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RESUMEN

Pinus pinaster es una especie de gran importancia econémica y ecolbgica y que presenta una gran
diversidad genética. En nuestro grupo de trabajo disponemos de una coleccién clonal representativa de
toda el &rea de distribucion natural de la especie. En una parcela que alberga un ensayo anidado de 10
procedencias x 5 familias x 5 clones x 8 copias y con distribucion de bloques aleatorizados, se evalué la
variabilidad del color en base al Espacio de Color CIELAB de los brotes que emergen en primavera,
observandose que las procedencias del sur presentan una coloracion claramente diferencial a las del
norte. Ademas, en tres de estas procedencias, seleccionadas en base al color y a su lugar de origen
(Cadavedo, Oria y Tamrabta), se analizé la composicion en fenoles totales, flavonoides, clorofilas a y b,
carotenoides y antocianinas. Posteriormente se determind la capacidad antioxidante de los extractos
obtenidos de los dos clones de P. pinaster mas contrastantes. En cuanto a los resultados obtenidos,
respecto a la composicion quimica, destaca la procedencia de latitud mas al norte, Cadavedo, por su
contenido en antocianinas. La actividad antioxidante parece ser, sin embargo, superior en el clon
analizado de la procedencia de latitud mas al sur, Tamrabta, lo cual puede deberse a que contenga una
mayor cantidad del resto de compuestos antioxidantes y que, en el estudio realizado, aunque superiores,
no llegaron a ser significativos, posiblemente por la variabilidad de las muestras y el nimero de las
mismas analizado. Los datos de color muestran correlacién significativa con la concentracion de
antocianinas y flavonoides. La cantidad de pigmentos acumulados en los tejidos parece relacionarse con
la latitud y la altitud de los lugares de origen de estas poblaciones, mediado quiza por las condiciones de
luz y temperatura.

ABSTRACT

Pinus pinaster is a species of great economic and ecological importance which also has high genetic
diversity. In our working group we have a clonal collection representing the entire natural range of the
species. In a plot with a nested trial comprising 10 origins x 5 families x 5 clones x 8 replications and with a
randomized block distribution, color variability of shoots emerging in spring was assessed based on the
Color Space CIELAB, and it was observed that southern provenances clearly exhibit different staining to
northern. Moreover, in three of these provenances, selected according to color and place of origin
(Cadavedo, Oria and Tamrabta) further analysis was carried out to establish total phenolic composition,
flavonoids, chlorophyl a & b, carotenoids and anthocyanins. Subsequently the antioxidant capacity of the
extracts obtained from the two most contrasting clones of P. pinaster was analyzed. Results with regard to
chemical composition showed the most northern provenence, Cadevedo, was found to have noteworthy
anthocyanin content. Antioxidant activity seems to be, however, higher in the clone from the most
southerly latitude, Tamrabta, probably related with the high levels of other antioxidant compounds studied.
The color data shows a significant correlation with the concentration of anthocyanins and flavonoids. The
amount of pigments accumulated in the tissues appears to be associated with latitude and altitude of the
places of origin of these populations, perhaps mediated by light and temperature conditions.
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INTRODUCCION

Pinus pinaster Aiton. es una especie de gran interés econémico y ecolégico. Este
interés se debe, fundamentalmente, a su amplia distribucion natural, que se extiende
por las regiones costeras europeas y africanas del mediterraneo occidental y por el
litoral atlantico de Portugal, Espafia y Francia, a su capacidad de crecer en suelos
pobres y bajo periodos de sequia prolongada (Alia y Martin, 2009) y a la gran
diversidad genética de la especie, que da lugar a diferencias de comportamiento en
funcion de la procedencia. De éstas, las mas importantes son las de forma,
crecimiento (Rycroft y Wicth, 1947; Sweet y Thulin, 1962; Molina, 1965; Harris, 1966 y
Matziris, 1982) y adaptacion a diferentes condiciones ecoldgicas, como la distinta
sensibilidad al frio y/o la sequia (Nguyen y Lamant, 1989). Por todas estas razones
resulta interesante caracterizar el comportamiento de las procedencias de P. pinaster
de regiones con climas contrastantes y utilizarla asi como modelo para el desarrollo de
estudios gendmicos y transcriptomicos (esta especie ha sido propuesta como una de

las especies modelo en la Red de Excelencia Europea EVOLTREE).

Dentro del Proyecto “Mejora, adaptacion y variacion fenotipica de P. pinaster Aiton.
(CLONAPIN)” (RTA2010-00120-00-00) y empleando los materiales genéticos del
programa de conservacion y mejora genética desarrollado conjuntamente por el
Servicio Regional de Investigacion y Desarrollo Alimentario (SERIDA) y el Centro de
Investigaciéon Forestal (CIFOR)/ Instituto Nacional de Investigacion y Tecnhologia
Agraria y Alimentaria (INIA), se instalé una parcela que alberga 10 procedencias de
diferentes origenes geograficos que representan toda la variabilidad N-S de la especie,
desde Francia hasta Marruecos (Tabla 1, Figura 1) y que estd siendo objeto de
distintos estudios dentro del grupo de investigacién, como son la evaluacién de los
mecanismos de respuesta a estrés hidrico o de tolerancia al frio (Baizan et al., 2011,
Martinez-Alonso et al., 2011; De la Torre et al., 2013) o el abordaje desde diferentes
perspectivas del modelo de crecimiento de los pinos: fenologia vegetativa y floral,

crecimiento en altura y reparto de biomasa o dominancia apical y policiclismo.
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Tabla 1. Ubicacion y datos climéticos de las procedencias objeto de estudio. Sdnchez-
GoOmez et al., 2010.
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Figura 1. Mapa de distribucién de las 10 poblaciones de P. pinaster objeto de estudio.
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La observacion conjunta y detallada, necesaria para describir la fenologia, de las
plantas de diferentes poblaciones en una misma parcela nos hizo darnos cuenta que la
coloracién de los brotes cuando emergen tras la parada invernal era diferente en
algunas plantas. El color en las plantas depende de las concentraciones en que se
encuentran los pigmentos y de las transformaciones a las que éstos se ven sometidos.
Los compuestos coloreados que se encuentran en las plantas: clorofilas (verde),
carotenoides (amarillos), antocianinas (rosas, purpuras, y rojos) y flavonoides
(amarillos) estan integralmente relacionados con la fisiologia de la planta (Sims y
Gamon, 2002). Debido a su importancia en la funcionalidad de las hojas, las
variaciones en el contenido de dichos pigmentos pueden proporcionar informacion

sobre el estado fisiolégico de la planta.

La clorofila tiende a disminuir con mayor rapidez que los carotenoides cuando las
plantas estan bajo estrés o durante la senescencia foliar. EI contenido en antocianinas
tiende a ser mas alto en las hojas jévenes con bajas tasas fotosintéticas, en hojas
donde el crecimiento ha sido limitado por bajas temperaturas u otros tipos de estrés, y
en hojas senescentes en ciertas especies (Sims y Gamon et al., 2001). Por tanto, el
ambiente que rodea al arbol (luz, fotoperiodo, temperatura, déficit hidrico, etc.),

condiciona la cantidad de metabolitos secundarios que acumula en sus tejidos.

La respuesta plastica y de adaptacién de las poblaciones al ambiente mediada por el
metabolismo secundario estd condicionada por el papel de estos compuestos en la
proteccion de la planta. Asi por ejemplo, en la fotoproteccion, proceso complejo que
conduce no sélo a cambios fisiolégicos en el contenido de pigmentos, sino también
cambios a nivel transcriptbmico, los carotenoides y las antocianinas ayudan a disipar
el exceso de energia evitando asi dafios en el sistema fotosintético y protegiendo las

hojas del exceso de luz, (incluyendo UV).

El poder antioxidante de todos los compuesto de naturaleza fendlica a través de su
propia oxidacién, protegiendo asi a otras moléculas como acidos grasos, proteinas,
carbohidratos, etc., o secuestrando radicales libres, parece ser general en el mundo
vegetal (Zivkovic et al., 2009). Las antocianinas puede servir como secuestradores de

las especies reactivas del oxigeno (Valledor et al., 2012).

Los compuestos de naturaleza fenélica también se ha visto que estan implicados en la
respuesta de defensa frente a estrés bidtico. En algunos tejidos de la planta se
observan células que parecen estar destinadas al almacenaje de sustancias fendlicas
gue son liberadas en el momento de la agresién. Estas células se encuentran en sitios

estratégicos y liberan fenoles dando lugar a una respuesta primaria de lignificacién o
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formando barreras quimicas y a una respuesta secundaria modificando el metabolismo
hormonal, como las auxinas, en las que incrementan sintesis y reducen transporte y
oxidacion (Beckman, 2000).

Los dias largos con noches frias, propios de la zona norte, parecen incrementar la
produccion de compuestos aromaticos (Davik et al., 2006), de ahi que la latitud sea
uno de los parametros de interés en nuestro estudio. Aunque existen referencias en
este sentido, no se han publicado demasiados trabajos que lo avalen en el mundo
forestal. Sin embargo, en el campo de los alimentos, existen numerosas publicaciones
al respecto. Asi por ejemplo, se sabe que el color de las fresas es mas intenso en las
latitudes norte que en las sur o que los arandanos de las latitudes norte tienen mas
antocianinas que los del sur (Latti et al., 2008).

Que existe una interaccién genotipo/ambiente y una adaptacion local se pude deducir
del trabajo sobre P. sylvestris realizado por Oleszek et al., (2002) en el que los autores
concluyeron que existia una relacion entre el nivel de flavonoides y la latitud de origen.
Las latitudes de origen de las poblaciones ensayadas por estos autores iban desde los
40° 30'N a los 63° 53'N y los arboles del ensayo se encontraban a 51° 37°N, donde
llevaban 80 afios creciendo. Curiosamente, los arboles procedentes de las latitudes
mas al norte mostraron los niveles mas bajos de taxifolin 3"-O-glucosido, quercetina,
taxifolina y flavonoides totales. Este hecho se explic6 a través de una adaptacién local,

pero no fue avalado por datos de lo que ocurre en su lugar de origen.

En Betula pubenscens se observd una variacion en el contenido foliar de derivados de
la quercetina, que se correlacionaba positivamente con la latitud, mientras que el total
de flavonoides permanece constante (Stark et al., 2008). Los derivados de la
guercetina muestran mayor poder antioxidante que otros flavonoles y suelen ser los
gue se describen en relacion con la proteccion frente a la luz. La adaptacién genética a
la variacién del ambiente segun latitudes se pone de manifiesto en algunas especies
cuya area de distribucion latitudinal es amplia, caso de Oxyria digyna cuando se cultiva
en condiciones controladas, donde se vio que los ecotipos de 45° N, 60° Ny 78° N
mostraban una tasa entre flavonoides di- y mono-hidroxilados que se incrementaba de
sur a norte (Nybakken et al., 2004).

Uno de los obijetivos del Proyecto RTA2010-00120-00-00, citado anteriormente, era la
busqueda de parametros morfofisiolégicos de rapida medicion relacionados con la
variabilidad y adaptacion del P. pinaster a los diferentes ambientes en que es capaz de
crecer, con el objeto de desarrollar herramientas que permitan realizar un fenotipado

masivo que puedan ser utilizadas en estudios de  asociacion.

Silvia Baizan Gonzalez 4



Determinacion de la composicion fendlica y actividad antioxidante en brotes de clones de Pinus pinaster
procedentes de tres origenes contrastantes

Ya que el color es un pardmetro de facil y rdpida mediciébn y ademas muestra una
relacion con la concentracion de pigmentos que, a su vez, estan relacionados con las
defensas de la planta, se planteé como objetivos parciales:

e Valorar la variabilidad del color de los brotes de P. pinaster que emergen del
verticilo de invierno y su posible relacion con la latitud.

e Establecer la relacién entre las variables cromaticas y la composicién de
pigmentos de los tejidos.

e Estudiar la posible relacion entre la composicién en pigmentos de estos tejidos
y la capacidad antioxidante de los extractos como medio para establecer su
papel en la defensa frente a estrés oxidativo.
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MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron brotes de ramas laterales de clones de Pinus
pinaster obtenidos por esquejado e instalados en 2010 en una parcela experimental
perteneciente al SERIDA en La Mata (Grado, Asturias; 43° 32'N 7°00'W, 65 m). La
parcela alberga 10 procedencias (ARMY, ASPE, CDVO, COCA, MIMI, ORIA, PLEU,
PTOV, SCRI y TAMR) (Tabla 1) que representan todo el area de distribuciéon natural
de la especie y el ensayo comprende 5 familias por procedencia (cada familia procede
de un arbol madre separado al menos 50 m de las otras madres), 5 clones de cada

familia y 8 copias de cada clon, distribuidas en bloques aleatorizados.

El 2 de mayo de 2013 se tomaron datos de color del brote mediante lectura directa con
un colorimetro (Chroma Meter CR-410 de Konica Minolta, Japén). Se tomaron los
valores CIE L*a*b* (CIELAB) que es el modelo cromatico usado normalmente para
describir todos los colores que puede percibir el ojo humano. Los tres pardmetros en el
modelo representan la luminosidad de color (L*, L*=0 rendimientos negro y L*=100
indica blanca), su posicién entre rojo y verde (a*, valores negativos indican verde
mientras valores positivos indican rojo) y su posicién entre amarillo y azul (b*, valores

negativos indican azul y valores positivos indican amarillo).

Ademas de las constantes L*, a* y b* se han incluido los valores de: Hue (= tono) y
Chroma (=intensidad), que se calculan a partir de las primeras mediante las formulas
CIE (1986):

Hue= arco tangente (b*/a*)
Chroma= (a**+b*?)*?

Posteriormente se seleccionaron 3 procedencias de clima contrastante para los
analisis quimicos: CDVO de Asturias, ORIA de Almeria y TAMR de Marruecos y, de
cada procedencia, se muestrearon 4 clones de diferente familia. El muestreo se realizé

el 10 mayo de 2013 y se recogieron brotes de 2 plantas por clon y 3 réplicas por arbol.
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Productos quimicos

Metanol para andlisis de J.T Baker (Phillipsburg, USA); carbonato sédico y &cido
clorhidrico de Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Espafia); acido galico, reactivo de
Folin-Cicalteu, cloruro de aluminio anhidro, quercetina y 2,2-difenil-1-picrilhidrazil de
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia); acetona y tampon tris de Scharlau Chemie S.A.
(Barcelona,Espafia).

Extraccion de compuestos fendlicos

Se seleccioné el protocolo descrito por Nair et al., (2012) para la extraccion de fenoles
y flavonoides y para la valoracién de la actividad antioxidante. Las extracciones se
realizaron partiendo de 1 g de muestra liofilizada (LYOQUEST-55 PLUS, Telstar Life
Science Solutions, Tarragona, Espafia) y triturada en nitrégeno liquido con molino
criogénico (6770 Freezer/Mill de SPEX SamplePrep, Stanmore, Reino Unido), a la que
se le afiadi6 30 mL de metanol (MeOH). Se agitd6 de forma invertida (REAX 2 de
Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania), durante 1 h a T# ambiente y oscuridad,
se filtro (filtros de fibra de vidrio AP27 de 37 mm de Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA) y el residuo obtenido se reextrajo con otros 30 mL de MeOH, y se agito y filtrd en
iguales condiciones. Se combinaron los extractos y se llevaron a sequedad en
rotavapor (LABOROTA 4002 de Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania). El
residuo seco obtenido se peso6 (Adventure Pro AV264 C de Ohaus Corporation, Pine
Brook, USA) y se redisolvié en MeOH, a una concentracion de 10 mg mL™, del que se
tomaron alicuotas para las diferentes valoraciones. Para todos los andlisis se utilizaron
métodos espectrofotométricos (lector de microplacas Synergy HT de Biotek
Instruments, Winoosk, USA) que hemos adaptado para la determinacién en placa de
96 pocillos (Sero-Well® de Bibby Sterilin Ltd,Stone, Staffs, Reino Unido). Todas las

valoraciones se realizaron por cuadruplicado.

Cuantificacion de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales se utilizé el método de Folin-Ciocalteu (ensayo
descrito en el Compendium of International of Analysis, de la Organizacion
Internacional de la Vifia y el Vino, edicién 2011, por el método OIV-MA-AS2-10)

reduciendo proporcionalmente los volimenes de reaccion de forma que el total fuese
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inferior a los 400 pL, que es la capacidad méaxima de los pocillos de la placa utilizada.
Se realiz6é una curva de calibracién de &cido galico en un rango de concentraciones de
0,0125- 0,8 mg mL™. En cada pocillo se afiadié 10 pL de muestra, estandar o MeOH
(en el caso del blanco), 215 pL de agua desionizada, 15 pL de reactivo comercial de
Folin-Cicalteu y 60 pL de Na,COs (20 %, p/v). Tras agitar e incubar 30 min a 25°C se
midié la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de acido galico por gramo de peso seco (mg EAG g PS).

Cuantificaciéon de flavonoides

Para la cuantificacién de flavonoides, concretamente para flavonoles y flavonas, se
utilizé el método descrito por Meda et al., (2005) reduciendo proporcionalmente todas
las cantidades con la misma finalidad que para la valoracién de los fenoles totales.
Para la curva de calibrado se utilizo quercetina (0,625 — 500 mg L™). A cada pocillo se
afadié 50 pL de muestra o estandar y 50 pL de AICl; (2%, p/v) y se midié la
absorbancia a una longitud de onda de 415 nm tras 10 min de reaccién a T# ambiente.
Para los blancos se afiadieron 50 pL de la muestra o estandar y 50 uL de MeOH. Los
resultados se expresaron como mg equivalentes de quercetina por gramo de peso
seco (mg EQ g™* PS).

Cuantificacion de antioxidantes

Para los dos clones mas contrastantes, en cuanto a contenido en antioxidantes, de
todos los que forman parte del ensayo (un clon de la procedencia TAMR y otro de
CDVO) se determiné el efecto antioxidante derivado del secuestro de radicales libres
se realiz6 mediante el ensayo DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), segun
describieron Simirgiotis et al., (2010). La metodologia utilizada ya esta adaptada para
su realizacion en placa de 96 pocillos pero hubo que modificar algunos de los
pardmetros por qué el control positivo no mostraba el valor esperado como
antioxidante. Se ajustaron las concentraciones de DPPH y acido gélico mediante la
realizacién de 3 curvas en las que el DPPH se aplicé a las 3 concentraciones mas
habituales descritas en la bibliografia (50, 100 y 200 uM) vy recogidas en la revision
hecha por Sharma y Bhat (2009) y el 4cido galico a concentraciones crecientes desde
0,125 a 15 pg mL™ segun describieron estos autores. A partir de las curvas obtenidas
estimamos que la concentracion Optima para DPPH era de 100 uM y la del &cido

gélico para un 50% de inhibicion de 6 ug mL™. Partiendo del extracto que, como se
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menciona anteriormente, tiene una concentracién de 10 mg mL™, se hizo una dilucién
seriada desde 120 hasta 7,5 ug mL™. En cada pocillo se afiadié 50 uL de muestra (de
cada una de las diluciones), MeOH (como blanco), acido gélico a una concentracion
de 6 pg mL™* (como control positivo) y 150 uL de DPPH (100 pM). Se midi6 la
absorbancia a una longitud de onda de 517 nm tras 30 min de reaccién a 30°C. El
porcentaje de inhibicion se determin6 mediante la formula: % inhibicién = AB-AE/AB x
100, donde AB es la absorbancia del blanco y AE la absorbancia del estandar y de las
diluciones de las muestras. Se represento el % de inhibicién frente a la concentracion
de muestra y se estimé la concentracion a la cual se obtuvo el 50% de inhibicion (ICs),

este valor representa la capacidad antioxidante de la muestra y se expresa en pg mL™.

Cuantificacion de pigmentos

Para la cuantificacion de clorofilas, carotenoides y antocianinas se utilizé el protocolo
descrito por Sims y Gamon (2002). Para ello, a 100 mg de muestra se le afiadieron 4
mL de una solucién fria de acetona/tamp6n tris 100 mM (80/20, v/v, pH 7,8), para
clorofilas y carotenoides y MeOH/HCI/H,O (90/1/1, viviv) para las antocianinas. Las
muestras se centrifugaron a 3000 g durante 5 min, se recogié el sobrenadante y se
diluyé hasta un volumen final de 6 mL. Se midi6 la absorbancia a las longitudes de
onda de 663, 537, 647 y 470 nm para clorofilas y carotenoides y a 529 y 650 nm para
las antocianinas. Para los célculos de las concentraciones se aplicaron las siguientes

formulas:

Antocianinas (umoles mL™) =0,08173 Ass7-0,0069 Ags7-0,002228 Agss
Clorofila a (umoles mL™) = 0,01373 Aggz-0,00897Ass7-0,003046 Acsr
Clorofila b (umoles mL™) = 0,02405 Ags7-0,004305 Ass7-0,005507 ages

Carotenoides (umoles mL™) = (As0-17,1(clorofila a + clorofila b)-9,479 Antocianinas)
/119, 26

Siendo A la absorbancia a cada una de las diferentes longitudes de onda indicadas.
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Aunque las antocianinas se pueden valorar con la formula indicada anteriormente,
Sims y Gamon (2002) recomiendan la extraccion acida y la cuantificacién corregida
que evita la absorcion debida a las clorofilas degradadas.

Antocianinas (umoles mL-1) = AA/el

Siendo AA (absorbancia de las antocianinas corregidas) = Aszo-(0,288 Agso); €
(coeficiente de absorbancia molar para antocianinas)= 30000 L mol™ cm™ y | (la
longitud atravesada por el haz de luz) = 1 cm.

Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software estadistico R. (R
Core Team, 2013).

Los datos fueron analizados mediante un modelo mixto generalizado de tipo Poisson,
usando como factores fijos la procedencia y las familias anidadas dentro de las
procedencias, y como factor aleatorio los individuos. Para poder comparar las
procedencias se llevd a cabo un test post-hoc de Tukey con las estimaciones del

modelo.

Para agrupar las familias segun las variables de color analizadas se llevé a cabo un
analisis de cluster jerarquico aglomerativo con los valores medios para cada familia,

obteniéndose el dendrograma correspondiente.

Para determinar la relacion entre variables cromaticas y variables quimicas, se
calcularon los coeficienes de correlacion de Pearson entre con la aplicacion estadistica
SPSS Inc.® Win ™ vs. 15.0.
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RESULTADOS

Variables cromaticas

En la Figura 2 se representan, en 3 dimensiones, el promedio por clon de las variables
crométicas (L*, a*, b*) de todas las procedencias que forman parte del ensayo: ARMY,
ASPE, CDVO, COCA, MIMI, ORIA, PLEU, PTOV, SCRI y TAMR. Se observa que la
procedencia de la latitud mas al sur, TAMR, se separa claramente de las de latitudes
mas al norte. ORIA, que latitudinalmente se encontraria en la zona media, se
distribuye también en la zona media del gréafico, con alguno de los clones préximo a

los del norte, pero en su mayoria mas préximos a TAMR. Sin embargo, las
procedencias del norte se entremezclan formando un dnico conjunto.

60
55
50

45

L*

40

35

30

25

20

Figura 2. Variables cromaticas (L*, a*, b*) medidas en los clones de 10 procedencias
de Pinus pinaster: = ARMY, e ASPE, «COCA, eMIMI,

PLEU, ePTOV, eSCRI, A
CDVO, AORIAYyATAMR.
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En la Tabla 2 se muestran las diferencias significativas existentes entre las distintas
procedencias de P. pinaster estudiadas.

Tabla 2. Analisis de varianza de las variables cromaticas (L*a*b*, Hue y Chroma)
Niveles de significacion: (***) P<0,001; (**) P<0,01; (*) P< 0,05.

L* ar b* Hue Chroma
ASPE-ARMY
CDVO-ARMY
COCA-ARMY * *
MIMI-ARMY
ORIA-ARMY * *kk Kk ey pravern
PTOV-ARMY
SCRI-ARMY
TAMR-ARMY *kk K%k *kk Fkk *kk
CDVO-ASPE
COCA-ASPE
MIMI-ASPE
ORIA-ASPE * *kk Kk e ey
PTOV-ASPE *
SCRI-ASPE
TAMR-ASPE Hokk Hokk Hokk Fokk *kk
COCA-CDVO * *hk
MIMI-CDVO
ORIA-CDVO i *hk Kk vy vy
PTOV-CDOV
SCRI-CDVO
TAMR-CDVO *kk *kk *kk *kk *kk
MIMI-COCA
ORIA-COCA *kk *kk *kk *kk *kk
PTOV-COCA *hk >k
SCRI-COCA
TAMR-COCA *kk *kk *kk *kk *kk
OR'A'M'M' *% Kkk K%k Fkk *kk
PTOV-MIMI
SCRI-MIMI
TAMR-MIMI Hokk *okk *okk Hokk Kokk
PTOV-ORIA ok *kk Xk
SCRI-ORIA *x *kk Xk ok **
TAMR-ORIA ok * Xk
SCRI-PTOV
TAMR-PTOV Hokk *okk *kk Fokk Kkk
TAM R'SCRl *kk K%k K%k *kk *kk

En el dendrograma obtenido con estos mismos datos de color, mas los valores de Hue
y Chroma calculados, se observa que las familias de ORIA y TAMR se agrupan
formando clusters bien definidos y que, a su vez, ambas procedencias se agrupan en
un cluster superior que se separa del resto de procedencias (Figura 3). El resto de
familias forman otro cluster en el que la agrupacién es muy variable, siendo la

procedencia CDVO la que muestra familias con menor distanciamiento.
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Figura 3. Dendrograma de relacién de las procedencias y sus familias en funcién de

los parametros de color (L*a*b*).

Este agrupamiento nos llevé a seleccionar las procedencias ORIA y TAMR, por su
caracter contrastante, y una procedencia que representase al pool de la zona atlantica,
selecciondandose CDVO por su mayor uniformidad. Dentro de las procedencias se
seleccionaron a su vez 4 clones, correspondientes a 4 familias representativas de la

procedencia (Figura 4).
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Figura 4. Variables cromaticas (L*, a* b*) de las familias elegidas como

representantes de las 3 procedencias mas contrastantes (CDVO, ORIA y TAMR).

Variables quimicas

La concentracion de los compuestos analizados en las procedencias seleccionadas
como mas contrastantes se muestra en la Tabla 3. Solo se observan diferencias
significativas (P<0,05) en la concentracidon de antocianinas, siendo la mas elevada en
la poblacién CDVO vy, por el contrario, detectandose la menor cantidad en TAMR. Para
el resto de parametros las diferencias entre procedencias no son significativas
(P<0,05), sin embargo, se observa que TAMR tiende a poseer el mayor contenido en
fenoles totales, flavonoides, clorofilas y carotenoides y, por el contrario, CDVO la

menor concentracién de estos compuestos.

En esta tabla se recogen, ademas, los coeficientes de variacién (CV) por procedencia.
Este coeficiente, que muestra la variabilidad ponderada respecto a la media, nos
indica que los datos obtenidos para las familias de la procedencia CDVO son los que

mas variacion presentan.
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Tabla 3. Valores medios (+ error estdndar) y coeficiente de variacion (CV) del
contenido en fenoles totales (mg EAG g PS), flavonoides (mg EQ g PS), clorofila a,
clorofila b, carotenoides y antocianinas (umoles g* PS) para las procedencias CDVO,
ORIA y TAMR. Letras distintas muestran diferencias significativas entre procedencias.
Test de Tukey P< 0,05.

CDVO ORIA TAMR

Mediazerror CV (%) Mediaterror CV (%) Mediazterror CV (%)

Fenoles totales

(mg EAG g'l PS) 24,53+0,55 a 21,91 26,16+0,50 a 18,85 28,26+0,39 a 13,47
Flavonoides

(mg EQ g'l PS) 4,10+0,14 a 33,92 5,20+0,09 a 17,89 5,57+0,07 a 13,12
Clorofila a

(umoles g'1 PS) 0,56+0,02 a 29,88 0,59+0,01 a 19,67 0,67+0,02 a 23,29
Clorofila b

(umoles g'1 PS) 0,22+0,01 a 23,61 0,22+0,00 a 20,81 0,24+0,01 a 23,61

Carotenoides
(umoles g'1 PS) 0,28+0,01 a 26,36 0,31+0,01 a 16,01 0,33+0,01 a 22,67

Antocianinas
(umoles g'1 PS) 0,79+0,03 a 42,83 0,45+0,01 b 23,69 0,25+0,01 ¢ 38,18

Para los fenoles totales (Figura 5), por familias, observamos que existe bastante
variabilidad, encontrdndose la mayor concentracion en la familia 1 de ORIA
(29,64+0,66 mg EAG g*PS)y la menor en la familia 4 de CDVO (20,01+0,92 mg EAG
g* PS).

30 CDhVO ORIA TAMR
0 ] =
o
A
o 20
Q
<
Ll
o 10
€

O 4

F1P2 F2P4 F3P2 F4P4 F1P4 F2P3 F3P1 F5P1 F2P4 F3P1 F4P4 F5P2

Figura 5. Valores medios (x error estandar) del contenido en fenoles totales en 4

familias de las 3 procedencias mas contrastantes del ensayo (CDVO, ORIA y TAMR).
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La familia 2 de TAMR muestra la concentracion de flavonoides méas elevada

(6,07+0,09 mg EQ g™ PS) y, al igual que en el contenido en fenoles totales, la familia 4
de CDVO es la que tiene un valor méas bajo (2,76+0,07 EQ g™ PS) (Figura 6).

cDbvo ORIA TAMR
0 6
=
(o)
o 4
L
(o))
€ 2

O 1

F1P2 F2P4 F3P2 F4P4 F1P4 F2P3 F3P1 F5P1 F2P4 F3P1 F4P4 F5P2

Figura 6. Valores medios (+ error estandar) del contenido en flavonoides en 4 familias

de las 3 procedencias mas contrastantes del ensayo (CDVO, ORIA y TAMR).

En cuanto a los resultados de los distintos pigmentos analizados, clorofila a (Figura 7),
clorofila b (Figura 8) y carotenoides (Figura 9), las concentraciones mas altas se
detectan en la familia 5 de TAMR (0,78+0,04; 0,29+0,01 y 0,39+0,02 umoles mL™*
respectivamente) y los valores mas bajos siguen observandose en la familia 4 de
CDVO (0,41+0,01; 0,17+0,00 y 0,23+0,01 pmoles mL*? respectivamente).

0.8 CDVO ORIA TAMR
06
E
3
2 04
£
3

0,2

0,0 |

F1IP2 F2P4 F3P2 F4P4 F1P4 F2P3 F3P1 F5P1 F2P4 F3P1 F4P4 F5P2

Figura 7. Valores medios (+ error estandar) del contenido en clorofila a en 4 familias

de las 3 procedencias méas contrastantes del ensayo (CDVO, ORIA y TAMR).
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Figura 8. Valores medios (+ error estandar) del contenido en clorofila b en 4 familias

de las 3 procedencias mas contrastantes del ensayo (CDVO, ORIA y TAMR).
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F1P4 F2P3 F3P1 F5P1
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F2P4 F3P1 F4P4 F5P2

Figura 9. Valores medios (+ error estandar) del contenido en carotenoides en 4

familias de las 3 procedencias mas contrastantes del ensayo (CDVO, ORIA y TAMR).

La mayor concentracion de antocianinas (Figura 10) se observa en la familia 3 de la

procedencia CDVO (0,95+0,02 pmoles mL™) y la que muestra un menor contenido de
este compuesto es la familia 3 de TAMR (0,20+0,01 pmoles mL™).

1,2

CDVO
1,0 |

0,8 1
0,6 1
0,4 -
0,2 1
0,0 -

umoles mLL

FLP2 F2P4 F3P2 F4P4

ORIA

F1P4 F2P3 F3P1 F5P1

TAMR

AmER

F2P4 F3P1 F4P4 F5P2

Figura 10. Valores medios (+ error estandar) del contenido en antocianinas en 4

familias de las 3 procedencias més contrastantes del ensayo (CDVO, ORIA y TAMR).
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en fenoles totales, flavonoides,
carotenoides y antocianinas, para determinar la capacidad antioxidante se
seleccionaron las procedencias mas contrastantes, CDVO y TAMR, y, dentro de éstas,
aquellos clones que mostraban mayores diferencias, F4P4 de CDVO y F2P4 de
TAMR. En la Figura 11 se muestra la respuesta de la inhibicion de la oxidacion del
DPPH a medida que se incrementa la concentracion de la muestra. En ambos casos
se ajusta a una curva sigmoide que no alcanza el 100%, por lo que el calculo del ICs
se estima mediante los valores de las abscisas (concentracion de la muestra en ug
mL™) que corresponderian al valor de la ordenada (% de Inhibicion) del 50%. Se
observa que TAMR tiene una mayor capacidad antioxidante que CDVO, ya que para
inhibir el 50% oxidacion se necesita menor cantidad de muestra, 28,28 pg mL™ frente
37,88 ug mL™.

TAMR F2P4; R?= 0,84; IC,,= 28,28 ug mL™
60 1 —— cDVO F4P4; R*= 0,83; IC,,= 37,88 ug mL™

] L4

% de Inhibicion

o0

100 120

ug mLt

Figura 11. Curvas del % de Inhibicion frente a la concentracion de 2 familias de las 2

procedencias mas contrastantes (CDVO y TAMR).
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Relacidn entre variables crométicas y variables quimicas

Todas las variables crométicas analizadas se correlacionan de manera significativa
(P<0,05) con el contenido en flavonoides y antocianinas. La componente b* y el indice
Hue también muestra una correlacion significativa con el contenido en fenoles totales.
Por el contrario, no parece existir correlacion significativa de las variables e indices de
color con las clorofilas y los carotenoides. La relacion antocianinas/otros pigmentos
muestra correlacion con el color pero, en general, no mejora el valor del coeficiente
obtenido con los pigmentos por separado (Tabla 4).

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de Pearson del contenido en fenoles, flavonoides,
antocianinas, carotenoides, clorofila a, clorofila b y los indices formados por clorofila
a+b, carotenoides/clorofilas, antocianinas/fenoles, antocianinas/flavonoides,
antocianinas/carotenoides y antocianinas/clorofilas. Niveles de significacion: (*)
P<0,05, (**) P<0,01. N = 23 para todos los casos.

L* a* b* Chroma Hue
Fenoles 0292 -0.326 0.440* 0.334 0.491*
Flavonoides 0.539** -0.453* 0.489* 0.464* 0.489*
Clorofila a 0.285 -0.362 0.187 0.350 0.158
Clorofila b 0.152 -0.293 0.037 0.223 0.021
Carotenoides 0.267 -0.306 0.134 0.310 0.080
Antocianinas -0.663** 0.789** -0.740% -0.819** -0.628**
Clorofila a+b -0.054 0.216 -0.139 -0.141 -0.251
Carotenoides/Clorofilas 0.255 -0.335 0.153 0.322 0.126
Antocianinas/Fenoles -0.652** 0.761** -0.746** -0.789** -0.669**
Antocianinas /Flavonoides -0.689** 0.687** -0.683** -0.718* -0.617*
Antocianinas /Carotenoides -0.628** 0.707** -0.634** -0.730** -0.529**
Antocianinas /Clorofilas 0.641** 0.769** 0.721** -0.803** 0.597**
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DISCUSION

Aunque practicamente todos los estreses a los que se ven sometidas las plantas
confluyen en dltimo término en un estrés oxidativo, el frio y la luz son los dos factores
gue por excelencia conducen a este proceso quimico a nivel celular. Ambos factores
convergen en algunos de los ambientes en que crecen las confieras. Asi en especies
perennes de climas frios, como los Juniperus o Piceas, se ha visto que pueden sufrir
fotoinhibicion durante el invierno e incluso durante las primeras semanas de la
primavera (Brzezinska y Kozlowska, 2008) debido a que la radiacion activa absorbida
por las hojas no puede ser utilizada en su totalidad para la fijaciéon del CO, dada la
temperatura ambiental baja. Este fendmeno no es solo habitual en las latitudes norte
sino que también suele ocurrir en las zonas de montafia donde las primaveras

contintan siendo frias.

La adaptacion de la planta a este ambiente viene mediada por una mayor inversion en
el metabolismo secundario. Para lograr esta inversién se ha visto que las plantas de
climas frios pueden mantener mas altas tasas fotosintéticas a bajas temperaturas que
las plantas de las zonas templadas, lo que les permite disponer de mayor cantidad de

carbono para mantener el metabolismo secundario (Jaakola y Hohtola, 2010)

Una gran parte de los compuestos que forman parte del metabolismo secundario estan
implicados en las defensas de las plantas frente al estrés biotico y abiético. Algunos de
estos compuestos son los que ademas proporcionan coloracién a los tejidos, tal es el
caso de los carotenoides, que son los pigmentos que juegan un papel mas importante
en la proteccion del aparato fotosintético. Pueden actuar estabilizando las membranas
de los cloroplastos o proporcionando energia para la fotosintesis, pero también actdan
disipando el exceso de energia (Demming et al., 1997). En la misma situacion estarian
los flavonoides, que capturan las especies reactivas del oxigeno y evitan la
peroxidacion de los lipidos, existiendo evidencias de que las temperaturas bajas
favorecen la produccion de flavonoides con altos niveles de hidroxilacién (Jaakola y
Hohtola, 2010). En el caso de los antocianos, que darian el color rosa, violeta o rojo,
actian protegiendo a las hojas de los excesos de luz (Barker et al., 1997; Dodd et al.,
1998).
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La coleccion de materiales que se estan ensayando en la parcela de P. pinaster de la
finca de La Mata (SERIDA) alberga genotipos procedentes de todo el rango de
latitudes correspondiente a la distribucion natural de esta especie (Tabla 1; Figura 1).
La apreciacioén visual de las diferencias de color en los brotes nos indujo a pensar en
la posibilidad de que se tratase de un caracter diferencial y posiblemente debido al
gradiente latitudinal de origen. Para corroborar que no se trataba de una apreciacion
subjetiva o de un efecto del ambiente diferencial, se optd por utilizar la herramienta
mas similar al ojo humano, pero que evita la componente subjetiva, y que fue el
analizador de color en el Espacio de Color CIELAB.

La representacion grafica tridimensional de los parametros obtenidos con este equipo
(Figura 2) confirmé la diferencia de color segun origen, pues agrupaba clones segun
su procedencia, fundamentalmente para aquellas del sur o mediterraneas. En las
procedencias del norte se formaba un pool de puntos sin un orden aparente, lo cual
podia deberse a que realmente no hubiese una separacion o bien a que la

representacion tridimensional no permitiese observar las diferencias.

Con el objetivo de corroborar la separacion de las procedencias del sur y comprobar si
existia alguna tendencia al agrupamiento en las del norte se opté por realizar un
analisis de clusters (Figura 3) en el que se utilizd, ademas de las variables
representadas en el gréfico de color, los dos valores mas ampliamente utilizados en la
descripcion de las tonalidades en este Espacio de Color, los parAmetros Hue y

Chroma.

Los parametros L*, a* y b* son utilizados en el campo de la alimentacion para
estandarizar el color (Lépez y GOmez, 2004), siendo éste uno de los mas apreciados
por el consumidor, como calidad de los productos. No obstante, cuando se quiere
correlacionar el color con la presencia de algun pigmento constitutivo del fruto se
recurre al calculo de indices que agrupen estas variables y, dentro de los existentes,
guiza los mas utilizados sean Hue y Chroma por representar un aspecto concreto del

color, tono y saturacion.

El dendrograma ratifica la separaciéon de los materiales de latitudes sur, pues las
familias de ORIA y TAMR se agrupan en un cluster separado de las procedencias de
latitudes norte, pero también pone de manifiesto la alta homogeneidad de los
materiales del sur pues todas las familias de cada una de las procedencias se agrupan
en el mismo cluster. Respecto al norte, el dendrograma solo corrobora la ausencia de
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agrupacion de las procedencias, siendo el rango de latitudes analizadas como norte
superior al del sur, de los 40° 12°a 47° 47°en el norte y de los 33° 36°a 37° 30" en el

sur.

Este hecho podria deberse a la ubicaciéon del ensayo (43° 32'N 7° 00'W, 65 m), que
por resultar mucho mas contrastante para las procedencias del sur puede estar
haciendo que éstas se comporten de forma homogénea y, por el contrario, que las del
norte expresen su variabilidad y, por tanto, no seamos capaces de establecer
diferencias entre procedencias. También cabe la posibilidad de que entre las
procedencias del norte realmente no haya una diferencia clara, bien por menor
aislamiento o por menor presion ambiental. La respuesta diferencial de las
procedencias del sur se ha puesto de manifiesto en trabajos realizados con estos
materiales en torno a la variabilidad genética y plasticidad de la respuesta a estrés
hidrico (Aranda et al., 2010; Sanchez-Gomez et al., 2010). En este caso, la coloracién
diferencial no deja de ser presumiblemente una forma de adaptacion a otro tipo de
estrés provocado por un exceso de luz o por baja capacidad para su uso motivada por

bajas temperaturas.

Los coeficientes de variacion recogidos en la Tabla 3 correspondientes a los analisis
de los pigmentos realizados en los brotes de las procedencias de P. pinaster
seleccionadas corroboran la mayor variabilidad de CVDO, que fue la procedencia
seleccionada como representante de la zona norte para todos los pigmentos

analizados.

Los datos medios obtenidos en estos analisis confirman las diferencias entre
procedencias solamente para el contenido en antocianinas, ya que es la Unica que
muestra diferencias significativas entre los brotes de los clones de las tres
procedencias. Que las antocianinas son las principales responsables del cambio de
color se corroboro6 a través del analisis de correlaciones bivariadas entre las variables
de color y los contenidos en pigmentos (Tabla 4). Todos los datos de color se
correlacionan de forma significativa con el contenido en antocianinas y con las
relaciones entre pigmentos de las que forma parte, aunque el coeficiente para las

relaciones es siempre inferior al obtenido s6lo con el compuesto.

Las correlaciones bivariadas nos ponen de manifiesto que otros pigmentos, los
flavonoides, también podrian ser determinantes para el color a pesar de que no se
observaron diferencias significativas entre las procedencias de P. pinaster estudiadas.

El hecho de que no encontremos esta significacion puede deberse al nimero de
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muestras analizadas, pues las familias seleccionadas dentro de cada procedencia han
resultado ser muy variables, sobre todo CDVO.

En cuanto al contenido en flavonoides, clorofilas, carotenoides y antocianinas, las
familias de la procedencia CDVO se agrupan de dos en dos, siendo el comportamiento
de dos de ellas, F1P2 y F2P4, (pero sobre todo la segunda) muy préximo a las
procedencias sur, con una menor concentracion de antocianinas y una tendencia a
mayor contenido del resto de pigmentos (Figuras 5, 6, 7, 8, 9, 10). Solo respecto al
contenido en fenoles totales estas diferencias interfamilia no serian tan notables
(Figura 5).

La mayor concentracion de antocianinas detectada en la procedencia CDVO es acorde
con todos los trabajos recogidos en torno a la distribucion latitudinal de contenido en
pigmentos. Segun citan Jaakola y Hohtola (2010), de entre los flavonoides, los que se
ven favorecidos por las condiciones climaticas del norte son fundamentalmente las
antocianinas y flavonoles, habiéndose comprobado su gran capacidad antioxidante in
vitro y que son los flavonoides capaces de absorber luz UV en la epidermis de las
hojas y tallos, protegiendo los tejidos internos (Nybakken et al., 2004; Treutter 2006).

No obstante, el estudio sobre la localizacion de las antocianinas en las hojas llevado a
cabo por Gould y Quinn (1999) en un amplio rango de especies, demostré6 gue éstas
se distribuyen en mayor proporcion en el mesoéfilo y en las capas bajas de la
epidermis, donde su papel como protectores solares parece mas reducido que si se
situasen en las capas superficiales. En nuestro caso son los brotes de P. pinaster los
gue se han analizado por presentar diferente coloracién en superficie, lo que nos hace
pensar que probablemente su ubicacion no sea profunda, aunque seria interesante

comprobarlo.

Respecto a los flavonoles y flavonas, que son los flavonoides que se pueden analizar
con la metodologia empleada y que son los que se citan como mas interesantes por su
capacidad antioxidante dentro de los que poseen las coniferas, resulta llamativo no
s6lo que las diferencias encontradas no hayan sido significativas, quizas porque el
numero de muestras no fue suficiente, sino que el contenido en estos compuestos sea

superior en TAMR y CDVO tenga el menor contenido.

Una posible explicacion a este hecho es la diferencia de altitud de donde proceden
estos materiales. Segun podemos ver en la Tabla 1, la procedencia TAMR se sitla a
1760 m de altitud, ORIA a 1150 my CDVO a 180 m.
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En una primera aproximacion los cambios de latitud los asociamos a cambios en el
fotoperiodo. Se sabe que éste afecta al crecimiento y desarrollo de las plantas, por lo
gue no es de extrafiar que también afecte al metabolismo secundario. Asi, por
ejemplo, en Ipomoea batata (Carvalho et al., 2010), se ha visto que un fotoperiodo de
16 h frente a 8 h promueve la expresién de genes relacionados con la sintesis de
antocianinas, flavonoides y catequinas, siendo las antocianinas el grupo que mas se
incrementa. En P. contorta (Camm et al., 1993) el dia corto induce una reduccién de
antocianinas, mientras que proanticianidinas y flavan-3-ols no variaron

significativamente.

Pero el efecto de la latitud no va a estar s6lo mediado por el fotoperiodo, sino que se
debe, en parte, a la calidad de la luz. El angulo que forma el sol influye en la
distribucion espectral de la luz y, por tanto, en la relacion rojo:rojo lejano (R:FR), que, a
su vez, afecta a toda la fisiologia de la planta y, por tanto, en el metabolismo
secundario. En especies forestales se ha visto, por ejemplo, que FR promueve sintesis
fendlica en Betula pendula (Tegelberg et al., 2004). Ademas, en B. pubescens y Picea
abies se requiere FR durante el periodo de luz para mantener el crecimiento y esta

demanda se incrementa con la latitud de procedencia (Clapham et al., 1998).

La luz UV también varia y, como consecuencia, también influye sobre el metabolismo
de la planta. Esta radiacion puede causar dafios en las macromoléculas, tales como el
DNA, por lo que la planta desarrolla adaptaciones, como incrementar la sintesis de
flavonoles y antocianinas como mecanismo para proteger los tejidos internos
(Nybakken et al., 2004; Treutter, 2006).

El acimulo de antocianinas tras tratamientos con UV-B se observé en varias especies
(Zhou et al.,, 2007) y en algunos casos, como en P. banksiana, este tipo de

tratamientos incrementaron la resistencia a frio en un 48% (Nozolillo et al., 2002).

El incremento en altura también incrementa la luz UV-B, si ésta estimula el
metabolismo secundario, que, a su vez, aumenta la tolerancia a frio, se produce una
tipica adaptacién a un co-estrés en la que la planta asocia efectos ambientales con la

finalidad de optimizar su aptitud.
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Nuestra procedencia TAMR, por la altitud en la que se encuentra, puede haber
desarrollado mecanismos de adaptacion en este sentido que hacen que los dos
factores, altitud y latitud, se entremezclen en nuestro ensayo.

El efecto de la altitud sobre el metabolismo secundario se cree estd mediado
fundamentalmente por el efecto de la luz y en general responden mejor las plantas
procedentes del sur (Turunen y Zatola, 2005). Sin embargo, las temperaturas altas
disminuyen la concentracion de algunos compuestos, como las antocianinas, bien a
través de su degradacion o de la inhibicion de la transcripcion de los RNAm (Mori et
al., 2007).

En una latitud sur son esperables temperaturas altas, sin embargo, la media anual de
esta zona es de 10°C, lo que indica una oscilacién térmica elevada. En esta situacién
cabria esperar que fuese TAMR la procedencia de P.pinaster que acumulase una
mayor concentracion de metabolitos secundarios, lo cual es cierto en tendencia
aunque no de forma significativa; sin embargo, no tiende a acumular antocianinas,
quiza debido a la interaccién con la temperatura comentada anteriormente. Este mayor
acumulo de pigmentos llevaria a esta procedencia a presentar una mayor capacidad
antioxidante, lo cual se confirma en el ensayo de actividad antioxidante llevado a cabo
con los dos clones de las procedencias mas contrastantes (TAMR y CDVO) (Figura

11) y por el menor valor de ICsp.

Por otro lado, la acumulacion de antioxidantes jugaria un papel importante en la
defensa frente a otros tipos de estrés, como la falta de agua. En la Tabla 1 se indica el
indice de aridez del lugar de origen de las procedencias. Como podemos ver, TAMR
tiene uno de los valores mas altos de este indice, luego esta procedencia muestra
también una adaptacion frente a estrés hidrico (De la Torre et al., 2013) que, en ultimo
término, ejerce un efecto a nivel de metabolismo oxidativo y, por tanto, en la
concentracion de antioxidantes. También en otros pardmetros adaptativos al estrés
hidrico, tales como el reparto de biomasa, ya se ha podido constatar el
comportamiento diferencial de esta procedencia de P. pinaster (Sanchez- Gomez et
al., 2010; Aranda et al., 2010).
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CONCLUSIONES

1. En las procedencias de P. pinaster estudiadas, la altitud y la longitud
condicionan la concentracion de pigmentos al afectar al metabolismo secundario a

través de su influencia en la calidad de luz y la temperatura

2. En P. pinaster los pigmentos més evidenciables por su color (antocianinas) no
parecen ser los responsables de la mayor actividad antioxidante. Su papel podria ser
de barrera para la luz.

3. Se puede establecer una correlacion significativa en brotes de P. pinaster entre

los datos de color y la concentracion de antocianinas y flavonoides.

4, La colorimetria es una técnica no destructiva, rapida, sencilla y fiable que sirve
para distinguir procedencias que muestren diferencias frente al ambiente respecto a la
concentracion de pigmentos, Esto permitia su utilizacion como herramienta eficaz para

el fenotipado masivo de Pinus sp.
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