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RESUMEN:

El proyecto que aqui se propone tiene por objetivo investigar la filogeografia comparada de especies que
comparten su distribucidn circunmediterranea, mediante microsatélites cloroplasticos (cpSSR). Para ello, se han
seleccionado 8 especies de interés ecolégico y econdmico por su uso en restauracion de ecosistemas,
ornamental y maderero, principalmente: Arbutus unedo L., Celtis australis L., Myrtus communis L., Nerium
oleander L., Pistacia lentiscus L., Quercus coccifera L., Rhamnus alaternus L. y Rosmarinus officinalis L.

Se estudiaran 40 poblaciones de cada especie repartidas por toda su area de distribucion. Los marcadores
elegidos son cpSSR por ser de herencia uniparental, adecuados para conocer la distribucion geografica de la
variabilidad genética, al tiempo que presentan niveles elevados de variabilidad. Con el fin de comprobar que los
diferentes tamafios de cada uno de los fragmentos corresponden a indels concordantes, y que tamafios iguales
de un mismo fragmento implican la misma composicion nucleotidica, se secuenciaran las muestras de cada
fragmento de diferente tamafio. Para saber si existen diferencias entre poblaciones, en aspectos de interés
forestal como la capacidad de germinacion de semillas y supervivencia de plantas, se realizaran pruebas en
condiciones homogéneas, con material procedente de 20 poblaciones entre las estudiadas para cada especie.

Con los resultados obtenidos, intentamos conocer si existen patrones filogeograficos comunes en las
especies consideradas y si éstos concuerdan o difieren con los previamente observados para la flora de las
zonas boreal y templada europeas, aportar datos que sustenten la identificacion de zonas de interés especial
para la conservacion de la diversidad genética en el Mediterraneo y disponer de herramientas moleculares
fiables para la definicion de zonas de procedencia y certificacion de semillas, asi como para sustentar las normas
que han de regular el comercio de semillas y plantas.




2. INTRODUCCION

2.1. Finalidad del proyecto.

En este proyecto se pretende llevar a cabo el estudio filogeografico comparado de 8 especies de plantas
distribuidas por toda la cuenca mediterrnea: Arbutus unedo L., Celtis australis L., Myrtus communis L., Nerium
oleander L., Pistacia lentiscus L., Quercus coccifera L., Rhamnus alaternus L. y Rosmarinus officinalis L. Se trata
de especies de reproduccion sexual, y algunas presentan multiplicacion vegetativa también, mayoritariamente
arbustivas aunque una especie es arborea (Celtis australis). Todas ellas tienen importancia ecoldgica y forestal,
ademas de interés econémico por su uso ornamental y maderero, principalmente.

Los marcadores elegidos son microsatélites cloroplasticos por ser de transmision uniparental al tiempo que
presentan niveles de variabilidad relativamente altos.

Son escasos los datos sobre la filogeografia de especies distribuidas alrededor del Mar Mediterraneo, como
las que pretendemos abordar aqui, de hecho no existen estudios filogeogréaficos sobre ninguna de las especies
elegidas, salvo de poblaciones occidentales de Quercus coccifera.

Aunque el niumero de especies se puede considerar relativamente bajo, éstas son la practica totalidad de las
especies arbustivas distribuidas preferentemente por la Region Mediterranea. Por otra parte, y dado que
especies del mismo género suelen presentar pautas comunes, esperamos que los resultados del proyecto nos
permitan obtener patrones filogeogréaficos generalizables a otras especies del &rea. La informacion resultante
permitird identificar rutas migratorias y posibles areas de refugio pleistocénicas, asi como sefialar areas de
interés particular para la conservacion de la diversidad genética de plantas mediterraneas y servir de base para
la definicién de regiones de procedencia, la certificacion de calidad de semillas y su regulacién comercial.

2.2. Antecedentes y estado actual de los conocimientos cientifico-técnicos

El mar Mediterraneo se extiende en direccion Este-Oeste (E-O) desde el estrecho de Gibraltar hasta Palestina.
Ocupa una posicion pivote entre Africa y Eurasia, estando delimitado en su mitad Norte por grandes peninsulas
e islas, mientras que en sus limites meridionales destacan sus largos tramos rectilineos.

Geoldgicamente deriva del antiguo Tethys tras los movimientos tectonicos que determinaron la actual
posicion de los dos continentes. El movimiento de Africa, durante el Mioceno, produjo el cierre del estrecho de
Gibraltar en el extremo occidental, las cadenas montafiosas que rodean su cuenca, asi como la pérdida de
conexién con el Océano indico. En la transicién entre el Mioceno y el Plioceno (6-5 ma), el cierre del estrecho de
Gibraltar provocé la crisis Messiniense, de catastréficas consecuencias para la biota de dicho mar, y en la que,
salvo algunos lagos salinos marginales. el mar se sec6 casi completamente. El restablecimiento posterior de la
conexion con el Atlantico permitié su recolonizacion bioldgica.

La cuenca mediterranea presenta mayoritariamente un clima caracterizado por veranos calidos y secos e
inviernos frios y himedos, originado a finales del Plioceno, habiendo sido anteriormente de caracter tropical. En
promedio, el clima es mas frio y himedo en el O (salvo en el S-E de Espafia) en que el periodo de déficit hidrico
dura dos meses, y mas célido y seco en el E, cuyo periodo de déficit hidrico puede extenderse entre 5-6 meses.
Durante las glaciaciones del Pleistoceno la mayoria de las fanerdgamas tropicales desaparecieron, si bien
algunas consiguieron persistir principalmente en Macaronesia, siendo reemplazadas por especies esteparias
Irano-Turanianas y Saharo-Arabicas, elementos boreales y especies autoctonas (Blondel and Aronson, 1999).
Desde el punto de vista biogeografico, las zonas circunmediterraneas con este tipo de clima, se consideran
Region Mediterranea.

Entre otros factores importantes en el modelado de la vegetacion mediterranea actual destacan el fuego,
producido por causas naturales o antropicas, y la deforestacion historica de vastas zonas para uso agricola.
Aunque la influencia antrdpica en el Mediterraneo ha sido muy importante desde tiempos remotos, en la
actualidad se ve agravada por la agricultura intensiva, y el gran desarrollo urbanistico, especialmente en zonas
costeras.

La vegetacion natural mas caracteristica del area mediterranea es el matorral (maquia y garriga), con cuyo
nombre se designan las formaciones vegetales de arbustos esclerdfilos con un estrato inferior de plantas
herbaceas anuales y perennes asociadas, en ocasiones, a especies de los géneros Pinus y Quercus. Otro tipo
de vegetacion importante es la que se desarrolla sobre suelos periédica 0 permanentemente himedos en
ramblas y arroyos (edaféfila), una de cuyas especies mas emblematicas es Nerium oleander.



Figura 1: Areas de clima mediterraneo en la cuenca mediterranea (tomado de Folch et al., 1993)

La filogeografia es una parte de la biogeografia que, en palabras de Avise (1998), el creador del término,
“aborda el estudio relativo a los principios y procesos que rigen la distribucién geografica de linajes, a nivel
intraespecifico”. Los estudios filogeograficos analizan la distribucién espacial de alelos dentro y entre
poblaciones para deducir sus relaciones filogenéticas, si bien todos aquellos estudios que tratan de la
distribucion espacial de cualquier rasgo genético (morfoldgico, comportamiento, etc), pueden considerarse como
filogeograficos en sentido amplio (Avise, 1998). La gran mayoria de los trabajos sobre filogeografia se han
centrado en especies 0 grupos de especies relacionadas (ej. Tremblay and Schoen, 1999; Raspe et al., 2000;
Hampe et al., 2003; Fineschi et al., 2003; Marcussen, 2003; Gardner et al., 2004; Cieslak et al., 2005).

Contrariamente a la abundante informacion disponible sobre filogeografia de especies europeas (referencias
en Aguinagalde et al., 2005), que han documentado extensamente el papel de refugios de las peninsulas
mediterraneas durante las glaciaciones, son escasos los trabajos sobre especies mediterraneas.

La filogeografia comparada (Arbogast and Kenagy, 2001) es una extension de la filogeografia que aborda
la comparacion entre los patrones que exhiben diferentes taxa que comparten area de distribucion. Segin
Bermingham y Moritz (1998), la filogeografia comparada puede contribuir a ampliar los estudios sobre ecologia y
evolucion proporcionando un contexto evolutivo y geografico a especies que comparten areas, permitiendo
determinar los factores histéricos e influencias espaciales que han determinado la riqueza de especies, a
comprender las respuestas a cambios en el paisaje e identificar de areas evolutivamente aisladas
proporcionando informacion importante para el disefio de estrategias de conservacion. Taberlet et al. (1998)
publicaron una sintesis en la que se comparan las rutas migratorias de diversas especies de animales y plantas,
en la que se observan tendencias comunes entre ellas, asi como que este tipo de datos tiene importantes
implicaciones en genética de la conservacion ya que es posible establecer areas en las que se deben concentrar
los esfuerzos en este sentido. Segun estos autores, las regiones del S de Europa son las que presentan mayor
interés por concentrar la mayoria de la variacién genética debido a su papel de refugios en épocas glaciales.

En un trabajo muy reciente Aguinagalde et al. (2005) han demostrado la influencia de la filogenia en los
patrones de distribucion geografica de la variabilidad genética (en ADN cloroplastico) asi como la correlacion
entre ésta y el tipo de distribucion de las especies, mientras que, por el contrario, no existe correlacion con
rasgos hioldgicos como el tipo biologico, forma de reproduccion, polinizacion y dispersion de semillas.

En el conjunto de la Comunidad Econdmica Europea (CEE) hay un interés creciente en la restauracion de
ecosistemas, para lo cual se considera altamente deseable el uso de especies autéctonas y material procedente
de areas locales dado que, en general, los genotipos locales estan mejor adaptados a sus particulares
condiciones ambientales. Con esta finalidad, en la CEE se han definido regiones de procedencia de semillas de
especies forestales. Dichas regiones de procedencia estan definidas por datos fisiograficos y ecolégicos y tienen
caracter provisional a la espera de datos moleculares que den una base més sdlida que permitan establecerlas
de manera definitiva.

Mientras que en la Europa templada la distribucion de la flora sigue unos patrones filogeograficos
latitudinales, abundantemente documentados, la orientacidn longitudinal de la cuenca mediterranea y su historia
paleoclimética, presumiblemente afectada de manera marginal por las glaciaciones, sugieren un modelo
longitudinal, que corresponderia con procesos de dispersion. Sin embargo, el papel de refugios de las
peninsulas mediterraneas y N de Africa, permiten plantear una hipétesis alternativa, segun la cual la distribucion
de la variabilidad genética seguiria un modelo en mosaico, reflejo de una fragmentacion ancestral de las
poblaciones.



Baséandonos en lo anterior, el objetivo de este proyecto es realizar un estudio de filogeografia comparada
de especies que comparten su distribucién alrededor del Mar Mediterraneo, con la finalidad de:
1, Conocer la distribucion geogréafica de la variabilidad genética de estas especies para detectar posibles
patrones filogeograficos de forma que sea posible predecir la organizacién de la diversidad genética en otras
especies con cloroplastos de herencia materna.
2, Contrastar los posibles patrones filogeogréficos de la flora mediterranea con los observados por otros autores
para la flora de las zonas boreal y templada europeas.
3, Obtener datos que, junto a los disponibles en la bibliografia (Fineschi et al., 2005; Lumaret et al., 2005;
Jiménez et al., 2004; Gonzalez-Martinez et al., 2004; Soranzo et al., 2004), permitan sefialar zonas de especial
interés para el mantenimiento de la diversidad genética de plantas mediterraneas.
4, Disponer de datos moleculares que fundamenten la definicion de regiones de procedencia de semillas en
especies de interés ecoldgico y forestal, y que ayuden a regular el comercio de semillas y plantas.

Eleccion de especies:

Por todo lo anterior, se han elegido 8 especies pertenecientes a otras tantas familias y con diferentes

caracteristicas bioldgicas, que cumplen los siguientes criterios:

- Presentar caracter autoctono.

- Compartir area de distribucion circunmediterranea.

- Tener gran importancia ecoldgica y econémica: Las especies elegidas son de amplio interés forestal y
ornamental, siendo utilizadas para la restauracion de habitats y en jardineria, entre otros usos.

Por otra parte, dado que las especies de un mismo género suelen presentar patrones comunes
(Aguinagalde et al., 2005), y con el fin de incorporar la mayor diversidad taxonémica y predictividad posible,
hemos procedido a seleccionar en los géneros pluriespecificos una especie por género.

Las especies seleccionadas son: Arbutus unedo L., Celtis australis L., Myrtus communis L., Nerium oleander
L., Pistacia lentiscus L., Quercus coccifera L., Rhamnus alaternus L. y Rosmarinus officinalis L.

Todas ellas son plantas de reproduccion sexual, aunque varias de ellas pueden multiplicarse
vegetativamente (Tabla 1). Su distribucion es esencialmente mediterranea, si bien algunas especies se
extienden a otras areas de forma marginal. Celtis australis es el Gnico arbol de hoja caduca, siendo las restantes
arbustos perennifolos, aunque pueden alcanzar 4-6m de altura. Salvo Nerium oleander que vive en suelos con
humedad fredtica y Celtis australis que, en los ambientes méas xerofiticos, crece en habitats fisuricolas con
humedad edéfica, mayoritariamente son especies de matorral, con una considerable amplitud ecoldgica en
cuanto a tipo de suelos y rango altitudinal, aunque rehdsan los ambientes continentales.

Tabla 1: Caracteristicas hioldgicas mas significativas de cada especie y su aprovechamiento.

Especie Familia Tipo Mult! Sexo Poliniz2 Disp. Frutos® Usos

Arbutus unedo Ericaceae Arbusto R H Z Z Ornamental, madera, frutos
Celtis australis Cannabaceae Arbol - H A Z Madera y ornamental

Myrtus communis* Myrtaceae Arbusto E H Z Z Ornamental, madera, teneria
Nerium oleander Apocynaceae Arbusto E H Z A Ornamental

Pistacia lentiscus Anacardiaceae Arbusto R D A Z Madera, resina

Quercus coccifera Fagaceae Arbusto R M A Z Cultivo, cochinilla, teneria
Rhamnus alaternus Rhamnaceae Arbusto R M AZ Z Ornamental, maderero
Rosmarinus officinalis Labiatae Arbusto E H Z B Ornamental, melifero

* Especie protegida en Baleares. H, Hermafrodita; D, Dioica; M, Monoica. 1 Multiplicacion: E, esqueje; R, rebrote. 2, Polinizacion: Z,
zodfila; A, anemdfila. 3, Dispersion de frutos: A, anemécora; B, barécora; Z, zodcora.

No se incluyen gimnospermas porque en ellas los cloroplastos se heredan por via paterna, lo que
introduciria un modelo diferente (Burban and Petit, 2003). Especies de los géneros Erica, Retama, Genista y
Tamarix asi como Ulex parviflorus, Phyllirea angustifolia y Viburnum tinus se han excluido por su distribucion
reducida al occidente de la cuenca. Especies del géneros Cistus por haber sido ya estudiadas (Vargas, 2005).
Finalmente, Phyllirea latifolia y P. media se han excluido por su capacidad de hibridacion con otras especies y su
controvertida delimitacion taxondmica.

Salvo los trabajos de Jiménez et al. (2004) y Lopez de Heredia et al. (2005), sobre las especies perennifolias
de Quercus (Q. suber, Q. ilex y Q. coccifera) del O mediterraneo, no se han realizado estudios filogeogréficos
previos en ninguna de estas especies. Werner et al. (2002) han estudiado la diversidad genética de Pistacia
lentiscus en el S de la Peninsula Ibérica y N de Africa, mediante RAPDs, encontrando una gran distancia
genética entre las poblaciones de ambas zonas. Portis et al. (2004) han publicado un trabajo sobre la
identificacion de variedades de cultivo de Nerium oleander mediante AFLPs. Angioni et al. (2004) han




relacionado los resultados obtenidos con RAPDs con la composicion quimica del aceite esencial de romero, en
Cerdefia, y su actividad antimicrobiana y antifingica. Hileman et al. (2001) han publicado un trabajo sobre
filogenia y biogeografia de Arbutoideae en el que se concluye el origen polifilético del género Arbutus. Traveset
et al. (2001) han estudiado aspectos relativos a la dispersion de frutos de Myrtus communis. Aronne and Wilcock
(1994, 1995) demostraron la participacion de hormigas en la polinizacion y dispersion de frutos R. alaternus.

Eleccion de marcadores

En estudios filogeograficos, se utilizan marcadores cloroplasticos o mitocondriales por tener una baja tasa de
mutacion respecto del ADN nuclear y por ser de herencia uniparental, lo que hace que estén mas estructurados
geograficamente debido a la limitada capacidad de dispersion de las semillas comparadas con el polen. EI ADN
mitocondrial presenta una tasa de mutacion muy baja en plantas, por lo que nos centraremos el estudio de ADN
cloroplastico, transmitido por via materna en angiospermas, salvo contadas excepciones.

Los marcadores elegidos son microsatélites cloroplasticos (cpSSR), los cuales presentan tasas de mutacion
superiores a otros marcadores cloroplasticos en plantas (Provan et al., 1999), lo que es deseable cuando se trata
de estudiar variabilidad genética a nivel intraespecifico.

En los Ultimos diez afios se han descrito diversos cebadores universales (Demesure et al., 1995; Dumolin-
Lapegue et al., 1997; Grivet et al., 2001; Taberlet et al., 1991; Weising & Gardner, 1998), entre los cuales hemos
elegido los descritos por Weising & Gardner (1998). En 7 de ellos (ccpm1, ccpm2, ccpm3, ccpm4 ccpm?, ccpm9
y ccpm10) los motivos de repeticién son microsatélites perfectos formados por mononucleétidos (A o T) siendo
los restantes compuestos (ccpmb) o imperfectos (ccpm6 y ccpm8) y estan perfectamente localizados en el ADN
cloroplastico (Grivet et al., 2001). La eleccion de estos cebadores esta motivada por sus buenos resultados en
cuanto a variabilidad demostrada en numerosos grupos de plantas, asi como por el hecho de tener experiencia
en su manejo y aplicacion a fresnos y otros grupos de plantas cuyo estudio esta en curso. En el caso eventual de
que los cebadores propuestos no presenten variabilidad suficiente en alguna especie, se emplearan otros
cebadores de los varios disponibles en la literatura arriba citada.

Las diferencias en el tamafio de los fragmentos obtenidos mediante la amplificacién con cebadores
microsatélite se interpretan como alelos diferentes, sin embargo, es posible que estas diferencias en el tamafio
de los fragmentos sean debidas al nimero de repeticiones de la region microsatélite, lo que corresponderia a
alelos diferentes en sentido estricto, o bien a diferencias en la region flanqueante. Por otra parte, tamafios
iguales pueden presentar composiciones diferentes en nucleétidos.

Para comprobar que las diferencias en tamafio de los productos de PCR son debidas a diferente nimero de
repeticiones del motivo, se secuenciard una muestra de cada producto de diferente tamafio, con cada uno de los
cebadores y en todas las especies en estudio.
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2.4. Grupos nacionales o internacionales que trabajan en la misma materia 0 en materias afines.
Para una mayor sencillez, se indica el nombre de la persona que encabeza cada grupo.

Espafioles:

R. Alia, alia@inia.es. INIA, CIFOR, PO 8111, Madrid 28080, Espafia. Desde hace afios viene investigando en
distintos aspectos de diferenciacion y estructura genética de especies del género Pinus, asi como otros aspectos
relacionados con paternidad, flujo polinico y de semillas, respuestas al cloruro sodico (en especies de Populus).
P Goicoechea, pgoikoetxea@neiker.net. Neiker AB, Granja Modelo Arkaute, Apdo 46, Vitoria 01080, Espana.
Aunque ha trabajado sobre diversas especies de plantas, su investigacion mas reciente se centra en
filogeografia, flujo genético y diferenciacion de especies de Quercus.

P Vargas, vargas@ma-rjb.csic.es. CSIC, Real Jardin Botanico de Madrid, Plaza Murillo 2, E-28014 Madrid,
Espafia. Aunque su investigacion ha versado sobre filogenia de plantas, recientemente ha publicado un trabajo
de sintesis sobre patrones de diversificacion de plantas alpinas en la Region Mediterranea de Europa, mediante
secuencias de ITS.

J. Arroyo, Dpto. de Biologia Vegetal y Ecologia, Universidad de Sevilla, Aptdo. 1095, E-41080-Sevilla, Espafia.
Investiga la ecologia de poblaciones relictas de plantas y filogeografia como herramienta para el estudio de los
procesos evolutivos y sus patrones geograficos.

O. Werner & R. Ros, werner@um.cs, Fac Biol, Dept Biol Vegetal, Campus Espinardo, Universidad de Murcia,
E-30100 Murcia, han trabajado en filogeografia de algunas especies de musgos mediterraneos.

Grupos extranjeros: Sefialamos varios grupos europeos por su proximidad y mejor conocimiento de la
flora de nuestro territorio:

RJ Petit: petit@pierroton.inra.fr. UMR Biodivers Genes & Ecosyst, 69 Route Arcachon, F-33612 Cestas, Francia.
Su extensa produccion cientifica ha versado sobre diversos grupos de animales y plantas, principalmente
especies de los géneros Pinus y Quercus, y ha publicado trabajos de sintesis sobre organizacion de la
diversidad genética y correlacion entre rasgos bioldgicos y distribucion de especies en la estructura genética a
través de marcadores de herencia materna.

GG Vendramin: giovanni.vendramin@igv.cnr.it. CNR, Istituto di Genetica Vegetale, Via Madonna Piano, I-50019
Florence, Italia. Tiene una amplia produccion en trabajos sobre filogeografia de plantas y distribucion de la
variacion genética basada en ADN cloroplastico. Ha trabajado en una gran diversidad de especies: Fagus
sylvatica, Zelkova abelicea, Fraxinus excelsior, Cupressus sempervirens, diversas especies de Quercus y Pinus.
P Taberlet: Univ Grenoble 1, CNRS, UMR 5553, Lab Ecol Alpine Genom Populat & Biodivers, F-38041 Grenoble
9, Francia. Aunque sus trabajos sobre filogeografia mayoritariamente han tratado sobre diversos grupos de
animales (0sos, asno, salamandras, bovidos, etc.), también ha trabajado en plantas (Rhododendron, Carex,
Saxifraga) y ha publicado trabajos de sintesis sobre las principales rutas migratorias postglaciales en Europa.
RA Ennos: rennos@ed.ac.uk. Univ Edinburgh, Sch Biol Sci, Kings Bldg, Mayfield Rd, Edinburgh EH9 3JT,
Midlothian, Scotland. Ademés de trabajos relacionados con aspectos reproductivos y sobre filogeografia de
plantas (Calluna vulgaris, llex aquifolium) ha publicado numerosos trabajos sobre conservacion de especies
amenazadas.
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3. OBJETIVOS DEL PROYECTO

& 3.1 Hipdtesis de partida

Se trata de averiguar si existen patrones filogeogréficos comunes en las especies consideradas y si éstos
concuerdan o difieren con los previamente observados para la flora de las zonas boreal y templada europeas.
Existe una profusa bibliografia sobre filogeografia de plantas, que demuestra el interés y viabilidad de este
tipo de trabajos. El proyecto que se propone, pretende abordar el estudio de filogeografia comparada de 8
especies de plantas distribuidas alrededor del mar Mediterraneo: Arbutus unedo, Celtis australis, Myrtus
communis, Nerium oleander, Pistacia lentiscus, Quercus coccifera, Rhamnus alaternus y Rosmarinus officinalis.

Todas ellas son especies de interés ecoldgico por formar parte importante del paisaje mediterraneo, y
econdmico por sus diversos usos. Las especies elegidas pertenecen a otras tantas familias y presentan
diferentes caracteristicas vitales.

Para el trabajo se utilizaran microsatélites cloroplasticos (cpSSR), ya que son de herencia uniparental por
via materna, lo cual es adecuado para los propdsitos de la filogeografia, al tiempo que presentan niveles
relativamente altos de variabilidad. La recoleccion de material se realizard en las mismas estaciones de
muestreo para el mayor nimero de especies posible.

Los resultados del proyecto serviran para predecir la organizacion de la diversidad genética en otras
especies con caracteristicas semejantes, sefialar zonas de especial interés para el mantenimiento de la
diversidad genética de plantas mediterrdneas y proporcionardn una valiosa herramienta para certificar la
procedencia geografica de semillas y ayudaran a regular el comercio de semillas y plantas.

& 3.2. Antecedentes y resultados previos

Aunque con excepcion de un trabajo que incluye parcialmente el area de distribucion de Quercus coccifera, no
existen datos filogeogréficos sobre las plantas que aqui se proponen y son escasos los trabajos de este tipo
sobre otras especies mediterraneas. Sin embargo, el gran ndmero de especies y grupos estudiados con
objetivos y metodologias semejantes a las que aqui se proponen, avalan el interés y la viabilidad del proyecto.

Igualmente no existen precedentes de estudios de filogeografia comparada de especies mediterraneas, pero
si sobre la flora de otros territorios siendo destacable, por su proximidad, el trabajo de Taberlet et al. (1998) en el
que realizan un estudio de filogeografia comparada y rutas de recolonizacion postglacial en Europa, utilizando
especies diversas de animales y plantas. Todo ello, avala la validez de la hip6tesis que aqui se plantea asi como
la posibilidad de obtener resultados con la metodologia propuesta.

Ademas, hay que tener en cuenta que los marcadores (cpSSR) que se utilizaran en este proyecto, son bien
conocidos y probados; se han utilizado con éxito en un proyecto europeo (FRAXIGEN) en el que ha participado
la investigadora principal de este (IMA). Por otra parte, la composicién del equipo, integramente formado por
personas avezadas en el trabajo con plantas (seis de ellos son profesores del Dpto. de Botanica), asi como la
experiencia de algunos miembros del equipo en el mismo tema y en el uso de otros marcadores moleculares
(JP), son firmes garantias de que este proyecto cumplira los objetivos que se propone.




3.3. Objetivos concretos

1. Conocer la distribucion geografica de la variabilidad genética de 8 especies mediterraneas de forma que
sea posible predecir la organizacion de la diversidad genética en otras especies con cloroplastos de transmision
mediante semillas. Para ello, se utilizaran cpSSR universales, cuyas diferencias en tamafios se consideraran
alelos distintos. Para comprobar que tamarios iguales de un mismo fragmento implican la misma composicion
nucleotidica y que fragmentos de diferentes tamafios corresponden a indels concordantes, se secuenciaran
muestras de cada fragmento.

2. Comparar los patrones de distribucion de la variabilidad genética en plantas de interés ecol6gico y
econdmico, representativas de la flora mediterranea, para saber si existen patrones de dispersion longitudinal
0 en mosaico generalizables a otras especies no incluidas en el trabajo.

3. Establecer las areas donde se concentra la mayor variabilidad genética de plantas alrededor del
Mediterraneo, las cuales podran ser consideradas zonas de especial interés para el mantenimiento de la
diversidad genética de plantas mediterraneas, para lo cual se recolectara material de diversas especies en las
mismas localidades, para el estudio molecular.

4. Disponer de herramientas moleculares con las que sea posible certificar la procedencia geogréfica de
semillas en especies de interés ecoldgico, forestal y econdmico asi como para la regulacion del comercio de
semillas y plantas.

5. Obtener datos de aplicacion forestal, en concreto sobre capacidad de germinacion de semillas y
supervivencia de plantas, que permitan establecer si existen diferencias en estos parametros entre poblaciones
de una misma especie.




4. METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

PERSONAL IMPLICADO EN EL PROYECTO
Las tareas que implica el desarrollo del proyecto, seran realizadas por el personal que se indica a continuacion:
Miembros del equipo investigador

Dra. Isabel Mateu Andrés (IMA), Investigadora principal. Profesora Titular de Universidad, adscrita al Dpto.
de Botanica de la Universidad de Valencia y miembro del Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia
Evolutiva. Junto con JP, se responsabilizara de la puesta a punto de los protocolos de extraccion de ADN 'y
amplificacion de los diversos cebadores en todas las especies a estudiar, asi como de supervisar las
reacciones de amplificacion de cpSSR y el andlisis de los diferentes fragmentos generados. Se
responsabilizaré del andlisis de los datos genéticos y la elaboracion del libro divulgativo de los resultados.

Dr. Miguel Guara Requena (MG), profesor Titular de Universidad, adscrito al Dpto. de Botéanica de la
Universidad de Valencia. Junto con FB, MFP y AA se responsabilizard de la recoleccion de hojas y
extraccion de ADN. Con FB, MFP y AA participara en la recoleccion de semillas en las poblaciones méas
orientales. Se responsabilizara del programa de divulgacion de resultados y coordinacion con los EPOs.

Dr. Fernando Boisset Lopez (FB), profesor Titular de Universidad, adscrito al Dpto. de Boténica de la
Universidad de Valencia. Junto con MG, MFP y AA se responsabilizard de la recoleccion de hojas y
extraccion de ADN. Con MG, MFP y AA colaborara en la recoleccion de semillas en las poblaciones mas
orientales.

Dr. Antoni Aguilella Palasi (AA), profesor Titular de Universidad, adscrito al Dpto. de Boténica de la
Universidad de Valencia y miembro del Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia Evolutiva. Junto con
MG, FB y MFP se responsabilizara de la recoleccion de hojas y extraccion de ADN. Con MG, FB y MFP
participara en la recoleccion de semillas en las poblaciones mas orientales.

Dra. Maria Felisa Puche Pinazo (MFP), Profesora Titular de Universidad, adscrita al Dpto. de Boténica de
la Universidad de Valencia. Junto con MG, FB y AA se responsabilizard de la recoleccion de hojas v,
extraccion de ADN. Con MG, FB y AA participara en la recoleccion de semillas en las poblaciones méas
orientales.

Colaborador cientifico:

Dr. Joan Pedrola Monfort (JP), Investigador Invitado en el Dpto. de Botanica (Fac. de Biologia) de la
Universidad de Valencia. Se responsabilizara de la secuenciacion y, en su caso, clonacion de fragmentos
obtenidos con cada uno de los cebadores en las distintas especies y participara en la optimizacién de la
extraccion de ADN y de la amplificacion de fragmentos microsatélites.

Miembros del equipo de investigacion pertenecientes a organismos distintos del solicitante.

Dr. Rafael Curras Cayon (RC), es Director del CIEF (Consejeria de Medio Ambiente, Agua, Urbanismo y
Vivienda, G.V.) y Profesor Asociado, a tiempo parcial, del Dpto. de Boténica, Universidad de Valencia. Junto
con EL y AM se responsabilizara de la recoleccion de semillas de las poblaciones situadas en las zonas
central y occidental del area, asi como de las pruebas de germinacion y supervivencia de plantulas.

Dr. Emilio Laguna Lumbreras, es Jefe de Seccién de Proteccién de Recursos Naturales (Consejeria de

Medio Ambiente, Agua, Urbanismo y Vivienda, G.V.). Junto con RC y AM se responsabilizara de la
recoleccion de semillas de las poblaciones situadas en las zonas central y occidental del &rea, asi como de
las pruebas de germinacion y supervivencia de plantulas.



D. Antoni Marzo Pastor, es Director Técnico del Banco de Semillas Forestales (Consejeria de Medio
Ambiente, Agua, Urbanismo y Vivienda,, G.V.). Junto con RC y EL se responsabilizara de la recoleccién de
semillas de las poblaciones situadas en las zonas central y occidental del &rea, asi como de las pruebas de
germinacion y supervivencia de plantulas.

Personal solicitado: En la solicitud se incluyen gastos para la contratacion temporal (30 horas semanales,
durante 24 meses) de un técnico de grado medio (CT) cuya mision consistiria en realizar el trabajo experimental
necesario para la amplificacion de fragmentos con los diferentes cebadores en cada una de las especies a
estudiar (bajo la supervision de IMA) y participara en la secuenciacion de los diferentes fragmentos obtenidos
(bajo la supervision de JP).

Tanto la amplificacion como la secuenciacion de fragmentos son laboriosas dado el elevado ndmero de
muestras a procesar. La secuenciacion de dichos fragmentos supone, ademas, un proceso de puesta a punto y,
posiblemente, de técnicas complementarias como la clonacion en el caso de fragmentos de pequefio tamafio,
por lo que consideramos que su desarrollo requiere de personal ya formado y con amplia y demostrada
experiencia en técnicas moleculares, por lo que se considera esencial este personal para la consecucion de los
objetivos del proyecto en los plazos previstos.

Ademas, se solicita una beca del Programa de Formacion de Investigadores asociada al proyecto. En caso
de ser concedida, el becario seleccionado colaboraria en la amplificacion de fragmentos (cpSSR) y andlisis de
resultados (bajo la direccion de IMA).

Trabajos previos

4.1. Recoleccion de material biolégico. Dado que el estudio se realizard sobre material silvestre, sera
necesario realizar la recoleccion del material previamente al desarrollo de cualquier otra parte del trabajo.

En este apartado hemos de distinguir dos aspectos:

1, recoleccion de material para la amplificacion de cpSSR y secuenciacion.

2, recoleccion de semillas para realizar pruebas de germinacion y supervivencia de plantulas.

Para el primero se recolectaran hojas de 8 individuos, separados al menos 50m, en 40 poblaciones
naturales de cada una de las especies incluidas en el proyecto repartidas por su area de distribucion. El material
que se empleard serdn hojas sanas sin signos de senescencia, que se desecaran en silicagel para evitar la
degradacion del ADN. Una vez en el laboratorio, las hojas se conservardn en congelador a -80°C hasta la
extraccion del ADN. En cada poblacién se recolectara material del mayor ndmero posible de especies con el fin
de conseguir una mayor integracion de los resultados.

Para la segunda, se recolectaran semillas de 20 poblaciones de cada especie de entre las muestreadas
para la primera etapa. Las poblaciones estaran distribuidas por las diferentes areas y zonas de procedencia de
cada especie. Las semillas se conservaran en las instalaciones del CIEF (Consejeria de Territorio y Medio
Ambiente, Generalitat Valenciana) siguiendo los protocolos habitualmente utilizados por el personal de dicha
institucion asi como las indicaciones del Garcia-Fayos et al. (2001).

Con el fin de tener una mayor capacidad de integracién de resultados que afecten a las poblaciones
muestradas, se tratard de recolectar el material de las diferentes especies en las mismas poblaciones, hasta
donde esto sea posible, dada la diferente ecologia de Nerium oleander y parcialmente de Celtis australis.

La recoleccion de material se realizard, fundamentalmente, durante el primer afio, sin embargo la extension
del &rea hace necesario continuarlo en un segundo periodo. Por otra parte, la recoleccion de semillas, obligara a
hacer recolecciones en otofio. En ambos casos, se cuenta con el apoyo logistico que supone la participacion de
algunos miembros del equipo en la red INTERREG.

Epocas de floracion y fructificacion:  época de floracién, ///// época de fructificacién, ///// floracion+fructificacion
Meses: I I Il vV \Y Vi viE VIl X X X X
Arbutus unedo*

Celtis australis U

Myrtus communis U

Nerium oleander

Pistacia lentiscus I

Quercus coccifera i
Rhamnus alaternus i
Rosmarinus officinalis

* En esta especie coincide la época de floracion con la maduracion de los frutos producidos el afio anterior.
** Florece y, por tanto, fructifica a lo largo de todo el afio, especialmente tras épocas de lluvias.
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4.2. Optimizacion del método de aislamiento del ADN.
Para la amplificacién con los cebadores microsatélite, se requiere disponer de preparaciones de DNA poco
degradado y de calidad, sin contaminantes que pudieran inhibir el proceso de amplificacion.

Se seguiran los protocolos utilizados generalmente en otras especies de plantas, basados en
precipitaciones fraccionadas con bromuro de cetil-trimetil-amonio (CTAB). Si es necesario, se modificaran, por
adicion de resinas, para la absorcion de compuestos fendlicos, a fin de obtener ADN del nivel de pureza
requerido.

4.3. Optimizacion del método de amplificacion de fragmentos.

Dada la disparidad entre las especies que se estudiaran, sera necesario optimizar los protocolos para la
amplificacion mediante reacciones de PCR, para cada combinacion cebador-especie. Dichas pruebas se
realizaran sobre 10 individuos de cada especie, y se probara un amplio rango de temperaturas de anillamiento
(entre 38-58°C) y concentraciones de cloruro magnésico (1-4mM), hasta obtener fragmentos de los tamafios
esperados.

Objetivo 1

4.1.1. Amplificacion y analisis de microsatélites cloroplasticos (cpSSRs)

Para desarrollar esta parte del trabajo (Objetivos 1y 2) se realizaran pruebas con los 10 cebadores
universales descritos por Weising & Gardner (1998). Se utilizaran cebadores marcados con diferentes
fluorocromos (HEX, NED, FAM Applied Biosystems) para obtener fragmentos que puedan ser analizados con un
secuenciador. Si el rango de tamafios de los fragmentos obtenidos con los diferentes cebadores no solapa, se
utilizard la técnica multiplex (amplificacion simultdnea con diferentes cebadores).

Los fragmentos amplificados seran analizados en el Servicio de Secuenciacién de la Universidad de
Valencia (SCIE), utilizando el secuenciador ABI Prism 3700. Para la determinacion de alelos se utilizara el
programa GENESCAN 3.1. Se consideraran como alelos diferentes los fragmentos de distinto tamafio,
asumiendo que no hay homoplasia, dado que los individuos que se estudian pertenecen a poblaciones de una
misma especie.

Para cada especie, se realizaran pruebas iniciales con una muestra de 50 individuos procedentes de
diferentes poblaciones para seleccionar los cebadores que den variabilidad, desechando para aquellos que no la
presenten. En caso de que los cebadores propuestos no presenten variabilidad en alguna especie, o los niveles
de variabilidad sean bajos, se emplearan otros cebadores de los disponibles en la literatura hasta encontrar un
minimo de 10 haplotipos por especie.

4.1.2. Andlisis de los datos genéticos
Si la secuenciacion de fragmentos (Objetivo 3) confirma que diferencias en un nucleétido son resultado de un
evento mutacional que implica a un solo nucleétido, se construird la red estadisticamente mas parsimoniosa de
haplotipos, que nos permitir conocer las relaciones filogenéticas existentes entre ellos, para lo cual se utilizard
el programa TCS (Clement et al., 2000).

Para cada especie, se obtendran los parametros de diversidad genética del ADN cloroplastico
intrapoblacional y total, basados en el modelo de alelos desordenados (hs y hr, respectivamente) y ordenados
(vs y vr, respectivamente). El modelo de alelos desordenados considera las frecuencias alélicas mientras que en
el modelo de alelos ordenados ademas se toman en cuenta las semejanzas entre haplotipos, es decir, la
proporcién de fragmentos compartidos (Pons & Petit, 1996). Para obtener la diferenciacion entre poblaciones se
calculara la proporcion de variacion entre poblaciones siguiendo ambos modelos (Gsr y Nsr, respectivamente)
mediante el programa PERMUTE (pierroton.inra.fr/genetics/labo/Software) el cual, ademas de los célculos de
diversidad y diferenciacion genética, realiza un test para establecer si hay estructura filogeografica. En ausencia
de estructura filogeogréfica Gst=Nsr.

La existencia de estructura filogeografica se comprobard, ademas, por comparacion de las estimas de Nsr
con los valores de Nsr obtenidos tras 10.000 permutaciones, utilizando el programa SPAGEDI 1.1 (Hardy &
Vekemans, 2002). Si Nsr>Nst permutado que hay estructura filogeogréfica. Esto significa que, en promedio,
haplotipos filogenéticamente similares se encuentran en la misma poblacion con mayor frecuencia que otros
aleatoriamente elegidos.

La estructura geografica de la variacion genética, se representard mediante un mapa de frecuencias
haplotipicas en cada una de las poblaciones estudiadas, mediante el programa MAPINFO 4.1 (Maplinfo Corp.,
NY).

Para comprobar la existencia de aislamiento por distancia se realizara el test de Mantel comparando la
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matriz de distancias genéticas entre pares de poblaciones obtenidas mediante Gs/1-Gsr, con la matriz del
logaritmo natural de las distancias geograficas entre ellas.

Mediante el algoritmo SAMOVA (Dupanloup et al., 2002) se definiran grupos geograficos de poblaciones
homogéneas y con maxima diferenciacion asi como la existencia de barreras genéticas entre grupos de
poblaciones.

4.1.3. Secuenciacion de fragmentos microsatélite y sus zonas flanqueantes.

Las diferencias en el tamafio de los fragmentos obtenidos mediante la amplificacién con cebadores
microsatélite se interpretan como alelos diferentes, sin embargo, es posible que estas diferencias en el tamafio
de los fragmentos sean debidas al nimero de repeticiones de la region microsatélite, o que corresponderia a
alelos diferentes en sentido estricto, o bien a diferencias en la region flanqueante. Por otra parte, tamafios
iguales pueden presentar composiciones diferentes en nucledtidos.

Se secuenciard una muestra de cada producto de diferente tamafio (regién microsatélite+ zonas
flanqueantes), con cada uno de los cebadores en cada especie, con el fin de saber si los fragmentos de distinto
tamafio corresponden o no a diferente nimero de repeticiones del motivo de repeticion. Aungue no es posible
saber a priori el nimero de muestras a estudiar puesto que no conocemos el de alelos que encontraremos con
cada cebador y especie, se puede estimar que variara entre 2-4 alelos por cebador, Asi pues, el nimero de
muestras a estudiar variara entre 20-30 por especie, lo que supone un total de 160-300 muestras.

Para llevar a cabo la secuenciacién de fragmentos es necesario disponer de material purificado y los
nucleétidos deben estar marcados con un fluorocromo para que sea posible la lectura de la secuencia. La
amplificacion de fragmentos de ADN se realizard mediante PCR, y constara de dos etapas, en la primera se
usaran pares de cebadores y nucleétidos no marcados y los productos de PCR se purificaran mediante kits
convencionales (QIAQUICK PCR PURIFICATION de Qiagen). En la segunda etapa, partiendo de los fragmentos
obtenidos y purificados en el paso anterior, se realizard una segunda amplificacion mediante PCR empleando
nucleétidos marcados con fluorocromo (BigDye). Se utilizara el secuenciador ABI Prism 3700 del Servicio de
Secuenciacion de la Universidad de Valencia (SCIE). La lectura e interpretacion de la secuencia de nucleétidos
se realizard mediante el programa SeqEdit. Para la alineacion automatica de secuencias, y su comprobacion
manual, se realizara con el algoritmo CLUSTAL X del programa BioEdit.

En caso de que no sea posible la secuenciacion de algln fragmento microsatélite debido a su pequefio
tamafio, se procedera a la clonacion de este fragmento en un vector de tipo TA como el pGEM-T (Promega) y su
posterior secuenciacidn con cebadores propios del vector (T7 promotor y SP6).

Objetivo 2

Conocidos los datos sobre niveles de variabilidad genética y su estructura dentro y entre poblaciones repartidas
por toda el area de estudio y, en el caso de especies de distribucion mas amplia, de la especie en general, de
cada especie individual, estaremos en condiciones de realizar comparaciones entre ellas para tratar de
establecer patrones filogeogréaficos comunes a plantas que, con diferentes caracteristicas biologicas, comparten
su caracter autoctono y distribucion circunmediterranea.

El desarrollo de este objetivo no requiere trabajo adicional por cuanto resulta del analisis de los resultados
obtenidos en el Objetivo 1.

Objetivo 3

Para una mejor integracion de los resultados obtenidos en las diferentes especies, que nos permita detectar la
posible existencia de areas en las que se concentra la diversidad genética, asi como haplotipos singulares, se
recolectara de material del mayor nimero posible de las especies incluidas en el proyecto, tanto para el estudio
molecular (Objetivo 1) como de la capacidad de germinacion de semillas y supervivencia de plantas (objetivo 5).

El desarrollo de este objetivo no requiere trabajo adicional por cuanto resulta del analisis de los resultados
obtenidos en el Objetivo 1.
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Objetivo 4

El andlisis de los resultados del Objetivo 1, permitird establecer si existen diferencias en la distribucion de
haplotipos en el area de estudio. En el previsible caso de que existan tales diferencias, sera posible establecer la
procedencia geogréfica de semillas que, ademas, seran aplicables al establecimiento de normas que regulen el
comercio de semillas y plantas.

El desarrollo de este objetivo no requiere trabajo adicional por cuanto resulta del analisis de los resultados
obtenidos en el Objetivo 1.

Objetivo 5

4.5.1. Pruebas de viabilidad de semillas: Dado que los requerimientos de germinacion y la dormicion de
semillas pueden variar entre poblaciones de una especie (Gibson, 2002), las pruebas de germinacion y
supervivencia de plantas se realizaran sobre semillas recolectadas en 20 de las poblaciones muestreadas para
el estudio molecular en cada especie.

En los ensayos de germinacion, se seguira la metodologia propuesta por la Internacional Seed Testing
Association (Internacional rules for seed testing, 2006). Cada ensayo se realizara sobre 400 semillas tomadas al
azar, distribuidas en cuatro repeticiones de 100 semillas en palca Petri con papel de filtro humedecido.
Previamente al ensayo las placas Petriy el papel seran autoclavados.

Los ensayos se realizaran en incubadoras o cAmaras de germinacion, en las condiciones de luz y
temperatura mas adecuadas para cada especie. Si fuese necesario, las semillas seran sometidas a tratamiento
con 4cidos o escarificacion mecanica de la cubierta, estratificacion o aislamiento de embriones, con el fin de
superar la dormicion y favorecer una germinacion rapida. Las semillas se consideraran germinadas cuando la
raiz alcance el tamafio de la semilla. Diariamente se hara el recuento de semillas germinadas hasta que se
considere acabada la prueba. Se considerara como resultado de la germinacion la media de las cuatro
repeticiones. Los ensayos son tolerables siempre que la desviacion entre los valores extremos no los limites de
tolerancia de ISTA.

Para establecer si existen o no diferencias en la capacidad germinativa de las semillas atribuibles a su
distinto origen, asi como entre afios dentro de cada poblacion, se realizaran sendos andlisis de la varianza.

4.5.2. Supervivencia de plantulas. Como continuacion natural al estudio sobre la capacidad de germinacion de
semillas, se estudiara la supervivencia de plantulas.

Para ello, se obtendréan plantulas mediante siembra de semillas en contenedores. Se sembraran 5 semillas
en cada contenedor de las que, se dejara solo una después de germinadas. Las plantulas permaneceran en los
contenedores hasta pasado el primer periodo de crecimiento, en cuyo momento 30 de ellas, elegidas al azar,
seran trasplantadas al exterior, en parcelas del CIEF, dentro de sus respectivos contenedores, situando las
plantas a distancias iguales de 30cm. Durante la experiencia, no se aplicaran fertilizantes y las plantas se
regaran de forma homogénea con una cantidad de agua semejante a la media de precipitaciones anuales en
poblaciones naturales.

La supervivencia de plantulas se evaluara mediante recuento directo de individuos supervivientes, con
periodicidad bisemanal.

El anlisis de la varianza aplicado a los resultados obtenidos para cada parametro permitird establecer si
existen o no diferencias atribuibles al distinto origen de las semillas.

13



4.1 MODELO DE CRONOGRAMA (ORIENTATIVO)

Actividades/Tareas Centro Persona , ~ ~ ~
; responsable y Primer afio (*) Segundo afio (*) Tercer afio (*)
Ejecutor )
otras involucradas

Trabajos previos:

b e UVEG MG, FB, MFP, AA,
Recoleccion de material biologico. GV RC. EL, AM | XXX XXX x| X% LT XX EREREREEEE
Optimizacion del método de aislamiento del DNA. UVEG IMA, JP XX L L] [T LLLLEL L
Optlm!zacmn de la amplificacion de fragmentos para cada par UVEG IMA. JP
especie-cebador. | IXIXXIXIX] ] ] L] L]
Objetivo 1.
Extraccion de ADN UVEG MG, MFP, FB, AA LI UxxE L L
Amplificacién y andlisis de fragmentos microsatélites. UVEG IMA, CT, becario [T X DI xixpxpdxixixx - [xxx] [ [ 1] ]]]]
Secuenciacion de fragmentos y andlisis de secuencias. UVEG JP,CT [T LU [T
Objetivo 5. HERNENEEEE
Pruebas de germinacion de semillas GV RC, EL, AM [T [ IXIXX| [ ] ] ] ] ] [ XXX
Estudio de supervivencia de plantas. GV RC, EL, AM [T L] XXX | xIXxIxIx|xIxxIx] | |

., . 9 . IMA, JP, MG, FB MFP
Elaboracion de informes y redaccion de trabajos UVEG, GV R

y J AA, RC, EL, AM S A A A

Elaboracion y mantenimiento de la pagina Web UVEG MG [T IXX LTI LT IXE L] % LT IXE L] %

- . . IMA, JP, MG, FB MFP
Redaccion libro divulgativo UVEG, GV AA, RC. EL. AM LEEEEEErrr e trrrrr et e E x|

El desarrollo de los objetivos 2, 3 y 4 no figuran en el cronograma

porque, como se explica en el apartado de Metodologia,
no requieren trabajo adicional.

(*) Colocar una X en el nimero de casillas (meses) que corresponda
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5. BENEFICIOS DEL PROYECTO, DIFUSION Y EXPLOTACION EN SU CASO DE LOS RESULTADOS

Contribuciones cientifico técnicas:

Del desarrollo del presente proyecto, se espera obtener abundantes datos sobre los objetivos antes descritos que seran
presentados en aquellos congresos y reuniones cientificas que se desarrollen sobre temas afines, y se materializaran
en publicaciones en revistas internacionales de prestigio de las areas de genética, boténica, cultivos forestales, etc.,
que, previsiblemente, abordaran los siguientes aspectos concretos:

1 - Estudio de la variabilidad genética del ADN cloroplastico y estructura filogeografica, de cada una de las especies
estudiadas.

2 — Estudio comparado de las diferentes especies para tratar de establecer patrones comunes asi como la existencia de
areas de especial interés para la conservacion de flora meditarranea.

3- Capacidad germinativa de semillas de distintas procedencias geograficas y supervivencia de plantulas de las
diferentes especies.

Se espera que los resultados obtenidos del desarrollo de este proyecto contribuyan a la definicion de zonas y areas
de procedencia de semillas de uso forestal, semejantes a las establecidas para especies arboreas, lo cual constituye
una tarea de primordial importancia pero aun pendiente en plantas de matorral.

Igualmente se espera que los resultados del proyecto seran de aplicacion directa para los entes publicos y privados
interesados, por diversos motivos, en la certificacion de procedencia de plantas tanto para su uso ornamental como
para la restauracion de ecosistemas. Los estudios sobre filogeografia, capacidad de germinacion de semillas y
supervivencia y crecimiento de plantas de especies importantes del matorral mediterraneo proporcionaran datos
importantes para la produccion y comercializacion de estas plantas, asi como para su adecuado uso en restauracion.
Prueba de dicho interés es el apoyo recibido por diferentes EPOs.

Adecuacion del proyecto a las prioridades de la convocatoria y, en su caso, del Programa Nacional
correspondiente:

El proyecto se adecua a las prioridades de la presente convocatoria, por cuanto la Filogeografia es parte de la
Biogeografia y, por tanto, se ajusta perfectamente al apartado 1.1 del Programa Nacional de Biodiversidad, Ciencias
de la Tierra y Cambio Global.

Plan de difusioén de los resultados:

Los resultados serén difundidos a la comunidad cientifica mediante publicaciones, y a los EPOs mediante
reuniones. Se prevé realizar tres reuniones con los EPOs, de un dia de duracion. La primera se celebraré dentro del
primer semestre del proyecto y en ella se expondran nuestros planteamientos y metodologia, al tiempo que se
atenderan los comentarios, sugerencias y demandas que, partiendo de personas y grupos con larga experiencia
practica en el manejo de semillas y cultivo de plantas de las especies incluidas en este trabajo, nos aportara informacion
esencial para el buen desarrollo del trabajo. La segunda se celebrara a mediados del segundo afio y tendra por
finalidad exponer los resultados que se vayan obteniendo asi como los problemas con los que nos vayamos
encontrando a fin de recabar opiniones que nos ayuden a resolverlos. La tercera reunion se preveé para el inicio del
ultimo semestre de duracion del proyecto y en ella se expondran los resultados globales del proyecto.

Ademas, se elaborara una pagina Web, que se actualizard semestralmente, y en la que cualquier interesado podra
consultar los planteamientos, metodologia del proyecto y resultados que se vayan obteniendo.

Como culminacion del proyecto se elaborara un pequefio libro en el que, en tono divulgativo, se expliquen los
objetivos, metodologia seguida y resultados obtenidos en el proyecto, haciendo especial hincapié en aquellos aspectos
de mas directa aplicacion por parte de usuarios finales.
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6. HISTORIAL DEL EQUIPO SOLICITANTE EN EL TEMA PROPUESTO

Como se ha indicado en el apartado 4, el equipo de investigacion estd compuesto por:

Dra. Isabel Mateu Andrés (IMA), Investigadora principal. Profesora Titular de Universidad, adscrita al Dpto. de
Botéanica de la Universidad de Valencia y miembro del Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia Evolutiva.

Dr. Miguel Guara Requena (MG), profesor Titular de Universidad, adscrito al Dpto. de Boténica de la Universidad
de Valencia.

Dr. Fernando Boisset Lépez (FB), profesor Titular de Universidad, adscrito al Dpto. de Botéanica de la Universidad
de Valencia.

Dr. Antoni Aguilella Palasi (AA), profesor Titular de Universidad, adscrito al Dpto. de Botanica de la Universidad
de Valencia y miembro del Instituto Cavanilles de Biodiversidad y Biologia Evolutiva.

Dra. Maria Felisa Puche Pinazo (MFP), Profesora Titular de Universidad, adscrita al Dpto. de Botanica de la
Universidad de Valencia.

Dr. Joan Pedrola Monfort (JP), Colaborador Cientifico de la Universidad de Valencia, desarrolla su investigacion
en el laboratorio de IMA.

Dr. Rafael Curras Caydn (RC), es Director del Centro para la Investigacion y Experimentacion Forestal de la
Comunidad Valenciana (CIEF) de la Consejeria de Medio Ambiente, Agua, Territorio y Vivienda (G.V.).

Dr. Emilio Laguna Lumbreras (EL), es Jefe de Seccion de Proteccién de Recursos Naturales (Consejeria de
Medio Ambiente, Agua, Territorio y Vivienda, G.V.).

D. Antoni Marzo Pastor, es Director Técnico del Banco de Semillas Consejeria de Medio Ambiente, Agua,
Territorio y Vivienda, G.V.).

Estos investigadores forman un equipo multidisciplinar en el que a dos personas de Consejeria de Medio Ambiente,
Agua, Territorio y Vivienda (RC y EL), se unen cinco pertenecientes al mismo Departamento (IMA, MG, AA, FB y MFP)
ademas de RC también profesor del mismo, lo cual facilita su coordinacion de forma importante. La participacion de JP,
quien mantiene una actividad profesional privada totalmente compatible con una colaboracién intensiva con la
investigacion que desarrolla IMA, fortalece el equipo de investigacion especialmente en lo relativo al trabajo molecular,
ademas de tener una amplia experiencia en el trabajo de campo.

El equipo de investigacion integra personal cientifico con los conocimientos técnicos necesarios para cubrir 10s
diferentes objetivos del proyecto que se propone y cuya experiencia garantiza la obtencion de resultados. En el equipo
se reline personal con experiencia en la utilizacidn de diversos marcadores moleculares aplicados a los objetivos de
conservacion de plantas amenazadas y de caracterizacion de especies (IMA) y filogenia (JP) y en temas forestales
(MG) amplio conocimiento en el reconocimiento de la flora y vegetacidn ibéricas (AA, FB, MFP, MG). Consideramos que
la incorporacion de especialistas en flora no vascular, no resta eficacia al conjunto por cuanto las tareas que de que se
responsabilizardn (recoleccion de material y extraccion de ADN) no presentan dificultades. Por el contrario,
consideramos que este proyecto es una ocasion para que un amplio grupo de investigadores se introduzcan en el
trabajo molecular ampliando la posibilidad de investigaciones futuras de indole filogeografica en otros grupos de
plantas.

Por otra parte, los miembros del equipo han colaborado hace tiempo en diferentes proyectos y trabajos de
investigacion (ver CVs adjuntos). Por lo que, aunque se constituyen en este proyecto como equipo de investigacion,
vienen compartiendo su actividad profesional desde hace afios, lo que garantiza la estabilidad del equipo.

IMA tiene una dilatada experiencia en la utilizacion de diversos marcadores moleculares aplicados a conservacion de
plantas amenazadas y sistematica. Participa en el proyecto BFI2002-00664 teniendo bajo su responsabilidad la
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aplicacion de microsatélites a la caracterizacion de variedades de arroz. Es investigadora principal de un proyecto
europeo coordinado en el que se aplican microsatélites nucleares al estudio de la diversidad genética y su estructura de
especies europeas de fresno (Fraximus ornus, F. excelsior y F. angustifolia), asi como a de microsatélites cloroplasticos
para establecer la filogeografia de dichas especies. Fruto de este proyecto, recientemente acabado (30 Junio 2005), es
el libro Ash species in Europe de la que es coautora y en el que ha participado en la redaccion de los apartados
anteriormente explicados en F. ornus y F. angustifolia.

MG, ha participado en mas de una decena de proyectos de investigacion (convenios y contratos) financiados con
fondos publicos (Generalitat Valenciana y Ministerio de Educacion y Ciencia: CICYT) referidos a los efectos de los
incendios forestales y tratamientos selvicolas la taxonomia y ecologia de algunas especies vasculares, asi como en
tratamiento taxondmico y corologico de diversas plantas y tiene amplia experiencia en el tratamiento estadistico y
multivariante de datos.

AA, es director del Jardin Botéanico de la Universidad de Valencia y especialista en flora y vegetacion ibéricas. Ha
participado en diversos proyectos financiados por diversas entidades y organismos publicos, sobre evaluacion de flora y
recursos filogenéticos y actualmente participa en un proyecto europeo de acronimo ENSCONET, para la conservacion
de semillas nativas de Europa.

FB, es especialista en flora marina mediterranea y ha participado en diversos proyectos financiados con fondos publicos
(Generalitat Valenciana y CICYT), entre los que cabe destacar el proyecto Flora Phycologica Ibérica, cuyo objetivo final
pretende actualizar progresivamente la informacion sobre la biodiversidad algal de las costas ibéricas. Aunque su
actividad investigadora se desarrolla en el &mbito de la flora marina, su labor docente en el Dpto. de Botéanica le
proporciona un buen conocimiento de la flora vascular sobre la que, por otra parte, versé su Tesis de Licenciatura.

MFP, es especialista en flora briofitica ibérica. Ha participado en diversos proyectos de investigacion financiados por
diversos organismos publicos, entre los que cabe destacar el proyecto Flora Briofitica Ibérica, que viene
desarrollandose desde hace nueve afios.

JP ha sido director del Jardin Botanico Marimurtra (Blanes, Gerona) y tiene un extenso curriculo en la aplicacion de
diversos marcadores moleculares (aloenzimas, RAPDs, microsatélites) en estudios de biologia evolutiva y filogenia de
plantas. Entre las técnicas que maneja estan las de secuenciacion y tiene experiencia en la aplicacion de métodos de
inferencia Bayesiana a la filogenia y filogeografia de plantas.

RC es Director del CIEF y profesor asociado en el Departamento de Botanica de la Facultad de Biologia. Ha sido Jefe
del Servicio Territorial del ICONA en la Comunidad Valenciana y Jefe de la Seccion Forestal de Valencia. Cuenta con
una amplia experiencia en la planificacion, redaccion y ejecucion de proyectos y obras de restauracion hidrolégico-
forestal, de repoblacion forestal, tratamientos selvicolas, lucha contra incendios, restauracion de areas degradadas e
incendiadas y de actuaciones de Sanidad Forestal.

EL es Jefe de Seccion de Proteccion de Recursos Naturales de la Generalitat Valenciana, siendo encargado de
relaciones externas en proyectos internacionales y redes multiregionales o plurinacionales de los programas de
conservacion de flora o habitats. Posee el Premio Europeo de Conservacion de Flora ‘Silver Leaf Award Planta Europa’
y es miembro experto del Comité de Supervivencia de Especies de la UICN.

AM es Director técnico del Banco de Semillas Forestales (CIEF) de la Generalitat Valenciana, es responsable del
procesado de frutos, ensayos de viabilidad de semillas y cultivo de plantulas en condiciones controladas. Es
coordinador el proyecto europeo P.I.C. 1lIB Medoc y mantiene estrecho contacto con otros centros del mediterraneo
dedicados a la conservacion de recursos genéticos de flora (red INTERREG, Red de centros de conservacion de
material genético de la flora mediterranea).
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6.1 FINANCIACION PUBLICA Y PRIVADA (PROYECTOS Y CONTRATOS DE I+D) DE LOS MIEMBROS DEL EQUIPO INVESTIGADOR
Debe indicarse unicamente lo financiado en los ultimos cinco afios (2000-2004), ya sea de ambito autonémico, nacional o internacional.

Deben incluirse las solicitudes pendientes de resolucion.

Relacion con Subvencion Periodo de
la solicitud concedida o vigencia o
Titulo del proyecto o contrato queanorase | - estigador Principal | solicitada Entidad financiadoray | fecha de la
presenta (1) , -
EURO referencia del proyecto | solicitud (2)
Marcadores fisiolégicos y moleculares de tolerancia a Ministerio de Ciencia y
factores abidticos generados por déficit hidrico en lineas | 2 Dra. M.J. Cornejo 8.950.000pts Tecnologia 01/ 2000-
celulares y plantas de arroz. PB 98-1428 12/2002
C
Comunidad Econémica 11/2001-06/
FRAXIGEN. Ash for the future. 1 Dra. Janet Stewart/ Dra. I. | 135.960 Europea 2005
Mateu (proy. coordinado) EVK2-CT-2001-00108 C
Ministerio de Ciencia y 01/2003-
Respuestas al stress salino y osmatico en el arroz (Oryza |3 Dra. M.J. Cornejo 116.150 Tecnologia 12/2005
sativa L.): marcadores de tolerancia cruzada y especifica. BF 1 2002-00664 C
Estudio de la biodiversidad de las poblaciones de Consejeria de Cultura, 1-1-2001/
Rosmarinus en la Comunidad Valenciana. 1 Dra. P. Soriano 15.025 Educacion y ciencia, GV 31-12-2002
GV00-060-3 C
o . . 1-1-2006/ 31-
Caracterizacion molecular de especies y cultivares de 1 Dra. |. Mateu 12.000 Universitat de Valéncia 12-2006
interés econdmico del género Lavandula L. S
Control de la procesionaria del pino: estudio del complejo Consejeria de Cultura, 1-1-2000/
parasitario en la Comarca de Los Serranos (Valencia). 3 Dr. J. Selfa 10.818 Educacion y Ciencia 30-12-2001
GV99-129-1-3 C
Estudio del complejo parasitario asociado a la “oruga de Ministerio de Ciencia y 1-11-2000/
zurrdn” Euproctis chrysorrhea (Lepidoptera, Lymantriidae) en |3 Dr. J. Selfa 42.435 Tecnologia 30-10-2005
frondosas autdctonas. BOS2002-03820 C
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Determinacion de macrdfitos vegetales en el estudio de la

implantacion de una red de vigilancia de la calidad de las Dr. A. Aguilella 9.616 UTE Unima Control 2000-2001
aguas mediante indices bhidticos en el &mbito de la C
Confederacion Hidrogréfica del Jucar.
Catalogo de las algas marinas macroscapicas de la Consejeria de Medio 31-5-2002/
Comunidad Valenciana. Dr. F. Boisset 12.500 Ambiente, GV 31-12-2002
20020348 C
Flora Phycologica Ibérica. Bonnemaissoniales, Gracilariales, Ministerio de Ciencia y 28-12-2001/
Palmariales y Rhodymeniales. Dra. C. Rodriguez 13.216,35 Tecnologia 28-12-2004
REN2001-1473-C03-02 C
“Flora Briofitica Ibérica” (22 fase) Ministerio de Ciencia y
Rosa M2 Cros Matas 10.357 Tecnologia BOS2000-0296- | 2001-2003
C03-03 C
“Flora Briofitica Ibérica” Ministerio de Ciencia y
Rosa M2 Cros Matas 40.000 Tecnologia 2004-2006
REN 2003-03131 C
Conselleria de Medi Ambient | Septiembre
“Flora Britfitica del Macizo del Caroche y su entorno”. Felisa Puche 16.279,66 G.V. 1999 a
99/03/070 Septiembre
2001
C
“Informatitzacio i actualitzacio de la Col.leccié de Bridfits de Conselleria  de Territori i | Marzo 2005-
I"Herbari VAL". Felisa Puche 11.900 Habitatge (G.V.) Octubre 2005
40/BD/05 C
“Flora briofitica Ibérica: Funariales (pro parte), Tatraphidales, Montserrat Brugués 75.000 Ministerio de Educacién y Enero 2006
Buxbaumiales, Diphysciales, Splachnales, Ditrichales”. Doménech Ciencia S
Tipificacion, cartografia y evaluacion de los pastos espafioles. Dr. Alfonso Sanmiguel 43.519,60 INIA'y todas las CCAA Enero 2001/
Ayanz (Comunidad excepto Catalunya Diciembre
Valenciana) 0T00-037-C17 2003
C
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Biologia Evolutiva de las especies de Androcymbium de Sud

1-1-1998/

Africa Occidental (aloenzimas y RFLPS). Joan Pedrola 60.000 Fundacion Karl Faust 31-12-2001
C
Filogenia y genética de poblaciones de las especies de Sud 1-1-2001/
Africa Oriental del género Androcymbium (RAPDs y Joan Pedrola 80.000 Fundacion Karl Faust 31-12-2003
Secuenciacion cpDNA, mDNa y nDNA). C
Filogenia y Filogeografia de los géneros Lithodora y 1-1-2002/
Merendera en el Mediterraneo (cpSTR y Secuenciacion). Joan Pedrola 50.000 Fundacion Karl Faust 31-12-2005
C
Diagndstico Fitoecol6gico y Faunistico de las riberas del rio _ CEOP - Centro de Estudios y |2002
Jucar en el tramo comprendido entre Carcaixent y la A. Aguilella 41.891,11 Experimentacion de Obras ~ |C
autopista A-7, y entre la Gola de I'Estany y Cullera. Publicas (CEDEX)
Desarrollo de actividades del banco de germoplasma de flora Conselleria de Medi Ambient | 2002
silvestre del Jardin Botanico. A. Aguilella 21.500 de la Generalitat Valenciana. |C
Recoleccion y procesado de semillas del banco de - Conselleria de Medi
germoplasma de flora amenazada de la Comunidad Antoni Aguilella 10.360,34 Ambient de la Generalitat 2003
Valenciana (Proyecto LIFE Conservacion de Habitats Valenciana C
prioritarios).
Elaboracion y asesoramiento cientifico de la exposicion del o Conselleria de Medi Ambient
proyecto LIFE conservacion de habitats prioritarios de la Antoni Aguilella 10.344 de la Generalitat Valenciana | 2003
Comunidad Valenciana. C
Evaluacion del estado ecolégico de los rios de la cuenca o EPTISA, SERVICIOS DE 2004
hidrogréfica del Jucar mediante el uso del indice QBR. Antoni Aguilella 48.000 INGENIERIA, S. A. c
Divulgacion y conservacion de la biodiversidad: o AUMAR Autopista del Mare
ajardinamiento tematico y restauracion paisajistica de las Antoni Aguilella 15.600 Nostrum 2004-05
C

areas de la autopista entre I'Hospitalet de Llobregat y
Alicante.: Anteproyecto y solicitud de fondos LIFE.
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CREATION D'UN RESEAU DE CENTRES DE CEEU - Comunidad
CONSERVATION DU MATERIEL GENETIQUE DE LA 1 Antoni Marzo 65.785 Econdmica Europea 2004-06
FLORE DES REGIONS MEDITERRANEENNES DE C
L'ESPACE MEDOCC.(GENMEDOQC). P.I.C. INTERREG Il B
— MEDITERRANEE OCCIDENTALE

ENSCONET - The European Native Seed Conservation CEEU - Comunidad
Network VI PROGRAMMA MARCO, SUPORT FOR 1 Roger Smith 364.607 Econdmica Europea 2004-2009
RESEARCH INFRAESTRUCTURES, INTEGRATING C

ACTIVITIES, CO-ORDINATION ACTION, EU, IIA-CA-
506109/03 19 Entidades participantes (COORD. ROYAL
BOTANIC GARDENS KEW, MSBP).

(1)
0 = Es el mismo proyecto
1 = esta muy relacionado
2 = esta algo relacionado
3 = sin relacion

(2) C=concesion, S=solicitud.
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