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RESUMEN

La correcta gestion de las masas forestales y la conservacion de sus recursos genéticos pasan por la
necesidad de comprender la biologia reproductiva de las especies y de conocer la cantidad y
distribucion de la variabilidad genética de sus poblaciones, asi como las causas que provocan dicha
distribucion. Pinus pinaster Ait. es la segunda especie arbérea en extension superficial en Espafia, de
gran importancia econémica en su ambito atlantico y ecolégica en su distribucién mediterranea. Su
caracter autéctono en la Peninsula Ibérica y la distribucion discontinua de poblaciones continuas de
gran tamafio y otras fragmentadas, la hacen una especie atractiva para estudios de flujo genético y
evolutivos.

En esta Tesis se ha realizado un andlisis jerarquizado del sistema reproductor del pino negral
con la intencion de identificar los factores que afectan al patron reproductor de la especie y
determinar su escala de actuacion. Asi mismo, y sobre diferentes grupos de poblaciones, se ha
realizado un andlisis de dispersion polinica. Por otro lado, se ha evaluado el efecto que los procesos
derivados de la colonizacion postglaciar y de la fragmentacion hayan podido tener sobre la variacion
genética, la demografia poblacional y la estructura genética espacial de la especie. Para todo ello, se
han utilizado marcadores de ADN (microsatélites cloroplasticos y nucleares) y se han combinado
metodologias empiricas y simulaciones numéricas. Las poblaciones de pino negral analizadas han
mostrado unas tasas elevadas de polinizaciéon cruzada (t,~0,98 y {~0,94), unas medias de
endogamia biparental bajas (f,-t;~4%) y unos valores relativamente bajos de paternidad
correlacionada (r, = 0,018 ¢ 0,048, en funcion de la metodologia utilizada). Las estimaciones de los
parametros del sistema reproductor han manifestado una gran variacion a nivel de arbol individual
(99-100%) vy, en ningun caso, se han detectado efectos relativos a la masa o a la poblacion. A nivel
individual, las tasas de polinizacion cruzada y la paternidad correlacionada se han relacionado con el
tamanfo del arbol y de su copa y con las variables de altura, respectivamente. En las simulaciones
realizadas, factores como la restriccion espacial de la dispersion del polen, la variacién en la
produccion de polen de los individuos masculinos o una asincronia fenolégica, no han sido suficientes
para explicar los valores de paternidad correlacionada observados, por lo que otros factores, como la
posicién social de los individuos dentro de la masa podrian jugar un papel relevante sobre el sistema
reproductor correlacionado de Pinus pinaster. Los kernels de dispersion polinica ajustados para la
especie han mostrado un patrén leptocurtico, con unas distancias medias de dispersion desde 78,4 m
a 174,4 m. En relacién al analisis demografico del pino negral, se han detectado fuertes signos de
contraccion en todas las poblaciones consideradas, compatibles con cuellos de botella que
coincidirian con el final de la ultima glaciacion (hace unos 22.500 afios). La distribucién de la variacion
genética y la intensidad de la estructura genética espacial obtenidos a lo largo de una hipotética ruta
de expansién postglaciar no se muestran acordes con el modelo de colonizacion ‘leading edge’, que
predice menor diversidad y mayor diferenciacién y estructuracion genética espacial en las
poblaciones recolonizadoras que en el refugio glaciar de las especies. Asi mismo la variacion
genética de las poblaciones fragmentadas en relacién a las continuas tampoco se ajusta al patron
definido en el modelo ‘centro-periferia’. La estructura genética espacial observada en la realidad ha
sido mayor que la obtenida en los modelos simulados, lo cual puede ser debido a la gran
estocasticidad de los procesos de dispersion, a fuertes reducciones en el tamafo efectivo poblacional
0 a una seleccién de individuos debida a la heterogeneidad ambiental de las poblaciones de estudio.



SUMMARY

For an adequate forest management and the conservation of its genetic resources it becomes
necessary to know the reproductive biology of the species, the amount of genetic variability and its
distribution in populations, along with the factors that cause this distribution. Pinus pinaster Ait. is the
second tree species occupying forest areas in Spain, and it is of main economic importance in its
Atlantic distribution. In addition, it plays a central ecological role in the Mediterranean region on Iberian
Peninsula. The indigenous character of this species in the Iberian Peninsula and the discontinued
distribution of central and marginal populations make Maritime pine attractive for genetic flow and
evolutionary studies.

In this Thesis, a hieratical analysis of mating system has been carried out, in order to identify factors
affecting reproductive pattern of Mediterranean maritime pine and to determine its action scale; pollen
dispersal kernels were fitted using indirect methods, and finally, plausible postglacial colonization and
fragmentation effects on genetic variation, population demography and spatial genetic structure have
been analyzed. For these purposes, empirical analysis from DNA molecular markers (both chloroplast
and nuclear) and computer simulations have been performed.

The populations of Maritime pine analyzed showed high outcrossing rates (t, and t; ~0.96) and
relatively low correlated paternity levels (r, between 0.018 and 0.048 according to the approach
considered), although higher than in other anemophilous tree species. Mating system parameters had
high variation at single-tree level (99-100%) but no stand or population effect was detected. At the
single-tree level, outcrossing rates were correlated with tree (diameter and height) and crown size. In
addition, correlated paternity showed a significant negative correlation with tree height, height to crown
base and height to the largest crown width, probably reflecting the importance of the trees’ ‘ecological
neighborhoods’. The numerical simulations showed that neither restricted pollen dispersal, differences
in male fertility nor flowering asynchrony, are sufficient to explain the observed levels of correlated
paternity. Therefore, other factors such as within-stand social position could play an important role on
the correlated matting system of P. pinaster. Indirectly, estimated pollen dispersal kernels were very
leptokurtic with mean dispersal distances from 78.4 m to 174.4 m. In all populations of maritime pine
considered notable population collapses have been detected which are compatible with bottlenecks
dated back on Last Glacial Maximum (~22.500 yr BP). The distribution of genetic variation obtained
along postglacial recolonization pathway didn’t agree with the ‘leading edge’ colonization model, which
predicts higher levels of diversity and lower genetic differentiation in populations of new colonized
areas than in glacial refugia. In addition, spatial genetic structure (SGS) was stronger within
fragmented populations than in continuous populations and we did not detected signs of SGS in
continuous population at fringe expansion. These results are not in agreement with ‘leading edge’
model, which predicts higher SGS in recolonized areas. Finally, observed SGS intensity was greater
than in simulated scenarios, which could be due to high stochasticity in dispersal parameters,
reduction of effective population size or selection due to environmental heterogeneity in the studied
populations.



PROLOGO

La presente tesis doctoral ha sido realiza en el marco de los proyectos de investigacion
CICYT “Dinamica de masas maduras y primer desarrollo de pinares Mediterraneos”
(AGL2007-65795-C02-01), “Dinamica de rodales de pino negral (Pinus pinaster Ait.) en el
sistema ibérico meridional: Estructura genética, regeneracion y dinamica forestal’
(AGL2004-07094-C02-02) y “Regeneracion natural y primer desarrollo de rodales forestales
en el centro de Espafa: Pinus sylvestris y Pinus pinaster” (AGL2001-1780) cuyo

investigador responsable en la Universidad de Valladolid ha sido el Dr. Felipe Bravo Oviedo,
y con recursos procedentes del proyecto “Sistemas de reproduccion, flujo genético efectivo y
efectos parentales: aplicacién a la gestion y conservacion de recursos genéticos forestales”,
(AGL2005-07440-C02-01/FOR) coordinado por el Dr. Santiago C. Gonzalez Martinez del
CIFOR (INIA), Madrid.

Los resultados de este trabajo han dado lugar a dos publicaciones cientificas, a las

que se ha hecho referencia a lo largo del texto como Anejos con numeracién romana:

[1] de-Lucas, Al; Robledo-Arnuncio, JJ; Hidalgo, E and Gonzalez-Martinez, SC (2008).
Mating system and pollen gene flow in Mediterranean maritime pine. Heredity. 100: 390-
399.

[l]] de-Lucas, Al; Gonzalez-Martinez, SC; Vendramin, GG; Hidalgo, E and Heuertz, M;
Spatial gene structure in continuous and fragmented tree populations with contrasting
postglacial history. Enviado a Molecular Ecology (MEC-08-1188)

Asi mismo, el estudio que constituye esta Tesis ha derivado en otras dos
publicaciones sometidas a revistas incluidas en el SC/. Por un lado, una colaboracion
cientifica basada en la aplicaciéon practica del Anejo | y, por otro, un articulo en el que se

amplia la discusion del Anejo 1.

[] Gaspar, MJ; de-Lucas, Al; Gonzalez-Martinez, SC; Alia, R; Paiva, J; Hidalgo, E;
Louzada, J and Almeida, H. Use of molecular markers for estimating breeding
parameters: a case study in a Maritime pine progeny trial. Enviado a Tree genetics &
genomes (TGG-2008-0097.R1)

[IV] de-Lucas, Al; Gonzalez-Martinez, SC; Hidalgo, E; Bravo, F and Heuertz, M.
Admixture, one-source colonization or long-term persistence of maritime pine in the
Castilian Plateau? Insights from nuclear microsatellite markers. Investigacion Agraria:

Sistemas y Recursos Forestales. En prensa
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1. INTRODUCCION

La distribucion de la diversidad genética de una especie entre y dentro de poblaciones esta
influenciada por la interaccion de su biologia reproductiva y la estructura espacial que
presenta, siendo la combinacion de estos dos factores junto con procesos de seleccion
natural, lo que provoca, a su vez, variaciones en el patron reproductor de dicha especie
(Hamrick y Murawski 1990; Loveless 1992).

La diversidad genética puede aparecer espacialmente estructurada a diferentes
escalas: poblacion, subpoblacion o en un grupo de individuos préximos (Escudero et al.
2003), y su distribucién se ve influenciada, no solo por la accion de fuerzas evolutivas tales
como la seleccion natural, migracién y deriva, sino también, por procesos demograficos y
sucesos histéricos, que pueden influir sobre el grado de expansion, contraccion y
fragmentacién de las poblaciones, el aislamiento en refugios y la recolonizacion de las
especies (Hewitt 1996; Beaumont 1999; Storz y Beaumont 2002). A pequefia escala, el
sistema de reproduccion y el flujo genético son los factores que, en mayor medida,
condicionan la estructura genética de las poblaciones. Limitaciones en el flujo de polen y la
restriccion de la dispersion de las semillas, conllevan generalmente el apareamiento
preferente entre individuos geograficamente proximos, lo que provoca una estructura

genética a escala fina (Wright 1943).

La fragmentacion del habitat afecta en gran medida a la estructura genética de las
poblaciones, ya que la disminucion del numero de individuos y la ruptura de la continuidad
de dichas poblaciones, pueden reducir el flujo genético existente entre ellas, lo que
incrementa los procesos estocasticos de deriva genética (Young et al. 1996). Si estos
hechos se producen en poblaciones de pequefo tamafio, la pérdida de variabilidad genética
y, en ultimo término, la existencia de un elevado nivel de endogamia, pueden disminuir la
capacidad de adaptacion de los individuos a los posibles cambios ambientales,
reduciéndose enormemente las probabilidades de supervivencia de la poblacion.

El conocimiento del sistema reproductor y del flujo genético de las especies, asi
como de los procesos implicados en la estructuraciébn genética de las poblaciones,
especialmente a pequefia escala, son, por consiguiente, imprescindibles para comprender la
distribucion de la variabilidad genética entre individuos y/o poblaciones, y van a proporcionar
pautas de manejo que favorezcan la conservacién de dicha variabilidad.



1.1. SISTEMAS DE REPRODUCCION Y FLUJO GENETICO

El sistema de reproduccion y el flujo genético son los mecanismos que permiten a las
especies mantener una variacidbn genética capaz de adaptarse a diferentes condiciones
ambientales a lo largo del espacio y del tiempo (Boshier 2000). Ambos definen el modo de
transmisién genética entre generaciones, e influyen de forma determinante en la distribucion
de la variacion genética dentro y entre poblaciones, sobre el tamafio efectivo poblacional y
sobre el grado en el que las poblaciones se subdividen debido a la seleccién natural o a la
deriva genética (Schoen y Brown 1991; Holsinger 2000; Glémin et al. 2006).
Tradicionalmente (ver revisiones en Ledig 1998; Ward et al. 2005), el estudio del sistema
reproductor de las especies de plantas se ha caracterizado Unicamente mediante las tasas
de polinizacién cruzada (ts: tasa de polinizacion cruzada uni-locus y t,,: tasa de polinizacion
cruzada multi-locus) asi como con la tasa de endogamia biparental (f,-ts; e.d., endogamia
debida a la reproduccién entre individuos emparentados) obtenida a partir de la diferencia
entre las anteriores. Sin embargo, otros factores como la paternidad correlacionada (r,) son
de gran interés a la hora de caracterizar los sistemas reproductivos de las plantas.

La tasa de paternidad correlacionada define la probabilidad de que dos granos de
polen procedentes de un mismo progenitor masculino fertilicen a un mismo individuo
femenino y su inversa representa el tamafio efectivo poblacional considerando Unicamente
la varianza de la dispersion de los gametos masculinos (N,=1/r,) (Smouse et al. 2001;
Austerlitz y Smouse 2001). Diversos estudios han sefialado que la combinacion de valores
elevados de paternidad correlacionada (r,) con una dispersion restringida de semilla, puede
dar lugar a una estructura genética a escala fina, lo que promueve la competencia entre
plantulas emparentadas y, en ultimo término, una posible depresién por endogamia en
generaciones sucesivas (Griffin 'y Eckert 2003; Degen et al. 2004). Ademas, las
estimaciones de paternidad correlacionada pueden proporcionar inferencias valiosas sobre

la biologia de polinizacion de las especies de plantas (Hardy et al. 2004; Verdu et al. 2006).

Numerosos factores demograficos y ecoldgicos actian a diferentes escalas sobre el
patron reproductivo de las poblaciones de plantas. A nivel de masa y poblacion son de gran
relevancia factores naturales como el tamafio y densidad de la poblacion, el modo de
polinizacion y los patrones de fenologia y sincronia floral (El-Kassaby y Jaquish 1996;
Robledo-Arnuncio et al. 2004a; O’Connell et al. 2006; Gérard et al. 2006), asi como factores
asociados al manejo de las masas y las practicas selvicolas (Murawski et al. 1994; El-



Kassaby et al. 2003). A nivel de individuo, la forma y el tamafio de la planta, su expresion
sexual, el esfuerzo reproductor, tanto femenino como masculino, y la posicién social dentro
de la masa pueden actuar, a su vez, sobre los patrones de reproduccion (Burczyk et al.
1996, 2002; Dow y Ashley 1998; O'Connell et al. 2004; Garcia et al. 2005; Verdu et al.
2006).

La identificacion de los factores que afectan al sistema reproductor y la
determinaciéon de su escala de actuacién son, por tanto, necesarias para el correcto manejo
de las poblaciones naturales y para el disefio de estrategias de conservacion. Sin embargo,
los estudios del sistema reproductor raramente se han efectuado sobre diferentes escalas
espaciales, y la importancia relativa del fenotipo individual vs. parametros de masa es, hasta

el momento, desconocida.

El patrén de dispersion de polen es un proceso determinante en los sistemas de
reproduccion de las plantas. En especies anemofilas, como son la mayoria de las coniferas
forestales, el flujo genético entre poblaciones via polen representa el principal factor que
contrarresta los efectos de la deriva genética y las adaptaciones locales (Ennos 1994).
Dentro de una poblacién, el nimero efectivo de individuos reproductores condiciona la
probabilidad de que se produzcan procesos de deriva genética local (Wright 1943; 1946), y
determina la magnitud y escala de las posibles estructuras genéticas espaciales que pueden
generarse por este proceso (Epperson 2003). La descripcion del movimiento contemporaneo
de la dispersion de polen se realiza, en la actualidad, mediante dos grandes grupos de
métodos basados en marcadores moleculares (Adams y Burczyk 2000; Smouse y Sork
2004; Smouse y Robledo-Arnuncio 2005; Sork y Smouse 2006). Los métodos directos
generalmente se basan en andlisis de paternidad, mientras que los métodos indirectos
realizan estimaciones de la estructura de la nube de polen observada bajo diferentes

hipotesis.

Las estimaciones basadas en analisis de paternidad permiten identificar, de manera
mas 0 menos precisa, a la mayor parte de los donantes de polen en una progenie de madre
conocida, asi como evaluar la proporcion de inmigracion polinica en un area delimitada
(Burczyk et al. 1996; 2002; Smouse et al. 1999; Schuster y Mitton 2000). Sin embargo, esta
metodologia requiere un muestreo exhaustivo de los padres potenciales dentro del area de
estudio y una elevada resolucion genética, o que generalmente conlleva limitaciones
importantes de la escala a la que se realizan las estimaciones. Por otro lado, la dispersion
genética a larga distancia puede tener un mayor impacto sobre la estructura genética y



sobre los patrones de colonizacion que los movimientos de polen a cortas distancias (dado
el aumento habitual de la diferenciacion genética con la distancia), por lo que la limitacion
espacial de los métodos basados en los andlisis de paternidad se convierte en un gran
inconveniente. Por ejemplo, en el trabajo de Klein et al. (2006), se muestra la importancia de
determinar si la cola de la funciéon de dispersion es mas abultada o delgada que la de una
funcién exponencial, ya que esta caracteristica define la velocidad y el tipo de modelo de
inmigracion (‘isla’ frente a ‘piedra rodante’) que se produce desde poblaciones cercanas, asi
como la distribucion y cantidad de diversidad genética de la nube de polen. Para paliar las
limitaciones espaciales asociadas a los anadlisis de paternidad, en los Ultimos afios se han
desarrollado diversos métodos que permiten obtener estimaciones de los parametros de
dispersion polinica disminuyendo los esfuerzos de muestreo. Por esta razon, los métodos
indirectos, como TwoGener (Smouse et al. 2001; Austerlitz y Smouse 2001; 2002) y el
reciente KinDist (Robledo-Arnuncio et al. 2006), ambos implementados en el software libre
POLDISP (http://poldisp.googlepages.com, Robledo-Arnuncio et al. 2007) son especialmente
adecuados para los estudios de dispersion polinica de poblaciones arboreas continuas y

densas, como son la mayoria de las coniferas ibéricas.

Las estimaciones de la funcion de dispersion (o kernel) son de gran utilidad en el
analisis de los factores de floracion que determinan el sistema reproductor de poblaciones
concretas (Oddou-Muratorio et al. 2005); para estudiar las pautas direccionales de la
dispersion polinica y tratar de predecir las consecuencias de distintos escenarios espaciales
y demograficos sobre los parametros de dispersion efectiva (Robledo-Arnuncio 2004); o
para realizar estimaciones sobre el riesgo de contaminaciones polinicas en poblaciones de

conservacion o mejora.

1.2. VARIACION GENETICA Y DEMOGRAFIA POBLACIONAL

La distribucion geografica actual de las poblaciones y de la variabilidad genética de las
especies silvestres son, en gran medida, consecuencia de las oscilaciones climaticas que
tuvieron lugar durante la era Cuaternaria (Hewitt 1989; Comes y Kadereit 1998). En
particular, en un marco Europeo, diversos estudios paleoecologicos y filogeograficos
(Bennet et al. 1991; Taberlet et al. 1998; Carrion y Van Geel 1999; Carrion et al. 2000)
apoyados con datos moleculares (Konnert y Bergmann 1995; Demesure et al. 1996; King y
Ferris 1998; Petit et al. 2002, entre otros), muestran que la distribucién de numerosas



especies arboéreas durante el Pleistoceno (hace ~1,8 millones de afios) se vio restringida a
refugios glaciares en la cuenca mediterrdnea. Posteriormente, los periodos templados
favorecieron una expansién mas o menos rapida (dependiendo de las especies) a lo largo

de amplias zonas del continente.

La Peninsula Ibérica (P.l.) es una de las areas de la cuenca mediterranea (junto con
las Peninsulas Itdlica y Balcanica) cuyas caracteristicas geograficas, fisiograficas y
climaticas hacen que se le considere un area de refugio glaciar homogéneo y continuo
(Gémez y Lunt 2007). Debido a su gran tamafio y a su posicion geografica, la P.I.
comprende un amplio rango de climas gracias a la influencia de los océanos Atlantico y
Mediterraneo. Ademas, al incluir grandes cadenas montafiosas, la Peninsula Ibérica ofrece
un gran potencial microclimatico que ha permitido la supervivencia de poblaciones de
plantas y animales a diferentes altitudes en funcién de los cambios climaticos (Hewitt 1996).
En ella se han identificado refugios glaciares para una gran cantidad de organismos
(revisado en Taberlet et al. 1998; Comes y Kadereit 1998; Hewitt 1999; Goémez y Lunt 2007),
entre las que se incluyen diversas especies forestales (e.j. Alnus glutinosa, King y Ferris
1998; Quercus spp., Petit et al. 2002; Olalde et al. 2002; Pinus sylvestris, Sinclair et al. 1999
y P. pinaster, Destremau et al. 1982; Alia 1989; Carrion et al. 2000).

En la ultima década se han propuesto diferentes modelos de colonizacion postglaciar
para las especies forestales (Ibrahim et al. 1996; Le Corre et al. 1997; Austerlitz et al. 2000;
Austerlitz y Garnier-Géré 2003). EI modelo de difusién ‘leading edge’ implica una
colonizacién rapida caracterizada por un numero reducido de dispersiones a larga distancia
(LDD del inglés Long-Distance Dispersal) junto con una dispersiéon difusa en el frente de
colonizacién, lo que da lugar a un crecimiento exponencial de la poblacién (Hewitt 1996).
Este modelo es la forma de expansién sugerida cuando el hipotético refugio glaciar posee
valores mas altos de diversidad genética y valores mas bajos de diferenciacion que las
poblaciones formadas durante la expansion postglaciar. La variacion y estructura genéticas
nucleares de las poblaciones de algunas especies forestales se ajustan a las predicciones
de este modelo (e.j. Tsuga mertensiana, Ally et al. 2000; Pinus coulteri, Ledig 2000), sin
embargo, otras especies arbdéreas no siguen el mismo patrén de pérdida de alelos y
diversidad en su ruta de colonizacion en relacion a su area de refugio (e.j. Fagus sylvatica,
Comps et al. 2001; Fraxinus excelsior, Heuertz et al. 2004). En este segundo caso, se ha
argumentado la accién de varios procesos como explicacion a los desajustes del modelo: i)
un efecto fundador menos acusado debido a la extensa fase juvenil de las especies

forestales (Austerlitz et al. 2000); ii) un incremento del flujo genético en densidades



poblacionales bajas debido a la seleccion de individuos durante el establecimiento de la
poblacién (Comps et al. 2001); iii) el llamado efecto ‘reshuffling’ o dispersiones frecuentes a
larga distancia (Bialozyt ef al. 2006); y finalmente, iv) la mezcla de poblaciones en la
muestra analizada (Heuertz et al. 2004).

Por otro lado, los episodios de colonizacion dan lugar a complejas modificaciones en
el tamafio efectivo poblacional, lo que conlleva consecuencias evolutivas (Estoup y Clegg
2003). La estructura y variabilidad genética actual de muchas especies importantes se han
definido por sucesos demograficos histéricos como las expansiones-retracciones
poblacionales dependientes de los cambios climaticos, o los ‘cuellos de botella’ (Beaumont
1999; Storz y Beaumont 2002; Storz et al. 2002), que pueden confundirse con procesos
locales (e.j. restriccion de la dispersion de semilla), fenédmenos de fragmentacion
contemporaneos (Beaumont 1999; Goossens et al. 2006) o mezcla de poblaciones (Heuertz
et al. 2004).

En los ultimos afios, la disponibilidad de técnicas eficaces de genotipado basadas en
marcadores moleculares de ADN, unido al desarrollo de sofisticados métodos de andlisis de
genética de poblaciones, que se han implementado en diferentes programas y paquetes
estadisticos de facil uso (revisados en Beaumont 2004 y Excoffier y Heckel 2006), permiten
realizar estimaciones precisas sobre el pasado demografico de una poblacion. Los
microsatélites, o SSRs (Simple Sequence Repeats), considerados como marcadores
moleculares neutros o casi-neutros, son una potente herramienta que se utiliza
habitualmente para contrastar hipotesis ecoldgicas, demograficas y evolutivas en
poblaciones naturales (DeWoody et al. 2006) debido a su elevado polimorfismo y a su
caracter codominante. Con el desarrollo de la teoria de la coalescencia (Kingman 1982), la
distribucion de las frecuencias alélicas obtenidas con este tipo de marcador puede
interpretarse desde una perspectiva genealégica, lo que permite realizar inferencias sobre
los procesos demograficos que una poblacion ha sufrido recientemente (‘cuellos de botella’,
Cornuet y Luikart 1996; Luikart et al. 1998) o en un pasado historico (expansiones-

retracciones poblacionales; Beaumont 1999; King et al. 2000; Storz y Beaumont 2002).

La identificacion de poblaciones que han experimentado ‘cuellos de botella’ es
importante para efectuar una gestién adecuada y/o definir estrategias de conservacion en
dichas poblaciones, ya que este proceso puede incrementar la estocasticidad demografica,
la tasa de consanguinidad, la pérdida de variacion genética, la fijacion de alelos deletéreos vy,



cuando dos o mas de estos factores convergen, pueden también reducir la probabilidad de
supervivencia poblacional de forma acusada (Frankel y Soulé 1981; Luikart y Cornuet 1998).

La fragmentacion del habitat, al disminuir el tamafo efectivo poblacional y la
continuidad de las especies, puede reducir el flujo genético, incrementar los procesos
estocasticos de deriva genética y favorecer la endogamia (Templeton et al. 1990; Young et
al. 1996), aumentando en ultimo término, el riesgo de extincion de las poblaciones. Asi
mismo, un elevado grado de aislamiento en el margen del rango de distribucion de las
poblaciones tendra consecuencias similares a un proceso de fragmentaciéon (Young et al.
1996). Por tanto, y segun la hipotesis ‘centro-periferia’ (Eckert et al. 2008), las poblaciones
marginales-fragmentadas deberian ser genéticamente menos diversas y estar mas
diferenciadas entre ellas que las poblaciones centrales, ya que tienden a ocupar habitats
menos favorables y poseen densidades menores y mas variables. Sin embargo, se han
realizado pocos estudios sobre poblaciones fragmentadas localizadas en el limite contrario
al avance de las especies (‘rear edge populations’, sensu Hampe y Petit 2005), a pesar de
su importancia ecologica y su creciente interés de conservacion. Estas poblaciones relicticas
de pequefio tamafo se caracterizan por ser adaptaciones locales con demografias
poblacionales mas estables que las del frente colonizador. Asi mismo, y en cuanto a su
estructura genética, suelen presentar bajos niveles de diversidad genética y una elevada
diferenciacion inter-poblacional. La persistencia a lo largo del tiempo de estas poblaciones,
sobreviviendo a los procesos de extincién, hace pensar que han jugado un papel importante

en el mantenimiento de la biodiversidad a través del Cuaternario (Hampe y Petit 2005).

1.3. ESTRUCTURA GENETICA ESPACIAL A ESCALA LOCAL O “FINA” (SGS)

La agrupaciéon en el espacio de genotipos emparentados a escala local o ‘fina’ en
poblaciones naturales, también denominada estructura genética espacial (SGS del inglés
Spatial Genetic Structure), se origina por la interaccion compleja de diferentes procesos
evolutivos como la seleccién natural y la deriva genética (Slatkin 1973; Epperson 1990;
Aldrich et al. 1998), procesos histéricos de colonizacion (Ibrahim et al. 1996; Hewitt 2000;
Epperson y Chung 2001; Jones et al. 2006), perturbaciones antrépicas y/o naturales (Parker
et al. 2001; Chung et al. 2002; Shea y Furnier 2002; Oddou-Muratorio et al. 2004; Dutech et
al. 2005), asi como diversas caracteristicas biologicas intrinsecas a cada especie (ver
detalles en Vekemans y Hardy 2004; Troupin et al. 2006).



La mayor o menor rapidez de expansién y el modelo de colonizacion de las especies
durante los procesos de colonizacion postglaciar son factores relevantes que pueden
explicar las estructuras espaciales a pequefia y mediana escala, que presentan las
poblaciones en la actualidad (Le Corre et al. 1997), y en especial, cuando se trata de
especies longevas como son los arboles forestales. En general, las estimaciones de
velocidad de expansion para las especies forestales basadas en analisis polinicos muestran
valores muy elevados (e.j. 150-500 m por afio para robles y mas de 500 m para fresno,
Huntley y Birks 1983; 6 200-300 m por afio para Pinus resinosa, Davis 1983) dificiles de
explicar por modelos sencillos de difusion, lo que sugiere avances poblacionales con
dispersiones a larga distancia. Estas LDD promoverian sucesos fundadores locales que
atenuarian el patron clinal inducido por la expansion (Le Corre et al. 1997), dando lugar a
estructuras genéticas espaciales dentro de una poblacion que podrian establecerse tras el
paso de solamente unas pocas generaciones (Epperson 1995) y que podrian persistir a
largo plazo (lbrahim et al. 1996; Davies et al. 2004). A pesar de las predicciones de estos
modelos, la manera en que los procesos de colonizacion favorecen la aparicion de
estructuras genéticas espaciales en especies forestales a escala local todavia no esta clara,
aunque algunos estudios empiricos muestran evidencias de formacion de SGS debido a
expansiones poblacionales recientes en el frente de colonizacién (e.j. Picea sitchensis,

Gapare y Aitken 2005; Pinus halepensis, Troupin et al. 2006).

A pequeia escala (rodales) y en ausencia de seleccion, la estructura genética esta
muy relacionada con el sistema reproductor de cada especie, siendo las limitaciones de flujo
genético (dispersion de polen y semilla), que generalmente conllevan el apareamiento
preferencial de los individuos mas préximos, la principal causa de la existencia de estructura
genética a escala fina (Vekemans y Hardy 2004). Sin embargo, otros muchos factores
pueden influir sobre la SGS aumentando o disminuyendo su intensidad. La densidad
efectiva de las poblaciones y las caracteristicas biologicas de las especies (e.j. tipo de
sistema reproductor, forma de vida o el modo de dispersiéon de polen y semilla) son factores
ampliamente analizados en numerosos estudios (revisado en Vekemans y Hardy 2004). Asi
mismo, factores como el solapamiento generacional, el solapamiento de las nubes de
semillas, las agregaciones espaciales de los individuos reproductores o la seleccion
microambiental se consideran promotores principales de agrupaciones espaciales de
individuos emparentados (Troupin et al. 2006). Por otro lado, las variaciones en el éxito
reproductor, tanto femenino como masculino, influyen sobre el tamafio efectivo poblacional a
escala local (Schnabel et al. 1998; Dow y Ashley 1998) y sobre la diversidad genética entre

y dentro de poblaciones (Burczyk y Prat 1997) pudiendo dar lugar a estructuras genéticas



espaciales pronunciadas y endogamia biparental, es decir, al apareamiento entre individuos
emparentados (Vekemans y Hardy 2004; Gonzalez-Martinez et al. 2006).

La importancia ecoldgica y evolutiva de la SGS es notable ya que provoca efectos
trascendentes sobre la dinamica de las poblaciones: Al influir sobre el tamafo efectivo
poblacional, puede promover los procesos de endogamia y reducir, consecuentemente, la
supervivencia de la progenie (Hamrick y Nason 1996; Schnabel et al. 1998; Ishihama et al.
2005). Ademas, su existencia también puede influir sobre los niveles de adaptacion a
posibles cambios microambientales (Epperson 1992), sobre los patrones de reproduccion
(Young y Merrian 1994) y sobre la intensidad de los procesos demograficos denso-

dependientes (Hamrick et al. 1993).

La fragmentacion de un habitat no sélo puede favorecer la reducciéon de la cantidad
de la variabilidad genética de las poblaciones, sino que, ademas, influye sobre la distribucion
espacial de esa diversidad genética, acentuando o disminuyendo la probabilidad de
formacion de SGS. Por ejemplo, Gapare y Aitken (2005), no encontraron signos de SGS en
las poblaciones continuas y centrales de Picea sitchensis, pero si en las poblaciones
fragmentadas y periféricas de la especie, mientras que Born et al. (2008) obtuvieron en una
poblacién recientemente fragmentada niveles inferiores de SGS que en las masas continuas
de Aucoumea klaineana, sugiriendo que el incremento de la dispersién en un habitat abierto
puede compensar los efectos de la fragmentacion.

Por tanto, el conocimiento de los factores que promueven la formacién de estructura
genética espacial (determinacion de factores historicos y/o factores locales) y sus efectos
sobre las poblaciones naturales (tanto continuas como marginales), pueden proporcionar
una valiosa orientaciéon a la hora de definir estrategias de muestro ya sea con fines
conservacionistas (conservacion ex situ de las poblaciones) o para mejorar el manejo de los

recursos genéticos en especies de importancia econémica y ecolégica.

1.4. ESTADO DE CONOCIMIENTO DEL SISTEMA REPRODUCTOR, FLUJO
GENETICO Y VARIACION GENETICA DE Pinus pinaster Ait. EN ESPANA

A pesar de que P. pinaster se encuentra catalogada como una de las 100 especies

invasoras mas problematicas del mundo fuera de su rango de distribucion natural,



(http://www.issg.org/database/species/ecology.asp?fr=1&si=43&sts), en el Suroeste del

Mediterraneo se la contempla como una especie de gran importancia ecologica y
econdémica. La Peninsula Ibérica se considera una de las areas mas importantes de
distribucion natural del pino negral, y en ella ocupa una superficie de aproximadamente
1.600.000 ha, de las que mas de medio millbn son masas naturales. En este area, la
especie presenta una distribucién discontinua debida sobre todo a la accion del fuego, la
interaccion con otras especies forestales (e.j. Pinus halepensis) y el impacto de la actividad
humana a lo largo de la historia. Su importancia ecolégica reside en su capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones edafoclimaticas: tolera un amplio rango de regimenes
pluviométricos, mas o menos repartidos a lo largo del afio, o con fuertes sequias estivales;
soporta tanto los rigurosos frios invernales del interior peninsular como los climas templados
en las proximidades de las costas; y puede establecerse sobre una gran variedad de
sustratos, aunque su preferencia son los terrenos sueltos y arenosos, pobres en nutrientes.
Por otro lado, los experimentos y ensayos realizados han demostrado una variabilidad
fenotipica y genética notables en relacion con la forma y el crecimiento de los individuos, asi
como con diferentes rasgos adaptativos, como la tolerancia a la sequia o la adaptacion a la
frecuencia de incendios (Alia et al. 1995; 1996; Sierra-de-Grado et al. 1997; Tapias et al.
2004; Chambel 2006).

El sistema reproductor y el patrén de flujo genético de P. pinaster han sido
analizados a escala local en diversos trabajos realizados en una parcela intensiva de ensayo
(ISP del inglés Intensive Sampling Plot) ubicada en Coca (Segovia), dentro de la region de
procedencia ‘Meseta Castellana’. Los resultados obtenidos en estos estudios muestran que
la especie posee unos niveles de endogamia efectivos (e.d. basados en regeneracion
natural ya establecida) en esta ISP inferiores al 3.8% y un elevado flujo genético local
efectivo, donde mas del 40% de las semillas y del 85% del polen provenian de fuera de un
vecindario arbitrario de 30 m de radio (Gonzalez-Martinez et al. 2003; 2006). En este ultimo
estudio (Gonzalez-Martinez et al. 2006) se pone de manifiesto que el éxito reproductor
femenino de la especie en esta misma zona esta positivamente correlacionado con el
diametro normal (a 1,30 m de altura) y con la produccion de pifia, y revela una gran
variacion en el éxito reproductor efectivo (el 10% de los individuos adultos muestreados en
la parcela son los parentales responsables del 50% del regenerado). A pesar de que el
sistema reproductor de la especie se ha estudiado en profundidad en la /ISP de Coca, la
generalidad de dichos resultados es cuestionable, dado el amplio rango de condiciones

ecoldgicas y de manejo en el que se encuentra el pino negral.



Los kernels (o funciones de probabilidad) de dispersion de semilla ajustados para la
especie, muestran una variacion interanual en las distancias medias de dispersion obtenidas
(~12 m en el afio 2000, Gonzalez-Martinez et al. 2006; y ~25 m en el afio 2006, Juez 2007)
fuertemente correlacionadas con las precipitaciones caidas en el periodo de diseminacion y
con la velocidad maxima del viento (Juez 2007). A su vez, se han encontrado grandes
diferencias entre las distancias medias de dispersion de semilla y las del regenerado
avanzado (~50 m para este ultimo), siendo la mortalidad denso-dependiente de semillas y
plantulas, los sucesos de predacion, y las interacciones entre genotipo-microambiente, los
principales factores que pueden dar lugar a estas discrepancias (Gonzalez-Martinez et al.
2006).

El analisis del sistema reproductor del pino negral realizado sobre diferentes escalas
espaciales (y en otros rangos de su distribucion, fuera de la regién de procedencia ‘Meseta
Castellana’), la evaluacion de los factores que le afectan y su escala de actuacion, asi como
la obtencion de estimaciones de kernels de dispersion, tanto para polen como para semillas,

proporcionarian nuevos datos a la informacién existente para la especie.

La cantidad y distribucion de la diversidad genética de P. pinaster en la Peninsula
Ibérica parece estar estrechamente relacionada con las oscilaciones climaticas y con los
procesos de colonizacién postglaciar acontecidos durante la era Cuaternaria. Numerosos
estudios realizados sobre el rango completo de distribucion natural de la especie, llevados a
cabo con diferentes marcadores moleculares, coinciden en que los valores mas altos de
riqueza alélica, diversidad genética y diferenciacion se observan en la Peninsula Ibérica y
que, dentro de ella, existe una tendencia clinal de variacién en las direcciones sur-norte y
este-oeste (Salvador et al. 2000; Gonzalez-Martinez et al. 2001; Derory et al. 2002; Gémez
et al. 2005; Bucci et al. 2007). La persistencia de las poblaciones y la acumulacién de la
variacion genética a lo largo del tiempo, parecen ser las causas directas de los patrones de
variacion encontrados. Asi mismo, el hecho de que algunas poblaciones marginales del pino
negral, en especial aquellas de area restringida situadas en el Sur y Este peninsulares,
muestren valores de diversidad similares a los de poblaciones centrales proximas,
manifiesta la aparente importancia de los procesos histéricos regionales frente a factores

locales tales como el tamafio efectivo poblacional actual (Gonzalez-Martinez et al. 2005).

En base a los datos palinolégicos que constatan la supervivencia de P. pinaster
durante la ultima glaciacion en el Oeste, Este y Sur peninsulares (Figueiral 1995; Carrion et
al. 2000; Carrion 2002) y a los resultados obtenidos en los estudios moleculares



previamente citados, las zonas de refugio glaciar y las teoricas rutas de colonizacion
postglaciar definidas para la especie en la Peninsula Ibérica son las que aparecen reflejadas

en la Figura 1.1.

Figura 1.1. Distribucién natural de Pinus pinaster Ait. (zonas sombreadas). Hipotéticos refugios glaciares y rutas
de colonizacion postglacial para la especie en la Peninsula Ibérica (construcciéon propia en base a las citas
referidas en el texto)

Los unicos datos disponibles sobre estructura genética espacial a escala local en
pino negral (obtenidos en una masa continua de gran tamafio en la region de procedencia
‘Meseta Castellana’), muestran valores significativos en el regenerado analizado pero no en
los individuos adultos (Gonzélez-Martinez et al. 2002). En este caso, la formacion de
agrupaciones de genotipos proximos a edades tempranas parece ser debida a una
dispersion restringida de semilla, ya que se encontraron grupos de regenerados
emparentados en un radio de 15 m a partir de los progenitores. La pérdida de SGS a edades
avanzadas se debe, probablemente, a la elevada mortalidad de los regenerados motivada
por los rigores climaticos de la zona de estudio y a una dispersién secundaria de semilla
llevada a cabo por roedores y péajaros durante el periodo estival (Miguel-Pérez et al. 2002;
Juez 2007).
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2. OBJETIVOS

Con este trabajo de investigacion se pretende ampliar el conocimiento actual que existe
sobre el sistema reproductor y flujo genético de una especie de importancia ecolédgica y
econdmica como es el Pinus pinaster. Asi mismo, se pretende realizar un analisis sobre los
posibles efectos que los procesos histéricos y los procesos locales tienen sobre la variacion
genética, la demografia poblacional y la estructura genética espacial de la especie. Para la
consecucion de estos dos objetivos generales se han combinando analisis experimentales

con simulaciones numéricas.

e El analisis del sistema reproductor y flujo genético en el pino negral se ha llevado a

cabo mediante los siguientes objetivos especificos:

o Estimacion de los principales parametros que caracterizan el sistema reproductor
de una especie: tasas de o6vulos sin fertilizar y semillas abortadas, tasas de
polinizacién cruzada, endogamia biparental y paternidad correlacionada.

o Determinacion de los factores ecologicos, parametros de masa y variables a nivel
individual que podrian influir sobre los patrones de reproduccion de la especie
utilizando observaciones directas y simulaciones numéricas.

o Ajuste de los kernels de dispersion polinica mediante métodos indirectos basados

en marcadores moleculares.

e El estudio de la variacién genética, la demografia poblacional y la estructura
genética espacial se ha realizado en un tedrico refugio glacial y en un area de reciente
colonizacion de pino negral en la Peninsula Ibérica, contrastando, a su vez, poblaciones
continuas con poblaciones fragmentadas. Esta labor se ha estructurado en los siguientes

objetivos concretos:

o Estimacién de parametros que caracterizan la variacion genética de una especie.

o Analisis demogréfico de las poblacionales en las areas objeto de estudio.

o Evaluacion de los niveles de estructura genética espacial a escala fina existentes
en cada poblacion y determinacion de sus posibles causas.

o Determinacion de la relevancia de los efectos locales frente a los procesos
histéricos en la formacion de estructura genética espacial a través de

simulaciones.






3 MATERIAL Y
METODOS

| . X
o
b 5

e







3. MATERIAL Y METODOS

3.1. AREAS DE ESTUDIO, MUESTREOS Y TOMA DE DATOS

Las siete poblaciones de estudio analizadas en este trabajo de investigaciéon se encuentran
localizadas a lo largo de la distribucion natural de Pinus pinaster Ait. en Espafa y aparecen
incluidas en tres de las 20 regiones de procedencia y una de las siete procedencias de area

restringida definidas para la especie en Alia et al. (1996) (Figura 3.1).

Figura 3.1. Distribucion natural de Pinus pinaster Ait. (zonas sombreadas). Poblaciones analizadas: Cu: Cuéllar;
Fu: Fuentelapefia (Regién de procedencia ‘Meseta Castellana’); Ol: Olba (Regién de procedencia ‘Maestrazgo’);
Qu: Quatretonda (Procedencia de éarea restringida ‘La Safor’); Ca; Cafiete; La; Landete y Ta: Talayuelas
(Region de procedencia ‘Serrania de Cuenca’). En verde, las poblaciones utilizadas para el andlisis del sistema
reproductor correlacionado y flujo genético. En rojo, las poblaciones distribuidas en los extremos de la ruta de
colonizacién objeto de andlisis.



3.1.1. Sistemas de reproduccion y flujo genético

El andlisis del sistema reproductor y del flujo polinico de P. pinaster a escala regional se
llevé a cabo en 24 parcelas situadas en la Regién de Procedencia ‘Serrania de Cuenca’, que
representa uno de los nicleos mas importantes para la especie en la Peninsula Ibérica (Alia
et al. 1996). Esta region de gran extension (mas de 75.000 ha), que reine masas naturales
de pino negral mas o menos fragmentadas y con elevadas densidades poblacionales (entre
800 y 1.100 pies/ha en las poblaciones de estudio), presenta altos valores de diversidad
genética y una gran variacion intra-poblacional segun muestran los andlisis realizados con
diferentes marcadores moleculares (isoenzimas, Salvador et al. 2000; Gonzalez-Martinez et
al. 2005; cpSSRs, Gomez et al. 2005; y nSSRs, Derory et al. 2002).

Las parcelas se establecieron en tres nlcleos 6 poblaciones (Figura 3.2): Talayuelas
(16 parcelas), Landete (4 parcelas) y Cafiete (4 parcelas) separados aproximadamente entre
si por unos 10-15 km. La ubicacion exacta de las parcelas y las variables de masa que las

caracterizan pueden observarse en la Tabla 3.1.
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Figura 3.2. Localizacion y distribucién geografica de las 24 parcelas de pino negral instaladas en la region de
procedencia ‘Serrania de Cuenca’. En cada masa, se tomaron muestras de dos a tres arboles madre sumando
un total de 61 individuos. Las zonas sombreadas representan la distribucién natural de P. pinaster en Espafa.



Tabla 3.1. Localizacion geografica y variables de masa de las 24 parcelas instaladas en 3 poblaciones naturales
de P. pinaster.

Cadigo Altitud Pendiente Densidad

Poblacién Parcela Latitud Longitud (m) Exposicion 1) (pies/ha) FCC
Talayuelas P16001 39°49°43"N 01°13°38"W 1118 W 49 763,94 0,84
P16002 39°49°39"N 01°17°57"W 1323 NW 12 1924,01 0,55

P16008 39°48°56"N 01°15°36" W 920 S 0 1142,38 0,90

P16101 39°50°23"N 01°16°40" W 993 S 0 2249,39 1,14

P16102 39°48°53"N 01°16° 02" W 956 SE 12 976,15 1,04

P16103 39°49°55"N 01°15°37" W 954 N 16 1262,63 0,77

P16104 39°49°24"'N 01°14" 42" W 928 NW 44 753,33 0,83

P16106 39°50° 18N 01°16" 11" W 970 NE 38 774,55 0,82

P16201 39°50°06"N 01°16°37"W 1078 NE 36 1170,67 1,11

P16202 39°49°49"N 01°17°39”"W 1135 NwW 44 1655,21 0,97

P16203 39°49°48”" N 01°16°47"W 1191 N 29 594,18 1,03

P16204 39°49°36"°N 01°16°36"W 1249 W 8 866,51 0,90

P16205 39°48°37"°N 01°16°46" W 942 S 2 760,41 0,95

P16206 39°48 05N 01°14"23" W 880 S 0 689,67 0,89

P16207 39°49°32"N 01°17°25"W 1293 SE 33 555,27 0,80

P16208 39°50°28°N 01°17°55"W 1090 S 0 954,93 0,76

Landete P16006 39°52°45"N 01°26°18"W 1112 E 21 466,85 0,42
P16007 39°52°51”"N 01°26"25"W 1168 NE 23 1068,11 0,81

P16105 39°53°02"°N 01°26°24"W 1175 E 0 1092,86 0,77

P16107 39°53°12"°N 01°26°57"W 1139 S 11 611,86 0,77

Cafiete  P16003 39°59°38"°N 01°41°01"W 1150 E 40 827,61 0,77
P16004 39°58°39"°N 01°38°54”"W 1078 W 12 611,86 0,68

P16209 40°00° 13N 01°38°49"W 1067 NE 44 1011,52 0,89

P16210 40°00° 13N 01°38°49”"W 1049 NE 11 502,22 0,62

1 La pendiente de las parcelas esta medida en grados sexagesimales; *FCC: Fraccion de cabida cubierta

3.1.1.1. Material vegetal

En cada una de estas parcelas se seleccionaron y apearon entre dos y tres arboles al azar y
de cada uno de ellos se recolectaron de una a seis pifias, sumando un total de 61 arboles
(denominados en lo sucesivo madres) y 188 conos. Tras el secado en estufa de las pifas,
se extrajeron las semillas y se contabiliz6 el nimero total de pifiones por pifia, el nUmero de
ovulos sin fertilizar (UO) y, mediante flotacién, el nUmero de semillas abortadas (AS). Los
porcentajes obtenidos para UO y AS por arbol vienen reflejados en la tabla S2
(Supplementary Information) del Anejo I. De entre las semillas potencialmente viables, se
seleccionaron 30 al azar por parcela (N=720) y tras su germinaciéon en camara de cultivo, se
extrajo el embridn y se congelé a -20° C para su posterior analisis genético. A su vez, y para
el analisis genético de las 61 madres, se recogié material vegetal (en este caso cilindros de

madera, mediante barrena Pressler) que también fue almacenado a -20° C.



3.1.1.2. Variables de masa y de arbol individual

La caracterizacion de las 24 parcelas muestreadas, se realizd6 mediante la toma o calculo de
las siguientes variables: Latitud, longitud, altitud, exposicion, pendiente y fraccion de cabida
cubierta (FCC), como muestra la Tabla 3.1. Por otro lado, las 61 madres apeadas se
caracterizaron mediante la toma de datos de las siguientes variables biométricas: altura total
(HT), diametro a la altura de 1,30 m (DBH), diametro en la base de la copa (DCB), altura del
arbol a la base de la copa (HCB), anchura de copa (CW) y altura del arbol donde la copa
alcanza la anchura maxima (HLCW) (Figura 3.3). A partir de estas dos ultimas variables, se
calcul6 la superficie del casquete superior de un elipsoide de revolucion para la copa de
cada madre. Con esta medida se pretende representar la superficie de copa expuesta a la
radiacion solar como indicador del vigor del arbol. Los datos de las mediciones y calculos de

estas variables se recogen en la tabla S2 (Supplementary Information) del Anejo 1.

Figura 3.3. Variables biométricas medidas en cada una de las
61 madres apeadas.



3.1.2. Variacion genética, demografia poblacional y estructura genética

espacial a escala local o “fina” (SGS)

El analisis de variacion genética, de demografia poblacional y de SGS en una tedrica ruta de
colonizacién de la especie se ha llevado a cabo en dos poblaciones centrales y dos
poblaciones marginales de pino negral (Figura 3.1). Dos de ellas (Olba: poblaciéon central y
Quatretonda: poblacion marginal, Figuras 3.4.a y b) se localizan en el Este peninsular, cerca
de uno de los hipotéticos centros de origen de P. pinaster durante su expansion post-glacial
(Destremau et al. 1982; Alia 1989; Carrion et al. 2000). Las otras dos poblaciones
consideradas (Cuéllar: poblacién central y Fuentelapefia: poblacién marginal, Figuras 3.4.cy
d) se sitian en una teodrica ruta de colonizacion en direccién centro y noroeste peninsular

planteada por diversos autores (Salvador et al. 2000; Gonzalez-Martinez et al. 2001).

e Olba (Teruel)

Situada en el Este peninsular y dentro de la region de procedencia de ‘Maestrazgo’,
esta poblaciéon se encuentra dentro de una masa continua de pino negral de unas 18.500 ha
de superficie. Estas masas, mayoritariamente puras, se caracterizan por presentar altas
densidades y una distribucion irregular de edades debido al tipo de manejo selvicola

utilizado en la zona (Figura 3.5.a).

¢ Quatretonda (Valencia)

La poblacion de Quatretonda, de aproximadamente 50 ha, se localiza en el limite
oriental de la distribucion de Pinus pinaster en la Peninsula Ibérica y conforma, junto a la
también poblacion aislada de Pinet (~10 ha), la procedencia de area restringida de ‘La
Safor’. Los analisis de registros polinicos realizados en la localidad de Navarrés, a unos 30
km de la poblaciéon de Quatretonda, ponen de manifiesto la supervivencia de P. pinaster en
esta zona durante la Ultima glaciacién (hace ~33.000 afios) junto con especies de los
géneros Corylus, Fraxinus'y Quercus spp (Carrion y Van Geel 1999; Carrion et al. 2000). El
tamario reducido de estas masas, junto con el efecto que han provocado los incendios
recurrentes sufridos durante siglos (regeneracion post-incendio en favor de Pinus
halepensis), hacen peligrar su persistencia, ya que se encuentran en paulatina regresion.
Por otro lado, la existencia de repoblaciones artificiales de pino negral en los alrededores,
hace pensar que pueda existir una posible introgresién genética (via polen de origen
desconocido) (Figura 3.5.b).



e Cuéllar (Segovia)

Dentro de la distribucion natural de la especie en Espafia, P. pinaster posee su
maxima representacion en la Meseta Norte, donde ocupa, solo en la regiéon de procedencia
‘Meseta Castellana’ una superficie de aproximadamente 120.000 ha. La persistencia del
género Pinus a lo largo del periodo Holocénico (hace 9.000-10.000 afios) en la Meseta Norte
del Duero ha sido verificada mediante estudios polinicos y de microfosiles (Franco-Mugica et
al. 2001; 2005). Estos autores sugieren que probablemente, P. pinaster fuera junto con P.
pinea, P. sylvestris y P. nigra uno de los pinos mas importantes en la zona durante el
Holoceno. Sin embargo, a pesar de esta conjetura mas o menos plausible, la Unica datacién
constatada de la especie se remonta a finales del Holoceno (hace 1.400 afios) en un
yacimiento en Hontalbilla (Segovia), situado a unos 30 km de la zona de estudio (Alcalde et
al. 2004), mientras que para P. nigra las dataciones alcanzan el Holoceno medio (hace
3.500 afios, Roig et al. 1997) e incluso el Pleistoceno superior (hace 29.000 afios, Alcalde et

al. 2003) para P. sylvestris.

Los extensos pinares de las provincias de Valladolid, Avila y Segovia incluidos en la
mencionada region de procedencia, son, generalmente, mezcla de pino pifionero y pino
negral, donde este ultimo ha sido objeto de una selvicultura adaptada a la obtencion de
resina desde el siglo XVIII, lo que ha dado lugar al aspecto artificial y a las bajas densidades
que presentan actualmente las masas de esta especie (Figura 3.5.c).

¢ Fuentelapeiia (Zamora)

Por udltimo, la poblacién marginal de Fuentelapefia, situada en el limite occidental de
la region de procedencia ‘Meseta Castellana’, consiste en una masa mezclada con pino
pifionero, de unas 100 ha de superficie, posiblemente reducida por roturaciones agricolas.
Actualmente, la poblacién se encuentra en aparente estado de regresion debido a la fuerte
regeneracion natural que presenta P. pinea frente al escaso regenerado de P. pinaster que

sobrevive con dificultad (Figura 3.5.d).
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Figura 3.5. Aspecto de las cuatro masas de P. pinaster seleccionadas para el estudio. A) Olba (Teruel); b)
Quatretonda (Valencia); ¢) Cuéllar (Segovia) y d) Fuentelapefia (Zamora).

Se establecieron cuatro parcelas de aproximadamente media hectarea de superficie
(70x70 m?) en las cuatro areas indicadas previamente, manteniendo en todas ellas el criterio
de uniformidad en el niumero de pies de la cohorte muestreada (80-90 afios). En Cuéllar
ademas se establecié una segunda parcela réplica con el fin de comprobar la existencia de
variacion de estructura genética espacial dentro de poblaciones. En la instalacion de las
parcelas de Fuentelapefia y Quatretonda se tuvo un cuidado especial de que Pinus pinaster

no apareciera mezclado con P. pinea o P. halepensis, respectivamente.

La distribucion espacial de todos los individuos adultos se obtuvo mediante la toma
de sus coordenadas espaciales relativas al centro de la parcela utilizando para ello una
estacion total (Topcon GTS-229). Posteriormente, mediante la toma del punto central de
cada parcela con un navegador GPS (Garmin), se realizé la transformacion de coordenadas
relativas a coordenadas UTM. El material vegetal recolectado fueron aciculas de cada
individuo, que se liofilizaron y almacenaron a -80° C hasta el momento de la extraccién de
ADN. Las caracteristicas geograficas, demograficas y ecologicas de estas parcelas se
reflejan en la Tabla 3.2.



Tabla 3.2. Localizacion geografica y caracteristicas de las poblaciones de pino negral donde se establecieron las
parcelas (70x70 mz) para el estudio de variacion genética, demografia poblacional y estructura genética espacial.

Altitud  Densidad N° T P

Regio Pob. Ti Latitud Longitud Suel
egion 0| ipo atitu ongitu (m) (pieslha)  pies °C)  (mm) uelo
Siliceo-
Cu Cc 41°22' 22" N 4°29' 00" W 740 155,10* 76* 10,5 500
Meseta Arenoso
Castellana Siliceo-
Fu F 41°15" 12" N 5°25" 14" W 802 159,18 78 11,5 400
Arenoso
Fi -
O C  40°10°22'N  0°37°21"W 990 16327 80 65 600  o°
Este Siliceo
peninsular Siliceo-
Qu F 38°58 17" N 0°21’'33"W 444 173,47 85 16 600
Arenoso

Ol: Olba; Qu: Quatretonda; Cu: Cuéllar; Fu: Fuentelapefa; C: Poblacion continua; F: Poblacion fragmentada;
* Promedio de las dos parcelas réplicas instaladas en Cuéllar.

3.2. ANALISIS CON MARCADORES MOLECULARES

El ADN total de las aciculas recolectadas (N=394), de los embriones (N=720) y de las
muestras de madera extraidas con barrena Pressler (N=61) se aislé siguiendo el protocolo
de Doyle y Doyle (1990) modificado por Torres et al. (1993) para volumenes pequefios,
utilizando un molinillo Mixer Mill MM 301 (Retsch), para homogeneizar el material vegetal en

el tampon de extraccion.

Para el analisis de los individuos adultos de las poblaciones de Cuéllar,
Fuentelapefia, Olba y Quatretonda se utilizaron seis microsatélites nucleares (nSSRs:
Frpp91, Frpp94, ltph4516, Rptest11, Ctg275 y Ctg4363) seleccionados por los altos niveles
de polimorfismo que han mostrado en trabajos previos (Derory et al. 2002; Chagné et al.
2004) y que presentan un poder de exclusion conjunto (PE) superior al 99%. Las 61 madres
y los embriones utilizados en el analisis del sistema de reproduccién y flujo genético, se
genotiparon para tres loci microsatélites nucleares (nSSRs: Itph4516, Ctg275 y Ctg4363)
seleccionados de entre los anteriores por su capacidad de ser analizados en una reaccion
multiple de PCR y por la facilidad de interpretacién de sus cromatogramas. A su vez, los
embriones fueron analizados para tres regiones microsatélites polimoérficas del cloroplasto,
que ofrecen una probabilidad de exclusion (PE) superior al 95%, y permiten realizar analisis
a nivel haplotipico por combinacion de fragmentos (cpSSRs: Pt1254, Pt30204, Pt87268,
Vendramin et al. 1996)



Los cloroplastos son organulos de herencia paterna en pinos, por lo que el analisis
del ADN total extraido de los embriones mediante cpSSRs (genotipo haploide) permite la
identificacion directa de los gametos paternos (Figura 3.6). En cambio, para deducir la
contribucion paterna aportada a los embriones utilizando nSSRs (genotipo diploide), fue
necesario utilizar la informacién genética obtenida del andlisis de cada madre para lo que se
sigui6 la metodologia desarrollada por Hardy et al. (2004).
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Figura 3.6. Reaccion multiplex para los marcadores microsatélites cloroplasticos ensayados sobre los 720
embriones: Pt1254 (azul), Pt30204 (verde) y Pt87268 (negro).

Las condiciones de amplificacion ensayadas y el andlisis del tamafo de los
fragmentos para todas las muestras vienen reflejadas en los apartados de Material and
Methods de los Anejos | y Il de este documento.

Cuando se trabaja con microsatélites, la presencia de alelos nulos o errores de
lectura (causados por muchos factores, ver revision en Pompanon et al. 2005) pueden
ocasionar confusion respecto a la discriminacion entre individuos homocigoéticos y
heterocigoticos. Los errores de lectura mas frecuentes son los debidos a la amplificacion
preferencial de los alelos de pequefio tamafio frente a los de mayor tamafio en un mismo
locus y los asociados con el ‘tartamudeo de picos’ (Stutter peaks), tipico de los marcadores
microsatélites (Van Oosterhout et al. 2004; DeWoody et al. 2006). Se ha utilizado el
programa MicroChecker (Van Oosterhout et al. 2004) para calcular las frecuencias de alelos

nulos segun el método de Brookfield (1996) y detectar los posibles errores de lectura
descritos.



3.3. ANALISIS DE DATOS

3.3.1. Sistemas de reproduccion y flujo genético

3.3.1.1. Parametros del sistema reproductor

La caracterizacion del sistema de reproduccion se efectu6 mediante seis variables:
porcentaje de 6vulos sin polinizar (UO), porcentaje de semillas abortadas (AS), tasa de
polinizaciéon cruzada multilocus (f,), tasa de polinizacion cruzada uni-locus (f;), tasa de
endogamia biparental (t,-ts) y paternidad correlacionada (r,). Las estimaciones de f, y t; se
realizaron a partir de los datos obtenidos con los nSSRs mediante un método de momentos
en el caso de las madres individuales y mediante un método de maxima verosimilitud en el
caso de las poblaciones (Ritland 2002). Las estimaciones de r, se han realizado mediante el
método multilocus de méaxima verosimilitud (Ritland 2002) y mediante el método basado en
el co-ancestro de los gametos de polen inferidos en las familias (Hardy et al. 2004) (ver
detalles en Material and Methods del Anejo I). A pesar de haberse comprobado que el
método de Ritland (2002) subestima la tasa de paternidad correlacionada, en particular con
valores de r, inferiores al 15% (Hardy et al. 2004), su uso estd ampliamente extendido, por lo
que se presenta en este trabajo para su comparacién con trabajos ya existentes en otras

especies.

Para determinar si existen correlaciones significativas entre las variables del sistema
reproductor consideradas, o si la variacion obtenida puede estar estructurada a nivel de
poblacién, parcela o de individuos dentro de cada parcela, se han efectuado los analisis de
varianza correspondientes a cada una de las variables del sistema reproductor estimados en
pino negral. Todos los analisis se han realizado utilizando los programas MLTR version 3.0
(Ritland 2002), SPAGeDi v.1.2 (Hardy y Vekemans 2002) y SAS ver. 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

3.3.1.2. Kernel de dispersién polinica

Los kernels de dispersion polinica de los tres nucleos estudiados (Talayuelas, Landete y
Canete) se ajustaron mediante dos métodos indirectos basados en la estructura genética
espacial de la nube de polen: TwoGener (Smouse et al. 2001, Austerlitz y Smouse 2002) y
KinDist (Robledo-Arnuncio et al. 2006).



El primero de los métodos esta basado en la estimacién del grado de diferenciacion
genética de la nube de polen (@) que ha fertilizado a las madres objeto de estudio, y
necesita de una estimacion independiente de d. (densidad efectiva poblacional de los
arboles que aportan polen a la nube) (Austerlitz y Smouse 2002), dato complicado de
obtener en campo ya que implica la estimacion de la varianza del éxito reproductor. Por otro
lado, el método TwoGener asume uniformidad en la fecundidad masculina y sincronia de
floracion, aspectos que generalmente no ocurren en las poblaciones de arboles forestales,
como es el caso de estudio. El método KinDist esta basado en una medida normalizada de
paternidad correlacionada (r,) entre parejas de madres (Robledo-Arnuncio et al. 2006) y las
estimaciones realizadas con este método se espera que sean mas exactas que las
obtenidas con TwoGener, porque ademas de ser independientes de d,, KinDist no asume

uniformidad en la fecundidad masculina ni sincronia floral.

3.3.1.3. Variables de masa y de arbol individual que influyen sobre los parametros del

sistema reproductor

Se elabor6 un analisis de componentes principales (PCA), para reducir el numero de
variables consideradas en cada arbol a un numero inferior de variables derivadas que
resuman la informacion de las originales. Los parametros del sistema reproductor obtenidos
(UO, AS, &, tn, ty-ts y las dos estimaciones de r,) se correlacionaron mediante regresion
lineal simple con las variables que caracterizan a cada masa, las variables biométricas
medidas para cada arbol y con los dos ejes (PC1 y PC2, que explican el 90,42% de la

varianza observada) del PCA elaborado.

3.3.1.4. Simulaciones

Con el objeto de investigar la posible influencia de otras variables, a nivel de arbol, sobre los
valores de paternidad correlacionada (r») obtenidos en las poblaciones analizadas, se han
realizado varias series de simulaciones (descritas con detalle en Material and Methods del
Anejo ). El escenario de partida es una poblacién figurada con una densidad de 1.000
pies/ha y que ocupa una superficie cuadrada de 25 ha. En el centro de la masa se han
generado 61 madres y a lo largo de la superficie se han distribuido 25.000 padres
potenciales, separados una distancia minima de 2 m. Ademas, se han considerado 720
descendientes muestreados en 61 familias, lo que representa el disefio de muestreo real.



1. En la primera serie de simulaciones se han tenido en cuenta, Unicamente,
diferencias en la dispersion de polen para la estimacion de los valores de
paternidad correlacionada. Para ello se han utilizado los parametros de escala y
forma (a y B) que condicionan los kernels de dispersién ajustados en las
poblaciones de Talayuelas y Landete (ver apartado 4.2.2. en Resultados de este
documento) y los de un kernel de dispersién polinica que presenta una distancia
de dispersion intermedia entre ambas poblaciones (a=0,0150 y 8=0,2490 para

0 =125,3m).

2. La segunda serie de simulaciones, afiade al modelo variaciones en el éxito
reproductor de los individuos masculinos. Estas diferencias han sido calculadas
de manera proporcional a la altura total de los arboles y utilizando una funcién

exponencial (como en Burczyk et al. 1996)

Finalmente, se introducen en el modelo variaciones fenolégicas de los individuos en

los escenarios simulados de dos formas diferentes:

3. Variacion fenoldgica simple que considera dos situaciones respecto a la
sincronizacion de los periodos de floracién individual: i) solapamiento total para
arboles sincronizados vy ii) 20% de solapamiento al comienzo y al final de la
floracidbn masculina para aquellos individuos con una floracién temprana o tardia.
En este caso se ha seguido la metodologia propuesta para P. sylvestris en
Robledo-Arnuncio et al. (2004a) adaptada al pino negral en base a observaciones

fenotipicas en esta especie.

4. Variaciéon fenolégica compleja que genera, mediante una distribucion de
Poisson, el numero de flores femeninas susceptibles a la reproduccién en un dia
dado del periodo de floracion (similar a Hardy et al. 2004).

La parametrizacion de los modelos fenologicos se realizé a partir de observaciones
tomadas durante los afios 1999 y 2000 sobre Pinus pinaster en la Meseta Castellana
(Miguel-Pérez et al. 2002).



3.3.2. Variacion genética, demografia poblacional y estructura genética

espacial a escala local o “fina” (SGS).

3.3.2.1. Variacién genética y demografia poblacional

Para cada poblacion se ha calculado la riqueza alélica (A°) y el nimero de alelos tnicos (AY)
siguiendo un método de rarefaccidon que compensa la disparidad del tamafio de muestreo en
las diferentes poblaciones analizadas, implementado en el programa HP-Rare (Kalinowski
2005). Las estimaciones de heterocigosidad esperada (H.; Nei 1978), de la diferenciacion
genética entre poblaciones (Fsr; Weiry Cocherham 1984) y del coeficiente de endogamia (F)
se realizaron mediante el programa SPAGeDi version 1.2 (Hardy y Vekemans 2002). A su
vez, se ha calculado para cada locus, y en cada poblacion, el parametro 6=4N.u (donde N,
es el tamafio efectivo poblacional y p es la tasa de mutacion) que representa la tasa de
mutacion escalada por el tamafio efectivo poblacional y que se ha calculado siguiendo el
método de Kimmel et al. (1998).

Por otro lado, se ha comprobado la existencia de una posible estructura poblacional
tanto a nivel global como a nivel local utilizando un método de agrupacion Bayesiana
implementado en el programa STRUCTURE version 2.2 (Pritchard et al. 2000). Este
programa asigna los individuos de una muestra a una poblacion de manera probabilistica,
sin ser necesaria, a priori, la informacion de la localizaciéon geogréafica de dichos individuos.
El nimero éptimo de unidades genéticas presentes en la muestra (K) se ha determinado
segun Pritchard y Wen (2004) y en base a un estudio de simulacion de Evanno et al. (2005).
Las caracteristicas de las iteraciones simuladas, los programas utilizados en la obtencion del
promedio de Ky su representacion grafica vienen reflejados en el apartado Material and

Methods del Anejo Il de este documento.

El analisis demografico de las poblaciones muestreadas se ha realizado mediante
dos métodos diferentes que permiten la deteccion de cambios recientes o histéricos en el
tamano efectivo de las poblaciones. El primero de ellos, desarrollado por Cornuet y Luikart
(1996) e implementado en el programa BOTTLENECK, detecta reducciones recientes y
bruscas en el tamafio efectivo de una poblacion (‘cuellos de botella’) y se basa en la
comparacion entre la heterocigosidad esperada calculada y la heterocigosidad esperada si
la poblacién se encontrase en equilibrio de Hardy-Weinberg. Los ‘cuellos de botella’ generan
en las poblaciones un exceso temporal de heterocigotos, ya que al disminuir bruscamente el

tamano poblacional, los alelos raros se pierden a una tasa mucho mayor que la



heterocigosidad. Asi, en una poblaciéon que haya sufrido un ‘cuello de botella’ reciente, la
heterocigosidad esperada calculada es mayor que la esperada en equilibrio (Luikart et al.
1998). Para detectar si en las poblaciones de estudio existen desviaciones significativas
respecto a la hipétesis nula de poblacion estable se han generado 10.000 valores de H, a
partir del nimero de alelos observado en cada poblacion. Los valores de H, simulados y los
valores de H, calculados se han comparado bajo dos modelos mutacionales: IAM (Infinite
Allele Model) y SMM (Stepwise-Mutation Model) mediante el test no-parametrico de los
signos de Wilcoxon indicado para un numero moderado tanto de loci (>4) como de
individuos (15-40) (Piry et al. 1999).

El segundo procedimiento utilizado se apoya en un analisis de inferencia Bayesiana
basado en la estimacién de la probabilidad posterior de una distribucion, es decir, la
probabilidad de que dicha distribucién sea la correcta. El calculo de la probabilidad posterior
implica evaluar todas las posibles distribuciones, y para cada una de ellas, investigar todas
las posibles combinaciones de los parametros demograficos y mutacionales del modelo.
Esta estimacibn no se puede obtener analiticamente, pero se puede generar una
aproximacion de la probabilidad posterior mediante cadenas de Markov y métodos Monte
Carlo (Markov Chain Monte Carlo 6 MCMC). El método desarrollado por Beaumont (1999), e
implementado en el programa MSVAR version 0.4.1, asume que una poblacién de tamafio
inicial (N,), crece o disminuye hasta alcanzar su tamafio actual (Ny) en el transcurso de {,
generaciones. El cambio demografico puede realizarse de forma lineal o exponencial y se
asume, a su vez, que los loci se comportan bajo un modelo mutacional paso a paso (SMM)
con una tasa haplotipica de mutacion escalada, 6 = 2N, , donde y es la tasa de mutacion
de cada locus. Bajo estas premisas de partida, y utilizando un enfoque Bayesiano basado en
la teoria de la coalescencia, se puede estimar la distribucién de la probabilidad posterior de
los parametros mutacionales y demograficos del modelo ¢:{9,r,t,}, donde la tasa de
cambio de tamafio poblacional ( =N, /N1) y el tiempo transcurrido desde que comenzoé el
cambio (t, =t, /NO) estan referidos al tamafo actual de la poblacién (Ny). Los valores y los
limites de partida de los parametros 6, r y t;, del modelo, el calculo de los quantiles de las
distribuciones posteriores de log(r) y log(f), asi como las caracteristicas de las diferentes
cadenas MCMC simuladas vienen especificados en el apartado Material and Methods del

Anejo .

La comprobaciéon de la convergencia de las distintas MCMC de cada distribucion

posterior para los parametros log(r) y log(t) se ha realizado de forma visual, ajustando la



distribucion de cada cadena con el programa LOCFIT (Loader 2007) disponible como un
paquete del software libre R (R Development Core Team 2007).

3.3.2.2. Estructura genética espacial a escala local o “fina” (SGS)

La estructura genética espacial (SGS) a escala fina de las cuatro zonas muestreadas se ha
estimado mediante un analisis de las relaciones genéticas existentes entre los individuos de
la muestra en relacion al logaritmo de la distancia que los separa, a través de la
construccion de autocorrelogramas (ver detalles en el apartado Material and Methods del
Anejo Il). El analisis fue llevado a cabo utilizando el coeficiente de parentesco (o estimador
de coancestro If,./.), calculado como la correlacion entre estados alélicos propuesta por J.
Nason (Loiselle et al. 1995) para marcadores codominantes, que incluye una correccion

para tamafios muestrales pequenos.

Las distancias espaciales entre individuos, entre 0 y 80 m, se dividieron en siete
clases de distancia, y el In(distancia) medio se calculé como el logaritmo natural de la
distancia existente entre parejas de individuos dentro del intervalo. Los intervalos de
confianza (al 95%) se han obtenido a partir de los errores estandar aproximados para las
estimaciones multi-locus en cada clase de distancia. Estos calculos se han efectuado
mediante un procedimiento de remuestreo (jackknife), que elimina la informacion de un locus
en cada iteracion. Los calculos de SGS se realizaron con el software SPAGeDi v.1.2 (Hardy
y Vekemans 2002)

Por otro lado, la SGS se cuantificé utilizando el estadistico ‘Sp’ que se define como la
relacion fﬁF/(1 -13(1)), donde BF es la pendiente de la regresion de los coeficientes lf(,) frente

al logaritmo de la distancia y Ifm es la media del coeficiente F; entre los individuos incluidos
en el primer intervalo de distancia y que suele contener a todas las parejas de vecinos
(Vekemans y Hardy 2004). Por tanto, este estadistico ‘Sp’ representa la tasa de disminucion
del coeficiente de parentesco con la distancia y esta poco influenciado por el tipo de
estrategia de muestreo utilizada, lo que es una ventaja respecto a otros estadisticos (e.j.
Moran’s /). A su vez, este estimador esta relacionado con el sistema de reproducciéon
caracteristico de cada especie, su forma de vida, el tipo de dispersién de polen y semilla y
con la densidad, y debido a su independencia del escenario de muestreo, permite una
comparaciéon de la SGS entre poblaciones, entre especies (Vekemans y Hardy 2004) y

dentro de la misma poblacién a lo largo del tiempo (Troupin et al. 2006). Asumiendo un



patrébn de aislamiento por distancia y equilibrio entre la deriva y el flujo genéticos, el
estadistico ‘Sp’ puede utilizarse también para estimar los parametros de dispersion, y se
espera que sea igual a 1/N, (siendo N, el tamafio de vecindario de Wright) cuando se

analiza en una escala adecuada (Heuertz et al. 2003).

3.3.2.3. Contribucién de semilla vs. polen al flujo genético global

Los modelos tedricos de aislamiento por distancia predicen que las relaciones de parentesco
entre los individuos de una poblacion decrecen de forma lineal en relacién a la distancia en
escala logaritmica, a una tasa inversamente proporcional a N, = 477Deo§, donde D, es la
densidad efectiva poblacional, o?2es la distancia axial media de la dispersién genética al
cuadrado, y N,es el tamafio de vecindario de Wright (Wright 1943). Sin embargo, esta
demostrado que esta relacion lineal solo es vélida cuando las relaciones de parentesco se
observan dentro del intervalo de distancia o, - g, /(2;1)%, donde y es la tasa de mutacion
(Rousset 1997; 2000). Fuera de este rango de distancias, especialmente a distancias
inferiores a o,, las desviaciones de la relacion lineal dependen en gran medida de la
contribucion relativa de la dispersion de semilla vs. la dispersion de polen al flujo genético
total (Heuertz et al. 2003). En concreto, cuando el alcance de la dispersion de semilla es
mucho mas reducido que el del polen, los coeficientes de parentesco decrecen mas
rapidamente con el logaritmo de la distancia cuanto mas cortas son esas distancias, dando
lugar a unas curvas de dispersion iniciales concavas, que a medida que la contribucion de la

dispersiéon de semilla frente a la de polen se va incrementando, pasan a ser convexas.

Para estimar la contribucion de semilla vs. polen al flujo genético total a partir de la
SGS obtenida en las poblaciones muestreadas, se ha llevado a cabo la metodologia
propuesta por Heuertz et al. (2003), descomponiendo los autocorrelogramas en dos
factores: pendiente y forma. La pendiente obtenida informa sobre el nivel global del flujo
genético, mientras que la forma aporta informacion respecto a las contribuciones relativas de
semilla y polen al flujo genético total. La forma de la curva de dispersién se ha examinado a
través de los residuos del coeficiente de parentesco en funcion de la distancia. El calculo de
los errores residuales se ha efectuado para cada pareja de individuos, a partir de la
diferencia entre los valores observados y estimados del coeficiente de parentesco, donde las

estimaciones de F;se han obtenido a partir del ajuste, a una regresion lineal, de los

coeficientes de parentesco a lo largo del rango completo de distancia. Segun esta



metodologia, las funciones de regresidbn polinémicas de tercer grado (e.d.
y =a+bx +cx® +dx*®) nos proporcionan informacién sobre la forma de la curva parentesco-
distancia, por lo que en un segundo paso, los residuales obtenidos se han ajustado a dicha

funcién.

3.3.2.4. Simulaciones

Con el objeto de determinar si los procesos historicos (e.j. tiempo de colonizacion) poseen
una mayor o menor influencia que los factores locales (e.j. tamafio poblacional, aislamiento
o éxito reproductor de los individuos adultos) en la formacién de la estructura genética
espacial, se han simulado diferentes escenarios poblacionales, utilizando para ello el
programa SIMNEW desarrollado por el Dr. Olivier Hardy (Universidad Libre de Bruselas,
Bélgica) y utilizado en (Heuertz et al. 2003) (ver detalles en Material and Methods del Anejo
).

Las poblaciones teoricas de partida mantienen una densidad constante de 173
pies/ha (densidad maxima con que se cuenta en las poblaciones reales, ver Tabla 3.2 de
este documento) cuyos individuos estan dispuestos sobre una malla cuadrada con una
separacion entre ellos de 7,6 m, disefio que mantiene la densidad real de las poblaciones.
Los genotipos de los individuos simulados son asignados por el programa de forma aleatoria
(20 loci y 20 alelos por locus) y presentan frecuencias alélicas similares. Cada individuo
posee una tasa de supervivencia a la siguiente generacion del 80% (ver detalles en Heuertz
et al. 2003, sobre la forma de reemplazar un suceso de mortalidad por un nuevo individuo) y
una tasa de polinizacion cruzada del 100%. La forma de dispersién genética en las
poblaciones simuladas se ha definido mediante los parametros de escala y de forma (a y B)
obtenidos a partir de sendos ajustes de los kernels de dispersion de semilla y polen de P.
pinaster a una funcion exponencial-potencial en trabajos empiricos previos. Asi, para las
semillas se han utilizado a=6.09 y =1 (Tabla 2 en Gonzéalez-Martinez et al. 2006), que
corresponden a una distancia media de dispersion de 12,19 m, y para el polen a=0,0028 y
=0,2229 (de-Lucas et al. 2008) que corresponden a una distancia media de dispersion de
111,9 m.

A partir de estos parametros iniciales se han simulado 1.000 generaciones (100
réplicas por generacion) de diversos escenarios poblacionales creados a partir de las

combinaciones de los siguientes factores locales:



1.

3.

Tamaio poblacional. Se han considerado seis tamafios poblacionales que
representan desde una poblacion con menos individuos que la poblacién
marginal de menor tamafio muestreada (Fuentelapefia) hasta una poblacion
continua con un elevado numero de arboles (Cuéllar u Olba) y que se
corresponden con los siguientes numeros de individuos: 100 (10x10), 225
(15x15), 900 (30x30), 4.900 (70x70), 22.500 (150x150) y 90.000 (300x300).

Aislamiento genético. Se han definido cuatro situaciones de variacién de
flujo genético en las poblaciones simuladas, que describen desde poblaciones
completamente aisladas (sin flujo genético) hasta poblaciones con un elevado
flujo genético (inmigracion del 40% de la semilla y del 85% del polen, ver
Gonzalez-Martinez et al. 2006). También se ha considerado dos situaciones
intermedias entre ambas (inmigracion del 5% y 20% de la semilla y del 20% y
40% del polen).

Variacion en el éxito reproductor. Debido al elevado tiempo y recursos
informaticos que consumen las simulaciones elaboradas, y a que este
parametro no muestra gran influencia en la SGS generada (ver Resultados) la
variacion en el éxito reproductor Unicamente se ha simulado sobre la
poblacién de 225 individuos y en las condiciones mas restrictivas de flujo
genético (sin inmigracién de semilla y polen). En este caso se ha considerado
un amplio rango de variacién en el éxito reproductor (de 5 a 35), estimado

como la varianza del numero total de descendientes por individuo.

Posteriormente, la SGS de las poblaciones simuladas se ha cuantificado mediante el
estadistico S, =- BF/(1 - If(”), donde Ifm se ha calculado como el promedio del
coeficientelf,.jentre los individuos incluidos en el primer intervalo de distancia de las 100
repeticiones de cada generacion simulada, y la pendiente de las regresiones se ha calculado

a partir de la siguiente expresion:

an(xk ')?)(’Ek "E)
_ k

an (Xk - )7)2

donde, n, es el numero de individuos incluidos en la clase de distancia k; x, es la

media en metros del In(distancia) entre individuos; x es la media de x, ponderada por el



nimero de individuos de cada clase de distancia (x = 2 n.X,/ E‘knk); F es la media de las
100 réplicas del coeficiente de parentesco (lf,]) de cada generacion simulada y F es la media

de F;, ponderada por el nimero de individuos existentes en cada clase de distancia

(F = %nF./%n,).

La estructura genética espacial se ha calculado sobre el rango completo de distancia
de las poblaciones, y, con el objeto de detectar divergencias con los analisis efectuados
cuando la SGS se estudia en las distancias mas cortas, en la clase de distancia 0-100 m,
muestreo comun en los estudios empiricos de SGS y similar al de este estudio.
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4. RESULTADOS
4.1. TESTADO DE LOS MARCADORES Y DETECCION DE ALELOS NULOS

De los seis marcadores microsatélites nucleares utilizados, Frpp91 muestra una deficiencia
significativa de heterocigosis (p<0,01) en las cuatro poblaciones en las que se ha analizado
la variacion genética, la demografia poblacional y la estructura genética espacial a escala
local o “fina” (SGS) del pino negral. El programa MicroCheker no ha detectado, en ningun
caso, potenciales errores de lectura, por lo que el exceso de homocigosis que manifiesta
este marcador es atribuible Unicamente a la presencia de alelos nulos. Para evitar que las
desviaciones de las frecuencias alélicas de este microsatélite debidas a la existencia de
alelos nulos se confundan con procesos genéticos de interés, como la existencia de

endogamia dentro de poblaciones, se ha eliminado de todos los andlisis.

4.2. SISTEMA DE REPRODUCCION Y FLUJO GENETICO

4.2.1. Parametros del sistema reproductor

Los porcentajes de UO y de AS de los 61 individuos analizados varian entre 0,9%-51,0% y
0,7%-16,6% respectivamente (ver Tabla S2 en Supplementary Information del Anejo 1), sin
embargo, los rangos de variacion disminuyen notablemente a nivel de parcela y de
poblacién. Los valores medios de las tasas de polinizacion cruzada en las tres poblaciones
de estudio son elevadas ({,,~98% y {,~94%) y las medias de endogamia biparental bajas (f.-
ts ~4%). Las tasas de paternidad correlacionada calculadas oscilan entre 0,018 y 0,048
dependiendo de la poblacion y del método de estimacion, lo que puede ser trasladado a un
numero efectivo poblacional de padres (Nep = 1/rp) de entre 21 y 56 aproximadamente. Las
estimaciones de r, realizadas mediante los métodos de Ritland y Hardy guardan una
correlacion significativa, en especial con valores de r, superiores a 0,07 (Pearson r > 0,82),
y, en todas las poblaciones, las estimaciones realizadas con el método de Ritland (2002)
revelan valores inferiores a las realizadas con el método de Hardy et al. (2004). En la Tabla
4.1 puede observarse un resumen de las medias de las seis variables calculadas por

poblacién.



Tabla 4.1. Parametros del sistema reproductor en tres poblaciones de pino resinero. UO: porcentaje de évulos
sin fertilizar; AS: porcentaje de semillas abortadas; t»: tasa de polinizacion cruzada multi-locus; f;: tasa de
polinizacion cruzada uni-locus; ty,-ts: endogamia biparental y r,: paternidad correlacionada entre individuos de
progenie materna.

'
Poblacion UO (%) AS (%) (St"[’)) (Stls)) tm-ts Hardy et al. Ritland
(2004) (2002)
0,979 0,911
Talayuelas 8,55 5,10 (0.011) (0.019) 0,068 0,057 0,033
0,951 0,941
Landete 6,46 6,28 (0.040) (0.043) 0,010 0,023 0,010
- 1,000 0,960
Cariete 7,61 4,15 (0,000) (0.020) 0,040 0,063 0,010
Media 7,54 5,18 0,977 0,937 0,040 0,048 0,018
(SD) (1,05) (1,07) (0,025) (0,025) (0,030) (0,022) (0,013)

A pesar de que la poblacion de Landete refleja valores medios mas altos de AS y
valores medios mas bajos en tn, t-ts ¥ 1, que Talayuelas y Cafiete, estas diferencias no son
significativas segun manifiesta el andlisis de la varianza realizado. Por otro lado, el analisis
jerarquizado de componentes de la varianza llevado a cabo, muestra que el 99-100% de la
variacion de los parametros del sistema reproductor analizados se recoge a nivel de
individuo, no encontrandose variabilidad significativa debida a la parcela o a la poblacion.

4.2.2. Kernel de dispersion polinica

El anadlisis de la estructura de la nube de polen muestra similares resultados con los dos
métodos indirectos utilizados: TwoGener y KinDist. Los kernels de dispersién polinica se han
conseguido ajustar en las poblaciones de Talayuelas y Landete (Figura 4.1), pero no se
alcanz6 la convergencia en Cafete debido, posiblemente, a la ausencia de parejas de
individuos intermedios en la distribucion de las madres de esta poblacién. Segun las
predicciones tedricas, bajo una dispersién restringida de semilla, las tasas normalizadas de
paternidad correlacionada () entre parejas de madres muestran una correlacion negativa
con la distancia. Aplicando el test de Mantel, esta correspondencia es estadisticamente
significativa en Talayuelas (r=-0,16, P=0,019), pero no en Landete (r=-0,15; P=0,147),
debido probablemente al reducido numero de madres muestreadas en esta localidad (43

madres en Talayuelas frente a 11 madres en Landete).
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Figura 4.1. Relaciones de paternidad correlacionada (y) en funcién de la distancia entre parejas de madres en
las poblaciones de Talayuelas y Landete.

Las estimaciones de los parametros de escala (a) y de forma (8) obtenidos para la
funcién exponencial-potencial ajustada, asi como las distancias medias de dispersion (8) de
las dos poblaciones donde el ajuste converge, y de un analisis conjunto de las mismas,
vienen reflejadas en la Tabla 4.2. El parametro de forma es practicamente similar en las tres
funciones estimadas (B8~0,24), lo que indica distribuciones leptocurticas con un
apuntamiento mayor al de una distribucion exponencial (8=1). Las distancias medias de
dispersion obtenidas varian entre 78,4 m en Talayuelas y 174,4 m en Landete, con una

distancia intermedia de 111,9 m para el analisis conjunto de las poblaciones.

Tabla 4.2. Parametros de escala (a), forma (B) y distancias medias de dispersion
polinica (6) obtenidos con el método KinDist para Talayuelas, Landete y para un
andlisis conjunto de estas dos poblaciones.

a B S (m)
Talayuelas 0,0074 0,2445 78,4
Landete 0,0244 0,2520 174,4

Todas las poblaciones 0,0028 0,2229 111,9




4.2.3. Variables de masa y de arbol individual que influyen sobre los

parametros del sistema reproductor

El 90,42% de la variacion total de los datos biométricos que caracterizan las 61 madres
muestreadas queda resumida en los dos primeros factores del analisis de componentes
principales realizado (Figura 4.2). La componente PC1 explica el 56,26% de la varianza y en
ella se agrupan las variables relativas a los diametros y a la copa, mientras que el factor
PC2 explica el 34,16% de la variacion y esta relacionado con las variables de altura. Los
factores de carga de cada una de las variables en los dos ejes del PCA tras rotacion

Varimax vienen reflejados en la Tabla 4.3.

Variables (ejes PC1y PC2: 90,42 %)

f

ucs [[ Hee Tabla 4.3. Contribucion de las variables
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e DCB
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Figura 4.2. Analisis de componentes principales de
las siete variables biométricas consideradas en los
individuos adultos.

Los analisis de regresion lineal efectuados entre los parametros del sistema
reproductor (UO, AS, tn, &, tnts y rp) y las variables de masa consideradas (altitud,
pendiente, exposicion, densidad y FCC) Unicamente muestran una correlacion significativa
entre las tasas de polinizacion cruzada multi-locus (R? Ajustado=0,143; p=0,038) y uni-locus
(R? Ajustado=0,146; p=0,037) y el nimero de pies por hectarea. Sin embargo, estas
correlaciones negativas, ademas de débiles, dejan de ser significativas cuando se eliminan
del anadlisis dos parcelas de Talayuelas que presentan una elevada densidad
(P16101=2.249 pies/ha y P16002=1.924 pies/ha) y unas tasas de polinizacién cruzada
inusualmente bajas (t,= 0,784 y t;=0,790 en P16101; t,,= 0,618 y {,= 0,600 en P16002).



A nivel individual (arbol), las tasas de polinizacion cruzada se correlacionan de forma
positiva con la altura total de los individuos y con el eje PC1 que esta relacionado con las
variables relativas al diametro y a la copa. Por otro lado, la tasa de paternidad
correlacionada estimada segun el método de Ritland muestra una correlacion negativa con
el eje PC2 que agrupa la informacion relativa a las variables de altura (Figura 4.3). Sin
embargo, estas correlaciones son muy débiles y no explican gran cantidad de la varianza

total como muestran los bajos coeficientes de R? Ajustado.
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Figura 4.3. Regresiones lineales que presentan
correlaciones  significativas  entre  los  distintos
parametros del sistema reproductor y las variables de
arbol individual medidas.

PC2 (34.16%)

R? Ajustado=0,146; p=0,046



4.2.4. Simulaciones

La posible influencia de factores no considerados hasta el momento sobre la paternidad
correlacionada de Pinus pinaster, se ha examinado mediante un conjunto de simulaciones.
Los resultados de los valores de r, obtenidos en las simulaciones vienen reflejados en la
Tabla 4.4 y en la Figura 4.4.

Tabla 4.4. Estimaciones de r, obtenidas en los diferentes escenarios simulados con los tres kernels de dispersion
polinica ajustados en a) Talayuelas, c) Landete y b) kernel ajustado para una distancia de dispersiéon polinica
intermedia entre los kernels a y b. Los valores medios de r, y su desviacion estandar para las 61 familias
simuladas han sido calculados mediante 1.000 iteraciones en cada caso.

'
Escenarios simulados Kernel a Kernel b Kernel ¢
0 Panmixia . 0,000033£0,000248
Homogeneidad en sucesos reproductivos entre parentales
1 Restriccion en la dispersién de polen 0,0026 0,0013 0,0008

Produccién de polen constante entre adultos

. . - 40,0076 40,0050 +0,0037
Sincronia fenolégica y floral

2 Restriccion en la dispersion de polen

o - 0,0079 0,0039 0,0023
Variacioén en la produccion de polen de los adultos +0.0188 +0.0113 +0.0079
Sincronia fenolégica y floral - - -

3 Restriccion en la dispersion de polen 0,0120 0,0060 0,0037

Variacién en la produccion de polen de los adultos

o . . 40,0286 40,0165 +0,0116
Variacién fenolégica simple

4 Restriccion en la dispersion de polen 0.0160 0.0081 0.0052
Variacién en la produccion de polen de los adultos +0‘ 0360 +O’ 0209 +d 0147
Variacion fenolégica compleja o - o

El primer conjunto de datos simulados (1) da lugar a unos valores de r, muy bajos
(0,0026-0,0008), por lo que una dispersion restringida de polen no es causa suficiente para
explicar los valores de paternidad correlacionada observados en nuestras poblaciones,
dados los kernels de dispersion ajustados. La introduccion en el modelo de variaciones en el
éxito reproductor masculino, hace que las estimaciones de paternidad correlacionada
aumenten, pero siguen permaneciendo muy por debajo de los valores de r, observados.
Solo se consiguen alcanzar valores de paternidad correlacionada préximos a los reales,
cuando se consideran, ademas de las premisas anteriores, variaciones en la sincronia de
floracion de los individuos simulados (r,=0,0120-0,0037 en el caso en que la variacion
fenologica se simula de forma simple y r,=0,0160-0,0052 en el caso de la simulacion sea

mas compleja).
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Figura 4.4. Representacion grafica de los valores de r, obtenidos en los cuatro escenarios simulados con los
tres kernels de dispersion polinica ajustados, a y 8 son los coeficientes de escala y forma de los kernels de
dispersion.

4.3. VARIACION GENETICA, DEMOGRAFIA POBLACIONAL Y ESTRUCTURA
GENETICA ESPACIAL A ESCALA LOCAL O “FINA” (SGS)

4.3.1. Variacion genética y demografia poblacional

La variacién genética nuclear encontrada en las cuatro poblaciones de pino negral
analizadas no se ajusta a las predicciones del modelo de colonizacién ‘leading edge’, al
menos, en términos de heterocigosidad esperada, ya que este pardmetro presenta valores
muy similares en todas ellas (H.~0,75). En cambio, si que existe una ligera pérdida de
riqueza alélica (A y AS) en las poblaciones del frente colonizador en relacion a las
poblaciones del Este peninsular, tendencia que se detecta con mayor intensidad en el caso
del nimero de alelos tnicos (AY), especialmente en la poblacion de Quatretonda. Este
patron también se ve reflejado en los valores medios del parametro de mutacién escalada

poblacional, ya que mientras las poblaciones cercanas al refugio alcanzan un valor medio de
éH =14,45, la zona de Meseta Castellana disminuye hasta un valor medio de éH =11,11

(Tabla 4.5).



Tabla 4.5. Estimadores de variacion genética calculados con cinco microsatélites nucleares en las cuatro
poblaciones de estudio. N: Numero de observaciones; A: Riqueza alélica; Asy AY: Riqueza alélica y numero de
alelos Unicos calculados segin un método de rarefaccion (Kalinowski 2005); He: Heterocigosidad esperada
segun Nei (1978); &, : parametro de mutacion escalada poblacional (Kimmel et al. 1998); F: coeficiente de
endogamia (Hardy y Vekemans 2002); Fsr: Coeficiente de diferenciacion genética segin Weir y Cocherham
(1984).

Localidad N A A5 AY H, . F Fsr

Cu Fu Ol

Meseta Central Cu 151 102 89 06 0758 12,00 0,117 - - -

Castellana Marginal Fu 59 8,0 7,9 04 0,734 10,22 0,181 0,028 - -
Media Regional 91 84 05 0746 11,11 0,149

Central ol 70 100 97 08 0754 1282 0,065 0,020 0023 -

E::ﬁnsular Marginal Qu 67 108 104 23 0743 16,08 0,028 0,041 0,09 0,060
Media Regional 104 10,05 1,6 0,748 14,45 0,047
Media Global 98 92 1,0 0,747 12,78 0,098 0,044

Los valores de Fsr obtenidos indican que las poblaciones cercanas al refugio glaciar
estan mas diferenciadas entre si (Fs7=0,060) que las del Oeste (Fsr=0,028), lo que tampoco
es acorde con las predicciones del modelo ‘leading edge’, que prevé una mayor
diferenciacion genética regional en las poblaciones de nueva colonizacién que en las
situadas en el origen.

Los resultados obtenidos tampoco concuerdan en su totalidad con el modelo de
fragmentacion ‘centro-periferia’, ya que, aunque no existen claras diferencias en los valores
de heterocigosidad entre las cuatro poblaciones analizadas, si que existe una mayor
diferenciacion entre las poblaciones marginales que entre las continuas (F=0,090 vs. 0,020).

Los valores que presenta el coeficiente de endogamia son moderados (F=0,028-
0,117), salvo en la poblacion de Fuentelapefia (F=0,181), lo que podria estar relacionado

con una fuerte estructura familiar posiblemente debida a una reciente fragmentacion.

El andlisis de agrupacién de individuos realizado con el programa STRUCTURE ha
diferenciado claramente las dos regiones estudiadas (Este de Espafa y ‘Meseta Castellana’),
cuando se consideran dos grupos (valor 6ptimo de K segun el método de Evanno). Al
realizar el analisis dentro de regiones el programa soélo fue capaz de encontrar diferencias
entre Olba y Quatretonda, poblaciones ubicadas en el hipotético refugio glacial (Figura 4.5).
Por ultimo, la metodologia empleada no ha detectado signos de sub-estructuraciones
poblacionales, lo que sugiere que cada poblacién estd compuesta por un Unico ‘pool
genético (ver Supplementary Material del Anejo II).



Cuéllar P1) Cuéllar (P2) Olba Quatretonda Fuentelapeina

‘Meseta Castellana’ (Cuéllar + Fuentelapeiia) Este peninsular (Olba + Quatretonda)

Figura 4.5. Analisis de agrupacion de individuos realizado con el programa STRUCTURE (Pritchard et al. 2000)
y visualizado con el programa DISTRUCT (Rosenberg 2004), para un nidmero 6ptimo de agrupaciones K=2
(Pritchard y Wen 2004; Evanno et al. 2005).

El analisis demografico realizado con el programa BOTTLENECK refleja que, bajo un
modelo mutacional de alelos infinito (IAM), las poblaciones de ‘Meseta Castellana’ podrian
encontrarse bajo los efectos de un ‘cuello de botella’ reciente, aunque no se detectan signos
significativos de exceso de heterocigosis (p<0,05) bajo un modelo mutacional SMM (Tabla
4.6). Por otro lado, los valores negativos de los quantiles al 5% y 95% de la tasa de cambio
poblacional (log(r)) obtenidos con el método de Beaumont (1999), muestran claras
contracciones en todas las poblaciones analizadas, independientemente del modelo
(exponencial o lineal) utilizado (ver Tabla 4.6 y Figura 4.6 para el modelo exponencial y
Supplementary Material del Anejo Il para el modelo lineal).

Segun este ultimo método, el tamafio actual (Ny) de las poblaciones localizadas
cerca del refugio glacial es del orden de ~46.000 veces inferior al tamafio a partir del cual
comenzé su colapso poblacional (N;), alcanzando en el caso de las poblaciones de ‘Meseta
Castellana’ una intensidad de contraccion media de ~125.000. Ademas, si se considera una
tasa de mutacion escalada poblacional media para todas las poblaciones de éH =12,78
(Tabla 4.5), un valor medio del tiempo transcurrido desde el comienzo del cambio de #=1,57
y se asume una tasa de mutacion media para microsatélites nucleares p =5,5 10 (promedio
entre los valores 102 y 107 indicados para especies de plantas, Cloutier et al. 2003), este
‘cuello de botella’ histérico pudo ocurrir aproximadamente hace unas 900 generaciones, o



hace 22.500 afios, si consideramos 25 afios/generacion para Pinus como en Brown et al.
(2004) o Willyard et al. (2006).

Tabla 4.6. Probabilidad de exceso de heterocigosidad segun el Test de Wilcoxon asumiendo que los loci se
ajustan a un modelo de alelos infinitos (IAM) y a un modelo de mutacién paso a paso (SMM). Quantiles al 5%,
50% y 95% (desviaciones estandar entre paréntesis) de la distribucion posterior de los parametros
demograficos log(r) y log(t) calculados a partir de las 5 simulaciones independientes de MCMC asumiendo un
cambio de tamafio poblacional exponencial y un modelo mutacional paso a paso (SMM).

Probabilidad Modelo exponencial
p exceso H.
op Log1o(r) Logio(t,
(p<0,05) g1o(r) g1o(tr) =NINs  t=tdN
IAM  SMM 5% 50% 95% 5% 50% 95%
Cu 0,031 ns -6,689 -5,163  -3,387 -0,089 0,129 0,309 6,86 10° 135

(1,939) (2,117) (1,441)  (0,172) (0,175) (0,143)
6,780 -5015 -3,581 0,139 0,308 0,466

6
Fu 0,047 ns (1482) (0,707) (0.148)  (0.031) (0.061) (0,095) 6610 2,04
6114 4505 -3351 0,028 0,131 0,278 5
ol ns ns (0,726) (0.286) (0.099)  (0,020) (0.017) (0.043) 1210 1,35
Qu s s 6224 4777 3223 0024 0197 0351 o5 Lo

(0,449) (0,351) (0,437)  (0,130) (0,105) (0,100)

ns: no significativo
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4.3.2. Estructura genética espacial a escala local o “fina” (SGS)

Los patrones de SGS que muestran los autocorrelogramas elaborados (Figura 4.7) son
diferentes entre las poblaciones estudiadas, obteniéndose una distribucién no aleatoria de
genotipos en las dos poblaciones marginales (Fuentelapefia y Quatretonda) y, de forma
menos intensa, en la poblacién continua situada cerca del refugio glaciar (Olba), pero no en
la poblacién continua del frente colonizador (Cuéllar). Las poblaciones marginales presentan
valores similares del coeficiente de co-ancestro (Fj) y éstos son significativos en las dos
primeras clases de distancia (20 m; p<0,05) mientras que en la poblacion continua de Olba,
la estructura intrapoblacional es ligeramente inferior y se limita a distancias mas cortas (10
m; p<0,05). Por otro lado, no se han observado diferencias en la SGS de las dos réplicas

instaladas en la poblacién continua de Cuéllar.

Cuéllar Fuentelapefia
0.05 0.06
0.03 0.04
_ 001 < 002 \
iy & B
0.01 0 " 1
-0.03 } 10 100 Jo.onw 10 \/\ 100
-0.05 -0.04
Distancia (m) Distancia (m)
Olba Quatretonda
0.05 0.05
0.03
0.03
< ~. - 0.011 \\
S 001 A T o1 . :
T N : 10 ~ 100
0.01 j ‘o 100 0.03 }
0.03 0.05
Distancia (m) Distancia (m)

Figura 4.7. Autocorrelogramas de las cuatro poblaciones de P. pinaster analizadas. Las lineas negras
representan las relaciones genéticas existentes entre los individuos de la muestra en relaciéon a la distancia
logaritmica que los separa y las lineas grises representan los intervalos al 95% de confianza. El
autocorrelograma de la poblacion de Cuéllar muestra la estructura genética espacial media de las dos parcelas

instaladas.

La cuantificacion de la SGS mediante el estadistico S, revela resultados similares a
los mostrados en los autocorrelogramas, obteniéndose valores significativos de b-log
(p<0,05) en las dos poblaciones marginales y en la poblacién continua de Olba (Tabla 4.7).
Los valores significativos de S, varian entre 0,0104 (Olba) y 0,0264 (Fuentelapefia), lo que



trasladado a un tamafio de vecindario de Wright (S,=1/N,) se corresponde con un nudmero
de individuos de ~97 y ~38 respectivamente.

Tabla 4.7. Estructura genética espacial en las poblamones cercanas al refugio glaciar (Este peninsular) y las del
frente colonizador (‘Meseta Castellana’). b-log (bF) Pendiente de la regresion del coeficiente de parentesco F
con el logaritmo natural de la distancia en metros; Fm y F(z) promedio del coeficiente de parentesco de los
individuos pertenementes ala prlmera y segunda clase de distancia respectivamente; Sp estadistico def|n|do por
el ratio — by / (1- Fm) donde by es la pendiente de regresion del autocorrelograma y Fy es la media de Fu en
la clase de distancia que incluye a todas las parejas de individuos vecinos (Vekemans y Hardy 2004); Np:
Tamario de vecindario de Wright (Np=1/S}).

p-valor

Region Pop Tipo b-log (b;) (b-log) I:'“) p-valor IE(Z, p-valor Sp Np
Meseta Cu Cc -0,0065* ns 0,0115* ns 0,0040* ns 0,0065* 153,84
Castellana

Fu M -0,0254 0,000 0,0370 0,000 0,0260 0,000 0,0264 37,86
Este Ol C -0,0101 0,003  0,0233 0,015 0,0033 ns 0,0104 96,54
peninsular

Qu M -0,0190 0,000 0,0319 0,000 0,0165 0,000 0,0196 51,03

ns: no significativo; C: Poblacion continua; F: Poblacion fragmentada; * Promedio de las dos parcelas réplicas
instaladas en Cuéllar.

Los valores medios de S, obtenidos en las poblaciones continuas (S,=0,0157) se
corresponden en general con los valores de clasificaciébn que se proponen para especies
forestales de zonas templadas (Vekemans y Hardy 2004). Sin embargo, las poblaciones
fragmentadas de Quatretonda y Fuentelapefia mostraron unos valores elevados en este
estadistico (S,=0,0196 y S,=0,0264 respectivamente), que son superiores a los esperados
para arboles con una dispersiéon de semilla realizada mediante viento (media de S,=0,012,
Tabla 3 en Vekemans y Hardy 2004).

4.3.3. Contribucién de semilla vs. polen al flujo genético global

La contribucion al flujo genético total de las semillas frente al polen en las poblaciones objeto

de estudio viene representada mediante los graficos de los residuales de los coeficientes de
parentesco (IE,-,) ajustados a una funcion polinomial de tercer grado (Figura 4.8). Segun

estas curvas, existe una dispersion restringida de semilla frente a la dispersion de polen

Unicamente en Quatretonda (curva concava), lo que podria explicar, al menos en parte, la



SGS encontrada en esta poblacion. En el resto de las poblaciones analizadas, la restriccion
del flujo genético debido a las semillas no parece ser la causa de la SGS encontrada

(Fuentelapefa y Olba).
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Figura 4.8. Representacion grafica de la forma de las curvas de dispersion mediante el ajuste de los residuales
de los coeficientes de parentesco (IEV. ) a una funcion polindmica de tercer grado (y = a + bx + cx? +dx®).

4.3.4. Simulaciones

Los diferentes escenarios simulados se caracterizan por una rapida creacion y estabilizacion
de la SGS (tras so6lo 10 6 20 generaciones) y una alta estocasticidad. A su vez, muestran
claramente que el tamafio poblacional influye mas en la formacion y en el mantenimiento de
estructuras genéticas espaciales que el aislamiento genético. El valor mas pequefio de S,
(0,00016) se ha obtenido en la poblacién de mayor tamario y con los niveles de inmigracion
de polen y semilla mas altos (40% y 85% respectivamente), mientras que el valor mas
grande de S, (~0,007) se ha obtenido para la poblacion aislada méas pequefia (100
individuos) o la de 225 arboles cuando se considera aislada y con una gran variacion en el
éxito reproductor de sus individuos (Tabla 4.8 y Figuras 4.9 y 4.10). En todos los escenarios
poblacionales simulados la SGS obtenida en las poblaciones aisladas fue de algo mas del
doble de magnitud que la obtenida con grandes inmigraciones de semilla y polen (40% y

85% respectivamente). Ademas, el decrecimiento de los valores del estadistico S, con altas



tasas de inmigracién es mas rapido cuando se tienen en cuenta tamafios poblacionales

pequefios.

Al comparar las estimaciones obtenidas cuando se muestrea el rango completo de
distancia en relacion al muestreo realizado en los 100 primeros metros, encontramos que,
en este ultimo caso, se produce un sesgo sistematico unido a una sobreestimacion de la
SGS. Esta sobreestimacion de los valores de S, es aproximadamente 10 veces mayor
cuando se consideran tamafios poblacionales superiores a 4.900 individuos pero solo del

doble de magnitud en los escenarios poblacionales mas pequefios (<2.500 individuos),

Tabla 4.8. Valores del estadistico S, obtenidos en los diferentes escenarios simulados.

Flujo genético

Inmigracion de Inmigracion de Inmigracion de
. . o, semillay polen del semillay polen del semilla y polen del
Namerode  in flujo genético 5% y 20% 20% y 40% 40% y 85%
individuos respectivamente respectivamente respectivamente
Rango 450, RaNgo g Rango 000 Rango 100 m
completo completo completo completo
100 0,00724 - 0,00605 - 0,00510 - 0,00346 -
225 0,00451 0,00465 0,00373 0,00419 0,00324 0,00333 0,00219 0,00225
900 0,00165 0,00354 0,00151 0,00335 0,00115 0,00257 0,00076 0,00176
2.500 0,00070 0,00361 0,00062 0,00331 0,00048 0,00258 0,00029 0,00177
4.900 0,00043 0,00355 0,00039 0,00328 0,00030 0,00261 0,00020 0,00177
25.000 0,00039 0,00357 0,00035 0,00326 0,00026 0,00258 0,00018 0,00179

90.000 0,00031 0,00359 0,00028 0,00324 0,00023 0,00258 0,00016 0,00178
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Figura 4.9. Representacion grafica de la variacion del estadistico S, en funcion de los diferentes escenarios
simulados.

Finalmente, se observa que el valor mas alto de S,~0,007, obtenido en los
escenarios mas favorables para la formacién de SGS (poblaciones aisladas, con tamafios
poblacionales pequefios y con una elevada variacibn en el éxito reproductor de los
individuos), unicamente se asemeja al valor de S, observado en la poblacién de Cuéllar,
donde la estructura genética espacial no ha resultado significativa (S,=0,0065) (Tablas 4.7,
4.8 y Figura 4.10). Este hecho sugiere que los factores tenidos en cuenta en las
simulaciones realizadas pueden favorecen la creacion de una SGS poblacional, pero por si

solos, no son capaces de incrementar de forma substancial su intensidad.
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Figura 4.10. Valores de S, en funcion de la variacion del éxito reproductor de los individuos simulados en la
poblacion de 25 x 25 y sin inmigracion de polen y semilla. La variacion del éxito reproductor ha sido estimada
como la varianza del numero total de descendientes por individuo.
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5. DISCUSION
5.1. SISTEMA DE REPRODUCCION Y FLUJO GENETICO

En la region de procedencia de ‘Serrania de Cuenca’, donde el pino negral aparece
distribuido en masas densas y continuas, la especie se caracteriza por poseer unas
elevadas tasas de polinizacion cruzada (~96%) y unos niveles relativamente bajos de
paternidad correlacionada (r,=~0,018-0,048; N,,=1/r, de ~21-56 individuos) y de endogamia
biparental (f,-f{= 0,040 de media). Valores elevados de las tasas de polinizaciéon cruzada
(multi y uni-locus) es una caracteristica comun en las especies de coniferas, en particular en
pinos (Burczyk et al. 1996; Boshier 2000; Wasieliwska et al. 2005). Sin embargo, el nimero
efectivo de padres estimado para la especie es menor que los valores obtenidos para
muchas coniferas cuya polinizacién se realiza a través del viento, y que, como es el caso de
estudio, crecen a altas densidades (N,,=83-125 en P. sylvestris, Robledo-Arnuncio et al.
2004b; N,,=62-143 en Picea glauca, O'Connell et al. 2006; ver también revisiones en
Smouse y Sork 2004; Hardy et al. 2004). El-Kassaby y Jaquish (1996) encontraron valores
de paternidad correlacionada cinco veces superiores en las poblaciones naturales mas
densas de Larix occidentalis que a bajas densidades (huertos semilleros) y sugieren que el
menor nimero de donantes potenciales puede compensarse con un mayor movimiento de
polen que se ve favorecido en doseles arbéreos mas abiertos. Los niveles relativamente
bajos de paternidad correlacionada y endogamia biparental encontrados en las poblaciones
de pino negral concuerdan con estudios realizados sobre un ensayo de progenies (Gaspar
et al. enviado) y sobre poblaciones naturales de la especie que, a su vez, muestran una
estructura genética a escala local débil pero significativa (Gonzalez-Martinez et al. 2002;
Nanos et al. 2004).

La variacion encontrada en los parametros analizados del sistema reproductor en el
pino negral, (UO, AS, tn, &, tn-ts y ;) No se ha conseguido explicar a nivel de parcela o
poblaciéon. A pesar de que se ha obtenido una correlacidn negativa significativa entre la
densidad y las tasas de polinizacion cruzada, esta correlacion se debe exclusivamente a dos
rodales que presentan una densidad excepcionalmente alta (P16002 y P16101 con ~2.000
pies/ha) y, a su vez, unas tasas de polinizacién cruzada inusualmente bajas. El hecho de
que el tamafio que poseen los individuos de esas dos poblaciones sea inferior al promedio
del resto de poblaciones (DBH de 19,1 cm y HT de 8,96 m, comparados con medias de 27,7
cm y 13,11 m, respectivamente) unido a la correlaciéon positiva que existe entre el tamafio



del arbol (y de su copa) con las tasas de polinizacién cruzada a nivel individual (ver apartado
de Resultados) podrian explicar estos resultados.

La densidad de las poblaciones es un factor que se espera tenga una gran influencia
sobre los patrones de reproduccién de las especies (Farris y Mitton 1984; Van Treuren et al.
1994; Franceschinelli y Bawa 2000). Sin embargo, no existe una clara tendencia en las
relaciones entre la densidad y las tasas de polinizaciéon cruzada, al menos en especies de
coniferas. Se han encontrado correlaciones positivas entre t, y t; y la densidad para P.
ponderosa (Farris y Mitton 1984), Larix laricina (Knowles et al. 1987) y Picea enelmannii,
(Shea 1987), pero no para P. jeffreyi (Furnier y Adams 1986) y Abies lasiocarpa, (Shea
1987). Los datos experimentales y las simulaciones realizadas en diversos trabajos sugieren
que el incremento de la endogamia podria observarse uUnicamente en masas con
densidades poblacionales muy bajas (por debajo de 20 pies/ha en P. sylvestris, Robledo-
Arnuncio et al. 2004a) y que la variacion en las tasas de polinizacion cruzada entre

poblaciones de coniferas es limitada (O’Connell et al. 2006).

Un importante resultado de este estudio es que la mayor parte de la variacion en los
parametros del sistema reproductor en el pino negral se explica a nivel de arbol individual
(99-100% de la varianza), lo cual es consistente con los resultados de otros trabajos (e.j. El-
Kassaby y Jaquish 1996). Aunque una gran proporcion de la variacion obtenida es debida,
de manera inevitable, a los altos errores de estimacion que tipicamente se dan a este nivel
de analisis en los parametros del sistema reproductor, las tasas de polinizaciéon cruzada uni-
locus y multi-locus se correlacionaron con el tamafio del arbol (DBH 'y HT) y las variables de
copa (HCB vy superficie del elipsoide), y las tasas de paternidad correlacionada con
diferentes variables de altura (como resume el PC2). Las relaciones positivas entre el
tamano total del arbol y de su copa y las tasas de polinizacion cruzada sugieren que la
recepcion de polen alégamo deberia verse favorecida en aquellos arboles de mayor tamafio
y que presentan copas mas amplias, decreciendo, por tanto, las tasas de endogamia. Sin
embargo, O’Connell et al. (2004) observaron en cuatro poblaciones de Thuja plicata que las
tasas de polinizacion cruzada disminuyen con el incremento de la altura de los arboles. Esta
variedad de resultados enfatiza la idea de que las tasas de polinizacién cruzada no sélo se
ven afectadas por el tamafo del arbol (con el incremento de la exposicion de las flores a la
nube de polen), sino que otros factores como el esfuerzo reproductor o la posiciéon social del
arbol dentro de la masa, influyen sobre los patrones de reproducciéon (Burczyk et al. 1996;
Gonzalez-Martinez et al. 2006).



Existe una creciente evidencia de que la posicién relativa de la copa de los arboles
respecto a las plantas lefiosas vecinas (de la misma o diferente especie) podria tener mayor
influencia en los patrones de reproduccion que el propio tamafo de los individuos. Por
ejemplo, el trabajo de Oddou-Muratorio et al. (2004) en Sorbus torminales, presenta valores
de las tasas de fecundidad masculina del doble de magnitud en la masa dominante y en los
arboles borde que en los pies suprimidos. A su vez, Garcia et al. (2005) encontraron que las
tasas de polinizacion tienden a disminuir en las agrupaciones densas de Prunus mahaleb
donde los arboles madre son dominados por otras especies lefiosas. La correlaciéon negativa
significativa de otros rasgos del sistema reproductor (como la paternidad correlacionada)

con las variables de altura, podria explicarse con argumentos similares a los descritos.

A través del ajuste de los kernels de dispersién polinica (usando TwoGener y KinDist)
se obtuvieron unas estimaciones medias de las distancias efectivas de dispersion en P.
pinaster relativamente elevadas (78,4 en Talayuelas, 174,4 m en Landete y 111,9 m en un
anadlisis global de las tres masas) y siguiendo distribuciones leptocurticas (parametro de
forma, =0,2445 en Talayuelas, 8=0,2520 en Landete y 8=0,2229 en el analisis global). En
otras especies cuya polinizacion se realiza mediante el viento se han obtenido distancias de
dispersion similares (135 m para Pinus sylvestris, Robledo-Arnuncio y Gil 2005; 140 m para
P. flexilis, Schuster y Mitton 2000; 119-147 m para Fraxinus angustifolia y F. Excelsior;
Gérard et al. 2006). En Sorbus torminalis, especie cuya polinizacion la realizan animales,
Oddou-Muratorio et al. (2005) estimaron distancias de dispersion de polen superiores a los
500 m, pero estos altos valores probablemente estén influenciados por una densidad
excesivamente baja (~0,4 pies/ha, comparada con los ~900-1.000 pies/ha del pino negral) y
por la distribucion discontinua que presenta la especie. Los resultados obtenidos en P.
pinaster también son consistentes con las estimaciones de inmigracion efectiva de polen en
poblaciones naturales de especies de polinizacion por viento, especialmente cuando se
estudian en parcelas de muestreo localizadas en masas extensas y continuas (Burczyk et al.
2004).

Mediante las simulaciones numéricas realizadas no se han podido explicar los
niveles de paternidad correlacionada observados en las poblaciones objeto de estudio. La
dispersion restringida de polen, la asincronia de la fertilidad femenina o la combinacién de
ambas, no son los Unicos factores que parecen actuar sobre este parametro en P. pinaster.
Estos resultados contrastan con la expectativa de que esas variables expliquen gran parte
de la variacion encontrada en los parametros del sistema reproductor de los arboles de

bosques templados. En masas densas de pinos, los sucesos dependientes de la densidad y



de la distancia poseen un gran impacto en el nimero efectivo de padres, pero éste no
parece ser el Unico factor que motiva el incremento de la paternidad correlacionada. Es mas
probable que los efectos de la distancia actien de forma simultanea con variaciones en el
éxito reproductor y fenologia masculinas. Sin embargo, y en base a los resultados obtenidos
en las simulaciones realizadas, las diferencias en el esfuerzo reproductor (CV en los
sucesos reproductores de ~129%) o los niveles observados en la asincronia fenolégica (CV
de ~65-99%) unido a una dispersion restringida de polen, no son suficientes para explicar
los niveles observados de paternidad correlacionada en nuestras masas de pino negral. Por
tanto, otros factores no incluidos en las simulaciones, tales como la posicion social dentro de

la masa (dominantes vs. suprimidos), podrian jugar un papel mas relevante.

La relacién inversa entre la densidad y la distancia de dispersion polinica esta bien
documentada en especies de polinizacion mediante animales (Burczyk et al. 2002; White et
al. 2002) y para diferentes coniferas cuya dispersion de polen se realiza mediante el viento
(El-Kassaby y Jaquish 1996; Dyer 2002; Robledo-Arnuncio et al. 2004b). Una explicacion
comun para esta correlacion es que una reduccion en la densidad de la cubierta arbérea
puede favorecer los movimientos de aire dentro de la masa (Okubo y Levin 1989) lo que
permite que el transporte del polen se realice a distancias mas largas (Di-Giovanni y Kevan
1991; Lindgren et al. 1995). Sin embargo, las distancias de dispersién de polen obtenidas en
este estudio para Talayuelas (6=174,4 m y 1.068 pies/ha) y Landete (6=78,4 m y 810
pies/ha) no son consistentes con esta hipotesis. Talayuelas posee una altura media de los
individuos mayor que Landete por lo que una posible explicacién podria ser que los arboles
mas altos dispersen el polen sobre distancias mas largas como sugieren Di-Giovanni y
Kevan (1991). De manera alternativa, las diferencias en las distancias medias de dispersion
de polen obtenidas en estas masas podrian simplemente responder a un (desconocido)
error de estimacién de los parametros asociado con el método indirecto utilizado, como se

discute a continuacion.

En primer lugar, existen dos fuentes potenciales de error en las estimaciones
indirectas realizadas a partir del ajuste de los kernels de dispersion en las poblaciones de
estudio. Por un lado, ambas masas, Talayuelas y Landete, poseen elevadas densidades
(por encima de los 800 pies/ ha) y por otro lado, el tamafio de muestreo en Landete fue mas
pequefio (sélo 11 madres, sin una correlacion significativa entre la paternidad correlacionada
y la distancia), factores ambos que pueden dar lugar a una gran variaciéon de estimacion
(Robledo-Arnuncio et al. 2006). En segundo lugar, las clases de distancia entre madres

aparecen representadas de forma diferente dentro de cada poblacion, principalmente, en las



distancias mas cortas (Figura 4.1 de Resultados), lo que podria dar lugar a diferentes
ajustes del kernel si los patrones de dispersién fueran los mismos para ambas poblaciones.

Aunque la distribucién de las distancias entre parejas de madres no es, en teoria, lo
que afecta en mayor medida a las estimaciones de dispersion de polen (Austerlitz y Smouse
2001; Robledo-Arnuncio et al. 2006), la comprobacion de la importancia real de este efecto
podria requerir de un muestreo de las madres préximas mucho mas intenso y homogéneo
en las dos poblaciones. Sin embargo, las estimaciones individuales de r, en los é&rboles
madre en relacion a las tasas de r, entre madres (en las que estan basadas las estimaciones
de dispersion), no se espera que dependan de la distancia entre individuos, ya que estan
determinadas, entre otros parametros, por la densidad poblacional y no por la distribucion

espacial relativa del muestreo.

5.2. VARIACION GENETICA, DEMOGRAFIA POBLACIONAL Y ESTRUCTURA
GENETICA ESPACIAL A ESCALA LOCAL O “FINA” (SGS)

Los niveles medios de diversidad genética observados en las poblaciones de pino negral
analizadas son tipicos de una especie forestal y predominantemente alégama (H.~0,76,
Hamrick et al. 1992) y concuerdan con los valores medios obtenidos en numerosas
poblaciones de esta especie analizadas a lo largo de su rango de distribucion y con el

mismo tipo de marcador molecular (H.=0,77, A= 10,09, Derory et al. 2002).

En la ruta de colonizacién postglaciar considerada para Pinus pinaster en la
Peninsula Ibérica, y en contra de las predicciones del modelo de colonizacién ‘leading edge’,
las poblaciones situadas en el frente de colonizacién y las ubicadas en el refugio glaciar han
mostrado resultados similares en términos de heterocigosidad, y solo se ha observado una
leve tendencia de disminucién en los valores de riqueza alélica (A y A®) en direccion este-
oeste. La distribucion de alelos especificos ha sido el Unico parametro estimado que pone
en evidencia una demografia poblacional mas antigua y estable en las poblaciones cercanas
al refugio, en especial, en la poblacion de Quatretonda (AY=2,3). Los modelos teéricos y los
ensayos empiricos permiten concluir que la riqueza alélica en genes nucleares es
generalmente mas sensible a cambios demograficos y evolutivos que la heterocigosidad
(Nei 1975; Dlugosh y Parker 2008; Eckert et al. 2008), debido a que los alelos raros, que son
los que primero se pierden al producirse efectos fundadores, ‘cuellos de botella’ y otras
fluctuaciones esporadicas de los tamafios poblacionales, poseen una influencia mayor en

las estimaciones de riqueza alélica que en las de la heterocigosidad (Cornuet y Luikart 1996).



El mayor nimero de alelos Unicos que presentan las poblaciones orientales es coherente
con los resultados obtenidos en el estudio de Bucci et al. (2007). Estos autores, analizando
poblaciones distribuidas a lo largo del rango completo de P. pinaster mediante marcadores
de cloroplasto, encontraron que la mayor cantidad de haplotipos especificos para la especie
se distribuye por el Este de la Peninsula Ibérica.

Otro resultado, también contrario a lo que predice el modelo ‘leading edge’, es que la
diferenciacion genética media entre las poblaciones ubicadas en el refugio glacial ha sido
mayor que entre las del frente de colonizacion, hecho que se ve reflejado, tanto en los
valores de Fsr obtenidos (Fs=0,060 y 0,028, respectivamente), como al utilizar métodos de
agrupamiento (diferentes acervos genéticos identificados en el Este peninsular pero no en la

Meseta Castellana).

A pequeia escala, el avance poblacional a través de dispersiones a larga distancia
(LLD) durante los procesos de colonizacién promueve un efecto fundador local que favorece
una agrupacion espacial de genotipos, lo que puede llegar incluso a evitar la expansion de
otros genotipos (‘efecto embolia’, Bialozyt et al. 2006). Estas estructuras espaciales pueden
crearse tras el paso de s6lo unas pocas generaciones y podrian mantenerse a largo plazo.
La SGS a escala local detectada dentro de las poblaciones continuas no concuerda con esta
prediccion, ya que la poblacion de Cuéllar (localizada en el frente de colonizaciéon) no
muestra signos significativos de estructura genética espacial (S,=0,0065), mientras que la

poblacién de Olba (en el refugio glacial del Este) si los mostr6 (S,=0,0104).

El hecho de que las poblaciones del frente de colonizacibn mantengan niveles de
diversidad genética nuclear elevados, reducida diferenciacion regional y baja estructura
genética espacial a escala fina a pesar de los cuellos de botella detectados, podria ser
debido a una colonizacién rapida de la zona de Meseta Castellana a partir del Este
peninsular, teniendo en cuenta las caracteristicas particulares de las especies arboreas
(Hamrick 2004; Williams et al. 2007). La longevidad de las especies forestales, su amplia
fase juvenil y su capacidad de dispersar semillas a larga distancia, podrian permitirles
realizar numerosas colonizaciones de largo alcance antes de adquirir el estado de madurez
(Austerlitz et al. 2000). Estos episodios podrian reducir la deriva genética en comparacion al
proceso puro de difusion que realizan otras especies de plantas de menor tamafio, lo que
permitiria a los arboles pasar a lo largo de cuellos de botella sucesivos y de sucesos
fundadores sin sufrir cambios substanciales en el nivel y estructura de su diversidad

genética (Austerlitz et al. 2000; Bialozyt et al. 2006). Ademas, la dispersion de polen puede



incrementar su eficiencia debido a las bajas densidades poblacionales que tienen lugar
durante la colonizacion (Comps et al. 2001, Heuertz et al. 2004), lo que conllevaria
diferenciaciones genéticas menos acusadas en las poblaciones generadas (Austerlitz et al.
2000). Por estas razones, y en contra de las predicciones del modelo ‘leading edge’, los
datos empiricos de numerosas especies forestales han mostrado niveles de diferenciacion
relativamente bajos para genes nucleares entre las poblaciones del frente de expansion
(Petit et al. 2004).

Otra posible explicacion para el mantenimiento de la elevada diversidad y de la
pequefia diferenciacion genética encontradas en las poblaciones de la Meseta Castellana
podria ser la mezcla de diferentes acervos genéticos, al igual que ha ocurrido en otras
especies forestales (Walter y Epperson 2001; Heuertz et al. 2004). En Fraxinus excelsior,
Heuertz et al. (2004) plantean que el efecto de un ‘cuello de botella’ detectado mediante
estadisticos basados en desequilibrios de Hardy-Weinberg puede ser dificil de distinguir de
una mezcla de varias poblaciones, ya que, si dos o mas poblaciones con idéntica
composicion alélica pero con diferentes frecuencias se mezclan, el nidmero de alelos
permanece constante, pero si la nueva distribucion de frecuencias alélicas resulta mas
homogénea que en un principio, daria lugar a un incremento relativo de la diversidad
genética. Por otra parte, Bucci et al. (2007) consideran el Sureste y el centro de Espafia
como ‘puntos calientes’ (‘hotspots’) de biodiversidad intraespecifica para P. pinaster, e
interpretan que la elevada diversidad haplotipica encontrada en las poblaciones de la
Meseta Castellana puede ser debida a la mezcla de los acervos genéticos originados en la
zona atlantica y en la costa mediterranea de la P.1., junto a una posible contribucién genética
de diversas poblaciones de pino negral ubicadas en ambitos montafiosos cercanos. Esta
hipétesis se estd comprobando en la actualidad mediante microsatélites nucleares (de-
Lucas et al. enviado), para lo que a las poblaciones de este trabajo se han afiadido otras 10
poblaciones distribuidas a lo largo del rango de interés. Sin embargo, los resultados
preliminares apuntan a que no existen claros signos de una mezcla poblacional en la Meseta

Castellana.

Las caracteristicas demograficas, genéticas y geograficas hacen de la poblacion de
Quatretonda un interesante reservorio de biodiversidad. Su dinamica poblacional ha
conseguido compensar los procesos locales de extincion a pesar de su reducido tamafio
poblacional y de su aislamiento, manteniendo, incluso, altos valores de diversidad genética
en contra de lo que generalmente sucede en poblaciones relicticas (Petit et al. 2005). La

adaptacion local que parece haber desarrollado esta poblacién, unido a un presumible



reducido flujo genético debido a su aislamiento geografico podrian haber dado lugar a un
ecotipo valioso (Hampe y Petit 2005) que mereceria un esfuerzo de conservacion.

Otro resultado interesante de este estudio son las intensas contracciones
poblacionales histéricas que se han detectado tanto en las poblaciones localizadas en el
area de colonizacion reciente como en aquellas préximas al refugio glaciar. En general, y
asumiendo un periodo de generacion para pinos de ~25 afios (Brown et al. 2004; Willyard et
al. 2006), los cuellos de botella detectados pueden datarse hace unos 22.500 afios,
momento cercano al ultimo periodo glaciar. Durante esta etapa, el espectro de polen de pino
negral desaparece en los diagramas polinicos de Navarrés (Valencia), lugar donde se han
encontrado los restos palinolégicos mas antiguos para la especie en la Peninsula Ibérica
(Carrion et al. 2000), volviendo a reaparecer al mejorar las condiciones climaticas. Estos
resultados contrastan con los de otras coniferas Eurosiberianas que han mostrado cuellos
de botella mucho mas antiguos (hace 150.000-300.000 afios en Picea abies, Heuertz et al.
2006; 6 hace ~2 millones de afios en Pinus sylvestris, Pyhajarvi et al. 2007), lo que revela
dinamicas glaciares diferentes en las coniferas Mediterraneas debido, probablemente, a una

respuesta adaptativa distinta a los cambios ambientales (Barbéro et al. 1998).

Independientemente de su pasado demografico, las poblaciones continuas de pino
negral analizadas en este estudio no muestran signos de SGS (en el caso de Cuéllar) o, si lo
hacen, éstos son débiles (Olba). La ausencia de estructura genética espacial en individuos
adultos de la especie en una poblaciébn extensa y continua de ‘Meseta Castellana’
concuerda con los resultados obtenidos en otra, ubicada en Coca (Segovia), a unos 40 km
de Cuéllar, donde se encontraron estructuras genéticas débiles en los individuos juveniles
pero no en los pies adultos (Gonzalez-Martinez et al. 2002). Por el contrario, las poblaciones
fragmentadas de Quatretonda y Fuentelapefia han mostrado una intensidad mayor de
estructura genética espacial. Generalmente, en especies aldbgamas, anembdcoras vy
anemdfilas, la dispersién de polen es el factor que contribuye en mayor medida al flujo
genético global debido a su caracter extensivo, por lo que una dispersiéon restringida de
semilla suele ser el agente que determina la formacién de SGS dentro de una poblacién. La
forma céncava de la regresion polinomial de los residuos del coeficiente de parentesco que
presenta la poblacion de Quatretonda indica una dispersion de semilla restringida, lo que
podria explicar la estructura genética encontrada. En el caso de la poblacion de
Fuentelapefia, la fuerte SGS detectada viene, a su vez, acompafiada por una fuerte
consanguinidad (F=0,181). La sobreestimacion de los niveles de endogamia es un hecho

bastante habitual en los estudios de genética de poblaciones debido principalmente a la



presencia de alelos nulos en los marcadores moleculares utilizados y/o a la existencia de
una subdivisidn poblacional en la muestra analizada (efecto ‘Wahlund’). Sin embargo,
ambas causas pueden ser descartadas en este trabajo, ya que el marcador Frpp91 que
presentaba una deficiencia significativa de heterocigotos fue omitido en las estimaciones de
los parametros y el programa STRUCTURE no ha detectado signos de sub-estructuraciéon
en ninguna de las poblaciones consideradas. Por tanto, los altos niveles de endogamia
encontrados en Fuentelapefia pueden estar relacionados, probablemente, con una
fragmentacion reciente de la poblacion unida a una fuerte estructura familiar. Dadas la
elevadas tasas de polinizacion cruzada que presentan en general las especies de pinos
(Burczyk et al. 1996; Boshier 2000; Wasieliwska et al. 2005) y en concreto las obtenidas en
P. pinaster (tn y ts ~ 96%, de-Lucas et al. 2008), el apareamiento entre individuos
genéticamente proximos es el motivo mas comun de la creacion de endogamia. Sin
embargo, en la poblacion de Fuentelapefia, la proximidad genética entre arboles vecinos
(F1=0,037) es menor que entre la totalidad de individuos muestreados en la parcela
(F=0,181), lo que sugiere que la endogamia resultante es mas bien debida a procesos de
autopolinizacion, o a una endogamia biparental no estructurada espacialmente y provocada

por una reproduccion preferencial entre individuos emparentados.

Las simulaciones numéricas han demostrado que la SGS es capaz de establecerse
tras el paso de muy pocas generaciones y que la reduccion del tamario efectivo poblacional
juega un papel destacado en su formacion. Al igual que los resultados obtenidos en este
estudio, Gapare y Aitken (2005) detectaron signos de estructura genética espacial en
poblaciones fragmentadas y periféricas de Picea sitchensis, pero no en las poblaciones
continuas y centrales de la especie. La interaccién entre la fragmentacién y una SGS puede
tener efectos importantes sobre la dindmica de una poblacion y puede influir sobre los
niveles de biodiversidad y la distribucién de la diversidad genética en las poblaciones
naturales de plantas (Young et al. 1996; Thompson 1999). Sin embargo, en especies
forestales, la correlaciéon entre la fragmentacién del habitat (de origen antropico o natural) y
la formacion de SGS no siempre sigue un patrén intuitivo. Por ejemplo, Born et al. (2008)
encontraron niveles mas bajos de SGS en una poblacion fragmentada de la especie tropical
Aucoumea klaineana que en las poblaciones continuas, y sugieren que el efecto provocado
por la fragmentacién puede compensarse con un incremento de la dispersion, que se ve

favorecida por la disminucion de la densidad de la cubierta arborea.

En base a estas simulaciones, los niveles de SGS que se han detectado en la

mayoria de las poblaciones de pino negral analizadas, no parecen deberse unicamente a un



tamaro poblacional reducido, al aislamiento genético o al tipo de muestreo realizado. Esta
discrepancia de resultados se podria deber a que la modelizaciéon de los parametros de
dispersion utilizada no refleja los verdaderos procesos de dispersién acontecidos en las
poblaciones reales, unido al efecto de factores demograficos y ecoldégicos que no se han
considerado en las simulaciones. El hecho de que la dispersidon sea un proceso altamente
estocastico, sujeto a considerables variaciones interanuales e intrapoblaciones (Nathan et al.
2000; Juez 2007) hace que en el ajuste de kernels de dispersion (especialmente en aquellas
funciones con colas mas abultadas que las de una exponencial), los parametros que les
caracterizan puedan sufrir variaciones (Robledo-Arnuncio et al. 2006; Jones y Muller-Landau
2008). De hecho, y para alcanzar un valor del estadistico S, cercano a 0,02 como se
observa en las poblaciones fragmentadas, se requieren distancias de dispersidbn mas cortas,
como por ejemplo, 8 m para las semillas y 23 m para el polen, si se utiliza una funcién de
dispersion normal bivariante como en Heuertz et al. (2003), frente a los ~12 m para las

semillas y ~112 m para el polen, utilizados en nuestras simulaciones.

Por otro lado, y por su propia definicion, el valor del estadistico S, aumenta al

disminuir la densidad efectiva poblacional (Sp=1/4er os ). En una poblacién muy

fragmentada de Pinus sylvestris, se descubri6 que sélo el 8% de los individuos
potencialmente reproductores actuaban como tales (Robledo-Arnuncio et al. 2004a), lo que
disminuia enormemente el tamafio efectivo poblacional. Las poblaciones estudiadas
presentan tamafos efectivos poblacionales mas pequefios que los escenarios simulados (N,
observado entre 38 y 96 vs. N,=150 obtenido en la poblacién simulada de 225 individuos y
sin inmigracion de polen y semilla), por lo que un nimero de reproductores bajo podria ser
una causa mas de la estructura detectada en Fuentelapefia y Quatretonda. La seleccion en
estado de plantula debido a un efecto materno (Jones y Hubbell 2006; Bladé y Vallejo 2008),
la heterogeneidad ambiental (Troupin et al. 2006; Calvo et al. 2008) o una reproduccion
preferencial entre determinados individuos debida, por ejemplo, al tamafo de los arboles o a
una sincronizacion fenologica (Gonzalez-Martinez et al. 2006; Gérard et al. 2006), pueden
ser algunas de las causas que provocarian una reduccion en el tamafio efectivo poblacional,
que a su vez, ocasionaria la fuerte SGS encontrada en alguna de las poblaciones de Pinus
pinaster consideradas.
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6.

CONCLUSIONES

El sistema reproductor de Pinus pinaster en masas densas de ‘Serrania de Cuenca’ se
caracteriza por un elevado flujo polinico y unas tasas relativamente bajas de paternidad
correlacionada y de endogamia biparental. A pesar del gran flujo polinico existente, la
variacion encontrada en los parametros analizados depende exclusivamente de variables
biométricas que determinan el tamafio de los individuos, principalmente aquellas
relacionadas con la altura, los didmetros y la copa. El hecho de que el sistema de
reproduccidon no muestre diferencias entre poblaciones y masas pertenecientes a una
region de procedencia amplia, valida las practicas actuales basadas en programas de

manejo que abarcan grandes extensiones.

Factores tales como la acusada diferencia en el éxito reproductor de los arboles padre,
asincronias fenoldgicas o la posicion social de los individuos dentro de la masa, podrian
actuar de forma simultdnea dando lugar a un incremento de la variabilidad de los

patrones de reproduccion a nivel de arbol individual.

El pino negral muestra una distribucion de distancias de dispersion polinica claramente
leptocurtica, alcanzando una distancia de dispersiébn media proéxima a los 175 m, lo que
proporciona un dato de partida a la hora de definir la distancia minima a respetar
(probablemente de miles de metros) entre las repoblaciones de la especie y aquellas

masas a conservar o de las que se recolectan materiales base de reproduccion.

. La variacion y distribucion genética de la especie no se comporta como predicen los

modelos tedricos sencillos de colonizacién y fragmentacion, sugiriendo que son muchos
los factores que actian de forma conjunta y particular en cada poblacién. La capacidad
de la especie para mantener unos niveles de diversidad relativamente altos y una
endogamia relativamente baja a pesar de los fuertes ‘cuellos de botella’ que ha sufrido,
no hace pensar que sus poblaciones estén en peligro, por lo que los esfuerzos de
conservacion en pino negral, deberian centrarse en poblaciones relicticas, estables y
singulares, como la poblacion de Quatretonda, especialmente por haber mantenido altos

niveles de diversidad y singularidad genética.



V.

VI.

Independientemente de la proximidad o no al refugio glaciar de la especie, las
poblaciones de pino negral han mostrado contracciones poblacionales intensas datadas
hace aproximadamente 22.500 afios, época muy posterior a los cuellos de botella
detectados en Picea abies o Pinus sylvestris. Esto sugiere que la especie no ha
recuperado todavia una estabilidad demografica y que ha desarrollado respuestas
adaptativas diferentes a los cambios ambientales con respecto a otras coniferas de

ambito menos mediterraneo.

La intensidad de la estructura genética espacial encontrada depende mas del efecto de
la fragmentacion que de de los procesos historicos de colonizacion. Las distancias donde
ésta resulta significativa proporcionan pautas a la hora de recolectar semillas, siendo
aconsejable respetar al menos 10 m en poblaciones continuas y 20 m en poblaciones

fragmentadas de la especie.

VII. La estructura genética espacial se crea tras un numero de generaciones reducido pero

ni un tamafo poblacional pequefio ni un desequilibrio en el éxito reproductor de los
individuos son capaces de incrementar su intensidad, salvo que las restricciones en las
distancias de dispersién de semilla y polen sean elevadas, o que existan factores
ecoloégicos que reduzcan de forma notable el numero efectivo poblacional. Este ultimo
aspecto es de gran importancia en la conservacion genética de las poblaciones de la
especie ya que es el numero efectivo poblacional, y no el nimero de censo, el pardmetro

que mejor se relaciona con la supervivencia de la poblacién a largo plazo.
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