP6890 equipado con una columna capilar DB-5 (30 m, di 0.25 mm, grosor del recubrimiento
0.25 um, Agilent Technologies, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas HP5973 (Agilent
Technologies, CA, USA). Se inyectdé 1 yL de muestra en modo splitless, utilizando Helio como gas
portador con un flujo constante de 0.9 mL:min-1. El método del horno para los terpenos volatiles
se programo inicialmente a 40 °C durante 2 minutos, seguida de una rampa de temperatura de 4
°Cminl hasta 200 °C, y después por una segunda rampa de 10 °Cminl hasta 250 °C,
temperatura que se mantuvo hasta el final durante 5 minutos. El método del horno para los
diterpenos comenzé a 152 °C durante 2 min, seguido de una rampa de temperatura de 3 °Cmin-t
hasta alcanzar los 260 °C y se mantuvo a dicha temperatura durante 5 min.

La identificacién de los picos en cada cromatograma se basé en: 1) la comparaciéon de sus
tiempos de retencion y sus espectros de masas con los de compuestos estandar disponibles, 2)
la correspondencia con las librerias NIST y Wiley incluidas en el software de analisis y 3)
comparando el indice de Retencién de Kovat calculado (Klc) con el publicado en la literatura
(Adams, 2007; KI.) utilizando el mismo tipo de columna. La cuantificacion de los terpenos
volatiles se hizo utilizando los datos de los analisis de GC-MS mientras que, en el caso de los
diterpenos, se cuantificaron por GC-FID en un equipo Perkin Elmer Clarus 500 equipado con una
columna Elite-5 (Perkin EImer, MA, USA) de idénticas caracteristicas a la DB-5 usada para GC-MS,
acoplado a un detector de ionizacién de llama. Todos los parametros y métodos de analisis se
configuraron de manera analoga a los del GC-MS. La estimacion de la concentracion de los
terpenos volatiles como de diterpenos se llevd a cabo aplicando las curvas de calibrado
(R2>0.9999) de los compuestos estandar sobre las areas de los compuestos problema. Las
concentraciones se obtuvieron en mgg1 de peso seco de tallo.

La identificacion de los fenoles se realizé en el Laboratorio de Metabolomica Dirigida de la
Ohio State University (Columbus, OH) con un UPLC 1290 (Agilent Technologies, CA, USA)
utilizando una columna Acquity UPLC® BEH Cis (50 x 2.1 mm di, 130A, 1.7 ym de tamafo de
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poro, Waters, MA, USA), acoplado a un detector diodo array en linea con espectrometro de masas
5500 (QTRAP, AB Sciex, MA, USA). La fase binaria mévil de solventes consistio en 0.1% de acido
acético en agua (solvente A), y 0.1% de acido acético en metanol (solvente B), con un flujo
constante de 0.42 mL-min-1. Se utilizé el siguiente gradiente lineal (tiempo acumulado de analisis
(min), % solvente A): 0.0, 93; 4.5, 85; 10.0, 70; 13.0, 10; 15.0, O; 16.5, 0; 17.0, 93; 17.5, 93;
21.0, 93 (tiempo total de analisis: 21 minutos). Los datos espectrales del diodo array se
optimizaron para detectar los fenoles a 280 nm. Los compuestos fendlicos se identificaron
solapando el escaneo completo de cromatogramas de los espectros de masas y los
cromatogramas de DAD trazados a 280 nm para realizar las correspondencias de los tiempos de
retencion de iones parentales [M-H]- a las longitudes de onda maximas de compuestos
individuales. Los compuestos se identificaron en base a la fragmentacion de los iones,
congruencia de la longitud de onda maxima y tiempo de retencion respecto a los compuestos
estandar y la literatura relacionada existente (VILLARI et al. 2012 y referencias relacionadas
dentro). La cuantificacion se realiz6 en el Plant Pathology Department de la Ohio State University
(Columbus, OH) con un Acquity UPLC® H-class, utilizando la misma columna, fase binaria mévil y
parametros cromatograficos que en el proceso de identificacion, acoplado a un detector de
fotodiodo (PDA) (Waters, MA, USA). La concentraciéon de compuestos fendlicos se obtuvo a partir
de las curvas de calibrado (R2>0.999) de compuestos estandar sobre las areas de los
compuestos problema. Las concentraciones se obtuvieron en mgg1 de peso fresco de tallo.

Analisis estadisticos

Se identificaron y cuantificaron un total de 118 compuestos. Para caracterizar la variacion
genética de las poblaciones de la especie en su perfil quimico constitutivo e inducido, los
compuestos se resumieron en 4 variables defensivas, sumando todos los compuestos de una
misma categoria por su naturaleza quimica: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y fenoles.
Estas cuatro variables se exploraron en un Andlisis de Componentes Principales (PCA) y
posteriormente se ajustaron (junto con los dos componentes extraidos del PCA) a un modelo
mixto.

El Andlisis de Componentes Principales (PCA) se hizo utilizando el procedimiento
PRINCOMP en SAS, en el que se incluyeron los 4 grupos de compuestos para explorar el perfil
quimico de las defensas de las poblaciones en los estados constitutivo e inducido por MJ. Se
extrajeron los dos primeros componentes (PC1 y PC2) con la finalidad de representar en el
espacio multivariante como se distribuyen las diez poblaciones.

Los dos primeros componentes y las 4 variables de defensas quimicas se ajustaron en un
modelo mixto utilizando el procedimiento MIXED en SAS con los siguientes factores: tratamiento
de induccion (metil jasmonato, MJ), poblacién (POB), familia (F dentro de POB, F(POB)), bloque
(B) y el genotipo (G). Para estudiar la variacion genética en las defensas constitutivas e inducidas
(control y MJ) entre y dentro de poblaciones de pino maritimo, se ajusté un modelo considerando
MJ, POB y F(POB) y las interacciones MJxPOB y MJxF(POB) como factores fijos. EI By G y las
interacciones BxMJ y BxMJxPOB se consideraron como factores aleatorios para analizar el
efecto principal del MJ y el efecto de POB con el término del error apropiado en disenos split-split
(LITTELL et al. 2006). Los datos se muestran como medias de minimos cuadrados + error
estandar.

Finalmente, debido a que el tratamiento de induccién no parecié afectar de manera
individual a cada grupo de compuestos y tampoco se visualiza un efecto claro en cada uno de los
componentes, se realiz6 un Andlisis de la Varianza Multivariante (MANOVA) utilizando el
procedimiento GLM en SAS con las 4 variables defensivas para testar estadisticamente el efecto
global del tratamiento de induccién sobre todo el conjunto de defensas.
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4. Resultados

El PCA muestra el conjunto de poblaciones distribuidas en el espacio multivariante (Figura
1a). Los dos componentes extraidos tras el analisis absorbieron el 81.58% de toda la variacién
acumulada existente en los 4 grupos principales de defensas. EI componente 1 (PC1)
comprendié un 56.6% de la variacion explicada y mostré una relacion muy estrecha con todos los
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos; Figura 1b). EI componente 2 (PC2)
englob6 un 24.98% de la variacion explicada y mostrdé una alta relacion con los fenoles (Figura
1b).

a) b)
1 r -
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| O Defensas inducidas
5‘I'OV 0s 4
ORIA PTOV
C VOO O PLEU 0.6
O scri — 04
8
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TAMR i )l PLEU  ARMY O o4
TAMR O
O O 06
COCA ®)
ARMY 08
-1.0
-1 T T T - - - - -
-1.5 0 1.5 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 1.0
PC1 (56.60%) Componente 1 (56.6%)
(Ev=2.2638)

Figura 1. a) Representacion grafica de las defensas constitutivas (circulos azules) e inducidas (circulos rojos) con metil
jasmonato de las diez poblaciones de pino maritimo en el espacio multivariante tras el Analisis de Componentes
Principales; b) patrén vectorial de las variables analizadas y su relacion con los dos componentes. N = 6-15 individuos
por poblacion y tratamiento. MT: monoterpenos, ST: sesquiterpenos; DT: diterpenos; FE: fenoles.

En la figura 1a se observa un incremento general del PC1 en las poblaciones (mayor
concentracion de terpenos) tras la inducciéon por MJ. En el caso del PC2, las poblaciones que
menos concentracion constitutiva de fenoles presentan (TAMR, COCA, PLEU, SCRI) son las que
incrementan sus niveles tras la induccion (excepto ARMY), y aquellas con mayor concentracion
constitutiva disminuyen sus niveles tras la aplicacion del MJ.

Los resultados del modelo mixto ajustado a las 6 variables (los 4 grupos de compuestos y
los 2 componentes extraidos) se resumen en la Tabla 2. Todas las variables analizadas
presentaron una variacién entre poblaciones significativa (P<0.01) y tres de ellas mostraron
también variacion familiar clara (monoterpenos, P=0.046; fenoles, P=0.01; PC2, P=0.019).
Ademas, los fenoles fue la Unica variable que mostré una interaccion MJxPOP significativa
(P=0.034). No se encontraron efectos significativos del tratamiento de induccion MJ ni en la
interaccion MJxF(POP) en alguna de las variables individuales, si bien los monoterpenos
mostraron valores marginales cercanos al umbral de significacién para el factor MJ (P=0.062).
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Tabla 2. Resumen del modelo mixto para los grupos de compuestos y los dos componentes principales en relacién al
analisis de defensas constitutivas e inducidas para diez poblaciones de pino maritimo, mostrando los efectos del
tratamiento de induccién (MJ), Poblacion (POP), Familia dentro de Poblacion (F(POP)) y las interacciones MJxPOP y
MJxF(POP). Los P-valores significativos (P<0.05) se resaltan en negrita.

Variable  Induccién (MJ) P"(I";'gg)é" (E?&‘)ig‘;‘) MJxPOB  MJXF(POB)
Fi2 P-valor Foss P-valor Fsgso P-valor Foss P-valor Fsgso P-valor
PC1 (terpenos) @ 4.79 0.160 7.13 <0.001 1.19 0.287 0.39 0.932 0.77 0.796
PC2 (fenoles) = 0.03 0.887 3.67 0.002 193 0.019 2.04 0.063 133 0.181
Monoterpenos = 14.5 0.062 498 <0.001 1.66 0.046 0.89 0.544 0.78 0.785
Sesquiterpenos  0.66 0.501 20.6 <0.001 1.49 0.095 0.25 0985 1.1 0.368
Diterpenos 499 0.155 6.18 <0.001 1.24 0.239 0.63 0.765 | 1.01 0.484
Fenoles 0 0.967 3.31 0.005 2 0.010 2.34 0.034 1.33 0.167

Debido a las diferencias estadisticas detectadas a nivel del factor Poblacion, se muestran
las medias de minimos cuadrados (+ error estandar) de las diez poblaciones para los niveles
constitutivos de los principales grupos de defensas en la Tabla 3.

Tabla 3. Medias de minimos cuadrados (* s.e.) de las concentraciones constitutivas de monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos y fenoles de las diez poblaciones de pino maritimo. Valores con las mismas letras indican

que no son significativamente diferentes entre si.

Poblacion Monoterpenos Sesquiterpenos Diterpenos Fenoles
Armayan (ARMY) 6.94+1.18a 2.38+0.272 16.51+2.642 8.37+£0.51d
Arenas de San Pedro (ASPE) | 5.14£0.60b¢  0.81+0.05¢d 11.74+1.53¢d  11.28+1.43bac
Cadavedo (CDVO) 5.94+0.71bac  2.27+0.382 17.00£2.97bdac  11.08+1.14bac
Coca (COCA) 6.55+0.44ba 0.99+0.18¢ 12.73£0.95¢bdec  9.03+0.719¢c
Mimizan (MIMI) 4.30£0.51bc 0.85+0.24¢ 9.11+0.76¢f 10.53+£0.48bc
Oria (ORIA) 4.98+0.74¢ 1.10+0.03¢b 13.57+1.93edec  12.10+1.79ba
Pleucadeuc (PLEU) 7.684£0.81%2  1.13+0.19¢¢  16.19+1.80ebdac 8.71+1.33bdac
Puerto de Vega (PTOV) 5.45+0.60bac  2.04+0.192 = 15.34+1.99ba  11.69+1.29a
San Cipriano (SCRI) 6.61+£0.590pa 1.66+0.32¢ 17.51+3.54bac  9.06+0.38Pc
Tamrabta (TAMR) 3.09+0.18¢ 0.34+0.08¢ 6.11+0.41f 9.71+1.72dc
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Los rangos de concentraciones de los distintos tipos de defensas varian segin la
naturaleza de los compuestos, llegando a observarse diferencias claramente contrastables en las
poblaciones de mayor y menor concentracion entre compuestos. Por ejemplo, los fenoles son los
compuestos que menos variaciéon presentan entre poblaciones en relacién con los terpenos,
registrandose diferencias de un 44% entre las poblaciones con mayor y menor concentracion,
mientras que los sesquiterpenos presentan diferencias de mas de un 600% entre la poblacién de
mayor concentracién respecto a la poblacion con menor concentracion. La poblacién que menos
concentracion de defensas constitutivas presenta de forma general es Tamrabta (Marruecos),
mientras que la que registra los mayores niveles es San Cipriano (Noroeste de Espana).

A pesar de que no se encontrd un efecto claro del tratamiento de induccién en las variables
individuales, testamos mediante un MANOVA el efecto global del MJ sobre los cuatro compuestos
defensivos (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos y fenoles). Se encontré un efecto
significativo del MJ sobre el conjunto de variables (Awiks=0.7482, P<0.001).

5. Discusion

Los resultados del presente trabajo demuestran que existe una enorme variacion genética
entre y dentro de poblaciones para el conjunto de defensas quimicas estudiadas, si bien ésta es
mucho mas importante a nivel constitutivo que tras la induccion. También es relevante que la
induccion por MJ tuvo efecto a nivel de todo el metaboloma y no a nivel de compuestos
individuales.

El anélisis de Componentes Principales sugiere que las poblaciones se distribuyen
aproximadamente siguiendo un gradiente latitudinal en relacidon con los niveles de terpenos
(PC1) y que esta distribucion se mantiene tras la inducciéon por MJ, incrementandose la
concentracion en todas las poblaciones. Los grupos que se pueden distinguir en base al PC1 son
las procedencias Atlanticas (ARMY, SCRI, PLEU, PTOV y CDVO), del Centro-Este de Espana (ASPE,
COCA, ORIA) y Marruecos (TAMR). Una distribucion similar se encontré en estudios previos
basada en niveles constitutivos de terpenos (ARRABAL et al. 2005), aunque se obtuvo a partir de
la diferencia en s6lo un monoterpeno y un acido resinico (a-pineno y acido isopimarico).
Resultados analogos se pueden extraer de estudios basados en marcadores moleculares (BUCCI
et al., 2007; SANTOS-DEL-BLANCO et al., 2012; JARAMILLO-CORREA et al., 2015) en los que las
regiones genéticas Atlantica y de Centro-Este de Espana y Marruecos identificadas parecen
corresponderse con la distribucion de las poblaciones segin el perfil de terpenos (PC1). La
poblacion Atlantica francesa MIMI, que muestra un perfil genético diferenciado junto con PLEU
del resto de regiones (JARAMILLO-CORREA et al. 2015), presenta, sin embargo, un quimiotipo
muy similar a las del Centro-Este de Espafa. Curiosamente, esta poblacién mostré también que
su tamano minimo cuando presenta la primera reproducciéon femenina es muy similar a las
poblaciones del Centro-Este de Espana (SANTOS DEL BLANCO et al. 2012). Este comportamiento
fenotipico singular y aparentemente proximo a la region central Ibérica podria deberse a que
dicha poblacion esta en su segunda rotacién de seleccion por crecimiento y, por tanto, otros
caracteres, como los evaluados en este trabajo, podrian haberse visto afectados por dicho
proceso selectivo. Respecto a los fenoles (PC2), las poblaciones parecen distribuirse en dos
grupos con alta (PTOV, CDVO, ORIA, ASPE, MIMI) y baja (SCRI, PLEU, ARMY, COCA, TAMR)
concentracion constitutiva de fenoles. Tras la induccion, estos dos grupos modificaron los niveles
de los fenoles de manera distinta: las poblaciones con niveles constitutivos mas bajos
incrementaron la concentracion (a excepcion de ARMY) mientras que aquellas con concentracion
constitutiva mas elevada la redujeron. Esta observacion se confirmdé con la interaccion
significativa MJxPOB del modelo mixto para los fenoles (Fo,36=2.34, P=0.034). Aparentemente,
este tipo de compuestos parecen estar sujetos a un compromiso entre los niveles constitutivos y
la produccién de nuevas defensas inducidas, aunque esto podria tener efectos globales al
conjunto de todas las defensas (por ejemplo, ARMY fue la poblacién con mayor concentracion
constitutiva e inducida de terpenos, lo que posiblemente afect6 a la inducibilidad de los fenoles).
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Esto puede deberse a que si un linaje esta bien defendido de forma constitutiva, no es esperable
que desarrolle la capacidad de asignar recursos a la produccién de defensas inducidas (KARBAN
& MYERS, 1989; AGRAWAL et al., 2010).

La variacion observada en la distribucion de las poblaciones en el espacio multivariante del
PCA se estudié posteriormente con un modelo mixto analizando las 4 variables de defensa y los
dos PCs. Los resultados confirman lo previamente observado en el PCA, encontrandose una
variacioén significativa clara entre poblaciones para todas las variables (Tabla 2) y una variacion
familiar para los monoterpenos (Fzgs0=1.66, P=0.046) y los fenoles (F3gs0=2.00, P=0.010). Se
ha observado en otros estudios que la induccién por MJ no afectd a las variables estudiadas de
forma individual (LOMBARDERO et al., 2013) como en este trabajo, sin embargo si hemos
observado un efecto claro del MJ tras analizar el conjunto de todas las defensas quimicas
(MANOVA Awiks=0.7482, P<0.001). Este resultado indica que la respuesta de las plantas a la
induccion de sus defensas quimicas no siempre es equivalente a un incremento claro respecto a
la concentracion de sus niveles constitutivos individuales, como se ha ido demostrando en la
Gltima década en multitud de trabajos (MARTIN et al., 2002; SCHMIDT et al., 2005; MOREIRA et
al.,, 2012; SAMPEDRO et al., 2011; ZAS et al.,, 2014), sino que es posible que las plantas
respondan a la induccion incrementando ligeramente y de manera generalizada todo el arsenal
defensivo en lugar de unos pocos compuestos y en gran magnitud.

6. Conclusiones

En este trabajo destacamos que la especie Pinus pinaster presenta una gran variacion
genética entre y dentro de poblaciones en su metaboloma defensivo, y que la induccién por una
fitohormona senalizadora de dano se produce de manera generalizada en el conjunto de las
defensas quimicas y no en compuestos individuales. Los datos aportados en este trabajo
sugieren ademas que las poblaciones muestran una respuesta similar en la induccion de los
terpenos y que, aparentemente, existe un compromiso entre los niveles constitutivos e inducidos
de fenoles.
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