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1. INTRODUCCION

Este capitulo dividese en cinco apartados. No primeiro definimos a especie
obxeto de estudo e traballo, descricion, distribucién e importancia da mesma en Galicia.
Logo introduccimos o programa de mellora de Pinus pinaster na nosa comunidade. A
continuacion explicamos as técnicas de producciéon de planta, centrdndonos na
produccion por estaquillado. O estado actual da técnica de estaquillado en coniferas
detallase no cuarto apartado e por ultimo, no quinto apartado referimonos das

experiencias levadas a cabo asi como a stia importancia.

1.1. Pinus pinaster Ait.

Pinus pinaster Ait. é a especie forestal mais importante en Galicia, ocupando
unha superficie aproximada de 400.000 ha, cun incremento volumétrico anual
estimado de 3*10° m’/ano. Xunto co Eucalyptus globulus, supén a maioria da
produccion madeireira galega e unha boa parte da nacional. Esta especie de pino ocupa

case o 11% da superficie arborada espafiola.

1.1.1. CARACTERISTICAS XERAIS

Tratase dunha arbore que alcanza unha altura normalmente de 20 m inda que
pode cegar 6s 40 m. O seu porte ¢ bastante simétrico e regular 6 principio, perdendo
mais ou menos estes caracteres coa idade. A copa ¢ de forma piramidal inicialmente,
logo vélvese moi lobulada e confinada o tercio superior do fuste. Ramificacion pouco

densa con elementos erecto-patentes verticilados ata na madurez.

Ramifias de cor pardo-roxifio con escudetes grosos. Brotes roxifios mais ou
menos escuros segundo a fase de desenrolo. A cortiza € rugosa e escura nos primeiros
anos, agretandose profundamente co tempo 4 vez que aumenta en grosor orixinando un
conxunto de teselas irregulares de cor escura a pardo- roxiza separadas por fendas dun

ton amoratado.
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Posue pifias revoltas contra a base do ramillo, subsentadas de forma alongada,
duns 10-20 cm e con resina entre as escamas. As pifias maduran 6 cabo de dous anos,
son longas e estreitas (8-22 x 5-8 cm), simétricas, con escamas puntiagudas e

punzantes.

Os pifions tefien uns 8 mm de longo e ca 4 membranosa
articulada duns 3,5 cm. Florece entre marzo e maio.
Madura a finais do segundo veran e a diseminacion non
ten lugar ata a primavera do terceiro ano.Presenta unha
raiz pivotante que penetra profundamente no solo
acompafiada por gran numero de raices secundarias

laterais que conforman o sistema radicular mais potente

de todolos pino espafiois.
Figura 1 Copa, pifias e tronco de P. pinaster

1.1.2. AREA NATURAL E DISTRIBUCION

P. pinaster ¢ unha conifera natural da rexion mediterranea occidental e da
fachada atlantica do sureste europeo, € que constitie masas forestais en Francia,

Espafia, Portugal, Italia, Marrocos, Arxelia e Tunez.

Figura 2: Area ocupada polo P. pinaster. Escala rexional.
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En Espafia ¢ o pino que ocupa de forma natural maior superficie, sendo tamén
co que mais se repoboou. A escala rexional distinguense tres grupos claramente
diferenciados: grupo Noroeste, grupo Suroeste e grupo Este, concentrandose a maior
parte da diversidade nos dous ultimos. Existe unha gran diversidade xenética nas
poboacions proximas & costa Mediterranea, reducindose a mesma a medida que nos
aproximamos 6 Noroeste Peninsular. Dita estructura pode explicarse mediante a
existencia de refuxios glaciares en zonas proximas a costa (Rikly, 1943; Destremau et

al., 1982; Gonzalez Martinez, 2001).

A diversidade ecoloxica e o illamento entre as masas de P. pinaster deu lugar a
existencia de tres grandes grupos de razas xeograficas con distinto comportamento:
Atlantico, mediterraneo-europeo e maghrebi. En total diferenciaronse 18 razas
xeograficas dentro destes grupos, das cales seis estan representadas en Espafa con gran
variacion xenética entre as stias poboacions (Alia et al., 1996). Esta diversidade puxose

de manifesto nas distintas adaptacions.

A poboacion de P. pinaster en Galiza incliese dentro da procedencia atlantica
noroccidental (Alia et al., 1996), caracterizada polo seu bo crecemento, unha forma de
fuste intermedia (Alia et al., 2001) e unha diversidade xenética relativamente baixa

(Salvador et al., 2000).

Os primeiros ensaios realizados en Galicia con P. pinaster 1évanse a cabo en
1953 e 1954, da man de Fernando Molina, para estudar o comportamento das distintas
procedencias desta especie (Molina, 1965). O ensaio estableceuse na zona costeira de
Cuntis (Pontevedra) e ensaiaronse 24 procedencias. Os mellores resultados obtivéronse
para as razas locais, xunto co resto de procedencias atlanticas ensaiadas (Landas e

Leiria).

1.1.3. RELEVANCIA DA ESPECIE NA NOSA COMUNIDADE

En Galicia, onde recibe os nomes vulgares de pino galego, pifieiro do pais ou
pifieiro bravo, parece que estivo presente como especie natural, ainda que de forma

bastante puntual e asociado 0s areais costeiros. Pero sen dubida a gran expansion da
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sua area débese 4 accion do home, que empregou esta arbore en repoboacion dende o
século XVIII. Esas repoboacions foron realizadas polos mesmos campesifios, que
sementaban nas suas fincas semente procedente de Portugal, a miido mesturada con

cereal ou toxo.

No século XIX o pino pinaster esténdese por toda a Galicia costeira e polo

occidente asturiano, sempre en cotas baixas.

Xa no século XX son as administracions publicas as que, cos seus programas
de repoboacion, mais aumentan a superficie ocupada por esta especie. Conséguense
uns resultados desiguais en canto a calidade das masas, xa que en certos casos
empregouse en condicidons estacionais limite, ou ben partiuse de semente de orixe non
adecuado. A actividade silvicola desenrolada ligase a unha florecente industria de

aserrado, case sempre de caracter familiar.

Na actualidade, ¢ comparando os datos de superficie dados polos inventarios
forestais, apréciase unha reduccién das masas existentes. Isto débese sobre todo &
sustitucion polo eucalipto, especie que se prefire na zona costeira pola stia rapidez de
crecemento e que rexenerou con facilidade tralos incendios. Os propietarios privados

perderon en boa parte o seu interese por repoboar co pinaster.

Sen dubidar das excelentes aptitudes productivas do eucalipto e pino radiata,
cremos necesario facer as seguintes consideracions (Manual de Selvicultura do Pino

Pinaster):

1.- O pino galego ¢ unha arbore enormemente frugal que vive e medra sobre solos moi
someros, areosos € pouco fértiles, onde outras especies non serian unha alternativa

productiva.

2.- O pino galego resiste mais o frio cd eucalipto, podéndose empregar en

repoboacions a altitudes limitantes para este (500 - 800 metros).

3.- O pino pinaster ten facilidade para rexenerar de forma natural, polo que cos
coidados silvicolas necesarios poden aforrarse os costos de repoboacion trala corta

final.
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4.- A paisaxe costeira galega estivo caracterizada durante mais de 300 anos pola

presencia de pino do pais.

5.- As mellores calidades de pino galego costeiro ofrecen uns crecementos medios
maximos duns 20 m’/ha ano, con turnos de corta de 30 anos, o que indica a capacidade

productiva do noso pino.

1.2. PROGRAMA DE MELLORA DE P. pinaster EN GALICIA

En 1983 distinguense duas zonas de Mellora para o P. pinaster en Galicia:
Galicia costeira (Noroeste litoral 1a) e Galicia interior (Noroeste litoral 1b) (Bara &
Toval, 1983). O criterio de division foi altitudinal, mostrando as masas unha gran
diferenza en calidade e crecemento (Bara & Toval, 1983). A rexion costeira vai dende
o litoral ata os 600 m de altitude (Toval, 1987) e a interior por encima de dita cota. A
stia importancia relativa ¢ moi diferente, posto que mais do 96% das masas

encontranse por debaixo dos 800 m e mais do 60% ¢ inferior 6s 600 m.

1.2.1. PROGRAMA DE MELLORA PARA A ZONA COSTEIRA

En 1985 a Xunta de Galicia inicia o Plan de Mellora Xenética Forestal nesta
comunidade, incluindo un programa de mellora xenética para a zona costeira da
especie P. pinaster (Vega et al., 1989) empregando como poboacion de mellora
arbores superiores seleccionados nesta mesma rexion dados os bos resultados que
mostraron as razas locais nos ensaios de procedencia de Molina (1965). Como noutros
paises, os obxetivos da mellora enfocdronse fundamentalmente na mellora de
caracteristicas de crecemento, forma do fuste e ramosidade. A variabilidade deses

trazos € moi alta tanto dentro como entre poboacions.

En 1986 inicidronse as actividades de mellora sobre esta especie, coa seleccion
de 128 arbores plus (superioridade en crecemento, forma e ramosidade) na comarca

Costa Atlantica (Vega et al., 1993).
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As arbores superiores seleccionadas clondronse por inxerto e estableceuse en
1990 un horto sementeiro en Sergude e en 1998 outro en Monfero, ambos na provincia
de A Corufa, con 116 clons das 128 arbores plus, cuxo fin principal € a produccion de
semente de alta calidade xenética para a reforestacion na zona costeira de Galicia
(Merlo & Fernandez-Lopez, 2004). Para a avaliacion das seleccions instalaronse un
total de 17 ensaios de proxenie de polinizacién aberta, 12 na zona costeira e 5 na
interior. Sen embargo, diversos problemas relacionados co sistema de cultivo
empregado en viveiro, o desefio experimental ou a incidencia de incendios, pragas ou

enfermidades, impiden a utilizacion de todos eles.

A avaliacion destes ensaios de proxenie a distintas idades demostran a
superioridade do material de mellora respecto 6s testemufas comerciais (Vega et al.,
1997; Martins, 2005) e permitiu a estimacion de parametros xenéticos fundamentais
para cofiecer a estructura xenética da poboacion de mellora e con elo definir a
estratexia de mellora para a zona costeira (Zas et al., 2004; Martins, 2005; Merlo et al.,
2005).

1.2.2. PROGRAMA DE MELLORA PARA A ZONA INTERIOR

A pesar da importancia da especie na zona interior, o programa de mellora non
esta tan desenrolado. O contrario do que ocorre na zona costeira, na zona de interior
non existe unha poboacion silvestre de calidade. O aspecto xeral dos pifieiros de pino
pinaster ¢ ben distinto da paisaxe costeira: a ramosidade ¢ moito madis acusada, o
crecemento en altura ¢ en xeral inferior e as arbores tefien maiores porcentaxes de
cortiza e maiores didmetros. Isto ¢ debido a que aqui, a especie foi introducida 6 longo
do presente século, espazo de tempo en todo caso insuficiente para que se producira
unha adaptacion 4s condicidons ambientais desta zona. Outra causa da deficiente
calidade das masas do interior ¢ que dita introduccion producese a través de
repoboacions masivas levadas a cabo polo Estado, e nas que por mor de que a oferta de
semente non colmaba a demanda, procedeuse a repoboar con procedencias pouco

adecuadas para o sitio procedente da Meseta Central Castela (Alia et al.,1996).
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En base a esto e posto que a calidade das masas de interior non ¢ boa, dende

CIFA Lourizan estase desenvolvendo duas posibles estratexias para abordar un

programa de mellora na zona interior:

1.

Ensaio do material costeiro na zona interior e caracterizacion das
familias mais adaptadas a ditas condicions (Rede de ensaios de proxenie

no interior de Galicia)

Creacion de hibridos interprocedencias empregando poboacidns
adaptadas 6 medio para obter hibridos adaptados a condicidons

intermedias

Empregarase material resultado dunha serie de cruzamentos controlados

levados a cabo no ano 2003 entre a procedencia Noroeste litoral (1a) de Galicia con

outras procedencias do grupo racial nemoromediterraneo da mesma especie. As

procedencias para a obtencion de hibridos foron seleccionadas en base 4 avaliacion dos

ensaios de procedencias (Molina, 1965), incluindo ademais unha seleccion sobre rodais

selectos do interior de Galicia:

Procedencia Corcega (Francia), seleccionada pola rectitude do fuste
(COR).

Procedencia Garganta (Landas, Francia) seleccionada polo alto
crecemento (GAR).

Procedencia Soria-Burgos, seleccionada polo alto crecemento e
estabilidade de comportamento (VAL).

Procedencia interior Galicia (Carballifio) (IN-1) (arbores plus escollidas
en base a caracteres de crecemento ¢ forma).

Procedencia interior Galicia (Guitiriz) (IN-2) (arbores plus escollidas en
base a caracteres de crecemento e forma).

Procedencia interior Galicia (Sober) (IN-3) (arbores plus escollidas en

base a caracteres de crecemento e forma).

Como o numero de semente obtida foi moi pequena, proponse a utilizacion de

estaquillado como alternativa para a obtencion de material de calidade tanto para a
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instalacién de ensaios como para unha posible utilizacion na produccion do material a
gran escala, e a importancia e necesidade de saber cales son os aspectos fundamentais
para asegurar unha reproduccion eficiente, promover a emision de brotes suficiente e

conseguir un bo sistema radical para asegurar a posterior supervivencia en campo.

O presente proxecto céntrase no estudo da reproduccion vexetativa do material

obtido para levar a cabo a estratexia citada.

O clima ¢ o factor ecoldéxico mais determinante que xustifica o uso destas
procedencias. En condicions ecoloxicas de clima mais duro, a correcta adaptacion e
crecemento das distintas procedencias de P. pinaster ¢ funcion da sensibilidade 6 frio
(Bouvarel, 1960), a resistencia & seca (Guyon e Kremer, 1982) e a supervivencia vese
influenciada pola precipitacion dos lugares de orixe das procedencias e a altitude das

localidades onde se ensaian (Alia et al.,1997).

Empregando poboacions adaptadas a medios diferentes ¢ posible obter hibridos
adaptados a condicions intermedias mediante cruzamentos. A obtencion de variedades
hibridas por polinizacion controlada entre procedencias ¢ unha estratexia de mellora
empregada con numerosas especies como Pinus tadea (Schmidtling, 1996) e Pinus
pinaster (Harfouche & Kremer, 2000).

O éxito da obtencion de variedades hibridas como estratexia de Mellora no
Programa de Mellora levado a cabo para P. pinaster no sudeste de Francia xustifica o
interese e o éxito dun proxecto, que pretende ampliar a zona de mellora de Pinus
pinaster en Galicia, seleccionando parentais da zona costeira cun mellor nivel de
adaptacion na zona interior € obter un hibrido mellorado combinando os caracteres de
crecemento ¢ forma dos parentais da zona costeira de mellora, con factores de
adaptabilidade a condicions climatoloxicas madis continentais de parentais
seleccionados en procedencias locais da zona interior de mellora, e noutras

procedencias de interior
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1.3. TECNICAS DE PRODUCCION DE PLANTA POR
ESTAQUILLADO

1.3.1.MULTIPLICACION VEXETATIVA POR ESTAQUILLADO

Ainda que todalas plantas superiores producen sementes, cando se desexa obter
gran cantidade de plantas ben desenvolvidas en pouco espazo de tempo que, ademais
garden todas unha uniformidade de aspecto , acodese & multiplicacién vexetativa ou
asexual. Ademais, en ocasions, non sempre as sementes son facilmente
xerminables, a planta produceas en pouca cantidade, ou moitas veces as plantas

cultivadas fora das suas zonas de orixe nin sequera chegan a producir sementes.

Os métodos de multiplicaciéon vexetativa mais habituais son: estaquillado,

abacelo, enxerto, e cultivo in vitro.

O estaquillado consiste en separar un fragmento vexetal, mantelo vivo e lograr que

rexenere os Oorganos que lle faltan ata conseguir formar unha planta completa.

Normalmente as estacas fanse de partes vexetativas da planta tales como tallos,
follas ou raices. A sua vez, as estacas de tallo poden ser de madeira dura, de madeira
suave ou herbaceas. Cada especie multiplicase mellor por un ou outro sistema, sendo o

mais corrente as estacas de tallo.

O material a utilizar para estaquillado debe proceder de plantas nais libres de
enfermidades e ben cultivadas, € dicir, deben ser sans e ben desenvolvidas. O ideal nun
viveiro de produccién ¢ ter unha plantacion de pés nais ben coidada, de onde se

tomaran os esquexes todolos anos.

No estaquillado, non intervén a accidon conxugada dos dous proxenitores. Un s
e unico vexetal pode multiplicarse por fragmentacion en varios individuos, € o que se
denomina multiplicacion vexetativa ou clonacion. O conxunto de individuos asi

obtidos a partir dunha mesma planta constitie un clon.
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1.3.2. FACTORES QUE INFLUEN NA PLANTA NAI PARA
FAVORECER A EMISION DE REBROTES

O estado vexetativo das plantas nais tamén ¢ de primordial interese, os
individuos vigorosos e sans son aptos para proporcionar moitos fragmentos que poidan
subsistir e rexenerarse mais facilmente. A este resultado chegaron autores que
traballaron con outras especies, como por exemplo P. tadea ( Freyse & Cols., 1985) ou

P. pinaster (Alazard & Kadio, 1983).

Por outra parte, conservar o estado xuvenil ou conseguir que este se recupere ¢
fundamental no material procedente das plantas nais, xa que unha vez logrado isto a

obtencion de estacas verd ampliada enormemente as suas aplicacions.

A estacion meteoroloxica condiciona a produccion de estaquillas, obténdose
mellores resultados na primavera, seguida do veran, outono e inverno. Asi o demostran
experiencias levadas a cabo con P. pinaster e P. radiata. En ambas especies a estacion
na que se obtivo unha producciéon maior de estaquillas foi a primavera, seguida do
veran, outono e inverno (P =7.692, V=3.656, O = 1.525 ¢ [ = 1.218 para P. radiata e
P=6.863,V=1.615,0=939 ¢ I =420 para P. pinaster (Rodriguez et al., 1999).

Outro factor a ter en conta na emision de brotes novos ¢ a fertilizacion, xa que o
desenvolvento da planta esta limitado polas dimensions do colector. Isto unido a que o
sustrato empregado normalmente non contén nutrintes, fai necesario o uso de
fertilizantes. Nun estudo sobre as condicions mais favorables para estaquillar P.
pinaster, Franclet (1975) empregaba estaquillas de pés procedentes de sementa de 5
anos de idade, que anteriormente se empregaran en ensaios de nutricidon mineral,

obtendo uns resultados moi esperanzadores.

A altura de corte das estaquillas induce un maior ou menor rebrote por parte da
planta nai. AFOCEL por medio de Alazard e Kadio (1983) estudou a importancia da
orixe do material no estaquillado, chegando 4 conclusion de que a altura de corte das
estaquillas infliie sobre o nimero de braquiblastos inducidos no pé nai; a 60 cm.

inducense duas veces mais estaquillas que a 20 cm.
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1.3.3. FACTORES QUE DETERMINAN A EMISION DE RAICES
ADVENTICIAS E O SEU DESENROLO

Antes de empezar a revisar cada un dos elementos que toman parte no
estaquillado, convén destacar que cada un deles forma parte dunha técnica e que en

certo modo carece de sentido referirse a eles de forma independente.

> Material vexetal

A procedencia do material empregado para a produccion de planta mediante
estaquillado, ben estean incluidos en plans de mellora xenética ou destinados a
produccion de planta, ¢ diversa (hortos de inxertos de cultivares de arbores plus;
estaquillas que a stia vez proceden de plantas nacidas de semente, etc.).

Sexa cal sexa a procedencia do material de reproduccidon asexual, a capacidade
de enraizamento depende da especie, e incluso do xenotipo dentro da especie (Franclet,
1969). As estaquillas das especies que tefien primordios de raices adventicias latentes
ou preformados (por exemplo, Salix) enraizan facilmente, 6 igual que as plantas con
radios vasculares amplos pero carente de primordios (por exemplo, Tamarix spp.). As
estaquillas de Pinus spp. que estan desprovistas de primordios latentes e cuxos radios
vasculares son estreitos, enraizan con dificultade (Fahn, 1985). Entre as coniferas a
propagacion vexetativa de P. radiata ¢ relativamente facil, mentres que en P. tadea e P.
elliotti a propagacion por estaquillas complicase (Weir, 1993), co que xurde un novo

reto para a clonacion forestal.
Pero dentro de cada especie tamén existen varianza entre os seus xenotipos. Asi
o demostran estudos sobre P. tadea, cun 23,8 % na variacion total na capacidade de

enraizamento entre os xenotipos (Thulin & Faulds, 1968; Mullin et al., 1992)

> ldade da planta nai

Outro factor a ter en conta ¢ a idade, xa que a capacidade para producir raices
adventicias varia coa idade, xeralmente a capacidade ¢ maior en plantas e 6rganos
x6venes (Fahn, 1985). O uso de plantas xuvenis (idade cronoloxica) ¢ necesario para

obter un nivel aceptable de enraizamento e crecemento. Os métodos empregados para

11



INTRODUCCION

manter a xuventude de coniferas son a poda en sebe, a propagacion en serie, € as

técnicas de tecido cultural sobre embrioxénesis somatica.

Na Picea abies os efectos do envellecemento aparecen facilmente, e a poda en
sebes ¢ a serie de propagacion son usadas con éxito en algunhas especies, como Pinus
radiata, e Picea mariana, pero outras, incluindo o abeto Douglas, non responde ben 6
uso desta técnica (Ritchie, 1991).

Respecto a idade fisioloxica da planta, a ramificacion de calquera individuo
vexetal conta con zonas de diferentes idades, e distinta conformaciéon morfoloxica.
Estas circunstancias inducen a pensar que existe diferente resposta rizoxénica dentro
dun individuo en funcidon da topofisis e conformacion do material empregados.
O’Rourque (1944) encontrou maior capacidade de enraizamento en estaquillas basais
con respecto ¢ resto de posicions. En estudos posteriores para o abeto Douglas
demostrouse que o porcentaxe de estaquillas enraizadas da parte basal era duas veces

superior a parte alta, atribuindose como causa principal o sombreado das ramas altas

ou por efectos de maduracion.

» Sustrato.

E unha parte moi importante no éxito de enraizamento, xa que ¢ o medio que
val estar en contacto directo coas futuras raices. O sustrato infliie directamente sobre a
rizoxénesis en base a unha variacidon das condiciéns ambientais, que poden favorecer
ou impedir aquela, mostrando unha accién decisiva na morfoloxia das raices emitidas,
a través da aireacion do sustrato e do contido de humidade. No caso de esaquillado
débese permitir unha retencion de auga que non sexa excesiva € unha porosidade

adecuada para a correcta aireacion das raices asi como para o desenrolo destas.

Alglins dos sustratos mais empregados son area, turba, perlita, vermiculita,
cortiza de pino compostada, auga (no caso de especies moi faciles de enraizar), terra

volcénica, etc., inda que o que se soe facer ¢ combinar varios destes sustratos.

Son numerosas as experiencias levadas a cabo co sustrato debido a sua

importancia no enraizamento con estaquillas. Os primeriros traballos realizados con P.
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pinaster pofien de manifesto unha maior tasa de enraizamentto en medios constituidos
por mestura de perlita 6 80% e turba rubia 6 20% (Franclet, 1975). En Picea sitchensis
na Forestry Comission en Gran Bretafla empregouse un sustrato a base de turba, cortiza
e perlita ou area (Ritchie, 1991). En Francia estase empregando con moi bos resultados
a cortiza de P. pinaster triturada, compostada e abonada cun fertilizante de liberacion
lenta, polo que este sustrato estase empregando en especies como eucalipto, pino

maritimo e pino tadea.

> Hormona.

A maior parte das plantas necesitan auxinas para conseguir unha rexeneracion
radical eficaz. Esta necesidade non € constante, xa que despois da iniciacion da raiz, o

desenrolo dos primordios radicais requiren baixa concentracion.

Entre os numerosos ensaios e productos empregados parece ser que nun amplio
grupo os mellores resultados obtivéronse cos acido indol-butirico (AIB) e co acido
naftilacético (ANA). Entre os primeiros ensaios realizados xa se demostrou a eficacia
das hormonas na emision de raices, de maneira que para avaliar a accion do acido
indol-butirico, Cooper (1944) mostrou que as raices por estaquilla varia de 5,5 na
testemufa a 64,3 en estaquillas mantidas durante 5 segundos nunha solucién alcohoélica
con 10 mg 17", A accién das numerosas sustancias con influencia rizoxénica, presenta
resultados moi variables en funcion da dose e a especie. Asi, unha mostra tratada con
acido indolbutirico incrementaba dun 50% a un 92 %, en base a dose, o porcentaxe de
enraizamento (Van Onsenn, 1953). En experimentos posteriores con Chamaecyparis
lawsoniana o mellor enraizamento conseguiuse cunha combinacion de AIB ¢ ANA. A
concentracion Optima de AIB para o abeto Douglas foi de 5000 a 10000 ppm, coa
cantidade mais baixa para estaquillas semi-lignificadas e coa cantidade mais alta para

as estaquillas lignificadas (Wigmore & Woods, 2000).

Outros reguladores son citokininas , xiberelinas e o acido abcisico que inhiben

xeralmente a formacion de raices adventicias.
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> Condiciones ambientais.

A temperatura e humidade ambiental pddense considerar como factores
decisivos, non tanto pola sua influencia directa sobre o proceso como por aportar as
condicions adecuadas para que este se desenvolva. Como consecuencia da rotura de
continuidade entre a estaquilla e a planta nai, debemos asegurar o suministro de auga e
dada a carencia temporal de raices das estaquillas, o obxetivo inmediato debe ser o de
reducir 6 minimo a evapotranspiracion que se produce polos tallos e follas, polo menos

ata que aparezan unhas novas raices que lla subministren.

Xeralmente, a maioria dos procesos bioquimicos interrdmpense co descenso da
temperatura, véndose igualmente dificultados se esta sube excesivamente. Do mesmo
modo, a humidade impide a deshidratacion e a morte da estaquilla durante o proceso de
enraizamento xa que esta carece de organos que lle permitan a absorcion de auga,
motivo polo cal ¢ frecuente realizar regos breves e frecuentes sobre o material de
enraizamento con obxeto de que mantefia permanentemente humida a superficie foliar
a través da cal perde auga. Estes factores deben estar equilibrados entre si, e nun
optimo en canto 4 sia magnitude, dado que poden ser prexudiciais tanto por defecto ¢
impedir o desenvolvemento fisioloxico normal e facilitar a deshidratacion, como en
exceso por dificultar ditos procesos e favorecer o desenrolo de fungos e parasitos que

atacan 6 material en formacion (Salinero et al.,1981).

As condicidn xerais mais adecuadas para facilitar o enraizamento de estaquillas
son:
- Temperaturas arredor dos 20 °C.
- A humidade do sustrato débese manter pero non ser excesiva para permitir a
aireacion, evitando as pudricions. A humidade do medio proxima & saturacion ¢
favorable, xa que impide a deshidratacion da estaquilla.
- O solo no que se colocan as estaquillas debe ser lixeiro, permeable e que se quente
facilmente. As texturas mais adecuadas son as areosas e os sustratos artificiais mais
convenientes son: turba, perlita, vermiculita, terra volcanica e a area pura.
- A luz favorece o enraizamento, ainda que aumenta a transpiracion, polo que coa

actividade vexetativa sombréanse as eiras, tuneles ou invernadoiros.
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1.4. TECNICA DE ESTAQUILLADO EN CONIFERAS. CONTROL
XENETICO

O estaquillado non ¢ unha técnica innovadora na reproduccion asexual. O seu
uso esténdese dende hai moitos anos e xa nos primeiros ensaios con estaquillas

demostrouse a influencia da idade na capacidade de enraizamento (Gardner 1929).

En especies como os hibridos de Leucaena (L. leucocephala x L. pallida) a
propagacion vexetativa resulta esencial para a sua explotacion a causa da esterilidade
da maioria dos hibridos superiores (Shi & Brewbaker, 2006). Son numerosos os artigos
publicados sobre a técnica de estaquillado con esta especie entre 1980 e 1996

(Brewbaker; Hu & Liu; Litzow & Shelton).

O estaquillado tamén cobra relevancia na produccion de Eucalytus globulus, tan
importante na produccion madeireira a nivel nacional e en Galicia. Neste caso tamén se
demostrou a influencia de factores xenéticos na capacidade de enraizamento das
estaquillas de dita especie o que abre a posibilidade da utilizacion exitosa da
propagacion bulk, en cuxo estudo se esperou un enraizamento cun alto grado de

confianza, proxima 6 90%. (Lemos et al., 1997).

Resulta especialmente importante destacar a aplicacion desta técnica na familia
Pinaceae, onde cobra especial relevancia en Pinus tadea, sobre o cal se realizaron
numerosas investigacions demostrando a importancia do control xenético sobre o
enraizamento ¢ os altos porcentaxes obtidos proban o éxito da técnica (Anderson et al.,
1999) onde os resultados do seu estudo se compararon con previos informes (Foster,
1978; Foster, 1990), ou Picea stichensis onde se considera interesante aplicar esta
técnica mediante propagacion bulk-up pola resistencia superior que se identificou en

algunhas familias (King et al., 2000).

Anderson et al. (1999) realizaron un estudo sobre a produccion de estaquillas
de Pinus tadea como complemento & propagacion de plantulas procedentes de horto
sementeiros para abordar un programa de reforestacion. O obxetivo de dito estudo foi

examinar o control xenético da habilidade de enraizamento de P. tadea en invernadoiro
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sobre ciclos de enraizamento. En xeral, os porcentaxes de enraizamento decrecen
segundo avanza o estudo dun 75% a un 28% para os ciclos 1 6 5. Os porcentaxes de
enraizamento varian dende 19,4 % a 40.8% entre familias en bloque incompletos e
11,5% a 55,3% entre familias en bloques completos. O enraizamento clonal varia
dende 0 0% 6 100%, 0% a 93%, 3,2% 6 100% e de 0% 6 75%, dentro dos ciclos 2 ata

0 5, respectivamente.

1..5. EXPERIENCIAS DE ESTAQUILLADO EN P. pinaster E
IMPORTANCIA DO SEU USO E EXPERIMENTACION

Son numerosas as experiencias levadas a cabo con numerosas coniferas e
frondosas, sen embargo no caso de traballos realizados con P. pinaster o campo
reducese drasticamente. En Galicia, no caso da familia Pinus sp. a maioria de traballos
céntranse en estaquillado de P. radiata e dada a importancia do pino do pais na nosa

comunidade, ¢ importante ampliar o uso desta técnica na mellora xenética.

En 1949 David (1954) efectuou as primeiras experiencias sobre enraizamento
de P. pinaster, manifestando a falta de resultados obtidos mediante a aplicacion de
hormonas como mecanismo de enraizamento, obtendo uns porcentaxes que oscilan

entre 0 19% e 0 25% en experiencias de veran e inverno respectivamente.

No CIFA Lourizan empregouse esta técnica para a reproduccion masiva de P.
pinaster e P. radiata polo seu interese relacionado coa preservacion de xenotipos € a
avaliacion da stia interaccion co medio. Os ensaios realizados con esta especie
determinaron un elevado porcentaxe de enraizamento, dependentes das doses de
hormona empregada, do sustrato e procedencia da estaquilla, con tratamentos que

alcanzan o 100% de supervivencia (Vega et al., 1993).

Outros ensaios realizados sobre a viabilidade do uso de plantas nai de P.
pinaster para a produccion masiva de estaquillas, demostran unha variacion do
porcentaxe de enraizado no tempo. Partindo dun porcentaxe inicial do 99% (Rodriguez
& Vega, 1993) comprdbase unha lixeira diminucion no tempo (Primavera = 80%,

Veran = 67,09%, Outono = 74,16%) (Vega et al. 1999).
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P. pinaster ¢ unha especie forestal cun sistema radical pivotante de estructura
sinxela e moi sensible ante axentes externos que poidan interferir no normal
desenvolvemento do mesmo e no correcto anclaxe e estabilidade da planta a medio e a

longo prazo (Merlo et al.,2003).

O enraizamento das estaquillas é producido a partir dunha parte aérea, o que se
cofiece como raices adventicias. Estas poden ter ou non un ramificacions, pero tefien

forma e tamafo relativamente homoxéneo.

Existe unha notable variabilidade na forma e estructura das raices. Esta
variabilidade, en moitos casos, estd relacionada coa funcion e pode estar ligada a un

proceso evolutivo de adaptacion.

A importancia de obter planta de estaquilla para poder ser utilizada depende do
¢éxito de cada unha das fases fundamentis descritas anteriormente (emision de rebrotes,
e emision de raices adventicias e o seu desenrolo), e a utilizacion do material de
hibridos interprocedencias. E importante cofiecer a influencia do factor poboacional e
familiar nestes procesos para poder asegurar unha efectividade na posta en marcha da

estratexia escollida.
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2. OBXETIVOS

O presente proxecto desenvélvese dentro do Proxecto de Investigacion INIA
RTA02-109 “Avance do Programa de Mellora de Pinus pinaster e Pinus radiata para
Gaicia” e versard sobre o control xenético de distintos procesos de reproduccion
vexetativa de hibridos interprocedencias de P. pinaster, como material potencial de
utilizacion na zona interior de Galicia. A reproduccion vexetativa de planta xuvenil de
P. pinaster ¢ unha técnica fundamental nos procesos de abastecemento de planta, tanto
a nivel comercial como experimental. As duas fases principais da reproduccién por
estaquillas son: a emision de brotes na planta nai e o porcentaxe de enraizado dos
esquexes extraidos das mesmas. Numerosos traballos mostraron un gran control clonal
para numerosas especies nestas dias fases, sen embargo existe moi pouca informacion
do posible control a nivel poboacional e familiar. A posibilidade de empregar un
material de hibridos interprocedencias de pinaster fronte a poboacions naturais
posibilita ademais, o estudo de posibles heterosis. Os obxetivos concretos que se

abordan son:

1. Avaliar o control xenético poboacional e familiar na capacidade de
emaision de brotes da planta nai sobre brinzais de hibridos

interprocedencias de P. pinaster.
2. Avaliar o control xenético poboacional e familiar no porcentaxe de

enraizamento e na estructura do sistema radical das estaquillas xuvenis de

hibridos interprocedencia de P. pinaster.
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3. MATERIAL E METODOS

O seguinte capitulo dividese en tres apartados. No primeiro describese o
material vexetal empregado no ensaio, a stia obtencién e cultivo. A continuacion
explicase o primeiro estudo realizado que conforma o primeiro obxetivo perseguido no
proxecto: seguimento da brtotacion das plantas nai, e describese a metodoloxia seguida
para a analise estadistica dos datos. No ultimo apartado, caracterizase o sistema radical
(segundo obxetivo a acadar neste traballo) e o modelo de ecuacidon empregado para o

analise dos datos.

3.1. MATERIAL VEXETAL

Os obxetivos mencionados na seccion anterior levaranse a cabo sobre o
material hibrido obtido para levar a cabo unha das estratexias de mellora do interior e

que se describiu previamente na introduccion.

Comparanse 12 poboacions: 7 poboacions hibridas e 5 naturais. Dentro de cada

poboacidn existen cinco familias.

A procedencia materna esta representada por 5 xenotipos sobre os que se
realizou a polinizacion controlada dando lugar &s 5 familias hibridas interprocedencias.
A procedencia paterna esta representada en todolos casos por unha mestura de polen de
5 individuos dentro da masa. As polinizaciéns levaronse a cabo en dous horto-
sementeiros (SERGUDE e VALSAIN) das procedencias Noroeste interior e Soria-
Burgos respectivamente. Trala avaliacion dos caracteres de pifia e semente
selecciondronse as semente cheas de cada cruce e realizouse a sembra para a obtencion

dos brinzais sobre os que se vai realizar o estaquillado en cascada.
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Galicia costa
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Figura 3: Resumen da situacion de localizacién do horto-sementeiro de Sé%rgude eiilalsal’n.
Representacion da situacion de localizacion das rexions de procedencia seleccionadas.

No horto-sementeiro de Valsain obtivéronse 4 poboacions hibridas (VAL x
SER VAL x IN1; VAL x IN 2; VAL x IN3) con 5 familias interprocedencia cada unha.

En total obtemos 20 familias hibridas interprocedencias de pinaster (Téboa 1)

No horto-sementeiro de Sergude obtivéronse 3 poboacions hibridas
interprocedencias (SER x GAR; SER x COR; SER X IN1), obtendo 15 familias
hibridas interprocedencias. Tanto en Sergude como en Valsain os xenotipos utilizados

como nai foron os mesmos que aportaron o polen para hibridar as outras procedencias.

As poboacions naturais empregadas son: SER; VAL; IN-1; IN-2; IN-3. Cada

poboacidn natural esta representada de 3 a 5 familias de polinizacion aberta.
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Téboa 1: Poboacions hibridas obtidas por polinizacién controlada. Representase a poboacion
hibrida interprocedencia e 0s seus respectivos parentais (NAI e PALI).

POBOACION NAI PAI
Galicia Costa Galicia Costa (Sergude) Polinizacion aberta
(SER) (5 XENOTIPOS) Galicia Costa (SER)
Galicia costa X Corcega Galicia Costa (Sergude) MEZCLA POLEN 5
(SER X COR) (5 XENOTIPOS) XENOTIPOS
PROCEDENCIA
CORCEGA
Galicia costa X Landas Galicia Costa (Sergude) MEZCLA POLEN 5
(SER X GAR) (5 XENOTIPOS) XENOTIPOS
PROCEDENCIA
LANDAS (Garganta)
Galicia costa x Carballifio Galicia Costa (Sergude) MEZCLA POLEN 5
(SER X IN1) (5 XENOTIPOS) XENOTIPOS DO
RODAL de
CARBALLINO DA
PROCEDENCIA
NOROESTE INTERIOR
Soria Burgos X Galicia Costa Soria Burgos (VAL) MEZCLA POLEN 5
(VAL X SER) (5§ XENOTIPOS) XENOTIPOS
PROCEDENCIA
NOROESTE LITORAL
REPRESENTADOS EN
SERGUDE
Soria BurgosX Carballifio Soria Burgos (VAL) MEZCLA POLEN 5
(VAL X IN1) (5 XENOTIPOS) XENOTIPOS DO
RODAL CARBALLINO
DA PROCEDENCIA
NOROESTE INTERIOR
Soria Burgos X Guitiriz Soria Burgos (VAL) MEZCLA POLEN 5
(VAL X IN2) (5 XENOTIPOS) XENOTIPOS DO
RODAL  Guitiriz DA
PROCEDENCIA
NOROESTE INTERIOR
Soria Burgos X Sober Soria Burgos (VAL) MEZCLA POLEN 5
(VAL X IN3) (5 XENOTIPOS) XENOTIPOS DO
RODAL  Sober DA
PROCEDENCIA
NOROESTE INTERIOR
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VAL

Soria-Burgos (VAL)
(5 XENOTIPOS)

Por polinizacion aberta.

Soria-Burgos (VAL)

Galicia Interior (Carballifio) 5 XENOTIPOS DO | Polinizacion aberta
IN1 RODAL de Carballifio | Carballifio (IN1)

DA PROCEDENCIA

NOROESTE INTERIOR
Galicia Interior (Guitiriz) 5 XENOTIPOS DE | Polinizacién aberta

IN2

RODAL de Guitiriz DA
PROCEDENCIA
NOROESTE INTERIOR

Guitiriz (IN2)

Galicia interior Sober

IN3

5  XENOTIPOS DE
RODAL de Sober DA
PROCEDENCIA

NOROESTE INTERIOR

Polinizacion aberta Sober

(IN-3)

Neste proxecto vaise empregar dous tipos de materiais:

1) Os brinzais obtidos do material hibrido tras dous meses dende a sembra,

(a sembra realizouse o en marzo, (a semente xerminou en maio)). Sera a

planta nai sobre a que se vai estudar a capacidade de emision de brotes

en datas sucesivas.

2) As estaquillas do brote terminal de cada planta nai, cuxo proceso de

estaquillado se realizou en xullo do 2006, sobre as que se vai examinar

o porcentaxe de enraizado e o desenrolo do sistema radical.

Con cada un dos materiais citados realizarase un estudo:

1) Estudo das diferenzas do numero de brotes emitidos pola planta nai en

diferentes datas.

2) Estudo de enraizado e caracterizacion do sistema radical desenrolado na

estaquilla do brote terminal da planta nai. Diferencia entre hibridos

interprocedencias.
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3.2.ESTUDO PRIMEIRO: ESTUDO DA EMISION DE BROTES DA
PLANTA NAI

Este estudo realizouse aproveitando o proceso de reproduccion en cascada, que
se levou a cabo co obxetivo de obter o material necesario para a instalacion de ensaios
en condicions controladas e en campo deste material. A planta empregada foi
sementada a finais de marzo do 2006. Realizouse un seguimento da produccion de

brotes sobre os brinzais de Xufio a Novembro do 2006 dos hibridos interprocedencias.

Realizaronse dous conteos de brotacién na planta nai 6 longo do proceso de
reproduccion en cascada: un trala extraccion do brote terminal (3 meses despois da
sembra), e outro trala extraccion da primeira serie de datos (5 meses despois). A planta
nai trasladouse a un invernadoiro de pléstico, sen control das condiciéns de
temperatura e fertilizouse con abono foliar duas veces durante catro meses. Os brinzais
que empregaremos como plantas nai estan colocados en bandexas alveoladas de 800

3 . ~ . . . .y
cm’ de volume baixo un desefio experimental que se describe a continuacion

O desefio de cultivo das plantas nai foi un desefio split-plot con tres tratamentos
(densidade de sementado, poboacién e familia) e 2 repeticions dentro de cada nivel de

densidade de cultivo.

Os niveis dos factores a ser investigados (tratamentos) son os seguintes:
- Factor densidade de cultivo, con dous niveis:
a) 2 sementes / alvéolo
b) 1 semente /alvéolo
- Factor poboacion, con doce niveis (Poboacions antes descritas)
- Factor familia, con cinco niveis dentro de cada poboacién e catro

individuos por nivel

O factor poboaciéon distribuese seguindo un deseio filas-columnas en catro
bloques (dous bloques cunha densidade de sementado dobre (2 sementes/alvéolo) e
dous bloques cunha densidade de sementado simple (1 semente/alvéolo)) mentres que

o factor secundario (familia, con cinco niveis e catro plantas/ nivel) distribuese 6 azar
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dentro da poboacion. No esquema adxunto do desefio experimental pédese apreciar a

distribucion.
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Columnas .
12 noboacions
S
Nivel a) Bloque 1 |]|]|::> ggrx Val x Ser
2sementes/ val x IN3 Serlx In
alvéolo. Bloque 2 val x In2 val
Nivel b) Bloque 3. Cada bloque ten 12 poboacions
Isemente/ hibridas. Cada poboacion 5
alveolo Bloque 4 familias, con 4 plantas / familia.
hibridas. | |

Familia 2
Familia 3
Familia 4
Familia 5.

Figura 4: Esquema do desefio experimental de cultivo das plantas nai
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3.2.1. VARIABLES DE ESTUDO NA EMISION DE REBROTES DA
PLANTA NAI

Primeira emision de brotes

O primeiro conteo de brotes susceptibles de ser estaquillados realizouse
aproximadamente 2 meses despois do estaquillado da guia terminal da planta nai
(primeiro estaquillado). As datas da realizacion do primeiro estaquillado foi dende o 3
6 12 xullo do 2006 e a medicidn dos brotes realizouse a finais de Agosto.

As variables medidas foron:

a) BO: brotes lignificados
(ramificaciéon formada na planta
antes da eliminaciéon da parte

apical).

b) B1: brotes novos emitidos como |

consecuencia da perda da guia.

Figura 6: Mostra de brotes posteriores (brot 1)

c¢) Altura de corte (hc) (o descabezado da planta nai). Empregouse un calibre

para obter a altura de corte.
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d) Lonxitude do brote mais longo (LB). As plantas avaliaronse unha a unha,

empregando un calibre para medir a lonxitude do brote mais longo.

Segunda emisidn de brotes

Como seguimento do estaquillado en cascada trala eliminacion dos brotes
anteriores, a planta volveu emitir brotes novos. A mediados de setembro (dende o dia
11 6 15) procedeuse 6 segundo estaquillado de tédolos brotes da planta nai (Brotes
lignificados (B0) e brotes novos (B1)), cuxo obxeto ¢ a instalaciéon dun ensaio en
campo O segundo reconto realizouse dous meses despois da realizacion de dito
estaquillado, o dia 29 de Novembro do 2006, seguindo o mesmo procedemento que o

anterior.

A variable a medir foi:

a) (B2): brotes que emitiu a planta nai 6 longo do tallo.

Figura 7: Detalle das plantas nai no segundo rebrote

3.2.2 ANALISE ESTADISTICO DOS DATOS.

Para realizar a analise empregouse o procedemento PROC MIXED do

programa estatistico SAS (SAS-Institute, 2004).
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Neste caso considérase fixo o efecto da poboacion porque se seleccionaron en base
a unhas caracteristicas concretas e sO sobre elas se podera realizar inferencias dos
resultados do experimento. Os efectos do bloque e da columna e fila dentro do bloque
considéranse como aleatorios. As familias consideraranse aleatorias porque se
consideran igualmente un subconxunto das posibles familias que representan unha

poboacion.

> Ecuacion do Modelo de analise do brote das plantas nai.

Y = p+ D+ B(D) + P + C(B) + F(B)+ P* D +P*B(D) + G(P) + D*G(P) + ho + he + ¢

Sendo: Y= variable obxecto de analise (capacidade de brotacion das plantas nai)
p= media da variable na poboacion
D= representa o efecto da Densidade de sementado
B(D) = efecto do Bloque anidado 6 factor Densidade de sementaedo.
P= efecto da Poboacion
C(B)= efecto da Columna anidado 6 bloque
F(B)= efecto da Fila anidado 6 bloque
P*D= Interaccion Poboacion x Densidade de sementado
P*B(D)=Interaccion Poboacion x Bloque (anidado a Densidade de sementado)
G(D)= efecto do factor Familia anidado 6 factor Densidade de sementado
D*G(P)= Interaccion Densidade de sementado x Familia ( anidado & poboacion)
ho = altura inicial da planta nai estudada como covariable.
hc = altura de corte da planta nai estudada como covariable.

& = efecto do error experimental.

3.3. ESTUDO SEGUNDO: ENRAIZADO E DESENROLO DO
SISTEMA RADICAL DA ESTAQUILLA TEMINAL OBTIDA DAS
FAMILIAS

O estudo de enraizado e desenrolo da parte radical realizouse a partir do

material procedente do primeiro estaquillado, efectuado co brote apical da planta nai.

O primeiro estaquillado, e no que se centra este proxecto, realizouse a partires

da parte apical da planta nai dous meses despois da xerminacién dos pifions. Para o
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ensaio de enraizado, todalas estaquillas foron procesadas da mesma forma: cortadas da
planta nai catro meses despois da xerminacion dos pifions (Maio 2006), cunha
lonxitude de entre 4-6 cm., mergullandoa en hormona (AIB) cunha concentracion do

0,05% durante aproximadamente 6 segundos (ensaios preliminares permitiron

optimizar a doses de hormona e o tempo de aplicacion da mesma).

J'\

Figura 8: Detalle das bandexas do estaquillado da parte apical das plantas nai.

As estaquillas extraidas da planta nai dispuxéronse en bandexas de polietileno
de 50 x 40 x 9 cm, cun sustrato 4:1:1, catro partes de perlita, 1 parte de turba e 1 parte
de cortiza. O proceso de enraizado levouse a cabo nun invernadoiro de cristal con
condicions controladas de temperatura regulada entre 22° e 27°C. Durante o proceso de
estaquillado conservouse o desefio split-plot, coa poboacion como factor principal e a
familia como factor secundario. A distribucion de ambos factores foi completamente

aleaterizado con 6 repeticions dentro do ensaio.

En Marzo do 2007, (9 meses trala
realizacion do estaquillado) analizouse o
porcentaxe de enraizado e o crecemento sobre

todalas plantas do estaquillado (aproximadamente

1200 plantas). Figura 9. Mostra da etiqueta identificativa.
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En base 0s efectivos da planta enraizada e tendo en conta que dito material de
reproduccion se utilizard para a execucion dun ensaio posterior, soamente se avaliou o
sistema radical daquelas familias cunha representacion de polo menos 12 individuos
sobre un total de 3 familias das 5 existentes por procedencia. Para o estudo do sistema
radical selecciondronse 650 plantas, representando as doce poboacidns e 3 familias por
poboacion, que tiveran polo menos entre 12 e 18 individuos/familia. As plantas foron
etiquetadas, antes da extraccion, cunha etiqueta que se atara & planta sen estrangulala.
Para eliminar o sutrato da raiz, mergullaronse as plantas unha a unha nun cubo con
auga, axitandoas suavemente ata que se desprenda todo o sustrato das raicillas. Unha
vez limpa a raiz, deixarase escorrela planta sobre un papel absorbente antes do

escaneado.

Sobre esta seleccion de familias hibridas caracterizouse o sistema radical
mediante o analizador de imaxes Winrhizo. O programa usado foi Delta T-Scan e
Winrhizo. Os datos presentados de Delta T-Scan obtivéronse usando unha tapa

reflectinte non transparente, que ¢ o sistema establecido mais comunmente usado.

A lonxitude e distribucion diamétrica son caracteristicas importantes que se
deben considerar para a descricion dos sistemas radicais. Mediante o Winrhizo

podemos avaliar o sistemas radicais, graficamente ou numericamente.

3.3.1. VARIABLES ANALIZADAS NO ESTUDO DO SISTEMA
RADICAL.

As variables estudadas para a caracterizacion do sistema radical son:

- Altura da estaquilla. Medicion con calibre.

- Peso da planta. (Pesouse nunha bascula de precision).

- N° de raices principais.(Contouse o numero de raices principais,
considerando como principais as que saen do callo de formacion de
raices e tendo en contra que se existia unha raiz dominante
(aproximadamente maior de 30cm, s6 se consideraba 1 principal)

- Numero de bifurcacions ou raices secundarias (Empregouse o

analizador de imaxes para a obtencion de datos)
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- N° de puntas (estimacion de total de raices, tanto principais coma
secundarias). (Empregouse o analizador de imaxes para a obtencion de
datos)

- Lonxitude total de raices. (Empregouse o analizador de imaxes para a
obtencion de datos.

- Area proxectada das raices (superficie nun plano). (Empregouse o
analizador de imaxes para a obtencion de datos)

- Superficie de raiz (superficie total en contacto co solo). (Empregouse o
analizador de imaxes para a obtencion de datos).

- Diametro medio das raices. (Empregouse o analizador de imaxes para a

obtencion de datos)

Para determinar a lonxitude e o didmetro radical as imaxes escaneadas requiren
a transformacion da escala de grises, a negra ou branca. O umbral de transformacion,
expresado por un umbral definido no programa, usase para indicar que matices da
escala de grises se converten a negros ou brancos. A escala empregada foi branca, xa
que esta adecuada transformacion facilita o maximo contraste entre o fondo e as raices
(Bouma et al., 2000) Tédalas opcions automaticas dispofiibles no Winrhizo estiman a

lonxitude correctamente sen ter en conta o periodo de inicio.
A estimacion da distribucion diamétrica da raiz, contrariamente as medidas de
lonxitudes radicais, pode opofer restriccions nas ferramentas do umbral de

transformacion. Mentres un umbral de transformacion alto pode facilitar a estimacion

de lonxitudes radicais, pode ser causa de sobreestimacion no diametro de raices finas.

3.3.2. ANALISE ESTADISTICO DOS DATOS.

O procedemento de andlise da capacidade de enraizado do estaquillado e

caracterizacion do sistema radical foi PROC MIXED do programa estadistico SAS.
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» Ecuacion do Modelo de analise do ensaio de enraizado do brote terminal.

1. Andlise da supervivencia e o crecemento da estaquilla durante o periodo de
cultivo (empregouse como covariable a altura da planta nai, por comprobar se existe

unha relacion entre o vigor da planta nai).

2. Anélise do desenvolvemento do sistema radical (neste caso empregouse como
covariable a altura da estaquilla tras 9 meses de cultivo, por comprobar se existe

relacion entre o desenrolo da parte aérea e o desenrolo da parte radical.

O modelo de analise para cada un dos casos seria respectivamente:
1) Y=p+P+G(P)+ho+e
2) Y =p+P+GP)+ Hegag

Onde: Y = variable obxeto de andlise
p = media
P = efecto da Poboacion (factor fixo)
G(P)= efecto do factor Familia anidado & poboacion (factor aleatorio).
€ = error experimental.
ho = altura da planta nai estudada como covariable.

Hegtaq = altura da planta nai estudada como covariable.
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4. RESULTADOS E DISCUSION

O seguinte capitulo, dividese en dous apartados. No primeiro apartado
detéllanse os resultados obtidos para a capacidade de rebrote da planta nai. No segundo
apartado detallanse os resultados obtidos para o enraizado das estaquillas e a

capacidade de formacion e descricion de raices adventicias.

4.1. CAPACIDADE DE REBROTE DA PLANTA NAI

Na Taboa 2, presentamos, os valores medios, maximos, minimos, desviacién
estandar e coeficiente de variacion evaluadas nas aproximadamente 1200 plantas nai 3
meses despois da eliminaciéon da guia principal para cada unha das variables.Estas
variables inclien tanto variables relacionadas co vigor da planta nai antes de iniciar o
primeiro despuntado como ¢ o caso da altura incial da planta nai (ho), como variables
de manexo e xestion da planta nai como a altura de despunte (hc), asi como os brotes
que aparecen na planta durante as dias datas consecutivas ¢ longo do proceso de

estaquillado en cascada e a lonxitude do brote mais longo

Taboa 2: Estadistica basica das variables analizadas sobre as plantas nai de P. pinaster.

N° Media Max Min C.V.(%0)
BO 1188 5.3 12 0 38,2
LB 1187 6.8 21 0 46,3
B1 1188 1.3 9 0.5 118,7
B2 1225 8.5 31 0 58,2
ho 1189 15 27 3,5 26,0
hc 1188 7,9 19 1 35,9

Brotes lignificados procedentes de ramificacion antes do despunte (B0); lonxitude do brote mais longo
(LB); brotes novos tras o despunte terminal (B1); brotes producidos no segundo rebrote trala
eliminacion de brotes novos e brotes lignificados (B2); altura incial da planta nai (ho); altura de
despunte (hc).

O ntimero medio de brotes lignificados (B0), correspondentes 4 ramificacion
existente na planta nai e anteriores & eliminacion do brote terminal, ¢ de

aproximadamente 5. O valor minimo ¢ de 0, indicando a existencia de plantas que non
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tiveron ramificacion lateral, € o maximo alcanzado ¢ de 12 brotes (Taboa 2). Dita

variable aproximase a unha distribucién normal.

O numero de brotes emitidos posteriormente 6 despuntado da planta nai (B1)

indica que o primeiro rebrote na planta nai foi baixo pero sempre houbo rebrote.

A ultima variable analizada (B2), relativa 6 nimero de brotes emitidos tras
cortar da planta nai os brotes lignificados e os do primeiro rebrote para estaquillar,
indican que a media ¢ de 8.5 brotes por planta, bastante superior & alcanzada polo
primeiro rebrote, 6 igual que o maximo (31 brotes). O valor minimo, como para o resto

das variables, segue sendo 0 pola existencia de plantas que non rebrotaron.

O numero de brotes no segundo rebrote ¢ superior o nimero de brotes emitidos

tras a eliminacion da guia terminal.

Os resultados obtidos neste ensaio son equiparables a outros estudos realizados
por Vega et al. (1999), dos cales dedicese que a produccion de brotes pola planta nai
para P. pinaster varia entre 10-12, durante o primeiro ano de duracion, sendo case
estable a produccion durante os anos consecutivos de duracion do proceso. Os
resultados tamén son equiparables a outras especies de pino como Pinus elliottii, para o
cal a produccion de estaquillas varia entre 5.6 no primeiro ciclo e 15.8 no cuarto ciclo,
segundo a experiencia de Mason & Nelson (1997). Sen embargo, encontramos
diferenzas con Pinus tadea, xa que os resultados s6 son equiparables para o primeiro
ciclo de produccion de estaquillas, cuxa produccion aproximada ¢ de 12 estaquillas,
aumentando notablemente a medida que aumenta o n° de ciclo hasta 60 estaquillas por
planta nai (Anderson et al.,1998). Tamén encontramos grandes diferenczas con outras
especies, como Pseudotsuga menziesii, cuxos valores oscilan entre 60 e 80 brotes
dende o primeiro ano de cultivo da planta nai, cuxo método de xestion estd baseado
nun cultivo intensivo baixo condicions optimas de fertilizacion e T e en envases de 3 1,

obtendo alturas de ata 0.80 m (AFOCEI, 1995).
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> Anélise da varianza individual para cada factor.

e Taboa 4 moéstranse os resultados das analises da varianza, onde se mostran

os niveis de significacion de cada factor estudado.

Taboa 3: Valor de F e grado de significacién dos factores fixos de estudio obtido co procedemento
Proc mixed.

BO LB B1 B2
Gl
Factor fixo (nd) p<F p<F p<F p<F
Densidade de sementado (D) 1,44 6.85" 6.07"* 1.88™  24.03"
Poboacién (P) 11,44  1.57 032" 0.36™ 290
Altura de corte (hc) 1,639  0.31™. 0.02"* 923177 0.72™
Altura da planta nai(ho) 1,1089  84.77 15696  0.80™  28.027

Niveis de significacion: *** P <(0.0001; ** P < 0.01; * P< 0.05; ns= non significativo. [Represéntase os
grados de liberdade do numerador e denominador (Gl n,d)].[Ver Anexo 1 para abreviaturas (BO; LB; B1,
B2).

Taboa 4: Grado de significacién dos factores aleatorios do estudio obtido co procedemento Proc
mixed. Valor de Z e grado de singificacion

BO LB B1 B2
Factor aleatorio P<Zz P<z P<z P<Zz
Columna anidada 6 bloque [C(B)] 0.60 " 1.82" 1.89" 0
Fila anidada 6 bloque [F(B)] 0.64 " 2.20° 1.67" 0
Familia anidada a poboacion [G(P)] 2.79" 1.31" 2517 1.24"
D*G(P) 0 2.04" 0.38™* 207"
P*B(D) 239" 3.52" 346" 265"
B(D) 0 0.36" 0 0.83"

Niveis de significacion: *** P < 0.0001; ** P < 0.01; * P<0.05; ns= non significativo [Ver Anexol para
abreviaturas [C(B); F(B);G(P); D*G(P); P*B(D); B(D)]].

Das taboas anteriores podemos obter as seguintes deduccions:

¢ A densidade de sementado non ¢ significativa para o primeiro rebrote, sen
embargo si o ¢ no segundo. Esto significa a primeira emision de brotes ¢
independente da densidade de cultivo, sen embargo, no segundo rebrote con
planta de 5 meses existe unha clara diferenza na emision de rebrotes en funcion
de que a densidade de sementado sexa simple ou dobre. Deducimos que a

competencia pola luz, asociada a densidade de sementado, si infltie no segundo
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X/
L X4

X/
L X4

rebrote, xa que como todolos brotes emitidos pola planta se sucederon 6 longo
do tallo, naquelas plantas con menor densidade de sementado, o numero de
brotes emitidos foi maior. A densidade de sementado non inflie no primeiro
rebrote, probablemente porque o nimero de brotes emitidos pola planta foi moi
baixo, ademais estes situdbanse proximos a parte apical descabezada, polo que
a competencia pola luz ¢ menor independentemente do xuntas ou separadas que

se encontren as plantas.

A altura inicial da planta nai (ho), introducida como covariable no modelo que
procede, 6 contrario que na deduccidn anterior, ¢ significativa tanto nos brotes
lignificados da planta (brotes anteriores 4 eliminacion da parte apical), como na
lonxitude do brote mais longo, asi como no segundo rebrote. Esta altura
representa en certa medida o vigor da planta nai, e polo tanto indica mais
recursos da planta nai para emitir brotes e para a elongacion dos mesmos. Non
inflie na primeira brotacion da planta probablemente a causa, de que o nimero
de brotes emitidos pola planta xurde como resposta fisioloxica 6 descabezado

desta.

O efecto da altura de corte (hc), introducida como covariable no modelo de
rebrote da planta nai, so e significativa no primeiro rebrote, polo que a segundo
a altura de corte sexa maior ou menor, a emision de rebrotes tamén sera maior

ou menor respectivamente.

O efecto da columna e da fila anidada 6 bloque C(B); F(B) respectivamente ¢
significativo para primeiro rebrote, asi como para a lonxitude do brote mais
longo, resultados que nos indican unha influencia da localizacién da planta no
ensaio sobre estas variables a pesar da homoxeneidade das condiciéns no

VIVelro.

O bloque anidado a densidade de sementado B(D) non ¢ significativo en
ningunha das variables estudadas; polo que deducimos que toda a variacion
debida ¢ disefio ¢ absorbida pola fila e pola columna.

A familia anidada 4 poboacion G(P), ¢ significativa tanto no primeiro rebrote,

como nos brotes lignificados. Existe polo tanto un control xenético das
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variables a nivel familiar. Sen embargo o porcentaxe da varianza explicado
polas difernzas entre familias alcanza o 6% nos brotes lignificados e no 1°

rebrote, reducindose 4 metade nas outras duas variables (Figura 10).

B0 B1

&

L. brot

B2
0O Familia anidada a
poboacion [G(P)]
B D*G(P)
0O P*B(D)
0O Residual

Figura 10: Compofientes da varianza dos principais factores aleatorios para as variables

estudadas B 0; B 1; B2, L.B expresados en tanto por un. Diagrama de sectores. [Ver Anexo 1 para

abreviaturas]

Se comparamos co observado por outros autores vemos que Anderson et al. (1999),
encontraron un control xenético moderado para a produccion de brotes en Pinus tadea.
Estes mesmos autores observaron un efecto significativo da interaccién xenotipo-
ambente na emision de brotes nas plantas nai, inda que supén un 2.1% da variacion
total. No noso caso a varianza para D*G(P) s6 e importante para as variables L. Brote
mais longo e Brot2, alcanzando uns valores aproximados de 5.7 e 6.4%
respectivamente. Observamos que a varianza residual é moi elevada para todas as
variables estudadas superando o 50% en todos os casos, o que nos indica que a
diferencia entre individuos dentro da unidade experimental ¢ moi elevada. Este valor

supera con creces o obtido por Anderson et al. (1999), para P. Tadea.
% A poboacion (P), resultou altamente significativa para o segundo rebrote, polo

que a emision de maior ou menor niumero de brotes si esta claramente influida

pola poboacion da que se trate. Esto poderia estar indicando que o segundo
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rebrote estaria ligado probablemente a algin cardcter adaptativo asociado a
poboacion da que provén, mentres que o primeiro rebrote sexa mais ben unha
reaccion fisioloxica da planta para recuperala dominancia apical perdida que ¢é

caracteristica desta especie.

SEGUNDA BROTACION
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Figura 11: Produccidon media de brotes tras a realizaciéon do segundo estaquillado para distintas
poboacidns de P pinaster. As poboacions naturais estan raiadas en cor azul

A produccion media de brotes ¢ de 8.6, sendo o valor maximo 31 e o valor
minimo 0. Encontramos os promedios mais elevados nas poboacions do interior de
Galicia, destacando In3 (en Sober, Ourense) por encima de todas con 12.6 brotes. A
emision de brotes pode estar ligada a un caracter adaptativo da planta contra o lume

probablemente ligado 6 orixen da semente

Se facemos unha comparacion entre as poboacions naturais e hibridas
observamos diferencias importantes. Observamos unha diminucién na produccion
media de brotes na poboacion hibrida Ser x Inl (8 brotes) coas respectivas poboacions
naturais (onde o nimero medio de brotes varia entre 9 e 9.5 respectivamente). O 16xico
seria obter unha produccion media entre as poboacions hibridadas, tal como sucede con
Val x Inl, cunha media de 9.9 brotes ou Val x In2 (10.6 brote por planta). Nalgtns

casos observase que a hibridacion provoca una diminucién na capacidade de rebrote
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respecto as poboacions naturais coma ocorre se comparamos os resultados de Val
(10.4), Ser (9.01) e Val x Ser (8.4) e no caso de Ser x Inl comentado antes, anque sen
diferenzas significativas. No caso de ValxIn3 o comportamento deste hibrido no
rebrote ¢ similar 4 poboacion materna (Val) e difire significativamente da poboacion
paterna (In3). Poderia suceder que se manifeste unha accion complementaria de alelos
recesivos dos pais ou que estea debida a xenes de accidn non aditiva. Os resultados
graficos mostran un lixeiro aumento da produccion media de brotes en Ser x Gar (9.7)

e unha notable diminucion en Ser x Cor (6.7) respecto & poboacion natural de Sergude.

» Relacién entre as variables estudadas.

Mostranse os resultados das correlacions de Pearson entre as variables estudo.
Ademais da aparente importancia dos efectos das covariables analizadas, & Taboa 5
mostra correlacions significativas, o que nos indica que as variables estan altamente

relacionadas coas duas covariables de estudio asi como entre elas mesmas.

Taboa 5: Coeficientes de correlacion de Pearson e grado de significacion da relacion entre as
variables estudadas

B1 B2 BO hc ho
LB  0.0098™ 0,38 035 036 050
B1 0,00" -0,15"" 0517 037"
B2 0277 0,18 0217
BO 033" 0417
hc 0,83

Niveis de significacion: *** P < 0.0001; ** P < 0.01; * P < 0.05; n.s = non significativo. [Ver Anexo 1

para as abreviaturas (L.B; B 1; B 2; B 0; hc; ho)]

A lonxitude do brote mais longo estd relacionada positivamente coa altura da
planta nai ( r = 0.5) e cun elevado nivel de significacion, polo que deducimos que a
maior altura da planta nai, maior lonxitude dos brotes. Alguns autores recomendan un
aporte de nutrintes e rego sobre as plantas nai para aumentar o vigor das mesmas e
demostran a importancia de dito vigor na capacidade de emitir rebrotes (Landis, 1989;

Afocel, 1995)
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Existe unha correlacion positiva (0.51) entre o nimero de brotes emitidos tras o
estaquillado da parte apical e a altura de corte da planta nai. Esto significa que a maior
altura de corte maior ntimero de brotes, esto poderia ser debido a que unha maior altura
do corte implica maior luminosidade. Cando relacionamos os brotes emitidos tralo 2°
estaquillado coa altura de corte, a correlacion entre ditas variable e positiva e
significativa pero moi baixa (0,18), segundo vimos anteriormente, neste caso os brotes
formaronse 6 longo do tallo da planta e a competencia pola luminosidade vén dada

principalmente pola densidade de sementado.

E importante sinalar a baixa relacion entre o 1° ¢ o 2° rebrote, xa que inda que
entre ditas variables exista unha correlaciébn positiva cun moderado nivel de
significacion (<0.01) o seu valor ¢ tan baixo (0.095), que podemos deducir que os

patréns que rexen a emision de brotes no primeiro e no segundo caso son distintos.

Existe unha correlacion negativa significativa entre o n° de brotes lignificados e
o 1° rebrote. Esto significa que a maior n° de brotes lignificados, menor nimero de
brotes tras 6 descabezado da planta nai. Esto fai pensar que algunhas plantas puideron
retomala dominancia apical a partir de brotes preformados en vez de emitir novos
brotes. A alta lonxitude encontrada para alglins brotes (ata 22 cm) poderia corroborar
esta idea. No extremo oposto encontramos a correlacion positiva entre o n° de brotes
lignificados e o 2° rebrote, polo que a maior n° de brotes lingificados maior n° de brotes
emite a planta tras o 2° estaquillado. Esto probablemente este relacionado co vigor da
planta nai, ou disposicidon xenética a ramificar e a emitir novos brotes; a maior vigor,

maior ramificacion e maior rebrote.

O rebrote provocado polo descabezado da planta non depende de factores
xenéticos e probablemente sexa una reaccion fisioloxica da planta ante a pérdida da
dominancia apical. Os sucesivos rebrotes da planta tralos sucesivos estaquillados, esta

relacionado con factores xenéticos e co vigor da planta nai.
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4.2. CAPACIDADE DE ENRAIZAEMNTO DOS BROTES
TERMINAIS DA PLANTA NAI E FORMACION DE RAICES
ADVENTICIAS

4.2.1. CAPACIDADE DE ENRAIZAMENTO E CRECEMENTO INICIAL
DA ESTAQUILLA

As primeiras indicacions de enraizamento comezaron nun intervalo de 4-12
semanas. Durante toda a duraciéon do estudio as estaquillas enraizaron e creceron
aproximadamente 10 cm de altura entre o periodo Maio do 2006 (época na que se

realizou o estaquillado) e Febreiro do 2007.

O porcentaxe de enraizado no noso ensaio foi alto, dun 86%. Observaronse
diferenzas significativas entre poboacions tanto no éxito de enraizado como no
crecemento en altura da estaquilla durante os 9 meses de cultivo. A altura da planta nai
da que se recolleu a estaquilla afectou significativamente 4 capacidade de enraizado
pero non 6 crecemento posterior en altura da estaquilla. Non se observou ningiin efecto

significativo da familia dentro da procedencia.(Taboa 6)

Taboa 6: Resultados do modelo mixto para a supervivencia e a altura da estaquilla obtidos co
procedemento Proc mixed. Valor de F e niveis de significacién dos factores fixos e estimacion da
varianza dos factores aleatorios.

Factores fixos Factores aleatorios
Poboacion ho G(P) residuo
G.L 35 F G.Lix,1043 F \% p<Z Vv
SuUP 2.41° 1.457 0.003  0.26™  0.11
Hest 4.95" 0.79"* 0.10 0.39™  16.1

Niveis de significacion: *** P < 0.0001; ** P < 0.01; * P < 0.05. n.s.= non significativo. [Ver anexo 1

para las abreviaturas (SUP; Hey; ho; G(P))]. [Represéntase os grados de liberdade do numerador e

denominador (GL n,d)]

A Figura 12. indica as diferenzas no enraizamento das estaquillas entre as

poboacions. Os resultados mostrannos que a poboacion IN2 e SER x IN1 mostra unha
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taxa de supervivencia inferior ¢ resto (74%), sendo VAL a poboacion coa taxa de

supervivencia mais alta (94%).

Enraizamento
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Figura 12: Supervivencia media das estaquillas nas distintas poboacién avaliadas. As poboaciéns

naturais Inl; In2; In3; Ser e Val estan raiadas en cor azul.

Comparamos capacidade de enraizamento nas poboaciéns hibridas do horto-
sementeiro Soria-Burgos respecto 0s seus parentais, observando que as poboacion
hibridas obtefien un enraizamento intermedio entre as respectivas poboacions naturais,
a excepcion de Val x Inl cun porcentaxe de enraizamento (86.1%) inferior os
devanditos parentais inda que non ¢ significativo (Val: 94.2%; In1:89). O mesmo
ocorre no horto-sementeiro de Sergude, onde a poboacion hibrida Ser x In1(78,6%)
diminue significativamente a capacidade de enraizamento respecto 4 nai (Ser: 87,7) e

pai (In 1 (Carballifno):89%).

O porcentaxe medio de enraizado no noso ensaio foi alto, dun 86% coincidindo
co observado para esta mesma especie en estudos anteriores (Rodriguez & Vega, 1993).
Nun estudo posterior encontraronse diferentes porcentaxes en funcion da época de
enraizamento (Primavera = 80%. Veran = 67%. Outono = 74%) (Vega et al., 1999).
Fernando Molina (1949), precursor de ensaios de enraizamento de estaquillas de

coniferas no CIFA Lourizan, afirmou certa dificultade no enraizamento do xénero
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Pinus, en concreto no enraizamento de P. pinaster baseado nos resultados negativos da
stia experiencia. Sen embargo, e tendo en conta que o noso ensaio en estaquillado
realizouse no veran, os resultados de enraizado e supervivencia superaron 6s obtidos
por Vega et al. (1999), afirmando que P. pinaster ¢ unha especie con gran capacidade

de enraizamento a pesar dos comentarios criticos dalguns autores.

Os resultados obtidos por Anderson et al. (1998) son equiparables s obtidos no
noso ensaio soamente durante o primeiro ciclo, cuxos valores de enraizamento
alcanzan o 75%. No estudo realizado por ditos autores, observan que en xeral a
porcentaxe de enraizamento diminue constantemente dun alto (75%) a un baixo
porcentaxe (28%), dende o primeiro ciclo 1 ata o 5 ciclo. Basedndonos en experiencias
anteriores realizadas fora de ensaio para P. pinaster, observamos que as plantas
estaquilladas sen hormona, con idade inferior a 1 ano enraizaron igual que as plantas
estaquilladas con hormona con idade aproximada de 2 anos, polo que concluimos que a
capacidade de enraizamento e moi alta con material xuvenil. Dita capacidade de
enraizamento dimintie coa idade da planta, e isto xa se observou dende os primeiros
ensaios para P. radiata. Thulin & Faulds (1967) ¢ Fields 30 anos atras. Para outras
especies como P. tadea, a capacidade de enraizamento diminte moito mais
rapidamente coa idade que no resto das especies vistas anteriormente (Afocel. 1985).
Outra proba do dito anteriormente son os ensaios levados a cabo con P. nigra P.
sylvestris e os seus hibridos, os cales demostran unha pérdida da capacidade de
enraizamento orixinada polo envellecemento do ortet (Vidakovic e Borzan 1990) para
plantas de mais de 4 anos, sen embargo, ainda que os porcentaxes de enraizamento son

moi baixos conséguese obter plantas de estaquillas de hibridos de ata 12 anos.

43



RESULTADOS E DISCUSION

Altura das estaquillas
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Figura 13: Altura media das estaquillas das poboacions evaluadas. As poboaciéns naturais IN1;
IN2; IN3; SER e VAL estan raiadas en azul.

A altura media das estaquillas varia entre 5.9 (Val x In3) e 10.0 cm (Ser x In 1).
Existe un efecto significativo na altura da estaquillas segundo a poboacion.
Observamos que existe heterosis na poboacion hibrida Ser x In 1, xa que a altura media
alcanza o maximo coa devandita poboacion. Tamén observamos dito efecto na
poboacion Val x In2 (8.0 cm), fronte 6s respectivos parentais (Val: 6.9 cm; In2: 7.4
cm), ainda que sexa menos acusado. Pola contra a poboacion hibrida Val x In3 alcanza
valores minimos, ainda que similares 6s alcanzados polas poboacidns naturais, cuxo

promedio ¢ aproximadamente 6.9 para Val e 6.7 cm para In3.
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4.2.2. AVALIACION DA CAPACIDADE DE FORMACION DE RAICES
ADVENTICIAS

Na Taboa 7 mostrase unha caracterizacion xeral de cada unha das

variables descritas anteriormente en material € métodos.

Téboa 7: Estadistica bésica das variables analizadas para os sistemas radicais das estaquillas
enraizadas de hibridos interprocedencias de P.pinaster.

Variable N Media Min Max C.V.(%)
Hestaq (€M) 604 8.4 2.0 22.5 36.9
NRP. 607 2.3 1.0 9.0 52.3
Pestaq () 607 2.5 0.5 5.8 38.1
BIF 614 152.0 1.0 830.0 66.9
PUN 614 96.6 4.0 382.0 55.3

L raices (CM) 614 181.4 6.5 629.1 50.8
ARP (cm?) 614 222 0.75 90.6 529
SR (cm?) 614 69.8 23 284.6 52.9
DR (mm) 614 1.2 0.9 1.7 10.6

Altura da estaquilla obxeto de andlise (Hegaq); NUmero de raices principais (NRP); Peso da estaquilla
enraizada (Peg.q); Bifurcacions (BIF); Puntas (PUN); Lonxitude total das raices (Lraces); Area de raiz

proxectada (ARP); Superficie das raices en contacto coa terra (SR); Diametro medio de raiz (DR)

A altura media da estaquilla ¢ de 8.40 cm cun maximo en 22 ¢cm e un minimo
de 2 cm. Deducimos que o crecemento da estaquilla enraizada ¢ 6ptimo, comparado co
crecemento da planta nai (cunha altura media de 14.9 cm, un maximo en 27 cm e un

minimo en 3.5 cm).

O numero de raices principais € baixo (aproximadamente 2 raices por planta) o
que indica que a pesar de que as raices formadas parten dun callo de feridas producidas
polo corte, hai unha clara tendencia 4 existencia dunha raiz dominante (raiz principal
normalmente de mais de 30 cm), que suxire a idea da existencia dunha raiz

axonomorfa da que saen outras laterais. Este ¢ o sistema radicular que caracteriza 4
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maioria das dicotilédoneas e ximnospermas. Shi & Brewbaker (2006) observaron para

P. tadea un nimero medio de raices principais por estaquilla variable entre 2.7 ¢ 12.2.

O numero medio de bifurcacions e puntas son elevados, 152 ¢ 96
respectivamente, cuxos valores minimos e maximos oscilan entre 1 e 830; 4 ¢ 382
respectivamente. A pesar destes datos, que indican un sistema radical moi ramificado
en xeral, o didmetro medio toma valores baixos (1.22 mm), variando entre 0.97 ¢ 1.79,
0 que significa que as raices son finas (< 2 mm) podendo provocar problemas no
momento de establecemento da planta, xa que se pode producir a desecacion das raices

co conseguinte risco de provocar a morte da planta no momento de transplante.

Todos os valores presentados na Taboa 7 son bos estimadores da estructura do
sistema radical da estaquilla, posto que ¢ ser cultivadas 4 raiz nla en bandexas de
polietileno indica que a raiz seguiu o seu proceso natural de crecemento, sen sufrir

variacions morfoloxicas impostas polo envase (Merlo et al., 2003).

» Analise da varianza individual para cada factor

Taboa 8: Resultados do modelo mixto para as distintas variables analizadas no sistema radical das
plantas. Valor de F e niveis de significacion dos factores fixos e estimacion da varianza dos
factores aleatorios.

Factores fixos Factores aleatorios
Poboacion h. estaq G(P) Residuo
GL F G.L. F V. p<Z Vv
Pesta 11,24 n.s 35,543 29.36 0.030 224" 0.31
NRP 11,23 2.95° 35,549 1.60° 0.024 0.71" 1.37
BIF 11,25 6.10™ 35,551 15.22" 331.25 1.80° 4929.28
PUN 11,25 3.93" 35,547 15.74" 168.33 234" 1322.72
L raices 11,26 543" 35553 18.69 " 196.02 1.58™* 3375.12
ARP 11,25 592" 35552 18.18°" 330 1.59™ 62.005
SR 11,25 5.92™ 35,552 18.18" 32.57  1.59" 611.92
DR 11,24 544" 35,553 1.02" 0.00059 1.27™ 0.015

Nivel de significacion: *** F < 0.001; ** F <0.01; * F < 0.05; n.s. = non significativo) [Represéntase os
grados de libertade do numerador e denominador (Gl n,d)].[Ver Anexo 1 para as abreviaturas (Pegag;

NRP; BIF; PUN; Liyices; ARP; SR; DR, hegiaq; G(P))]

Os resultados da anélise da varianza (Téboa 6) mostran que o desenvolvemento

do sistema radicular de P. pinaster ¢ independente da familia hibrida, sen embargo, si
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observamos un efecto significativo da poboacién e da altura da planta nai onde se

recolleu a estaquilla, polo que realizamos as seguintes deducions:

% A influencia da altura inicial da planta nai, introducida como covariable na
ecuacion do modelo correspondente, poderia estar correlacionada co estado do
vigor da planta nai. Salinero & De la Mata (1981), demostraron que a
supervivencia esta ligada ¢ tratamento hormonal aplicado, & época, 6 sustrato e
as condicions ambientais. Experimentos realizados en estudos recentes,
demostraron a influencia da aplicacion de mist (sistema de rego) e o potencial
osmotico do sustrato en relacién co potencial osmdtico da raiz, de forma que
aumentando o potencial do sustrato Wy, aumentaba o potencial da estaquilla
Y., € polo tanto a capacidade de enraizamento incrementouse
aproximadamente un 35% (Lebude et al.. 2004). Plantas sans e vigorosas
tender a producir maior cantidade de raices que plantas de escasa calidade

morfo- fisioloxica (Richie. 1985. Simpson & Ritchie. 1997)

s A familia non ten un efecto significativo na supervivencia das plantas.
Deducimos que non existe un control xenético no enraizamento a nivel familiar,
contrariamente a outras especies como Leucaena onde a habilidade de
enraizamento de poboacions hibridas se encontra afectada polo xenotipo (Shi &
Brewbaker. 2006), ou en especies hibridas do xénero Pinus. onde se demostrou
que existe un control xenético no porcentaxe de enraizamento atribuido a
familia e a efectos dentro das familias (P. tadea) (Foster et al., 1990). En
estudos sobre as familias hibridas de Pinus elliottii x Pinus caribea observouse
que a varianza familiar ¢ mais pequena que a varianza entre clons, de maneira
que o enraizamento ¢ altamente dependente dos clons (Shepherd et al., 2005).
En ensaios proximos, nos que se analizard a supervivencia do segundo
estaquillado poderemos analizar a capacidade de enraizamento relacionada co

control xenético dos clons e comparar dita varianza coa varianza das familias.

Da Téboa 8 podemos deducir:
s A altura da estaquilla ten un efecto significativo en tddalas variables
exceptuando o didmetro medio das raices. De feito existe unha correlacion

positiva entre o tamafio da estaquilla e tddalas variables estudadas (Téboa 9).
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Esto significa que a maior tamafio das estaquillas, claramente maior sera o seu
peso, numero de bifurcacidns, area proxectada e superficie na area proxectada;
¢ dicir, indica unha concordancia entre o crecemento da parte aérea e a parte

radical

¢ A poboacion afecta significativamente a tddalas variables analizadas, excepto
para o peso en verde da estaquilla enraizada (non significativa). Para o resto das
variables existe unha clara diferenciacion dos valores obtidos en base a
poboacién, que indica que o desenrolo do sistema radical estd claramente

afectado pola poboacion da que se trate.
¢ A familia ten un efecto significativo no peso da estaquilla enraizada, no nimero
de bifurcacions e no numero de brotes, polo que existe un control xenético nas

variables mencionadas a nivel familiar.

> Analise das diferenzas existentes entre as poboacions

E de esperar que plantas de rexions de procedencia distinta mostren un sistema
radical diferente asociado 4s condicions de orixe, onde sufriron un proceso evolutivo

de adaptacion.

Debido 6 sistema de reproduccion empregado non teremos sistema radical
orixinado no embridn, senén que o enraizamento das estaquillas ¢ producido a partir
dunha parte aérea o que se cofiece como raices adventicias. Estas poden ter ou non

ramificacions, pero tefien forma e tamano relativamente homoxéneo.(Fahn,1982)

A vista das gréficas (Figura 14) e (Figura 15) podese observar que o sistema
radical mais desenrolado obtense para as estaquillas da procedencia natural IN3, e os
menos desenvoltos obtéfiense nas poboacidns naturais de Galicia Costa (SER) e IN2. A
poboacion hibrida Val x In3 mostra un desenrolo radical inferior a IN3 e similar a
poboacién materna. As poboacions hibridas obtidas con Galicia Costa ou con IN2
mostraron un sistema radical mais desenvolto. As raices de maior grosor obtéiiense na
poboacion natural VAL e co hibrido VAL x In2. As tres poboacions naturais que

representan Galicia interior tefien o0 menor diametro medio de raiz. Harfouche (2003),
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estudiou a relacidon entre a parte aérea e a parte radical para 6 familias vigorosas e 6
familias non vigorosas de pino maritimo de Landas ante distintos réximes de estres
hidrico, cuxo resultado demostraron que plantas de familias non vigorosas
desenvolveron un profundo sistema radical e exhibiron maior proporcion raiz-tallo cas
plantas de familias vigorosas. Estes resultados son equiparables 6s do noso estudio,
dado ue a procedencia In3 ¢ a de maior desenvolvemento do sistema radical sendo

unha das menos vigorosas, onde a parte aérea creceu menos.
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Figura 14: Promedio das variables analizadas NRP; L,4es; Bifurcacions e Puntas, definidas en
material e métodos para as respectivas poboacions estudadas. As letras distintas indican

diferencias significativas (p<0.05) entre as medias correxidas (LSMEANS). [Ver Anexo 1 para as
abreviaturas ]
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A poboacion natural VAL e todos os seus hibridos tefien un comportamento
semellante na cantidade de raiz desenrolada para tddalas variables salvo para o nimero

de raices principais e para o didmetro da raiz.

A poboaciéon hibrida SER x IN1 consegue un desenvolvemento do sistema
radical superior & poboacion natural Galicia costa (SER) e similar & poboacion natural

paterna (IN1)
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Figura 15: Promedio das variables analizadas definidas en material e métodos para as respectivas
poboacions estudadas. As letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05) entre as

medias correxidas (LSMEANS). [Ver Anexo 1 para as abreviaturas (Nppais; L; Bifurc; Puntas;

Proxec area; Surfarea)].

A comparacion entre as poboacions hibridas e as poboacions naturais permite

observar se existe ou non efectos de heterosis. Sobre o numero de raices principais
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(Figura 14) obtemos valores superiores na emision de raices na poboacion hibrida Ser x
Inl respecto &s correspondentes poboacions naturais. Os posibles efectos de heterosis
desta devandita variable son notablemente superiores se comparamos In2 (que toma o
valor minimo para a media de todas as poboacions. 2.1); Val (cunha media de 2.8), e
Val x In2 (que toma o valor méximo alcanzado (3.3)). Noutros casos os valores
alcanzados pola poboacion hibrida foron intermedios s das correspondentes
poboacidns naturais, como ocorre en Val x In3 respecto a Val e In3 ( 2.7; 2.8; 2.1
respectivamente) ou en Val x Ser.

O nuamero de bifurcacions, que poderia representar o numero de raices
secundarias e terciarias, € o numero de puntas, que poderia representar o nimero total
de raices, alcanza os maximos na poboacion In3, cun valor medio de 256 e 154 para as
respectivas variables. E de esperar que dita poboacion alcance valores maximos de
lonxitude de raiz (288.07 cm). No caso de Val x In3, o n° de bifurcacions e puntas
aproximase 4 poboacion materna (Val) e difire significativamente da poboacion
paterna (In3). Poderia suceder que se manifeste unha accion complementaria de alelos
recesivos dos pais ou que estea debida a xenes de accion non aditiva. Por outra banda
observamos que o nimero de bifurcacions e de puntas en Ser, é un dos valores mais
baixos, cun promedio de 159 e 95 respectivamente, polo que resulta l6xico que o

promedio da lonxitude alcanzada polas raices sexa baixa (183.34 cm).

A interpretacion da area proxectada das raices e a superficie das mesmas
(Figura 15) espérase que sexa igual, xa que a superficie das raices poderia obterse a
partires da area proxectada nun plano. En vista dos resultados graficos observamos que
0 maximo para as variables estudadas segue sendo igualmente In3, e os minimos

alcanzan o seu valor para Ser.

Os valores maximos para o didmetro medio de raices concéntranse en VAL e
Val x In2 (1.34 e 1.31 respectivamente). A pesar disto os valores promedios son baixos
(<2mm). polo que non diferenciamos raices grosas. Chama a atencion que os valores
minimos se concentren nas poboacidns naturais do interior de Galicia Inl; In2; In3.
cuxos valores medios son proximos 4 1.18. o que suxire a idea de que esta menor
suculencia das raices, poderia influir na adaptaciéon das mesmas a condicions xéricas

(Hayden. 1919). Un dos caracteres adaptivos comunmente aceptado das xerofilas ¢ a
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presencia de tecidos do xilema ben desenvoltos. que colaboran cunha réapida

conduccion cando hai auga dispoiiible.

» Relacién entre as variables estudadas

Na Téboa 9 mostranse os indices de correlacion entre as variables de desenrolo
da parte aérea e radical da estaquilla. Obsérvase que a maior desenrolo da parte aérea
da estaquilla, maior desenrolo do sistema radical con mais lonxitude e superficie de
raiz. O desenvolvemento da estaquilla apenas interfire no didmetro da raiz (0.09). Isto
contradi o observado en estudos realizados sobre P. pinaster en condicions artificiais
de déficit de auga (Arndt et al., 2001) onde observou que plantas de familias non
vigorosas desenvolveron un profundo sistema radical e exhibiron maior proporcion

raiz- talo que as plantas de familias vigorosas, e estiveron menos afectadas polo estres

NRP Pestaq BIF PUN Ly  ARP SR DR
cm) (cm?)  (cm?) (mm)
Hesag(cm) 0237 077 0.63  0.62°  0.68 067 067 0.09"
NRP 027" 0327 0267 0267 03177 032" 027"
Pestaq () 0.697° 0.707° 0807 0.79""  0.79"™ 0.099"
BIB 0.92"  0.897" 0947 0947 0.307"
PUN 0917 0927 092 0.12°
I—raices 0.97*** 0.97*** 0.0076n‘S
(cm)
ARP(cm?) 1.00"™" 0.22""
SR(cm?) 022"

hidrico que as mais vigorosas.

Taboa 9: Coeficientes de correlacion de Pearson e grado de significacion da relacion entre as
variables estudadas

Niveis de significacion: *** P < 0.0001; ** P< 0.001; P < 0.05; n.s = non significativo. [Ver Anexo 1
para abreviaturas (Hesiag; NRP; Pegiag; BIF; PUN; Ligices; ARP; SR)]

Observamos unha correlaciéon positiva entre todalas variables. En xeral
podemos decir que o nivel de relacion das variables son altos e significativos

(p<0.0001).

A relacion ente o numero de raices principais e o resto de variables son
significativas pero os seus valores oscilan entre 0.27 e 0.32. Debido 4 existencia dun

sistema radical orixinado a partires do callo de ferida producido polo corte, temos un
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sistema radicular fasciculado. A pesar disto observouse unha tendencia 4 presencia

dunha estructura pivotante [Ver Anexo 2].

Tamén chama a atencidn a relacion entre a altura das estaquillas e o diametro
medio da raiz, xa que inda que estan relacionadas significativamente, o seu valor ¢
baixo (0.09 para unha p < 0.05), 6 igual que a relacion entre a lonxitude total das raices

e o didmetro medio, xa que a sta relacibn non ¢é significativa
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5. CONCLUSIONS.

Concluimos que o bo comportamento que presentaron as plantas nais tanto na
produccion (cantidade e calidade) como no enraizado das estaquillas fai que sexa
factible a utilizacion deste tipo de plantas para a reproduccién masiva do material
seleccionado e abre a posibilidade de mantelas durante o tempo necesario para o

testado de dito material.

Capacidade de rebrote da planta nai

Observouse un control xenético a nivel familiar na capacidade de emitir brotes
tralo descabezado inicial, pero non no segundo rebrote. Sen embargo as diferencia
significativas entre poboacions encontraronse s6 no segundo rebrote, probablemente
ligadas a caracteres adaptativos da zona da que procede. Nalguns casos obsérvase que
a hibridacion provoca unha diminucién na capacidade de rebrote respecto as

poboacidns naturais.

O numero de brotes no segundo rebrote € superior o nimero de brotes emitidos
trala eliminacion do brote terminal. Existiu una baixa relacion entre o 1° e o 2° rebrote
(0.095), podendo indicar que os patrons que rexen a emision de brotes no primeiro e no

segundo caso son distintos.

A altura inicial da planta nai, que representa en certa medida o vigor da planta.
influfu positivamente tanto nos brotes lignificados da planta (brotes anteriores 6
eliminacion da parte apical), e no segundo rebrote. Sen embargo non influiu na
primeira brotacion probablemente a causa de que o numero de brotes emitidos pola

planta surxe como resposta fisioloxica 6 descabezado desta.

Capacidade de enraizamento das estaquillas

Os resultados indican que P. pinaster ¢ unha especie con gran capacidade de

enraizamento xuvenil a pesar dos comentarios criticos dalguns autores. O sistema
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radical das estaquillas enraizadas caracterizase por ter un nimero baixo de raices
principais (aproximadamente 2 raices por planta), moi ramificado en xeral, e con raices

finas (< 2 mm).

Non se observo un control xenético na capacidade de enraizamento das familias
hibridas de P. pinaster, sen embargo si observamos un efecto significativo da

poboacion e da altura da planta nai onde se recolleu a estaquilla.

Existe unha diferenza significativa clara entre as distintas poboaciéns para
todas as variables de raiz estudadas, que indica que a formacién e o tamafo do sistema

radicular esta claramente afectado pola poboacion de orixe.

Observaronse efectos de heterosis sobre o numero de raices principais, e tamén
na altura media de crecemento das estaquillas nalgunhas das poboacions hibridas de

pinaster comparadas.
Existe un alto control xenético a nivel familiar do nimero de puntas e numero

de bifurcacions observadas no sistema radical. indicando a importancia da familia no

proceso de ramificacion radicular.
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ANEXO 1

ANEXO 1

Factores investigados.

D: Densidade de sementado

B(D): efecto do Bloque anidado 6 factor Densidade de sementado.

P:efecto da Poboacion

C(B): efecto da Columna anidado 6 bloque

F(B): efecto da Fila anidado 6 bloque

P*D:Interaccién Poboacion x Densidade de sementado

P*B(D):Interaccion Poboacion x Bloque (anidado a Densidade de sementado)
G(D): efecto do factor Familia anidado 6 factor Densidade de sementado

D*G(P): Interaccion Densidade de sementado x Familia (anidado & poboacion)

Variables de estudo na emision de brotes da planta nai.

BO: Brotes lingificados procedentes da ramificacion antes do despuntado.

LB: Lonxitude do brote mais longo.

B1: Brotes novos emitidos tralo despunte terminal

B2: Brotes emitidos trala eliminacion dos brotes novos e brotes lignificados (2
brotacion.

ho: Altura inicial da planta nai.

hc. Altura de corte da planta nai.

Variables de estudo na formacion de raices.

Nestaq: Altura da estaquilla enraizada obxeto de analse.
NRP: Numero de raices principais.

Pestaq: Peso en verde da estaquilla enraizada

BIF: Numero de bifurcacions das raices

PUN: Numero de puntas das raices.

Lraices: Lonxitude total das raices

ARP: Area da raiz proxectada.

SR: Supeficie da raiz en contacto coa terra.

DR: Diametro medio de raices.



ANEXO 2

ANEXO 2.

Figura 16: Sistema radicular fascilulado dunha estaquilla enraizada da poboacién IN 3. (Sober)

Figura 17: Estructura pivotante dunha mostra dun sistema radicular da poboacién natural IN3
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