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REGENERACION DE QUERCUS PYRENAICA I:
ESTRUCTURA GENETICA ESPACIAL EN MONTE BAJO
Y MONTE HUECO Y FRUCTIFICACION EN CLONES
Y PIES DE SEMILLA: AUSENCIA DE PATRONES
DIFERENCIADORES CLAROS.

MARiA VALBUENA-CARABANA'", RAMON PEREAY? Y Luis GIL!

RESUMEN

La regeneracién de las especies forestales es un proceso complejo en el que intervienen e interac-
cionan multiples fases y factores. Aparte de la formacién de las semillas, su dispersion y el estable-
cimiento exitoso de las pldntulas constituyen pasos fundamentales en el proceso de regeneracién.
En el caso de Quercus pyrenaica, roble submediterrdneo cuyas principales dreas de distribucién se lo-
calizan en la peninsula Ibérica, las dos fases del proceso que en mayor medida comprometen la re-
generacién natural de la especie en toda su geografia son, precisamente, la falta de produccién de
bellotas en los montes bajos y la dificultad que tienen las plantulas para su establecimiento en mon-
tes abiertos con elevada carga de herbivoros. El proyecto 047/2010 (continuacién de 030/2007) se
centra en estas dos fases del proceso de regeneracién y analiza las causas de su fracaso en dos po-
blaciones con estructuras forestales diferentes (monte bajo y monte con estructura adehesada) lo-
calizadas en el P.N. de Cabafieros a través de estimaciones directas e indirectas. Los resultados se
muestran en dos trabajos consecutivos en este Monografico (Regeneracién de Quercus pyrenaical'y
II). En el presente trabajo se analiza la estructura genética espacial a escala local (SGS) del monte bajo
y el monte hueco mediante el anélisis de 14 marcadores moleculares microsatélites, estimandose de
forma indirecta el flujo genético (dispersion) histérico a partir de ella. Las escasas diferencias en la
diversidad genética (108 genotipos/ha en el monte bajo y 88 genotipos/ha en el monte hueco) y en
la estructuracién espacial de ambos tipos de montes (Sp=0,00775 en el monte bajo y Sp=0,00961 en
el monte hueco) no parecen explicarse por las grandes diferencias en los niveles de fructificaciéon ob-
servados en la actualidad, datos que sugieren que en el pasado las estructuras forestales de ambas
poblaciones eran mds parecidas que actualmente. Estos resultados permiten inferir que, de forma
histérica, en los montes bajos han existido fuentes semilleras responsables de la alta diversidad y la
débil SGS. Por otro lado, la estimacién de la fructificacién en pies adultos en funcién de su perte-
nencia o no a cepas (i.e. procedentes de un rebrote vegetativo o portadores de genotipos tinicos
(GU)) ha mostrado una alta variabilidad interindividual e interanual a lo largo de los tres afios de
estudio: en 2011 los pies de GU produjeron mayor ntimero de bellotas, en 2012 las diferencias entre
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grupos no fueron significativas; y en 2013 las cepas produjeron mads bellotas que los pies de GU. La
ausencia de un patrén diferenciador en la produccién de semillas de uno y otro tipo de drboles no
ayuda a explicar la falta de fructificacién generalizada en los montes bajos (formados mayoritaria-
mente por cepas), ni la existencia de un compromiso entre la reproduccién asexual y sexual que sea
independiente de la disponibilidad de recursos.

Palabras clave: rebollar, cepa, resalvo, mutacién somaclonal, estructura genética espacial, esfuerzo re-
productor

SUMMARY

Natural regeneration of forest trees is a complex process where multiple species and factors inter-
act. Beyond seed formation, effective dispersal and seedling recruitment are key steps in the whole
regeneration process. For Quercus pyrenaica, a submediterranean oak species mainly distributed in
the Iberian Peninsula, the two stages endangering the most species regeneration in the whole dis-
tribution area are, precisely, the generalized lack of acorn production in coppice woodlands and the
lack of successful seedling establishment in open forests that typically host high density of grazing
herbivores. The project 047/2010 (continuation of the former 030/2007) focuses on these two phases
of the regeneration process trying to analyse by direct and indirect estimates the underlying causes
of regeneration failure in two stands in Cabafieros National Park with contrasting wood structures
(abandoned coppice vs. open woodland). Results are shown in two consecutive articles (Regenera-
tion of Quercus pyrenaica I and II) in the current Monograph. In the present one, the spatial genetic
structure at fine-scale (SGS) was analysed in both stands by means of nuclear microsatellite mark-
ers (nSRR) and was also used for indirectly estimate the historical gene dispersal at each stand. Low
differences in genetic diversity levels (108 genotypes/ha in coppice vs. 88 genotypes/ha in open
woodland) and in the SGS of both stands (Sp=0.00775 in coppice; Sp=0.00961 in open woodland) do
not seem to be explained by the high contrasted levels of acorn production currently observed in
both types of woodlands. These data suggest that in former times, both forest structures would have
been more similar than today. All together, these results allow us to infer that despite the applied
management promoting vegetative reproduction in coppices, trees acting as seed sources had to be
historically common in this type of woodlands in order to explain the high diversity levels (high
number of different genotypes) and the low SGS found. On the other hand, the assessment of acorn
production by trees bearing unique genotypes (GU) and trees belonging to clonal clumps showed
high inter-individual and inter-annual variability: in 2011 stems with GU presented higher acorn
production than trees in clonal clumps; in 2012 there were no significant differences between both
groups of trees; whereas in 2013, trees in clonal clumps produced more acorns than GU trees. The
absence of a differentiation pattern in acorn production hinders to explain neither the generalized
lack of fructification in coppice stands of the species (mainly formed by clonal assemblies) nor the
existence of a trade-off independent of resources availability between sexual and asexual repro-
duction.

Key words: Oak coppice, clonal clump, standard stem, somaclonal variation, spatial genetic struc-
ture, reproductive effort.
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INTRODUCCION

La regeneracion de las especies forestales es un
proceso complejo en el que intervienen e interac-
cionan multiples fases y factores (JORDANO y
HERRERA, 1995). En las especies dominantes,
denominadas ingenieras de ecosistemas, la dina-
mica de la regeneracién condiciona otros proce-
sos esenciales a nivel ecosistémico y la historia
vital de los organismos que dependen de ellos
(e.g. PULIDO y DIAZ, 2005). Asi, la interaccién
de otras especies (animales y vegetales) en las
distintas fases de la regeneracién forestal juega
un papel fundamental al modificar el balance
final del proceso, tanto de forma positiva (dis-
persores, facilitadores) como de forma negativa
(patégenos, herbivoros). Al mismo tiempo, los
procesos que determinan el éxito de la regenera-
cién de estas especies condicionan sus propias di-
ndmicas poblacionales, sus niveles de diversidad
y estructuracién genética y la funcionalidad a
largo plazo de los ecosistemas que conforman
(DIAZ et al., 2011). Por tanto, el conocimiento
adecuado de la ecologia de la regeneracién de
estas especies requiere la identificaciéon de las
fases demogréficas claves del proceso completo y
de los principales factores que lo condicionan.

Ademads de la formacién de las semillas, su dis-
persién y el establecimiento exitoso de sus plan-
tulas constituyen pasos fundamentales en el pro-
ceso de regeneracién. Los rebollares o melojares
son formaciones casi exclusivas de la peninsula
Ibérica, dominados por un roble de cardcter sub-
mediterrdneo (Quercus pyrenaica Willd.). Su ex-
traordinaria capacidad de rebrote, no sélo de
cepa, sino especialmente de raiz (RUIZ DE LA
TORRE, 2006) le confiere a esta especie ciertos
rasgos ecoldgicos relevantes que le han permi-
tido sobrevivir a una larga historia de aprove-
chamientos. Cortados, quemados y carboneados,
su manejo en monte bajo ha supuesto una préac-
tica comun en estos robledales desde la antigtie-
dad, dando lugar a una total transformacién de
las estructuras naturales de la especie (VAL-
BUENA-CARABANA y GIL 2013a). Sin em-
bargo, una vez perdido el interés econémico del
carbén y las lefias, este manejo tradicional ha sido
abandonado y actualmente los montes bajos se
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encuentran en un estado de degradacién avan-
zado. Hoy en dia, los rebollares de Q. pyrenaica
presentan problemas de falta de regeneracién se-
xual, estancamiento del crecimiento de los pies y
un incremento en el riesgo de incendios debido a
las elevadas densidades del rebrote (SERRADA
et al., 1994; SAN MIGUEL et al., 2011; SALOMON
etal., 2013). Su regeneracion sexual se encuentra
fuertemente comprometida como consecuencia
de la falta de produccién de bellotas en los mon-
tes bajos y la dificultad que tienen las plantulas
para su establecimiento en montes abiertos con
elevada carga de herbivoros (referencias en VAL-
BUENA-CARABANA ef al., 2008; PEREA e al.,
2014). Mds alld de estos problemas de tipo ecol6-
gico (degradacién de las masas por el envejeci-
miento de las cepas), econémico (abandono del
aprovechamiento excepto un uso residual de
lefias) y social (peligro de incendios debido a la
alta densidad de combustible) a los que se en-
frentan actualmente los rebollares de Q. pyre-
naica, el interés ambiental, ecoldgico, paisajistico
y productivo de estas masas forestales requiere
del conocimiento de los mecanismos implicados
en su regeneracion natural, para dotar a los ges-
tores de herramientas y esquemas de gestiéon que
garanticen la perpetuacién de estas formaciones
a través de la regeneracién natural. El proyecto
047/2010 (continuacién de 030/2007) analiza los
problemas relacionados con ambas fases del pro-
ceso en dos trabajos consecutivos.

En las poblaciones vegetales, existen numerosos
factores demogréficos y ecolégicos que acttian a
diferentes escalas sobre sus patrones reproducti-
vos. A nivel poblacional, son importantes el ta-
mafo y la densidad de la poblacién, el tipo de
polinizacién, la sincronia de la floracién (EL-
KASSABY y JAQUISH, 1996; ROBLEDO-AR-
NUNCIO et al., 2004; O’CONELL et al., 2006;
GERARD et al., 2006). Ademaés, otros factores re-
lacionados con el manejo selvicola pueden influir
sobre los patrones reproductivos al modificar las
tasas de cruzamiento entre individuos (MU-
RAWSKI et al., 1994; EL-KASSABY et al., 2003) o
influir directamente en el modo de reproduccién,
como seria el caso en Q. pyrenaica (VALBUENA-
CARABANA y GIL, 2013a, 2014). A nivel indivi-
dual, la forma y el tamafio de la planta, el es-
fuerzo reproductor (femenino y masculino) y la
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posicién social dentro de la masa acttian a su vez
sobre los patrones de reproduccién (BURCZYK
et al., 1996, 2002; DOW y ASHLEY 1998; O’CO-
NELL et al., 2004; VERDU et al., 2006). En espe-
cies capaces de crear agregaciones clonales, la
propagacién vegetativa puede tener efectos im-
portantes en la estructura genética intrapobla-
cional: en aquéllas alégamas obligadas ((como es
el caso del género Quercus (DUCOUSSO et al.,
1993)) una fuerte estructura clonal puede restrin-
gir la contribucién de la reproduccién sexual al
impedirse la fecundacién (y por tanto la fructifi-
cacién) debido a un aporte excesivo de polen pro-
cedente de pies genéticamente iguales (HAN-
DEL, 1985). Aparte de las oportunidades para la
polinizacién efectiva, la posible existencia de un
compromiso entre los esfuerzos dedicados a la
fructificacién y a la extensién del rebrote vegeta-
tivo (trade-off entre la reproduccién sexual y ase-
xual) podria jugar un papel importante en el
mantenimiento de la diversidad genética y en la
dindmica y continuidad de las poblaciones en
funcién de los recursos disponibles (véase revi-
sién en ZHANG y ZHANG, 2007). En el caso de
Q. pyrenaica, se ha sugerido que el aprovecha-
miento en monte bajo ha abundado sobre la im-
portante veceria que afecta a la especie (BRAVO
et al., 2008) sin profundizar en las causas que la
producen.

Dentro de poblaciones continuas y en ausencia
de seleccién natural, la restricciéon en la disper-
sién de polen y semilla y el apareamiento prefe-
rencial entre individuos préximos puede dar
lugar a la diferenciacién por deriva genética de
subgrupos de individuos mediante el proceso de-
nominado aislamiento por distancia (IBD isola-
tion by distance) (WRIGHT, 1943; MALECOT,
1950; ROUSSET, 2000). Esta distribucién no alea-
toria de genotipos dentro de una poblacién, ge-
neralmente en forma de agregados, se caracteriza
mediante la estructura genética espacial a escala
local (SGS) y es un aspecto ampliamente estu-
diado en plantas (WELLS y YOUNG, 2002; VE-
KEMANS y HARDY, 2004) ya que proporciona
informacion relevante sobre los sistemas de re-
produccién y las dindmicas demogrdficas, las
cuales pueden resultar utiles a la hora de definir
estrategias de mejora y conservacién de los re-
cursos genéticos forestales (EPPERSON, 1990,
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1992; CHUNG et al., 1998). La SGS representa
pues la magnitud de las relaciones familiares
entre los individuos de una poblacién en relacién
a la distancia que los separa. La correlacién ge-
nética espacial existente se describe general-
mente en manera de autocorrelogramas (HEY-
WOOD, 1991; HARDY y VEKEMANS, 1999)
que, de forma indirecta, pueden ser utilizados
para estimar pardmetros demograficos relacio-
nados con el tamafio poblacional de la poblacién
reproductiva y las tasas de dispersion histérica
conforme al desarrollo matematico del modelo
IBD (HARDY y VEKEMANS, 1999; ROUSSET
1997, 2000; VEKEMANS y HARDY, 2004). Si los
marcadores genéticos utilizados son neutrales —
es decir, asumiendo que no se ven afectados por
la seleccién natural- las autocorrelaciones genéti-
cas proporcionan una estimacién indirecta del ta-
mafio efectivo de una poblacién (Ne). Este co-
rresponde al de una poblacién ideal teérica en la
que, entre otros requisitos, todos los individuos
contribuyeran activamente con sus genes en la
misma proporcién a la siguiente generacion. Ge-
neralmente, el niimero de individuos que dejan
descendencia es menor que el nimero de indivi-
duos real de la poblacién (N < o <<N), por lo
que, entre otros factores, el tamario efectivo po-
blacional se ve condicionado por la variacién en
el éxito reproductor de sus individuos. Dicha es-
timacién de N, equivale, dentro de un rango ade-
cuado de distancias (ROUSSET, 2001), a nD,0?
(N,=nD_0?), donde D, es la densidad efectiva de
la poblacién reproductiva, y o representa la des-
viacién estdndar de la dispersion genética efec-
tiva de los propagulos (que combina la disper-
sién de la semilla y del polen). Asi, el producto
D0 describe el grado de solapamiento de la dis-
persion genética individual de los adultos (sola-
pamiento de la dispersion efectiva de la «som-
bra» de semillas y de la «nube» de polen
generada por cada individuo reproductor), y es
funcién de la capacidad de dispersién de los mis-
mos y de la densidad a la que se encuentran los
individuos reproductores en la poblacién. En este
trabajo el andlisis de la diversidad genética y la
estructura genética espacial a escala local (SGS)
serd utilizado para estimar y comparar el efecto
acumulado de la dispersién histérica en relacién
con el tamano efectivo poblacional en dos parce-
las de Q. pyrenaica del PN. de Cabafieros que pre-
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sentan marcadas diferencias en cuanto a su es-
tructura forestal (monte bajo y monte hueco con
estructura adehesada). Ademds, en la parcela con
estructura adehesada, la estimacién de la pro-
duccién de bellota en pies pertenecientes a cepas
(clones, procedentes de reproduccién asexual) y
pies portadores de genotipos tnicos (GU) per-
mitird indagar acerca de la posible existencia de
un trade-off entre los dos tipos de reproduc-
cién —sexual y asexual-y las posibles causas de la
escasa fructificacién observada en los montes
bajos de la especie.

MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

Las poblaciones de estudio se situaron en el P.N.
de Cabafieros en el que, como en el resto de nues-
tra geografia, las masas forestales han sido in-
tensamente aprovechadas y la gestién tradicio-
nal de Q. pyrenaica abandonada. La mayorfa de
las formaciones de la especie presentan una es-
tructura de monte bajo mas o menos cerradas e
irregulares. Por lo general, los pies de las clases
diamétricas mayores (probablemente resalvos de
las dltimas cortas) aparecen en bajas densidades
acompafiados de un estrato inferior mas nume-
roso de brotes. En casos menos numerosos, se
pueden encontrar montes con estructuras fores-
tales mas desarrolladas formadas por pies de
grandes didmetros (60-70 cm), que por lo gene-
ral crecen a bajas densidades, y en los cuales, la
presencia de pies juveniles de pequefio didmetro
resulta muy escasa. Para este trabajo, se han se-
leccionado dos poblaciones caracterizadas por
sus diferencias en cuanto a la estructura forestal
(La Calanchera, monte bajo; El Brezoso, monte
hueco en galeria), las cudles habian sido parcial-
mente analizadas en el proyecto anterior
(030/2007) del que éste es continuacién (VAL-
BUENA-CARABANA y GIL, 2011).

Muestreos genéticos
La Calanchera se sittia en el término municipal

de Los Navalucillos (Toledo) en la Comarca de
los Montes de Toledo histéricamente quemada,
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pastoreada y carboneada. Se trata de un monte
bajo situado en un terreno pedregoso con matriz
de suelo en una zona de escasa pendiente y una
elevada densidad de brotes de pequefio didme-
tro. El muestreo de los pies > 5 cm dbh se ha rea-
lizado de forma intensiva en una parcela de su-
perficie de $*~ 0,3 ha en la que ya habian sido
analizados mediante 7 marcadores microsatéli-
tes nucleares (nSSR) un total de N=152 4rboles
(proyecto 030/2007). Durante el desarrollo de
este proyecto se ampli6 la muestra con diversos
objetivos, recogiéndose hojas para la caracteri-
zacion genética de 110 drboles (dbh medio=10,5 +
4,0 cm) en torno a los ya muestreados, con el fin
de delimitar detalladamente las cepas, algunas
de las cuales mostraban un solapamiento espa-
cial notable. Ademads se muestrearon todos los
drboles de mayores dimensiones (29 resalvos;
dbh medio=11,6 + 3,5 cm) en una superficie de 1,4
ha (que incluye la parcela anterior) comparable
a la de la poblacién de El Brezoso (también ana-
lizada en el proyecto anterior) y con el fin de
confrontar la estructura genética espacial de
estos dos montes con estructuras forestales dife-
rentes (monte bajo y monte hueco). Todos los ar-
boles fueron georreferenciados mediante hipsé-
metro vértex, cinta métrica y GPS (Trimble, Geo
XT 2005). Ademds, se ampliaron los anélisis ge-
néticos de todas las muestras (N=262) que en
total fueron amplificadas con 14 nSSR (MSQ4,
MSQ13, QpZAGY, QpZAGl110, QpZAG36,
QrZAG39, QrZAGl1l, QrZAG5 y QrZAG?7,
QrAG20, QrAG15, QrAG46, QrAG87, QrAG65).
Para ello, la extraccién del material genético se
realiz6 a partir de ~5 mg de hoja seca (deshidra-
tada en gel de silice) mediante un kit comercial
(Invitek Spin Plant Mini Kit). Una vez extraido el
ADN se procedi6 a la amplificacion mediante
técnicas de PCR (termocicladores Applied Bios-
ystems GeneAmp 9700) de los mencionados
marcadores siguiendo el protocolo descrito en
VALBUENA-CARABANA et al. (2007) para los
nueve primeros, y con ligeras modificaciones
respecto a las publicadas de los 5 restantes (BA-
RRENECHE et al., 1998). La electroforesis de los
productos de PCR se realiz6 mediante un se-
cuenciador automético de ADN, Li-Cor 4300 (Li-
Cor Biosciences). Los tamafios de los fragmen-
tos obtenidos fueron determinados mediante el
software SAGA GT (Li-Cor, Biosciences) y por
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comparacién con patrones de tamafios conoci-
dos (Sequamark TM, Invitrogen). Los resultados
de relativos al marcador QrZAG39 en ambas po-
blaciones no serdn detallados en el presente es-
tudio al presentar 3 alelos en el 24% de los indi-
viduos de La Calanchera y de El Brezoso.

La poblacién de El Brezoso se localiza en el tér-
mino municipal de Alcoba (Ciudad Real). Se
trata de un bosque en galeria a lo largo del arroyo
del mismo nombre en el que los drboles alcanzan
grandes didmetros (falta la clase diametral 5-15
cm; dbh medio=40,5 + 13,2 cm) y crecen en una
estructura de monte adehesado. La mayoria de
los pies presenta signos de podas y escasas altu-
ras. En la poblacién de El Brezoso, los datos ge-
néticos del proyecto anterior sobre N=99 drboles
analizados mediante 7 nSSR en una superficie
aproximada de 0,8 ha que habian servido para
caracterizar la diversidad genética y la estructura
clonal, han sido utilizados en este trabajo para el
célculo de la SGS.

Estimacién del esfuerzo reproductor

Con el fin de caracterizar la produccién de be-
llota y polen en cepas y genotipos tinicos en la
parcela de El Brezoso, se instalaron en septiem-
bre de 2011 dos colectores de semillas de 1 m? de
superficie bajo las copas de 20 drboles, la mitad
genotipos tnicos (GU) y la otra mitad pertene-
cientes a cuatro cepas (clones) distintas (cuadra-
dos azules y grises en la Figura 1). En otofio de
2011, 2012 y 2013 se recogieron con distinta fre-
cuencia, y en funcién de la abundancia de la fruc-
tificacién, las bellotas producidas por cada drbol,
contabilizdndose su nimero, su estado de des-
arrollo, y la incidencia de ataques por insecto.
Asimismo, se efectué una estimacion del es-
fuerzo reproductor masculino de los mismos 20
drboles en los afios 2012 y 2013, para lo que se
contabilizaron en verano los amentos producidos
durante la primavera y recogidos en los mismos
colectores. En el laboratorio, a fin de estimar la
produccién relativa de polen en las dos sub-
muestras de drboles, los amentos fueron secados
en estufa a 40°C durante al menos 48 horas hasta
obtener el peso seco de la muestra total recogida
en cada uno de los colectores. Asimismo, se rea-
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liz6 el pesado de una submuestra representativa
(es decir, amentos de distinta longitud y distinta
cantidad de anteras) con el fin de estimar el peso
medio por amento.

Caracterizacion clonal

La caracterizacién clonal en La Calanchera se ha
realizado nuevamente para el conjunto de mues-
tras y marcadores. El gran niimero de variables
alélicas detectado proporciona una elevada con-
fianza estadistica para la caracterizacién indivi-
dual de los pies y la deteccién de las cepas. Me-
diante el software GenClone (ARNAUD-HAOND
y BELKHIR, 2007) se calcul6 la probabilidad P sen
(corregida por el indice de endogamia) de que
dos arboles presenten el mismo genotipo por
azar (PARKS y WERTH, 1993; ARNAUD-
HAOND et al., 2007). Ademds, para cada grupo
de pies con el mismo genotipo se calculé la pro-
babilidad P_, de pertenecer a un mismo clon
(cepa), la cual es funcién del poder discriminato-
rio de los marcadores (Pgen), del ndmero de pies
con igual genotipo y del nimero de muestras
analizadas en cada poblacién (PARKS y WERTH,
1993). En ciertos casos, algunos pies contiguos
presentaron genotipos casi idénticos, difiriendo
tan s6lo en uno de los alelos obtenidos. Tras las
pertinentes comprobaciones en el laboratorio
(véase VALBUENA-CARABANA y GIL, 2013b),
se dedujo la existencia de mutaciones somaticas
ocurridas durante la divisién celular en el pro-
ceso de rebrote vegetativo experimentado por las
cepas. En estos casos, se consideré que dichos
pies, atin presentando genotipos multilocus lige-
ramente diferentes, fueron originados de un
mismo linaje o cepa (MLL).

Las dimensiones de las distintas cepas encontra-
das (considerando los linajes multilocus (MLL)
que aparecen en més de un individuo) se esta-
blecieron, por un lado, en funcién del ntimero de
pies que las conforman, y por otro, segtin la su-
perficie que ocupan en el nivel del suelo me-
diante diversas herramientas de ArcGis (ESRI
ArcMap 9.3). La caracterizacién de las cepas ha
permitido evaluar los pardmetros de diversidad
y estructura genética poblacional de los linajes
presentes en las poblaciones evitando el sesgo
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Figura 1. Delimitacién clonal en el monte bajo de La Calanchera (izquierda) y en el monte hueco de El Brezoso (derecha). En la Ca-
lanchera se observa la zona Norte muestreada con mayor intensidad. Los pies analizados en el resto de la superficie de la parcela
son resalvos (identificados por sus mayores didmetros y alturas). A la derecha se observa la parcela de muestreo intensivo del monte
hueco de El Brezoso, analizada en el proyecto anterior. En ambas parcelas, los circulos negros representan GU y los pies pertenecientes
a cepas se representan del mismo color. Ademds, en la parcela de El Brezoso, se localizan los colectores de semillas.

Figure 1. Clonal distributions in the coppiced stand of La Calanchera (left) and in El Brezoso open woodland (right). The northern
area in La Calanchera was more intensively sampled; in the southern area, sampled stems are standard trees identified by their big-
ger diameters and heights. El Brezoso stand (right) was intensively sampled and analysed in the former project; seed traps installed
for the present project are represented by blue and grey squares. In both stands, black circles represent trees with unique genotypes
(GU) and stems bearing the same multilocus lineages (clonal clumps) are represented with the same colour.

derivado de la inclusién de todos los individuos
muestreados (CHUNG y EPPERSON, 1999). Para
los andlisis de la SGS (construccion de autoco-
rrelogramas) se han considerado ademds todos
los genotipos repetidos por los diversos ramet de
un mismo genet, para evaluar el efecto de la pro-
pagacion vegetativa sobre la SGS.

Diversidad genética

Mediante el software SpaGeDi 1.2 (HARDY y VE-
KEMANS, 2002) se han calculado diversos esta-
disticos relacionados con la diversidad genética
(A, numero de variables alélicas; He, heterozigo-
sidad; F;, niveles de endogamia) para cada po-
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blacién, teniendo en cuenta todos los linajes
(MLL) detectados, para lo que se selecciono el ge-
notipo representado por un mayor niimero de
pies, o en caso de igualdad, por el pie de mayor
didmetro. Para comparar adecuadamente la ri-
queza alélica entre ambas poblaciones con dis-
tintos tamafios muestrales, se ha realizado un
procedimiento de rarefaccién mediante el soft-
ware HP-Rare (KALINOWSKI, 2005). Conside-
rando los linajes presentes, y a fin de comparar
los valores de diversidad genética en cada tipo
de estructura forestal estudiada se ha calculado
la densidad de alelos y de linajes por hectdrea.

Riqueza genotipica (contribucién clonal)

La riqueza genotipica (R) (DORKEN y ECKERT,
2001) refleja el ntimero de genotipos distintos (en
términos de linajes multilocus, MLL) en funcién
del ndmero de pies presentes en una poblacién
(N) [R=MLL-1/N-1]. El opuesto de este valor (1-
R) expresa la contribucién del rebrote vegetativo
en una muestra determinada. La heterogeneidad
clonal es un aspecto fundamental que determina
la ecologia y la evolucién de las poblaciones (AR-
NAUD-HAOND et al., 2007), de manera que la
diversidad genotipica y la heterogeneidad de los
clones constituyen dos aspectos que condicionan
la diversidad genética global. En este estudio se
ha estimado la proporcién de genotipos tinicos
(GU) frente a las cepas formadas por mds de un
pie con el fin de reflejar adecuadamente la con-
tribucién de la reproduccién clonal y valorar el
estado de vigor o degradacién de los individuos
en cada poblacién.

Estructura genética espacial

La estructura genética intrapoblacional ha sido
determinada para todos los drboles y para los
clones (cepas, genotipos) de ambas poblaciones
de estudio. Para ello, se han utilizado técnicas de
correlacién espacial. La relacion genética entre
pares de individuos dentro de cada poblacién y
en funcién de la distancia que los separa ha sido
calculada mediante el estimador de parentesco
Fij desarrollado en LOISELLE et al. (1995) y que
corrige para alelos a bajas frecuencias (o para ta-
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mafios poblacionales pequefios). Este coeficiente
de parentesco mide el co-ancestro entre pares de
individuos (i y j) considerando la probabilidad
de identidad en estado (identity by state, IBS) de
los genes muestreados al azar dentro del genoma
y relativa a las frecuencias alélicas de una pobla-
cién de referencia. Este coeficiente ha sido calcu-
lado para todos los pares de individuos (pies) y
de genotipos situados en intervalos de distancia
de 10 m para lo que se han utilizado las coorde-
nadas de los pies individuales y las coordenadas
centrales de cada clon.

El modelo de aislamiento por distancia (IBD) de
WRIGHT (1943) establece que la diferenciacién
genética de los individuos de una poblacién
(SGS) tiene lugar fundamentalmente debido a la
restriccion en la dispersién de los propagulos (se-
millas y polen). Bajo este modelo, y dentro de un
rango de distancias determinado, el parentesco
entre pares de individuos situados en un espacio
bidimensional decae de manera aproximada-
mente linear con el logaritmo de la distancia
(ROUSSET, 1997, 2000; HARDY y VEKEMANS,
1999; HARDY, 2003). Por tanto, la extensién de la
estructura genética espacial intrapoblacional
(SGS) puede ser estimada a través de la pen-
diente de la regresion (b) del coeficiente de co-an-
cestro (F,.j) sobre el logaritmo de la distancia. Sin
embargo, b-log es un pardmetro sensible al es-
quema de muestreo realizado, ya que depende
de la configuracién de la poblacién y las particu-
laridades del muestro (FENSTER et al., 2003; VE-
KEMANS y HARDY, 2004), por lo que VEKE-
MANS y HARDY (2004) desarrollaron un
estadistico Sp=-b/1-F,, donde F, es el co-ancestro
del vecindario, que reduce el sesgo del muestreo
debido a la endogamia de los individuos adya-
centes. El estadistico Sp permite, por tanto, com-
parar la intensidad de la estructura genética es-
pacial entre las poblaciones de Q. pyrenaica con
distintas densidades (estructuras forestales en
monte bajo y monte hueco). Los célculos de F,, b-
log y Sp han sido realizados mediante el software
SPAGeDi (HARDY y VEKEMANS, 2002). Asi-
mismo, la significacién de F, se ha obtenido me-
diante 10.000 permutaciones de las coordenadas
espaciales de los individuos; los intervalos de
confianza aproximados de Sp se han construido
a partir de los errores estdandar de b-log, calcula-
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dos mediante un procedimiento de remuestreo
(jackknife) de los loci, usando el mencionado soft-
ware (VALBUENA-CARABANA et al., 2007).

Calculo de la dispersién histérica sigma

El estadistico Sp, bajo ciertas premisas, equivale a
1/Nb (HARDY et al., 2006), el inverso del tamafio
de vecindario de WRIGHT (1943) que es una me-
dida sintética del equilibrio entre los procesos de
deriva y flujo genéticos. Bajo las asunciones del
modelo de aislamiento por distancia —que supone
la existencia de un equilibrio entre mutacién, mi-
gracién y deriva genética asf como una dispersiéon
isotrépica de los propagulos— el decrecimiento del
parentesco con la distancia es inversamente pro-
porcional al producto D_¢? donde D, es la densi-
dad efectiva de la poblacién y o2 es la distancia
axial media al cuadrado de la dispersién paren-
tal- regenerado (ROUSSET, 1997). Asi, el pro-
ducto D0 expresa el equilibrio entre la deriva
genética y la dispersion, pues para una estructura
genética espacial dada, los dos pardmetros estan
inversamente relacionados (ROUSSET, 2004;
HARDY et al., 2006). Dentro de un rango de dis-
tancias adecuado el producto Do puede ser in-
ferido mediante la estructura genética espacial
(ROUSSET 2001). En el caso de los marcadores
microsatélites, y dada su tasa de mutacién (u=10-
3 por gameto y generacién, véase HEUERTZ et al.,
2003), la estimacion del producto Do ha de ha-
cerse entre 0-200 (ROUSSET 1997, 2000). Para el
cdlculo del flujo genético histérico (0) a partir de
b-log, se requiere una estimacién independiente
de la densidad efectiva de la poblacién. Sin em-
bargo, la estimacién de D, ofrece ciertas dificulta-
des ya que no es tinicamente el valor de la densi-
dad poblacional (D), sino que depende también
de la varianza en el éxito reproductivo de los
adultos a lo largo de toda su existencia
[D~D(N,/N) segin VEKEMANS & HARDY
(2004)]. Para el célculo de la dispersién histérica
en ambas poblaciones, se han asumido varios va-
lores de densidad efectiva, basados en N, /N ra-
tios entre 0,1-0,9. La dispersién genética histérica
(0) se estim6 mediante un proceso iterativo si-
guiendo a HEUERTZ et al. (2003) a partir de la re-
gresién de la pendiente en toda la extension
muestreada (b-log; ;) que ofrece un valor de dis-
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persion inicial (0”). Posteriormente se calcula b-log
entre 0’ y 20 o’ que ofrece un nuevo valor de o,
el cual es utilizado para el calculo de un nuevo b-
log que proporciona otro valor de o’. Este proceso
se repite hasta que se consigue la convergencia
del pardmetro o’, que proporciona el valor de la
dispersi6n efectiva histérica responsable de la for-
macién de la estructura genética encontrada en la
actualidad. Estos cdlculos han sido realizados me-
diante el software SPAGeDi (HARDY y VEKE-
MANS, 2002).

RESULTADOS

Caracterizacion clonal

El anélisis genético de los 81 nuevos arboles de
la parcela pequefia (muestreo intensivo) en La
Calanchera ha dado como resultado la agrupa-
cién de pies en distintos clones, alguno de los
cuales no se habia detectado en el proyecto ante-
rior (VALBUENA-CARABANA y GIL, 2011). La
asignacién de los diversos pies a una determi-
nada cepa se ha establecido con una elevada con-
fianza estadistica (en el peor de los casos,
P, =10"). La ampliacién del muestreo en esta
parcela ha ayudado a delimitar las cepas, obte-
niéndose una visién mds precisa del alcance es-
pacial de los clones detectados (Figura 1), alguno
de los cuales destaca por su morfologia alargada
y un intrincado solapamiento espacial. Ambos
montes de estudio presentan notables estructu-
ras clonales y una importante heterogeneidad
clonal al presentar genotipos formados por un
niimero muy variable de pies que ocupan super-
ficies muy contrastadas. En la Tabla 1 se mues-
tran las dimensiones de las cepas en la parcela de
muestreo intensivo de La Calanchera y en la par-
cela de El Brezoso en funcién del ntimero medio
de pies que presentan (y sus rangos de varia-
cién), de la superficie (m?) que ocupan en el nivel
del suelo y de las distancias lineales maximas de
separacion entre los pies de una misma cepa. En
general, las cepas de La Calanchera estdn forma-
das por un ndmero mayor de drboles que en El
Brezoso. Sin embargo, en lo que respecta a las su-
perficies medias y a las distancias de separacién
maxima entre pies de la misma cepa, estas dife-
rencias no son tan acusadas.
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N° medio pies /cepa $2 (m2) $2 méx. (m?) Dist max. lineal
(rangos)
La Cular!cheru 8,00 (2-34) 201,1 38,5
(monte bajo)
El Brezoso 3,38 (2-8) 110,7 27,4
(monte hueco)

Tabla 1. Dimensiones de las cepas. Para cada poblacién se muestran las dimensiones de las cepas en funcién del niimero medio de
pies (>5 cm dbh) que presentan (y sus rangos de variacién), de la superficie (m?) que ocupan en el nivel del suelo y de las distancias

lineales maximas de separacion entre los pies de una misma cepa.

Table 1. Clonal clumps (stools) characteristics. Measurements of stools in terms of mean number of stems (> 5 cm dbh), mean sur-
face at ground level (m?) and maximal lineal distance between stems of the same stool.

Diversidad genotipica y genética

En la Tabla 2 se muestra los pardmetros de la di-
versidad genotipica y genética calculados para
cada poblacién, asf como una estimacién de la
densidad de genotipos y alelos. La magnitud del
rebrote vegetativo (87% en La Calanchera vs 32%
en El Brezoso) y el porcentaje de genotipos tini-
c0s (15% en La Calanchera vs 69% en El Brezoso)
evidencian las diferencias en la estructura y he-
terogeneidad clonales entre ambas poblaciones,
las cuales se reflejan también en la densidad de
genotipos de uno y otro tipo (GU /ha y cepas/ha)
en cada parcela (Tabla 2). Asi, en el monte hueco
de El Brezoso, hay menos cepas que en el monte
bajo de La Calanchera, lo que podria indicar ma-
yores niveles de diversidad genética. Sin em-
bargo, teniendo en cuenta la densidad de genoti-
pos totales en una y otra, el monte bajo presenta
mayores niveles de diversidad que el monte
hueco.

Por otro lado, la diversidad genética es elevada
en ambas poblaciones y no existen diferencias
marcadas en cuanto a los niveles de heterozigo-
sidad. A pesar de que los niveles de endogamia
son ligeramente superiores en El Brezoso, en nin-
guna de las poblaciones los valores de F,¢ son sig-
nificativos. Asi, si bien el nidmero de variables
alélicas (A) detectado en El Brezoso es ligera-
mente superior, al realizar una comparacién en
funcién del tamafio muestral de cada parcela el
nimero de variables distintas también es supe-
rior en el monte bajo (Tabla 2). Teniendo en
cuenta las diferencias en densidad, la cantidad de
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variables alélicas es muy superior en el monte
bajo comparado con el monte hueco.

Estructura genética espacial (SGS)

Enlo que respecta a la estructura genética espa-
cial (SGS), la comparacién de los dos tipos de
montes (La Calanchera, monte bajo y El Bre-
7050, monte hueco; Figura 1) no ofrece apenas
diferencias. En ambos, la SGS es similar en pa-
trén y en magnitud y la presencia de clones in-
crementa las relaciones de parentesco hasta los
20 metros de distancia (Figura 2). De hecho,
aunque en La Calanchera se encuentran mds
clones que GU, y muchos més que en El Bre-
zoso, las distancias méximas entre pies con el
mismo genotipo no son tan diferentes (Tabla 1,
Figura 1). Al considerar dnicamente los genoti-
pos (MLL), la SGS de La Calanchera es ligera-
mente inferior a la de El Brezoso; a los 20 me-
tros desaparecen las relaciones de parentesco
(no son significativamente superiores a la
media), mientras que en El Brezoso son signifi-
cativamente mayores que la media.

Célculo de Sp y de la dispersién genética
histérica (o)

Con objeto de comparar ambas poblaciones de
estudio, la estructura genética intrapoblacional
ha sido ademds estimada a través del estadistico
Sp, que revela resultados muy similares a los
proporcionados por los autocorrelogramas. La
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La Calanchera El Brezoso
(monte baijo) (monte hueco)
Diversidad genotipica
(pies>5’::lm dbh) 262 ”?
MLL 34 68
GU 5 47
cepas (clones) 29 21
1-R 0,874 0,316
%GU 15 69
Diversidad genética
He 0,825 0,813
Fis -0,008 0,036
A 92 97
Agare 9,35 8,54
Densidad
MLL/ha 108 88
GU/ha 16 61
cepas/ha 92 27
A/ha 260 125

Tabla 2. Diversidad genotipica (clonal) y genética de la cohorte adulta. Niimero de pies (dbh = 5 cm) por hectérea (ha), densidad de
linajes genéticos (MLL), de pies constituidos por genotipos tinicos (GU) y de cepas representadas por mds de un pie en dicha cohorte.
Contribucién del rebrote vegetativo expresado como el opuesto de la riqueza clonal (R) y heterogeneidad clonal representada por
la proporcién de cepas con més de un pie frente a la de genotipos tinicos (GU) en cada parcela. Pardmetros de diversidad genética:
Heterozigosidad de Nei (He); coeficiente de endogamia (Fs) (*p<0.05); niimero de alelos (A); nimero de alelos después de un pro-
ceso de rarefaccion (Ag ;). Densidad de genotipos total (MLL/ha), de genotipos tinicos (GU/ha), de cepas (cepas/ha) y de alelos
(A /ha) por hectérea en cada monte de estudio.

Table 2. Clonal diversity of the adult cohort. Number of stems (dbh = 5 cm) per hectare (ha), density of multilocus lineages (MLL),
density of genotypes represented by one stem (unique genotypes, GU), and density of stools. Contribution of vegetative resprout-
ing in each population, expressed as the opposite of clonal richness (R), and clonal heterogeneity, expressed by the percentage of
unique genotypes. Genetic diversity parameters: Nei's heterozygosity levels (He); inbreeding coefficients (F ) (*p<0.05); allele num-
bers (A); number of alleles after a rarefaction procedure (A , ;). Diversity levels in terms of density of total genotypes (MLL), unique
genotypes (GU), clonal clumps and alleles per hectare.

mayor estructura genética espacial previamente
observada en El Brezoso, queda aqui patente a
través de los estadisticos Sp (Sp,,=0,00961), del
mismo orden de magnitud en ambas poblacio-
nes, pero ligeramente inferior en La Calanchera
(Sp . =0,00775). Sin embargo, los intervalos de
confianza aproximados, construidos a partir de
los errores estdndar de b tras un procedimiento
de remuestreo (jackknife) de los loci, son amplios
y solapan en sus valores, por lo que, podria de-

cirse, las diferencias en la magnitud de la es-
tructura genética espacial no son significativas.

El célculo del flujo genético histérico (estimado
por o) a partir de b-log (la pendiente de la regre-
sion de los coeficientes de parentesco con el loga-
ritmo natural de la distancia) se realiz6 mediante
un procedimiento iterativo que requiere una esti-
macién independiente de la densidad efectiva de
la poblacién, para la que se asumieron diversos
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Figura 2. Estructura genética espacial (SGS) de la parcela de La
Calanchera (analizada con 13 nSSR) y El Brezoso (analizada con
6 nSSR). En este andlisis no se han incluido los datos de
QrZAG39. Los datos de La Calanchera con 6 nSSR siguen el
mismo patrén que el que aqui se representa. Se muestra la re-
lacién de los coeficientes de parentesco (Fij) en funcién de la
distancia (clases de 10 m). Las lineas moradas corresponden a
todos los drboles analizados, las verdes representan los linajes
genéticos (MLL), es decir s6lo una copia de cada genotipo.

Figure 2. Spatial genetic structure (SGS) in La Calanchera
(analysed by 13 nSSR) and El Brezoso (analysed by 6 nSSR)
showing the relation of kinship coefficients (Fij) with distance
(10 m distance classes). Purple lines represent all stems
analysed; green lines show multilocus lineages (MLL) repre-
sented by only one copy of each genotype. Both graphs lack
data from primer QrZAG39, and La Calanchera shows the
same pattern as analysed by 6 nSSR.

valores de densidad efectiva (D_=0,1D-0,9D). En
la mayoria de los casos, sobre todo para la parcela
de La Calanchera, no se ha conseguido la conver-
gencia del pardmetro o; tan sélo para valores de
D, entre 0,15D y 0,25D, se han obtenido valores de
o de entre 11,75 m y 8,88 m. En El Brezoso, la con-
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vergencia de o se consiguié para un rango mds
amplio de valores de D, (0,05D-0,75D). A fin de
comparar resultados, para los mismos valores de
D, entre 0,15D y 0,25D se han obtenido estimacio-
nes de o entre 8,12 m y 5,77 m, es decir, menores
que para La Calanchera. Esta mayor restriccién en
la dispersién de propagulos en El Brezoso habria
producido menores solapamientos de «las som-
bras de semilla» individuales, produciendo una
mayor estructuracién espacial de la variabilidad
genética en comparacion con La Calanchera. No
resulta evidente que las relativamente escasas di-
ferencias en la SGS de ambas poblaciones puedan
achacarse a las diferencias en la densidad (estruc-
tura de la masa) o a las diferencias en la densidad
efectiva (capacidad de fructificacién), méxime
cuando se desconoce si ha habido cambios en la
estructura forestal de ambas poblaciones a lo largo
de la historia. La comparacién con otras poblacio-
nes de la especie podria servir para discutir estos
aspectos.

Produccién de bellota y polen en cepas y
genotipos tinicos en El Brezoso

En general, en los tres afios de estudio, se ha co-
lectado un ntimero pequefio de bellotas (medias
por drbol de 34,4, 38,7y 93,3 en 2011, 2012 y 2013,
respectivamente); cosechas destacables en com-
paracién con las producidas en otros rebollares
de Quercus pyrenaica del PN. de Cabaifieros apro-
vechados histéricamente en monte bajo (p.ej. en
las parcelas de La Calanchera), en donde la fruc-
tificacion a lo largo de los tres afios ha sido préc-
ticamente nula (observaciones propias). A pesar
de la existencia de bellotas, hay que destacar que
muchas de ellas fueron atacadas por picaduras
de insectos e infectadas por sus larvas (princi-
palmente de los géneros Curculio y Cydia), espe-
cialmente en los afios 2011 y 2012, donde la fruc-
tificacién fue muy inferior al afio 2013 (Figura 3,
izquierda).

En general, la variacién interanual en la fructifi-
cacion fue elevada (Figura 3), especialmente al
considerar la produccién de 2013, la cual fue su-
perior enun 171% ala de 2011, y en un 141% ala
de 2012 (para los GU un 82% y un 115% superior;
para los clones 291% y 161%). Asimismo, la pro-
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Figura 3. Ala izquierda se muestra la produccién de bellotas en funcién de su estado de desarrollo en los tres afios de desarrollo del
proyecto. Las bellotas mal formadas presentan en la mayoria de los casos evidencias de haber sido atacadas por insectos (princi-
palmente de los géneros Curculio y Cydia). A la derecha se muestra la produccién de frutos global (que engloba a las bellotas bien y
mal formadas), la de abortos y la de flores (estimada como suma de las dos anteriores) en los mismos afios.

Figure 3. Acorn production according to their development state along the three years of the project (left). Bad-formed acorns are
damaged by insect infections (mainly Curculio and Cydia genus). Total acorn production including well and bad developed ones, total
number of aborted seeds and total number of female flowers (estimated by the sum of the two formers in the same year) (right).

porcién de abortos respecto del total de flores
producidas también experimenté grandes varia-
ciones interanuales (Figura 3, derecha).

Ademads, la variacion entre los distintos drboles
analizados es también elevada, tanto més cuanto

mayor es la produccién, es decir, mayor en 2013
que en 2012, y en 2011 (Figura 4). Si bien, muchos
de los drboles estudiados se han comportado
como buenos y malos productores todos los afios
(Br18, Br44, Brl16, Br96, Br66 fructificaron siem-
pre por encima de la media; Br50, Br59, Br63,
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Figura 4. Produccién individual de bellotas (en color naranja las bien formadas (BF) y en marrén las mal formadas (MF)) en los tres
afios de estudio para el grupo de drboles portadores de genotipos tinicos (GU) (izquierda) y el grupo perteneciente a los cuatro clo-
nes estudiados (C1, C2, C3, C4) (derecha). Se muestra la media por categoria y afio (linea horizontal discontinua).

Figure 4. Individual acorn production by tree (orange colour represent well-developed acorns (BF), brown colour show bad-devel-
oped ones (MF)) along the three years of the project and for each group of trees (those bearing unique genotypes (GU) (left) and those
belonging to four different clonal assemblies (C1, C2, C3, C4) (right). Horizontal lines represent the mean value for each tree group

and year.

Br06, Br93, Br95, Br65 por debajo), otros variaron
su patrén anual, por lo que, de forma conjunta,
no se han podido establecer diferencias en el es-
fuerzo reproductor femenino de cepas y pies de
semilla en esta parcela. Considerando el niimero
total de bellotas, en 2011, los pies portadores de
GU mostraron una produccién significativa-
mente superior (en un 36%) a la de los pies per-
tenecientes a cepas; en 2012 las diferencias entre
grupos no fueron significativas; y en 2013 el pa-
trén de produccién se invirtié, siendo los pies

284

pertenecientes a cepas mucho mds productivos
(58%) que los pies de GU (Figura 4, derecha).

Por otro lado, en lo que respecta a la produccién
de amentos masculinos, la cual no fue estimada
en 2011, encontramos un patrén diferenciador
(estadisticamente significativo) entre los drboles
pertenecientes a cepas y aquellos que presentan
GU. Estos dltimos produjeron alrededor de un
16% mads de amentos (238 + 12g en peso seco) que
los pies que pertenecen a cepas (204 + 14g en
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peso seco) en 2012, y un 14% mads en 2013 (477 +
11g vs 418 + 14g) (Figura 5). En ambos casos, el
patrén individual del esfuerzo reproductor mas-
culino fue mds homogéneo que el femenino,
siendo ademads la variabilidad entre los pies del
mismo clon menor que en el caso de la produc-
cién de semillas. Resulta destacable que los pies
del Clon 3 tengan un patrén opuesto en el es-
fuerzo reproductor femenino y masculino.

DISCUSION

Caracterizacién clonal y diversidad genotipica
y genética

La ampliacién de la parcela pequefia de La Ca-
lanchera ha permitido delimitar las cepas pre-
sentes con detalle, obteniéndose una visién mds
precisa del alcance espacial de los clones detec-
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tados (Figura 1), alguno de los cuales destaca por
su morfologfa alargada y un gran solapamiento
entre ellos, lo que podria responder al creci-
miento de tipo estolonifero de las raices de Quer-
cus pyrenaica, como ya habia sido observado en
otras parcelas de la especie (VALBUENA-CA-
RABANA y GIL, 2013a, b). El entramado de rai-
ces responderia a la intensa historia de aprove-
chamientos en esta zona, es decir, a numerosos
episodios de cortas y rebrotes sobre los mismos
individuos, cuyos sistemas radicales alcanzarfan
edades muy elevadas. Cabe destacar que, entre
las catorce parcelas de la especie analizadas por
el grupo en la peninsula Ibérica —en el marco de
estos y otros proyectos— (VALBUENA-CARA-
BANA y GIL, 2013a, b), la de La Calanchera pre-
senta el mayor solapamiento entre cepas y las
morfologias mds intrincadas. Por otro lado, la
tasa de mutacién somaclonal en esta parcela es la
mas elevada de las estudiadas (si bien el nimero

Figura 5. Produccién individual de polen (en mg de peso seco) en dos afios (2012 y 2013) para el grupo de drboles portadores de ge-
notipos tinicos (GU) (izquierda) y el grupo perteneciente a los cuatro clones estudiados (C1, C2, C3, C4) (derecha). Se muestra la

media por categoria y afio (linea horizontal discontinua).

Figure 5. Individual pollen production by tree (in mg of dried weight) in two different years (2012 and 2013) produced by trees with
unique genotypes (GU) (left) and trees belonging to the four clonal assemblies surveyed (C1, C2, C3, C4) (right). Horizontal lines rep-

resent the mean value for each tree group and year.
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de marcadores se ha duplicado respecto a otras
estudiadas), lo que también es indicativo de la
elevada edad de sus cepas. En general, las cepas
de La Calanchera ocupan mayores extensiones y
estdn formadas por un nimero mayor de drbo-
les que en El Brezoso, lo que indica una mayor
intensidad de los aprovechamientos en esta par-
cela (mayor incidencia de cortas a matarrasa)
(Tabla 1). Sin embargo, dado que las superficies
medias y las distancias de separacién méxima
entre pies de la misma cepa no son muy distintas
en ambas poblaciones, y que la densidad de pies
es muy superior en La Calanchera, los niveles de
diversidad genotipica (MLL/ha) y genética
(A /ha) son mayores en el monte bajo que en el
monte adehesado (Tabla 2).

SGS (autocorrelogramas, Sp, o)

La comparacién de los autocorrelogramas obte-
nidos en los dos tipos de montes (Figura 2) no
ofrece apenas diferencias. En general, los valores
del indice de co-ancestro dependen de la muestra
y de la escala de muestreo, y es el patrén de de-
crecimiento del co-ancestro en funcién de la dis-
tancia la caracteristica relevante en la descripcién
de la estructura genética (HARDY y VEKE-
MANS, 1999; FENSTER et al., 2003). Las especies
anemofilas no presentan en general grandes res-
tricciones en el flujo de polen, el cual constituye
el principal factor de homogenizacién genética
entre poblaciones y contrarresta los efectos de la
deriva genética y las adaptaciones locales
(ENNOS, 1994). A escala local, un decrecimiento
pronunciado del co-ancestro a distancias cortas
tiene lugar cuando las curvas de dispersién ge-
nética siguen una distribucion leptokiirtica
(HEUERTZ et al., 2003). Este patrén se produce
también cuando existen diferencias acusadas en
la contribucién relativa del polen y la semilla en
la dispersién genética, como pueda ser el caso de
las especies de roble donde las diferencias en las
tasas de dispersion entre poblaciones de uno y
otra han sido estimadas en 200:1 (ENNOS, 1994).

Las ligeras diferencias entre La Calanchera y El
Brezoso podrian relacionarse con las diferencias
en la densidad de individuos (118 genotipos/ha
vs. 88 genotipos/ha; 832 pies/ha vs. 127 pies/ha;
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estimaciones a partir de los datos de la parcela de
muestreo intensivo), las cuales condicionarian la
dispersion de las bellotas, reduciéndose esas dis-
tancias en la parcela mas densa en comparacién
con la menos densa. Sin embargo, la larga e in-
tensa historia de aprovechamientos de estos
montes (evidenciada por la presencia de clones
en el monte hueco, y el notable solapamiento de
las cepas y la pertenencia de varios resalvos al
mismo clon en el monte bajo; Figura 1) y el gran
obstdculo que supone el modo de reproduccién
vegetativa de Q. pyrenaica en la determinacién
del origen de sus individuos (las cohortes de
edad y didmetricas no estdn necesariamente re-
lacionadas) dificulta la interpretacién de la situa-
cién en la que tuvo lugar la regeneracién sexual
(germinacion de la bellota) de los genotipos que
hoy en dia observamos.

La dispersion efectiva de las bellotas de Q. pyre-
naica, muchas veces mediada por animales, es he-
terogénea y dependiente de las caracteristicas del
habitat (GOMEZ et al., 2003; VALBUENA-CA-
RABANA et al., 2005; PEREA et al., 2011). En
Montejo, monte hueco con escasa densidad de
adultos (<10/ha) el ratén de campo (Apodemus
sylvaticus) constituye el mayor movilizador y
consumidor de bellotas, pero también el mayor
facilitador de la regeneracién efectiva al abando-
nar un porcentaje notable de las despensas ente-
rradas (PEREA et al., 2011). Mediante el marcaje
y seguimiento de bellotas se ha comprobado que
son responsables de movilizaciones de hasta
132 m (PEREA et al., 2011), pudiéndoseles tam-
bién achacar distancias de dispersién efectivas de
mdés de 350 m detectadas mediante andlisis de
parentesco (VALBUENA-CARABANA et al.,
2005). En esta misma poblacién, aunque se de-
tectaron pocos eventos de dispersion primaria
efectiva atribuibles al movimiento de las bellotas
desde las copas de los drboles sin mediacién de
agentes dispersores (VALBUENA-CARABANA
et al., 2005), las distancias medias de dispersion
efectiva para Q. pyrenaica fueron relativamente
cortas (14 m). La estructura de la masa puede
condicionar la dispersién de las semillas al afec-
tar el comportamiento de los dispersores. La va-
riacién de dicha estructura en el tiempo condi-
cionaria cambios en los flujos genéticos de una
manera imposible de precisar.
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Las escasas diferencias en la estructura genética
espacial en los dos tipos de montes se evidencian
al comparar los estadisticos Sp (Sp,,=0,00961;
Spc AL=0,00775), los cuales no son significativa-
mente diferentes entre si a pesar del contraste
entre sus estructuras forestales actuales. Al com-
parar estos valores con los de otras dos poblacio-
nes de la especie localizadas en el Sistema Central
y manejadas durante siglos como dehesas boyales
a muy bajas densidades, las diferencias en el es-
tadistico  Sp (SPyonTE0=0,01268;  Spsonosie.
rra=0,01355) podrian achacarse a las diferencias
en la densidad de adultos (VEKEMANS vy
HARDY, 2004; HARDY et al., 2006; VALBUENA-
CARABANA et al., 2008). En este sentido, el
mayor contraste entre las dos dehesas boyales del
Sistema Central respecto al monte hueco y el
monte bajo de Cabafieros podria indicar la exis-
tencia en el pasado de estructuras forestales mds
similares para ambas poblaciones que la que se
observan en la actualidad. Es decir, estos resulta-
dos podrian apuntar a una evolucién del monte
hueco de El Brezoso desde una estructura mds
densa y cerrada a la actual, similar a la que pre-
senta La Calanchera. La presencia de clones en El
Brezoso evidencia la incidencia de cortas a mata-
rrasa en la historia reciente de la poblacién, lo que
apoyaria el posible origen de la masa desde un
monte bajo. La escasa documentacién histérica
disponible podria apuntar en este sentido (véase
Anexo en VALBUENA-CARABANA et al., 2011).

Por otro lado, como ha sido previamente apun-
tado, es la densidad efectiva de adultos reproduc-
tores (y no la densidad total, VEKEMANS y
HARDY, 2004) el factor que determina las carac-
teristicas del tamario del vecindario. Para una SGS
determinada, y considerando los mismos ratios
D, /D en ambas poblaciones (entre 0,15 y 0,25), los
valores del pardmetro o que explicarfan la SGS en
cada poblacién serian mayores en La Calanchera
(o entre 11,75 m y 8,88 m) que en El Brezoso (8,12
my 5,77 m). Si las densidades observadas hoy en
dia fueran similares o proporcionales a las histéri-
cas, una mayor restriccién en la dispersién en El
Brezoso habria producido menores solapamientos
de «las sombras de semilla» individuales, expli-
candose asf la mayor estructuracién espacial de la
variabilidad genética en comparacién con La Ca-
lanchera. Sin embargo, unas tasas de fructificacién
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histérica similares a las actuales (nula en La Ca-
lanchera en comparacién con El Brezoso) no po-
drian explicar las diferencias encontradas en sus
SGSs, pues la D, de El Brezoso seria muy superior
a la de La Calanchera y, por tanto, se habria en-
contrado una SGS mucho menor en comparacion.
Este rasgo podria estar indicando asimismo la in-
cidencia de cambios histdricos en las tasas de re-
produccién en ambas poblaciones, las cuales po-
drian haber sido mds similares entre si que las que
se observan actualmente. Por tanto, estos resulta-
dos también son consistentes con unas estructu-
ras forestales originales més similares entre si que
las observadas en la actualidad, es decir, también
apuntan a un origen desde una estructura en
monte bajo para la poblacién de El Brezoso.

No obstante, las diferencias en el esfuerzo repro-
ductor de los individuos (varianza entre indivi-
duos) de una poblacién también contribuye a re-
ducir el tamario poblacional efectivo, y por tanto
la D, (VEKEMANS y HARDY, 2004), por lo que
la presencia de un ndmero reducido de indivi-
duos reproductores podria ser el causante de la
reducida SGS observada en el monte bajo de La
Calanchera. En este sentido, a pesar del trata-
miento en monte bajo de La Calanchera (su ha-
bitual estructura densa y la escasez de individuos
formadores de semillas), la elevada diversidad
genotipica (en densidad de genotipos distintos
por hectdrea) de La Calanchera (y de otros mon-
tes bajos) asi como las diferencias en la superficie
que ocupan los clones podrian explicarse por la
incorporacién ocasional pero frecuente de nue-
vos efectivos en la poblacién. La aportacién de
semillas desde algtin resalvo mds o menos dis-
tante y de forma continuada a lo largo de la his-
toria de los montes bajos explicaria por un lado la
gran densidad de genotipos/ha encontrada ge-
neralmente en los montes bajos de la especie
(VALBUENA-CARABANA y GIL, 2013a) y por
otro la escasa estructura genética espacial de la
poblacién de La Calanchera.

Esfuerzo reproductor de cepas y pies con GU
La variacién interanual e interindividual en la
fructificacién de los pies pertenecientes a cepas y

los portadores de genotipos tnicos (GU) fue ele-
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vada a lo largo de los tres afios de estudio (Figura
3). Distintas condiciones meteorolégicas podrian
haber contribuido a las diferencias interanuales
en la fructificacion total, como se ha mostrado en
otros estudios del género (PEREZ-RAMOS et al.,
2010). Sin embargo, la ausencia de un patrén in-
terindividual condiciona el caracter insuficiente
de los resultados de este trabajo, mediante el que
se pretendia establecer las posibles diferencias en
el esfuerzo reproductor femenino de cepas y pies
de semilla. En este sentido, unos anélisis realiza-
dos en 2013 sobre el contenido en azticares no es-
tructurales (TNC) (glucosa y almidén) de los ra-
millos de cada drbol no mostraron ninguna
diferencia significativa entre los dos grupos de
arboles, ni tampoco mostraron correlacién con la
fructificacién individual para ese afio (datos no
mostrados). Tampoco otras caracteristicas indi-
viduales como el didmetro del tronco o la super-
ficie de proyeccién de las copas mostraron corre-
lacién con la produccién individual en ninguno
de los tres afios de estudio (datos no mostrados).
Todos estos datos sugieren la necesidad de am-
pliar el nimero de campafas para evaluar co-
rrectamente la posible existencia de un patrén di-
ferenciador entre unos y otros. La existencia de
un compromiso (trade-off) entre la reproduccién
asexual y sexual puede ser muy dificil de evaluar
cuando ambos fenémenos no se producen de
forma natural, sino que son dependientes del
manejo forestal. La disponibilidad de recursos
dentro de cada monte podria ser el factor deter-
minante de las diferencias en la fructificacién. Es-
tudios recientes en un monte bajo muestran que
el tamano de las cepas tiene una influencia des-
tacada en el crecimiento en didmetro de los pies
que la componen: los pies de cepas mds grandes
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