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Resumen

La diversidad genética ha adquirido gran importancia para la mejora genética forestal como el mejor
indicador de la resiliencia sensu lato, dada la correlacion entre ambas variables. En este estudio
hemos analizado 62 arboles plus del Huerto Semillero de pino radiata de Neiker y 44 parcelas del
Inventario Forestal Nacional 2017. La diversidad genética se ha medido con 18 marcadores neutrales
bien distribuidos en el genoma. Los resultados indican que todos los arboles analizados tienen un
mismo origen genético, probablemente la procedencia de Ano Nuevo. El coeficiente de parentesco
muestra variaciones importantes entre los arboles plus del Huerto Semillero, permitiendo disenar
cruzamientos dirigidos para evitar problemas como la depresion endogamica. En lo que respecta a las
parcelas de inventario, tanto los valores de heterocigosidad como los de riqueza alélica son bajos. Sin
embargo, hemos detectado un gradiente de riqueza alélica, con valores mas altos en el Oeste de la
Cornisa Cantabrica. Dadas las expectativas de cambio climatico, es posible que la diversidad genética
necesaria para la adaptacion de esta especie (resiliencia) deba basarse en genes que podrian
encontrarse en el resto de procedencias originales de pino radiata, sin que pueda descartarse la
necesidad de utilizar hibridos inter-especificos y/o herramientas biotecnolégicas.
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1. Introduccion

La superficie forestal en Espana es la segunda mayor de toda Europa solo por detras de Suecia
con aproximadamente 27,5 Mha (Sociedad Espanola De Ciencias Forestales 2010), lo cual supone
alrededor de un 55% de la superficie total y la tercera mayor en 2009 (18,3 Mha) en cuanto a
superficie arbolada por detras de Suecia y Finlandia. Ademas, es el pais en Europa con mayor tasa de
crecimiento anual de superficie arbolada (2,19 %) (Sociedad Espanola De Ciencias Forestales 2010).
Estos datos permiten comprender la gran importancia del sector forestal en la economia espanola
qgue en 2016 pudo estimarse una facturacion de 20.000 millones de euros y mas de 200.000
empleos directos e indirectos (www.chainwood.eu). La industria maderera tiene gran influencia en ello
ya que solo en el Pais Vasco segln el inventario forestal de Euskadi de 2011 ascienden a 62,6
millones de m3 y un crecimiento anual estimado de 3,4 millones de m3/ano (Murua 2016). Una de las
especies mas importante en Espafna y en particular en la industria de la madera es Pinus radiata, que
ocupa 400000 ha, principalmente en el Pais Vasco (67%), Galicia (12%) y Asturias (11%)
(www.especiesforestales.com).

Para la supervivencia y desarrollo de este sector tan importante es necesaria una gestion
forestal sostenible que aborde cambios tales como la produccién de madera de mayor valor afadido y
la adaptacion al cambio climatico. Entre las previsiones se pueden destacar temperaturas mas
extremas, el aumento de las sequias, la desertizacion, olas de calor o inviernos mas duros (National
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Geographic 2017) que afectan directamente a la sostenibilidad de las explotaciones forestales de P.
radiata en Espana. A modo de ejemplo, informes nacionales del 2020 muestran como la temperatura
media de Espana se ha ido incrementando con el paso de los anos, hasta marcar maximos los anos
2017 y 2020 (desde que se contabiliza en 1961), 1 °C mas que el promedio anual entre el periodo de
referencia comprendido entre 1981 y 2010 (AEMET).

En el contexto de cambio climatico, las posibilidades de adaptacion tanto de las poblaciones
naturales como de los bosques plantados dependeran de su resiliencia, que desde una perspectiva
ecolégica se define como la capacidad de adaptacion de un ser vivo o de una poblacién frente a un
agente perturbador o un estado o situacion adversos. La diversidad genética entre individuos dentro
de una poblacién aporta las bases mecanicas necesarias para la plasticidad y la adaptabilidad, de
manera que un mayor nimero de genotipos (diversidad genética) se asocia con un abanico mayor de
respuestas funcionales (versatilidad fisiolégica), y por lo tanto una mayor probabilidad de que una
poblacién resista o se recupere de una perturbacion (Hughes et al. 2004, Reusch et al. 2005, He et
al. 2021), producida por ejemplo por el cambio climatico. Esta afirmacién, que hasta hace poco
tiempo era un simple fundamento teérico se ha podido confirmar recientemente al demostrar como la
diversidad genética estaba correlacionada con la respuesta de los bosques de algas a las olas de
calor marinas (Weinberg et al. 2018).

La procedencia natural del pino radiata es una pequefna area de California (procedencias de
Ano Nuevo, Monterey, Cambria e Isla de Cedros) y la pequena isla de Guadalupe perteneciente a
Mexico (Ledig et al. 1998), aunque su extension actual es mucho mayor debido a las plantaciones en
Europa, Nueva Zelanda, Australia, Sudafrica y Sudamérica. A pesar del desconocimiento de su origen
en Espana existen datos que sugieren que todas las plantaciones de P. radiata en el Pais Vasco
pertenecen a la procedencia de Ano Nuevo (Espinel et al. 1995), A pesar de que estas poblaciones
han respondido favorablemente ante la seleccion para caracteres de crecimiento, su capacidad para
adaptarse al cambio climatico puede verse gravemente afectada si la diversidad genética es baja.
Ante esta situacion y con vistas a anticiparse a unas futuras condiciones inciertas es necesario un
estudio de caracterizacion genética para poder valorar la adaptabilidad de la especie en el norte de
Espana al cambio climatico.

2. Objetivos

Nuestro objetivo principal es intentar que los arboles seleccionados del programa de mejora
genética de pino radiata de Neiker (progenitores) contengan suficiente diversidad para asegurar la
adaptacion de las progenies a las condiciones ambientales previstas por el cambio climatico. Dentro
de este marco general, en el presente estudio hemos caracterizado la diversidad genética de las
poblaciones de pino radiata de la Cornisa Cantabrica. Nuestra hipdtesis es que, si la diversidad
genética y la diferenciacion son altas, podemos contar con el material genético necesario para
incrementar la resiliencia en los programas de mejora genética de pino radiata (NEIKER y CIF
Lourizan). Por el contrario, si la diversidad genética y la diferenciacion son bajas, este incremento de
resiliencia deberia proceder bien de otras procedencias originales de pino radiata, bien de alguno de
sus posibles hibridos interspecificos o bien de cambios producidos con herramientas biotecnolégicas
(e.j., CRISPR-CAS9).

3. Metodologia
3.1 Material vegetal
El material vegetal (aciculas) se recogi6 por el personal de IFN 2017, en las parcelas de

inventario de pino radiata en la Cornisa Cantabrica. En total, se analizaron 44 parcelas
correspondientes a Asturias (9), Cantabria (9), Bizkaia (10), Gipuzkoa (10) y Araba (6). En cada
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parcela se muestrearon aciculas de 24 arboles que se guardaron en bolsas de plastico con cierre zip-
lock en las que se habia introducido un punado de silica gel. Las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta su recepcion en NEIKER, donde se liofilizaron y se conservaron a -20°C
hasta su utilizaciébn para la extraccion de ADN. Noétese que las muestras no corresponden
estrictamente a los arboles de las parcelas del IFN (en muchos casos la parcela contenia menos
arboles y en otros las aciculas estaban demasiado altas), sino que proceden de arboles de la misma
plantacidén que tenian aciculas facilmente accesibles.

Por otra parte, NEIKER recogi6 aciculas de 62 arboles plus del Huerto Semillero (HS) del
programa de mejora genética de pino radiata, conservandolas en las mismas condiciones que el resto
de muestras.

3.2 Genotipado

Se extrajo el ADN de las aciculas proporcionadas mediante el kit de extraccion innuPREP Plant
DNA Kit y se siguio el protocolo 1 de las instrucciones del fabricante, triturando 50 mg de biomasa
con la ayuda de un moledor mecanico. La ausencia de contaminantes en el ADN se comprobd
mediante los ratios de absorbancias 260/280 y 260/230 en un Nanodrop. Cuando dichos ratios se
encontraban entre los valores adecuados (1,8-2 y >1 respectivamente) se obtuvieron las lecturas de
concentracion del ADN. Los ADNs concentrados se guardaron a -20°C hasta su uso en diluciones a
5ng/uL y conservacion a 4°C

Para el genotipado, se llevé a cabo una primera seleccion de 24 SSRs de secuencias
gendémicas de P. radiata y P. taeda a partir del mapa genético de P. taeda (Echt et al. 2011) que
incluian marcadores tanto del propio estudio como de anteriores (Auckland et al. 2002 y Chagne et al.
2004). La seleccion se basé en la inclusion de dos marcadores por cada uno de los 12 grupos de
ligamiento (GL), lo mas alejado posible entre ellos, con el objetivo de obtener una representacion del
genoma lo mas completa posible. Los SSRs seleccionaros se probaron en una muestra de 16 arboles,
variandose las condiciones de PCR hasta obtener perfiles claros que permitieran asignar
inequivocamente los alelos a los diferentes loci. Se realizé una segunda seleccién de 12 marcadores
pertenecientes a los GL cuyos SSRs no pudieron amplificarse y resolverse de manera satisfactoria o
no mostraron polimorfismo. Al final, el estudio se llevo a cabo con 18 SSRs (Tabla 1), de los cuales 11
provenian de secuencias genémicas de P. taeda y 7 de P. radiata). Las PCRs se llevaron a cabo con
0,5 U de Tag polimerasa (KAPA Taq), 1X tampén de amplificacion 0,8 uM de dNTPs de Invitrogen,
cebadores y MgClz en las cantidades indica en la tabla 1. Los ciclos empleados fueron los siguientes:
(1) fase inical de “touch down” (-0,7 °C/ciclo durante 5 ciclos) hasta alcanzar la temperatura de
anillamiento (Tabla 1); (2) 40 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 94 °C; (3)
anillamiento durante 30 segundos a la temperatura indicada; (4) una fase de extensién a 72 °C
durante 1 minuto; (5) una fase final y Gnica de extension adicional de 10 minutos a 72 °C. Las PCRs
se conservaron a 4 °C hasta su utilizacion (generalmente 1 o 2 dias después).

Tabla 1. Informacion de los marcadores SSR empleados.

SSRs LG TA [MgCI2] [Cebadores (F/R)] Referencia
NZPR0943 1 60,5 °C 2,5 uM 0.1 uMm Echtetal. 2011
PtRIP_0211 1 57.0°C 2.5 uM 0,2 uM Echtetal. 2011

PtTX2094 2 55,0 °C 1,5 uM 0,2 uM Auckland et al.
(2002)

PtSIFG_1207 2 55,0 °C 2,5 uM 0,2 uM Echtetal. 2011

NZPR0O473 3 50,5 °C 1,5 uM 0,2 uM Echtetal. 2011

-
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PtRIP_0179 3 60,5 °C 2,5uM 0,2 uM Echt et al. 2011
NZPR0413 4 55,0°C 1,5 uM 0,2 uM Chagne et al.
(2004)
NZPR0O206 5 56,5 °C 2,5uM 0,1 uM Echt etal. 2011
PtRIP_0960 6 55,0 °C 1,5 uM 0,2 uM Echt etal. 2011
PtSIFG_1005 7 55,0 °C 1,5 uM 0,2 uM Echt etal. 2011
PtRIP_0689 8 55,0 °C 1,5 yM 0,2 uM Echt etal. 2011
PtRIP_0658 8 58,0 °C 1,5 uM 0,2 uM Echt etal. 2011
NZPR1004 9 57,00°C 1,5 uM 0,1 uM Echt etal. 2011
PtSIFG_0408 9 55,0 °C 1,5 uM 0,2 uM Echt etal. 2011
PtRIP_0255 10 55,0 °C 1,5 uM 0,2 uM Echt etal. 2011
NZPR0O599 11 60,5 °C 2,5 uM 0,2 uM Echt et al. 2011
NZPR0O274 12 55,0 °C 2,5 uM 0,2 uM Echt etal. 2011
PtRIP_9138 12 53,5°C 2,5 uM 0,2 uM Echt etal. 2011

La separacion de los fragmentos de PCR se llevo a cabo mediante electroforesis capilar en un
secuenciador Applied Biosystems 3500. Los tamanos crudos de los alelos se obtuvieron con el
software GeneMapperd version 5 (Applied Biosystems™) y el binado se realiz6 con el paquete de R
MsatAllele (Alberto 2009).

3.3 Analisis
3.3.1 Diferencias entre marcadores

Las diferencias entre los marcadores empleados en este estudio se analizaron mediante 3
parametros: (1) datos perdidos, (2), heterocigosidad (Nei, 1987) y (3) Riqueza Alélica (RA), estimada
mediante el nimero de alelos esperados (Mousadik & Petit 1996). El anédlisis de datos perdidos se
llevé a cabo obteniendo el porcentaje de la totalidad de las muestras (44 parcelas IFN + Huerto
Semillero). La heterocigosidad de los marcadores fue medida con el programa Arlequin v3.5.2.2
(Excoffier & Lischer 2010) mientras que la RA fue estimada del paquete de R PopGenReport
(Adamack & Gruber 2014).Tanto la heterocigosidad como la RA se analizaron con las 44 poblaciones
del IFN que se emplearian posteriormente en el analisis de poblaciones. Dado que para los analisis
de heterocigosidad se fij6 un maximo de 10 % de datos perdidos por locus y en la RA no es posible
llevar a cabo el céalculo cuando existen poblaciones sin datos para algin locus el nimero (til de
marcadores (loci usables) se redujo. En concreto se emplearon 13 marcadores SSR para el analisis
de heterocigosidad (ya que 5 marcadores superaban el 10 % de datos perdidos) y 17 para la RA (1
SSR no contenia datos para varias poblaciones del IFN).

3.3.2 Estructura Genética de las Poblaciones

Las relaciones genéticas entre poblaciones del IFN se analizaron con el método de
clusterizacion Bayesiano de Structure v2.3.4 (Pritchard et al. 2010, Falush et al. 2003) y con la
libreria de R rmaverick (Verity & Nichols 2016) aplicando los datos del genotipado de los 18 SSRs. Los
modelos testados con Structure fueron “admixture” (en el que pueden existir individuos hibridos
sensu lato) con frecuencias alélicas correlacionadas tanto cuando Fsr se asume igual entre
poblaciones como diferente. Para cada valor de K=1-5 (himero de poblaciones) se obtuvieron 5
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réplicas a partir de una fase de “burn-in” de 1x10°% iteraciones seguidas de 2,5x105 iteraciones
finales. Los resultados de las simulaciones se analizaron con el programa Structure Harvester (Earl
and vonHoldt 2012).

rmaverick esta basado en los mismos modelos que Structure, pero la eleccién del ndmero de
poblaciones se lleva a cabo mediante un método bayesiano muy apropiado para el modelo
matematico subyacente (integracion termodinamica). Gracias a ello, rmaverick permite distinguir
entre los casos de K=1 y K=2. El analisis se corrié no solo con el modelo “admixture” sino también
con el modelo “no admixture” (en el que las poblaciones se mantienen completamente aisladas) con
2x106 iteraciones “burn-in” para el modelo “admixture” y 1x106 iteraciones para el modelo “no-
admixture”, seguido en ambos modelos de 2x10°5 iteraciones “sampling”. Este analisis fue llevado a
cabo sobre las 44 parcelas del IFN.

3.3.3 Diversidad y Diferenciacion Genéticas de las poblaciones del IFN

Los SSRs permiten ademas medir la diversidad genética mediante los dos parametros antes
mencionados (heterocigosidad y RA). Esta tarea se llevo a cabo con PopGenReport, empleando las 44
poblaciones del IFN y los 13 marcadores utilizables para la heterocigosidad y 17 para la RA. La
diferenciacion genética que fue analizada en las 44 poblaciones del IFN, asi como en el Huerto
Semillero fue estimada a partir del método de ndmero diferente de alelos de Arlequin (Excoffier and
Lischer 2010) conveniente cuando las poblaciones a analizar no son naturales. En este caso el
nimero usable de loci fueron 13 por el mismo motivo que la heterocigosidad. Los mapas de
diversidad y diferenciacion genética se realizaron con el paquete de R ggplot2 (Wickham 2016). Para
la mejor visualizacion de los datos de riqueza alélica se realizd una interpolacion geoestadistica de
puntos intermedios. Esta interpolacion, conocida como “Krigging”, se calculé con el paquete de R
auto-map (Hiemstra et al. 2009).

3.3.4 Parentesco entre los arboles 'plus’

Las relaciones de parentesco entre los arboles “plus” del programa de mejora genética de pino
radiata de Neiker se estimaron con el programa SPAGeDi v1.5d (Hardy & Vekemans 2002), utilizando
el coeficiente de parentesco de J. Nason, al que se hace referencia en Losielle et al., 1995. Para ello
se emplearon 16 de los 18 marcadores SSR ya que 2 de ellos no contenian datos para ningln arbol
del Huerto Semillero. El coeficiente de parentesco (F) se define como la probabilidad de identidad por
descendencia de alelos homdlogos (Ritland 1996). Sin embargo, los estimadores basados en
marcadores genéticos realmente estiman un “parentesco relativo” que se puede definir como los
cocientes de diferencias de probabilidades de identidad (Rousset 2002, Vekemans & Hardy 2004).
Por lo tanto, generalmente no es correcto equiparar este tipo de coeficientes con la probabilidad de
identidad por descendencia. En el caso de dos individuos i y j el coeficiente de parentesco se puede
definir como Fij=(Qij-Qm)/(1-Qm), donde Qij es la probabilidad de identidad de copias de genes
aleatorios de iy j, y Qm es la media de probabilidades de identidad para las copias de genes que
provienen de individuos aleatorios de la muestra (o la poblacion de referencia).

4. Resultados
4.1 Caracterizacién de los marcadores SSR

La figura 1 muestra la caracterizacion de los marcadores SSR empleados en el estudio. En los
datos perdidos (Figura l1a), contabilizados en los 18 marcadores, se observa un grupo de 10 SSRs
gue contienen una cantidad baja (menor del 4%), otro grupo con una cantidad moderada (entre el 6 y

el 10%) y un grupo final de 5 marcadores con una gran cantidad de datos perdidos (mayor del 10 %).
Son estos 5 marcadores precisamente los que se descartan a la hora de llevar a cabo los analisis de
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heterocigosidad por superar esa cantidad. Los 13 marcadores restantes para el analisis (Figura 1c)
muestran un alto grado de variabilidad (0,22-0,86). En cuanto a la RA uno de los marcadores carece
de datos para ciertas poblaciones del IFN, por lo que no es aplicable en este analisis. La RA analizada
en los 17 loci validos restantes (Figura 1d), también muestran cierto grado de variabilidad (1,93-
12,46). Tanto heterocigosidad como riqueza alélica, cuya desviacion estandar ronda en ambos casos
el 50% respecto a la media, distribuyen su variabilidad entre loci de manera gradual, por lo que no se
distinguen grupos marcados de SSR para estos parametros (Figuras 1b y c). Finalmente, se puede
apreciar una correlacion positiva significativa entre heterocigosidad y RA para los 13 marcadores
comunes aplicables (Figura 1b).
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4.2 Estructura genética

El analisis de los resultados de Structure con Structure Harvester indica que Delta K alcanza su
valor maximo para K=3 (Figura 2a) en el modelo de admixture con frecuencias alélicas correlacionada
(tanto cuando Fst se asume igual entre poblaciones como diferente). Sin embargo, los graficos de
composicion genética de cada individuo indican que tanto para K=3 como para K=2 todos los
individuos muestran niveles intermedios de admixture (Figura 2b), sin que existan individuos “puros”
de ningln grupo. Esto hace sospechar que la estructura genética real es K=1, es decir, todas las
muestras pertenecen al mismo pool genético, la misma poblacion.

Los resultados obtenidos con rmaverick confirman esta hipétesis, indicando una probabilidad
posterior cercana a 1 para el caso K=1y probabilidades posteriores practicamente nulas para el resto
de casos, tanto para el modelo con admixture como para el modelo sin admixture (Figura 2c,d,e,f.).
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Figura 2. Probabilidad de niimero de poblaciones a las que pertenece el Pino radiata en el norte de Espana segun Structure
(a), gréfico de composicion genética para 3 poblaciones de Structure, probabilidad del nimero de poblaciones segun
rmaverick para los modelos “admixture” (c) y “no admixture” (d) y logaritmo de la probabilidad para “admixture” (e) y “no
admixture” (f).

4.3 Diversidad y diferenciacion genética de las poblaciones

Los valores de heterocigosidad observada y heterocigosidad esperada fueron bastante bajos y
de magnitudes similares en todas las poblaciones analizadas (Figura 3a). El analisis de la distribucion
espacial de la heterocigosidad no permite obtener conclusiones al respecto. Aunque se pueda
apreciar timidamente un grado mayor de heterocigosidad hacia el oeste no existe correlacion
significativa entre dicha variable y longitud (Figura 4a).

-
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Los valores de riqueza alélica se comportaron de manera similar a los de la heterocigosidad,
pero en este caso la tendencia a una mayor riqueza alélica en las poblaciones del Oeste de la Cornisa
Cantabrica es mas robusta. Esta relacion espacial es mas clara tras la interpolacion geoestadistica de
los puntos restantes de la zona norte de Espana (Figura 3b), que se ha comprobado que es
estadisticamente significativa como se puede apreciar en la correlacion entre longitud y RA (Figura
4b).

En cuanto a la diferenciacion genética, se llevé a cabo mediante el método de nlimero diferente
de alelos de Arlequin. Los resultados indican que la gran mayoria de las poblaciones no son
significativamente diferentes. Sin embargo, existen 5 poblaciones diferenciadas significativamente al
menos con el 90% del resto de las parcelas del IFN, todas ellas en el Pais Vasco (Figura 3c). El Huerto
Semillero también mostrd diferenciacion con la totalidad de las poblaciones del norte de Espana
analizadas.
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Figura 4. Correlacion de heterocigosidad (a) y riqueza alélica (b) a lo largo de la cornisa cantabrica.
4.4 Analisis de parentesco

El analisis de parentesco entre individuos se realizd Gnicamente entre los arboles que forman
parte del Huerto Semillero de Llodio (arboles plus del programa de mejora genética de Pino radiata de
Neiker) y se ha representado graficamente en la Figura 5. Los datos indican que mas de la mitad de
los arboles muestran un alto grado de parentesco. Sin embargo, también es posible observar la
existencia de dos grupos de individuos que parecen tener poca relacion genética con el resto (Figura
5, cuadrados oscuros en la parte superior e inferior de la figura). Nétese que tal y como se ha
indicado en la seccion de métodos, esta es una medida relativa, que puede cambiar con la
composicion de los arboles analizados.
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Figura 5. Heatmap de los coeficientes de parentescos de los arboles plus del Huerto Semillero. Nétese que el grafico es
simétrico y que los tonos blanquecinos indican mayor relacién que los tonos oscuros.

5. Discusion

En este estudio hemos analizado alrededor de 1100 arboles de la especie P. radiata,
procedentes de 44 plantaciones distribuidas en la Cornisa Cantabrica y del programa de mejora
genética de Neiker para esta especie. Los analisis se han realizado con 18 SSRs que han mostrado
un alto grado de variabilidad entre ellos. en los que se refiere a porcentaje de datos perdidos,
heterocigosidad y riqueza alélica. Los 18 marcadores fueron empleados para el analisis de estructura
genética, sin embargo, debido a los datos perdidos, 17 fueron aplicables al analisis de RA, 16 para el
analisis de parentesco, y 13 para los analisis de heterocigosidad y diferenciacion. Debido a la alta
variabilidad de los marcadores SSRs es probable que los resultados de heterocigosidad y riqueza
alélica pudieran cambiar si se utilizan otros SSRs con menores diferencias entre ellos. La
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representatividad del genoma mediante los marcadores SSRs, es de gran importancia para una
caracterizacion mas amplia del genoma. Inicialmente se pretendié que cada Grupo de Ligamiento
(GL) de P. radiata estuviera cubierto por dos marcadores SSR, lo mas alejado posible entre ellos. Sin
embargo, quedd patenté la dificultad de optimizacion de este tipo de marcadores al haber sido
posible emplear Gnicamente la mitad de los 36 que fueron testados. En cualquier caso, todos los GL
de P. radiata fueron representados al menos con un marcador, en algunos casos incluso con doble
represntacion, lo cual aunque da margen de mejora deberia proporcionar unos resultados robustos.

Los resultados de los analisis de estructura genética de las poblaciones sugieren que todas las
parcelas muestreadas pertenecen a una Unica unidad genética. Dado que las procedencias de pino
radiata pueden distinguirse facilmente utilizando marcadores moleculares (datos propios de 256
SNPs analizados en las procedencias de Ano Nuevo, Monterrey y Cambria) y dado que las
plantaciones del Pais Vasco pertenecen a la procedencia de Ano Nuevo (Espinel et al., 1995), los
resultados de nuestro estudio mostrarian que todo el material genético de pino radiata plantado en la
Cornisa Cantabrica es de la misma procedencia, en concreto de la procedencia de Aio Nuevo.

La relacion entre el grado de diversidad genética y la adaptabilidad de las especies y
poblaciones esta fuera de toda duda, con ejemplos variados tanto de especies con baja diversidad
genética y escasa adaptabilidad que incrementa el riesgo de extincion (ej., el guepardo Acinonyx
jubatus, O'Brien et al. 2017, como de especies con elevada diversidad genética y elevado grado de
adaptabilidad (ej., el arroz Oriza sativa, He et al. 2021). Nuestros resultados muestran que las
poblaciones/plantaciones cantabricas de pino radiata tienen una diversidad genética muy baja y
escasa diferenciacion entre poblaciones, en comparacion con otras especies de pinos (Wang & Hao
2010, Liu et al. 2016). Esto, sumado al Unico origen de P. radiata que podria existir en Espana
supone un riesgo no solo para continuar con la mejora de los caracteres tradicionales (crecimiento,
volumen), sino también para la resiliencia de las poblaciones actuales y de las proximas generaciones
de pino radiata que deberan adaptarse a las condiciones ambientales generadas por el cambio
climatico. En concreto en Espana parece que uno de los mayores cambios se esta dando en el
aumento de la temperatura media, que esta registrando los valores mas altos en los Ultimos anos
(AEMET), hecho que, ademas, esta afectando uniformemente en todos los territorios.

No es facil decidir si la diversidad genética observada sera suficiente para garantizar la
supervivencia de tales poblaciones en las condiciones ambientales futuras, pero el principio de
precaucién invita a tomar acciones para incrementar la diversidad genética de las poblaciones
actuales. Como primer paso, las poblaciones del Oeste de la Cornisa Cantabrica parecen presentar
una mayor riqueza alélica que las del Este, ademas de existir 5 poblaciones diferenciadas en el Pais
Vasco al resto de las de Espana, por lo que podrian utilizarse para incrementar la diversidad genética
de la poblaciébn de mejora. Sin embargo, no esta claro que esta diversidad sea suficiente para
incrementar la adaptabilidad y seria recomendable buscar nuevos genotipos entre el resto de
procedencias originales de la especie (fundamentalmente entre las procedencias de Guadalupe y
Cedros, las mas resilientes a condiciones de calor y sequia). Si el incremento de adaptabilidad no
fuera suficiente para sobrevivir a las condiciones ambientales esperadas, habria que pensar en
incorporar nueva diversidad mediante la utilizacion de hibridos inter-especificos (ej. P. radiata x P.
attenuata), tal y como ha ocurrido en el rescate de los castanos americanos con genes de castanos
asiaticos resistentes al tizon (The American Chestnut Foundation; https://acf.org/science-
strategies/tree-breeding/), o mediante herramientas biotecnologicas como CRISP/CAS9 (Oliva et al.
2019).

6. Conclusiones

Con este estudio se ha realizado una primera caracterizacién genética del pino radiata en
Espana. Se ha podido concluir que el pino radiata en la Cordillera Cantabrica muestra una
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uniformidad que seria compatible con un Unico origen en la procedencia de Ano Nuevo. La escasa
rigueza alélica, los bajos niveles de heterocigosidad y la pequena diferenciacion entre poblaciones
hacen temer por su capacidad adaptativa ante el cambio climatico. Estos problemas relacionados con
la resiliencia podrian abordarse mediante el empleo de cruzamientos dirigidos entre arboles poco
relacionados, pero el futuro de la especie en Espana puede necesitar la incorporacion de genes
procedentes de otros origenes (procedencias), la utilizacion de hibridos interespecificos y/o
soluciones biotecnolégicas. Sin duda, este estudio debe continuarse con ensayos de
campo/invernadero que reproduzcan las condiciones esperadas bajo el cambio climatico. La
informacién obtenida en este estudio sera de gran valor para la seleccion de los materiales a testar.
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