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Resumen

La sequia es un factor clave que modela los ecosistemas forestales mediterraneos y que influye en
las caracteristicas funcionales de sus especies. A pesar de la importancia del sistema radical para
proporcionar un adecuado estado hidrico a arboles y arbustos, la variabilidad inter e intraespecifica
en la morfologia de raices se encuentra todavia muy poco estudiada, en particular en individuos
adultos debido a dificultades intrinsecas de su caracterizacion. El objetivo de este estudio fue
determinar la aplicabilidad de un dispositivo no invasivo ampliamente utilizado en geofisica como es
el Georadar (mas conocido como GPR, Ground Penetrating Radar) para investigar la variabilidad
intraespecifica de atributos morfolégicos (profundidad, diametro y abundancia de raices) en relacion
al crecimiento en altura en P. halepensis. El estudio se realizd en un ensayo de procedencias
localizado en Altura (Castellén). Se encontraron diferencias genéticas en las ratios o proporciones
entre los distintos atributos morfologicos y el crecimiento aéreo del arbol, que se relacionaron con
diversas condiciones eco-geograficas en origen de las poblaciones representadas. Se concluyé que el
Georadar es una herramienta valida para el fenotipado de alto rendimiento del sistema radical en
ensayos genéticos forestales, permitiendo inferir diferencias en asignacion de recursos a raices y
parte aérea y su relacion con las caracteristicas ecogeograficas en origen de los materiales
ensayados.

Palabras clave
Ground Penetrating Radar, P. halepensis, morfologia de raices, variabilidad intraespecifica.

1. Introduccion

Los bosques mediterraneos se encuentran progresivamente afectados por el cambio climatico,
gue origina un aumento paulatino de las temperaturas y un incremento de la incidencia de la sequia
(Sardans y Penuelas 2013, Field et al. 2014). Los arboles presentan diferentes estrategias para
responder a estas modificaciones ambientales, entre las cuales se encuentran el desarrollo de un
sistema radical que les permite una adecuada absorcion de agua durante todo el ano (Hernandez et
al. 2010). Muchas caracteristicas estructurales relacionadas con la absorcion de agua, tales como la
anatomia de la xilema subterraneo, estan influenciada por el didmetro y la profundidad de las raices
(Wang et al. 2015). Por tanto, la morfologia de las raices es importante al objeto de mantener un
adecuado estado hidrico del individuo (Andivia et al. 2019). Aunque los sistemas radicales juegan un
papel relevante en la absorcion del agua, todavia estan pocos analizados y descritos en la literatura
debido a dificultades de monitoreo y muestreo, especialmente en condiciones naturales (Alani y
Lantini 2020) dado que la mayoria de los métodos disponibles son destructivos y no repetibles
(Krainyukoy y Lyaksa 2016).
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El Georadar (o Ground Penetrating Radar, GPR) es una herramienta geofisica que en la dltima
década se ha utilizado también para la deteccion de raices (Lorenzo et al. 2010; Guo et al. 2013a).
Basicamente, el GPR transmite impulsos electromagnéticos y registra el impulso reflejado mediante
una antena. El tiempo y la amplitud de la senal registrada permiten estimar la posicion y también la
medida del objeto identificado (Butnor et al. 2001). Esta herramienta puede estimar la presencia
(abundancia), la posicion (profundidad) y el tamano (diametro) de las raices gruesas, ya que éstas, al
contener agua, presentan una permitividad dieléctrica diferente en comparacion a la propia del suelo
y, por lo tanto, el GPR recibe una senal de retorno inducida por reflejos hiperbdlicos que queda
registrada en radargramas (Hirano et al. 2012; Wu et al. 2014).

P. halepensis Mill. (pino carrasco) es una conifera que tiene una amplia distribucion en el area
mediterranea (Vennetier et al. 2018), ocupando nichos ecoldégicos muy diferentes que comprenden
desde ambientes mésicos hasta xéricos. Esto es debido a su elevada variabilidad intraespecifica que
involucra rasgos adaptativos relacionados con el crecimiento (Esteban et al. 2010; Patsiou et al.
2020), la reproduccién (Climent et al. 2008) o el uso del recurso hidrico (Voltas et al. 2015). El pino
carrasco se considera como una especie tolerante a la sequia y su sistema radical relativamente
desarrollado y profundo estd relacionado con la capacidad de la especie para hacer frente a
temporadas de sequia prolongada (Voltas et al. 2015; Andivia et al. 2019), dado que una gran
inversion en raices a menudo se relaciona con una mayor supervivencia bajo estrés hidrico (Matias et
al. 2014).

En este trabajo aplicamos el GPR como herramienta de fenotipado para detectar raices en un
ensayo de procedencias de pino carrasco ubicado en Altura (Castellén), donde las poblaciones
evaluadas son representativas de la distribucion natural de la especie. Se analiz6 la relacion entre
morfologia de raices (didmetro, profundidad y abundancia) y altura de los arboles, para asi evaluar la
naturaleza de la diferenciacion intraespecifica en inversion en crecimiento subterrdneo respeto al
crecimiento aéreo. Ademas, con el fin de detectar mecanismos adaptativos se calcularon
correlaciones entre dichas relaciones y el clima en origen de las poblaciones. En particular, se
hipotetiz6 que el pino carrasco presenta variabilidad intraespecifica en inversidbn de raices con
respeto a su altura, y que las diferencias en asignacién de recursos a la parte subterranea o la parte
aérea del individuo estan relacionadas con el clima en origen de cada poblacion, reflejando asi un
mecanismo adaptativo asociado con el uso de recursos hidricos.

2. Objetivos

Los objetivos del presente estudio fueron: a) Examinar el uso del GPR como herramienta de
fenotipado de alto rendimiento con objeto de detectar diferencias genéticas en inversion en raices en
pino carrasco; b) Evaluar las posibles diferencias existentes entre inversién en crecimiento
subterraneo y en crecimiento aéreo a nivel intraespecifico en la especie; y ¢) Describir las relaciones
existentes entre la inversion relativa de recursos en el sistema radical del arbol y el clima en origen de
las poblaciones.

3. Metodologia

En este estudio se utilizaron 56 poblaciones de pino carrasco originarias de diferentes partes
de la cuenca mediterranea. Estas poblaciones son representativas de la mayor parte del rango de
distribucién actual de la especie (Fig. 1). En 1995 se recolectaron semillas de 20 a 30 individuos
adultos por poblacion espaciados al menos 100 m, y se sembraron en un vivero forestal al ano
siguiente. En 1997, se trasplantaron 896 plantulas de un ano (16 plantulas por poblacion) al sitio de
estudio (ensayo de procedencias), que se encuentra en Altura, provincia de Castellon (39°49'29"N,
00°34'22"W, 640 m sobre el nivel del mar).
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Figura 1. Origen geografico de 56 poblaciones de Pinus halepensis (puntos de colores) evaluadas en un ensayo genético
(estrella roja) ubicado en Altura (provincia de Castellon, Espana). La leyenda muestra los cédigos de ecotipos tal y como se
definen en la Tabla 1. El area verde representa la distribucion natural de P. halepensis segtin EUFORGEN
(http.//www.euforgen.org/species/pinus-halepensis/). Se incluye una foto aérea del ensayo genético. Los rectangulos
naranjas ejemplifican cuatro unidades experimentales compuestas por cuatro individuos, cada uno de los cuales pertenece
a la misma poblacién y se repite en cuatro bloques. Los triangulos morados indican la posicion de las 12 raices excavadas,
mientras que el rectangulo morado indica la seccién del perfil representada en la Fig.2c

El disefio experimental consistié en un diseno de filas y columnas latinizado con cuatro bloques
(John y Williams, 1998). El espaciamiento entre arboles consecutivos a distancias entre filas o
columnas fue de 2,5 m. Cada fila estaba compuesta por siete unidades experimentales o parcelas
formadas cada una por cuatro arboles de la misma procedencia. El disefo de fila-columna latinizado
permitié controlar de manera eficiente la variabilidad inherente dentro del sitio de ensayo, tal como
cambios sistematicos en la direccion de la columna o de la fila que se incorporaron en los modelos
matematicos ajustados. Las poblaciones fueron agrupadas en 16 regiones ecoldgicas de acuerdo al
trabajo de Climent et al. (2008). El sitio es representativo del clima medio del rango de distribucién de
la especie, con una temperatura media anual de 13,8°C y una precipitacion media anual de 468 mm
(Patsiou et al. 2020) (Tabla 1).

Se tomaron medidas de altura y didametro a 1,3 m en el ano 2013 para todos los arboles. Para
cada poblacioén, los datos climaticos en origen para el periodo 1970-2000 se obtuvieron de la base de
datos WorldClim (Fick e Hijmans, 2017) con una resolucion espacial de 1 km2. Se eligieron las
siguientes variables climaticas, basadas en estudios previos sobre los condicionantes climaticos de
variacion ecotipica en los pinos mediterraneos (Climent et al.2008; Tapias et al.2004): temperatura
media anual (MAT), rango diurno medio (MDR), rango anual de temperatura (TAR; Tmax-Tmin),
proporcion entre MDR y TAR (ISO), precipitacion media anual (MAP), precipitaciéon del trimestre mas
himedo (PQH), precipitacion del trimestre mas seco (PQS), y relacién precipitacién de verano respecto
a precipitacion anual (PsP).
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Tabla 1. Caracteristicas de las 56 poblaciones de pino carrasco agrupadas en 16 ecotipos (o regiones ecoldgicas) utilizadas
en este estudio.

Poblacion Ecotipo Pais | Altitud | MAT (°C) | MAP (mm) | PsP (%)
Cabanelles 1CAT | Espana | 258 14.6 720 22
Tivissa 1CAT | Espana | 336 14.8 587 21
Sant Salvador Guardiola 1CAT | Espana | 318 14.4 628 26
Zuera 2MO | Espana | 576 12 474 21
Valdeconcha 3ALC | Espana | 837 12.8 433 14
Alcantud 3ALC | Espafna | 1057 10.8 505 19
Colmenar de Oreja 3ALC | Espana | 692 13.7 433 11
Cirat 4AMS | Espana | 445 14.6 440 21
Tuéar 4MS | Espana | 729 13.2 424 20
Enguidanos 4MS | Espana | 990 11.9 485 19
Altura AMS | Espana | 662 13.1 546 16
Benicassim 4AMS | Espana | 468 13.8 472 21
Gilet 4MS | Espana | 152 13.1 462 17
Tibi 5LI Espana | 976 14.8 428 17
Villa de Ves 5LI Espana | 864 14.7 454 18
Jarafuel 5LI Espana | 563 15.2 386 17
Bicorp 5LI Espana | 587 14.7 523 21
Commercial Seed 5L Espana 16.6 451 20
Villajoyosa 6BS Espana | 126 17.7 422 15
Ricote 6BS Espana | 688 14.8 398 14
Monovar 6BS Espana | 820 14 467 15
Monovar 6BS Espana | 601 15.1 416 15
Paterna 6BS Espana | 1028 12.8 470 13
Abaran 6BS | Espana | 657 14.9 403 15
Quéntar 7BM | Espana | 1226 12.8 578 7
Benamaurel 7BM | Espana | 908 14.2 452 10
Vélez Blanco 7BM | Espana | 785 14.1 416 12
Santiago de la Espada 7BM | Espana | 842 14.1 432 11
Lorca 7BM | Espana | 831 14.1 427 13
Alhama de Murcia 7BM | Espana | 765 15 449 9

&2
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Quesada 7BM | Espana | 757 15.1 373 12
Lentergi 8SuU Espana | 363 16.7 378 4
Carratraca 8SuU Espana | 635 15.4 695
Frigiliana 8SU Espana | 595 15.7 456
Palma de Mallorca 9MA | Espana 32 16.7 563 14
Santanyi 9MA | Espana 19 16.8 568 14
Alcudia OMA | Espana | 185 15.7 704 15
Calvia O9MA | Espana | 243 15.8 526 17
Marcadal 10ME | Espana 85 16.6 613 15
Atalix 10ME | Espana 67 16.9 608 15
Cala d'Hort 11PY | Espana | 329 15.9 542 16
Ses Salines 11PY | Espana 10 17.5 443 16
Ses Salandres 11PY | Espana 65 17.1 467 17
Istaia-eyboia 12GR | Grecia 53 17.5 506 7
Amfilohia (likely seed orchard) | 12GR | Grecia 429 14.2 975 7
Tatoi-attica 12GR | Grecia | 253 16.3 552 7
Kassandra 12GR | Grecia | 402 14.4 510 13
Gemenos 13FR | Francia | 391 12.4 707 14
Litorale Tarantino 1417 Italia 204 15.2 551 14
Gargano Monte Pucci 141T ltalia 382 14.2 524 17
Gargano Marzini 141T ltalia 0 16.1 472 16
Thala 15TU | Tinez | 948 14.9 467 13
Tabarka 15TU | Tunez | 287 17.7 558 9
Valbuena de Duero 16MC | Espana | 825
Vega de Valdetronco 16MC | Espana | 820
Villavieja Tordesillas 16MC | Espana | 820

El Georadar (GPR) es un dispositivo de deteccidon geofisica que utiliza ondas electromagnéticas
para identificar anomalias subterraneas. Las senales parciales se reflejan mediante un cambio en el
dieléctrico. Los datos recolectados en tiempo real pueden manipularse para proporcionar una
estimacion del numero (frecuencia), profundidad y diametro de raices gruesas en el subsuelo (Barton
et al. 2004). Los registros de GPR se obtuvieron en un Unico dia a mediados de junio de 2015,
cuando los arboles tenian 19 anos de edad, y se estimé el nimero, la profundidad y el diametro de
las raices gruesas utilizando un GPR modelo MALA RAMAC X3M GPR (MALA Geoscience AB, Suecia)
equipado con una antena blindada de 800 MHz acoplada a un dispositivo mévil. Se utilizé esta
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antena en particular porque se ha demostrado que proporciona la mejor resolucion posible en suelos
calcareos (Rodriguez-Robles et al.2017), que son caracteristicos del sitio de estudio. En particular, se
pudieron identificar raices que alcanzaron una profundidad de ca. 0,9 m dentro de las fracturas
petrocalcicas debajo de la capa inferior del suelo de 40 cm, y raices con un diametro igual o superior
a 2 cm. Las mediciones de GPR se tomaron continuamente a lo largo de tres perfiles lineales (P41, P2,
P3) siguiendo la direccion de la columna del ensayo (Fig. 2a, b). Los perfiles se trazaron entre los dos
arboles centrales de cada unidad experimental, a una distancia de aproximadamente 0,30 m del
tronco principal de uno (P1) u otro arbol (P3), y también a medio camino (1,25 m) entre ambos
arboles (P2). Para asignar cada raiz detectada a una unidad experimental particular, la posicién de los
arboles a lo largo de cada perfil lineal se registr6 manualmente en el Monitor RAMAC XV
implementado en el GPR junto con las mediciones del GPR. Con esta informacion, los datos
relevantes pudieron recuperarse a nivel de parcela en el perfil (subseccion “Procesamiento de datos
GPR”) (Figura 2c).

Las raices gruesas se identificaron mediante hipérbolas en los radargramas. Los radargramas
se examinaron a través del software RadExplorer v1.42 (MALA Geoscience AB, Suecia), tras la
inspeccion visual de las hipérbolas ("datos manuales"), lo que permitié6 determinar tendencias en la
distribucién lineal de raices a lo largo de los perfiles lineales. En base a esta informacion preliminar,
se cred un segundo conjunto de datos en RadExplorer utilizando un procedimiento de deteccion
integrado a lo largo de las parcelas predefinidas (“datos automaticos”), que se sometié a un proceso
de eliminacion de ruido para corregir la posicion de los objetos (stolt Funcion de migracion FK) y las
bandas paralelas o de baja frecuencia (funcién de filtro de eliminacion de fondo) (ver Rodriguez-
Robles et al. 2017, para mas detalles). Este procedimiento no permitié una evaluacién caso por caso
de las hipérbolas; sin embargo, fue capaz de detectar un mayor nimero de raices, quedando libre de
la subjetividad de que adolece la inspeccion visual de los radargramas. Por tanto, fue el
procedimiento utilizado para los analisis, permitiendo una aproximaciéon mas robusta. El conjunto de
datos automatico se gener6 para tres sub-parcelas de diferentes tamanos, con diferentes longitudes
de 50, 100 y 250 cm (en adelante Sso, S100 Y S250 sub-parcelas, respectivamente; Figura 2d). Ademas
de los filtros de pre-procesamiento se realizd una calibracion in situ midiendo la profundidad y el
diametro de 12 raices gruesas. Las raices gruesas se excavaron debajo de los perfiles lineales (P1,
P2, P3) en diferentes unidades experimentales a lo largo del ensayo. A continuacién, la profundidad y
el didmetro de la raiz se estimaron mediante GPR a través del denominado "intervalo de tiempo entre
el cruce por cero" (Rodriguez-Robles et al. 2017; Guo et al. 2013a; Tanikawa et al. 2013). El intervalo
de tiempo entre el cruce por cero es el tiempo transcurrido entre la emision de la senal y el registro de
la antena blindada, que se ajusta manualmente al tiempo cero antes de procesar los datos para
establecer asi el instante en que la senal del radar es emitida por la antena. Se aplicdé una regresion
lineal entre el diametro de la raiz medido in situ y el intervalo de tiempo entre el cruce por cero, y la
ecuacion resultante se utilizd para la calibracion del diametro de la raiz (Rodriguez-Robles et al.2017).
Ademas, como validacién indirecta, comparamos la informacién obtenida a través de las mediciones
de GPR con estimaciones de la contribucion relativa de dos capas de suelo consecutivas (0-15 cm,
parte superior del suelo; 15-40 cm, parte inferior del suelo) a la cantidad total de agua absorbida por
las diferentes poblaciones, segln se infiere a través del analisis de la composicién isotépica (5180) del
agua del suelo y de la xilema en 2010 (datos obtenidos de Voltas et al. [2015]).

-
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Figura 2. a) Imagen aérea del sitio de estudio que ejemplifica los tres perfiles GPR geofisicos (P1, P2, P3) utilizados a nivel
de parcela siguiendo la direccion de la columna del ensayo genético de P. halepensis. Las mediciones se realizaron entre
los dos arboles centrales de cada parcela (unidad experimental). b) Vista detallada de los perfiles geofisicos de GPR: P1y
P3 estan a una distancia de fila de 0,30 m de uno u otro arbol central, mientras que la posicién de P2 esta a media
distancia (1,25 m) entre arboles centrales. ¢) Ejemplo de deteccion de raices a lo largo de una seccion de perfil lineal de la
prueba (marcada en la Figura S1) usando un radar de penetracion terrestre (GPR). El radargrama GPR se generd con una
antena blindada de 800 MHz y filtros de paso de banda para eliminar el ruido de baja y alta frecuencia (Rodriguez-Robles et
al. 2017). El panel superior muestra reflejos de forma hiperbédlicas que representan reflejos de raiz (hipérbola de color
plrpura oscuro). El panel inferior ilustra las raices detectadas a partir de las firmas de hipérbola (puntos grises), y las raices
adicionales medidas in situ con fines de calibracién se representan mediante puntos negros. d) Esquema (vista superior)
que muestra los perfiles geofisicos y las tres diferentes areas de sub-parcelas (“Sub-plot” Sso, S100, S250) evaluadas, donde
las sub-parcelas corresponden a distancias de columna de + 0.25 m, + 0.50 y + 1.25 m, respectivamente, de los dos
arboles centrales de una unidad experimental.

La definicion de un tamano de sub-parcela adecuado es importante para la deteccion 6ptima
de raices basada en GPR en ensayos experimentales. Si bien el uso de un tamano de sub-parcela
demasiado grande podria capturar las raices gruesas de los arboles de unidades experimentales
adyacentes, una sub-parcela demasiado pequena podria subestimar el nimero real de raices gruesas
de cada unidad. Para manejar este problema, se evalud la variabilidad en el nimero de raices
(frecuencia) en funcion de la distancia lineal desde el tronco a lo largo de los perfiles antes
mencionados. En general, se encontré un alto nimero de raices a distancias pequenas y medianas,
seguido de una disminucién progresiva en el nimero de raices y un aumento repentino después de
cierta distancia, lo que denota superposicién con raices de arboles vecinos (ver Resultados).

Para cada arbol se calcularon ratios entre los caracteres didametro, profundidad o frecuencia de
raices y la altura del arbol (denominados D:H, P:H, y F:H, respectivamente). A estos datos se les aplico
un analisis de la varianza (ANOVA), en la cual la sub-parcela definida como optima fue la que
maximizé el valor F para las diferencias de poblacion en los ANOVA para las diferentes ratios. El
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ANOVA incluy6 bloque, columna y poblacion como efectos fijos, mientras que la interaccion fila dentro
de bloque y columna por bloque se definieron como efectos aleatorios para capturar la variabilidad
sistematica del sitio del ensayo. Los ANOVA de efectos mixtos se ampliaron para testar la estructura
ecotipica en los caracteres de las raices. Las medias de minimos cuadrados de la poblacion (o
ecotipo) de D:H, P:H, y F:H se utilizaron para ajustar correlaciones en funcion de las condiciones
climaticas de cada poblacién (o ecotipo) en su origen. También se ajustaron correlaciones de los
caracteres de las raices en relacion a las distancias geograficas euclideas y las distancias climaticas
(o distancias de Gower) de cada poblacién (o ecotipo) desde el sitio del ensayo. Las distancias de
Gower indican diferencias entre entidades, en este caso diferencias climaticas entre poblaciones
(ecotipos) en el origen y en el sitio del ensayo, y se calcularon de acuerdo a Rutter y Fenster (2007):

p
Z |A-B]
i

i=1

GD=

Tl

Donde p es el nimero de variables climaticas, Ai y Bi son los valores de cada variable climatica (MAT,
TAR, MAP, PsP) en el sitio A (ensayo) y B (origen de poblacidon o ecotipo), y ri es el rango de cada
variable climatica en el conjunto de datos.

4, Resultados

Las mediciones manuales del didmetro de la raiz mostraron una correlacién positiva (r = 0,95; p
<0,001) con los registros de GPR. La profundidad de la raiz medida manualmente y estimada por GPR
también mostré una asociacion positiva (r = 0,98; p <0,001) (resultados no mostrados). Tras la
inspeccion visual de los radargramas, detectamos el mayor nimero de raices a distancias entre 10
cmy 50 cm de cada tronco a lo largo de la direccion de la columna, con una disminucién progresiva a
mayores distancias. Sin embargo, el nimero de raices detectadas aumentd nuevamente a partir de 1
m de distancia de cada arbol. Esta observacion sugiri6 que el GPR estaba detectando raices
correspondientes a arboles de unidades experimentales adyacentes para distancias superiores a 90
cm de cada arbol. Esto se confirmé mediante analisis de varianza llevados a cabo en el conjunto de
datos automatico para tres tamanos de sub-parcelas diferentes (Sso, S100, S250). En particular, los
resultados mostraron que el tamaino de la sub-parcela que maximizé la diferenciacién poblacional en
los caracteres de las raices fue Si00 (Tabla 2). Por tanto, los analisis posteriores se realizaron para
S100. A nivel de sub-parcela (S100), las estimaciones de GPR de caracteres de raices gruesas variaron
entre 3,0 cm y 5,0 cm (didmetro), entre 14,7 cm y 44,3 cm (profundidad) y entre 3 y 19 raices
(frecuencia).

La calibracién indirecta con los registros de is6topos de agua de la xilema obtenidos en 2010
para el mismo ensayo mostré correlaciones negativas significativas entre el diametro o la profundidad
de la raiz gruesa y el 5180 del agua de la xilema a principios de otoino (r = 0,62, p <0,001y r = 0,50, p
<0,001, respectivamente), pero no en verano (mediados de julio) (p> 0,10). Sin embargo, esta
asociacion no fue significativa para la frecuencia de las raices.

Tabla 2. Analisis del modelo de efectos mixtos de la varianza para las ratios entre diametro de la raiz, profundidad de la raiz
o frecuencia de la raiz (nimero de raices) y altura (D:H; P:H; F:H; respectivamente) de 56 poblaciones de pino carrasco
clasificadas en 16 ecotipos evaluados en un ensayo genético en Altura (Espana). Los datos se refieren a la sub-parcela Sioo.
Solo se muestran los efectos fijos.

D:H P:H F:H
Df DfDen FRatio| P>F | DfDen | FRatio | P>F | DfDen | FRatio | P>F
0.61
Bloque 2 7.55 2.696 | 0.131 9.8 0.508 7 8.595 | 2.959 | 0.105
Columna 6 11.94 3.625 | 0.028 | 12.73 | 1.989 | 0.14 | 12.06 | 1.600 | 0.229
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2
<0.00 0.02

Poblacion [Pop] 55 87.23 2.162 1 91.54 | 1.584 6 89.84 | 1.709 | 0.012
0.61

Bloque 2 7.55 2.696 | 0.131 9.8 0.508 7 8.595 | 2.959 | 0.105
0.14

Columna 6 11.94 3.625 | 0.028 | 12.73 | 1.989 2 12.06 | 1.600 | 0.229
0.22

Pop (Ecotypo) 40 91.63 1.392 | 0.099 | 93.44 | 1.212 3 92,75 | 1.272 | 0.172

<0.00 0.00 <0.00

Ecotipo 15 96.05 3.953 1 94.48 | 2.647 2 94.94 | 2.879 1

Se observo diferenciacion significativa para las tres ratios examinados (D:H; P:H; F:H) tanto
entre poblaciones (p < 0,001, p = 0,023y p = 0,012, respectivamente) como ecotipos (p < 0,001, p =
0,002 y p < 0,001, respectivamente). Estos resultados sugirieron una marcada estructura ecotipica
(Tabla 2). Las ratios entre caracteres radicales y la altura del arbol se relacionaron con algunas
variables geograficas y climaticas en el origen de las poblaciones (Tabla 3). A nivel poblacional las tres
ratios analizadas presentaron una estructura geografica clara, presentando una correlacion negativa
significativa con la longitud y marginalmente significativa con la latitud (excepto P:H) (Tabla 3a; Figura
3a, ¢, d, e, f). Por otro lado, P:H resultd tener una correlacién significativa con la distancia geografica
(DGeo). Estos resultados sugirieron diferencias en la inversion a recursos subterraneos o aéreos entre
las poblaciones ubicadas cerca del sitio del ensayo (es decir, la distribucion mas occidental de pino
carrasco) y las de la cuenca del Mediterraneo oriental. Sin embargo, esta estructura geografica
desaparecié casi por completo al agrupar las poblaciones en ecotipos, donde solo F:H resultoé
significadamente correlacionada con la latitud (negativamente) (Fig. 3c) y la distancia de Gower
(positivamente), lo que indicé que los ecotipos con clima mas similar al sitio del ensayo invirtieron
Menos recursos en raices (en términos de una menor abundancia de las mismas) (Tabla 3b).

A nivel poblacional las tres ratios analizadas mostraron dependencias positivas con el rango
diurno medio de temperatura (MDR), con el rango anual (TAR) (Fig. 3g, h, i), y con la proporcién entre
MDR y TAR (ISO), mientras que no presentaron relacién con la temperatura media anual (MAT) (Tabla
3a). La precipitacion anual (MAP) tampoco se relacioné con ninguna de las ratios, mientras que D:H
mostrd una correlacion negativa con el trimestre mas hiumedo y con el mas seco (marginalmente
significativa), asi como también F:H, que mostr6é el mismo tipo de asociacién con este Ultimo factor
climatico (Tabla 3a).

A nivel ecotipico las correlaciones entre las ratios analizados y el clima en origen siguieron un
patron similar al observado a nivel de poblacion, con la diferencia que P:H no resulté asociado a la
isotermalidad, pero si se mostr6 negativamente correlacionado con el trimestre mas humedo (Fig.
3k). Por otra parte, el trimestre mas seco no mostré relacién significativa con ninguno de las ratios
(Tabla 3b).

-
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Tabla 3. Coeficientes de correlacion (r) entre las ratios de caracteres de raices (diametro, profundidad, frecuencia) y altura del arbol (D:H; P:H y F:H; respectivamente) a nivel de
poblacion (a) y ecotipo (b) y varias variables ecogeograficas en origen de 53 poblaciones agrupadas en 15 ecotipos de pino carrasco (el ecotipo 16 corresponde a reforestaciones de
la Meseta Norte (Espafia) de origen geografico incierto y por lo tanto no ha sido incluido en el analisis). Las probabilidades comprendidas entre 0,10 y 0,05 se representan en
cursiva, mientras que las probabilidades significativas (<0,05) se muestran en negrita. DGower = distancia de Gower; DGeo = distancia geografica; MDR = rango de temperatura
diurno; ISO = isotermalidad; MAT = temperatura media anual; TAR = rango anual de temperatura; MAP = precipitacion media anual; PQH = precipitacion del trimestre mas humedo;
PQS = precipitacion del trimestre mas seco; PsP = relacion entre precipitacion de verano y precipitacion anual.

Poblaciones
Latitud Longitud | DGower DGeo MDR ISO MAT TAR MAP PQH PQS PsP
-0.28 -0.29 0.16 -0.19 0.42 0.30 -0.11 0.41 -0.21 -0.29 -0.27 0.08
(0.039) (0.034) (0.241) (0.153) | (0.002) | (0.029) | (0.447) | (0.002) | (0.130) | (0.033) | (0.054) | (0.545)
-0.19 -0.35 0.03 -0.31 0.40 0.35 -0.15 0.36 -0.16 -0.23 -0.12 -0.123
(0.167) (0.010) (0.815) (0.022) | (0.003) | (0.010) | (0.270) | (0.008) | (0.251) | (0.099) | (0.392) | (0.378)
-0.46 -0.31 0.15 -0.19 0.44 0.30 -0.16 0.44 -0.20 -0.20 -0.34 0.22
(<0.001) | (0.023) (0.273) (0.176) | (0.001) | (0.030) | (0.256) | (0.001) | (0.147) | (0.154) | (0.012) | (0.118)

Ecotipos

Latitud Longitud | DGower DGeo MDR ISO MAT TAR MAP PQH PQS PsP
-0.24 -0.34 0.22 -0.24 0.65 0.49 -0.35 0.64 -0.33 -0.58 -0.10 -0.06
(0.385) (0.220) (0.425) (0.384) | (0.009) | (0.063) | (0.201) | (0.010) | (0.230) | (0.024) | (0.724) | (0.828)
-0.18 -0.42 0.16 -0.43 0.54 0.43 -0.29 0.51 -0.33 -0.56 0.02 -0.349
(0.531) (0.116) (0.558) (0.113) | (0.040) | (0.114) | (0.290) | (0.050) | (0.232) | (0.030) | (0.938) | (0.203)
-0.57 -0.37 0.53 -0.23 0.63 0.57 0.010 0.57 -0.28 -0.46 -0.43 0.20
(0.028) (0.379) (0.041) (0.413) | (0.012) | (0.030) | (0.973) | (0.027) | (0.308) | (0.086) | (0.109) | (0.482)
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Figura 3. Correlaciones entre las ratios entre diametro, profundidad o frecuencia de raices y altura del arbol (D:H; P:H; F:H,
respectivamente). Los datos corresponden a 56 poblaciones de pino carrasco (puntos verdes) agrupadas en 16 ecotipos
(codigos) (los codigos se definen en la Tabla 1) analizados en un ensayo genético en Altura (Espana). Las correlaciones
significativas (p < 0,05) se indican con lineas continuas verdes (a nivel de poblacién) y negra (a nivel de ecotipo) y van
acompanadas del coeficiente de correlacion (r) y la probabilidad asociada (p), en verde (a nivel de poblacién,) y en negro (a
nivel de ecotipo).

5. Discusion

Este estudio ejemplifica el uso de dispositivos GPR como herramientas de fenotipado de alto
rendimiento para evaluar la diferenciacion intraespecifica en recursos asignados a raices respeto al
crecimiento aéreo, que se encuentra potencialmente relacionada con el uso del agua y las estrategias
de tolerancia a la sequia de los arboles forestales. Amplia el uso habitual del GPR para la deteccién
de raices de arboles en estudios ecoldgicos (Guo et al. 2013a). Mediante el uso de una antena de
800 MHz pudimos detectar 1.835 raices con diametros iguales o superiores a 2,2 cm a una
profundidad maxima de 88 cm para unos 330 arboles monitoreados en un ensayo de aprox. 0,8 ha.
La calibracion in situ proporcion6 evidencia directa de la idoneidad de las mediciones GPR para la
deteccion de raices. Una indicacion adicional (indirecta) del potencial del GPR para la deteccion de
raices fue la observacion de que la variabilidad detectada en los caracteres de las raices del pino
carrasco coincidia (al menos en parte) con la informacién derivada de los isétopos de agua en los
mismos arboles (Voltas et al., 2015). Sin embargo, debemos tener en cuenta que solo las
asociaciones que involucran a 6180 del agua de xilema de principios de otono fueron significativas,
mientras que no se detectaron relaciones relevantes con los registros del GPR en el pico del verano.
Esto sugiere que el gradiente electromagnético existente entre las raices y el suelo en el momento de
las mediciones de GPR (es decir, a mediados de junio) podria haber identificado mas raices que las
que absorben agua de manera efectiva durante la sequia aguda de verano. Para una especie
isohidrica como el pino carrasco, una fraccion de las raices gruesas podria haber permanecido en una
condicion quiescente durante el secado del suelo en verano como estrategia para evitar fallos
hidraulicos. Esta condicion podria ser el resultado de un desarrollo reversible de barreras de
transporte de agua como la suberina o la cutina, estimuladas por |la escasez de nutrientes y el estrés
por sequia (Vandeleur et al. 2008; Schreiber 2010; Barberon et al. 2016). Las raices también pueden
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estar sujetas a embolia estacional, ya que la cavitacion parcial en las raices es menos danina que los
fallos de la xilema del tronco porque las raices pueden recuperarse después de la sequia rellenando
el conducto embolizado (Domec et al. 2004). Los cambios en la turgencia y el reemplazo de las raices
son algunas de las consecuencias predominantes de la elevada temperatura del suelo y el estrés por
déficit de agua en las plantas (Brunner et al.2015, Gill y Jackson 2000), y ambos fenémenos han sido
ampliamente descritos para el caso de raices finas (Gill y Jackson 2000; Kitajima et al.2010;
Montagnoli et al.2019). Sin embargo, hasta el momento no hay evidencia de inactivacion de raices
gruesas en especies de arboles forestales. Esta posibilidad mereceria una investigacion detallada a
través de, por ejemplo, la evaluaciéon temporal de las senales del GPR tras cambios en el estado
hidrico del suelo durante la temporada de crecimiento.

Es conocido que la arquitectura del sistema radical varia entre los pinos ibéricos, y las especies
de montana (ej., P. sylvestris) suelen presentar raices mas superficiales que las especies tipicas del
Mediterraneo (ej., P. pinaster, P. halepensis) (Andivia et al.2019). Esta variabilidad se correlaciona
con los nichos ecolégicos de las especies y la intensidad del estrés por sequia presente en sus
ambientes (Andivia et al. 2019). También es notorio que los arboles forestales asignan carbono
preferentemente al sistema radical como respuesta a la escasa disponibilidad de nutrientes
(Hermans et al. 2006; Vicca et al. 2012), que precede a la sintesis de metabolitos secundarios
(Prescott et al. 2020). Sin embargo, todavia existe una falta de informacién sobre la variabilidad de
los rasgos funcionales de las raices a nivel intraespecifico (Kirfel et al. 2017), asi como en la
comprensién de las compensaciones entre la asignacion de recursos a partes subterraneas y aéreas y
las posibles relaciones existentes entre dichos rasgos y el clima en origen. El objetivo principal de este
estudio fue llenar este vacio de conocimiento para una especie forestal de gran importancia ecolégica
y, en particular, caracterizar patrones intraespecificos de asignacién a caracteres de raices gruesas
potencialmente relacionados con diferentes estrategias de crecimiento y de uso de agua en el pino
carrasco.

Se encontré diferenciacion poblacional para las ratios entre diversos caracteres de raiz y la
altura del individuo, que se estructurd geograficamente siguiendo un patron ecotipico. Estos patrones
se han observado previamente en pino carrasco para rasgos relacionados con el balance hidrico del
arbol, como la eficiencia en el uso del agua (Voltas et al. 2008), la transpiracion (Santini et al. 2019b)
y el uso de diferentes fuentes de agua (Voltas et al. .2015). En particular nuestros resultados
mostraron que las poblaciones procedentes de ambientes generalmente mésicos, que tienen alto
potencial de crecimiento (Voltas et al. 2018; Patsiou et al. 2020), asignan los recursos
preferiblemente a parte aérea y en menor medida a raices, como lo ejemplifican las poblaciones de
los ecotipos 12GR y 14T, que presentaron las ratios menores para los tres rasgos de raiz analizados y
gue proceden de la cuenca centro-oriental mediterranea. Estos ecotipos experimentan condiciones
climaticas suaves en origen (MAP> 500 mm) y se sabe que exhiben una plasticidad de crecimiento en
altura mayor en comparacion con ecotipos xéricos bajo gradientes de disponibilidad de agua (Patsiou
et al. 2020). Nuestros resultados también destacaron la existencia de compensaciéon entre
crecimiento aéreo y desarrollo radicular, sugiriendo que la asignacién a raices (diametro, profundidad
y frecuencia) disminuye respeto a la asignacion a crecimiento aéreo a lo largo de una clina
longitudinal hacia el este y latitudinal hacia el norte en las poblaciones de pino carrasco. Estos
resultados concuerdan con resultados previos que informan de otros patrones de asignacion de
recursos en pino carrasco, y que mostraron disminuciones en el esfuerzo reproductor (Climent et al.
2008) y la eficiencia del uso del agua (Voltas et al. 2018) en populaciones orientales de la especie.

La diferencia intraespecifica de las ratios entre diametro, profundidad o frecuencia de raices y
altura de los arboles (D:H, P:H, F:H, respectivamente) sugiere que existe una compensacion entre
desarrollo del sistema radical y de la parte aérea que presenta una estructura geografica clara. Esto
puede estar relacionado con la existencia de diferentes estrategias de adaptacion que se hacen
evidentes en una serie de rasgos de historia vital y sus posibles compensaciones, ademas de las
caracteristicas propias de la raiz. Ello permitiria a la especie hacer frente a las condiciones ecolégicas
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diversas propias de su rango de distribucion, de acuerdo a la modulacion ejercida por estreses
(sequias, bajas temperaturas, plagas) y perturbaciones (incendios).

Resulta curioso que la relacion entre el rango anual de temperaturas (TAR) y las ratios
analizados mostré un patrén inverso al de la latitud de las poblaciones. De todos modos, el rango de
latitud representado en las poblaciones no fue tan extenso como para encontrar diferencias
relevantes en la TAR que reflejasen un patrén latitudinal. Efectivamente, la variacion en TAR se debe
mayoritariamente a las poblaciones originarias de Tunez y del interior de la Peninsula Ibérica, donde
los valores superan los 30°C. Ademas, nuestro estudio ha mostrado la existencia de relaciones
negativas entre D:H, P:H y el trimestre mas humedo. Este resultado también sugiere que la existencia
de compensaciones entre reproduccion, defensa y crecimiento vegetativo en el pino carrasco (Climent
et al. 2008; Santini et al. 2019a; Voltas et al. 2008) pueden implicar una disminucion de la
asignacion al crecimiento aéreo en beneficio del sistema radical del individuo (mayor diametro y
profundidad) en habitats con escasez de precipitaciones en la época mas humeda del ano.

6. Conclusiones

Este estudio proporciona una nueva aproximacion al analisis de la variabilidad intraespecifica
en las caracteristicas del sistema radical de las especies forestales utilizando el GPR como método de
fenotipado de alto rendimiento. Observamos diferenciacion intraespecifica en la ratio entre caracteres
de la raiz (diametro, profundidad y frecuencia) y altura en pino carrasco, que sigue patrones
geograficos de este a oeste y de norte a sur (frecuencia de la raiz). Se encontré que procedencias
originarias de condiciones xéricas exhiben una mayor asignacién a raices en relacién al crecimiento
aéreo. Esta observacion se atribuye a la existencia de diferentes estrategias adaptativas bajo
diferentes condiciones ambientales para la especie, lo que probablemente conduce a
compensaciones en el uso de recursos. Ademas, este resultado puede estar relacionado con la
existencia de un alto potencial de crecimiento de las procedencias de origen mésico, que asignan los
recursos mayormente a la parte aérea en relacion a su sistema radical. En este sentido, nuestro
trabajo contribuye a desentranar la complejidad evolutiva de una conifera de elevada importancia
ecolégica en la cuenca mediterranea.

El GPR ha sido reconocidos como una herramienta indirecta suficientemente precisa para
estimar la frecuencia de raices gruesas (Butnor et al. 2003; Hirano et al. 2009, Hirano et al. 2012;
Guo et al. 2013a), pero a pesar de su alta capacidad de deteccion y evaluacion no destructiva de las
caracteristicas de las raices, no esta exento de limitaciones técnicas para los estudios de fenotipado
de arboles. Estas limitaciones estan relacionadas sobre todo con la posicién potencialmente solapada
de las raices y las condiciones de humedad del suelo (Hirano et al. 2009; Butnor et al. 2016;
Rodriguez-Robles et al 2017). En este sentido, nuestra campana de campo se centré en un periodo
de plena actividad vegetativa de los arboles, evitando asi valores extremos de humedad del suelo. En
futuros estudios seria interesante utilizar el GPR en diferentes periodos estacionales para
comprender cémo varia su capacidad de deteccion bajo gradientes electromagnéticos contrastados
entre las raices y el propio suelo.
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