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Proyectos de investigacion en parques nacionales: 2007-2010

ASPECTOS GENETICOS Y DEMOGRAFICOS DE TAXUS
BACCATA EN LA RED DE PARQUES NACIONALES

CONCETTA BURGARELLAY, ELISA BERGANZO2, MARIO ZABAL AGUIRRE!,
ARANTXA PrRADA3, SALUSTIANO IGLESIAS?, MIQUEL RiBA2, MARIA MAYOL?,
GIOVANNI G. VENDRAMIN® Y SANTIAGO C. GONZALEZ MARTiNEZ!

RESUMEN

Debido a que se encuentra en franca regresién a lo largo de toda su distribucién y especialmente en las
regiones mediterrdneas, el tejo (Tuxus baccata L.) es una especie prioritaria para la conservacién en mu-
chos paises europeos, incluyendo Espafia. En este estudio se ha hecho una caracterizacion demogréfica
de las poblaciones de tejo incluidas en los Parques Nacionales y se ha estimado el nivel y la distribu-
cién de la diversidad genética con microsatélites nucleares. Ademds, se ha analizado la variabilidad en
genes candidatos (biosintesis del taxol), como primera aproximacién al estudio de la variacién adap-
tativa en la especie. En general, se han observado tamafios poblacionales bajos y valores significativos
de endogamia. Algunas poblaciones presentan niveles de diversidad (heterozigosidad y riqueza alélica)
especialmente bajos y /o una distribucién irregular de edades. Se discuten estos resultados en relacién
al impacto potencial de actividades antrépicas recientes y de otros factores biolégicos que influyen
sobre la viabilidad de las poblaciones y se comparan con poblaciones de referencia fuera de la red de
Parques Nacionales.

Palabras clave: Diversidad genética, demografia, cuello de botella, endogamia, genes candidatos.

SUMMARY

In regression across the whole range of its distribution and specifically in Mediterranean regions, the
yew (Taxus baccata L.) is a priority species for conservation in most European countries as well as in
Spain. In this study, we performed a demographic characterization of populations within the Spanish
National Parks and estimated levels and distribution of genetic diversity with nuclear microsatellites.
Moreover, we analysed the variability of candidate genes (taxol biosynthesis), as a first approximation
to the study of adaptive variation in the species. In general, we observed small population sizes and sig-
nificant values of inbreeding. Some populations showed low diversity values (heterozygosity and al-
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lelic richness) or an irregular age distribution. These results were discussed in relation to the potential
impact of recent anthropic activities and of other biological factors affecting population viability, and
were compared with results from populations external to the Spanish National Park network.

Key words: Genetic diversity, demography, bottleneck, inbreeding, candidate genes.

INTRODUCCION

El tejo (Taxus baccata L.) es una gimnosperma
dioica, unico representante europeo de una fami-
lia (Taxaceae) cuyo origen se remonta a finales del
Terciario. Segtin los registros polinicos, el tejo ha
estado presente en amplias zonas de la Peninsula
Ibérica desde hace 15-20 millones de afios. Ac-
tualmente se considera una especie en proceso de
declive, relacionado principalmente con la exce-
siva presién antrépica (sobreexplotacién, pasto-
reo, desapariciéon de formaciones forestales
maduras) y con condiciones climdticas progresi-
vamente mds secas durante el Cuaternario. Dichas
presiones ven acentuados sus efectos por las ca-
racteristicas propias de la especie, entre otras el
lento recambio generacional y la baja competitivi-
dad con otras especies arbéreas (THOMAS &
POLWART 2003). En la Peninsula Ibérica T. baccata
se encuentra en la mayoria de los bosques tem-
plados y mediterrdneos, de forma aislada o for-
mando pequefios rodales, pero frecuentemente
con escaso nimero de efectivos poblacionales. En
particular, las poblaciones mediterraneas sufren
un alto grado de fragmentacién y tienen a me-
nudo caracter relicto (SERRA 2006).

Por su escasez y fragilidad, los hébitats medite-
rraneos con T. baccata se han reconocido como
prioritarios para la conservacién por la Directiva
de Habitats (92/43/EEC) y la especie se ha con-
vertido en modelo de conifera amenazada de dis-
tribucién dispersa por la Red Europea de
Conservacién de Recursos Genéticos Forestales
(EUFORGEN). En Espaiia, el tejo es objeto de un
programa nacional de conservacién de los recur-
sos genéticos, como se recoge en la Estrategia Es-
pafiola para la Conservacién y el Uso Sostenible
de los Recursos Genéticos Forestales (MIMAM
2006). En este sentido la Red de Parques Nacio-
nales y de espacios protegidos desempefia un
papel esencial para evitar la desaparicién de las
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poblaciones existentes y asegurar su persistencia
in-situ. Para la toma de decisiones sobre las me-
didas de conservacién y manejo mds adecuadas
en cada caso, es importante conocer de la forma
mas detallada posible el estado actual de los re-
cursos genéticos (niveles y distribucién espacial),
y de los factores y procesos ecolégicos y genéti-
cos (patrones demograficos y reproductivos, pre-
siones selectivas) que acttian sobre ellos.

Los trabajos realizados hasta el momento en el
ambito de la peninsula Ibérica con marcadores
moleculares neutrales (microsatélites nucleares)
indican que las poblaciones mas extensas y mejor
conectadas (e.g. Cordillera Cantdbrica) son mds
diversas genéticamente pero menos diferenciadas
entre sf a escala regional que las poblaciones més
perturbadas y/o aisladas del Mediterraneo pe-
ninsular e insular. Se ha observado una marcada
estructura espacial a escala local que, sin embargo,
no se observa a escala regional. Estos patrones se
han interpretado como el efecto de cuellos de bo-
tella recurrentes y aislamiento prolongado en ni-
cleos pequefios procedentes de la fragmentacion
de una distribucién mds continua en el pasado
(GONZALEZ-MARTINEZ et al. 2010). La conse-
cuencia evolutiva de un tamario efectivo pobla-
cional muy reducido es la perdida de viabilidad a
medio y largo plazo, por deriva genética y/o en-
dogamia. En efecto, un estudio realizado en Suiza
ha documentado la existencia de una mayor de-
riva genética en las poblaciones pequefias de la es-
pecie (HILFIKER et al. 2004). En Espafia, se han
encontrado niveles relativamente elevados de en-
dogamia en los ntcleos de tejo del Montseny, se-
veramente fragmentados y sujetos a repetidas
acciones antrépicas (DUBREUIL et al. 2010).

Alo largo de toda su distribucién, y sobre todo
en la peninsula Ibérica, el tejo es capaz de vivir en
ambientes muy diferentes en términos de altitud,
régimen de precipitaciones y temperatura. A
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estas condiciones ambientales tan contrastadas
podrian corresponder adaptaciones locales,
como se ha descrito en otras especies arbéreas de
amplia distribucién mediante ensayos de proce-
dencia y andlisis de caracteres cuantitativos (para
una revisién véase SAVOLAINEN, PYHAJARVI,
& KNURR 2007). Este tipo de aproximaciones no
se han usado todavia en T. baccata, pero se ha ob-
servado en campo notable variabilidad en la es-
pecie en ciertos caracteres morfolégicos (e.g.
tamarios de semilla y de arilos) y funcionales (e.g.
densidad de estomas) potencialmente asociados
a las modalidades de dispersién, germinacién y
establecimiento, y por tanto relevantes para su
capacidad adaptativa (aunque se desconoce su
base genética).

En consecuencia, la extincién de ntcleos relictos
de tejo podria suponer la desaparicién de geno-
tipos con adaptaciones tnicas. El riesgo de pér-
dida de diversidad adaptativa es tanto mads
preocupante en el caso de poblaciones medite-
rraneas, con condiciones ambientales mas cdlidas
y secas, cuyos genotipos podrian ser los que tie-
nen mayor potencial adaptativo frente a los po-
sibles cambios climdticos futuros. Estos cambios
predicen una tendencia al incremento de la tem-
peratura y reduccién de las precipitaciones, al
igual que un aumento de su irregularidad.

En este estudio se ha evaluado el estado de con-
servacion del acervo genético de Taxus baccata L.
dentro de la Red de Parques Nacionales, en com-
paracién con poblaciones de referencia fuera de
la red (véase GONZALEZ-MARTINEZ et al.
2010). Para ello se ha hecho una caracterizaciéon
demografica de las poblaciones estudiadas y se
han estimado el nivel y la distribucién de la di-
versidad genética con microsatélites nucleares.
Ademés, se ha analizado la variabilidad en genes
potencialmente implicados en la respuesta de de-
fensa contra herbivoros y patdgenos (biosintesis
del taxol), como primera aproximacién al estu-
dio de la variacién adaptativa en la especie. Fi-
nalmente, se ha recogido material vegetal para
incrementar la colecciéon de genotipos de Taxus
baccata de los bancos clonales de Valsain y Puerta
de Hierro (dependientes del Ministerio de Medio
Ambiente, y Medio Rural y Marino), valioso re-

curso para el estudio de la variabilidad fenotipica
de diferentes genotipos bajo las mismas condi-
ciones ambientales y para actividades de restau-
racién y repoblacién.

MATERIAL Y METODOS

Poblaciones estudiadas

Taxus baccata se encuentra en cuatro de los parques
nacionales: Picos de Europa, Ordesa y Monte Per-
dido, Sierra Nevada y Cabafieros. Dentro de di-
chos espacios naturales, se han analizado 10
poblaciones, con un total de 366 adultos y 168 ju-
veniles (Tabla 1). En particular, en el PN de Caba-
fieros se han inventariado y muestreado todos los
individuos de los cuatro nticleos conocidos de tejo
dentro del Parque. En Sierra Nevada se han esco-
gido dos ntcleos que representan los dos tipos de
substratos posibles, siliceo (Cabezera del rio Mai-
tena) y mixto siliceo/calcdreo (Barranco de Hue-
nes-Trevenquillo). Sucesivamente se ha conside-
rado oportuno incluir las otras tres poblaciones
mayores del Parque (Dehesa del Camarate, Rio
Genil, Rio Monachil), para las cuales se presentan
solo los resultados demogréficos, estando los ana-
lisis genéticos todavia en curso. Ademds, se ha
considerado de gran interés incluir la poblacién
de Bujaruelo, que se encuentra a las puertas del
PN de Ordesa y Monte Perdido y que, con cerca
de 6.000 ejemplares, es la de mayor tamario de los
Pirineos (y una de las mds grandes de la peninsula
Ibérica). Se han recogido aciculas para el genoti-
pado con microsatélites nucleares, semillas para el
andlisis con los genes candidato y ptias para la co-
leccién clonal de conservacién de Taxus situada en
los Centros de Mejora y Conservacién de Puerta
de Hierro y Valsain (Tabla 1). Cada uno de los in-
dividuos muestreados se ha georeferenciado y se
ha tomado nota de caracteres demogréficos y au-
toecolégicos, como la presencia de érganos repro-
ductores, el sexo, el ndamero de pies, el didmetro
del tronco a la altura del pecho (DBH), la altura y
el tamarfio de copa.

Extraccion del ADN de hojas y semillas

Para la extraccion del ADN de las aciculas y de
los megagametofitos (la porcién haploide de la

127



BURGARELLA, C Y COLS.

«Aspectos genéticos y demogréficos de Taxus baccata»

Parque a4 ; Semi- | Esta-
Nacional Poblacion Aciculas s |l B He (SD) | F,5(SD) | A (SD) R (SD)
Adultos |Juveniles
Arroyo de la Mierera 21 - 2 4 10,48 (0,04) 0,27* 6,00 (2,71) | 4,85(1,99)
Cabaferos Cabecera del Estena? 30 3 10 5 [0,62(0,03)| 0,16* |[8,14(4,56)|5,76(2,45)
Boquerén del Estena 18 26 2 (0,41 (0,04) 0,32* 4,43 (2,37)| 3,85 (1,82)
El Chorro 11 1 - 0,51 (0,06) 0,23* 5,29 (1,89) | 5,07 (1,74)
Rio Maitena 51 14 22 10,63(0,08) 0,06 7,71 (2,75) | 5,00 (1,38)
Sierra Nevada
Trevenquillo? 32 24 18 - 0,52 (0,08) 0,08 5,29 (1,80) | 3,59 (1,19)
Picos de Europa | Hayedo Redemuiia® 57 60 17 10,60(0,03)| 0,21* 13(5,57) | 6,79 (1,99)
Valle de Adisclo 48 - - 0,53 (0,03) 0,22* 9,57 (4,35)| 6,36 (2,92)
Ordesa
y Monte Valle de Pineta? 39 40 10 - 10,52(0,03)| 0,28* |6,86(1,95)| 4,92(1,11)
Perdido
Bujaruelo 59 - - 0,75 (0,06) 0,21* |11,86(5,15) 6,59 (2,10)
Todas 366 168 70 50 |0,53(0,07)]0,20 (0,08)| 7,89 (2,94)| 5,28 (1,09)
Peninsula Ibérica’ 659 - - 0,46 (0,07) [0,29 (0,12)| 6,44 (1,70)| 4,62 (0,920)

Tabla 1. Nimero de individuos, tipo de tejido muestreado e indices de diversidad genética por poblacién, calculados sobre los in-

dividuos adultos. SD, desviacién estdndar. * P-valor < 0,05.

1 Los valores presentados para la Peninsula Ibérica son valores medios calculados sobre 29 poblaciones naturales analizadas en Gonzélez-Martinez et al.

(2010) y con tamafio de muestra > 11 (media 23).

2 Poblaciones en las que se han secuenciado los genes candidatos (cfr. Material y Métodos).

Table 1. Number of individuals, tissue sampled and genetic diversity by population computed on adult trees. SD, standard devia-

tion. * P-value < 0.05.

! Values for the Iberian Peninsula are average values for 29 natural populations analysed in Gonzalez-Martinez et al. (2010). Only populations with sam-

ple size > 11 (average of 23) were used.

2 Populations selected for sequencing of candidate genes (cfr. Materials and Methods).

semilla) se ha empleado el kit de extraccién de
Invitek (Invisorb® DNA Plant HTS 96 Kit/C). El
resultado es un ADN de calidad, adecuado para
el genotipado con microsatélites y para la se-
cuenciacién de genes nucleares.

Genotipado y andlisis con microsatélites
nucleares

El ADN obtenido de las aciculas se ha amplifi-
cado con los cebadores para siete loci microsaté-
lites nucleares disefiados especificamente para
Taxus baccata (DUBREUIL et al. 2008). Posterior-
mente los productos de la amplificacién se han
separado mediante electroforesis en capilares
usando un secuenciador MegaBace 1000 (GE He-
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althcare). La interpretacién de los cromatogra-
mas para la obtencién del perfil genético de cada
uno de los individuos se ha llevado a cabo con el
programa MegaBACE Fragment Profiler 1.2.

Para caracterizar genéticamente las poblaciones y
compararlas entre sf y con poblaciones del resto
de la Peninsula (aquellas presentadas en GON-
ZALEZ-MARTINEZ et al. 2010), se han calcu-
lado: la heterocigosidad observada (He), el
coeficiente de endogamia (F ), niimero de alle-
los (A) y riqueza alélica (R) por poblacién y la dif-
ferenciacién entre parejas de poblaciones (Fg;)
con el programa Fstat 2.9.3.2 (GOUDET 2001).
Los P-valores asociados a las estimaciones de F¢
se han obtenido mediante 4.500 permutaciones.
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Como caso de estudio, se ha seleccionado el Par-
que Nacional de Cabarieros (para el que la acce-
sibilidad de las poblaciones ha permitido ser
muestreado con mayor intensidad), habiéndose
realizado analisis adicionales encaminados a pro-
porcionar un ejemplo de aplicacién de la infor-
macién genética para la gestion de las
poblaciones. Por un lado, se ha empleado un mé-
todo de deteccién de estructura genética espacial
explicito, el andlisis Bayesiano de agrupacién
(Bayesian clustering analysis) implementado por
el programa Structure 2.1. (PRITCHARD & WEN
2004), para identificar la estructura genética es-
pacial a escala del Parque. Por otro, con el pro-
grama Metapop (PEREZ-FIGUEROA et al. 2008)
se ha evaluado la contribucién relativa de cada
poblacién/ntcleo a la diversidad genética global
del Parque. Esta contribucién puede separarse en
dos componentes: la diversidad dentro de la po-
blacién y la diferenciacién entre poblaciones (i.e.
la singularidad de cada poblacién). Finalmente,
se ha estimado cudl deberia ser la representacion
relativa de cada poblacién (mediante realizacién
de cruces controlados) en una poblacién ex-situ
(e.g. un huerto semillero o una plantacién de con-
servacion) en la cual se busque representar la di-
versidad maxima posible dentro del Parque
minimizando el efecto de la endogamia especi-

Estructura del gen: Il exon; == intron.

fica de cada poblacién. Estas informaciones pue-
den ser de interés a la hora de establecer nticleos
prioritarios para la conservacién in-situ y ex-situ,
y para actuaciones de refuerzo de poblaciones
naturales.

Secuenciacion y andlisis de genes adaptativos

Se estima que la ruta biosinténtica del taxol esté
constituida por 19 reacciones principales, pro-
movidas por sus enzimas correspondientes
(CROTEAU et al. 2006). Entre los genes conoci-
dos por su participacién en la codificacién de
estas enzimas, se seleccionaron los cuatro si-
guientes (Figura 1): la taxadieno sintetasa (TXS),
implicada en la ciclizacién del geranil geranil di-
fostato a taxadieno, el primer paso de la ruta que
produce la estructura especifica de los taxanos;
la taxadienol acetil transferasa (TAT), relacionada
con la acetilacién del taxadienol; la 2-alpha-
hidroxitaxano 2-O-benzoiltransferasa (TBT), que
produce la benzoilacién del taxadienol en posi-
cién C2; y la 10-deacetil baccatin III-10-o-acetil-
transferasa (DBAT), responsable de la acetilacién
de la 10-deacetil baccatina III a baccatina III, mo-
lécula precursora del taxol.

1. TXS, taxadieno sintetasa (3.780 pb)
| B B B e am o m o om m

2. TAT, taxadienol acetil transferasa (1.480 pb)

3. TBT, 2-alpha-hidroxitaxano 2-O-benzoiltransferasa (1.900 pb)

Figura 1. Estructura de los genes que intervienen en la ruta biosintética del taxol y secuenciados en este estudio. Los ntimeros in-

dican el orden de participacion en la ruta.

Figure 1. Structure of genes implied in the biosynthesis of taxol and sequenced in this study. Numbers refer to their order in the meta-

bolic pathway.
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Usando como referencia las secuencias de estos
genes presentes en la base de datos ptiblica del
NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation, http:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/), se han dise-
fiado cebadores especificos para cada uno de ellos.
Para TXS y DBAT el disefio de cebadores se ha
hecho sobre secuencias de Taxus baccata. Sin em-
bargo, para TAT y TBT no hay secuencias de T. bac-
cata disponibles en la base de datos. Por tanto, los
cebadores para estos genes se han disefiado sobre
las secuencias de consenso obtenidas del alinea-
miento de las secuencias de otras especies del gé-
nero, generalmente limitadas a la parte codificante
de cada gen (los exones). Las secuencias obtenidas
durante el proceso de testado de los cebadores han
hecho posible aclarar la composicién interna de
los genes en exones e intrones (Figura 1).

Todos los genes se secuenciaron de forma com-
pleta en 32 megagametofitos procedentes de los
cuatro parques nacionales (ocho por parque, véase
Tabla 1). Para cada gen y poblacién se estimaron:
S, el nimero de sitios polimérficos; m, la media de
las diferencias nucleotidicas por pares de indivi-
duos o diversidad nucleotidica; H,, la diversidad
haplotipica; y diferentes tests de neutralidad (Ta-
jima’s D'y Fay & Wu’s H,)) por poblacién y para el
conjunto de poblaciones con el programa DNAsp
5.0 (LIBRADO & ROZAS 2009). D y H,, son esta-
disticos que describen diferentes aspectos del es-
pectro de frecuencias nucleotidicas. Valores de
estos estadisticos significativamente diferentes de
cero indican una desviacion de la distribucién
neutral esperada para una poblaciéon de tamafio
constante, que puede deberse a seleccién o a pro-
cesos demogréficos histéricos (i.e. cambios del ta-
mario efectivo poblacional). La differenciacién
entre poblaciones (F¢) se ha estimado con Arle-
quin 3.1 (EXCOFFIER & LISCHER 2010).

RESULTADOS
Demografia

Cuando se comparan las poblaciones de tejo de
los parques nacionales con otras repartidas por
toda la peninsula Ibérica (Berganzo, Riba y
Mayol, datos no publicados) es llamativo el

130

«Aspectos genéticos y demogréficos de Taxus baccata»

hecho de que todas (menos Bujaruelo) tienen
efectivos poblacionales muy bajos (menos de 150
individuos adultos por nticleo en Picos de Eu-
ropa y Ordesa y Monte Perdido, y menos de 50
en Sierra Nevada y Cabafieros). A partir de las
medidas de DBH, se ha podido estimar la es-
tructura demogréfica de cada poblacién. Para
ello se ha considerado un crecimiento medio
anual en didmetro de 2,86 mm/afio, estimado a
partir de observaciones sobre toda la Peninsula.
Como se observa en la Figura 2, en Cabafieros y
Picos de Europa se encuentra una estructura re-
lativamente regular, con todas las clases de eda-
des homogeneamente distribuidas. Al contrario,
en Ordesa y Monte Perdido y Sierra Nevada pre-
valecen las clases de edades mds pequefias. En
general, estos dos tipos de estructura se pueden
observar en otras poblaciones de tejo peninsula-
res. En las poblaciones con estructura mas regu-
lar el bajo porcentaje de juveniles es debido,
probablemente, al sobrepastoreo. Esto es lo que
se observa en general en la Cordillera Cantabrica.
En Picos de Europa de hecho, todos los juveniles
muestreados se han encontrado en vallados de
exclusién o completamente rodeados por otras
especies arbustivas que ejercian una evidente
funcién protectora. En contraste, una estructura
dominada por juveniles, donde los adultos esca-
sean, es el patrén mds comdn en los Pirineos y
dreas mediterrdneas de la especie (excepto Caba-
fieros). La ausencia de individuos adultos refleja
cuellos de botella recientes (en parte probable-
mente asociados a précticas de explotacién y ma-
nejo activas hasta hace pocos decenios). Donde
el reclutamiento no estd limitado, la recuperacién
posterior se evidencia por la presencia de mu-
chos individuos juveniles. Llama la atencién en
Cabafieros encontrar muy poco reclutamiento
efectivo. Esto podria deberse a que, entre las po-
blaciones mediterrdneas, este enclave es uno de
los que presenta condiciones mds extremas para
el tejo, siendo el tnico aporte hidrico los cursos
de agua estacionales (mientras otras poblaciones
mediterrdneas pueden aprovechar el aporte de
nieblas y precipitaciones costeras, e.g. en Penya-
golosa y en el Montseny).

Otro aspecto demégrafico que se ha tenido en
cuenta para la caracterizacién de las poblaciones
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Figura 2. Estructura de edades en cada Parque Nacional, estimada a partir de las medidas de DBH y del crecimiento medio anual

en didmetro estimado para la Peninsula Ibérica (2,86 mm/afio).

Figure 2. Age structure in each National Park, estimated using DBH values and a mean annual growth for the Iberian Peninsula of

2.86 mm/year.above sea level.

es la proporcién de sexos, que en poblaciones en
equilibrio se espera sea del 50%. También en este
aspecto se aprecia cierto desequilibrio en las po-
blaciones estudiadas dentro de la Red de Parques
Nacionales. De hecho, el nimero de hembras es
mayor que el de machos (media = 61%, desvia-
cién estandar = 18%). El desequilibrio es mds evi-
dente en Sierra Nevada y Cabafieros (67% y
19%), con el caso extremo de la poblacién de El
Chorro (Cabafieros) donde los tinicos individuos
adultos encontrados son hembras (aunque no se
puede excluir la presencia de machos en las pa-
redes rocosas no alcanzables del valle). Andlisis
preliminares parecen indicar una relacién signi-
ficativa entre la proporcién relativas de sexos y

la temperatura (Berganzo, Riba y Mayol, datos
no publicados).

Diversidad genética neutral

La diversidad genética expresada en términos de
heterocigosidad observada (Tabla 1) varia entre
He = 0,41 para la poblacién de El Boquerén de Es-
tena (Cabafieros) y He = 0,75 para Bujaruelo (Pi-
rineos). Estos valores, relativamente bajos para
una especie alégama como el tejo, junto con los
valores positivos de F ¢ (estimacién del grado de
endogamia de una poblacién, significativamente
diferente de cero para la mayoria de las pobla-
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ciones), podrian reflejar el efecto de aparea-
miento entre individuos consanguineos. Es inte-
resante notar que las tnicas poblaciones con
valores no significativos de endogamia estdn en
Sierra Nevada. El andlisis de otras 3 poblaciones
mayores en este Parque (en progreso) revelard si
comparten el mismo patrén y contribuird a es-
clarecer la dindmica poblacional del tejo en este
enclave tan peculiar. En cuanto a niimero de ale-
los y riqueza alélica, se han encontrado valores
més heterogéneos entre poblaciones. En Cabafie-
ros y en Sierra Nevada se encuentran las pobla-
ciones mds pobres segiin estos indices. Entre las
poblaciones de Picos de Europa y Ordesa y
Monte Perdido, en general mds diversas, destaca
Pineta con valores de A y R netamente mds bajos
(Tabla 1). La diferenciaciéon genética calculada
con Fstat entre parejas de poblaciones (Fgy) in-
dica que, en general, los nticleos analizados cons-
tituyen grupos de individuos genéticamente
reconocibles, puesto que en todas las compara-
ciones menos una los valores de Fgyp por pares
son significativos (P-valor < 0,001).

Caso de estudio: el tejo en el Parque Nacional de Caba-
fieros: Los valores de F¢indican que el nticleo del
Estena es mds parecido genéticamente a cada

«Aspectos genéticos y demogréficos de Taxus baccata»

uno de los otros tres nticleos dentro del Parque
Nacional de Cabafieros que estos tiltimos entre si
(Tabla 2). El andlisis Bayesiano de estructura es-
pacial a escala més fina confirma los resultados
de Fyreindica que existe una estructuracién geo-
grafica clara (Figura 3). Los nticleos del Mierera,
Boquerén y El Chorro son bien distinguibles
entre si y mds homogéneos que el nticleo del Es-
tena, dentro del cual se puede identificar cierta
subestructura (Figura 3b). El andlisis con Meta-
pop en el Parque Nacional de Cabafieros
(Tabla 3) deja evidente que la componente intra-
poblacional es la que mds contribuye a la diver-
sidad genética total. La poblaciéon de Estena es la
que mds contribuye (principalmente con su com-
ponente intrapoblacional), puesto que su exclu-
sién conlleva la pérdida de diversidad global
mds alta (-4,3%). Las poblaciénes de Mierera, El
Chorro y El Boquerén contribuyen principal-
mente con la componente de diversidad interpo-
blacional a la diversidad total, siendo El
Boquerén la que menos contribuye (i.e. si se ex-
cluye la diversidad génica total es mayor de un
1,5 %). Teniendo en consideracién los valores re-
lativamente altos de endogamia en todos los ni-
cleos de tejo de Cabafieros (Tabla 2), para una
coleccion ex-situ (semillas, pldntulas o clones

Estena

Mierera

Chorro Boqueron

Figura 3. Distribucién de los genotipos de loci microsatélites de las cuatro poblaciones de Taxus baccata presentes en el Parque Na-
cional de Cabafieros en 3 (a) y 5 (b) grupos de individuos genéticamente homogéneos segtin el programa Structure (véase Material
y Métodos). Cada individuo esta representado por una barra vertical y cada grupo genético por un color.

Figure 3. Distribution of microsatellite genotypes for the four Taxus baccata populations from Cabafieros” National Park in three (a)
and five (b) groups genetically homogeneous, according to Structure software (see Materials and Methods). Each individual is rep-

resented by a vertical bar and each genetic pool by a colour.

132



Proyectos de investigacion en parques nacionales: 2007-2010

Redemuiia | Pineta | Aisclo | Bujaruelo | Maitena |Trevenque| Estena |Mierera| Chorro | Boquerén |Redemuia
Redemuiia 0,091 0,047 0,037 0,085 0,137 | 0,066 | 0,084 0,079 0,081
Pineta . 0,091 0,089 0,135 0,245 | 0,106 | 0,164 0,130 0,163
Anisclo e e 0,031 0,054 0,160 | 0,076 | 0,104 0,069 0,104
Bujaruelo . x e 0,063 0,154 | 0,074 | 0,122 0,075 0,110
Maitena e o e e 0,148 0,134 0,197 0,142 0,131
Trevenque . x e e e 0,184 | 0,253 0,213 0,172
Estena ek e wax wax i wan 0,069 0,065 0,065
Mierera ax e ex ax ax ax o 0,121 0,108
Chorro ak . . . . . . . 0,137
Boquerén ek e ax ax ax ax ak ax ax

Tabla 2. Diferenciacién genética entre parejas de poblaciones (Fg;, en el tridngulo superior derecho) y nivel de significacién corres-
pondiente (tridngulo inferior izquierdo). ** P-valor < 0,01; *** P-valor < 0,001.

Table 2. Pairwise genetic differentiation between populations (Fsp, upper diagonal) and its corresponding significance level (lower
diagonal). ** P-value < 0.01; *** P-value < 0.001.

para repoblacién) que represente todas las po-
blaciones del parque podria interesar maximizar
la diversidad genética total tratando de minimi-
zar el nivel de endogamia de cada nticleo. En este
supuesto, en la Tabla 3 se muestra la contribucién

Diversidad en los genes del taxol

Los resultados ponen en evidencia niveles de di-
versidad nucleotidica y haplotipica relativa-
mente altos en los cuatro genes (Tabla 4).

ideal de cada poblacién a la coleccién. Se puede
notar que no serfa necesario incluir material del
ntcleo de El Boquerén para conseguir la pobla-

Aunque, como era de esperar, la mayoria de los
polimorfismos son «silenciosos» (i.e. aquellos
para los cuales el cambio de la base no tiene efec-

cién ex-situ con las caracteristicas descritas. tos sobre la proteina codificada, bien porque se

Diversidad genética actual® Diversidad tras quitar una poblacién® Poblacién
Pérdida/ganancia diversidad (%) artificial®
pf:i:f::gn pobEI::.::'itnes i Lz pilf:cci’;n pobEIZ::Ii-znes = Confl(‘:ybo;JClon

Estena 0,2724 0,0204 0,2928 0,6823 -4,2 1,7 -4,3 68,1
Mierera 0,1609 0,0183 0,1792 0,7052 0,9 -1,6 -0,9 18,7
Chorro 0,0855 0,0113 0,0969 0,7054 0,2 -1,7 -0,9 13,2
Boquerén 0,1319 0,0167 0,1486 0,7224 2,2 -1,4 1,5 0
Total 0,6507 0,0612 0,7116

Tabla 3. Andlisis de diversidad genética para las poblaciones del Parque Nacional de Cabafieros realizado con Metapop. ? Distribu-
cién de la diversidad genética de cada poblacién y del conjunto de poblaciones en sus componentes intrapoblacionales e interpo-
blacionales. ? Efecto de la exclusién de cada poblacién sobre la diversidad genética global. ¢ Contribucién relativa de cada poblacién
a una poblacién artificial con la méxima diversidad genética (DG) posible, DG, , = 0,7263.

Table 3. Genetic diversity analysis (Metapop) for the yew populations found in Cabarieros National Park. @ Distribution of genetic
diversity per population and for all populations, considering within and among population components. ? Effect of removing one
population at a time on the overall genetic diversity. ¢ Relative contribution of each population to an artificial population of maxi-
mum genetic diversity (DG), with DG, , = 0.7263.

tot

tot
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n s . H, Taii;w’s Fay f’"Wu’s
Redemufia 8 31,5 0,007 0,738 0,551 0,17
Estena 78 29,5 0,007 0,705 0,436 -0,636
Trevenquillo 7,3 25,5 0,005 0,655 -0,650 -1,432**
Pineta 8 19,8 0,005 0,585 0,155 -2,015***
Media 7.8 26,6 0,006 0,671 0,123 -0,976

Tabla 4. Tamafio de muestra, diversidad nucleotidica (S, niimero de sitios polimérficos; m, media de las diferencias nucleotidicas
por pares de individuos) y haplotipica (H,) y tests de neutralidad (Tajima’s D, Fay & Wu’s H,)) por poblacién y media para el con-
junto de poblaciones. Valores medios para cuatro genes secuenciados (TXS, TAT, TBT y DBAT).

Table 4. Sample size, nucleotide diversity (S, number of polymorphic sites; i, average pairwise differences), haplotypic diversity (H,)
and neutrality tests (Tajima’s D, Fay & Wu’s H, ) by population and the overall average. Average values for four candidate genes (TXS,

TAT, TBT and DBAT).

trata de bases situadas en los intrones, que son
las zonas no codificantes de los genes, bien por-
que el cambio de base no supone un cambio de
aminodcido dada la redundancia del cédigo ge-
nético), hay un alto porcentaje (14% del total) de
bases polimérficas no sinénimas (cuyo cambio
tiene un efecto sobre la composicién aminoaci-
dica de la proteina y potencialmente sobre su es-
tructura tridimensional).

La diversidad haplotipica (H,, Tabla 3) y la distri-
bucién geogréfica de los haplotipos de cada gen
(no se muestra) indica que la poblacién de Picos de
Europa es la mas diversa para los tres genes, mien-
tras que la menos diversa es Pineta en el PN de Or-
desa y Monte Perdido. Para el gen TXS se puede
notar que todas las poblaciones poseen haplotipos
exclusivos (no compartidos con otras poblaciones).
La diferenciacién entre poblaciones (Fg;) para
todos los genes estd en el rango del 12-15%. Tanto
el patrén de distribucién de los haplotipos como
los valores relativamente altos de diferenciacién in-
terpoblacional sugieren que existe cierta estructu-
racion espacial de la diversidad nucleotidica
dentro de cada gen. La media entre genes de los
estadisticos D y H,, no es significativamente dife-
rente de cero para Redemufia y Estena. Sin em-
bargo, H, es significativamente negativo para
Trevenquillo y Pineta, lo cual sugiere que la diver-
sidad observada en los genes no pueda ser expli-
cada por un simple escenario de tamafio
poblacional constante y ausencia de seleccién.
Entre las hipétesis alternativas que podrian expli-
car esos valores de H,, los mds probables serfan
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una reduccién histérica de tamario poblacional o
un processo de seleccion positiva todavia en curso.
Anélisis mas detallados estdn en curso para inferir
la historia demografica de las poblaciones y testar
las hipétesis mencionadas.

DISCUSION

En este trabajo se han analizado las poblaciones
de tejo incluidas en la Red de Parques Nacionales
y se han comparado con otras poblaciones de la
peninsula Ibérica, para evaluar la contribucién re-
lativa de las poblaciones de tejo incluidas en los
parques nacionales a la diversidad y a la conser-
vacién de la especie en Espafia. Para ello, se han
abordados tres aspectos principales: la estructura
demogréfica de las poblaciones, su diversidad ge-
nética neutral y la variabilidad en genes candi-
dato, potencialmente adaptativos. La diferencia-
cién genética tanto en los loci microsatélite como
en los genes secuenciados indica que cada Parque
tiene una composicién genética que lo hace dife-
rente de los demds y que merece ser conservado
porque constituye una parte tinica del acervo ge-
nético de la especie no representada en otras dreas
dentro (o fuera, ver GONZALEZ-MARTINEZ et
al. 2010) de la Red. Ademas, las estimaciones de-
mogréficas y de variabilidad genética coinciden
en poner de manifiesto que todas las poblaciones
estudiadas tienen un fuerte riesgo de deriva ge-
nética (altos niveles de endogamia, baja diversi-
dad genética). Esta parece estar asociada princi-
palmente a unos tamafios poblacionales muy re-
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ducidos (menos de 150 ejemplares adultos por po-
blacién) que podrian ser la consecuencia de cue-
llos de botella provocados por practicas de manejo
y explotacién sostenidas y recurrentes en el pa-
sado. La asimetria observada en la estructura de
edades (ausencia de adultos o de juveniles) y en
la proporcién de sexos puede incrementar la esto-
casticidad demografica y reducir el tamafio efec-
tivo de la poblacién aumentando, en consecuen-
cia, el impacto de la deriva genética. Aunque, en
general, en las especies arbéreas la longevidad y el
potencial de migracién podrian mitigar los efec-
tos de la deriva genética consideramos que éste no
es el caso para Taxus baccata, visto que los estudios
disponibles sobre la variabilidad genética neutra
en el Mediterrdneo occidental indican un flujo gé-
nico muy restringido (elevado aislamiento) entre y
dentro de poblaciones y una fuerte deriva gené-
tica poblacional (DUBREUIL et al. 2010; GONZA-
LEZ-MARTINEZ et al. 2010).

Sin embargo, generalizar es muy dificil porque
cada parque nacional presenta una situacién dife-
rente. En particular, la diversidad genética es
menor en las poblaciones de Sierra Nevada y Ca-
barieros, y se corresponde a tamarios poblacionales
mds pequefios. Estos resultados no sorprenden, ya
que en las poblaciones del sur y este peninsular se
han documentado los niveles de diversidad gené-
tica mas bajos de la peninsula Ibérica, probable
consecuencia de un mayor impacto de los cuellos
de botella y la deriva genética en las regiones suje-
tas a clima mediterrdneo (DUBREUIL et al. 2010; y
GONZALEZ-MARTINEZ et al. 2010). En Ordesa y
Monte Perdido y Picos de Europa se encuentran
las poblaciones con mayor diversidad genética y
tamario poblacional dentro de los parques nacio-
nales, aunque la viabilidad de estas poblaciones se
puede suponer a priori mucho menor que la de
otras en las mismas dreas geograficas (e.g. Buja-
ruelo y Sueve, con miles de individuos adultos es-
timados). Es llamativo que en Pineta la diversidad
genética sea comparativamente mds baja que en el
resto de poblaciones del norte peninsular. Sin em-
bargo, la estructura de edades (casi todos los indi-
viduos tienen menos de 100 afios) sugiere que el
numero de adultos que participan en la reproduc-
cién es muy bajo y, por consiguiente, también lo es
el tamafio efectivo de la poblacién, en comparacién

con Afiisclo (y Redemunia). Es interesante notar
que en Pineta se observa también menor diversi-
dad haplotipica en los genes del taxol en compa-
racién con las otras poblaciones, aunque en este
caso no solo el tamafio efectivo poblacional redu-
cido sino también un proceso de seleccién positiva
reciente podria ser la causa.

Los resultados de este estudio sugieren algunas
consideraciones de cara a la conservacién y al
manejo de las masas naturales de tejo en los par-
ques nacionales. Teniendo en cuenta la diferen-
ciacién genética significativa entre poblaciones,
parece conveniente manejarlas de forma sepa-
rada dentro de cada parque nacional, evitando
introducir material procedente de otros ntcleos.
Nuestras observaciones a lo largo de la peninsula
Ibérica sugieren que en muchos casos no parece
haber problemas de reclutamiento (Pineta es un
ejemplo claro de recuperacién poblacional con
gran nimero de juveniles), y cuando éstos se pro-
ducen se deben principalmente a exceso de her-
bivoria (e.g. Redemufia en Picos de Europa), falta
de dispersores y/o de plantas facilitadoras. Ate-
nuar estos factores negativos podria ser el primer
paso a seguir, por ejemplo instalando vallas de
exclusion de herbivoros, favoreciendo otras es-
pecies con frutos carnosos que constituyen la
dieta de las especies dispersoras, o en caso de re-
forzar las poblaciones, incorporar también plan-
tas facilitadoras (GARCIA et al. 2000; GARCIA &
OBESO 2003). A pesar de ser una especie con una
tolerancia extraordinaria a la falta de luz, una co-
bertura excesivamente densa puede tener un
efecto negativo sobre el crecimiento y reproduc-
cién del tejo. Estas condiciones son tipicas de los
bosques mediterraneos dominados por especies
de hoja latifolia y perenne. En bosques caducifo-
lios, el tejo puede tomar ventaja durante el in-
vierno, cuando la humedad y la falta de hojas en
el dosel arbéreo le favorecen. Su capacidad de fo-
tosintetizar en niveles bajos de temperatura y luz
le permiten ampliar el periodo fotosintética-
mente activo (HAGENEDER 2007).

Por otro lado, el relativamente bajo nivel de di-
versidad genética observado en las poblaciones
de los parques nacionales podria suponer una
base genética insuficiente sobre la que la selec-
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cién natural pueda actuar, perjudicando la adap-
tabilidad de las poblaciones de tejo en estos es-
pacios naturales. En este sentido podria ser
conveniente emprender acciones de refuerzo po-
blacional o de conservacién ex-situ especificas.
Para ello, nos parece interesante subrayar la uti-
lidad de la informacién genética y de herramien-
tas informdticas como el programa Metapop.
Como caso de estudio, en este trabajo se han
usado esas herramientas para evaluar cudl debe-
ria ser la contribucién relativa de cada uno de los
ntcleos de tejo del Parque Nacional de Cabafie-
ros a una poblacién artificial (sea banco de ger-
moplasma, sea producciéon de plantulas para la
repoblacién) donde se quiera conservar la mé-
xima diversidad genética total y minimizar efec-
tos de endogamia (tenido en cuenta el reducido
numero de individuos de cada nticleo). También,
el método implementado en Metapop permite
plantear condiciones diferentes para la poblacién
artificial, p.e. maximizar la diferenciacién entre
nticleos (a expensas del aumento de endogamia),
que podrian ser mds adecuadas en el contexto es-
pecifico de otros parques, con poblaciones mds
extensas.

Por primera vez se estd llevando a cabo un estudio
poblacional de la diversidad nucleotidica en genes
de la ruta del taxol, una molécula potencialmente
implicada en la respuesta de la planta contra agen-
tes patégenos y ampliamente utilizada en medi-
cina como principio activo contra el cdncer. La
distribuciéon observada de la variabilidad entre
genes y entre poblaciones sugiere que cada gen 'y
cada poblacién han tenido una historia evolutiva
independiente determinada por procesos demo-
graficos e histéricos (e.g. cambios de tamafio po-
blacional) o selectivos. Determinar el tipo de
proceso y su intensidad es el objeto de las investi-
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