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Resumen

Conservar la diversidad genética intraespecifica es fundamental para la sostenibilidad a largo plazo
de nuestros bosques. Utilizamos el pino negral (Pinus pinaster Ait.) como caso de estudio para la
definicion de unidades de conservacion en base a datos genéticos. Mediante marcadores
moleculares identificamos seis grupos genéticos neutrales asociados a historias evolutivas
contrastantes. Ademas, evaluamos la variacién fenotipica de supervivencia y altura y su control
genético utilizando un jardin comn replicado en ambientes contrastantes (16.544 arboles).
Encontramos altos niveles de diferenciacion genética cuantitativa entre poblaciones dentro de los
grupos neutrales definidos previamente. El posterior analisis cllster de distribuciones de los
caracteres estudiados nos permitié identificar diez grupos de poblaciones genéticamente
homogéneos y con un elevado potencial evolutivo. Estos grupos constituyen el minimo a considerar
en un programa de conservacion dinamico del pino negral. Nuestros resultados confirman que para
la identificacién de unidades de conservacion se deben tener en cuenta los componentes neutrales
y adaptativos de la diversidad genética. El enfoque basado en la zonacidon ambiental utilizado en el
programa de conservacion genética paneuropeo de arboles forestales (www.euforgen.org) se podria
mejorar mediante la integracion de informacién molecular y de caracteres cuantitativos, a medida
que los datos vayan estando disponibles.
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Pinus pinaster, genética de la conservacion, conservacion dinamica, marcadores moleculares,
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1. Introduccion

El cambio climatico y ambiental causado por el hombre es ampliamente reconocido como una
amenaza para la diversidad global. Como poder asegurar la permanencia de las especies bajo un
escenario de rapidos cambios ambientales sigue siendo un gran reto para la biologia de la
conservacion (SGRO et al., 2011). Los ecosistemas forestales mediterraneos son particularmente
sensibles a tales cambios, especialmente los arboles, sus especies clave (FADY et al., 2015). De
hecho, las UGltimas predicciones vaticinan un cambio en su distribucion debido al cambio climatico
(AITKEN et al., 2008). Sin embargo, las rutas exactas que seguiran, asi como las respuestas a nivel
microevolutivo siguen siendo altamente impredecibles, dados los mdltiples factores que las influyen,
la incertidumbre sobre los escenarios de cambio climatico, los largos tiempos de regeneracion y la
heterogeneidad especial y temporal de sus rangos de distribucion (ALiA et al., 2014; FADy et al.,
2015). Incendios forestales recurrentes, cambios en el uso del suelo y nuevos riesgos bidticos se
suman a las amenazas derivadas directamente del calentamiento global, como el estrés por sequia
y aumento de temperaturas. Como respuesta, los arboles pueden adaptarse, migrar o extinguirse
(AITKEN et al., 2008). Pero todavia carecemos de datos que integren esos multiples enfoques con el
objetivo de evaluar las consecuencias evolutivas de los cambios ambientales globales y su impacto
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en la variacion genética, plasticidad fenotipica y la adaptabilidad de las poblaciones de arboles
(ALBERTO et al., 2013), siendo éstas consideraciones esenciales para disefar e implementar
estrategias de conservacion.

El mantenimiento de la diversidad de especies y sus habitats ha sido, hasta el momento, el principal
objetivo de las politicas de conservacion, mientras que la diversidad genética dentro de especies no
ha solido ser considerado (FRANKHAM, 2010). Al mismo tiempo, la conservacion de poblaciones
particulares dentro de especies, ha sido una tarea central en el Programa Europeo de Conservacion
de Recursos Genéticos Forestales (EUFORGEN, www.euforgen.org), dado que las especies de
arboles de distribuciéon mas amplia no estan amenazadas a nivel especifico, pero a menudo incluyen
poblaciones en peligro. El reducido nivel de domesticacion y la existencia comun de adaptacioén local
en arboles (ALBERTO et al., 2013) han promovido estrategias de conservacién dinamica in situ
(KOSKELA et al.,, 2013; LEFeVRE et al., 2013a). La conservacion dinamica tiene el objetivo de
mantener los procesos evolutivos y potencial adaptativo tanto en poblaciones naturales como en
rodales artificiales, para mantener su sostenibilidad a largo plazo (NAMKOONG, 1997). Desde que se
aplicdé por primera vez en arboles (LEDIG, 1986), ha seguido siendo implementado y traducido a
estrategias de manejo para la conservacion (KOSKELA et al., 2013; LEFEVRE et al., 2013a). Sin
embargo, a pesar de las significativas mejoras de las Ultimas décadas, quedan todavia cuestiones
qgue necesitan ser atendidas, tales como como llevar a cabo la seleccion de unidades objetivo
(target units) para la conservacion, asi como su nimero, como evaluar su viabilidad y cémo
gestionarlas.

La importancia de la diversidad genética forestal para la sostenibilidad de los bosques esta
ampliamente reconocida, pero sin embargo también es cominmente ignorada cuando se
desarrollan indicadores y referencias para el manejo forestal bajo el cambio climatico (SGRO et al.,
2011, FADY et al., 2015). Un punto de partida razonable es considerar que una red de conservacion
deberia abarcar toda la diversidad genética actual de una especie. A partir de ahi, se han usado dos
principales enfoques para definir unidades de conservacion en arboles: i) métodos basados en la
contribucion de poblaciones particulares a la diversidad genética neutral total o diferenciacion de la
especie (PETIT et al., 1998), y ii) métodos basados en informacién ecolédgica y geografica (HAMANN et
al., 2005; LEFEVRE et al., 2013a). La actual red europea de unidades conservacion dinamica se basa
en gran medida en este segundo enfoque (LEFEVRE et al., 2013a), asumiendo que los principales
tipos de clima en europa estan estrechamente relacionados con la diferenciacién genética,
incluyendo de forma indirecta procesos adaptativos bajo la hip6tesis de adaptacién local y variacion
clinal o ecotipica (ver revisién de ALBERTO et al., 2013). Los marcadores moleculares neutrales se
consideran como un buen punto de partida para designar unidades de conservacion (SAGNARD et al.,
2002), ya que aportan informacion sobre divergencia evolutiva a escala histérica y procesos
demograficos, aunque a menudo no son adecuados para cuantificar cambios genéticos en
respuesta a presiones selectivas particulares (REED & FRANKHAM, 2001). Los patrones detectados en
caracteres adaptativos de naturaleza cuantitativa normalmente difieren de aquellos revelados por
loci neutros o bajo seleccion débil (SAGNARD et al., 2002; FRANKHAM, 2010). Sin embargo, la dificultad
de medir la diversidad genética adaptativa ha dificultado su integraciéon en la planificacién y manejo
para la conservacion. Es urgente revertir esta situacion, en especial para especies de arboles con
distribuciones fragmentadas, con estructura histérica y patrones de adaptacion local, para las que la
diversidad intraespecifica cobra gran relevancia. Un enfoque combinado que incluya informacion
molecular, cuantitativa y ecolégica, aunque raramente utilizado, es fundamental y permitiria integrar
los procesos evolutivos en la planificacion de la conservacion (SAGNARD et al., 2002; SGRO et al.,
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El pino negral es una especie de polinizacion cruzada, aneméfila y de larga vida que tiene una
gran relevancia tanto ecolégica como econémica, encontrandose en un amplio rango de altitudes,
sustratos y regimenes climaticos. Ha sobrevivido a las glaciaciones en multiples refugios (Buccl et
al., 2007), manteniendo una elevada diversidad genética a pesar de su distribucion fragmentada,
particularmente en el area mediterranea. Como resultado de su compleja historia evolutiva, tiene
una fuerte estructura genética poblacional (SANTOS DEL BLANCO et al., 2012; JARAMILLO-CORREA et al.,
2015) y muestra signos de adaptacion local (e.g. diferencias genéticas entre poblaciones para
caracteres adaptativos, ALIA et al. 1997, SANTOS DEL BLANCO ET. AL 2012; o correlaciones entre
frecuancias alélicas de polimorfismos en genes candidato para adaptacién clidtica variables
ambientales JARAMILLO-CORREA et al. 2015). Todo ello le postulan con un interesante sujeto de
estudio en el campo de la genética de conservacion.

2. Objetivos

En este trabajo, utilizamos el pino negral (Pinus pinaster Ait.) como un caso de estudio para mostrar
la utilidad de considerar simultaneamente la variacion neutral y cuantitativa en la identificacion de
unidades de conservacion dinamica es especies de arboles forestales. A partir del mismo,
presentamos una metodologia de toma de decisiones en cascada para la identificacion de
poblaciones para la conservacion dinamica y sugerimos parametros genéticos clave a considerar en
futuros planes de conservacion genética, basados tanto en marcadores moleculares como en
caracteres cuantitativos.

3. Metodologia

Se muestrearon semillas de polinizacién abierta de 35 poblaciones naturales a lo largo de todo
el rango de distribucién del pino negral. En cada poblacion se muestrearon entre 30 y 40 arboles
separados al menos 50 metros, y una sola semilla de cada arbol fue utilizada para su posterior
multiplicacién en vivero. Cada plantula (plantas madre) se multiplicé mediante estaquilla para
obtener clones. Estos clones (media de 15 por poblacion) se utilizaron para establecer un ensayo de
ambiente comun replicado en cuatro sitios con 16.544 arboles en 2010. Cada una de las cuatro
réplicas comprendié 4.136 arboles, con 517 clones (genotipos) y ocho réplicas por clon en un
diseno de bloques completos al azar. Los cuatro sitios de ensayo se ubicaron en sitios con
condiciones ambientales muy contrastadas. Los ensayos de Asturias y Portugal estaban en la region
atlantica, con una alta precipitacion anual (1.160 y 950 mm respectivamente) y temperaturas
suaves (11,3 y 14,2 °C respectivamente). Los ensayos en Madrid y Caceres estan situados en areas
continentales bajo influencia mediterranea (precipitaciéon anual de 443 y 898 mm, y temperaturas
medias de 13,7 y 15,5°C respectivamente), con oscilaciones estacionales de temperatura muy
amplias y una marcada sequia estival.

Se recogieron aciculas de los 517 genotipos a partir de las plantas madre. Se secaron con gel de
silice y fueron posteriormente utilizadas para la extraccion de ADN. Cada muestra se genotipo para
12 marcadores microsatélite y 266 marcadores SNP. Los detalles sobre la extraccion de ADN,
amplificacion y asignacion de alelos se encuentran en SANTOS DEL BLANCO et al., (2012) Y.JARAMILLO-
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CORREA et al.,, (2015). Ambos conjuntos de marcadores moleculares han demostrado ser
mayoritariamente neutrales en estudios previos (JARAMILLO-CORREA et al., 2015). En este estudio,
utilizamos ambos conjuntos de marcadores para evaluar la estructura poblacional usando el método
de agrupacion Bayesiana implementado en el programa STRUCTURE 2.3.4, ejecutando un modelo
de mezcla (admixture) con frecuencia alélicas correlacionadas entre grupos. Se ejecutaron diez
carreras independientes por cada nuimero de grupos desde 1 hasta 10, con un periodo de
precalentamiento de 10000 iteraciones y una longitud total de 1.000.000 de iteraciones. El nimero
optimo de grupos de poblaciones se calculd seglin EVANNO et al., (2005). Ademas, estudiamos la
existencia de diferenciacion genética neutra dentro de cada grupo siguiendo el mismo
procedimiento. Estimamos la riqueza alélica, y el indice de diversidad genética insesgado de Nei
(He; Nei 1978) para ambos tipos de marcadores usando el software SPAGeDi v1.4 (HARDY &
VEKEMANS, 2002). También estimamos el Fsr para ambos marcadores y a distintos niveles
jerarquicos (especie, entre y dentro de grupos poblacionales). Las distribuciones de Fsr se estimaron
siguiendo el método de bootstrap paramétrico para permitir la comparacion con valores de Qsr.

Tres anos después de implantar los ensayos de campo se registraron datos de supervivencia y
altura. Las variables fenotipicas se analizaron mediante modelos mixtos Bayesianos en R (R, 2015).
La altura se tratdé como una variable normal mientras que la supervivencia fue analizada con
modelos binarios con funcion de enlace logit. Las variables poblaciéon y clon se consideraron como
aleatorias para asi obtener su varianza asociada. De estos modelos se derivaron parametros de
genética cuantitativa (varianza clonal y poblacional) y estimadores de valores medios a nivel de
genotipo y poblacion. Seguidamente calculamos correlaciones entre sitios de ensayo a nivel de clon
y poblacién para estimar la interaccion genotipo x ambiente (GxE). La heredabilidad en sentido
amplio (H2) de cada poblacién para supervivencia y altura se calculé como el ratio entre la varianza
clonal entre la varianza clonal mas el error. Para la estimacién de heredabilidad en sentido amplio
de la supervivencia incluimos un término adicional en el denominador (112/3) para tener en cuenta la
varianza implicita debida a la distribucion logit. El indice de diferenciacién genética cuantitativa
entre poblaciones, Qsr (SPITZE, 1993), se estimdé como el ratio de la varianza entre poblaciones
dividido entre la varianza entre poblaciones mas dos veces la varianza dentro de poblaciones. Los
modelos Bayesianos proporcionaron 1000 estimadores independientes de Qsr. Para distinguir los
efectos de la deriva genética de aquellos de la seleccion, las distribuciones de probabilidad de Qsr
se compararon con las de Fsr, usando un test no paramétrico. Tanto el Qsr como el Fsr se calcularon
a nivel de especie y dentro de grupo genético.

Consideramos los grupos de poblaciones derivados de los marcadores moleculares como un punto
de partida en conservacion, dado que reflejan la historia demografica de las especies, Sin embargo,
encontramos una alta diferenciacion genética cuantitativa para caracteres adaptativos dentro de
esos grupos (ver resultados). Por lo tanto, llevamos a cabo un subsiguiente analisis cluster
jerarquico con los datos de caracteres cuantitativos: supervivencia y altura en cada uno de los
cuatro sitios de ensayo. Utilizamos el paquete pvclust (Suzukl & SHIMODAIRA, 2006) en R (R CORE
TeAm, 2015), con una duracién de carreras de 10.000 iteraciones usando el método aglomerativo
medio y con la correlacion como medida de distancia. Para cada uno de los grupos poblacionales
identificados, calculamos la heredabilidad y evolvabilidad (ratio entre varianza clonal y media para
cada caracter), dos parametros clave relacionados con el potencial evolutivo. El tamano efectivo
poblacional de cada grupo se calculé con el método de exceso de heterocigotos de Pudovkin
(PUDOVKIN et al., 2009), implementado en NeEstimator V2 (Do et al., 2014). Para conocer los niveles
de consanguinidad, también calculamos un estimador multilocus de autopolinizacion con el

software RMES (DAvID et al., 2007).
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La estrategia de conservacion genética de arboles a nivel europeo se basa principalmente en la
clasificacion climatica de Europa (METZGER et al., 2005). Quisimos comprobar la utilidad de los
limites climaticos a escala amplia como una aproximacién de la diferenciaciéon genética en el pino
negral. Para ello, superpusimos la clasificacién climatica de Europa (METZGER et al., 2005), la
distribucion de los grupos poblacionales neutros de pino negral, la situacion de las 42 unidades de
conservacion que existen en la actualidad (ver http://portal.eufgis.org) y los grupos poblacionales
propuestos en este trabajo. Ademas, estudiamos la existencia de correlaciones entre altura y
variables ambientales continuas.

4, Resultados

Tanto los marcadores microsatélite como los SNPs revelaron patrones de diferenciacion
genética similares a los ya descritos para la especie (Buccl et al., 2007), permitiéndonos definir seis
grupos poblacionales: Costa atlantica francesa, Costa atlantica ibérica, Espaha central, sur de
Espana, este del Mediterraneo y Marruecos. No hayamos senales de estructura dentro de esos
grupos. La heterocigosidad esperada para cada los microsatélites y SNPs fue 0,65+0,01 y
0,30+0.00, respectivamente. La riqueza alélica varidé entre 2,20 y 3,19 para los microsatélites y
entre 1,39 y 1,63 para los SNPs en las poblaciones estudiadas, no halldndose diferencias
significativas entre los grupos poblacionales. Las estimaciones de Fsr a nivel de especie fueron
moderadas tanto para los microsatélites (0,099, Cl: 0,085-0,117) como para los SNPs (0,130, Cl:
0,118-0,142), El Fst entre grupos de poblaciones explicé la mayor parte de la diferenciacion neutra
entre poblaciones (0,070 microsatélites y 0,116 SNPs). Como era esperable, detectamos un bajo
nivel de diferenciacion genética neutral entre poblaciones dentro de los grupos neutrales.

La supervivencia varié ente el 3y el 98% a lo largo de los cuatro sitios de ensayo (98% Cl: 0,97-0,99
en Asturias, 66% Cl: 0,60-0,70 en Portugal, 21% CI: 0,18-0,26 en Madrid, y 3% Cl: 0,20-0,40 en
Céceres). La altura media por cada sitio fue desde los 27,7 cm (Cl: 25,9-28,8) en el ambiente mas
favorable (Asturias) a los 17,0 (Cl: 14,8-18,9) del menos favorable (Caceres). Ambos caracteres
pusieron de manifiesto unos niveles de estrés ambiental muy contrastados entre los sitios de
ensayo. La variacion fenotipica para la supervivencia estuvo influenciada de forma casi exclusiva por
la variacion ambiental, como se deriva de una baja diferenciacién entre clones. La altura fue por lo
tanto un caracter mas adecuado que la supervivencia para el estudio de la diferenciacion de
poblaciones en nuestro trabajo. Identificamos fuertes correlaciones entre sitios para ambos
caracteres en aquellos sitios de ensayo con caracteristicas ambientales similares (e.g. correlacion
para altura en sitios de ensayo en condiciones atlanticas: r= 0,49, p<10-1°, y bajo condiciones
mediterraneas: r=0,24, p<10-3). Globalmente, las correlaciones entre sitios fueron mas fuertes para
la altura, siendo todas las correlaciones significativamente diferentes de cero (P<0.01).

La heredabilidad en sentido amplio (H2) vari6 dependiendo del caracter y sitio de ensayo. La
heredabilidad de la supervivencia fue muy baja, estando entre 0,02 (Cl: 0,01-0,02) en Portugal y
0,05 (ClI: 0,04-0,06) en Asturias. La heredabilidad de la altura fue sustancialmente mayor (rango
0,15-0,28), en especial en los ambientes mas estresantes (e,g, 0,28 Cl: 0,13-0,41 en Caceres). Los
grupos poblacionales neutros mediterraneos mostraron una mayor heredabilidad en comparacion
con los atlanticos. La diferenciacion genética cuantitativa varié entre 0,11 (Cl: 0,08-0,16) en
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Asturias y 0,39 (Cl: 0,30-0,48) en Madrid para la supervivencia, y entre 0,31 (Cl: 0,23-0,50) en
Portugal y 0,45 (CI: 0,31-0,58) en Asturias para la altura. En los cuatro sitios, las estimaciones de
Qsr fueron significativamente mayores a las de Fsr a nivel de especie (Figura 1). La diferenciacion
genética cuantitativa era aun alta dentro de los grupos poblacionales neutros sugiriendo la
existencia de distintos grupos fenotipicos (Qsr=0,10 a 0,87 para altura, Figura 1, y Qsr=0,01 a 0,35
para supervivencia).

F micosatélites -
5T
SNPs - »
Asturias —
Portugal —.

Madrid |- —

A NIVEL DE ESPECIE

Caceres TS

Q Atlantico Ibérico} —o——
ST

Espafa Central

Atlantico Francés

Este del Medit.|-

Sur de Espaiia -

Marruecos O

GRUPOS NEUTRALES

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Diferenciacién entre poblaciones

Figura 1. Diferenciacion genética molecular (Fst) y cuantitativa para altura (Qsr) entre poblaciones de Pinus pinaster de
todo el rango de distribucion de la especie. Se dan los resultados a nivel de especie en los cuatro sitios de ensayo, asi
como dentro de grupos neutrales para el ensayo de Asturias.

El analisis cluster jerarquico nos permitié hacer una segunda division de los grupos poblacionales
neutros, basandonos en caracteres cuantitativos (Figura 2a). Entre las variables utilizadas en el
analisis cluster, la altura medida en Asturias fue la de mayor relevancia. Se subdividieron los grupos
poblaciones Atlantico francés y Espana central pero no Atlantico ibérico (Figura 2b, c, d). Los grupos
poblacionales neutros restantes (Sur de Espana, Este del Mediterraneo y Marruecos) mostraron una
diferenciacion significativa para todas las poblaciones incluidas en el estudio. De acuerdo con esto,
a partir de los seis grupos poblacionales neutros iniciales pasamos a proponer diez grupos de
poblaciones relevantes para la conservacion de la especie, considerados como un minimo que
deberia ser tenido en cuenta en un programa preliminar de conservacion genética de la especie.
Todos los grupos de poblaciones relevantes para la conservaciébn mostraron altos niveles de
diversidad genética neutra tanto para microsatélites como para SNPs, reducidos niveles de
consanguinidad y tamanos poblacionales grandes. También mostraron una alta evolvabilidad en los
cuatro sitios de ensayo. Como era esperable, las estimaciones de Qsr y Fsr fueron marcadamente
inferiores dentro de los grupos de poblaciones relevantes para la conservacion que dentro de los
grupos neutrales iniciales.
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Figura 2. Propuesta de grupos de poblaciones relevantes para la conservacion de Pinus pinaster en base a diferenciacion
genética y limites geograficos de los grupos neutrals (a). Agrupacion basada en datos de altura y supervivencia tomados
en cuatro ensayos de ambiente comUn en sitios de ambientes contrastados y distribuciones de altura en el sitio de ensayo
de Asturias para grupos de poblaciones de la costa atlantica francesa (b), Espana central (c) y costa atlantica ibérica (d).
Cada subfigure de la derecha muestra un dendrograma de cluster jerarquico en la izuierda y un grafico con la funcién de
distribucion de Alturas a nivel de poblacion a la derecho. Las poblaciones representadas con linea de puntos
corresponden a grupos de conservacion diferentes.

El rango de distribucion del pino negral esta comprendido dentro de seis zonas climaticas. La red de
conservacion genética existente en la actualidad comprende poblaciones de las seis zonas
climaticas en las que se encuentra la especie, pero no siguen un patrén uniforme dentro de las
mismas, existiendo huecos en la implementacién de la estrategia europea. El clima mediterraneo
norte esta claramente sobrerrepresentado (el 52%de las unidades de conservacion pertenece a este
clima), mientras que el atlantico central, lusitanico y mediterraneo sur estan infrarrepresentados (7,
10 y 10% del total, respectivamente). Ademas, solo incluye poblaciones de cuatro de los seis grupos
poblacionales neutros identificados para la especie, con el grupo del Este del Mediterrdneo
claramente sobrerrepresentado, mientras que las poblaciones de los grupos atlantico Ibérico o
Marruecos no se consideran. De hecho, algunas poblaciones dentro de la misma zona climatica
pertenecen a grupos neutrales diferentes y al revés, ciertos grupos neutrales estan distribuidos en
diferentes zonas climaticas. Los limites climaticos tampoco fueron capaces de distinguir entre
grupos genéticamente diferentes para caracteres adaptativos dentro de grupos neutrales. Sin
embargo, si encontramos correlaciones significativas entre altura y variables geograficas vy
ambientales en los sitios de ensayo en condiciones atlanticas (e.g. r=0,55, p=6,2x104 con
precipitacion anual en Asturias; r=-0,37, p=2,9x10-2, con temperatura media del mes mas calido en
Portugal). No se hallaron correlaciones significativas en sitios de ensayo en condiciones
mediterraneas (Madrid y Caceres), con una supervivencia mucho menor.
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5. Discusion

La mayor parte de los arboles europeos de amplia distribucién, incluyendo el pino negral,
estan incluidos en la categoria de la IUCN “preocupacion menor” o estan todavia bajo evaluacion
(FARJON, 2013). Sin embargo, la necesidad de conservar la variacion genética intraespecifica en
arboles esta ampliamente reconocida por la comunidad cientifica (Ledig 1986). Algunas poblaciones
particulares de pino negral (e.g. Tramuntana en las islas Baleares o las de la subespecie P. pinaster
ssp. renoui en el Norte de Africa) se encuentran amenazadas como resultado de la sobreexplotacion
y degradacion de su habitat. El analisis de la estructura genética poblacional gracias a los
marcadores moleculares ha permitido la definicibn de seis grupos de poblaciones. Esto es
consistente con la ampliamente conocida historia filogeografica de la especie (SANTOS DEL BLANCO et
al., 2012; JARAMILLO-CORREA et al., 2015). Encontramos altos niveles de variacion genética a nivel de
especie, grupo poblacional neutro y grupo de especies relevante para la conservacion, lo que
sugiere la existencia de suficiente potencial de cambio evolutivo como para afrontar nuevas
presiones selectivas. Al mismo tempo nuestras estimaciones de Qsr consistentemente mas altas
que las de Fsr indican también la existencia de una seleccion divergente generalizada (Figura 1). Por
lo tanto, caben esperar cambios evolutivos contrastados en diferentes partes del rango de
distribucion del pino negral, en particular bajo condiciones ambientales adversas. Todo esto pone de
relieve la necesidad de seguir desarrollando estrategias de conservacion genética a nivel
intraespecifico para el pino negral, asi como para la mayoria de especies de arboles de amplia
distribucion.

Treinta anos después de la definicion de unidades Evolutivamente Significativas por parte de RYDER
(1986), todavia se esta debatiendo sobre como se deberian definir y elegir las unidades de
conservacion, y la importancia relativa que habria que dar a los componentes neutro y adaptativo de
la variacion genética (FRASER & BERNATCHEZ, 2001). Nuestra propuesta es una metodologia de
decisién en cascada, usando limites climaticos cuando no se dispone de otra informacién, pero
gradualmente incorporando datos de marcadores moleculares y fenotipicos a medida que estén
disponibles. En la actualidad hay profundos estudios en los que se usan marcadores moleculares
para muchas especies de arboles (e.g. Eucalyptus, Pinus, Populus, Quercus) (NEALE & KREMER,
2011). La mera incorporacion de esa informacion en la planificacibn de la conservacion
representaria un avance significativo respecto al tradicional uso de las regiones de procedencia (ALIA
et al.,, 1996). Los marcadores moleculares son efectivos a la hora de definir grandes grupos de
poblaciones con un limitado flujo genético entre ellos (FRASER & BERNATCHEZ, 2001). Sin embargo,
son a menudo inadecuados para cuantificar la variacion adaptativa o el potencial evolutivo (REED &
FRANKHAM, 2001), dado que la capacidad de una especie para evolucionar esta determinada
principalmente por la variacién genética cuantitativa (FRANKHAM, 2010).

Por lo tanto, en la medida en que haya datos disponibles, los caracteres fenotipicos deberian ser
tenidos en cuenta en un segundo paso para poder diferenciar subgrupos de poblaciones bajo
diferentes presiones selectivas. En la actualidad existe una gran cantidad de datos de caracteres
cuantitativos obtenidos gracias a experimentos de ambiente comUn (ensayos de procedencia). Estos
estan disponibles para la mayoria de especies de arboles relevantes desde un punto de vista
econdmico y ecolégico (PAQUES et al., 2013). Esta informacién podria ser utilizada en un segundo
paso para la identificaciébn de poblaciones relevantes para la conservacion, pero desconocemos la
existencia de ningln programa de conservacion que utilice esta informacion. Al mismo tiempo, la
falta de informacién de este tipo podria dificultar la implementacion a gran escala de la metodologia

propuesta para aquellas especies de menor valor econémico y ecolégico.
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Una vez que los grupos de poblaciones relevantes para la conservacion han sido definidos, se debe
afrontar el complejo problema de evaluar hasta qué punto van a ser capaces de mantener el
potencial evolutivo de la especie. Esto también puede ser afrontado mediante la integracion de
datos de marcadores moleculares y caracteres cuantitativos (LEFEVRE et al., 2013b). Para el pino
negral, los grupos propuestos en este trabajo albergan una alta diversidad genética, altos tamanos
efectivos poblacionales y muy baja consanguinidad, sugiriendo una alta resiliencia a nuevas
condiciones ambientales. La baja diferenciacion cuantitativa entre poblaciones dentro de estos
grupos facilita la subsiguiente seleccion de poblaciones dentro de los mismos como unidades de
conservacion, al tiempo que se mantiene la variacion genética y el potencial evolutivo.

La cuenca Mediterranea esta considerada como un punto caliente de biodiversidad y un objetivo
principal en el que centrar esfuerzos de conservacion (FADY-WELTERLEN, 2005). Sin embargo,
(LEFEVRE et al., 2013a) recientemente detectaron huecos en los esfuerzos de conservacion genética
de arboles forestales en las zonas climaticas mediterraneas. La estrategia europea de conservacion
de arboles forestales usa zonas climaticas (METZGER et al., 2005) como un indicador de la existencia
de procesos adaptativos. Aun asi, esta estrategia de uso de zonas climaticas tan amplias nos resulta
cuestionable, incluso para aquellas especies para las que se conoce la existencia de clinas de
variacion fenotipica a lo largo de gradientes ambientales. Nuestros resultados corroboran la
existencia de clinas de variacion fenotipica a lo largo de gradientes de temperatura y precipitacion
(SANTOS DEL BLANCO et al., 2012; JARAMILLO-CORREA et al., 2015), y la importancia del papel del
ambiente en la adaptacion local del pino negral (SERRA-VARELA et al., 2015). Sin embargo, ni la
variacion neutral ni la adaptativa son capturadas por la zonificacion climatica de METZGER et al.,
(2005), probablemente por su amplia escala espacial o por una inadecuada seleccion de las
variables clasificatorias en el caso del pino negral. Las clasificaciones ambientales a gran escala
pueden suponer un buen punto de partida, pero deberian ser tomadas con precaucién a la hora de
definir prioridades de conservacion, en particular cuando existe una gran cantidad de datos de
caracter genético. Este es el caso de algunas de las principales especies de arboles forestales en
Europa, incluyendo el pino silvestre, pino carrasco, fresno, haya, cerezo silvestre y picea entre otros
(PAQUES et al., 2013).

Los diez grupos de poblaciones relevantes para la conservacion del pino negral definidos aqui
(Figura 2) son el resultado de la integracion de toda la informacién disponible hasta la fecha, pero
constituyen un minimo a sr considerado. La obtencion de datos genéticos de regiones aln por
explorar y la inclusion de un rango mayor de caracteres adaptativos, como por ejemplo la resistencia
a plagas y enfermedades, germinacion y capacidad de establecimiento de las plantulas y
supervivencia de arboles adultos y reproduccién, podrian incrementar el nimero de grupos de
poblaciones a ser considerado para una efectiva conservacion del pino negral. Aunque seria ideal
contar con tantos caracteres fenotipicos como fuera posible, en esta especie la altura se ha
mostrado como un caracter altamente integrador, estrechamente relacionado con resistencia a
caracteres bibticos y abibticos (SANTOS DEL BLANCO et al., 2012; ALIA et al., 2014; JARAMILLO-CORREA et
al., 2015). Esto hace nuestra clasificacion basada en datos de altura una aproximacion fiable.

Los esfuerzos de conservacion deberian ademas considerar el establecimiento de unidades de
conservacion en poblaciones que se encuentren en los limites de distribucién o en condiciones
ecologicas extremas (FADY et al., 2015). El rango de distribucion del pino negral se ha dividido en
regiones de procedencia (e.g. Alia et al. 1996 en Espana, CEMAGREF 2003 en Francia) que
corresponden a areas con condiciones ecolégicas uniformes y fuentes semilleras con fenotipos o
caracteristicas genéticas putativamente (i.e. no comprobado experimentalmente) similares para
objetivos de gestion forestal y repoblacion. Estas regiones de procedencia pueden ser utilizadas
para establecer limites geograficos para los grupos de poblaciones relevantes para la conservacion.
Esta estrategia funcionaria bien por ejemplo en Espaia, donde se ha establecido un gran nlimero de
regiones de procedencia aisladas entre si (ALIA et al., 1996). Sin embargo, estudio también muestra

¢
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gue las regiones de procedencia de Las Landas y Corcega (CEMAGREF 2003) deberian ser
subdivididas con fines de conservacion (Figura 2). Esto pone de manifiesto la necesidad de
estandarizar los criterios de seleccion de las unidades de conservacion en diferentes paises.

6. Conclusiones

Este es el primer trabajo que considera de forma conjunta la informacidén proveniente de
marcadores moleculares, caracteres cuantitativos y variacion ambiental para el estudio de la
conservacion de arboles. Sugerimos indicadores moleculares y cuantitativos clave a la hora de
evaluar la diferenciacion entre poblaciones e identificar grupos de poblaciones con el propésito de
su conservaciéon dinamica. Nuestros resultados muestran que la variacion ambiental supone un
buen primer punto de partida para estrategias de conservacion genética in-situ, pero también que ni
una estrategia basada puramente en datos climaticos ni tampoco una estrategia basada s6lo en
datos moleculares podran capturar toda la variabilidad que deberia ser tenida en cuenta en la
planificacion de la conservacion.

Las estrategias de conservacion actuales fallan a la hora de integrar la informacion genética
disponible, a pesar de la identificacion de poblaciones singulares ha mostrado ser una estrategia
efectiva. La incorporacion de informacion genética cuantitativa en programas de conservacion de
organismos tan longevos como los arboles supone un complejo reto, pero la integraciéon de datos de
calidad en lo relativo a demografia, y diversidad genética neutra y adaptativa son esenciales para el
diseno de estrategias de conservacion genética adaptativa, de forma que se minimicen las pérdidas
de biodiversidad como resultado del cambio climatico.
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