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Resumen

La encina y el alcornogue son especies prioritarias de mejora ante las condiciones adversas de
cambio global, particularmente ante estrés hidrico y Phytophthora cinnamomi. Se presentan aqui los
resultados de un andalisis molecular mediante marcadores microsatélites (SSR) para cuantificar la
diversidad genética y la estructura poblacional de 73 encinas y 70 alcornoques que conforman una
poblacion de mejora. Se analizaron 9 poblaciones representativas por especie y 8 arboles por
poblacion. En Quercus ilex se observaron 77 alelos para el conjunto de los siete SSRs utilizados y una
elevada diversidad genética en el conjunto de poblaciones (UHe = 0,731). Todas las poblaciones
presentaron alelos exclusivos. Segin STRUCTURE se identificaron 3 grupos representativos, el
primero de ellos incluyendo a las poblaciones de la subespecie ilex del este peninsular. En Q. suber se
observaron 31 alelos para el conjunto de los siete SSRs evaluados y un valor medio de diversidad
genética inferior a la observada en Q. ilex, pero variable entre poblaciones (0,500 < UHe < 0,342).
Sélo cinco poblaciones de alcornoque presentaron alelos exclusivos y en numero inferior a los
detectados en Q. ilex. En Q. suber no se detect6é estructural genética poblacional.

Palabras clave
Biodiversidad forestal, variabilidad poblacional, mejora genética, genética de poblaciones,
decaimiento.

1. Introduccion

El género Quercus ha sido muy estudiado por su relevancia econdémica y ecolégica. En
particular, la encina (Quercus ilex) y el alcornoque (Q. suber) son dos especies de elevada importancia
socioeconémica en el Mediterraneo occidental, tanto por la produccién de bellota como por la
producciéon de corcho. Encina y alcornoque son especies pertenecientes a las secciones ilex y cerris
respectivamente, dentro del subgénero Cerris (MANOS et al.,, 1999). Ambas especies son muy
comunes en la Peninsula Ibérica y estan distribuidas en una amplia variedad de ambientes. A nivel
fenotipico, Q. suber posee una gran plasticidad, siendo capaz de expresar distintos fenotipos ante
diferentes condiciones ambientales, y Q. ilex presenta miltiples adaptaciones morfolégicas,
fisiolégicas, y moleculares que le permiten resistir al estrés, lo cual resulta importante para los
ambientes en los que se distribuyen (SOTO et al., 2007; BARBETA & PENUELAS, 2016; SOLLA et al.,
2016; CORCOBADO et al., 2017).

Aunque la encina y el alcornoque no estan catalogadas como especies amenazadas en sentido
estricto, se enfrentan a serios problemas que ponen en riesgo su conservacion, entre los que
destacan el envejecimiento del arbolado, la sobreexplotacion o la falta de regeneracion. A esto hay
gue sumar que en las Gltimas décadas se ha producido un progresivo deterioro de ambas especies
con la pérdida de muchos ejemplares debido al sindrome de la seca, causado, entre otros factores,
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por el oomiceto Phytophthora cinnamomi que esta considerado por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) como uno de los 100 organismos patégenos mas devastadores
del mundo. La reduccion del nimero de individuos se traduce en pérdidas ecolégicas y econémicas
considerables, asi como de un patrimonio genético de incalculable valor que en muchos casos resulta
irrecuperable (ENCINAS-VALERO et al., 2022). Ante la seca de los Quercus, en 2017, se constituye el
subgrupo de trabajo “Mejora genética y fisiolégica” coordinado por el MAPA-MITECO (PEREZ et al.,
2020), en el que se encuadra este estudio.

La diversidad genética de las especies son los recursos con los que éstas evolucionan y pueden
ser mejoradas, por lo que su conservacion es fundamental. Esta diversidad genética indica la
capacidad de adaptacion de los organismos frente a los cambios ambientales a través de la seleccién
natural. Por ello, el conocimiento sobre la cantidad de variacién genética existente en las poblaciones
es requisito fundamental para predecir la capacidad de adaptaciéon de cada poblacion ante una futura
situacién cambiante. El reciente desarrollo de la biologia molecular y de las herramientas estadisticas
ha permitido identificar y analizar la variacion genética de las especies empleando marcadores
moleculares (TUSKAN et al., 2004). Dentro de ellos, los marcadores microsatélites (SSR, Simple
Sequence Tags) presentan una serie de caracteristicas que los hacen ventajosos frente a otros tipos
de marcadores moleculares. Estas caracteristicas se resumen en su elevado grado de polimorfismo,
su herencia mendeliana simple, codominancia (por la que pueden diferenciarse individuos
homocigotos de heterocigotos) y su alta reproducibilidad (VARSHNEY et al., 2005). Otra ventaja es
que las regiones que flanquean estas repeticiones suelen estar bien conservadas dentro de un mismo
género, lo que facilita que sean empleados en diferentes especies.

A nivel de diversidad genética, los marcadores microsatélites han sido ampliamente utilizados
en numerosas especies del género Quercus, como Q. petraea, Q. robur, Q. coccifera, Q. subery Q. ilex
(STEINKELLNER et al., 1997; NEOPHYTOU et al., 2011; SOTO et al., 2007, BURGARELLA et al., 2009).
Estos trabajos han puesto de manifiesto la compleja estructura genética de las poblaciones de las
diferentes especies, acentuada por el hecho constatado de que no existe aislamiento reproductivo en
el género Quercus (VAN VALEN, 1976; SALVINI et al., 2009; LEPAIS & GERBER, 2011). La hibridacién
es un fendbmeno importante a tener en cuenta en muchos taxones vegetales, pudiendo jugar un papel
relevante en la formacion de nuevas especies, ademas de afectar a la variabilidad genética y a la
adaptacion a condiciones locales (ALLENDORF et al., 2001; ALDRICH et al., 2003). Diversos trabajos
han senalado la posible hibridacién y retrocruzamiento en masas mixtas de encina y alcornoque que
senalan el intercambio genético entre las dos especies, aunque resulta dificil confirmar si pertenecen
a hibridos de primera generacion o a retrocruzamientos con las especies parentales (BELAHBIB et al.,
2001; SOTO et al., 2007).

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo ha sido el estudio de la diversidad genética y de la estructura
poblacional de poblaciones de encina y alcornoque representativas de su area de distribuciéon en
Espana para evaluar sus recursos genéticos y establecer estrategias de conservacion y mejora de
ambas especies.

3. Metodologia

En total se han analizado 143 individuos procedentes de nueve poblaciones de Q. ilex y nueve
poblaciones de Q. suber, y ocho individuos por poblacién (Figura 1). La extraccién de ADN se realizd
en 20 mg de muestra de tejido foliar liofilizado con el kit Plant-Mini de Qiagen siguiendo las
instrucciones del fabricante. El secado de las hojas se realizé en sobre de papel dentro de cajas con
gel de silice, que actudé como desecante absorbiendo el agua de las muestras.

-
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La caracterizacion molecular se realizd empleando 13 marcadores microsatélites (SSRs), cinco
desarrollados en Quercus spp. (MSQ13, QpZag7, QpZag9, QpZag20, QpZag36) (DOW et al., 1995;
HAMPFER et al., 1998) y ocho desarrollados en Castanea sativa (CsCAT2, CsCAT3, CsCAT14,
CsCAT41, EMCs14, EMCs15, EMCs38, OCI) (BUCK et al., 2003; MARINONI et al., 2003; GOBBIN et al.,
2007) (Tabla 1). La puesta a punto de las amplificaciones se llevd a cabo empleando reacciones
individuales para cada marcador. Posteriormente, basandonos en los marcadores que amplificaron y
en el tamano de los productos de amplificacion, se disefiaron dos mezclas multiplex-PCR, en las que
se amplifican de forma simultanea en una Unica reaccion dos o mas pares de cebadores marcando el
forward con un fluorocromo (6-FAM, VIC, NED; Applied Biosystems, Foster City, California, EE.UU.). La
amplificacion se llevé a cabo en un volumen total de 20 pL siguiendo el protocolo Multiplex Kit de
Qiagen y se analizaron con un secuenciador ABI-PRISM 3100. Los alelos se definieron en funcion de
su tamano en pares de bases comparandolos con un tamano estandar (LIZ-500).
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Figura 1. Origen del material vegetal utilizado.

Los indices de diversidad genética de las poblaciones analizadas se estimaron utilizando el
programa GenAlEx 6 (PEAKALL & SMOUSE, 2005). Se calcul6é el nimero de alelos totales por locus
(Na), el nimero de alelos exclusivos (Pa) y la heterocigosidad esperada (UHe). El coeficiente de
diferenciacion entre poblaciones se analiz6é con el programa Arlequin 3.11 (EXCOFFIER et al., 2005).
Ademas, se calcul6 el analisis molecular de la varianza para cuantificar la proporcién de variacion
genética entre las poblaciones dentro de cada especie. La significacion de cada uno de los
componentes de la varianza se estimdé a partir de distribuciones generadas mediante 10.000
permutaciones al azar.

La estructura genética de las poblaciones se analizé aplicando un enfoque bayesiano mediante
el programa STRUCTURE v.2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000). En este método se establece el niimero
mas probable de grupos genéticos (K) suficientemente diferenciados. Posteriormente, se asignan
probabilisticamente los individuos a los distintos grupos, sin haber establecido a priori las frecuencias
alélicas de cada uno de esos grupos. El nimero de grupos diferentes (K) es confirmado mediante el
método MCMC (Markov Chain Monte Carlo), y el programa calcula a posteriori la probabilidad “Q” de
cada individuo de pertenecer a los citados grupos. Se han realizado 105 réplicas (MCMC) y una fase
inicial de optimizacion y filtrado (burn-in period) de 10.000 interacciones para cada K. En la
determinacion del nimero K que mejor representaba la estructura poblacional se empled el test
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descrito por EVANNO et al. (2005), utilizando el programa STRUCTURE HARVESTER (EARL &
VONHOLDT, 2012). Se realizaron 20 ejecuciones independientes de cada simulacién por cada valor
de Ky se promediaron utilizando el programa CLUMPP (JAKOBSSON & ROSENBERG, 2007).

4. Resultados

Los cinco SSRs desarrollados en Quercus spp. y dos (CsCAT3, CsCAT14) de los ocho
procedentes de C. sativa mostraron buena amplificacion y alto nivel de polimorfismo, mientras que los
restantes se descartaron del analisis ya que dos fueron monomorficos (CsCAT2 en Q. ilex y EMCs14
en Q. suber) y el resto no amplificaron.

En el conjunto del material analizado se han encontrado 89 alelos para los siete SSRs que han
amplificado en ambas especies. El nimero de alelos por locus varid entre siete (CsCAT3) y 15
(CsCAT14), con un valor medio de 12,7 alelos por locus (Tabla 1). EI promedio de heterocigosidad
esperada (UHe) fue de 0,777, con los valores mas bajos para los loci QpZAG9 y MSQ13 y los mas
altos para QpZAG36 y CsCAT14. Por especies, Q. ilex ha mostrado mayores valores de diversidad
genética para todos los parametros evaluados: 77 alelos detectados frente a 31 en Q. suber, asi
como una heterocigosidad esperada promedio de 0.731 frente a 0.426, respectivamente (Tabla 1).
El coeficiente de diferenciacion genética entre especies ha mostrado un valor superior al 20% (Fst =
0.226).

A nivel de marcadores, todos han sido polimérficos en ambas especies, siendo QpZAG36 y
QpZAG7 los mas variables en Q. suber y QpZAG20 y CsCAT14 en Q. ilex. Todos los marcadores han
mostrados alelos exclusivos en Q. ilex, un total de 58, mientras que en seis de los siete marcadores
se han detectado alelos exclusivos en Q. suber (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros de diversidad genética para cada marcador microsatélite (SSR) evaluado para ambas especies y en el
conjunto de material evaluado

Quercus suber Quercus ilex Conjunto
Locus Na UHe Pa Na UHe Pa Na UHe Fsr
Desarrollados en Quercus
QpZAG7 6 0,721 5 3 0,514 2 8 0,761
QpZAG9 5 0,090 2 11 0,784 8 13 0,725
QpZAG20 4 0,597 1 17 0,888 14 18 0,794
QpZAG36 7 0,727 0 12 0,860 5 12 0,880
MSQ13 2 0,058 2 11 0,851 11 13 0,736
Desarrollados en Castanea
CsCAT3 4 0,395 1 6 0,765 3 7 0,739
CsCAT14 3 0,372 1 17 0,839 15 18 0,815
Promedio total 31 0,426 12 77 0,731 58 89 0,777 0,226
Na, n° de alelos por locus, UHe, heterocigosidad esperada; Pa, alelos exclusivos; Fst, coeficiente de diferenciaciéon entre

especies.

A nivel de poblacion, en Q. ilex se han encontrado valores de diversidad genética elevados, que
ademas fueron muy similares en las nueve poblaciones (Tabla 2). Oliva de la Frontera fue la poblacion
con el mayor valor de variacién (UHe = 0,758) frente a Palacios del Pan que mostrd el valor méas bajo
(UHe = 0,693). Lo mas interesante a destacar es que todas las poblaciones presentaron alelos
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exclusivos (es decir Unicos en la poblacién), mostrando cada una de ellas una importante integridad
genética. En el caso de Q. suber, los valores de diversidad genética han sido bajos en el conjunto de
poblaciones con un valor medio de heterocigosidad de 0,426 (Tabla 3). No obstante, pueden
observarse diferencias entre poblaciones, siendo Hinojos la poblacion con mayor diversidad genética
(UHe = 0,500) y Carmonita la menos diversa (UHe = 0,342). Los resultados muestran que sélo cinco
poblaciones presentan alelos exclusivos y en un nimero inferior a los detectados en el caso de Q. ilex
(Tabla 3), lo que indica una menor integridad genética de las poblaciones.

Tabla 2. Parametros de diversidad genética de las poblaciones de encina (Quercus ilex) obtenidos a partir de siete
marcadores microsatélites (SSRs)

Poblacion Na UHe Alelos exclusivos
Corral de Almaguer 5,7 0,743

Dosrius 49 0,739 1
Alcudia 53 0,744 2
Oliva de la Frontera 5,6 0,758 2
Palacios del Pan 51 0,693 2
Talayuela 4.4 0,732 1
Valdepenas de Jaén 5,6 0,719 4
Vélez-Rubio 4.7 0,718 1
Villarcayo 6,1 0,727 3
Promedio 5,3 0,731 18

Na, n° de alelos por locus, UHe = heterocigosidad esperada.

Los resultados del analisis de la varianza han mostrado una diferenciaciébn moderadamente
alta entre las poblaciones de Q. ilex (Fst = 0.079; P< 0.01), lo que era de esperar por el alto nimero
de alelos exclusivos encontrados (Tabla 2). Por el contrario, los resultados han mostrado que no hay
una diferenciacion significativa entre las poblaciones de Q. suber (Fst = 0.002; P < 0.30), lo que es
congruente con el escaso niimero de alelos exclusivos encontrados (Tabla 3).

Para Q. ilex, el programa informatico STRUCTURE basado en los siete marcadores moleculares
(SSRs) mostr6 K = 3 como el nimero de grupos mas probable (Figura 2). Claramente, las dos
primeras poblaciones procedentes de Barcelona (Dosrius) y Mallorca (Alcudia) forman un cldster (Q1
= r0j0), que concuerda con la presencia mayoritaria de la subespecie Q. ilex L. subsp. ilex en ambas
regiones. El resto de poblaciones analizadas presentan dos grupos genéticos mezclados en una
proporcion aproximada del 50% (Q2 = amarillo y Q3 = verde), aunque las poblaciones de Palacios del
Pan, Talayuela, Vélez-Rubio y Corral de Almaguer presentaron una mayor proporcion del clister Q3
(verde) y las tres ultimas, Valdepenas de Jaén, Villarcayo y Oliva de la Frontera, del clister Q2
(amarillo) (Figura 2).

STRUCTURE no encontré estructura en el caso de Q. suber. A pesar de la falta de estructura, se
han detectado pequenas diferencias en relacion al grado de identidad genética de las poblaciones en
funcion de su coeficiente de diferenciacion Fst, donde se observa una ligera diferencia entre las
poblaciones de Hinojos (la que mostré mayor diversidad genética) y Talayuela con respecto al resto.

Tabla 3. Parametros de diversidad genética de las poblaciones de alcornoque (Quercus suber) obtenidos a partir de siete
marcadores microsatélites (SSR)

Poblacion Na UHe Alelos exclusivos
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Agullana 3,0 0,387 0
Carmonita 2,9 0,342 0
Castellar de la Frontera 3,1 0,427 1
Fuencaliente 2,4 0,388 0
Hinojos 3,0 0,500 0

Santa M.? de Solius 2,9 0,413 1
Oliva de la Frontera 2,9 0,485 1
Pasar6n de la Vera 2,6 0,429 1
Talayuela 3,0 0,461 1
Promedio total 2,86 0,426 5

Na, n° de alelos por locus, UHe = heterocigosidad esperada.

Dosrius Alcudia Palacios del Talayuela Vélez-Rubio Corral Valdepefias Villarcayo Oliva dela
Pan Almaguer Frontera

Figura 2. Estructura de las poblaciones de Quercus ilex usando el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) para K= 3.
Cada individuo se muestra en una barra vertical y cada color representa la proporcién del cliuster al que pertenece.

5. Discusion

Los marcadores microsatélites (SSRs) empleados en este trabajo han sido lo suficientemente
polimérficos para permitir genotipar las 18 poblaciones de Q. suber y Q. ilex, definir su estructura
genética y constatar que las poblaciones estudiadas no estan introgresadas con material de la otra
especie.

En relacion a la diversidad genética, Q. ilex ha presentado valores significativamente superiores
a los de Q. suber para todos los parametros genéticos. Este resultado coincide con lo reportado por
otros autores empleando diferentes tipos de marcadores moleculares (TOUMI & LUMARET, 1998;
LOPEZ DE HEREDIA et al., 2005; LUMARET et al., 2005; LUMARET & JABBOUR-ZAHAB, 2009). Asi, los
valores de variacion obtenidos han sido similares a los descritos en otros trabajos para ambas
especies, incluso en estudios a gran escala (LUMARET & JABBOUR-ZAHAB, 2009). La variabilidad
molecular existente en poblaciones naturales de encina estd estrechamente relacionada con su
amplia plasticidad frente a cambios climaticos del pasado, los cuales determinan la compleja
filogeografia de la especie y condicionan su evoluciéon futura. Sin embargo, estos valores de
diversidad han resultado inferiores a los de otras especies relacionadas como Q. petraea o Q. robur
(COTTRELL et al., 2003; VALBUENA-CARABANA et al., 2005).

Del mismo modo, se ha detectado un alto grado de diferenciacion entre especies lo cual es
esperable entre especies distantes (MIR et al., 2009). En Q. ilex, las poblaciones procedentes de
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Barcelona y Mallorca, pertenecientes a la subespecie Q. ilex L. subsp. ilex, han mostrado una clara
separacion con el resto de poblaciones, y éstas a su vez han mostrado dos grupos genéticos
mezclados en una proporcion aproximada del 50%. En Espana, diversos trabajos han puesto de
manifiesto una falta de estructura genética en Q. ilex, atribuida a un flujo genético efectivo que
asegura la ausencia de endogamia en la especie (LORENZO RODRIGUEZ, 2006; SOTO et al., 2007).
Sin embargo, aunque los marcadores microsatélites empleados en dichos trabajos son similares a los
del presente estudio, el diseno del muestreo no nos permite comparar los resultados. En nuestro
caso, se han analizado nueve poblaciones de cada especie representativas de su area de distribucion
al recoger las principales regiones de procedencia, 9 diferentes en el caso de Q. subery 8 en el caso
de Q. ilex (la region de procedencia Extremadurense esta representada por 2 poblaciones debido a su
extension), mientras que en los trabajos citados anteriormente se analizan masas mixtas donde
conviven ambas especies, pues se pretendia detectar introgresion.

En nuestro estudio, Q. ilex dobla el valor de diversidad genética de Q. suber (Na= 77 vs. 31;
UHe= 0,731 vs. 0,426; Pa= 58 vs. 12, respectivamente). Nuestro estudio no ha detectado estructura
en Q. suber, hecho que ha sido expuesto por otros autores previamente (MAGRI et al., 2007). Esta
falta de estructura genética pudiera ser debida a que las poblaciones, excepto Oliva de la Frontera,
fueran monomoérficas para al menos un marcador. Sin embargo, la elecciéon de los marcadores ha
sido correcta en relacion a su polimorfismo, ya que el nimero de alelos detectados es similar al
reportado en otros trabajos sobre la especie (SOTO et al., 2007), teniendo en cuenta, ademas, que
nuestro tamano poblacional es significativamente inferior. Por otra parte, LUMARET & JABBOUR
(2009) destacan dos grupos claramente diferenciados entre las poblaciones situadas al este y las del
oeste de su area de distribucién en el Mediterraneo. Estos resultados son compatibles con los
obtenidos en este estudio ya que las poblaciones analizadas de la Peninsula Ibérica corresponden
todas al mismo grupo.

Existen trabajos que ponen de manifiesto que, aunque rara, es posible la hibridacién entre
ambas especies, sin embargo, en nuestro estudio hemos podido confirmar que no existen individuos
introgresados entre ambas. BURGARELLA et al. (2009) identificaron por primera vez en campo
hibridos de Q. suber y Q. ilex utilizando microsatélites, mostrando que existia una baja proporcion de
flujo genético entre ambas especies. Sin embargo, aunque se observoé una baja tasa de hibridacion,
esto no supone que en el pasado no haya existido mayor hibridacion con Q. ilex, tal y como sugieren
algunos estudios que han utilizado marcadores cloroplasticos (LOPEZ DE HEREDIA et al., 2007;
LUMARET et al., 2009).

6. Conclusiones

Los marcadores microsatélites empleados en este trabajo han sido lo suficientemente
polimérficos para permitir genotipar las poblaciones de Q. suber y Q. ilex evaluadas, asi como para
permitir identificar nuevos recursos genéticos de ambas especies en la Peninsula Ibérica. Esta
informacioén sera de gran valor para la toma de decisiones relacionadas con la seleccion de arboles
madre y brinzales tolerantes a estrés hidrico y a P. cinnamomi en el actual programa de mejora de
estas especies (PEREZ et al., 2020).
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