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Resumen

Quercus ilex y Q. suber sufren en las dehesas mediterrdneas graves amenazas por
la sequia y Phytophthora cinnamomi (Pc), cuya interaccion exacerba la mortalidad.
La restauracion de las dehesas depende de la disponibilidad de planta mas
tolerante, pero la interacciéon genotipo-ambiente (GxE) puede complicar la
seleccidon, ya que las condiciones ambientales de estrés durante la seleccién
podrian influir en los procesos de mejora. Comprender las respuestas genéticas
frente a la variacién ambiental es clave para implementar estrategias de mejora
genética efectivas. Aqui evaluamos en invernadero el tiempo hasta la muerte de
10.400 plantulas de 90 familias de medios hermanos de encina y 87 de alcornoque
de toda Espafia, bajo tres escenarios de estrés: Pc, Pc+sequia y sequia+Pc.
Analizamos la variacién inter- e intraespecifica en la tolerancia y estimamos la
varianza genética aditiva y la relevancia de la interaccion GxE. También
cuantificamos la estabilidad fenotipica de las familias y su relacién con la
tolerancia general para definir estrategias Optimas de selecciéon. La sequia
posterior a la infeccion redujo la supervivencia en ambas especies,
homogeneizando los niveles de tolerancia entre ellas. Se detectd variacion
geografica solo en Q. suber, asociada con la longitud, de tal manera que las
poblaciones del este de Espafia mostraron menor tolerancia. Ambas especies
exhibieron variacion genética aditiva significativa, lo que indica potencial para la
mejora genética. Las estimaciones de heredabilidad fueron bajas en general, pero
mayores en los escenarios con Pc (hi? = 0,10-0,16). Se identificé una fuerte
interaccion GxE, debida a cambios en los rankings familiares a través de
escenarios, lo que complica la seleccién de genotipos ampliamente tolerantes. Los
analisis de estabilidad fenotipica revelaron variacion significativa entre familias, y
se identificaron familias con alta tolerancia y estabilidad a través de escenarios.
Una estrategia de seleccion del 20% de las madres mas tolerantes podria lograr
ganancias genéticas del 18% en ambas especies. Estos resultados dan soporte a las
estrategias de mejora genética para aumentar la tolerancia a la combinacién de
estreses en las dehesas mediterraneas.

Palabras clave
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Sindrome de la seca, interacciéon GxE, plasticidad fenotipica, mejora genética,
decaimiento.

1. Introduccion

Las dehesas mediterrdneas, ecosistemas multifuncionales con estructura de tipo
sabana y dominadas por Quercus ilex y Q. suber, enfrentan presiones crecientes
debido a factores climaticos y bidticos (GEA-IZQUIERDO et al, 2021; LOPEZ-
BALLESTEROS et al., 2023). La prolongada gestion humana ha moldeado estas
areas, pero hoy son mds vulnerables debido a sequias mds frecuentes, al aumento
de las temperaturas y a una regeneracion natural insuficiente, todo ello agravado
por la degradacion del suelo y la propagacidon de Phytophthora cinnamomi (Pc)
(PLIENINGER et al, 2003; AROSA et al, 2017). Pc es un patégeno que ha
intensificado el decaimiento de las dehesas desde la década de 1980, dafiando las
raices finas, dificultando la absorcion de agua y exacerbando los efectos de la
sequia, lo que resulta en estrés fisioldgico severo y mortalidad elevada del
arbolado (REDONDO et al, 2015; RUIZ-GOMEZ et al., 2018). Las interacciones
sinérgicas entre sequia y Pc agravan los impactos en la resiliencia de las dehesas,
especialmente bajo condiciones de estrés extremo (GEA-IZQUIERDO et al., 2021).

Aunque se ha observado que Q. ilex es mas resistente a la sequia debido a una
mayor resistencia del xilema a la cavitaciéon y a su capacidad para evitar la
desecacién foliar (RAMIREZ-VALIENTE et al., 2020), el alcornoque muestra mayor
tolerancia a Pc (LEON et al., 2017). Sin embargo, los efectos sinérgicos de la sequia
e infeccidn por Pc varian segun las condiciones particulares en las que se producen
la combinacion de estreses. Por ejemplo, en Q. ilex, sequias severas previas a la
infecciéon estdn asociadas con mayor mortalidad (CORCOBADO et al, 2014),
mientras que en Q. suber, sequias previas tienen menor impacto en la infeccién
posterior (GONZALEZ et al., 2020). En ambas especies, la sequia posterior a la
infeccién agrava significativamente el dafio causado en la planta, y esto se debe a
que Pc reduce significativamente la capacidad de absorcion de agua amplificando
los efectos del estrés hidrico posterior (CAMILO-ALVES et al., 2013).

Las estrategias actuales contra el decaimiento de las dehesas, como los
tratamientos quimicos o enmiendas del suelo, ofrecen soluciones costosas pero
temporales (SOLLA et al, 2021; LOPEZ-SANCHEZ et al., 2022), destacando la
necesidad de enfoques a largo plazo (MARTINEZ et al., 2023). El uso de materiales
genéticos para plantacién con mayor tolerancia a la sequia y a Pc es por tanto
clave. La variacion genética en tolerancia a la sequia y a Pc documentada para Q.
ilex y Q. suber (RAMIREZ-VALIENTE et al., 2009; GIMENO et al., 2009; MOREIRA et
al.,, 2018; RODRIGUEZ-ROMERO et al., 2022), ofrece una oportunidad esencial para
el desarrollo de programas de mejora genética que incrementen su tolerancia. Sin
embargo, la limitada disponibilidad de estimaciones de heredabilidad en ambas
especies dificulta el disefio adecuado de las estrategias de seleccién (WHITE et al.,
2007).

La compleja interaccidn entre factores genéticos y ambientales en las relaciones
arbol-patogeno influye en la tolerancia del hospedador (STENLID & OLIVA, 2016).
El impacto del patdgeno depende tanto del nivel de estrés del arbol como de las
condiciones favorables para el patégeno. Asi, las circunstancias ambientales de
estrés son clave para predecir la variacion genética en la tolerancia de los arboles
(DUKES et al.,, 2009). Por ejemplo, las respuestas de los arboles al estrés abidtico
determinan la asignacidn de recursos entre defensa y reparacion de tejidos (OLIVA
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et al, 2014), a la vez que estas respuestas estan controladas genéticamente
(SNIEZKO & KOCH, 2017). De esta manera, el control genético de la tolerancia al
patégeno se ve complicado por el control genético de la tolerancia al estrés
abiotico. Esto puede provocar interacciones genotipo-ambiente (GxE) significativas,
de tal manera que los genotipos pueden mostrar diferentes niveles de tolerancia
dependiendo de las condiciones ambientales (ATKINSON & URWIN, 2012). Asi, los
genotipos que son tolerantes bajo unas condiciones pueden volverse susceptibles
en otras, dificultando la seleccién de materiales para reforestacion.

La presencia de GXE en la tolerancia complica el desarrollo de estrategias de
seleccion. Ante esto, se pueden considerar dos enfoques distintos: seleccionar
genotipos estables que mantengan alta tolerancia en distintos ambientes, o
identificar genotipos especificos optimizados para condiciones particulares.
Mientras los genotipos estables son mads versdtiles y presentan menor riesgo frente
a escenarios climaticos inciertos, las selecciones especificas pueden maximizar las
ganancias genéticas, aunque requieren prongsticos precisos sobre el clima y los
factores bidticos (JOHNSON & BURDON, 1990).

De este modo, comprender la interaccion entre factores genéticos y ambientales
en la tolerancia de estas quercineas es crucial para disefiar estrategias de mejora
genética efectivas. Esto incluye identificar genotipos con tolerancia combinada a
sequia y Pc, y evaluar su capacidad para mantener dicha tolerancia bajo
condiciones ambientales cambiantes. Tales esfuerzos son fundamentales para
abordar las amenazas a la sostenibilidad de las dehesas y garantizar su
persistencia frente a los desafios del cambio climatico y las presiones bidticas.

2. Objetivos

En este estudio se evaluan 10.400 plantulas de 90 familias de medios hermanos de
Q. ilex y 87 de Q. suber, recolectadas en ocho y nueve procedencias de toda Espafia
respectivamente, bajo tres escenarios que combinaron sequia e infeccién por Pc.
Los objetivos son: i. evaluar las diferencias en tolerancia entre especies bajo los
tres escenarios de estrés; ii. examinar la variacién geografica y los factores
ambientales asociados al origen de las poblaciones; iii. cuantificar la variacién
genética aditiva y la heredabilidad de la tolerancia en ambas especies; iv. analizar
el impacto de la interaccion GxE en la tolerancia; v. evaluar la plasticidad
fenotipica a nivel familiar; vi. determinar la viabilidad de seleccionar genotipos
con mayor tolerancia y estabilidad a través de escenarios de estrés. El objetivo
altimo es optimizar las estrategias de mejora genética y seleccion de materiales
forestales de reproduccion tolerantes para aumentar la resiliencia de las dehesas
frente a los estreses causados por el cambio climdtico.

3. Metodologia

Se realizé un experimento en condiciones de invernadero para explorar la
variacion inter- e intraespecifica en la tolerancia a diferentes combinaciones de
sequia e infecciéon por Pc. En otofio de 2019, se recolectaron bellotas de 7-11
arboles madre asintomadticos y distantes en cada una de nueve poblaciones de
Quercus ilex y nueve de Q. suber de toda Espafia (Figura 1), abarcando una gran
amplitud de condiciones climaticas (temperatura media anual: 10,8-17,7 °C;
precipitacién media anual: 371-871 mm). Las poblaciones pertenecieron a ocho y
nueve regiones de procedencia de encina y alcornoque respectivamente. Las
bellotas se distribuyeron en tres localizaciones experimentales (Figura 1): Maceda
(Tragsa, Ourense), Plasencia (Universidad de Extremadura, Caceres) y Palos de la
Frontera (Universidad de Huelva, Huelva). A mediados de enero de 2020, las
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bellotas se sembraron a 1 cm de profundidad en bandejas forestales de 48 alveolos.
Cada alveolo tuvo un volumen de 300 cm? y se llené con una mezcla de turba
(Kekkila® Professional, granulometria 0-20 mm) y vermiculita (Projar®, grado 2)
en proporcion 9:1. Se afiadieron 1,4 g de fertilizante de liberacién gradual en
granulos (Nutricote® T270, NPK 15:9:10) por alveolo. En cada alvéolo se sembro
una semilla..

El disefio experimental consistio en bloques completos al azar replicados en cada
localizaciéon. En Maceda se trabajo con 90 familias de Q. ilex y 87 de Q. suber,
produciendo 6,072 plantulas. En Plasencia y Huelva se incluyeron 73 familias de Q.
ilex y 70 de Q. suber, con 2,139 y 2,120 plantulas, respectivamente. Las plantulas
fueron sometidas a distintos escenarios de estrés que combinaron sequia e
infeccion por Pc: en Maceda se aplic6 solo infeccidn por Phytophthora cinnamomi
(Pc). El1 2 de julio de 2020, las plantulas fueron infestadas con una cepa codificada
como P90, aislada de la rizosfera de un arbol de Q. ilex en Puebla de Guzman
(Huelva), altamente virulenta para Q. ilex (SAN-EUFRASIO et al., 2021). Tras la
inoculacion, las bandejas se inundaron durante tres dias para favorecer la
infeccion. Posteriormente, las plantas fueron sometidas a tres episodios
adicionales de encharcamiento durante el verano para potenciar el efecto de Pc.
Fuera de estos cuatro periodos de encharcamiento, las plantulas se regaron
periddicamente hasta capacidad de campo para evitar el estrés por sequia. El
mismo tratamiento se repitio al afio siguiente. En Plasencia se aplicd un escenario
combinado de Pc+sequia. El 2 de julio de 2020, las plantulas fueron infestadas con
la misma cepa de Pc y las bandejas se inundaron durante tres dias tras la
inoculacion. Se realizaron tres episodios de encharcamiento durante el verano v,
fuera de estos, las plantulas se regaron hasta capacidad de campo solo una vez al
mes hasta finales de octubre. El mismo tratamiento se aplicé al afio siguiente. En
Huelva se implement6 un escenario combinado de sequia+Pc. El 1 de junio de
2020, se suspendio el riego durante un mes para simular una primavera seca. El 2
de julio de 2020, las plantulas fueron infestadas con la misma cepa de Pc. Las
bandejas se inundaron durante tres dias tras la inoculacién y se realizaron tres
episodios de encharcamiento durante el verano, siguiendo el mismo protocolo que
para el escenario de Pc. El mismo tratamiento se aplico al afio siguiente.
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Figura 1. Localizacion de las nueve poblaciones estudiadas de Q. ilex (circulos
verdes) y las nueve de Q. suber (tridngulos naranjas), y las tres localizaciones
(estrellas negras) donde los tres escenarios de sequia e infeccion por Phytophthora
cinnamomi (Pc) fueron aplicados en condiciones de invernadero: Maceda (solo Pc),
Huelva (sequia+Pc) y Plasencia (Pc+sequia). Las dreas verdes (Q. ilex) y naranjas (Q.
suber) representan el drea de distribucion de ambas especies en Espafia en base al IV
Inventario Forestal Nacional (IFN4, 2011).

Durante el experimento, se registr6 semanalmente la mortalidad de las
plantulas durante la primera estacion de crecimiento y cada dos semanas durante
la segunda, y se calculd el tiempo hasta la muerte (numero de dias de
supervivencia). Para confirmar la infeccién de las plantas, P. cinnamomi se aislo
con éxito en septiembre de 2021 a partir de raices finas necréticas y no necréticas
en un subconjunto de muestras de cada escenario.. El experimento finalizd el 20 de
noviembre de 2021.

Se analizaron los datos con SAS 9.4, usando el tiempo hasta la muerte como
aproximacién de la tolerancia de las plantas debido a su distribucién continua y
normal, y al alto porcentaje de mortalidad (>80%) tras dos estaciones de
crecimiento.

Para evaluar las diferencias en tolerancia entre especies y escenarios, se empled
un modelo mixto lineal que incluy6 los efectos fijos de la especie, escenario,
bloque, poblacién y sus interacciones, y los efectos aleatorios de la familia y su
interacciéon con el escenario. Se estimaron los componentes de la varianza
mediante el método de méaxima verosimilitud restringida (REML) y las medias
ajustadas con el procedimiento LSMeans. Las comparaciones entre medias se
realizaron con el método de Tukey-Kramer. Para evaluar la variacion en tolerancia
entre poblaciones de Q. ilex y Q. suber, se utilizaron modelos mixtos individuales
para cada especie en todos los escenarios y también en cada escenario individual
en base al modelo anterior, pero sin los efectos correspondientes. Se compararon
las medias ajustadas poblacionales con el método de Diferencias Minimas
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Cuadradas (LSD). Las medias ajustadas de cada poblacion se correlacionaron con
las variables geograficas (latitud, longitud y altitud) y climéaticas en el origen de las
semillas (T? media anual (TMA), T® media del mes mas calido (TMMC), T® media del
mes mads frio (TMMF), precipitacion media anual (PMA), precipitacion media
estival (PME) e indice estival calor-precipitacion ([TMMC/(PME/1000)])). Para
dichas correlaciones se aplicd la correccion de Bonferroni para evitar errores de
tipo I. Los datos de clima para la serie normal (1961-1990) se generaron con el
software ClimateEU v4.63 (MARCHI et al., 2020).

Se estimaron los componentes de la varianza genética aditiva (familiar) y de la
interaccion familia x escenario (GXE) con el mismo modelo mixto anterior, y se
calculd el peso relativo de cada componente. Se estimaron las heredabilidades
individuales en sentido estricto (h?) como el cociente entre la varianza genética
aditiva y la varianza fenotipica total, usando un coeficiente de parentesco de 0.27,
considerando tasas de autofecundacién del 1-3% (ORTEGO et al., 2010). El error
estdndar de la heredabilidad se estimé con el método Delta (LYNCH & WALSH,
1998). Las correlaciones genéticas entre escenarios se calcularon a partir de los
mejores predictores lineales insesgados (BLUPs) a nivel familiar.

Para interpretar el origen de la interaccién GxE, se evaluaron dos hipdtesis: i.
heterogeneidad de varianzas familiares entre escenarios; y ii. existencia de
interacciones con cambios de ranking. Estas hipodtesis se testaron mediante
modelos que restringieron diferentes componentes de la estructura de varianzas-
covarianzas familiares, y se compararon con el modelo sin restricciones mediante
un test de verosimilitud restringida (ver metodologia en YANG, 2002).

Se cuantificaron indices de plasticidad fenotipica para las familias (A-scores; lo
contrario a la estabilidad fenotipica) mediante modelos mixtos, permitiendo
diferentes estructuras de varianza-covarianza para modelizar el término de la
interaccion familia x escenario (Shukla, Finlay-Wilkinson, Eberhart-Russell y
AMMI-1; DENIS et al,, 1997; PIEPHO, 1999). Se eligi6 el mejor modelo utilizando
criterios de bondad de ajuste (-2RLL, AIC y BIC). Las correlaciones entre la
tolerancia de las familias y su estabilidad a través de escenarios, se realizaron
mediante coeficientes de Pearson entre los BLUPs familiares (tanto a nivel de
escenario como en el conjunto de los escenarios) y los A-scores de cada familia.

Los valores de mejora ajustados para las familias de medios hermanos se
calcularon como la suma de la media global + el mejor estimador lineal insesgado
(BLUE) de la poblacion + dos veces la aptitud general combinatoria de la familia
(BLUP familiar). Como prueba de concepto, se estimaron las ganancias genéticas
esperadas (AG) para una seleccidon del 20% de los progenitores mas tolerantes
(seleccion hacia atras), ya que ésta seria la estrategia recomendada como primer
paso de un programa de mejora genética enfocado en la tolerancia de estas
especies. También se calcul6 la relevancia de la interaccion familia x escenario en
base unicamente a los progenitores seleccionados para comprobar el incremento
de la estabilidad en la poblacidn seleccionada.

4. Resultados

El modelo mixto mostré efectos significativos de la especie, el escenario y la
interaccion especie x escenario para el tiempo hasta la muerte (p<0,001; Figura 2).
Esto evidencia respuestas plasticas divergentes en la tolerancia de Q. ilex y Q. suber
bajo diferentes escenarios de estrés. El escenario combinado Pct+sequia mostro la
menor esperanza de vida para las plantas (249 dias), sin diferencias significativas
entre especies (Figura 2). El escenario Pc mostrd la mayor esperanza de vida (351
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dias), con Q. suber sobreviviendo mas tiempo que Q. ilex, mientras que el escenario
sequia+Pc generd una esperanza de vida intermedia (314 dias), con Q. ilex
ot mostrando significativamente menor longevidad que Q. suber (Figura 2).
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Figura 2. Tiempo hasta la muerte (dias) de plantulas de Q. ilex (linea discontinua
verde) y Q. suber (linea continua naranja) bajo tres escenarios de sequia e infeccion
por Phytophthora cinnamomi (Pc): Pc, sequia+Pcy Pc+sequia. Los circulosy
tridngulos representan las LSMeans + errores estdndar. Diferentes letras minusculas
en negro indican diferencias significativas (p<0,05) entre especies dentro de cada
escenario. Diferentes letras mayusculas en verde indican diferencias significativas
(p<0,05) entre escenarios para Q. ilex. Diferentes letras mayusculas en cursivay
naranja indican diferencias significativas (p<0,05) entre escenarios para Q. suber.

El andlisis para las especies individuales a través de escenarios, revel6 variacion
geografica significativa en la tolerancia para las poblaciones de Q. suber (p<0,001),
pero no para Q. ilex (p=0,230) (Tabla 1). La tolerancia en Q. suber estuvo
negativamente correlacionada con la longitud geografica (r=-0.85, p=0.030) (Figura
3). Asi, las poblaciones occidentales de Q. suber (e.g., Carmonita) mostraron mayor
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tolerancia, mientras que las poblaciones orientales (e.g., Sta. Maria de Solius y
Agullana) fueron las menos tolerantes (Figura 4). En este analisis incluyendo todos
v los escenarios, la varianza familiar fue significativa en Q. ilex (y?=0,014), pero no en

e CO

":‘;E;:L 16"2“6 Q. suber (x*=0,357) (Tabla 1). La interaccién familia x escenario fue significativa en
GIJON | JUNIO ambas especies, siendo hasta 1,5 veces mayor que la varianza familiar en Q. ilex y 6

veces mayor en Q. suber. En consecuencia, las heredabilidades del tiempo hasta la
muerte fueron bajas, 0,04 + 0,02 en Q. ilex y 0,01 + 0,02 en Q. suber (Tabla 1). El1
analisis en los escenarios individuales, indico variacion genética aditiva (familiar)
significativa en ambas especies ante los escenarios Pc y Pc+sequia, pero no ante
sequia+Pc (Tabla 2). Las heredabilidades en Q. ilex ante los escenarios Pc y
Pc+sequia fueron 0,11 + 0,03 y 0,12 + 0,06, respectivamente, y en Q. suber 0,10 +
0,03 y 0,16 + 0,08, respectivamente (Tabla 2).

El modelo de correlaciones familiares perfectas entre escenarios se ajusto
significativamente peor que el modelo sin restricciones en ambas especies
(¥?>=0,042 para Q. ilex y x?>=0,014 para Q. suber), indicando cambios de rankings
familiares significativos entre escenarios. Sin embargo, el modelo de
homogeneidad de varianzas familiares entre sitios no se ajusto significativamente
peor (¥?=0,677 para Q. ilex y x?=0,638 para Q. suber), no permitiendo rechazar la
hipétesis de homogeneidad de varianzas familiares entre escenarios. Asi, la
interaccion familia x escenario se atribuy6 principalmente a cambios en los
rankings familiares, y no a diferencias en la varianza familiar entre escenarios. Se
observaron correlaciones genéticas significativas en ambas especies entre los dos
escenarios que incluyeron sequia (0,33 y 0,34 para Q. ilex y Q. suber
respectivamente; p<0.01), pero no con el escenario Pc (0,07 y 0,10 para Q. ilex y 0,22
y 0,10 para Q. suber; p>0,05).
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Figura 3. Correlaciones entre las medias del tiempo hasta la muerte (dias; eje-y) a
través de los tres escenarios de sequia e infeccion por Phytophthora cinnamomi para
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nueve poblaciones de Q. subery la longitud (°) de la fuente de semilla (eje-x). Los
circulos negros representan las poblaciones. Se muestra el coeficiente de correlacion

o de Pearson (1) y la linea de regresion.
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Figura 4. Tiempo hasta la muerte (dias) a través de los tres escenarios de sequia e
infeccion por Phytophthora cinnamomi para nueve poblaciones de Q. suber
pertenecientes a nueve regiones de procedencia espafiolas. Las barras son las
LSMeans + errores estandar. Diferentes letras indican diferencias significativas
(p<0,05).

Tabla 1. Resultados del modelo mixto para el tiempo hasta la muerte (dias) a través
de los tres escenarios de sequia e infeccion por Phytophthora cinnamomi para Q. ilex
y Q. suber. Para los efectos fijos, se muestran los grados de libertad (GL), el F-ratio
asociado al nivel de significacion (ns: no significativo; * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001). Para los efectos aleatorios, se muestran los componentes de la varianza +
errores estandar (CV + s.e.), el porcentaje de varianza correspondiente (CV %) y los
niveles de significacion asociados a los componentes de varianza.

Quercus ilex

Efectos Fijos GL(}(S;::;m, -ratio r > F
2, 218,89 <0,001 ***
8, 1,35 0,230 ns
78, 3,90 <0,001 ***
16, 1,41 0,140 ns
alEefaetcot:j)s CVsise. CV (%) p >x2 @)
304,6 £ 164,5 1,21 0,014 *

466,2 + 194,6 1,86 0,008 **

24329,0 +471,3
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92 CONGRESC Quercus suber
FORESTAL >PANOL
g \ggi ﬁtsﬁﬁ g Efectos fijos GLG(E;‘;';m’ F -ratio p > F
2, 98,65 <0,001 ***
8, 5,56 <0,001 ***
78, 2,76 <0,001 ***
16, 2,04 0,013 *
alli faetcot:if)s CVz:s.e. CV (%) 14 >x2 (1)
100,2 + 160,5 0,36 0,357 ns
593,7 £ 232,4 2,16 <0,001 ***

26815,0 £ 571,8 - -

(1) Nivel de significacion asociado con el valor chi-cuadrado calculado como dos
veces la diferencia en el logaritmo de verosimilitud entre el modelo con ese efecto
aleatorio incluido y el modelo con el efecto excluido.

Tabla 2. Resultados del modelo mixto para el tiempo hasta la muerte (dias) para Q.
ilex y Q. suber en cada uno de los escenarios de sequia e infeccion por Phytophthora
cinnamomi (Pc). Para los efectos fijos, se muestran los grados de libertad (GL), el F-
ratio asociado al nivel de significacion (ns: no significativo; * p<0,05; *** p<0,001).
Para los efectos aleatorios, se muestran los componentes de la varianza + errores
estandar (CV + s.e.), el porcentaje de varianza correspondiente (CV %), los niveles de
significacion asociados a los componentes de varianza y las heredabilidades
individuales en sentido estricto (h?) con sus errores estdndar (s.e.) asociados (las
heredabilidades significativas se destacan en negrita).

Quercu

Sl Quercus suber
Escenar GL GL
Ef::: t/os (Gll;‘nu F -ratio p > F (G]I;‘nu F -ratio p > F
Fijos GLden) GLden)
Pc
8, 1,75 O’ILOO 8, 5,28 <0,001 ***
41, 3,05 <(3;f,?1 41, 3,11 <0,001 ***
sequia + Pc
8, 1,49 O,nlsSl 8, 1,41 0,209 ns
19, 366 o' 19, 162 0,045 *

sokok
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Pc + sequia
8 0,90 0,524 8, 4,04 <0,001 ***
ns
18, 503 0001 44 343 <0,001 ***
Escenar
io/ . .
Vt V +
Efectos Cvs P >x2 (1) Z" ts.e. Cvs P >x2 (1) 5“ ts.e.
. s.e. s.e.
aleatori
os
Pc
675,6 <0,001 0,11 + 689,8 + <0,001
£201,3 003 2450 o 0,10+0,03
2(1)3+67’ 26103,0
537.3 +716,8
sequia + Pc
441,6 0,06 + 332,3
£3974 0,199 ns 0,06 4481 0,411 ns 0,04 + 0,05
2g3+()1, 31997,0
11403 +1522,9
Pc + sequia
1026,3 0,12 + 1037,7
g 11 * ’ ’ 7 ** ,16 + 0,
+5260 00 006 +5190 00 0.16+0.08

30874,
0+
1317,6

23685,0
+1145,3

(1) Nivel de significacion asociado con el valor chi-cuadrado calculado como dos
veces la diferencia en el logaritmo de verosimilitud entre el modelo con ese efecto
aleatorio incluido y el modelo con el efecto excluido.

El modelo de Eberhart-Russell para la estimacién de la plasticidad fenotipica fue
el que mostro la mejor bondad de ajuste (-2RLL = 1306,0; AIC = 1596,0; BIC = 1465,3
para Q. ilex, y 2RLL = 1341,6; AIC = 1619,3; BIC = 1494,3 para Q. suber). En base a
este modelo, los indices de plasticidad fenotipica (A-scores) variaron
significativamente entre familias, con un rango de variacién de hasta 33 veces en
Q. ilex y 22 veces en Q. suber entre las familias mas y menos plasticas. Ademas, en
Q. ilex, la plasticidad estuvo negativamente correlacionada con la tolerancia (las
familias més tolerantes fueron las més estables) ante los escenarios sequia+Pc y
Pc+sequia (Tabla 3), mientras que en Q. suber la correlacion negativa se produjo
Unicamente en el escenario Pc+sequia (Tabla 3).

El escenario Pc+sequia fue el unico que mostré conjuntamente heredabilidades
significativas y correlaciéon positiva entre tolerancia y estabilidad. Ante este
escenario, la seleccion del 20% de las familias mads tolerantes permitido una
ganancia genética esperada del 18% en tiempo hasta la muerte, lo que implica
prolongar 45 dias adicionales la longevidad de las plantas (Figura 5). Ademas, esta
seleccion redujo la importancia relativa de la interaccién GxE en Q. ilex en un 27%.

Tabla 3. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre los indices de plasticidad
fenotipica de las familias (A-scores), y la tolerancia familiar (BLUPs) estimada tanto
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en el conjunto de los escenarios como en cada escenario individual. Las
correlaciones significativas y negativas se resaltan en negrita, en cuyo caso las
familias con mayor tolerancia son las menos plasticas, es decir, las mas estables.

Q. ilex Q. suber
Escenarios r P-valor Escenarios r P-valor
Conjunto de 026 <0,05 * Conjunto de 0,09 >0,05 ns
escenarios escenarios
Pc 0,57 <0,001 *** Pc 0,10 >0,05 ns
sequia + Pc -0,54 <0,001 *** sequia + Pc 0,38 <0,001 ***
Pc + sequia -0,67 <0,001 *** Pc +sequia -0,66 <0,001 ***
a) Q. ilex
Umbral de seleccion
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o AG = 18% (45 dias)
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Figura 5. Valores de mejora familiares ajustados del tiempo hasta la muerte (dias) de
73 familias de medios hermanos de Q. ilex (a) y 70 de Q. suber (b) en el escenario de
infeccion por Phytophthora cinnamomi + sequia. Una seleccion del 20% de las
familias mds tolerantes (barras negras), incluiria 15 familias de encina y 14 de
alcornoque con una ganancia genética esperada (AG) del 18% en ambas especies
después de un ciclo de seleccion hacia atrds (45 dias adicionales hasta la muerte).

5. Discusion

Las dehesas estan sufriendo un progresivo decaimiento debido, principalmente,
al estrés por sequia y a la infeccion por el patégeno invasor Phytophthora

cinnamomi (Pc) (CAMILO-ALVES et al,

2013).

Estos dos factores, actuando

conjuntamente, explican de manera mdas completa el deterioro observado en estos
ecosistemas que si se consideran de forma independiente (GEA-IZQUIERDO et al.,
2021). Ante la falta de métodos efectivos para controlar la enfermedad causada por
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Pc, se considera que la plantacion de materiales vegetales mas tolerantes
constituye la soluciéon mads viable y sostenible a largo plazo para asegurar la
sostenibilidad de las masas en riesgo de decaimiento (MOREIRA et al, 2018;
MARTINEZ et al, 2023). Sin embargo, las interacciones complejas entre las
condiciones ambientales, los hospedadores y el patégeno pueden modificar las
respuestas de tolerancia de los drboles (STENLID & OLIVA, 2016), 1o que destaca la
importancia de investigar la variacion genética en esta tolerancia bajo diferentes
escenarios de estrés combinado. En este estudio, evaluamos aproximadamente
10.400 plantulas de encina y alcornoque procedentes de 90 y 87 familias de medios
hermanos, respectivamente, recolectadas en toda su area de distribucion en
Espafia. Las plantulas se sometieron a tres escenarios distintos que combinaron
sequia e infeccion por Pc. Nuestro objetivo fue esclarecer la base genética de las
respuestas plasticas de la tolerancia a la sequia y a Pc, para proporcionar
estrategias efectivas de mejora genética forestal.

En consonancia con los estudios previos (CAMILO-ALVES et al. 2023; DE LA MATA
et al., 2024), los resultados mostraron que Q. suber presenté mayor tolerancia a Pc
que Q. ilex bajo condiciones de disponibilidad hidrica. En el escenario de estrés
hidrico posterior a la infeccidén, ambas especies experimentaron una reduccién
significativa en su expectativa de vida, indicando un efecto sinérgico que
incremento la susceptibilidad de los arboles (SAN EUFRASIO et al., 2021). Ademas,
en este escenario no se observaron diferencias significativas entre ambas especies,
lo que sugiere que la sequia posterior homogeneiz6 los niveles de tolerancia (DE
LA MATA et al, 2024). En el escenario de sequia antes de la infeccidn, Q. ilex
mostré mayor susceptibilidad al patdgeno, posiblemente debido a un efecto de
predisposicién causado por el estrés hidrico previo (también mostrado por
CORCOBADO et al., 2014). Sin embargo, este efecto no se detectéd en Q. suber (en
consonancia con GONZALEZ et al, 2020), lo que refleja diferencias en los
mecanismos fisiologicos y genéticos entre ambas especies frente al estrés
combinado. Estas respuestas contrastadas destacan la complejidad de las
interacciones planta-patégeno bajo condiciones variables de estrés abidtico
(ENNOS, 2015) y subrayan la necesidad de estrategias de mejora genética
adaptadas a las caracteristicas particulares de cada especie.

El andlisis geografico reveld diferencias significativas en la tolerancia entre
poblaciones de Q. suber a lo largo de su drea de distribucién en Espafia, con un
claro gradiente longitudinal este-oeste. Las poblaciones del este (e.g., Catalufia)
mostraron una mayor susceptibilidad, mientras que las del oeste presentaron
mayor tolerancia. Este patréon de variaciéon geografica se alinea con estudios
previos que han documentado gradientes longitudinales de diferenciaciéon genética
y adaptacion climatica en Q. suber (RAMIREZ-VALIENTE et al., 2014; SAMPAIO et
al, 2019). En contraste, Q. ilex no mostré variacidn geografica significativa en
tolerancia, posiblemente debido a un mayor grado de plasticidad fisioldgica
(GIMENO et al., 2009; SAN-EUFRASIO et al., 2021). La discrepancia con estudios
previos que encontraron variacién en la susceptibilidad a Pc a nivel poblacional
podria explicarse por diferencias en el disefio experimental, las cepas del patégeno
utilizadas o las poblaciones muestreadas..Los distintos patrones de diferenciacion
geografica entre el alcornoque y la encina indican diferencias en sus estrategias
evolutivas, a pesar de ser dos especies estrechamente relacionadas.

Nuestros resultados muestran una variacién genética aditiva significativa en
ambas especies bajo escenarios especificos, especialmente ante Pc y Pct+sequia, en
los cuales las heredabilidades fueron mds altas. Estas estimaciones de
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heredabilidad indican un control genético relevante en la tolerancia, lo que
respalda el potencial de los programas de mejora genética. Sin embargo, no se
detectd variacidn genética aditiva en el escenario donde la sequia precedid a la
infeccién, lo que indica que esta combinacion de estreses enmascard las
diferencias genéticas dentro de poblaciones. Ademas, se identificé una interaccién
genotipo-ambiente (GxE) significativa en la tolerancia, en linea con resultados
anteriores para la supervivencia bajo condiciones de campo en clima
mediterrdneo en ambas especies (RAMIREZ-VALIENTE et al, 2021). Esta
interaccion se caracterizo por su intensidad, lo que redujo las estimaciones de
heredabilidad en los anélisis con todos los escenarios. La causa principal de la
interaccién fueron los cambios de ranking familiares entre escenarios. Esta es una
causa relevante, pues puede tener efectos importantes en los procesos de seleccién
(HAMMER & COOPER, 1996), complicando los esfuerzos de mejora genética, ya que
los genotipos mas tolerantes en un escenario pueden no serlo en otros (ATKINSON
& URWIN, 2012). Este resultado resalta la importancia de analizar las respuestas
plasticas de la tolerancia (BUSBY et al., 2014; Li et al, 2017) y sugiere que la
tolerancia a Pc estd influenciada por el contexto ambiental y las interacciones con
el estrés por sequia (DUKES et al., 2009).

Ante la complejidad que implica una interaccién GxE relevante, proponemos una
estrategia de seleccion que priorice tanto la tolerancia promedio como la
estabilidad de la tolerancia ante distintos ambientes (JOHSON & BURDON, 1990). Es
decir, priorizar familias que exhiban alta tolerancia en la mayoria de escenarios,
aunque no sean las mas tolerantes en ninguno de ellos. Ademas, ésta es una opcion
robusta frente a los desafios del cambio climatico, caracterizado por escenarios de
estrés inciertos (LEDIG & KITZMILLER, 1992). Los andlisis de estabilidad revelaron
una amplia variaciéon familiar en la plasticidad fenotipica, con algunas familias
mostrando una tolerancia mas estable que otras ante las diferentes condiciones de
estrés. A su vez, se identificaron relaciones positivas entre la tolerancia y la
estabilidad fenotipica, sugiriendo que ciertas familias fueron capaces de mantener
una tolerancia estable y permitiendo la seleccién de genotipos que combinen alta
tolerancia y estabilidad. Sin embargo, esta relacion fue dependiente del escenario,
y se encontro s6lo en los escenarios de sequia seguida de infeccion y de infeccion
seguida de sequia en Q. ilex, y en el de infeccidn seguida de sequia en Q. suber. Se
resaltan por tanto aqui escenarios especialmente adecuados para identificar y
seleccionar genotipos tolerantes al decaimiento y con un comportamiento estable.

En este contexto, el escenario de sequia posterior a la infecciéon emergio como el
mas adecuado para identificar genotipos tolerantes y estables en ambas especies,
ya que combina las heredabilidades m4as altas con una relacidn positiva entre
tolerancia y estabilidad. Con una intensidad de seleccion del 20% de los mejores
progenitores se podrian lograr ganancias genéticas de hasta un 18% en la
tolerancia de ambas especies, lo que equivale a prolongar en 45 dias la
supervivencia de las plantulas bajo condiciones de estrés combinado. Ademas,
mediante esta estrategia de seleccion se redujo en un 27% la relevancia de la
interaccion GxE en la poblacion seleccionada.

6. Conclusiones

Este estudio destaca la posibilidad de seleccionar familias de Q. ilex y Q. suber mas
tolerantes y estables bajo condiciones variables de estrés por sequia e infeccién
por Phytophthora cinnamomi, sentando las bases para programas de mejora
genética que reduzcan la susceptibilidad de estas quercineas mediterrdneas al
decaimiento. El material forestal de reproduccién derivado de estas selecciones
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podria ser utilizado para restaurar dehesas afectadas, garantizando su resiliencia
frente a las condiciones ambientales futuras. Ademas, incluir la estabilidad como
criterio de seleccidn ayudaria a mitigar los efectos negativos de la interacciéon GxE
y proporcionaria una solucién precautoria ante la incertidumbre climética global.
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