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INTRODUCCIO

1. BIOLOGIA DE LA CONSERVACIO
1.1. SITUACIO DE LA FLORA AMENACADA A CATALUNYA

La conca mediterrania compta amb un total d’unes 25.000 especies de plantes
vasculars entre continentals i marines, de les quals prop de 13.000 s’hi consideren
endemiques (Myers et al., 2000). Segons un estudi recent (Myers et al., I.c.), la conca
mediterrania constitueix un dels 25 punts calents (hotspots) de biodiversitat mundial
(fig. 1). Un hotspot es pot considerar com una area que mostra excepcionals
concentracions d’espécies endémiques i que ha experimentat una també excepcional
pérdua d’habitat (Myers, 1988, 1990; Pressey et al., 1993; Prendergast et al., 1999;
Ginsberg, 1999). Per a Myers et al. (l.c.) una regio6 es pot classificar com a hotspot si
compleix dos criteris: (1) Ha de contenir com a endémiques almenys un 0,5 % de les
300.000 especies vegetals del planeta. (2) Ha d’haver perdut més del 70 % de la seva
vegetacio primaria.
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FIG. 1. Els 25 punts calents (“hotspots™), segons Myers et al. (2000).

Al continent europeu es coneixen unes 12.000 especies de flora terrestre, de les quals
entre 8.000 i 9.000 son presents al territori iberico-balear, el que suposa
aproximadament un 70 % del total europeu (Torres, 1999). Unes 1500 espécies sén de
distribuci6 restringida a la Peninsula i Balears, fet que suposa que quasi el 50 % dels
endemismes europeus son al territori ibérico-balear. Segons el darrer esborrany de
“Lista roja de la flora vascular espafiola” (28 de juny de 2000), 22 espécies han
desaparegut de la naturalesa, ja que es troben dins la categoria EX (extingit) o EW
(extingit en estat silvestre), i 1.140 presenten algun grau d’amenacga segons les
categories de la Unid Internacional per la Conservacié de la Naturalesa de 1994
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(UICN). Els Paisos Catalans compten amb unes 4.000 especies de flora, de les quals
279 son endémiques dels Paisos Catalans o almenys del nord-est de la Peninsula Ibérica
(Séez et al., 1998). Dels taxons endémics, 6 es troben en perill critic (CR), 5 en perill
(EN), 32 sén vulnerables (VU), 5 quasi amenacats (LR nt), 84 poc preocupants (LR Ic),
116 no amenacats (NT) i 31 no prou estudiats (DD).

La pérdua de diversitat vegetal, tant a escala dels ecosistemes com dels taxons i de
les races genétiques, és un dels problemes més greus que afecten al conjunt de la
biosfera (Saez et al., I.c.). Aquest fet pot atribuir-se, entre altres causes, als efectes de
I’erosio (conseqiieéncia dels incendis forestals, d’un pastoreig excessiu en zones
muntanyenques, etc.) i el canvi d’Us del territori (urbanitzacio del sol i construccié de
grans infraestructures). Als Paisos Catalans, el turisme és un dels sectors economics
més importants, i el coneixement de les repercusions que té sobre el medi ambient i
I’establiment de mesures per a la seva preservacié ha de representar una activitat
prioritaria per les diferents administracions. Entre els elements naturals afectats per les
activitats del sector turistic, hi ha el conjunt de la biodiversitat, els components mes
afectats de la qual sén els habitats, les espécies i les poblacions més sensibles. Les
especies més sensibles son les catalogades amb algun grau d’amenaga, i es pot produir
la seva extincié de moltes d’aquestes si no s’adopten mesures encaminades a la seva
conservacié (Gomez-Campo, 1987; Hernandez, 1994; Mus, 1995). Un bon exemple
d’aquests riscos és la desaparicid de la localitat europea més meridional i Unica a la
vessant sud dels Pirineus de Lycopodium annotium L., durant la construccio de I’estacio
d’esqui d’Arcalis, al Principat d’Andorra (Villar, 1982).

Atesa I’organitzacio politica actual, la gestio del patrimoni natural va forgosament
Iligada a les diferents entitats administratives. El coneixement de quines sén les plantes
que es troben amenacades és un requisit indispensable per endegar politiques de
conservacid (Séez et al., I.c.). Els mecanismes que s’han desenvolupat per a realitzar
aquesta tasca tant a nivell autonomic (Decret 328/1992 de 14 de desembre, Pla d’Espais
d’Interés Natural, PEIN) com estatal (Llei 4/1989 de 27 de marg, de Conservacion de
los Espacios Naturales y de la Flora y Fauna Silvestres) i internacional (Conveni de
Berna i Directiva Habitats) son encara insuficients. L’aportacio de la Directiva Habitats
(92/43/CEE) és numericament poc important, puix que sol hi trobem 3 espécies
endemiques dels Paisos Catalans (tot i que entre elles hi ha Petrocoptis montsicciana,
una de les espécies que s’estudien en el marc del present treball). La llei 4/1989 de 27
de marg, estableix la creacio del “Catadlogo Nacional de Especies Amenazadas”, pero
tampoc recull gaires taxons endémics presents a Catalunya (Saez et al., I.c.). EI Decret
328/1992, d’aprovacio del PEIN, ha suposat I’aportacié més important de conservacio
de flora vascular a Catalunya, pero conté algunes incoheréncies, com el fet que de les
especies endemiques recollides a I’annex 3, solament tenen proteccio les que estan dins
algun espai PEIN, quedant sense proteccié legal a la resta del territori (Sdez et al., I.c.).

Algunes Comunitats Autonomes ja disposen d’estrategies consolidades de
conservacio de la flora, de les que cal destacar Andalusia, Canaries, Aragoé i el Pais
Valencia. Arago és avui dia I’anica Comunitat peninsular que disposa d’un auténtic pla
de recuperacidé d’una espécie vegetal. Borderea chouardii (Gaussen) Heslot compta
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amb un conjunt de mesures legals encaminades a la seva conservacio (Boletin Oficial de
Aragon, 1995).

1.2. POBLACIONS PETITES; FRAGMENTACIO DE POBLACIONS

Els plantejaments del desenvolupament sostenible, tant debatuts a la Cimera de la
Terra de les Nacions Unides a Rio de Janeiro, el 1992, suposen la compatibilitat entre
els objectius de conservacio de la biodiversitat i els objectius també legitims del progrés
economic.

Un dels efectes del canvi global propugnats per investigadors de reconegut prestigi
internacional és que I’alteracidé dels habitats provocada per aquest fenomen tindra
consequencies greus sobre els ecosistemes. La transformacié de I’GUs del territori,
juntament amb el canvi climatic, formen part del concepte de canvi global (Pattermann,
1998). La pressio sobre el territori pot tenir conseqiiencies ambientals molt diverses,
entre elles la fragmentacid d’habitats sensibles. Segons Vitousek (Vitousek, 1994; Riley
i Vitousek, 1995) el canvi climatic també pot comportar la fragmentacio de les
poblacions vegetals en unitats menors, de manera que es veuen interrompudes les
possibilitats de flux genétic i es redueix el nombre d’efectius disponibles per fer front a
canvis estocastics (ambientals i/o demografics), el que pot arribar a comprometre
I’existencia d’algunes especies. Tot i que les prediccions sobre les conseqliencies
d’aquest fenomen sobre la conservacio d’especies vegetals son cada cop més alarmants
(la intervencio de P. Raven al XVIth International Botanical Congress el 1999, estima
que 1/3 del total de plantes superiors poden haver-se extingit o trobar-se en vies
d’extincié I’any 2050) només es tracta d’estimacions generals i no son resultat
d’analisis més detallades de les causes de rarificacié de les espécies.

El paper de la genética de poblacions al camp de la biologia de la conservacio
vegetal ha estat objecte d’una considerable discussié durant I’Gltima década. Alguns
investigadors (Hamrick, 1983; Falk i Holsinger, 1991; Ellstrand i Elam, 1993,
Loeschcke et al., 1994) argumenten que el coneixement de la composicio genética de
les especies és essencial per a qualsevol pla complet de conservacid, mentre que altres
(Lande, 1988; Schemske et al., 1994) dubten que la diversitat genética jugui un paper
decisiu en la supervivéncia de poblacions o espécies. Aquests Ultims suggereixen que
les poblacions s’extingeixen per raons ecologiques (per exemple per una destruccié de
I’habitat o per canvis ambientals) més que per manca de variabilitat genetica. La
bibliografia cita casos de perdua de poblacions (DeMauro, 1993) i d’especies (Hamrick
i Godt, 1996) com a consequencia de no assolir la taxa minima de diversitat genetica
necessaria per a reproduir-se o sobreviure als canvis ambientals. En realitat, els estudis
ecologics i genétics es complementen mutuament, i la contribucid6 d’ambdues
disciplines permet un millor coneixement de la biologia de les espécies amenacades. Hi
ha pero diferents aspectes en biologia de la conservacio als quals només ens podem
adrecar a través d’estudis detallats de genetica de poblacions. Per exemple, la pérdua de
diversitat genetica en programes de conservacié in-situ i ex-situ només pot ésser
mesurada si aquesta és coneguda a les seves poblacions naturals (Hamrick i Godt, I.c.).
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El manteniment dels nivells de variabilitat genética és un dels principals objectius dels
programes de conservacio (Frankel i Soulé, 1981; Simberloff, 1988), i és una accio que
permet conservar el potencial evolutiu i la capacitat d’adaptacio enfront canvis
ambientals, tant biotics com abiotics (Barret i Kohn, 1991).

Ben poc es coneix de I’estructura genética de la gran majoria d’espécies vegetals,
mancanc¢a que es fa més palesa a les espécies en perill d’extinci6. Un gran nombre
d’investigadors s’han bolcat a la recerca de marcadors bioquimics i moleculars per a
descriure la composicid genetica de poblacions i especies vegetals. L’assumpcio basica
d’aquestes analisis és que I’estructura genetica mesurada amb gens “neutrals” reflecteix
els processos evolutius (inbreeding o consanguinitat, deriva genética i flux génic) que
afecten el genoma sencer. Els marcadors utilizats més a bastament son els isoenzims
(Hamrick i Godt, I.c.). Les tecniques moleculars que s’utilitzen a I’actualitat per mesurar
la diversitat genética d’una espécie vegetal son: RFLPs (Restriction fragment length
polymorphism), AFPLs (Amplified fragment lenght polymorphism), intermicrosatel-lits,
sequenciaci6 de DNA, PCR-RAPDs (Polymerase chain reaction-Random amplified
polymorphic DNA) i electroforesi d’isoenzims. Unicament les dues Gltimes técniques
s’utilitzen en biologia de la conservacio, per raons tecniques i economiques (Torres,
l.c.). Hem utilitzat I’electroforesi d’isoenzims, entre d’altres raons, pel seu baix cost i la
seva alta versatilitat. A més, és una tecnica que permet una facil interpretacié en termes
d’heréncia i de genetica de poblacions, no tan nitidament admesa en la resta de
tecniques.

La literatura sobre genética de poblacions ens permet extreure una serie de
generalitzacions respecte el nivell i la distribucié de la diversitat genetica a les espécies
vegetals. Una d’elles és que les espécies endemiques tendeixen a presentar menys loci
polimorfics (P) i menys diversitat genica (He) que les espécies d’amplia distribucio,
encara que el grau de compartimetacio mitjancant la diferenciacié entre poblacions (Gs)
és del mateix ordre en ambdos casos. Els sistemes reproductius també estan
correlacionats amb els nivells i distribuci6 de la diversitat genetica, de manera que les
especies predominantment autogames presenten menor diversitat general i una
espectacular diferenciacio entre poblacions. Les especies al-ldbgames presenten més
diversitat genética perdo molta menys heterogeneitat interpoblacional (Hamrick i Godt,
l.c.). En el cas concret d’espécies endémiques peninsulars, la fragmentacié de les seves
poblacions en unitats de mida més petita s’ha demostrat que esta associada a una
disminucio en els parametres de diversitat genetica (A, P). Tot i aix0, una possible
estructura en subpoblacions, I’efecte de la poliploidia, de la hibridacié o les taxes
d’heterozigosi, poden alterar aquesta hipotesi general.

Les conseqiiencies de la fragmentacio de les poblacions vegetals sobre els
mecanismes implicats en la pol-linitzacié també han estat posades de manifest (Aizen i
Patterson, 1995; Aizen, 1999). Un mecanisme plausible de risc ecologic en poblacions
petites implica la pérdua de la *“qualitat” i/o la “quantitat” dels serveis dels
pol-linitzadors, fenomen que pot succeir a diferents escales d’espai-temps i veure’s
afectat tant per la estocasticitat demografica com ambiental.

Una alta perspectiva important per enfocar el problema de la fragmentacio és la
teoria de metapoblacions de Levins (1969), que suggereix dinamiques demografiques
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asincroniques entre poblacions, on es podria produir una certa compensacio
demografica i genetica entre els elements del mosaic metapoblacional. S6n comptades
perd, les vegades en qué les dades experimentals d’especies amb area fragmentada
concorden amb el model metapoblacional (Hanski i Gilpin, 1997).

A nivell de la Peninsula, dins I’ambit genetic s’han desenvolupat estudis per a
coneixer la diversitat intra e interpoblacional de diferents especies amenacades com
Erodium paularense Fern. Gonz. & lzco (Martin et al., 1997), Limonium cavanillesii
Erben (Palacios i Gonzalez-Candelas, 1997a), Limonium dufourii (Girard) O. Kuntze
(Palacios i Gonzalez-Candelas, 1997b) i en diverses especies de Petrocoptis (Mayol,
1998, 1999). Més nombrosos sén els estudis sobre biologia de la reproduccio, que
abarquen aspectes tant diversos com caracters florals, sistemes de creuament, potencial
reproductiu, taxes de germinacid de llavors o identificacié de pol-linitzadors: Viola
cazorlensis Gand. (Herrera, 1990a, 1990b), Borderea pyrenaica Miégeville (Garcia i
Antor, 1995a, 1995b), Rhamnus legionensis Rothm. (Guitian, 1995), Erica andevalensis
Cabezudo & J. Rivera (Aparicio i Garcia-Martin, 1996), Silene stockenii Chater
(Talavera et al., 1996), Linaria tursica Valdés & Cabezudo (Valdés i Diaz-Lifante,
1996), Petrocoptis grandiflora Rothm. (Guitian i Sanchez, 1993; Guitian et al., 1994),
Cytisus striatus i Retama sphaerocarpa (Rodriguez-Riano et al., 1999), Coronopus
navasii Pau i Lavatera oblongifolia Boiss. (Pérez-Garcia et al., 1995), entre d’altres.
S6n molt més escassos els estudis que combinen informaci6 de diversitat genetica i de
biologia floral: Delphinium bolosii C. Blanché et Molero (Bosch et al., 1998);
Antirrhinum microphyllum Rothm. (Torres, 1999); Delphinium montanum (Simon et al.,
en premsa) (Torres, 1999).

1.3. OBJECTIUS GENERALS DEL TREBALL

El present treball s’emmarca dins el projecte AMB97-0375 del Plan Nacional de
I+D, que té com a objectiu principal investigar els processos originats per la
fragmentacio de poblacions en la confluencia entre parametres de diversitat genetica i
parametres ecologics (influencia dels pol-linitzadors en la quantitat i qualitat de la
pol-linitzaci6). La influencia mutua d’ambdos factors és rellevant quan s’analitzen dades
com I’excés d’homozigots, la disminucio de la diversitat al-1élica, les taxes d’autogamia
i la depressid genética per consanguinitat (inbreeding depression). Per a la
caracteritzacio genética de les poblacions fragmentades, mitjancant I’electroforesi
d’isoenzims, es van seleccionar tres espécies amenacades i endemiques d’area
geografica reduida, pertanyents a habitats mediterranis representatius i sotmeses a
diferents pressions (canvi d’usos del sol, impactes de I’activitat turistica). S’han estudiat
parells de poblacions gran/petita en les tres especies seleccionades (Delphinium bolosii,
Petrocoptis montsicciana i Seseli farrenyi) (Simon et al., 1999), que requereixen un
coneixement detallat dels nivells de diversitat genética i de la seva area de distribucio
per a la seva correcta gestio.

En el marc del present treball, s’ha dut a terme una nova prospeccio isoenzimatica de
P. montsicciana i S. farrenyi, amb els seglients objectius generals:
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1. Analisi dels nivells i distribucio de la diversitat genética en ambdues especies.

2. Analisi de I’estructura genetica de les diferents poblacions, mitjancant mapejats en
els probables veinatges o subpoblacions.

3. Localitzacié de poblacions i definicié de I’area d’ocupacid i de I’extensidé de
preséncia segons els criteris de la UICN (1994), amb I’ajuda de GPS (Global
Position System).

4. Elaboracio dels mapes de distribucié de les espécies.

5. Recompte de la mida de les diferents poblacions (N).

6. Assajos de germinacio i manteniment de poblacions vives a I’hivernacle, com a font
de material experimental.

7. Reavaluacio de la categoria d’amenaca segons la UICN a les dues espécies, amb les
dades obtingudes dels punts anteriors.

8. Redaccid de propostes de gestio encaminades a la conservacio d’aquestes especies.

2. ELECTROFORESI D’ISOENZIMS

2.1. GENERALITATS

Els isoenzims van ser originariament descrits per Markert i Moller (1959) com a
variants d’un mateix enzim, amb una funcio identica o molt similar ates que actuen
sobre el mateix substrat, i presents en un mateix individu, pero que estructuralment sén
Ileugerament diferents. Aquest fet implica que tenen diferent mobilitat electroforética i,
per tant, poden separar-se histoquimicament i visualitzar-se amb I’ajuda de solucions
especifiques, propietat descoberta per Hunter i Markert (1957). Fou cabdal la
introduccié del gel de midé com a suport adient (Smithies, 1955) per poder dur a terme
la separacié electroforetica dels isoenzims i la seva posterior tincio.

L’aplicacio dels isoenzims a la investigacid va comencar a desenvolupar-se a la
decada dels seixanta, quan es van realitzar nombrosos treballs tant amb animals com
amb plantes, recollits per Scandalios (1969). De totes maneres, els isoenzims van jugar
un paper menor en el camp de la biologia vegetal fins al descobriment, I’any 1966, del
polimorfisme genetic dels isoenzims dins la mateixa poblacio, contemporaniament per
Harris (1966) en humans i Lewontin i Hubby (1966) en Drosophila. Per primera
vegada, es podien fer estimacions quantitatives precises de variabilitat genética basades
en I’estructura molecular dels productes primaris dels mateixos gens (Stebbins, 1989).
El polimorfisme en poblacions d’espécies vegetals fou ja reportat el 1970, en poblacions
cultivades d’ordi i en poblacions naturals de civada (Kahler i Allard, 1970; Marshall i
Allard, 1970a, 1970b). L’electroforesi d’isoenzims, un tipus particular d’electroforesi
de proteines, ha tingut doncs i segueix tenint un paper forga rellevant en diferents camps
de la biologia, com ara la genética de poblacions, els processos evolutius i les relacions
filogenétiques (Soltis i Soltis, 1989), i també s’ha convertit en una eina important en el
camp de la biologia reproductiva (Bosch, 1999).

Les técniques bioquimiques, d’entre les quals la més notable és I’electroforesi
d’isoenzims, proporcionen tot un ventall de marcadors genétics, amb molts avantatges
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sobre els marcadors morfologics emprats tradicionalment. Els avantatges dels loci
isoenzimatics han estat recollits per Brown i Weir (1983), Weeden i Wendel (1989) i
Hamrick (1989):

1. La majoria dels loci presenten heréncia mendeliana, la seva expressio és
codominant i estan lliures d’interaccions epistatiques i pleiotropiques. Aixo evita
el problema d’aillar els parentals i realitzar els encreuaments corresponents.

2. L’especificitat isoenzimatica permet atribuir al-lels a loci concrets, fet que permet
la comparacio entre individus o poblacions mitjancant pocs loci.

3. Les diferéncies al-leliques es detecten com a diferencies de mobilitat,
independentment del paper funcional o del grau de variabilitat de I’enzim.

4. Lacodominancia permet calculat les freqtiéncies al-léliques directament.

5. Les estimacions dels nivells i distribucié de la diversitat genética poden
comparar-se directament entre poblacions i especies.

6. La metodologia utilitzada només requereix de petites quantitats de material:
normalment una fulla o una llavor és suficient, caracteristica particularment
rellevant en biologia de la conservaci6 d’especies rares i amenagades.

7. Lamajoria dels loci s’expressen durant tots els estadis del cicle vital de la planta.

8. Els isoenzims poden ser resolts en moltes espécies vegetals amb independencia de
I’habitat, la mida o la longevitat de I’individu.

9. Aporten informacio sobre I’origen hibrid, la duplicaci6 dels gens o la poliploidia.

La tecnica electroforetica presenta pero, una serie d’inconvenients, dels quals els més
destacables son els segiients (Gottlieb, 1977; Weeden i Wendel, I.c.):

1. Com que el codi genetic és degenerat (diferents triplets de nucleotids poden
codificar el mateix aminoacid), només es detecten diferéncies de mobilitat
electroforetica si els canvis de bases nucleotidiques porvoquen canvis
d’aminoacids, sempre i quan aquests produeixin o bé un canvi en la carrega o un
canvi en la conformacié de la proteina.

2. L’estudi d’alguns isoenzims pot no representar una mostra real de tot el genoma,
puix que la molecula de DNA és molt grossa i aquesta metodologia n’analitza
una petita fraccio.

Per aquestes dues raons, els resultats de les analisis electroforétiques no reflecteixen
tota la variabilitat genética, i per tant les estimacions de diversitat basades en els
isoenzims ho s6n sempre per defecte. Es recomana estudiar un minim de 10 loci.

Un locus isoenzimatic es defineix com un gen estructural que codifica per a un
enzim capa¢c de catalitzar una reaccid bioquimica especifica. L’observacié de
I’expressidé codominant evidencia que ambdos al-lels son transcrits i traduits. Si el gen
s’expressa, la tincié ens proporciona un meétode directe per visualitzar els productes
d’ambdos al-lels (Weeden i Wendel, I.c.).

Els isoenzims, com s’ha dit anteriorment, sén diferents formes moleculars d’un
enzim que catalitzen la mateixa reaccio, pero els seus constituents polipeptidics estan
codificats per loci genics diferents. En canvi, els al-loenzims, que sén cada una de les
bandes que apareixen al zimograma, estan codificats per diferents al-lels d’un mateix
locus (Gottlieb, l.c.). Els diferents al-loenzims son el resultat de I’acumulacio de
mutacions que han provocat addicions, deleccions o substitucions d’aminoacids en
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I’estructura primaria de les proteines, i com a consequéncia, presenten carregues
electrostatiques i pesos moleculars diferents (Membrives, 2000).

Quan sotmetem els enzims a un camp electric a través d’un gel, les diferents formes
moleculars mostren diferent mobilitat electroforetica depenent de la seva carrega, és a
dir, que migren a diferent velocitat. Quan els gels on portem a terme la separacio
electroforetica es submergeixen en solucions de tincié especifiques per als diferents
enzims, apareix un patr6 de bandes, el zimograma, que generalment consisteix en una o
mes bandes colorejades per cada individu analitzat. El zimograma pot ser meés o menys
complex depenent de nombrosos factors, com ara el tipus d’organisme analitzat, el teixit
i I’enzim assajat. Podem trobar des d’una banda, en els casos més simples, fins a 15
bandes per individu. Diversos factors poden considerar-se com a determinants en el
nombre de bandes observades en un gel (Wendel i Weeden, 1989):

a) El nombre de gens codificants.

b) L’estat al-lelic (homozigot o heterozigot).

c) L’estructura quaternaria dels enzims.

d) La compartimentaci6 subcel-lular dels enzims.

L’estructura quaternaria dels enzims és el factor que sol determinar el nombre de
bandes que es poden observar en els genotips heterozigots: en enzims monomerics
s’esperen dues bandes, en dimérics tres, en trimérics quatre, en tetrameérics cinc, etc.
(Gottlieb, 1981). Els casos més habituals sén els dels enzims monomeérics, on als gels
apareixen els heterozigots en forma de dues bandes de la mateixa intensitat, i els dels
enzims dimeérics, on n’apareixen tres bandes, de les quals la central presenta doble
intensitat de tincid respecte les dues marginals.

A partir de la interpretacio dels zimogrames, obtenim els genotips individuals, que
ens permeten calcular les frequencies al-leliques. Si sotmetem aquestes a una analisi
estadistica, podem quantificar els nivells i la distribuci6 de la diversitat genetica d’una
poblacio6 vegetal.

2.2. APLICACIONS DELS ISOENZIMS ALS ESTUDIS SOBRE GENETICA DE
POBLACIONS

Ecolegs i biolegs de I’evolucié estan d’acord que els vegetals no es distribueixen a
I’atzar dins les comunitats. L’heterogeneitat ambiental habitualment es cita com un
factor important en aquest comportament, pero també podrien intervenir-hi els patrons
de colonitzaci6 dels vegetals i factors estocastics que afecten I’establiment i la mortalitat
de les plantes (Hamrick, 1989). De la mateixa manera, la diversitat genética de les
poblacions vegetals tampoc és distribueix aleatoriament (Antonovics, 1971; Allard et
al., 1972; Hamrick i Allard, 1972; Turkington i Harper, 1979), fet al qual hom
habitualment es refereix com “estructura genética de les poblacions” (Loveless i
Hamrick, 1984). L’estudi de I’estructura genetica de les poblacions naturals dins el
camp de la biologia de la conservacio és molt important perque la diversitat genetica es
considera un indicador de potencial d’adaptacio evolutiva (Membrives, 2000).
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En els ultims anys hi ha hagut diversos estudis encaminats a establir correlacions
entre la diversitat genetica de les espécies vegetals i caracteristiques biologiques,
ecologiques i geografiques, amb I’objectiu d’explicar els nivells i la distribucié de la
diversitat genética de les poblacions, destacant els estudis de Hamrick et al. (1979),
Loveless i Hamrick (1984) i Hamrick i Godt (1990, 1996). Hamrick i Godt (1990) fan
una classificacié dels taxons vegetals segons 8 categories (el gran grup filétic, el cicle
vital, I’ambit geografic, la distribucié regional, el sistema reproductiu, el tipus de
dispersio de les granes, el tipus de reproduccié —sexual/asexual- i la fenologia) i
analitzen les dades a tres nivells diferents: especific, interpoblacional i intrapoblacional.
Segons aquests autors, les espécies que presenten un grau de variabilitat
intrapoblacional més alt son les de vida llarga, de distribucié amplia, de la zona boreal
temperada, al-lbgames, anemofiles, amb temps de fecunditat Ilargs, anemocores i amb
caracteristiques de comunitat més complexes.

A nivell de poblacio, les caracteristiques que presenten més interés en el camp de la
biologia de la conservacid son I’ambit geografic i el sistema reproductiu, atés a que son
les que proporcionen un grau més alt de variacié de la diversitat genética (Hamrick i
Godt, 1990). Segons aixo, les espécies d’amplia distribucié tendeixen a mostrar nivells
de diversitat més alts que les especies de distribucidé més restringida, com ara les
endémiques. Si fem cas del sistema reproductiu, les espéecies al-logames, especialment
les anemofiles, presenten més variabilitat genetica que les autdgames o les de tipus
mixt.

En la nostra area d’estudi, la técnica de I’electroforesi d’isoenzims ha estat emprada
per a la identificacié de varietats comercials, com ara de clavells (Messeguer, 1987) i
d’avellaners (Rovira, 1993). També s’han portat a terme estudis taxonomics i evolutius
en el genere Androcymbium (Pedrola, 1993; Caujapé, 1995; Membrives, 2000), en
Cheirolophus (Garnatje, 1995) i en Centaurea (Font, 1996). S6n destacables els treballs
en el genere Anthirrinum, des del punt de vista de que comparteixen el mateix habitat
que les dues espécies de Petrocoptis, P. montsicciana i P. pardoi. Torres, en el marc de
la seva tesi doctoral (1999) fa un estudi de I’estructura genética en Antirrhinum
microphyllum, i Mateu-Andrés (1999) analitza la variaci6 isoenzimatica i la divergencia
entre tres especies d’Anthirrhinum, A. lopesianum, A. mollissimum i A. microphyllum.

Avui dia disposem de diferents estudis de genética de poblacions en espécies
d’apiacies, (familia on s’inclou Seseli farrenyi): el complex de Daucus carota (St.
Pierre et al., 1990), Aletes acaulis i Aletes humilis (Linhart i Premoli, 1993), , Sanicula
odorata (Williams, 1994), diferents especies del génere Lomatium (Soltis et al., 1997),
Eryngium cuneifolium (McDonald i Hamrick, 1996; Dolan et al., 1999), i Aciphylla
glaucescens (Mitchell et al., 1999).

Els estudis de genética de poblacions en cariofil-lacies son molt més nombrosos.
Disposem de treballs sobretot en el génere Silene, pero també en espécies dels géneres
Lychnis, Stellaria, Petrocoptis i d’altres. En el génere Silene, hi ha estudis de variabilitat
isoenzimatica en les seguents especies: S. regia (Dolan, 1994), S. alba (McCauley,
1996, 1997), S. nutans (Van Rossum et al., 1997), S. dioica (Giles i Goudet, 1997), S.
dioica i S. latifolia (Goulson i Jerrim, 1997), S. vulgaris i S. uniflora (Prentice i Giles,
1993; Runyeon i Prentice, 1996, 1997a, 1997b) i S. acaulis (Gehring i Delph, 1998).
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Del génere Lychnis, s’han estudiat L. alpina (Haraldsen i Wesenberg, 1993) i L. viscaria
(Berge et al., 1998), i del genere Stellaria, S. longipes i S. borealis (Emery i Chinnappa,
1992) i S. arenicola i S. longipes (Purdy et al., 1994). Altres espécies de
Caryophyllaceae de les quals s’ha analitzat la diversitat genetica sén Petrorhagia
prolifera (Lonn i Prentice, 1990), Gypsophila fastigiata (Prentice, 1992; L6nn et al.,
1996) i diverses especies del génere Schiedea (Weller et al., 1996). Del genere
Petrocoptis, en el marc de la tesi de Mayol (1998) s’ha estudiat la variabilitat
isoenzimatica en totes les especies peninsulars del génere (P. pyrenaica subsp.
pyrenaica, P. pyrenaica subsp. glaucifolia, P. pyrenaica subsp. viscosa, P. grandiflora,
P. hispanica, P. pseudoviscosa, P. crassifolia, P. montserratii, P. montsicciana, P.
pardoi i P. guarensis).

2.3. MATERIAL | METODES
2.3.1. MATERIAL

Per tal de dur a terme I’electroforesi d’isoenzims, podem utilitzar material procedent
de qualsevol part de la planta, sempre i quan presenti suficient activitat enzimatica.
D’aquesta manera, els teixits vegetals més emprats son fulles, llavors, cotiledons i
material pol-linic, pero alguns autors també han assajat amb branques (Chung, 1999), i
fins i tot anteres (Broadhurst et al., 1999) i material provinent d’herbari. Sigui quin sigui
el material vegetal escollit, cal tenir en compte que les diferents mostres estiguin en les
mateixes condicions fisiologiques i ontogéniques (Wendel i Weeden, 1989).

Al nostre laboratori hem utilitzat fulles, i esporadicament llavors, procedents de la
recol-leccié directa al camp de poblacions naturals. També hem realitzat proves amb
material vegetal procedent de I’hivernacle de la nostra Facultat, concretament amb
fulles d’individus adults de Seseli farrenyi, amb la finalitat de realitzar alguns assaigs
per tal de posar a punt la téecnica de I’electroforesi per a determinats sistemes
enzimatics. S’ha pogut constatar empiricament que les fulles joves tenen més activitat
enzimatica que les velles: aixi doncs, és recomanable triar les primeres per optimitzar la
visualitzacio de les bandes.

El teixit foliar presenta una serie d’avantatges a I’hora de dur a terme I’electroforesi
d’isoenzims :

a) El mostreig de fulles no representa cap perjudici per a la conservacié de
I’espécie, donat que la quantitat de teixit que requerim per a la realitzacio dels
experiments és minima. Es tracta doncs, d’un métode conservatiu (Bosch, 1999), que no
malmet les poblacions.

b) L’interval de temps disponible de recollida de mostres és molt més ampli que en
d’altres teixits, com ara les granes, que solament es poden recollir en determinades
epoques de I’any.

Les granes, tot i ser un material que resol molt bé per a alguns sistemes enzimatics,
presenten una série d’inconvenients (Bosch, I.c.) :
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a) En algunes especies sén massa petites, el que fa que la quantitat de mostra sigui
insuficient per tal d’obtenir una bona tincio.
b) La utilitzacio de granes suposa la destruccid de I’individu potencial, fet que xoca
amb la mateixa filosofia de la conservaci6 d’especies vegetals.
Un cop recollit el material vegetal del camp, el més aviat possible s’ha de guardar en
refrigeracid a uns 4°C, i si no s’experimenta en un curt periode de temps, caldra
congelar les mostres a —40 °C.

2.3.2. METODOLOGIA DE L’ELECTROFORESI

APARELL D’ELECTROFORESI

Per a realitzar els nostres experiments hem utilitzat un aparell (fig. 2) que consta de
quatre cubetes de metacrilat (dues i dues a cada banda) unides per un suport horitzontal
on s’hi col-locara posterioment el gel (construit per Ecogen®). Les dues cubetes mes
interiors contindran aigua destil-lada, amb la finalitat de preservar el gel de la
dessecacid durant I’electroforesi (actuen com a refrigerants de la calor despresa durant
el procés). A les dues cubetes exteriors, que contenen els dos electrodes (I’anode i el
catode), s’hi aboca el tampd d’electrode. Els dos electrodes estan connectats a una font
d’alimentacié (model Consort E455, Bélgica), en la que podem regular el voltatge i la
intensitat.

FIG. 2. Cubeta d’electroforesi

11
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ELABORACIO DEL GEL

Hi ha diversos tipus de suports per a la separacio electroforetica de proteines : gels
de mido6 (SGE), de poliacrilamida (PAGE) i d’agarosa (AGE), i també es poden utilitzar
membranes d’acetat de cel-lulosa. Els dos ultims donen una resolucié més aviat pobra,
el que fa que siguin poc utilitzats en electroforesi d’isoenzims. Els gels de
poliacrilamida en canvi si presenten un gran poder de resolucio, fet que ocasiona que
siguin forca més emprats.

Els gels de midd pero, continuen sent els més utilitzats, a pesar del superior poder de
resolucio dels gels de poliacrilamida, per les seglients raons: simplicitat en la seva
preparacio, baixa toxicitat dels materials usats, despeses relativament baixes, facilitat a
I’hora de carregar les mostres, i sobretot la possibilitat s’assajar diversos sistemes
enzimatics en un mateix gel (Wendel i Weeden, 1989).

En el nostre estudi hem utilitzat Unicament gels de midd. Per I’elaboracio dels
tampons de gel i d’electrode, s’han seguit les recomanacions de diferents autors,
adaptades per Bosch (l.c.) a les condicions de treball del Laboratori de Botanica de la
Facultat de Farmacia. A la taula 2 s’esquematitzen les condicions oOptimes
d’electroforesi i les caracteristiques dels tampons de gel i d’electrode utilitzats per als
diferents enzims assajats.

Tots els gels s’han preparat a partir de 27 g de mid6 en pols (Sigma Starch potato, St.
Louis), amb el que, un cop barrejat amb 250 ml del tampd de gel corresponent a I’enzim
que volguem resoldre (taula 2) obtindrem una concentracio final del gel dels voltants
del 10-11%, que ens assegura una consistencia adequada. Per tal de procedir a la
preparacié d’un gel, el mido en pols s’aboca en primer lloc en un matras kitasato. A
continuacié afegim al kitasato entre 1/3 i 1/4 part de la solucié de tamp6 de gel que
haurem preparat previament, i agitem energicament fins obtenir una suspensio
homogenia. La resta del tamp6 de gel I’aboquem a un erlenmeyer i ho escalfem fins a
ebullicio. Seguidament es vessa el contingut de I’erlenmeyer sobre el kitasato (que no
hem deixat d’agitar en cap moment), punt en el que hem d’observar la formacio del gel.
Ara el kitasato es porta uns segons a la placa calefactora per tal de fluidificar-lo una
mica, i a continuacio es connecta a una bomba de buit per eliminar bombolles d’aire que
hagin pogut quedar en el si del gel. Ara només ens queda abocar la massa gelatinosa en
un motllo de vidre, que tindra les mides adequades per a desenvolupar-hi posteriorment
I’electroforesi, i es deixa refredar entre 12 i 16 hores a temperatura ambient, tapant-la
amb una placa de vidre per evitar la dessecacio.

EXTRACCIO | CARREGA DE MOSTRES

El tampd d’extraccid s’ha de preparar amb una antelacié minima de 12 hores (Bosch,
l.c.), i no s’hauria d’utilitzar passada una setmana des del moment de la seva elaboracio.
La composicio del tamp6 que hem utilitzat esta detallada a la taula 1. L’extraccio es fa
triturant mostres foliars fresques, aproximadament entre 0,25 i 0,50 g, en uns 100-200
ul del tampd d’extraccio, utilitzant gresols de porcellana i una ma de morter. Cal
molturar fins a I’alliberacié total dels enzims del teixit vegetal. Els enzims un cop
extrets son molt termolabils, i és per aixo que cal fer la trituracio i homogenitzacid de
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les fulles (procés que despren forca calor) sobre una capa de gel picat. Si la carrega del
gel no és fa immediatament, cal guardar els extractes al congelador a -40°C.

TAULA 1. CoOMPOSICIO DEL TAMPO D’EXTRACCIO
50 ml de solucié Tris 0,05M — Acid citric 0,07M
0,05 g de Cisteina HCI
0,05 g d’Acid ascorbic
4 g de polivinil-pirrolidona (PVVP-40)
100 pl de 2-mercaptoetanol

Les mostres que carreguem al gel son tiretes de paper de filtre Whatman nim.3, de
8x3 mm, que es submergeixen en I’extracte. Cal eixugar les tiretes amb paper absorbent
per tal d’eliminar I’excedent d’extracte, per evitar problemes de difusié de les mostres
durant I’electroforesi.

Per a passar a la fase de carrega de les mostres, el gel de mid6 (que s’ha d’haver
refrigerat a 4°C entre una i dues hores abans de la sembra) s’ha de tallar,
perpendicularment a la seva dimensié més llarga, en dues parts asimeétriques (una
aproximadament el doble que I’altra) que separem uns centimetres per procedir a la
carrega o sembra de les mostres. Les tires de paper es dipositen verticalment on hem fet
el tall, i en un dels extrems en posem una que es mulla amb solucié de blau de
bromfenol enlloc d’extracte, que fara d’indicador de la mobilitat del front. A
continuacié tornarem a unir els dos fragments del gel.

ELECTROFORESI

El gel, sense retirar-lo del seu motllo, es col-loca al suport horitzontal de I’aparell
d’electroforesi. Cal omplir les dues cubetes exteriors (cadascuna de les quals conté un
electrode) amb el tampd d’electrode corresponent, tampd que previament ha d’haver
estat en refrigeracid entre una i dues hores. Es reparteixen 400 ml de solucié de tampo
d’electrode entre les dues cubetes. S’assegura el contacte entre el tampd d’electrode i el
gel amb una esponja, que cobreix part del gel.

Els electrodes es connecten a la font d’alimentacio, i s’apliquen les condicions
eléctriques adequades (taula 2). Es quan comenca la primera fase de I’electroforesi, fase
en la que les enzims migren des de les tiretes de paper fins al gel. Una vegada ha
transcorregut la primera fase, s’atura el corrent, es retiren els paperets, netegem la zona
de tall de restes dels extractes, i tornem a aplicar el corrent amb les condicions
eléectriques definides per la nostra pauta de treball (taula 2), per tal que comenci la
segona fase. Com que durant la primera fase el gel de midé s’ha contret una mica a
causa de la dessecacid, potser caldra posar una vareta de vidre en un dels extrems del
motllo, per a garantir el contacte entre les dues parts del gel.
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TAULA 2. CARACTERISTIQUES DELS DIFERENTS GELS EMPRATS

Gel pH Tampo de gel Tampo d’electrode  Condicions electriques
Histidina-citrat 5,7 L-Histidina (base Iliure) Tris 0,13 M, acid citric 12 fase: 150 V, 40 mA, 0,3 h
0,067 M, ajustat a pH monohidrat 0,04 M, 22 fase: 200 V,40 mA, 3 h
5,7 amb &cid citric ajustat a pH 5,7 amb tris
monohidrat 0,3 M 0 &cid citric
Morfolina- 6,1 Acid citric monohidrat  Acid citric monohidrat 12 fase: 150 V, 20 mA, 0,3 h
citrat 0,0015 M, ajustatapH 0,04 M, ajustat a pH 6,1 22 fase: 200 V, 30 mA, 3 h
6,1 amb N-(3- amb N-(3-aminopropil)-
aminopropil)-morfolina  morfolina
Borat de liti 8,2 Tris 0,03 M, acid citric ~ Acid boric 0,26 M, 12 fase: 150 V, 30 mA, 0,4 h

anhidre 0,005 M, acid  ajustatapH 8,3amb Li 22 fase: 300 V, 40 mA, 4 h
boric 0,03M, ajustata OH
pH 8,2 amb Li OH

Tris-citrat 7,0 Acid citric monohidrat  Acid boric 0,3 M, 12 fase: 150 V, 40 mA, 0,3 h
0,004 M ajustat a pH ajustat a pH 8,2 amb 22 fase: 300 V,40 mA, 3 h
7,0 amb Tris 0,61 M amb NaOH

Tris-citrat 8,2 Tris0,015 M, ajustata  Acid boric 0,3 M, 12 fase: 150 V, 40 mA, 0,3 h
pH 8,2 amb acid citric ~ ajustat a pH 8,2 amb 2% fase: 300 V,40 mA, 4 h
monohidrat 0,3 M amb NaOH

TALLAT DEL GEL

Un cop finalitzada I’electroforesi, hem de tallar el gel transversalment, obtenint
diferents capes a mode de “llesques”, cadascuna de les quals ens permetra fer una tincio
especifica per a un enzim. Per tal de procedir al tallat del gel, aboquem aquest sobre una
base de metacrilat que als vertexs té quatre pivots on hi encaixen unes lamines de plastic
de Imm o bé 1,5 mm de gruix, de manera que quedi una lamina a cada costat del gel.
Per tallar el gel, utilitzem una serra de marqueteria on s’ha substituit la fulla per una
corda de guitarra tensada. La corda es fa lliscar sobre les dues lamines de plastic,
seccionant el gel en capes que tenen un gruix de 1mm o 1,5 mm depenent del gruix de
les lamines. Per a dur a terme les tincions, quasi sempre sén més adequades les capes
inferiors, ja que els enzims descriuen una trajectoria curvilinia lleugerament descendent;
és per aquesta rad que es sol rebutjar la capa superior.

TINCIONS ENZIMATIQUES

Els enzims habitualment no son visibles perque es troben a concentracions molt
baixes, pero es poden visualitzar mitjangant tincions especifiques per a cadascun. Els
enzims es poden tenyir perqué catalitzen especificament alguna reacci6 bioquimica. Si
afegim els substrats de I’enzim, podrem visualitzar-lo amb un adequat sistema de tincio
per algun dels productes de la reaccio enzimatica. Les solucions de tincié que emprem
es preparen segons el protocol de la taula 3, basades en les proposades per Shields et al.
(1983), Vallejos (1983) i Wendel i Weeden (1989). S’ha fet pero alguna petita
modificacio per adaptar-les a alguns sistemes enzimatics que hem assajat. Els enzims es
poden designar pel seu nom col-loquial i abreviatura habitual, pero també indiquem llur
nom sistematic proposat per la Unid Internacional de Bioquimica (IUB, 1984), i un
numero proposat per la Enzyme Comission (EC) (taula 3).
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Per procedir a la tincié de les diferents capes del gel de mido, cal submergir
cadascuna d’elles en la soluci6 de tincié especifica segons I’enzim que ens interessi
tenyir. Es fan servir unes cubetes de metacrilat rectangulars (Ecogen ®), compostes de
dues cel-les comunicades entre elles, que permet fer una tincid determinada
simultaniament a dues capes de gel de mido. Es fan servir 100 ml de soluci6 de tincio
per a tenyir un enzim. El temps d’incubacio depén de cada tincié en particular, pero
generalment esta al voltant dels 30 minuts. Durant aquest temps, les cubetes es posen a
I’estufa, a temperatura ambient o a les fosques depenent del protocol de cada tincid
(taula 3). Un cop ha transcorregut el temps d’incubacid, rentem les cubetes amb aigua,
amb molta cura per tal de no trencar les llesques, amb la finalitat d’aturar la reaccio
enzimatica.

INTERPRETACIO DELS GELS

Un cop obtenim el zimograma (el patr6 de bandes del gel) es diposita sobre un
rectangle de vidre blanc per a fer-li una fotografia i dibuixar la interpretacio. Els
negatius de tots els assajos realitzats es conserven al nostre laboratori. Hi ha d’altres
autors, en canvi, que fixen i posteriorment dessequen les llesques dels gels per tal de
conservar-les (Torres, 1999).

Entre les dues espécies estudiades, s’ha assajat un total de 21 enzims, dels quals
només s’han resolt 9 per Seseli farrenyi (ADH, DIA, GOT, IDH, MDH, 6PGD, PGlI,
PGM i RBC) i 10 per Petrocoptis montsicciana (ACO, ADH, DIA, GOT, MDH, ME,
6PGD, PGI, PGM i PRX). A la taula 3 només s’inclou el protocol per les tincions dels
enzims que hem pogut resoldre.

A I’hora d’interpretar el patré de bandes, que de vegades és forca complicat, cal
establir un sistema de nomenclatura per a definir els al-lels i els locus isoenzimatics. Per
a interpretar-lo, el zimograma el dividim perpendicularment a la direccio del front en les
diferents zones o regions d’activitat que apareixin per a un determinat sistema
enzimatic. Cada regio, que correspon a un isoenzim determinat, s’anomena amb
I’abreviatura habitual de I’enzim (taula 3) en majuscules, seguida d’un numero, en el
cas que aparegui més d’una regio d’activitat (p.e. MDH-1). Es comenca a numerar per
les regions d’activitat més anodiques, que correspondran als isoenzims de migracié més
rapida. Els locus isoenzimatics (la interpretacié genetica dels isoenzims) es designen
amb I’abreviatura habitual de I’enzim pero ara en minuscules i cursiva, seguida del
namero corresponent (p.e. Mdh-1)

Al zimograma, en cadascun dels isoenzims o regions d’activitat es poden diferenciar
diferents al-loenzims, que son els equivalents dels al-lels en I’escala genetica. Tant els
al-loenzims com la seva interpretacié genética -els al-lels- es designen amb minuscules
en cursiva, per ordre alfabétic a partir del més anodic.
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TAULA 3. PROTOCOLS DE TINCIO PER ALS ENZIMS

ACO / Aconitasa / Citrat (isocitrat) hidroliasa / EC 4.2.1.3

Tris0,1 M

MTT

NADP

PMS

MgC|2

Acid cis-aconitic
IDH

Cal escalfar la soluci6 de tincid.

100 ml

20 mg

8 mg

5mg

5ml

60 mg

13,5 mg (70 U)

ADH / Alcohol deshidrogenasa / Alcohol; NAD" oxido-reductasa/ EC 1.1.1.1

Tris0,1 M
MTT

NAD

PMS

MgClz
Alcohol etilic

Cal escalfar la solucio de tincid.

100 ml
10 mg
20 mg
5 mg
5ml
7ml

DIA / Diaforasa / NAD(P)H: (acceptor) oxido-reductasa / EC 1.6.99.-

Tris0,1 M

MTT

NADH
2,6-dicloroindofenol

Cal escalfar la soluci6 de tinci6.

100 ml
20 mg
20 mg
4 mg

GOT o AAT / Glutamat oxalacetat transaminasa o Aspartat amino-transferasa /
L-Aspartat:2-oxoglutarat amino-tranferasa / EC 2.6.1.1

Tampé GOT*
Piridoxal-5P
Fast Blue

100 mi
10 mg
200 mg

*Tampd GOT: Esta composat per Tris 0,1 M, acid cetoglutaric i acid aspartic, ajustat a pH 8,0 amb

HCI.

La solucié de tinci6 és fotosensible, cal fer la mescla rapidament i de seguida col-locar a la foscor. No

escalfar.

IDH / Isocitrat deshidrogenasa / Isocitrat:NAD(P)" oxido-reductasa
(descarboxilant) / EC 1.1.1.42 (forma NADP); EC 1.1.1.41 (forma NAD)

Tris0,1 M
MTT

NADP

PMS

MgC|2

Acid isocitric

Cal escalfar la soluci6 de tinci6.

100 ml
30 mg
12 mg
9mg
2ml
60 mg
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MDH / Malat deshidrogenasa / (S)-Malat:NAD" oxido-reductasa / EC 1.1.1.37
Tris 0,1 M 75 ml

MTT 15 mg

NAD 15 mg

PMS 4mg

Soluci6 L-malat 25 ml (Acid malic ajustat a pH 7,5 amb NaOH)

Cal escalfar la soluci6 de tincid.

PGI / Fosfoglucoisomerasa / D-Glucosa-6-fosfat cetol-isomerasa / EC 5.3.1.9
Tris0,1 M 100 ml

MTT 20 mg
NAD 8 mg

PMS 6 mg
Fructosa-6-P 20 mg
Glucosa-6-P-DH 4 mg (30 U)

Cal escalfar la solucio de tincid.

PGM / Fosfoglucomutasa / a-D-Glucosa 1,6-fosfomutasa / EC 5.4.2.2
Tris0,1 M 100 ml

MTT 20 mg
NADP 8 mg

PMS 6 mg
MgCl, 2ml
Glucosa-1-P 25 mg
Glucosa-6-P-DH 4 mg (30 U)

Cal escalfar la solucio de tincid.

PRX / Peroxidasa / Donador:peroxid d’hidrogen oxido-reductasa/ EC 1.11.1.7
Solucié A:

Soluci6 de peroxidasa 5ml

Peroxid d’hidrogen 3 % 1ml

Aigua destil-lada 94 ml
Solucié B:

N,N-dimetilformamida 3ml

3-amino-9-etilcarbazol 50 mg

Les solucions A i B es barregen immediatament abans de la tinci6. Cal escalfar la solucié de tinci6.

RBC / Ribulosa bifosfat carboxilasa (Rubisco) / 3-Fosfo-D-glicerat carboxilasa
(dimeritzant) / EC 4.1.1.39

Amido Black 50 mg
Solucio6 fixadora:
Metanol 182 ml
Aigua destil-lada 182 ml
Acid acétic 36 ml

Mesclar I’Amido Black amb ¥ de fixador i deixar 15-30 minuts. Rentar 3 cops amb ¥ de fixador,
deixant 15 minuts entre cada rentada. No escalfar.
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2.3.3. ANALISI DE LES DADES

Una vegada interpretats els diferents zimogrames, obtenim els genotips individuals,
que ens permetran calcular les frequencies al-leliques de cada poblacio. Aquestes, a la
vegada, ens serveixen per determinar els diferents parametres de diversitat genetica,
descrits per Hamrick i Godt (1996). Aquests parametres ens donen una idea prou clara
dels nivells i de la distribucié de la diversitat genética a nivell d’especie, dins d’una
poblacio o entre diferents poblacions. En el nostre estudi hem emprat els seglients:

A. Parametres que mesuren la diversitat genética (parametres descriptors basics):

A.1. Percentatge de loci polimorfics (P): proporcié de loci polimorfics en relacio
amb el total de loci estudiats. En principi, un locus és polimorfic quan presenta més
d’un al-lel. El criteri més emprat pero, que €s el que nosaltres prenem, é€s considerar un
locus polimorfic quan la frequéncia de I’al-lel més comu es igual o inferior a 0,95 (Nei,
1987; Swofford i Selander, 1989). De vegades també s’empra el criteri de 0,99.

A.2. Nombre mitja d’al-lels per locus (A): raé entre el nombre total d’al-lels
observats entre tots els loci i el nombre total de loci analitzats.

A.3. Nombre mitja d’al-lels per locus polimorfic (Ap): rad entre el nombre total
d’al-lels observats en els loci polimorfics i el nombre de loci polimorfics analitzats.

A.4. Heterozigosi observada (Ho): quocient entre el nombre d’heterozigots per a un
gen determinat i el total de genotips estudiats.

A.5. Heterozigosi esperada (H.) sota equilibri de Hardy-Weinberg: Aquesta mesura
va en funcié de la proporcié de loci polimorfics, del nombre d’al-lels per locus
polimorfic i de les frequéncies al-leliques. Aquest parametre també rep el nom de
diversitat génica (Nei, 1973), i és la mesura de diversitat més ampliament utilitzada en
geneética. Aquest parametre es calcula a partir de la formula:

He = 1-Fpi®
on p;és la freqiencia de I’al-lel i.

A.6. Index de fixacio de Wright (F) (Wright, 1951): Es tracta d’un parametre que ens
compara I’heterozigosi esperada i I’observada segons la formula:

F = (He'Ho) / He
F prén valors que oscil-len entre =1 i 1, de manera que els valors negatius d’aquest

parametre indiquen un excés d’heterozigots, mentre que els valors positius n’indiquen
un deficit.
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B. Parametres que mesuren la distribucié de la diversitat genética (estadistics de
diversitat genica):

B.1. Diversitat total de I’espécie (Hr) 0 heterozigosi total esperada de I’espécie: Es
un parametre derivat de I’heterozigosi esperada (He), que alhora es divideix en dos
components (Nei, 1973): diversitat intrapoblacional (Hs) i diversitat interpoblacional
(Dsr), que és una estimacié de la distribucio de la diversitat genética:

Hr = Hs + Dsr

B.2. Coeficient de diferenciacid génica (Gsrt): Ens descriu la proporcio de diversitat
total que trobem entre poblacions, i es calcula a partir de Hy i Dsr:

Gsr=Dst/ Hr

B.3. Flux de gens o nombre estimat de migrants per generacio (Ny,): Es un parametre
que el calculem a partir del coeficient de diferenciaci6 genica (Gst) (Wright, 1951):
Nm = 1-G3T /4 GST

C. Parametres que ens dona I’estadistica de F:

L’estadistica de I’index de fixacié de Wright ens permet calcular una série de
parametres, els anomenats coeficients d’endogamia de Wright o estadistics-F. Formulats
per Wright (1965), reflecteixen la distribucio de la diversitat genética basant-se en els
indexs de fixacio.

C.1. index de fixacié intrapoblacional (Fis): Es un parametre que representa la
desviacié de la llei de Hardy-Weinberg dins de cada poblacid.

C.2. Index de fixacio interpoblacional (Fst): Reflexa la desviacio de la llei de Hardy-
Weinberg entre les diferents poblacions. Es un parametre que s’usa com a indicador de
divergéncia entre poblacions, i els seus valors oscil-len entre 0, que indica no-
divergéncia, i 1, que indica la maxima divergéncia. Es doncs un parametre equiparable
al coeficient de diferenciacié génica (Gst). De fet, numericament els dos parametres
dénen valors idéntics en alguns casos depenent de la naturalesa de I’estudi, pero
conceptualment sén diferents i el segon no prén en consideracio les freqiéncies
genotipiques ni la heterozigosi observada (Finkeldey i Murillo, 1999).

C.3. Index de fixacié total (F): Mesura aquesta desviacio dins I’espécie, considerant
totes les poblacions.

Fis | Fir prenen valors positius si hi ha déficit d’heterozigots i valors negatius si hi ha
excés d’heterozigots.
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D. Identitats i distancies genétiques:

Les identitats genétiques i les distancies genetiques son parametres que també ens
permeten quantificar la divergencia genética entre poblacions, mitjancant la comparacio
de les freguiencies al-leliques entre parells de poblacions, en forma de matrius. A partir
d’aquests parametres es poden elaborar clisters de poblacions i obtenir dendrogrames.

D.1. Identitat genetica de Nei (I) (Nei, 1978): Es calcula amb la formula segient:

I — EXiyi / (EX iZEyiz)O.s

on X; i yjson les frequéncies de I’al-lel iessim a les poblacions x i y. El valor de I oscil-la
entre 0 i 1, i ens proporciona una estimacié del grau de semblanca genética existent
entre dues poblacions. | tindria un valor de 1 en poblacions amb freqlencies al-leliques
identiques, mentre que obtindriem 0 en poblacions que no tenen cap al-lel en comd.

D.2. Distancia genética de Nei (D) (Nei, 1972), que és defineix com:

D=-log|
i varia de O fins a infinit.

D.3. Similaritat genética de Rogers (S) (Rogers,1972), que oscil-laentre 0 i 1.

2.3.4. PROCESSAMENT DE LES DADES

A partir dels genotips de tots els individus analitzats, el programa BIOSY S-1, versid
1.7 (Swofford i Selander, 1989) ens dona les freqiiencies al-leliques per a tots els loci
que analitzem i permet calcular els parametres descriptors basics de diversitat genética
(P, A, Ap, Ho, He i F). Aquest mateix programa també ens calcula els coeficients
d’endogamia de Wright (Fis, Fst i Fi7) i ens fa I’analisi xi-quadrat (32) dels valors de F
per tots els loci polimorfics analitzats. Per dltim, BIOSYS-1 ens calcula tota una série
d’identitats i distancies genetiques, de les que nosaltres emprem la identitat genetica de
Nei (1), la similaritat genetica de Rogers (S) i la distancia genetica de Nei (D). El
programa també ens construeix dendrogrames o analisis cluster usant el metode
d’agrupament UPGMA (unweighted pair goup method with averaging) en base a les
dades de I.

Les freqliéncies al-léliques obtingudes amb el programa BIOSYS-1 ens permeten
calcular els estadistics de diversitat génica (Hs, Dst, Hr i Gst) mitjancant el programa
GeneStat-PC, versio 3.31 (Lewis i Witkus, 1993). El flux de gens (Nn) és un parametre
que, donada la seva senzillesa, I’hnem calculat manualment.
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Les comparacions entre les matrius d’identitat genética (I) i les de distancia
geografica s’han realitzat mitjancant el test de Mantel (1967), utilitzant I’opci6é de
distancia taxonomica en el programa NTSYS-pc. El test de Mantel determina si els
elements de dues matrius simétriques presenten o nocorrelacié
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SESELI FARRENYI

1. INTRODUCCIO

1.1. DESCRIPCIO

Seseli farrenyi Molero & Pujadas, Lagascalia, 9: 31, 1979.

(= Seseli elatum subsp. farrenyii (Molero et Pujadas) O. Bolos et J. Vigo, Fl. Paisos Catalans, 2: 425,
1990).

HoLoTtypPus: BCF 20101.

Herba perenne, de 6-20 (30) cm d’alcada, glabra i glauco-pruinosa. La seva arrel és
fusiforme, una mica ramificada i fibrosa a la seva part superior. La tija és més o menys
gracil, flexuosa i ramificada des de la base, on hi trobem restes de fulles mortes. Les
fulles basals, de 30-100 x 15-40 mm, son ovals i oblongues, 2-3-pinnatisectes, amb els
foliols oval-lanceolats a linear-lanceolats, aguts, de 0,7-1,8 (2) mm x 3-20 mm. Les
fulles caulinars sén generalment bipinnades, amb lacinies de 0,7-2 x 4-23 (50) mm.

L’involucre és nul o bé presenta una sola bractea, caduca. Les umbel-les sén

abundants, en cima ampla i composades per (2) 4-8 (11) radis umbel-lars, de 5-23 (30)
mm de longitud, angulosos i glabres. L’involucel-le esta format per bracteoles lliures o
connades fins a 1/5 de la base, més curtes que els radis, i escarioses en el marge.
Petals blancs i glabres. Calze amb dents triangulars, de 0,4-0,6 mm, persistents en el
fruit madur, inserits a I’apex del calze o una mica per sota (fins a 0,2 mm). L’estilopodi
mesura de 0,4 a 0,7 mm, és de forma conica, truncat al seu apex. Estils reflexos i una
mica més llargs que I’estilopodi. Fruit ovoide, papilos-tuberculat quan és jove i glabre a
la maduresa. Esta format per dos mericarps (aquenis), de 1,2-1,6 x 2,7-3,3 mm, de
seccid pentagonal i amb la cara comissural plana, de 1,7-1,9 mm d’amplada. Cadascun
dels mericarps esta recorregut longitudinalment per 5 costelles bastant prominents, 2-3
(4) cops més estretes que les val-lecules (espai comprés entre 2 costelles). Cada
mericarp presenta 6 vites, 4 de les quals distribuides a les zones val-leculars i 2 a la cara
comissural (fig. 1).

S’ha observat certa tendencia a la unisexualitat en algunes flors, que desenvolupen
molt bé els estams i escassament I’estil. Seseli farrenyi floreix entre els mesos de (juny)
juliol i agost, i fructifica entre agost i setembre.

Respecte a la fitoquimica, diferents determinacions analitiques portades a terme amb
fulles de S. farrenyi (Muckesnsturm et al., 1997), han revelat la presencia d’una serie de
compostos de naturalesa terpenoide en aquesta especie. Mitjangant les tecniques de
cromatografia de gasos-espectrometria de masses (CG-EM), cromatografia en columna
(CC) i ressonancia magnetica nuclear (RMN), s’han determinat els seglients compostos:
monoterpens (a-ping, 3-care, limone, y-terping, acetat de bornil), sesquiterpens (sabine,
terpinole, D-germacré, d&-cadine), tetradecilacetat, tetraconasal, hexaconasal i
octaconasal. Pero sobretot destaca la troballa de la 2-farnesil-6-metilbenzoquinona (= 2-
demetilplastoquinona-3) i el 7-demetilplastocromenol-2, un nou cromenol que ha
resultat pero ser un artefacte resultant del procés de determinacié del primer (fig. 3).
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FIG. 1. Seseli farrenyi, aspecte general i detalls morfologics (segons Molero i Pujadas, 1979)

FIG. 2. Planta amb flor de Seseli farrenyi

Pel que fa al nombre cromosomic de S. farrenyi, es disposa de dades d’un recompte
cromosomic efectuat per Fernandez-Casas et al. (1979) a partir de botons florals
recol-lectats directament del camp. Es va establir com a resultat 2n = 18.
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FIG. 3. Formula quimica del 7-demetilplastocromenol (1)
i de la 2-farnesil-6-metilbenzoquinona (3) detectats en
S. farrenyi (segons Muckesnsturm et al., 1997).

1.2. SITUACIO TAXONOMICA

El genere Seseli va ser descrit per Linné (1737) a la seva obra Genera plantarum. El
mateix autor I’inclou a Species plantarum (Linné, 1753), a la série Il Haplozygiae, tribu
Seselineae, subtribu Selineae. Koch (1824) divideix el génere en dues seccions, Seselia i
Libanotis. Crantz (1767) havia considerat pero Libanotis com un genere independent de
Seseli, tesi en la que es refermen De Candolle (1830) , Reichenbach (1837) i Hayek
(1932). Drude (1898) inclou el genere Seseli dins la subfamilia Apioideae, a la tribu
Ammineae, subtribu Seselinae, i considera Libanotis com un subgénere de Seseli.
Rothmaler (1963), Duvigneaud (1965) i Guiyot (1966) tornen a reconeixer Libanotis
com a geénere independent. Segons Pardo (1981), Libanotis no es pot categoritzar com
un genere diferent de Seseli. Avui dia es reconeixen basicament dues seccions del
genere Seseli, la seccid Seseli (= sect. Euseseli DC, 1843), que engloba la majoria de les
especies del genere, i la seccid Libanotis Gren. & Godr., 1848. S. farrenyi s’inclou a la
sect. Seseli pel seu calze persistent de dents triangulars, pétals blancs i glabres,
val-lécules amb un canal i d’altres caracteristiques morfologiques (Molero i Pujadas,
1979).

Seseli farrenyi fou descrita per primer cop amb categoria especifica per Molero i
Pujadas (1979). Posteriorment, ha estat combinada erroniament com una subespécie de
Seseli elatum L. [Seseli elatum subsp. farrenyi (Molero et Pujadas) O.Bolos et J. Vigo],
denominacié taxonomica que apareix a la Flora dels Paisos Catalans (Bolos i Vigo,
1990), a la Flora Manual dels Paisos Catalans (Bolos et al., 1993) i al Banc de dades de
biodiversitat de Catalunya (http://biodiver.bio.ub.es/biocat/homepage.html).
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En una profunda revisio anatomica del fruit de les especies de la subfamilia
Apioideae Drude (Arenas i Garcia, 1993), es constata la consideracio de S. farrenyi com
a especie independent i no com a subespécie de S. elatum. La comparacié d’algunes de
les caracteristiques morfologiques del fruit entre ambdues espécies i el dibuix de les
seccions transversals dels respectius mericarps no deixa gaires dubtes que es tracta de
dues especies diferents (taula 1 i fig. 4):

TAULA 1. QUADRE COMPARATIU DE L’ANATOMIA DELS FRUITS DE S. ELATUM | S. FARRENY!I (SEGONS
ARENAS | GARCIA, 1993)

Caract. morfologiques Fruits de Seseli elatum Fruits de Seseli farrenyi

DIMENSIONS MERICARP 3-3,25 x 1,4-1,7 mm 2,7-3,3x 1,2-1,6 mm

FORMA El-lipsoide-ovoide El-lipsoide-ovoide

GRAU DE COMPRESSIO 0,55-0,65 0,55-0,75

GLABRE / PUBESCENT Pubescent Glabre

MIDA DENTS CALZE 0,2-0,4 mm 0,4-0,6 mm

AMPLADA CARA COMISSURAL  1,7-2,1 mm 1,7-1,9 mm

VITES 4 de 55-115 pum(1 a cada 4 de 60-340 um (1 a cada
val-lecula); 2 de 55-115 um a val-lécula); 2 de 70-230 um a la
la cara comissural cara comissural

Pel que respecta a les seccions transversals dels mericarps d’ambdues espécies,
destaquen una série de caracteristiques morfologiques i/o histologiques que les
diferencien. En primer lloc, la seccio del mericarp de S. elatum és molt més angulosa
que la de S. farrenyi. Respecte a les vites (distribuides a les zones val-leculars) son molt
més amplies en S. farrenyi que en S. elatum. Els feixos libero-llenyosos (situats a sota
les costelles) estan també més desenvolupats a S. farrenyi. Un altre tret diferencial és la
preséncia de pels al mericarp de S. elatum, mentre que el mericarp de S. farrenyi és
glabre.

FIG. 4. Seccié transversal del mericarp de S. elatum Seccio transversal del mericarp de S. farrenyi
(segons Arenas i Garcia, 1993). (segons Arenas i Garcia, 1993).
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S. farrenyi estaria mes aviat relacionada amb Seseli praecox (Gamisans) Gamisans,
especie endemica de les illes de Corsega i Sardenya, amb la majoria de les poblacions
situades entre les localitats corses de Calvi i Portu, a la costa occidental de I’illa
(Gamisans, 1996). L’espécie havia estat descrita anteriorment pel mateix autor
(Gamisans, 1972) amb el rang de subespécie, Seseli bocconi Guss. subsp. praecox
Gamisans. La seccio transversal del mericarp de S. praecox és forca semblant a la de S.
farrenyi, amb unes vites i uns feixos libero-llenyosos bastant desenvolupats, encara que
les costelles formen unes angulacions meés patents que en el cas de S. farrenyi. Les
mides del mericarp de S. praecox sén 1,3-1,8 x 2,7-3,5 mm, practicament calcades a les
de S. farrenyi, pero aquest és pubescent i no glabre.

Si comparem altres caracteristiques de la planta a part dels mericarps, veiem més
afinitats entre S. farrenyi i S. praecox que entre S. farrenyi i S. elatum (taula 2):

TAULA 2. QUADRE COMPARATIU DE LES CARACTERISTIQUES MORFOLOGIQUES DE S. ELATUM, S.
FARRENY! | S. PRAECOX [DADES EXTRETES D’ ARENAS | GARCIA (1993) 1 GAMISANS (1972)]

Caracteristiques Seseli elatum Seseli farrenyi Seseli praecox
morfologiques

ALCADA DE LA 2-5 (10) dm 0,6-2 (3) dm 1,5-3,5dm
PLANTA

CARACTERISTIQUES Lacinies de 10-30 mm Lacinies de 3-20 mm Lacinies de 1,5-6,5 mm
DE LES FULLES

DIAMETRE RADIS (0,5) 1-3cm 0,5-2,3 (3,0) cm 2,2-5¢cm
UMBEL-LARS

PERIODE Juny-octubre Juny-agost Maig-agost

DE FLORACIO

REQUERIMENTS Calcicola (sols basics) Silicicola (sols acids) Silicicola (sols acids)
EDAFICS

D’entre les diferencies meés destacables, podem veure que S. elatum és una planta de
més envergadura que les altres dues espécies, i també amb un periode de floracié més
dilatat. A més, creix en sols calcaris a diferéncia de les altres dues especies, que ho fan
sobre roques maritimes de caracteristiques acides.
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FIG. 5. Seccié transversal del mericarp de S. bocconi ssp. bocconi, espécie
molt proxima a S. praecox (segons Gamisans, 1972).

S. farrenyi sembla doncs ser una espécie amb unes afinitats més inclinades cap a les
espécies del grup balearico-tirrénic (Seseli praecox i també Seseli bocconi ssp.
bocconi) que no pas a S. elatum, espéecie relativament abundant a les comarques de
I’interior i del sud de Catalunya.

Una explicacid plausible podem basar-la en la historia geologica tant de la zona del
Cap de Creus com de les illes de Corsega i Sardenya. Segons Westphal et al., (1976), el
bloc de Corsega i Sardenya va arribar a la seva posici6 actual mitjancant una deriva, que
s’hauria produit durant el miocé inferior (fig. 6). A I’oligoce, aquest bloc estava unit a la
costa provencal i del Llenguadoc, formant part de I’antic arc muntanyos Hercinia, situat
entre els Pirineus, els massisos de I’est de la Peninsula Iberica i els massissos cristal-lins
externs dels Alps. EI Cap de Creus també hauria format part de I’antiga serralada
Herciniana (Franquesa, 1995). L’extrem sud-est de Sardenya devia estar unit
aproximadament a la zona empordanesa-rossellonesa, i és per tant probable que a
I’oligocé hi hagués un nucli de poblacions d’algun taxon de Seseli ancestral, que amb la
deriva del bloc corso-sard s’hagués fragmentat, quedant un petit relicte a la zona
continental que hauria derivat en les actuals poblacions de S. farrenyi. La part de les
poblacions d’aquest taxon ancestral que hauria quedat al bloc insular corso-sard, hauria
evolucionat cap a S. praecox, especie que en els nostres dies es troba distribuida tant a
Corsega com a Sardenya.
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Sicilia *

1 Sh.ur Bty Prsivem 1950

FIG. 6. Representaci6 de la deriva de les illes de Corsega i Sardenya
(segons Gamisans, 1996).

Respecte a la guimiotaxonomia, la 2-farnesil-6-metilbenzoquinona (cf. punt 1.1),
guinona sesquiterpenica present a les fulles de S. farrenyi, s’ha trobat també a S. elatum
L. (=Seseli longifolium L.), Seseli gouanii Koch i a Seseli leucospermum Waldst. & Kit.
No s’ha identificat en canvi a Seseli libanotis (L.) Koch, Seseli montanum L., Seseli
webbii Lowe, S. bocconi Guss. subsp. praecox Gamisans, Seseli peucedanoides (bieb.)
Kos-Pol., Seseli glaucum (=Seseli galloprovinciale Reduron) L. i Seseli annuum L.
(Muckensturm et al., 1997). Les dades fitoquimiques sén encara perd massa incipients
per a permetre aplicacions quimiotaxonomiques en el génere Seseli.

Si penetrem en el camp de la citogenética, les dades dels recomptes cromosomics de
les diferents espécies del génere Seseli també ens permeten fer una aproximacié de la
situacio taxonomica de S. farrenyi.

El genere Seseli compren aproximadament unes 140 especies, segons la base de
dades nomenclatural del Missouri Botanical Garden (http://mobot.mobot.org/cgi-
bin/search_pick). Disposem dels recomptes cromosomics de 51 especies, que hem
obtingut de diferents fonts bibliografiques, la qual cosa representa el 36 % del total de
les especies del genere (taula 3).

TAULA 3. NOMBRES CROMOSOMICS CONEGUTS DE LES ESPECIES DEL GENERE SESELI

Especie Recompte Recompte  Autor/s Area de
gametofitic esporofitic distribucio
(n) (2n)
Seseli alpinum Bieberd 11 - Vasil'eva et al., 1993 Russia
Seseli annuum L. 16 [inkura i Hindakova, Del nord d’Espanya
1963° fins a Rssia
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Seseli austriacum
(Beck.) Wohlf.

Seseli bocconi Guss.

Seseli buchtormense
(Fisch.) Koch

Seseli cantabricum
Lange

Seseli condensatum
(L.) Rchb.

Seseli devenyense
Simk.

Seseli dichotomum
Pall. ex M. Bieb.

Seseli djianea
Gamisans
Seseli elatum L.

Seseli farinosum Quéz.
et Cont.

Seseli farrenyi Molero
&Pujadas

Seseli foliosum
(Somm.& Levier)
Manden.

Seseli glabratum Willd.
Ex Schult. (=Seseli
tenuifolium Ledeb.)
Seseli gumniferum Pall.
ex Smith

Seseli hippomarathrum
Jacq.

Seseli indicum Wight et
Arn.

Seseli korovinii
Schischk.

Seseli korshinskyi
(Schischk.) Pimenov
Seseli lehmannianum
(Bunge) Boiss.

Seseli leucospermum
Waldst. & Kit.

10+ 1s

11

11

10

11

10

11

10

22

22
18
22
20

22

18

22

20

18

32

18

22

20

22

20

42

18

22

Wetschnig i Leute, 1991 °
Hakansson, 1953°;
Pardo,1981

Wetschnig i Leute, 1991 ?
Bell i Constance, 1966°

Gardé i Malheiros-Gardé,
1949
Alexeeva et al., 1994

Pardo, 1981

Silvestre, 1993

Retina, 1985 % Krasnikov
i Schaulo., 1986 2
Cinkura i Hindakova,
1963 °

Alexeeva et al., 1994
Retina, 1985 %
Daushkevich et al., 1991
Verlaque et al., 1992

Gardé i Malheiros-Gardé,
1949 ; Hakansson, 1953";
Pardo, 1981

Quézel i
Contandriopoulos, 1965 °
Fernandez Casas et al.,
1979

Vasil'eva et al., 1993

Vasil'eva et al., 1993
Schulz-Gaebel, 1930 °

Gardé i Malheiros-Gardé,
1949 ; Retina, 1985 *
Alexeeva, et al., 1994
Wanscher, 1932 °; Delay,
1947°

Baksay, 1956 °; Cinkura i
Hindakové, 1963 °
Sharma i Bhattacharyya,
1959, 1960 °

Vasil'eva et al., 1991

Pimenov et al., 1998

Vasil'eva et al., 1991;
Vasil'eva et al., 1993
Gardé i Malheiros-Gardé,
1949

Baksay, 1956 "

Italia, Esloveénia,
Hongria, Austria,
Txéquia

Corsega, Sardenya i
Sicilia

Russia, Xina
occidental

Serralada Cantabrica
Russia

Centre i est d’Europa

Crimea, Caucas

Corsega
Centre i sud d’Europa

Grecia

Cap de Creus
Caucas

Russia, Asia central,
Xina

Greécia, Ucraina

Centre i est d’Europa,
Ucraina i Rissia

?

Tadjikistan

Asia central

Tadjikistan

Hongria
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Seseli libanotis (L.)
Koch

Seseli libanotis subsp.
intermedium (Rupr.)
P.W. Ball

Seseli libanotis subsp.
libanotis

Seseli luteolum
Pimenov

Seseli malyi A. Kern.
Seseli mairei H. Wolff
var. simplicifolium Wu
Zheng Yi et Sheh
Meng Lan

Seseli montanum
subsp. granatense
(Willk.) Pardo

Seseli montanum
subsp. montanum
Seseli montanum

subsp. hanum (Duf.) O.

Bolos & Vigo

Seseli montanum
subsp. peixoteanum
(Samp.) Lainz

Seseli mucronatum
(Schrenk) Pimenov &
Sdobnina

Seseli osseum Crantz.

Seseli pallasii Besser

Seseli peucedanoides
(Bieb.) Kos.-Pol.

Seseli ponticum Lipsky
Seseli praecox
(Gamisans) Gamisans
Seseli rigidum Waldst.
& Kit.

Seseli rimosum
Pimenov

Seseli rupicola
Woronow

Seseli seravschanicum
Pimenov & Sdobnina
Seseli schrenkianum
(C.A. Mey ex

11

11

11

10

11

11

18

22

44

22

22

22

22

22,33

22

22

22,32,132
18

20

22

22

22

Gardé i Malheiros-Gardé,
1949

Wanscher, 1932 °; Larsen,
1954 °; Retina, 1985 %
Alexeeva et al., 1994
Vitek et al., 1992 2

Wetschnig i Leute, 1991 2

Pimenov et al., 1998

Druskovic, 1995
Pimenov et al., 1999

Fernandez Casas, 1977 %
Pardo, 1981

Silvestre, 1993

Pardo, 1981

Pardo, 1981

Retina, 1985 % Pimenov
etal., 1998

Vasil'eva et al., 1992 ?
Gardé i Malheiros-Gardé,
1949 ; Baksay, 1956 °
Vachova, 1987 % Murin i
Svobodové, 1992 2
Daushkevich et al., 1995

Vasil'eva et al., 1993

*
Véachova, 1987 ¢

Vasil'eva et al., 1993
Vasil'eva et al., 1993
Vasil'eva et al., 1991

Pimenov et al., 1998

Tot Europa excepte
I’extrem nord, oest i
sud

Centre i est d’Europa

Oest, centre i sud
d’Europa
Asia central

Eslovénia, Croacia
Sud de la Xina

Sud d’Espanya

Espanya, Franca,
Italia
Pirineus

Portugal

Xina, Asia central

Centre i est d’Europa

Italia, Grecia, est
d’Europa i Russia
Franca, Italia, est
d’Europa, Asia
menor, Armenia i
Iran

Caucas

Corsega, Sardenya

Sud-est d’Europa
Asia central
Caucas

Asia central

Xina, Asia central
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Schischk.) Pimenov et
Sdobnina

Seseli sessiliflorum
Schrenk, 1845

Seseli strictum Ledeb.

Seseli tortuosum L.

Seseli turbinatum
Korovin

Seseli valentinae
Popov, 1940

Seseli varium Trevis

Seseli viarum Calest.

Seseli yunnanense
Franch

10

10

11

11

20

22

20

16
22
42

Vasil'eva et al., 1991

Vasil'eva et al., 1993
Alexeeva et al., 1994
Gardé i Malheiros-Gardé,

1949

Vasil'eva et al., 1991

Vasil'eva et al., 1991

Baksay, 1956 "
Retina, 19852
Chichiricco i Tammaro,

1982°

Pimenov et al., 1998

Asia central

Russia, Kazakhstan
Sud d’Europa, nord-
oest d’Africa
Kazakhstan
Kirghizistan
Crimea, Caucas
Italia

Sud de la Xina

®Recomptes extrets del Index to Plant Chromosome numbers (IPCN) del Missouri Botanical Garden

(http://mobot.mobot.org/Pick/Search/ipcn.html)
® Recomptes extrets de Fedorov, 1969
* Recompte extret de Gamisans, 1996

? Dades no disponibles

Amb les dades de qué disposem, podem observar que hi ha una alta variabilitat en els
nombres de base cromosomics. Per a la majoria d’especies de Seseli, el nombre de base
és x = 11, pero també trobem altres nombres de base menys frequents (7, 8, 9, i 10). En
termes de percentatges, per al nombre de base mes freqlient (x = 11), els diploides (2n =
22) representen el 50 % de les espécies, els triploides (2n = 33) entre el 1,6 i el 4,8 %,
els tetraploides (2n = 44) el 1,6 % i els dodecaploides (2n = 132) també un 1,6 %. La
resta d’espécies, que presenten un nombre de base inferior, s6n basicament també

diploides (taula 4).

TAULA 4. NOMBRES DE BASE | CROMOSOMICS EN LES ESPECIES DEL GENERE SESELI

Nombre Dotaci6 cromosomica
de base (x)
2x 3x 4x 5x 6x e 12x
7 32 %
8 32% 0-3,2%
9 16,1 %
10 19,3 %
50% 16-48% 16% 1,6 %
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Si ens atenem a les dades exposades a la taula anterior, semblen doncs observar-se
dos tipus de fenomens que han intervingut en I’origen de la diversitat citogenética del
genere: disploidia, pressumptament descendent a partir del nombre de base més fregiient
(x = 11) i poliploidia dins de cada nombre de base. En algunes espécies ens és dificil
afirmar quin tipus de fenomen s’ha produit en la seva historia evolutiva. Aquest és el
cas de les dues espécies amb un recompte de 2n = 32 (S. farinosum i S. mucronatum),
en les que o bé hi ha un fenomen de poliploidia en forma de triploidia, a partir de x = 11
i amb una posterior disploidia descendent (33-1), o bé es tracta de tetraploides del
nombre de base x = 8.

Intentar esbrinar de quina manera i en quina extensid han succeit aquests fenomens
dins del genere Seseli se’ns aventura forga complexe en el marc del present treball,
donada la enorme diversitat en el nombre cromosomic en les especies de les que
disposem de dades. Aixi, podem veure que aquest va des de 2n = 16 de S. annuum i S.
varium fins al 2n = 132 de S. mucronatum. Cal destacar també el fet que de vegades els
recomptes realitzats en una mateixa espécie no son coincidents entre diferents autors,
rad que dificulta encara més extreure’n algun tipus de conclusio clara. Segons un estudi
recent de sistematica molecular de la familia Apiaceae (Downie et al., 2000)., el genere
seseli no és monofil-letic, basant-se en I’analisi de les sequéncies ITS del rDNA.

S. farrenyi té una dotacié cromosomica de 2n = 18. No sembla haver-hi cap relacié
entre el nombre cromosomic d’una especie i el fet que aquesta sigui endémica o pel
contrari d’amplia distribucio. Els recomptes de les espécies endémiques d’area reduida
del génere Seseli son forca variables: 2n = 18 per S. bocconi, S. farrenyi i S.
leucospermum; 2n = 20 per S. cantabricum (o n = 10 + 1 segons I’autor) i S. djianea; 2n
= 22 per S. malyi, S. montanum ssp. granatense, S. montanum ssp. nanum (també es cita
2n = 33) , S. montanum ssp. peixoteanum i S. praecox, i 2n = 42 per S. viarum.

1.3. CARACTERI’STIQUES ECOLOGIQUES
1.3.1. BIOGEOGRAFIA | DISTRIBUCIO
1.3.1.1. LOCALITZACIO | MIDA DE LES POBLACIONS

S’han localitzat fins a I’actualitat Gnicament tres poblacions de Seseli farrenyi, totes
situades a la Reserva Natural Integral (RNI) del Cap de Creus, dins els limits del Parc
Natural del Cap de Creus, a la comarca de I’Alt Emporda (provincia de Girona). Amb la
visita de les poblacions, es va intentar definir I’estructuracié d’aquestes en
subpoblacions. Tambe es van mesurar les seves coordenades geografiques mitjancant la
tecnica GPS (Global Position System) amb I’ajuda d’un receptor GPS Garmin 12 XL de
dotze canals, per tal d’obtenir la seva localitzacié precisa (taula 5).

Dues de les poblacions son relativament properes, i ambdues son a la vora del Far
del Cap de Creus. La més septentrional, esta situada a la localitat d’Es Camallerus,
amb un nombre comptat de 716 individus (J. Molero et al., inéd.). La poblaci6 més
meridional, a uns 500 metres de la primera, es troba al paratge conegut com Ses
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Estenedors. Es la localitat classica de I’espécie, amb un nombre d’efectius de 90 (J.
Molero et al., ined.).

La tercera poblacid esta situada relativament distant de les dues primeres, a uns 2,75
quilometres en direcci6 NW respecte aquestes. Situada a la localitat coneguda com Es
Bol d’Es Prim, és la poblacié més nombrosa, amb un nombre comptat d’efectius de
1260 (J. Molero et al., inéd.).

TAULA 5. LOCALITZACIO, MIDA | ALTRES PARAMETRES DESCRIPTORS DE LES POBLACIONS

Localitat UTM 1x1 Km Nombre  Superficie Alcada Autor i data de la

d’efectius primera observacio
Ses
Estenedors  31TEG2685 90 10.000 m? 25-40 m Molero i Pujadas, 1979
Es
Camalleris  31TEG2685 716 20.000 m? 25-45m Franquesa, 1995
Es Bol d’Es
Prim 31TEG2386 1260 35.000 m? 25-65m Franquesa, 1995

TOTAL : 2066

La primera poblacio descrita de I’especie va ser la situada a la localitat de Ses
Estenedors, que en un primer moment va ser avaluada entorn als 500 individus (Molero
I Pujadas, 1979). Recomptes recents desprenen una xifra de 90 individus. D’entre les
possibles raons d’aquest esbiaix en les dades, una pot ésser una sobreestimacio en el
nombre d’individus que es va cometre en un primer moment. El transit de persones,
donada la proximitat d’aquesta poblacio al far del cap de Creus, pot representar també
una causa en la davallada del nombre d’efectius. També pero poden haver influit altres
factors propis de I’espécie.

L’especie va ser retrobada posteriorment per Franquesa (1995) que cita dues
localitats diferents: Sa Camalleria, prop de la localitat classica, i que es correspon amb
la localitat d’Es Camallerds si ens atenim a la toponimia de I’Institut Cartografic de
Catalunya (ICC), i Costa del Xiulet, que correspon a Es Bol d’Es Prim.

Hem realitzat la cartografia de les poblacions de S. farrenyi, primer sobre el mapa
topografic 1:25.000 del Parc Natural del Cap de Creus (1997, ICC), i amb més detall
sobre els quadrats UTM 1 x 1 km en el mapa topografic 1:5.000 de Catalunya (1995,
ICC). Al mapa 1:25.000, els quadrats 1 x 1 km on nosaltres hem localitzat alguna
poblacio, es pinten amb un fons groc fluorescent i amb el marge de color negre. La
localitzacio precisa de les poblacions es dibuixa en ombrejat de color negre. Als mapes
1:5.000, dibuixem el perimetre de cada poblacié amb una linia de color vermell.
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FIG. 7. Mapa dels Paisos catalans amb reticle UTM (amb els quadrats de 10 x 10 km),
segons Bolos (1985).

- Area de distribucié de Seseli farrenyi (Quadrat UTM 10 x 10 km 31TEG28)
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MAPA TOPOGRAFIC 1:25.000 DEL PARC NATURAL DEL CAP DE CREUS
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Poblacions detectades de S. farrenyi pel nostre equip (1999).
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1.3.1.2. EXTENSIO DE PRESENCIA | AREA D’OCUPACIO

L’extensid de preséncia i I’area d’ocupacio sén dos conceptes encunyats per la UICN
(1994) que ens ajuden a definir I’area de distribucio d’una especie vegetal.

La UICN defineix I’extensio de presencia com "I’area continguda dins els limits
continus i imaginaris més curts que puguin dibuixar-se per incloure tots els llocs
coneguts, inferits 0 projectats en els que un taxon es troba present, excloent els casos
d’activitats associades al deambular. Aquesta mesura pot excloure les discontinuitats o
disjuncions en les distribucions generals dels taxons (per exemple grans arees d’habitat
inadequat)". L’extensié de presencia es calcula dibuixant un poligon amb una superficie
minima que contingui tots els llocs on és present I’espécie, perd cap dels seus angles
interns pot excedir els 180°. L’extensié de preséncia per S. farrenyi s’ha calculat
dibuixant un poligon sobre el sobre el mapa topografic 1:25.000 del Parc Natural del
Cap de Creus (1997, ICC), i calculant la seva superficie de forma manual. El resultat és
de 0,47 km®,

L’area d’ocupacio d’una espécie es defineix com “I’area dins de la seva extensio de
presencia que es ocupada per I’especie, excloent els casos d’activitats associades al
deambular”. Es una mesura que reflecteix el fet que un taxon habitualment no el trobem
en tot I’espai de la seva extensid de preséncia, ja que aquest, per exemple, pot contenir
habitats no viables. La mida de I’area d’ocupacio és una funcié de I’escala en que la
mesurem. L’ideal és mesurar-la sobre quadricules suficientment petites per tal de no
cometre massa error. En el nostre cas, per procedir als calculs de I’area d’ocupacid, hem
comptabilitzat totes les quadricules UTM 0,5 x 0,5 km on hem localitzat I’especie. Per a
S. farrenyi, el resultat és de 4 quadricules comptabilitzades amb presencia de I’especie,
és a dir, 1 km?, xifra que duplica la trobada en Iextensié de preséncia.

1.3.1.3. COROLOGIA

L’area de distribuci6 de I’endemisme Seseli farrenyi es limita a la franja
septentrional de la peninsula del cap de Creus, al tram de costa compres entre Cala
Galladera i Cala Fredosa (veure mapa Parc Natural del Cap de Creus). Es tracta d’una
espécie que pertany logicament a I’element corologic mediterrani.

Aquesta peninsula es troba situada, respecte a la divisio fisiografica dels Paisos
Catalans proposada per Bolos i Vigo (1984), dins del territori ruscinic, i des del punt de
vista fitogeografic (Bolos I.c.), dins la regié mediterrania, més concretament a la
provincia boreomediterrania ( o mediterrania septentrional).

Les poblacions de S. farrenyi es troben localitzades en el tram més accidentat de
costa de la peninsula del cap de Creus, que és constantment rocds, i on la linia del mar
és forca retallada, dibuixant tot de puntes, caletes, coves i racons. El relleu interior es
presenta forca abrupte i trencat, on abunden fondalades, rieres, cavitats, crestes i
turonets de naturalesa rocosa, que practicament arran de mar poden assolir 60-80
metres. Aquest tram de costa, encarat cap al nord, esta fortament exposat a la
tramuntana, fet que juntament amb els esquitxos de les onades i els aerosols marins que
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transporta el vent, ha anat modelant el paisatge produint formes i contorns forca
singulars (Franquesa, 1995) (fig. 8).

FIG. 8. Mostra del paisatge del cap de Creus

Dins la mateixa comunitat vegetal on trobem S. farrenyi (Armerietum ruscinonensis),
creixen tant Armeria ruscinonensis, espécie endémica de les costes de I’alt Emporda i
Baix Vallespir, com Limonium tremolsii, planta de distribuci6 practicament limitada al
territori ruscinic. Sembla doncs que les condicions ambientals tant dures que han de
suportar les plantes (vent, salinitat, elevada migradesa del sol, dificultat d’ancorament,
perllongada il-luminacio, forta oscil-lacié térmica), unit amb les enormes irregularitats
del terreny del litoral empordanes, han generat un microambient molt particular amb
presencia d’espécies endemiques altament especialitzades.

Citacions i plecs d’herbari de Seseli farrenyi:

31TEG28: «Peninsula del Cap de Creus», Molero & Pujadas, 15-VI111-1978 (BCF 20101) — «Cap de
Creus» MOLERO & PUJADAS (1979: 32) — «punta del cap de Creus, sota el far, 25 m» (FRANQUESA,
1995: 508) — «sa Camalleria, 30 m» (FRANQUESA, 1995: 508) — «entre Portal6 i Galladera (costa del
Xiulet), 50-60 m» (FRANQUESA, 1995: 508).

1.3.2. HABITAT

1.3.2.1. CARACTERISTIQUES CLIMATIQUES

La peninsula del cap de Creus esta situada, respecte a la classificacié bioclimatica
proposada per Gaussen, dins el bioclima xeroteric o mediterrani, que es caracteritza per
un llarg periode estival (d’entre 1 i 8 mesos) i un hivern no gaire fred, que no sol
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prolongar-se més de dos mesos. Més concretament, el clima d’aquesta zona es pot
incloure dins el clima tipus de Perpinya (Bolos i Vigo, 1984). Es tracta d’un dels climes
mes secs dins els climes mediterranis maritims subhumits i subarids de terra baixa. El
clima tipus de Perpinya és tipic del litoral de I’extrem nord dels Paisos catalans
(Emporda, Rosselld), amb un periode subhivernal llarg (de 3 a 5 mesos) i un estiu també
ampli, dins del qual trobem 2 mesos arids i 1 de perarid.

Dins aquesta regio climatica, el Cap de Creus té la peculiaritat de ser un indret
exposat de forma quasi permanent a la violéncia dels vents de component nord
(tramuntanades), fet que augmenta la duresa de I’hivern i disminueix la humitat. A
causa d’aquesta particularitat climatica, Bolos i Vigo (l.c.) han anomenat al territori
ruscinic regié de la tramuntana.

Les estadistiques de dades climatiques d’amplies séries d’anys, que descriuen la
pluviositat, les temperatures i el vent de la regid, s’han prés de Franquesa (1995).
També disposem de dades del periode 1997-1998, procedents dels anuaris de dades
meteorologiques que es poden trobar a la pagina web del Servei de Meteorologia de
Catalunya (SMC) (http://www.gencat.es/index.htm).

Pel que respecta a les pluges, les dades de pluviometria a Cadaqués (vila situada a
menys de 5 quilometres de les poblacions de Seseli farrenyi) durant 36 anys consecutius
(1913-1950), aportades per Franquesa (l.c.), desprenen que la mitjana anual de
precipitacions és de 645 mm, sent I’octubre el mes més plujos i el juliol el més sec (fig.
9). El maxim anual de pluviositat fou de 1052,2 mm i el minim de 348,9 mm.

mm

FIG. 9. Grafic de pluviometria a Cadaqués (periode 1913-50), segons
Franquesa (1995).

La mitjana de neu a I’any a Cadaqués és de 1,3 dies. La mateixa autora també aporta les
dades de pluviometria de Roses (a uns 12 quilometres de les localitats on trobem S.
farrenyi) durant 29 anys (1928-1935 i 1940-1960). La mitjana anual de pluges és de
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583,1 mm, amb maxims i minims anuals de 1317,6 mm i 271,5 mm, respectivament
(fig. 10). La mitjana de neu a Roses és de 0,55 dies.

400 —

mm

FIG. 10. Grafic de pluviometria a Roses (periode 1928-35 i 1940-60), segons
Franquesa (1995).

Pel que fa a les temperatures, Franquesa ens déna les dades de I’estacié del Cap de
Biarra (Cap Béar, Baix Vallespir, a uns 25 quilometres al NE del Cap de Creus) del
periode compres entre 1967 i 1986 (fig. 11). La temperatura mitjana anual és de 15,2
°C, la mitjana de les minimes del mes més fred (és variable segons I’any, habitualment

50 - 100
40
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- 50 mm
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FIG. 11. Diagrama ombrotérmic del Cap de Biarra (periode 1967-86),
segons Franguesa (1995).

gener o febrer) és de 5,7 °C, i la mitjana de les maximes del mes més calid és de 32,7
°C. La temperatura maxima absoluta va ser de 38,3 °C, i la minima absoluta de —7,6 °C.
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Amb les dades proporcionades pel SMC, podem elaborar el diagrama termic de Roses
per al periode 1997-1998 (fig. 12). Obtenim una mitjana anual de 16,9 °C, amb una
mitjana de les minimes del mes més fred de 5,1 °C i una mitjana de les maximes del
mes més calid de 31,7 °C. La temperatura maxima absoluta fou de 37,1 °C i la minima
absoluta de -1,8 °C.

Temperatura (°C)

gen
feb
abr
mai
jun
jul
ago
zel
act
now
de=s

mar

FIG. 12. Diagrama termic de Roses (periode 1997-98).

El vent és un factor climatic de maxima transcendéncia a la zona, doncs exerceix una

accié mecanica sobre la vegetacio i una accié dessecadora i salinitzadora envers el
substrat edafic. No és estrany que a la zona les rafegues de tramuntana puguin superar
els 100 km/h. Disposem de dades sobre la fregiiéncia mitjana de les direccions dels
vents per grups de velocitat al Cap de Biarra, per al periode 1951-1980 (Franquesa I.c.).
La rosa dels vents mostra una alta freqtiencia dels vents de component nord (fig. 13). Si
elaborem la rosa dels vents amb les dades del periode 1997-1998 de I’estacié de Roses,
obtenim una rosa amb frequéncies majoritaries dels vents de component nord, assolint
també aquests velocitats superiors.
L’estadistica del vent de les dues estacions es podria allunyar sensiblement del que
realment succeeix a la cara nord de la peninsula del cap de Creus, on trobem les
localitats de Seseli farrenyi. Es tracta d’un tram de costa que es troba plenament exposat
a la tramuntana, on la rosa dels vents ha d’estar eshiaixada cap a freqiiéncies superiors
dels vents de component nord (fig. 14).
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FIG. 13. Rosa dels vents del Cap de Biarra (periode 1951-80),
segons Franquesa (1995).
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FIG. 14. Rosa dels vents de Roses (periode 1997-98).
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1.3.2.2. CARACTERISTIQUES EDAFIQUES

El relleu de tota la peninsula del cap de Creus és en general forca trencat, amb tot de
torrents, rieres, crestes i fondalades. EI tram de litoral on creix Seseli farrenyi, és
constantment rocés, amb abundancia dels esquistos de colors foscos, i amb nombrosos
afloraments de pegmatites de color blanc-rosat. El paisatge és forca singular, amb
formes i contorns de vegades ben estranys, fruit de I’accié modeladora del vent al llarg
del temps. Es per aquesta rad també que I’esquelet rocos del litoral es troba desproveit
de coberta edafica, i on trobem sols, s6n extremadament prims, de vegades amb un cert
grau de salinitat a causa dels aerosols marins que s’hi depositen (Franquesa, 1995).

S. farrenyi creix a les fisures i als replans més o menys inclinats de les roques
esquistoses del litoral, substrat de tipus silicic, en una franja de penya-segat no
excessivament aprop de la linea de mar (dificilment trobem individus a menys de 100
metres de I’aigua), pero sota I’influencia directa de I’halit mari.

A partir de mostres de sol recollides a I’habitat on creix S. farrenyi (es mostrejaren
les petites porcions de sol damunt els esquistos on creix aquesta espécie), M. Salgot i J.
Tapias, de la Unitat d’Edafologia de la Facultat de Farmacia, van realitzar I’analisi
d’una serie de parametres edafics (taula 6) que s’enumeren a continuacié (les tecniques
analitiques es descriuen a I’annex 1) :

TAULA 6. ANALISI EDAFICA D’UNA PORCIO DE SOL MOSTREJADA A LA LOCALITAT D’ES CAMALLERUS
(UTM: 31TEG2685)

Parametre Tecnica Resultat i/o classificacio del sol

pH Potenciometria 6,25 - Lleugerament acid [criteris USDA (Soil
Taxonomy System)]

Conductivitat electrica  Potenciometria 0,078 dS/m - No sali (criteris de Cros)

(CE)

Matéria organica total ~ Calcinacio 7,28 % - Per damunt del nivell optim (ordre de

(%) magnitud del 2,2 % en sols arenosos, segons criteri de
Jacquin)

Carboni organic Metode de Walkley i 1,27 %

oxidable (%) Black

Cations majoritaris :

NITROGEN TOTAL Variant de la técnica 1363 mg/Kg sol

(N-NTK) :
POTASSI (K,0) de Kijeldahl \ |
FOSFOR (P,05s) Fotometria de flama 0,33 mg/Kg sol - Valor molt baix

Meétode de Bray-Kurtz 220 mg/Kg sol - Valor excessiu, segons criteri de
Yanez, 1989)

Carbonats totals (% Calcimetre de pressi6 0% - No calcari (criteri de I’INRA frances)
CCE: Carbonat calcic o de Bernard
equivalent)
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Analisi granulomeétrica Cascada de tamissos +
i classificacié textural Meétode de Bouyoucos
ARENA (%) 91 %

LLIM (%) 8.5 %

- Textura aren
ARGILA (%) e extura arenosa
y 0

Com podem veure en els valors dels diferents parametres analitzats, S. farrenyi creix
sobre petites porcions de sol dipositades damunt de la roca, sol que presenta un pH
Ileugerament acid, és de naturalesa no calcaria (no carbonatat), de textura arenosa, i amb
un alt percentatge de materia organica. Aquests valors elevats de matéria organica
poden ser deguts al paper de les gavines, doncs hi ha una colonia d’aquestes aus a les
proximitats de les poblacions de S. farrenyi. Les gavines deixen anar les seves
dejeccions damunt les roques, el que podria causar un augment de la materia organica a
la fina coberta edafica que cobreix la roca. Cal destacar també que es tracta d’un sol que
no presenta salinitat segons I’analisi edafica, probablement com a consequéncia que la
sal marina dipositada sobre els penya-segats pel vent només salinitza parcialment la
petita porcio edafica que hi ha damunt de la roca, sal que posteriorment és rentada per
I’aigua de la pluja.

1.3.2.3. FITOCENOLOGIA

Respecte el punt de vista de la fitocenologia (branca de la botanica que estudia les
comunitats vegetals), Seseli farrenyi és una espécie que pertany a la vegetacio halofila o
salina. Es tracta de comunitats vegetals adaptades als ambients costaners, on hi tenen
molta incidéncia factors climatics i edafics com son el vent i la salinitat. A part de
I’efecte dessecant del vent, aquest també transporta sal marina, que es diposita sobre el
litoral. Es evident que per a suportar aquestes dures condicions, les plantes han de
presentar un cert grau d’especialitzacid, que es tradueix en una relativa suculéncia de
tiges i fulles. Aquest tret respon a una elevada concentracio de clorurs que presenten els
teixits, que produeixen un inflament de les cél-lules conseqiiéncia d’una elevada
absorci6 d’aigua (Conesa, 1997). Moltes de les plantes d’aquestes comunitats també
presenten glandules excretores per eliminar I’excés de sal.

A la cara nord de la peninsula del cap de Creus, els penya-segats on creixen aquestes
comunitats halofiles (classe Crithmo-Limonietea Br.-Bl. 1947) estan constantment
sotmesos a I’accié mecanica de la tramuntana, que diposita sal sobre la roca. Aquesta
perd, només salinitza debilment la petita porcié de sol que hi ha damunt la roca, i les
plantes son influides per d’altres factors com sén la elevada migradesa del sol, la
dificultat d’ancorament, la perllongada il-luminacio, la forta oscil-lacidé termica, etc
(Franquesa, 1995).

La comunitat vegetal més particular de la franja de penya-segat on creix S. farrenyi
és la comunitat d’arméria marina (associacié Armerietum ruscinonensis Br.-Bl. Et
Rioux et Pign.[1952] 1955). Es un conjunt d’espécies rupicoles de port polvinular
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(cameéfits en coixinet), de fulles gruixudes i relativament crasses, que sovint presenten
glandules secretores de sal. Armeria ruscinonensis és la espécie que déna el nom a la
comunitat. SGn també espécies caracteristiques de la comunitat els limoniums (complex
Limonium virgato+tremolsii) i el policarp (Policarpon polycarpoides). Agquesta
comunitat prospera meés als penya-segats baixos i replanats que no pas als verticals o
amb un important grau d’inclinacio.

Segons Franquesa (l.c.) es poden distingir dins la comunitat d’armeéria diferents
unitats de vegetacio o subassociacions (fig. 15):

- Subass. armerietosum, on Franquesa (l.c.) reconeix una variant amb Seseli
farrenyi. Aquesta subassociacid presenta un recobriment molt baix (les mates
sOn esparses).

- Subass. polycarpetosum Rioux, Roux et Pign (1955).

- Subass. helichrysetosum Franquesa 1995.

- Subass. limonietosum tremolsii Rioux et al. 1955, O. de Bolos et Vigo 1984.

- Subass. inuletosum crithmoidis Franquesa 1995.

Els inventaris de la subass. armerietosum variant de Seseli elaborats per Franquesa
(1995; taula 45, inv. 22 i 23) son els seguents:

COMUNITAT D’ARMERIA MARINA. Armerietum ruscinonensis

INVENTARI NUM. 22 23
Superficie (m?) 10 100
Recobriment (%) 50 10
Altitud (m) 60 30
Orientaci6 N N
Pendent (°) 15 20
Quadricula UTM EG2386 EG2685
Caracteristiques d’associacio (Armerietum ruscinonensis)

Polycarpon polycarpoides 2.2 +
Armeria ruscinonensis 1.2 2.1
Limonium virgato+tremolsii +

- variant de Seseli
Seseli farrenyi 2.3 +

- subassociacio helicrisetosum
Helicrysum stoechas 1.2 11

Caracteristiques de classe (Crithmo-Limonietea)

Daucus gingidum . +
Companyes

Festuca gr. ovina 1.2 +
Reichardia picroides . +
Dactylis hispanica + +
Plantago coronopus 11 +
Juniperus oxycedrus . +
Sedum sediforme + +
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Echinops ritro . +

Espécies presents en un sol inventari
23: Urospermum dalechampii(+)

Procedéncia dels inventaris
22.- Costa del Xiulet
23.- Cap de Creus

TOLMCAR PETOSUM

HELI CHRYSE TOSUM LIMONIETDSUM
! ARMERAETOSUM

‘ lN'u‘LE]DGUM
LT
¢

FIG. 15. Esquema de la distribucid de I’associacié Armerietum ruscinonensis
(agafat de Franquesa, 1995).

1.4. CONSERVACIO

El reduit nombre d’efectius de Seseli farrenyi [2066 segons el darrer recompte
(dades inédites)] juntament amb el fet que sol es coneixen a I’actualitat tres poblacions,
fa que s’hagi de considerar com a espécie amenagada. Es tracta, doncs, d’una planta
endemica de la peninsula del cap de Creus, amb un interés botanic de primera magnitud,
i I’estudi de la seva variabilitat genetica ha de contribuir de manera decisiva a futures
accions encaminades a preservar I’especie. Els riscos a que esta sotmeés S. farrenyi
poden ser els propis de I’espécie (el baix nombre d’efectius i I’area de distribucié tant
reduida) i els antropics, d’entre els quals I’Gnic que creiem que pot tenir certa
importancia és el transit de persones, atretes per la bellesa dels paratges.

Grau d’amenaca: S. farrenyi ha estat inclosa en un estudi recent (Séaez et al., 1998)
dins la categoria en perill (EN: endangered) de la UICN. La seva inclusié en dita
categoria es recolza en el compliment d’algun dels criteris que estableix la UICN
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(1994). Aixi, S. farrenyi compleix les premises B1 ("una extensié de presencia estimada
menor de 5.000 km? o una area d’ocupacié estimada menor de 500 km?, i una estimaci6
de que I’espécie esta severament fragmentada o que es sap que només existeix en no
mes de 5 localitats™) + 2c (“en declinacid continua, observada, inferida o projectada, per
area, extensio i/o qualitat d’habitat). En el darrer esborrany de la “Lista roja de la flora
vascular espafiola” (28 de juny de 2000) es torna a classificar I’especie en la mateixa
categoria.

També ha estat llistada des de I’abril de 1996 dins la base de dades de Conservacid
Internacional de Jardins Botanics (Botanic Gardens Conservation International, BGCI)
com a “vulnerable” (Muckensturm et al., 1997).

Figures de proteccid legal i conservacioé in-situ: A nivell de Catalunya, es troba
Ilistada dins les especies de la flora estrictament protegides pel Pla d’Espais d’Interés
Natural (PEIN; Decret 328/1992, publicat al Diari Oficial de la Generalitat de
Catalunya nim. 1714, d'1 de mar¢ de 1993, annex 3). El Cap de Creus és un espai
integrat al PEIN, el que confereix a aquesta zona des del 1993 ja un cert nivell de
proteccido medioambiental. A la normativa del PEIN es recull que totes les especies
llistades pel PEIN se’ls ha d’aplicar “el réegim legal de protecci6 estricta, amb les
consequents prohibicions (d’arrencada, captura, comerg, etc.) i la proteccid dels seus
habitats.”

El 1998 es va crear el Parc Natural del Cap de Creus (Llei 4/1998, del 12 de marg,
publicat al DOGC num. 2641, d’1 d’abril de 1998), amb el que es protegia la peninsula
del Cap de Creus i el seu entorn mari (fig 16). A la zona terrestre s’establien 3 Paratges
Naturals d’Interés Nacional (PNIN). Totes les localitats de S. farrenyi estan incloses al
PNIN de Cap Gros-Cap de Creus. Aquest PNIN a la vegada inclou la Reserva Natural
Integral (RNI) del Cap de Creus, on hi trobem les tres localitats de la nostra especie. La
proteccio medioambiental és més estricta a nivell de RNI que de PNIN, i recull la
prohibicié d’arrencar qualsevol tipus d’espécie vegetal, animal, roques i minerals, i
només permet accedir dins els seus limits per a “efectuar-hi treballs cientifics i activitats
destinades a la divulgacio dels seus valors.”

Conservacio ex-situ: Al Servei d’Hivernacles i Vivers de la Facultat de Farmacia
disposem d’uns 150 individus de S. farrenyi en testos, provinents de granes
recol-lectades a partir de les tres poblacions naturals. S’han pogut realitzar amb aquests
individus estudis de germinacié i es preveu realitzar en un futur creuaments
experimentals. També es disposa de granes recol-lectades degudament classificades per
localitats i emmagatzemades (banc de germoplasma), de les quals s’han realitzat proves
de germinacid recentment. El Jardi Botanic de Barcelona ha tingut durant algun temps
individus cultivats de I’especie als seus vivers (J. Molero, com. pers.).

Altres espécies del genere Seseli, com és el cas de Seseli pallasii Bess., tambe estan
sotmeses a un cert grau de proteccid. S. pallasii és una espécie inclosa dins el Llibre
Vermell d’Ucraina, i sobre el terreny s’han delimitat una série de parcel-les que
asseguren la seva proteccié (Andriyenko et al., 1995).
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de Roses

FIG. 16. Mapa del Parc Natural del Cap de Creus (segons http://
www.gencat.es/darp/madi/pein/cparcs25.htm)

1.5. INTERES MEDICINAL

La familia de les apiacies es caracteritza per la seva riquesa en olis essencials. Tant
les parts vegetatives de la planta com els fruits presenten conductes secretors rics en
essencies, resines i gomoresines. Moltes especies de la familia també contenen
compostos amargants, glucosids i alcaloides.

Degut als olis essencials que contenen, algunes especies tradicionalment s’han usat
com a carminatius i digestius: I’arrel d’angelica (Angelica archangelica L.), el fruit
d’anis verd (Pimpinella anisum L.), el fruit de coriandre (Coriandrum sastivum L.), el
fruit del fonoll (Foeniculum vulgare Mill.), i el comi (Cuminum cyminum L.). Aquesta
accio carminativa esta lligada a olis essencials com el trans-anetol, el linalol, a- i -
pine, el camazulé i d’altres.

Moltes de les apiacies també sén riques en furanocumarines, cumarines amb efecte
fotosensibilitzant i hiperpigentant, que tenen la seva aplicacié terapeutica en malaties en
les que hi ha hipopigmentacio (vitilig, albinisme...). Algunes d’aquestes
furanocumarines son el psorale, el bergapte, la xantotoxina, la imperatorina i la kelina.
Algunes de les umbeliferes que les contenen son I’api (Apium graveolens L.), la
pastanaga (Daucus carota L.), el julivert [Petroselinum crispum (Mill.) Hill], Pastinaca
sativa L., i Ammi majus L. Hi ha estudis recents amb I’extracte de I’arrel de I’espécie
Angelica japonica A., que conté una furanocumarina anomenada japoangelona i
diversos eters furanocumarinics de falcarindiol, que mostren certa activitat inhibitoria
envers les cél-lules canceroses MK-1 en I’adenocarcinoma gastric (Fujioka et al., 1999).

La visnaga (Ammi visnaga L.) també conté un tipus de cumarines, les
piranocumarines, utils en el tractament de I’angina de pit degut a la seva accio
vasodilatadora coronaria.
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Les especies del génere Seseli no tenen una tradicio farmacologica a les nostres
contrades. S’ha estudiat pero I’activitat farmacologica dels extractes d’algunes espécies
del genere, com per exemple extractes de Seseli strictum Ledeb. (Shavarda, 1998). Es
va comparar I’activitat antioxidant de I’extracte d’aquesta i 50 especies més de la regio
russa de I’Altai amb I’activitat antioxidant dels flavonoides luteolina i cinarosid de les
flors de Ptarmica impatiens (L.) DC. i I’alcaloide berberina de I’arrel de Berberis
sibirica Pall. L’activitat antioxidant fou netament superior en els extractes de les
primeres.

També es disposa de dades d’un estudi amb un poliacetilé aillat de les arrels de
Seseli mairei H. Wolff, el seselidiol (Hu et al., 1990). S’ha demostrat una activitat
citotoxica moderada del seselidiol i de I’acetat de seselidiol enfront cel-lules tumorals
KB, P-388 i L-1210.

A la bibliografia també hem trobat un estudi de la composicio quimica dels extractes
de les parts subterranies de Seseli yunnanense Franch (Xiao, 1995), on entre d’altres
components hi trobem el B-sitosterol, I’octasulfur, I’acid palmitic, el falcarindiol (un
poliacetile), i algunes furanocumarines forca comuns en les umbeliferes, com el
bergapte i la imperatorina.

De moment no es coneix cap activitat terapéeutica de Seseli farrenyi, doncs tampoc
existeixen gaires estudis de la composicié quimica dels seus extractes. Unicament
disposem d’un treball de Muckesnsturm et al. (1997), en el que es donen a coneixer una
serie de compostos quimics aillats de les fulles d’individus de S. farrenyi. Es llisten
entre d’altres, diverses essencies monoterpeniques (o-piné, 3-care, limong, y-terpine i
acetat de bornil), alguns compostos sesquiterpénics, una benzoquinona (la 2-farnesil-6-
metilbenzoquinona) i un cromenol (el 7-demetilplastocromenol-2).

Els olis essencials monoterpénics en general tenen una una activitat carminativa,
colerética i colagoga, espasmolitica, dilretica, antiséptica i antiinflamatoria. D’aqui se’n
podria derivar una possible aplicacié terapeutica de la nostra espécie en cas que aquests
components es trobessin en prou gquantitat a la planta. Les benzoguinones s’ha vist que
tenen propietats antimicrobianes, pero avui el seu Us terapéutic és minim.

Les furanocumarines tenen una activitat hiperpigmentant ben coneguda. La troballa
d’aquests compostos en d’altres especies del mateix génere (S. yunnanense) permet
pensar que també es puguin aillar en extractes de S. farrenyi. De la mateixa manera, la
troballa de seselidiol i de falcarindiol, dos compostos amb activitat citotoxica, aillats de
S. mairei i S. yunnanense respectivament, i la troballa també de p-sitosterol a S.
yunnanense, un compost usat pel tractament de la hipertrofia benigna de prostata, ens
obren les portes a un hipotetic aprofitament medicinal en el futur de S. farrenyi.
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2. PLANTEJAMENT I OBJECTIUS

El plantejament general del nostre estudi és I’analisi de la diversitat genetica de
I’endemisme Seseli farrenyi i de la estructura genética de les tres Uniques poblacions
que avui dia coneixem de I’espécie.

Els objectius que perseguim per tant en el nostre estudi son els segients:

1. Analisi de la diversitat genética a nivell de poblacio en S. farrenyi.

2. Comprovar que la subdivisié de les poblacions en subpoblacions o veinatges
que nosaltres proposem té una base genética i per tant no és artificial. En cas
que existeixi aquesta estructuracio, intentar discernir la seva naturalesa.

3. Inferir I’estat de conservacio en el que es troben les poblacions de S. farrenyi,
i proposar mesures per a la seva conservacio.

3. MATERIAL | METODES

3.1. MATERIAL

El material vegetal emprat per a realitzar els assajos d’electroforesi d’isoenzims en
I’espécie Seseli farrenyi ha estat sempre fulles fresques, procurant que procedissin
d’individus joves i sans, recol-lectades al camp de poblacions naturals. S’han realitzat
també alguns experiments amb fulles provinents d’individus que han germinat sota
condicions controlades a I’hivernacle de la Facultat de Farmacia, per a posar a punt la
tecnica de I’electroforesi per a alguns sistemes enzimatics.

Respecte a les poblacions naturals, es van mostrejar les 3 poblacions de Seseli
farrenyi que hi ha localitzades fins a I’actualitat, entre els mesos d’octubre i de
novembre de 1999. La mida de la mostra va dependre tant del nombre d’individus com
de I’estructura per subpoblacions que s’ha proposat per a cada poblacid. Aixi, de la
localitat de Sa Pastera, es van mostrejar 30 individus dels 90 que té la poblacio. De la
poblacio situada a la localitat d’Es Camallerus, es van mostrejar 112 individus d’un
total de 716 individus. La presa de mostres es va fer seguint un patrd de les pressumptes
subpoblacions, recol-lectant fulles d’uns 25 individus per subpoblacio, en base a criteris
de proximitat microtopografica. Finalment, de la localitat d’Es Bol d’Es Prim, es van
mostrejar també al voltant de 25 individus per cada una de les sis subpoblacions
proposades, sumant en total 135 individus d’una poblacié que disposa de 1260 efectius
(taula 7). Globalment, s’ha mostrejat el 13,4 % del nombre total d’efectius de S.
farrenyi, percentatge prou elevat per garantir-nos que els resultats siguin representatius.
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TAULA 7. POBLACIONS | SUBPOBLACIONS DE SESELI FARRENYI ESTUDIADES

Codi Poblacié i/o subpoblacid/ns Nombre d’individus
mostrejats

SES Ses Estenedors 30

SCM1 Es Camaller(s subpoblacié 1 40

SCM2 Es Camallerus subpoblacio 2 22

SCM3 Es Camallerus subpoblaci6 3 24

SCM4 Es Camaller(s subpoblacié 4 26

EBP1 Es Bol d’Es Prim subpoblacio 1 26

EBP2 Es Bol d’Es Prim subpoblaci6 2 22

EBP3 Es Bol d’Es Prim subpoblaci6 3 20

EBP4 Es Bol d’Es Prim subpoblacié 4 25

EBP5 Es Bol d’Es Prim subpoblaci6 5 21

EBP6 Es Bol d’Es Prim subpoblaci6 6 21
TOTAL =277

El material vegetal es va mostrejar seguint un transecte, abracant tota I’extensio de la
poblacio, amb la finalitat de recollir tota la variabilitat existent. Al mateix temps que es
recollien les fulles, es mesurava la distancia entre parells d’individus mostrejats amb
una cinta meétrica, conjuntament amb la determinacié de les seves coordenades
geografiques mitjancant la técnica GPS (Global Position System). Es va utilitzar un
receptor GPS Garmin 12XL de dotze canals, aconseguint una precisio de V15 metres.
L’objectiu d’aquestes mesures va ser doble: establir la posicid geografica de les
poblacions per a poder-les dibuixar després sobre un mapa amb una elevada exactitud
(cf. punt 1.3.1.1), i utilitzar les dades de distancia geografica entre subpoblacions per
provar de correlacionar-la amb la identitat genética de Nei (1978) entre aquestes,
mitjancant el test de Mantel (1967).

A part de recollir material fol-liar, es van marcar amb I’ajuda de cinta adhesiva tots
els individus mostrejats, identificant-los amb un ndmero escrit en aquesta. També es
van dibuixar mapes dels individus mostrejats. Aix0 ens permet fer el seguiment de la
seva evolucio i tenir una font de material identic en cas d’haver de repetir algun
experiment.

Les fulles mostrejades es van dipositar dins de petits sobres de paper, perfectament
retolats, i van ser transportades al nostre laboratori on es van deixar a la nevera a 4°C
fins al moment de comencar I’electroforesi. Un cop realitzats els assajos d’aquesta
técnica, la mostra restant -ja en forma d’extracte- es va guardar al congelador a —40°C
per permetre la seva conservacié a llarg termini.

3.2. METODOLOGIA
Tota la metodologia de I’electroforesi (des de I’elaboraci6 del gel fins als protocols
de tincid) s’ha dut a terme tal com s’explica al punt 2.3.2. del capitol Introduccié.

Durant el periode 1999-2000 varem dur a terme tota una bateria d’experiments amb
S. farrenyi, en els que varem assajar un total de 21 sistemes enzimatics, dels quals es
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van resoldre amb suficient nitidesa 14 loci pertanyents a 9 sistemes enzimatics diferents.
La resta de loci assajats no va permetre la seva interpretacio, de vegades senzillament
perque no veéiem cap banda en el gel, altres cops si que apareixien les bandes pero eren
massa débils o difuses per a ser interpretades. En altres ocasions, pero, les bandes d’un
isoenzim sortien amb prou poténcia, per0 quedaven molt a prop o fins i tot
s’encavalcaven amb les d’un altre isoenzim, el que complicava extremadament la
interpretacio. En el cas especific de la peroxidasa (PRX), en alguns individus les bandes
sortien prou nitides, perd en canvi no apareixien a la resta d’individus. A la taula 8 es
recullen tots els enzims que es van assajar, amb éxit o no.

TAULA 8. ENZIMS ASSAJATS AMB SESELI FARRENYI

Enzims assajats Resultats obtinguts Gel emprat
(Abreviatura habitual, nom col-loquial, nom IUB i nom EC)

ACO / Aconitasa / Citrat (isocitrat) hidroliasa / EC 4.2.1.3  No resolt

ACP /| Fosfatasa acida / Ortofosforico-monoester  No resolt
fosfohidrolasa / EC 3.1.3.2

ADH / Alcohol deshidrogenasa / Alcohol; NAD" oxido-  Resolt Borat de liti 8.2
reductasa/EC 1.1.1.1

CAT / Catalasa / Peroxid d’hidrogen:peroxid d’hidrogen  No resolt
oxido-reductasa/ EC 1.11.1.6

DIA / Diaforasa / NAD(P)H: (acceptor) oxido-reductasa/  Resolt Borat de liti 8.2
EC 1.6.99.-
EST / Estearasa/--/ EC 3.1.1.- No resolt

FDH / Format deshidrogenasa / Format; NAD" oxido-  No resolt

reductasa/EC 1.2.1.2

GDH / Glutamat deshidrogenasa / L-Glutamat:NAD®  No resolt
oxido-reductasa (desaminada) / EC 1.4.1.2

GOT o AAT / Glutamat oxalacetat transaminasa o0  Resolt Borat de liti 8.2
Aspartat amino-transferasa / L-Aspartat:2-oxoglutarat

amino-tranferasa / EC 2.6.1.1

IDH / Isocitrat deshidrogenasa / Isocitrat:NAD(P)" 0xido-  Resolt Morfolina-citrat 6.1
reductasa (descarboxilant) / EC 1.1.1.42 (forma NADP);

EC 1.1.1.41 (forma NAD)

LAP / Leucina amino-peptidasa / a-Aminoacil péptid  No resolt

hidrolasa / EC 3.4.11.1

LDH / Lactat deshidrogenasa / (S)-Lactat:NAD"* oxido-  No resolt

reductasa/ EC 1.1.1.27

MDH / Malat deshidrogenasa / (S)-Malat:NAD* oxido-  Resolt Morfolina-citrat 6.1
reductasa/ EC 1.1.1.37

ME / Enzim malic / (S)-Malat:NADP* oxido-reductasa ~ No resolt
(oxalacetat-descarboxilant) / EC 1.1.1.40

PGD o 6PGD / Fosfogluconat deshidrogenasa / 6-Fosfo-  Resolt Histidina-citrat 5.7
D-gluconat / NADP" 2-0xido-reductasa / EC 1.1.1.44

PGI / Fosfoglucoisomerasa / D-Glucosa-6-fosfat cetol-  Resolt Borat de liti 8.2
isomerasa / EC 5.3.1.9

PGM / Fosfoglucomutasa / a-D-Glucosa 1,6-fosfomutasa ~ Resolt Histidina-citrat 5.7
/EC5.4.2.2

PRX / Peroxidasa / Donador:peroxid d’hidrogen oxido-  No resolt
reductasa/ EC 1.11.1.7
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RBC / Ribulosa bifosfat carboxilasa (Rubisco) / 3-Fosfo-

D-glicerat carboxilasa (dimeritzant) / EC 4.1.1.39

SKD / Xiquimat deshidrogenasa / Xiquimat: NADP+ 3-

oxido-reductasa / EC 1.1.1.25

TPI1 / Triosa-fosfat isomerasa / D-Gliceraldehid-3-fosfat

cetol-isomerasa / EC 5.3.1.1

Resolt

No resolt

No resolt

Borat de liti 8.2

4. RESULTATS

4.1. INTERPRETACIO DELS ZIMOGRAMES

Els fenotips isoenzimatics s’han interpretat genéticament d’acord amb els principis
estandard (Wendel i Weeden, 1989) (fig. 17). Dels 21 enzims assajats, se n’han resolt 9
amb un total de 14 loci, els zimogrames dels quals s’analitzen a continuacio.

Adh -
aa bb ab
Dia-1 S —
ab bb bc cc
Dia-2
aa ab bb bc cc cd
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Aat —_

ab
Idh

aa
Mdh-1

aa
Mdh-3

aa
Mdh-4

aa
6Pgd-1

aa

bb
ab bb bc
ab bb bc
bb
ab bb bc
ab bb bc

cc cd

CcC

CcC

CC
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6Pgd-2 —_

aa ab bb bc bd cc cd
Pgi-1 —_

aa ab bb bc ccC cd dd
Pgi-2 —

aa bb bc cc cd dd de
Pgm-2 S

aa ab ac bb bc cc
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Rbc —_—

aa ab bb bc bd cc cd dd de ee

FIG. 17. Zimogrames obtinguts per als isoenzims assajats en S. farrenyi, amb la seva interpretacio
genotipica

Alcohol deshidrogenasa (ADH):

L’ADH a les plantes diploides és un enzim diméric (la seva estructura quaternaria
consta de dues subunitats estructurals), que sol presentar entre una i tres regions
d’activitat (isoenzims) localitzades al citosol. En S. farrenyi, Unicament es detecta un
isoenzim, que surt amb prou nitidesa. Com a enzim dimeric que és, apareixen tres
bandes en els fenotips heterozigots. Per a complir amb la hipotesi de la codominancia,
la banda intermédia hauria de tenyir-se amb doble intensitat que la de dalt i la de baix,
fenomen dificilment observable en els nostres zimogrames. L’ADH és monomorfic en
els individus de la poblacié d’Es Bol d’Es Prim, mentre a les dues poblacions restants
presenta Unicament dos al-lels (fig. 18).

FIG. 8. igraa de I’énzi;n ADH

Diaforasa (DIA):

La diaforasa és un enzim que es pot presentar en forma de monomer, de dimer o de
tetramer, que pot presentar entre 1 i 4 isoenzims, els quals poden estar localitzats en
diferents compartiments subcel-lulars (citosol, plastidis i mitocondris). En la nostra
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espécie, als gels de mid6 podem observar dues regions d’activitat (DIA-1 i DIA-2) amb
una mobilitat electroforética forga diferent (fig. 19).

L’isoenzim més anodic (DIA-1) és polimorfic en totes les poblacions, en les quals
presenta tres al-lels. Aquest isoenzim té una estructura quaternaria dimerica, atés que els
individus heterozigots tan sols mostren dues bandes.

L’isoenzim més catodic (DIA-2) també mostra polimorfisme en totes les poblacions
de S. farrenyi, amb un maxim de 4 al-lels a la poblacié d’Es Bol d’Es Prim. Cal destacar
que I’al-loenzim d Unicament s’ha detectat a la poblaci6é d’Es Bol d’Es Prim.

FIG. 19. Zimograma de I’enzim DIA.

Aspartat amino-transferasa (AAT):

Es tracta d’un enzim dimeric que pot presentar fins a quatre zones d’activitat i de
localitzacié subcel-lular diversa (citosolica, plastidial, mitocondrial i als microcossos).
En S. farrenyi, sol s’observa una zona d’activitat, molt fixada en les tres poblacions de
I’especie. De fet, tots els individus analitzats son homozigots per a un unic al-lel (el b)
amb I’excepcio de dos individus d’Es Bol d’Es Prim, que presenten una banda molt més
allargada que la resta d’individus i que hem interpretat com a heterozigots
heterodimeérics (fig. 20).

FIG. 20. Zimograma de I’enzim AAT.

Isocitrat deshidrogenasa (IDH):

La IDH és un enzim sempre diméric en les plantes diploides, que fenotipicament tan
sols mostra una regié d’activitat i és de localitzacio citosolica. En I’espécie que
estudiem, només hem observat una unica regié d’activitat, de dificil interpretacio degut
a les dificultats de tincio i a la proximitat de les bandes respecte I’origen de migracio.
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Tot i aix0, hem pogut concloure que és un enzim amb un patro de bandes forca variable,
que presenta fins a quatre al-lels (fig. 21). A la poblaci6 de Ses Estenedors no hi ha cap
individu que presenti I’al-loenzim d, que si que es presenta a les altres dues poblacions.
Es remarcable el fet que les bandes d’aquest isoenzim es destenyeixen rapidament, per
tant no s’hauria d’esperar massa per procedir a I’interpretacio dels fenotips.

g
o

*

FIG. 21. Zimograma de I’enzim IDH.

Malat deshidrogenasa (MDH):

La MDH és un enzim diméric amb un patr60 de bandes que sol presentar tres
isoenzims. La localitzacié subcel-lular d’aguest enzim és variable (citosolica,
mitocondrial i als microcossos). La interpretacié genetica del patré de bandes d’aquest
enzim habitualment resulta extremadament complexa, fet que es deu a tota una serie de
factors. En primer lloc, és freqiient que alguns loci d’aquest enzim presentin
duplicacions (Gottlieb, 1982), com també sén molt comuns els encavalcaments que es
produeixen entre bandes de diferents regions com a consequéncia de petites diferéncies
entre els individus (Doebley et al., 1986). Aquestes irregularitats poden ser atribuides a
un possible canvi de conformacio post-transcripcional de la proteina (Goodman et al.,
1981; Doebley et al., l.c.), pero també podrien estar associades a artefactes provocats
per les condicions d’extraccio, a anomalies del mateix gel o a distorsions a causa del
corrent electric (Crawford i Wilson, 1977; Gottlieb, 1981; Tanskley, 1984; Weeden,
1984; Harry, 1986). La complexitat dels fenotips pot incrementar-se també per
I’aparicié de bandes secundaries produides per complexos amb cofactors o ions
(Arulsekar et al., 1986), la formacio de dimers intergenics entre gens actius en el mateix
compartiment cel-lular (Gottlieb, I.c.) i la preséncia d’al-lels nuls (Goodman et al., I.c.).

En S. farrenyi, hem detectat quatre regions d’activitat, les tres més anodiques (MDH-
1, MDH-2 i MDH-3) amb una mobilitat electroforetica molt similar, de manera que
practicament no hi ha separacio entre elles, i la més catodica (MDH-4) amb una
mobilitat molt menor. Donada la complexitat de les bandes, hem descartat la
interpretacio de I’isoenzim MDH-2. La MDH-1 presenta 3 al-lels, dels quals I’al-lel a
sol apareix a la poblacio d’Es Camallerus. El sistema MDH-3 presenta 2 al-lels en totes
les poblacions, mentre que MDH-3 sempre presenta 3 al-lels, excepte a Ses Estenedors
(fig. 22). L’al-lel més comu dels tres isoenzims sempre és el mateix en totes les
poblacions.
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FIG 22 2imogr_ma-de-i’nzirh M-

Fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD):

Es un enzim diméric que generalment presenta dues regions d’activitat distribuides
al citosol i als plastidis. Els zimogrames de S. farrenyi mostren dues regions d’activitat
(6PGD-1 i 6PGD-2) no massa separades entre elles.

Hem identificat 3 al-lels al sistema 6PGD-1, dels quals I’a no apareix mai a Ses
Estenedors. El sistema 6PGD-2 mostra mes riquesa al-loenzimatica, ja que s’han
identificat fins a 5 al-lels no sempre presents en totes les poblacions. Unicament Es Bol
d’Es Prim presenta tots els al-lels. Els fenotips heterozigots per aquest isoenzim mostren
nitidament les tres bandes amb la central tenyida amb més intensitat (fig. 23).

o 5 ; i [ e
G iﬁﬁ

FIG. 23. Zimograma de I’enzim 6PGD.

Fosfoglucoisomerasa (PGI):

La PGI és un enzim dimeric en plantes diploides, que presenta habitualment dos
isoenzims de localitzacio citosolica i plastidica. En I’espécie que ens ocupa, en els gels
de mid6 podem observar dos sistemes de mobilitat electroforetica molt similar (PGI-1 i
PGI-2), el que complica en alguns casos la seva interpretacid, puix que les bandes dels
dos isoenzims podem arribar a solapar-se.

A I’isoenzim més anodic (PGI-1) podem visualitzar fins a 5 al-loenzims. L’al-lel e
pero sol és present a la poblacié d’Es CamallerGs. Tot i I’estructura dimerica de la PG,
no ens és possible observar tres bandes en els individus heterozigots. Es remarcable el
fet que la PGI-1 és I’Unic isoenzim dels estudiats en S. farrenyi on I’al-lel més freqlient
no es repeteix en totes les poblacions (c és I’al-lel més freqlient en Ses Estenedors i Es
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Camallerus, b a Es Bol d’Es Prim). El sistema PGI-2 també presenta 5 al-lels, dels quals
I’a nomes el presenten alguns individus d’Es Camallerus (fig. 24).

FIG. 24. Zimograma de I’enzim PGI.

Fosfoglucomutasa (PGM):

Es tracta d’un enzim de naturalesa monomeérica, que sol presentar dues regions
d’activitat de localitzacio citosolica i plastidica. En S. farrenyi detectem dues zones
d’activitat que hem identificat com a dos isoenzims (PGM-1 i PGM-2). El sistema
enzimatic més anodic (PGM-1) no sempre I’hem pogut resoldre, de vegades perque no
surt amb prou nitidesa, les bandes apareixen patinades o simplement aquestes no es
tenyeixen. Per tant, aquest sistema no s’ha tingut en compte en I’analisi isoenzimatica.

Si que hem resolt la PGM-2, que mostra 3 al-loenzims en totes les poblacions de
I’especie estudiada. L’al-lel majoritari és el b, I’a i el ¢ es presenten en freqiiencies molt
petites. Cal ressenyar també la presencia de nombrosos al-lels nuls (fig. 25).
Lleugerament per sota les bandes perfectament nitides de la PGM-2, s’entreveuen unes
bandes rudimentaries que fan sospitar un tercer sistema que no es resol (poc probable
puix que no tenim constancia de la descripcio de tres sistemes per la PGM) o bé, tal
com descriu Garnatje (1995), podria tractar-se de la 6PGD, que es tenyeix a quan
s’utilitza com a substrat el 6-fosfogluconat, que és un producte format en la reacci6 que
catalitza la PGM.

e

FIG. 25. Zimograma de I’enzim PGM.
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Ribulosa bifosfat carboxilasa (Rubisco, RBC):

Per a revelar-la hem utilitzat una tincié inespecifica, on a part de la rubisco poden
apareixer bandes de les proteines més abundants dels extractes (Weeden, 1984; Wendel
i Weeden, 1989). En S. farrenyi, detectem un unic sistema enzimatic, en que el patr6 de
bandes és prou complex ja que detectem fins a 5 al-lels, dels quals el més freqiient en
les tres poblacions és el ¢ (fig. 26).

FIG. 26. Zimograma de I’eniim RBC.

&

4.2. VARIABILITAT GENETICA

Riquesa i distribucio al-leliques: En el nostre estudi hem detectat un total de 49
al-lels repartits entre els 14 loci interpretables (taula 9). Si seguim el criteri que un locus
és polimorfic quan presenta més d’una variant al-lélica, 12 loci sén polimorfics per a
totes les poblacions (Dia-1, Dia-2, Idh, Mdh-1, Mdh-3, Mdh-4, 6Pgd-1, 6Pgd-2, Pgi-1,
Pgi-2, Pgm-2 i Rbc). Dels 2 loci restants, Adh sol és monomorfic a la poblaci6 d’Es Bol
d’Es Prim, mentre que Aat presenta polimorfisme a Es Bol d’Es Prim, i resta
monomorfic a les poblacions de Ses Estenedors i Es Camallerds. Els loci més variables
son 6Pgd-2, Pgi-1, Pgi-2 i Rbc, amb 5 al-lels cadascun, mentre que els menys variables
son Adh, Aat i Mdh-3, que presenten Gnicament 2 al-lels. L’al-lel majoritari en els
diferents loci sempre es repeteix en totes les poblacions, exceptuant la Pgi-1, que mostra
com a al-lel més comu el b a es Bol d’Es Prim i el ¢ a les dues poblacions restants.

TAULA 9. FREQUENCIES AL-LELIQUES OBSERVADES PER 14 LOCI A LES 3 POBLACIONS DE SESELI FARRENYI
SES: SES ESTENEDORS; SCM: ES CAMALLERUS; EBP: Es BoL D’Es PRIM

POBLACIONS
Locus Al-lel SES SCM EBP
(N=30) (N=112) (N=135)
Adh a 0,833 0,946 1,000
b 0,167 0,054 0,000
Dia-1 a 0,017 0,009 0,004
0,833 0,813 0,948
c 0,150 0,179 0,048
Dia-2 a 0,017 0,004 0,030
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b 0,133 0,138 0,289

c 0.850 0,857 0,670

d 0,000 0,000 0,011

Aat a 0,000 0,000 0,007
b 1,000 1,000 0,993

Idh a 0,017 0,018 0,059
b 0,300 0,188 0,248

c 0,683 0,786 0,663

d 0,000 0,009 0,030

Mdh-1 a 0,000 0,013 0,000
b 0,083 0,085 0,196

c 0,917 0,902 0,804

Mdh-3 a 0,067 0,018 0,126
b 0,933 0,982 0,874

Mdh-4 a 0,100 0,018 0,074
0,900 0,938 0,896

c 0,000 0,045 0,030

6Pgd-1 a 0,000 0,013 0,004
b 0,967 0,915 0,937

c 0,033 0,071 0,059

6Pgd-2 a 0,033 0,000 0,044
b 0,233 0,098 0,304

c 0,717 0,683 0,507

d 0,017 0,214 0,141

e 0,000 0,004 0,004

Pgi-1 a 0,017 0,027 0,026
b 0,333 0,232 0,433

c 0,383 0,496 0,422

d 0,267 0,228 0,119

e 0,000 0,018 0,000

Pgi-2 a 0,000 0,018 0,000
b 0,117 0,277 0,015

c 0,750 0,451 0,737

d 0,133 0,219 0,230

e 0,000 0,036 0,019

Pgm-2 a 0,000 0,125 0,004
0,983 0,848 0,889

c 0,017 0,027 0,107

Rbc a 0,000 0,022 0,000
0,167 0,281 0,107

c 0,533 0478 0,689
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d 0,300 0,174 0,159
e 0,000 0,045 0,044

N: Mida de la mostra per poblacié
L al-lel més freqiient de cada locus esta subratllat

El nombre d’al-lels privats per poblacio és també un parametre indicatiu de la
distribucio al-lelica a les diferents poblacions. Un al-lel privat és aquell que es troba
Gnicament en una poblacio. Si repassem la taula 10, observem que Es Camallerds
presenta 4 al-lels privats (Mdh-1 a, Pgi-1 e, Pgi-2 a i Rbc a) i Es Bol d’Es Prim en
presenta 2 (Dia-2 d i Aat a). Ses Estenedors és I’unica poblacié que no en mostra cap.

Els al-lels rars son aquells que es presenten en una freqiiéncia molt baixa, i per tant
les poblacions pateixen un risc elevat de perdre’ls del seu pool al-lélic, com a
conseqiiencia de processos de deriva genética principalment. Nosaltres hem pres dos
possibles criteris per considerar un al-lel com a rar: un de més ampli, en que considerem
que un al-lel és rar si es presenta amb una fregiiéncia inferior o igual a 0,05, i un de més
estricte, en qué el llindar de raresa que es pren és de 0,01. La poblaci6 que presenta més
al-lels rars seguint el criteri ampli és la d’Es Camallerds, pero si atenem al criteri més
estricte, seria Es Bol d’Es Prim.

TAULA 10. ANALISI AL-LELICA PER LOCUS EN LES DIFERENTS POBLACIONS DE S. FARRENY!

Locus SES SCM
A. més comU A. privats* A. rars® A.rrars” A. méscomd A. privats* A.rars® A.rars’

Adh a a
Dia-1 b a b a a

Dia-2 c a c a a

Aat b b
Idh c a c ad
Mdh-1 c c a a
Mdh-3 b b b
Mdh-4 b b a,.c
6Pgd-1 b c b a
6Pgd-2 c a,d c e e

Pgi-1 c a c e ae
Pgi-2 c c a ae
Pgm-2 b c b c
Rbc c c a a.e
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TAULA 10. (Cont.)

Locus EBP

A. més comU A. privats* A. rars® A.rars

Adh a
Dia-1 b a,c a

Dia-2 c d ad
Aat b a a a

Idh c d
Mdh-1 c
Mdh-3 b
Mdh-4 b c
6Pgd-1 b a a
6Pgd-2 c a,e e

Pgi-1 b a
Pgi-2 c b,e
Pgm-2 b a a
Rbc c e

*Al-lels privats: aquells Gnicament presents en aquella poblacié
Al-lels rars: per a considerar un al-lel rar hem pres dos criteris: que es trobi en una freqtiéncia < 0.05 (%) i
en una fregiiéncia < 0.01 (°)

Parametres descriptors basics de diversitat genética: La diversitat genetica s’ha
quantificat per cada una de les tres poblacions de S. farrenyi (taula 11). Els parametres
decriptors basics desprenen uns valors forca elevats si calculem la mitjana de les tres
poblacions (P = 83,3 %, A = 3,0, Ap = 3,1, H,= 0,120 i He = 0,297), molt superiors als
esperats per especies endemiques (Hamrick i Godt, 1990). Si considerem cada poblacio6
de forma independent, P varia entre el 78,6 % de Ses Estenedors i el 85,7 % d’Es
Camallerts i Es Bol d’Es Prim. Els valors de A i A, també son forca elevats. Ses
Estenedors, la poblacié més petita, presenta els valors més baixos (2,6 tant per a A com
per a Ap), i Es CamallerUs els valors més alts (3,3 per a A i 3,5 per a Ap). Els valors
d’heterozigosi observada (H,) son molt inferiors als d’heterozigosi esperada (He) a les
tres poblacions.

TAULA 11. PARAMETRES DESCRIPTORS BASICS DE DIVERSITAT GENETICA DE LES DIFERENTS
POBLACIONS DE S. FARRENYI.

Poblacié N P A A, H, H.

SES 30 78,6 2,6(0,2) 26 0,124 (0,029) 0,285 (0,056)
SCM 112 85,7 33(0,3) 35 0,137 (0,023) 0,302 (0,062)
EBP 135 85,7 31(0,3) 33 0,100 (0,020) 0,305 (0,057)
Mitjana 92,3 83,3 3,0 31 0,120 0,297

N: mida de la mostra; P: percentatge de loci polimorfics; A: nombre mitja d’al-lels per locus;
Ap: nombre mitja d’al-lels per locus polimorfic; H,: heterozigosi observada; H.: heterozigosi
esperada.
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Equilibri de Hardy-Weinberg: Hem estudiat les desviacions de les fregléncies
genotipiques observades respecte a les esperades sota equilibri de Hardy-Weinberg, per
a cada locus polimorfic a totes les poblacions, mitjancant els valors de Ho, He i F (index
de fixacio de Wright). Les diferéncies estadistiques del valor de F respecte 0 s’han
evaluat utilitzant el test xi-quadrat (x°) (taula 12), aplicant-se la correcci6 de Levene
(1949) per a mides mostrals petites. S’han efectuat 39 tests, dels quals 11 han mostrat
conformitat amb I’equilibri Hardy-Weinberg (aquells casos on P>0.05), on els valors de
F obtinguts no son significativament diferents de 0. La resta de casos revelen
diferencies significatives respecte a les proporcions esperades sota equilibri Hardy-
Weinberg, i en tots ells el valor de F és positiu, el que indica deficiéncia d’heterozigots.
Com podem comprovar a la taula 12, hi ha una serie de loci que estan en equilibri de
Hardy-Weinberg en totes o algunes de les poblacions (Adh-1, Dia-1, Dia-2, Aat, Mdh-1
i Pgm-2), mentre que d’altres loci mostren un important déficit d’heterozigots. Sembla
doncs haver-hi una serie de loci que contribueixen en més gran mesura als valors tant
baixos de H, que trobem a totes les poblacions (Idh, Mdh-2, Mdh-3, 6Pgd-1, 6Pgd-2,
Pgi-1, Pgi-2 i Rbc). Aquesta divergencia entre comportament dels loci suggereix la idea
d’una estructuracio genética de les poblacions en subpoblacions en S. farrenyi, tal com
també troben Williamson i Werth (1999) en Abronia macrocarpa com a conseqiéncia
d’encreuaments no totalment a I’atzar.

TAULA 12. HETEROZIGOSI OBSERVADA (H,), HETEROZIGOSI ESPERADA (H.) | INDEX DE FIXACIO DE
WRIGHT (F) PER A TOTS ELS LOCI POLIMORFICS EN CADA UNA DE LES POBLACIONS DE S.

FARRENYI.

Locus SES SCM EBP

Ho He F Ho He F Ho He F
Adh 0,267 0,282 0,040 ns 0,089 0,102 0,119ns 0,000 0,000 ---
Dia-1 0,267 0,288 0,057 ns 0,250 0,309 0,188 ns 0,104 0,099 -0,051ns
Dia-2 0,267 0,264 -0,028ns 0,241 0,247 0,021 ns 0,141 0,468 0,698 ns
Aat 0,000 0,000 --- 0,000 0,000 --- 0,015 0,015 -0,007ns
Idh 0,200 0,450 0,548 ** 0,107 0,349 0,691 *** 0,141 0,496 0,715***
Mdh-1 0,167 0,155 -0,091ns 0,152 0,180 0,154*** 0,230 0,317 0,272 **
Mdh-3 0,000 0,127 1,000*** 0,000 0,035 1,000*** 0,000 0,221 1,000 ***
Mdh-4 0,000 0,183 1,000*+* 0,018 0,119 0,850*** 0,000 0,191 1,000 ***
6Pgad-1 0,000 0,066 1,000*** 0,116 0,158 0,261*** 0,067 0,119 0,437 ***
6Pgd-2 0,233 0438 0458*** 0,259 0480 0458*** 0,200 0,631 0,682 ***
Pgi-1 0,067 0682 0901** 0,170 0,651 0,738*** 0,096 0,622 0,844 ***
Pgi-2 0,100 0413 0,754*** 0,152 0,674 0,774** 0,089 0,405 0,780 ***
Pgm-2 0,033 0033 -0,017ns 0,170 0,265 0,358*** 0,178 0,199 0,104 ***
Rbc 0,133 0,608 0,777*** 0,19 0,663 0,702*** 0,141 0,488 0,711 ***
Mitjana 0,124 0,285 0,137 0,302 0,100 0,305

La conformitat amb I’equilibri Hardy-Weinberg s’ha calculat amb I’analisi xi-quadrat: ns P>0.05,
*P<0.05, ** P<0.01,*** P<0.001.
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Distribucio de la diversitat genetica: En genetica de poblacions s’utilitzen dos
grans tipus de parametres per a mesurar la distribucié de la diversitat genetica dins i
entre les poblacions d’espécies vegetals. El primer gran grup de parametres sén els
estadistics de diversitat génica de Nei (1973), que son també els més utilitzats (taula
13). En S. farrenyi, la diversitat intrapoblacional (Hs) desprén un valor molt alt (0,297),
que representa el 96 % de la diversitat total de I’especie (Hr = 0,310). La diversitat
interpoblacional (Dsrt) representa per tant el 4 % restant (0,013). El coeficient de
diferenciacié génica (Gsr) és també molt petit (0,041), i el flux génic (Np), estimat a
partir del valor de Gsr, ens déna un valor de 5,85 migrants per generacio, que ens indica
un veritable intercanvi genétic entre les poblacions. De fet, un valor de N, = 1.0 és
suficient per contrarestar la divergencia resultant d’un procés de deriva genetica
(Wright, 1951).

El segon gran grup de parametres son els coeficients d’endogamia de Wright (1965)
(taula 14), encara que I’4nic parametre que realment indica distribucid de la diversitat
genetica és Fsr. El valor que obtenim de Fsr és molt baix (0.033), el que ens indica molt
poca divergencia entre les poblacions de S. farrenyi. Fir i Fis donen valors elevats i
positius (0,592 i 0,606 respectivament), el que es tradueix en un excés d’homozigots a
nivell d’espécie i dins les poblacions.

TAULA 13. DISTRIBUCIO DE LA DIVERSITAT GENETICA DINS | ENTRE POBLACIONS DE S. FARRENYI

Locus Hy Hs Dsr Gsr
Adh 0,141 0,128 0,013 0,095
Dia-1 0,240 0,232 0,008 0,034
Dia-2 0,343 0,327 0,017 0,048
Aat 0,005 0,005 0,000 0,000
Idh 0,436 0,432 0,005 0,011
Mdh-1 0,223 0,217 0,006 0,028
Mdh-3 0,133 0,128 0,005 0,036
Mdh-4 0,166 0,164 0,001 0,009
6Pgd-1 0,114 0,114 0,000 0,001
6Pgd-2 0,546 0,517 0,030 0,055
Pgi-1 0,665 0,651 0,014 0,021
Pgi-2 0,542 0,497 0,045 0,083
Pgm-2 0,178 0,167 0,011 0,061
Rbc 0,608 0,586 0,022 0,036
Mitjana 0,310 0,297 0,013 0,041
Error estandard 0,057 0,054

H+: diversitat total de I’espécie; Hs: diversitat intrapoblacional; Dsr: diversitat interpoblacional;
Ggr: coeficient de diferenciaci6 genica.
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TAULA 14, ESTADISTICA F DE TOTS ELS LOCI POLIMORFICS DE S. FARRENYI

Locus Fis Fsr Fir
Adh 0,061 0,071 0,128
Dia-1 0,100 0,028 0,126
Dia-2 0,333 0,038 0,358
Aat -0,007 0,005 -0,002
Idh 0,651 0,013 0,656
Mdh-1 0,154 0,024 0,174
Mdh-3 1,000 0,030 1,000
Mdh-4 0,963 0,011 0,964
6Pgd-1 0,463 0,006 0,466
6Pgd-2 0,550 0,042 0,569
Pgi-1 0,828 0,020 0,832
Pgi-2 0,770 0,062 0,784
Pgm-2 0,231 0,047 0,268
Rbc 0,730 0,030 0,738
Mitjana 0,592 0,033 0,606

F1s: index de fixacio intrapoblacional; Fsr: index de fixaci6 interpoblacional; Fr: index de fixacio total.

Identitats i distancies genétiques: En el nostre estudi hem calculat tres parametres,

la identitat genética de Nei (1) (Nei, 1978), la similaritat genética de Rogers (S) (Rogers,
1972) i la distancia genetica de Nei (D) (Nei, 1972). Tant | (mitjana de 1 = 0,982,
interval de valors: 0,973-0,987) com S ( mitjana de S = 0,897, interval de valors: 0,879-
0,901) donen valors forca alts (taula 15), tal com s’espera per poblacions
conespecifiques (mitjana de 0,950 i interval entre 0,900 i 1) (Gottlieb, 1981; Crawford,
1983; Membrives, 2000). Logicament els valors de D (taula 16) son molt baixos
(mitjana de D = 0,018, interval de valors: 0,013-0,027). Els valors de I, S i D concorden
amb els baixos nivells de diversitat genética trobats entre poblacions (Dsr = 0,013). La
gran proximitat geografica de les tres poblacions entre si (les dues més distants tant sols
es troben a 2,9 quilometres) referma aquesta hipotesi de semblanga genética entre les
poblacions. El dendrograma resultant de I’analisi UPGMA a partir de | (fig. 27) ens
mostra que les dues poblacions més emparentades son Ses Estenedors i Es Camallerus,
gue també son les més properes geograficament (tan sols estan separades 500 metres).

TAULA 15. MATRIU DE LA IDENTITAT GENETICA DE NEI (1978)(PER SOBRE LA DIAGONAL) | DE LA
SIMILARITAT GENETICA DE ROGERS (1972)(PER SOTA LA DIAGONAL) ENTRE POBLACIONS
DE S. FARRENYI

Poblacions SES SCM EBP
SES 0,987 0,986
SCM 0,912 0,973
EBP 0,901 0,879
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TAULA 16. DISTANCIA GENETICA DE NEI (1972) ENTRE POBLACIONS DE S. FARRENYI

Poblacions SES SCM EBP

SES

SCM 0,013

EBP 0,014 0,027
EBP
SES
SCM

I I I I I

0,96 0,97 0,98 0,99 1,00

FIG. 27. Dendrograma resultant de I’analisi UPGMA basat en la identitat genética de Nei (1978) de les
poblacions de S. farrenyi.
Percentatge de desviacié estandard = 0,657
Correlacié cofenetica = 0,552

Divergéncia entre subpoblacions: Per tal d’avaluar el grau i els patrons d’una
suposada estructuracio genética de les poblacions de S. farrenyi en subpoblacions, tal
com s’ha comentat abans, hem realitzat I’analisi jerarquica de Fsr mitjancant el
programa BIOSYS-1. Dita jerarquia ha consistit en dividir cadascuna de les tres
poblacions en les suposades subpoblacions sobre el terreny. D’aquesta manera, la
poblaci6é d’Es Bol d’Es Prim s’ha dividit en 6 subpoblacions, Es Camallerds en 4 i Ses
Estenedors, donat el nombre d’efectius tant reduit, les petites dimensions que té i la seva
homogeneitat, no s’ha cregut convenient subdividir-la. Tal i com es pot veure a la taula
17, la proporcié més gran de divergencia (Fxy) és deguda a la que es produeix entre
subpoblacions dins les poblacions (Fxy = 0,045) i una proporcié molt més petita és la
que es dona entre poblacions respecte el total (Fxy = 0,015). Es a dir, que tot i que hi ha
molt poca divergencia entre poblacions (Fst = 0,033), aquesta és deguda
majoritariament a diferéncies entre subpoblacions (aproximadament el 75 %) que no pas
a diferencies entre les propies poblacions.
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TAULA 17. ANALISI JERARQUICA DE Fst EN SESELI FARRENYl. COMPONENTS DE VARIANCA |
ESTADISTICA F COMBINADA ENTRE LOCI

Comparacio Component
X v de varianca Fyy
Subpoblacio — Poblacié 0,19524 0,045
Subpoblacié —  Total 0,26205 0,060
Poblacio —  Total 0,06681 0,015

Si realitzem una analisi més acurada de la identitat genetica de Nei (1) i de la
distancia genética de Nei (D), en base a una estructuracié per subpoblacions, | mostra
uns valors forca elevats (mitjana de | = 0,970, interval de valors: 0,936-0,994) mentre
que els valors de D (taula 18) sén molt baixos ( mitjana de D = 0,030, interval de valors:
0,006-0,066). Les subpoblacions més proximes segons | sén SCM1 i SCM3 (I = 0,994),
mentre les menys idéntiques sén EBP4 i SCM4 (I = 0,936). Analogament, les
subpoblacions menys distants geneticament sén SCM1 i SCM3 (D = 0,006), mentre les
més distants son també EBP4 i SCM4 (D = 0,066). El dendrograma resultant de
I’analisi UPGMA a partir de | (fig. 28) situa com a molt properes a tres subpoblacions
d’Es Bol d’Es Prim, EBP1, EBP2 i EBP3 (mitjana de | = 0,988) i a tres subpoblacions
d’Es Camallerds, SCM1, SCM3 i SCM4 (mitjana de | = 0,992). Hi ha un cluster que
també emparenta en gran mesura les 3 subpoblacions restants d’Es Bol d’Es Prim,
EBP4, EBP5 i EBP6 (mitjana de | = 0,984). Aquests tres clusters esmentats no ens
sorprenen gens, puix que en els tres casos son subpoblacions geograficament molt
properes. Si que és més sorprenent que el dendograma situi com a molt properes
geneticament dues subpoblacions relativament allunyades entre si, SCM2 i Ses
Estenedors (0,450 km), que a mes geneticament queden més a prop de les
subpoblacions d’Es Bol d’Es Prim que respecte a les d’Es Camallerus, quan ambdues
(SCM2 i SES) s6n més properes a aquestes Ultimes. Hem dut a terme el test de Mantel
(1967), que permet discernir si els elements de dues matrius simetriques presenten
correlacio, entre els valors d’identitat genética (1) i les distancies geografiques entre les
subpoblacions (taula 19). Obtenim un resultat de r = -0,56, del que se’n pot derivar que
no existeix una correlacio significativa entre la variabilitat genética i la distribucio
geografica de les subpoblacions. Si es pot afirmar perd que les subpoblacions més
properes s6n mes semblants isoenzimaticament que les meés allunyades en el sentit que r
#0.
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TAULA 18. MATRIU DE LA DISTANCIA GENETICA DE NEI (1978)(PER SOBRE LA DIAGONAL) | DE LA
IDENTITAT GENETICA DE NEI (1978)(PER SOTA LA DIAGONAL) ENTRE SUBPOBLACIONS
DE S. FARRENYI

Subpoblacions EBP1 EBP2 EBP3 EBP4 EBP5 EBP6 SES SCM1 SCM2 SCM3 SCM4

EBP1 --- 0,011 0,013 0,028 0,046 0,027 0,027 0,029 0,034 0,042 0,054
EBP2 0989 -- 0,012 0,021 0,034 0,016 0,013 0,025 0,028 0,045 0,055
EBP3 0,987 0988 -- 0,014 0,029 0,013 0,014 0,016 0,021 0,033 0,048
EBP4 0972 0979 098 -- 0,011 0,017 0,025 0,038 0,040 0,053 0,066
EBPS 0,955 0967 0972 0989 -- 0,019 0,030 0,035 0,048 0,057 0,048
EBP6 0,973 0,984 0,987 0,983 0981 --- 0,027 0,038 0,041 0,065 0,065
SES 0,974 0987 098 0975 0971 0973 -- 0,008 0,018 0,028 0,026
SCM1 0,972 0975 0,984 0963 0,965 0,963 0,992 -- 0,011 0,006 0,008
SCM2 0,967 0973 0979 0961 0,953 0,960 0,982 0989 -- 0,028 0,036
SCM3 0,958 0,956 0,967 0,948 0,944 0,937 0972 0,994 0973 -- 0,009
SCM4 0,948 0,947 0,953 0,936 0,953 0,937 0974 0992 0,965 0991 ---

TAULA 19. MATRIU DE LA IDENTITAT GENETICA DE NEI (1978)(PER SOBRE LA DIAGONAL) | DE LA
DISTANCIA GEOGRAFICA™ (PER SOTA LA DIAGONAL) ENTRE SUBPOBLACIONS
DE S. FARRENYI

Subpoblacions EBP1 EBP2 EBP3 EBP4 EBP5 EBP6 SES SCM1 SCM2 SCM3 SCM4

EBP1 --- 0,989 0,987 0972 0955 0,973 0974 0,972 0,967 0,958 0,948
EBP2 0,050 -- 0,988 0,979 0,967 0,984 0,987 0,975 0,973 0,956 0,947
EBP3 0,075 0,037 -- 0986 0972 0,987 0,986 0,984 0,979 0,967 0,953
EBP4 0,135 0,090 0,055 -- 0,989 0,983 0,975 0,963 0,961 0,948 0,936
EBPS 0,135 0,090 0,065 0040 -- 0,981 0,971 0965 0,953 0,944 0,953
EBP6 0,100 0,060 0,045 0,050 0,037 --- 0973 0963 0,960 0,937 0,937
SES 3,150 3,125 3,125 3,075 3,075 3,100 -- 0992 0,982 0,972 0,974
SCM1 2,850 2,825 2,800 2,775 2,775 2,800 0425 -- 0,989 0,994 0,992
SCM2 2,850 2,825 2,800 2,750 2,750 2,775 0,450 0,037 -- 0,973 0,965
SCM3 2,800 2,775 2,775 2,750 2,700 2,750 0,525 0,100 0,075 -- 0,991
SCM4 2,775 2,750 2,750 2,700 2,675 2,725 0,537 0,137 0,115 0,075 ---

*La distancia geografica esta expressada en km.
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EBP1

EBP2
EBP3

SES

SCM2
~——— EBP4

EBPS
EBP6

— SCM1
SCM3

—— SCM4

0,96 0,94 0,96 0,98 1,00

FIG. 28. Dendrograma resultant de I’analisi UPGMA basat en la identitat genética de Nei (1978) de les
subpoblacions de S. farrenyi.
Percentatge de desviacio estandard = 1,238
Correlaci6 cofenética = 0,644

5. DISCUSSIO

Diversitat genetica en S. farrenyi: En els tltims anys hi ha hagut diversos intents de
realitzar prediccions dels nivells i distribucié de la diversitat genética en especies
vegetals, partint de la literatura que existeix sobre genética de poblacions. Cada cop més
pero, s’evidencia que la proporci6 d’especies vegetals de les quals es pot predir la seva
variabilitat genética mitjancant unes quantes generalitats és relativament petita
(Hamrick i Godt, 1996). Aquest fenomen s’ha detectat també a nivell de les espéecies
endemiques, on en moltes ocasions la diversitat genetica que trobem s’allunya molt de
la que s’espera a priori. Es ben conegut el recull de dades que van fer Hamrick i Godt
(1990), en base a la informaci6 disponible publicada fins a la data sobre diversitat
isoenzimatica de plantes. Aquests autors van classificar les espécies vegetals segons
vuit caracteristiques (el gran grup filétic, el cicle vital, I’abast geografic, la distribucid
regional, el sistema reproductiu, el tipus de dispersié de les granes, el tipus de
reproduccio —sexual o asexual- i la fenologia). Les dues caracteristiques que més interes
presenten en el camp de la biologia de la conservacio, son I’abast geografic i el sistema
reproductiu, puix que son les que proporcionen un grau més alt de variacié de la
diversitat genetica (Hamrick i Godt, 1990). Respecte a la primera, les espécies de
distribucié amplia tendeixen a mostrar nivells de diversitat més alts que les espécies de
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distribucio més restringida, com ara les endémiques. Si atenem al sistema reproductiu,
les espécies al-ldbgames tenen més alta diversitat genética que les autogames o les de
tipus mixt. Dins de les al-logames, les especies amb meés diversitat son les anemofiles.
Ben poc coneixem de les caracteristiques reproductives de S. farrenyi en el moment de
redactar aquesta memoria, pero atenent a la distribucié geografica tant restringida que
presenta aquest taxon, ens sorprenen els valors tant alts que presenten els parametres
descriptors basics de diversitat genéetica (mitjana de les tres poblacions: P = 83,3 %, A =
3,0 i He = 0,297). Els valors mitjans de diversitat genética per espécies endemiques son,
segons el recull de Hamrick i Godt (1990), molt baixos (P = 26,3 %, A = 1,39 i He =
0,063). Es poc coml que espécies rares o endémiques posseeixin alts nivells de
variabilitat genética (Ranker et al., 1994; Lewis i Crawford, 1995; Smith i Pham, 1996),
tot i aix0 hi ha casos d’endemismes d’area restringida a la regié meditarrania occidental
que mostren nivells de diversitat genetica forca elevats, com sén els casos de
Delphinium bolosii (Bosch et al., 1998), Petrocoptis montsicciana (Simon et al., 1999) i
Antirrhinum microphyllum (Torres, 1999). La mida efectiva de les poblacions, i
sobretot la historia evolutiva d’un taxon (que hagi sofert per exemple algun coll
d’ampolla) que dificilment pot ser desxifrada, poden ser les causes de la variacié dels
nivells de diversitat genetica entre especies endemiques (Williamson i Werth, 1999).

Generalment s’assumeix que poblacions grans d’espécies vegetals mantenen nivells
més alts de diversitat genetica que poblacions petites (Wright, 1931; Kimura i Crow,
1964). Encara que moltes especies endemiques estan depauperades genéticament a
causa de la seva reduida mida poblacional, sembla massa agosarat asumir-ho com una
caracteristica general dels endemismes (Stebbins, 1980; Griggs i Jain, 1983; Nickrent i
Wiens, 1989; Barrett i Kohn, 1991). Les espécies endemiques poden arribar a la seva
habitual depauperacio genética a traves de diferents vies (Barrett i Kohn, l.c.): passant
en algun moment per una mida poblacional molt petita (que pot ser consequéncia d’un
coll d’ampolla o d’un efecte fundador), sofrint seleccid natural per adaptacio a un medi
molt concret i homogeni, o per una combinacié d’aquests factors. El fet que una
determinada poblacio6 sofreixi durant un periode més o menys llarg de temps una petita
mida poblacional desemboca en una pérdua d’al-lels (deriva genetica), que produeix una
disminucié en P, A'i A,. L’heterozigosi també disminueix pero en menor escala (Barret
i Kohn, I.c.). La poblaci6 de Ses Estenedors, que compta amb 90 individus, presenta uns
indexs de polimorfisme (P, A i A,) més baixos respecte les altres dues poblacions,
ambdues amb un tamany poblacional molt superior. Les diferéncies de diversitat, tot i
ser molt minses, poden ser degudes a la diferent mida poblacional, pero també les
podem atribuir a d’altres causes. La primera és que Ses Estenedors s’hagi originat per
un efecte fundador a partir d’individus d’una de les altres dues poblacions,
probablement a partir d’Es Camallerus (veure fig. 27). Una altra possibilitat és que Ses
Estenedors sigui un relicte d’una poblacié antigament més amplia que esta sofrint un
coll d’ampolla (la seva mida poblacional va ser estimada entorn als 500 individus per
Molero i Pujadas, 1979), o fins i tot en algun moment formés part de la poblacié d’Es
Camalleras, molt propera geograficament. En aquest darrer cas s’hauria d’interpretar
com a resultat de la fragmentacié de la poblacié d’Es Camallerus.
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Els valors d’heterozigosi observada (H, mitjana de les tres poblacions = 0,120) sén
molt inferiors als de I’heterozigosi esperada (He mitjana de les tres poblacions = 0,297)
en S. farrenyi. La causa més factible per explicar aquest excés d’homozigots, que té una
extensio similar en les tres poblacions que es coneixen del taxon, és un excés de
consanguinitat o endogamia. L’endogamia comporta una preferéncia dels individus a
encreuar-se amb d’altres geneticament similars, bé a causa del sistema reproductiu
d’aquell taxon (I’espécie sigui autocompatible i autdgama, estricta o facultativa), bé per
la subdivisié d’una poblacié en subunitats petites dins de les quals els individus no
tenen altra eleccio que encreuar-se entre ells (estructuracio en subpoblacions) o per una
dispersio limitada de pol-len i granes. El test xi-quadrat realitzat en tots els loci
polimorfics de les tres poblacions (39 tests en total) desprén un resultat de 11 loci
proxims a les proporcions Hardy-Weinberg i 28 loci que exhibeixen deficiencia
d’heterozigots. Quan una poblacié és endogama, es produeix un augment de les
proporcions d’homozigosi que sempre afecta a tots els loci de la poblacié per igual.
Aix0 ens porta a pensar que les deficiéncies d’heterozigots en els 28 loci no es puguin
explicar per una situacié “intensa” d’endogamia, atés que aquesta afectaria a tots els loci
(Williamson i Werth, 1999). Tal i com també proposen Williamson i Werth (l.c.),
aquest fet pot explicar-se per una estructuracié de les poblacions en subpoblacions o
veinatges genétics (en I’espai o0 en el temps), que seria la responsable de les diferéncies
detectades entre loci. Aquesta deficiéncia d’heterozigots també es pot observar en els
coeficients d’endogamia de Wright (F\s = 0,592 i Ft = 0,606)

Distribucio de la diversitat genética: Les espécies d’area de distribucié amplia
mantenen uns nivells de diversitat genética dins les poblacions superiors als de les
endemiques (Hamrick i Godt, 1990). La magnitud de I’area de ditribucié d’una espécie
en canvi no juga un paper determinant en la distribucid de la diversitat genetica entre
poblacions. La diversitat intrapoblacional en les espécies d’amplia distribucid i les
endemiques van en la mateixa direccio (Gsr = 0,210 i 0,248, respectivament) (Hamrick
i Godt, 1990). El valor trobat de Gsr en S. farrenyi és molt menor al reportat en especies
endemiques (Gst = 0,041), el que indica que existeix un elevat flux géenic (N, = 5,85)
entre les tres poblacions que no es veu contrarrestat pel classic aillament que pateixen
les poblacions d’espécies endémiques. Cal recordar que el flux de gens és produeix a
través de la pol-linitzacid i de la dispersié de les granes. Si les distancies de dispersid
del pol-len i les granes son importants, i no hi ha cap barrera geografica que impedeixi
aquest flux de material genétic, la divergéncia entre poblacions hauria de ser minima.
En el moment de la redaccié d’aquesta memoria es coneix ben poc del sistema
reproductiu de S. farrenyi. Sabem quin tipus de pol-linitzacio té I’espécie —entomofila—
perd no sabem si és autogama o al-ldogama. Tampoc es coneix el tipus de dispersié que
sofreixen les granes. La pol-linitzacié la realitzen formigues i petits insectes que, per les
seves caracteristiques, no permeten una dispersio del pol-len a gran distancia (Bosch i
Rovira, com. pers.). Tot sembla indicar que I’elevat valor de N sigui conseqiencia
d’un alt grau de dispersio de les granes, prou factible si es té en compte la frequéncia i
la intensitat amb qué bufa el vent al cap de Creus (cf. punt 1.3.2.1.). Els valors de les
identitats genétiques refermen aquesta tesi, indicant un molt petit grau de divergencia
entre les poblacions.
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McCauley et al. (1996), analitzant la distribucié de la variacio genetica dels gens
nuclears dins les poblacions de Silene alba, fan una classificacio de les espécies vegetals
en quatre categories respecte a les distancies de dispersié del pol-len i les granes: 1)
distancies elevades de dispersio del pol-len i de les granes, 2) distancies petites de
dispersio de pol-len i granes, 3) alta dispersio de pol-len i baixa dispersio de granes, i 4)
baixa dispersié de pol-len i alta dispersio de granes. S. farrenyi sembla encaixar dins la
quarta categoria on, segons els autors, les consequiencies de la dispersio de pol-len i de
llavors dependrien del sistema de reproduccio de la planta. Sigui quin sigui aquest, una
dispersio baixa de pol-len implica un alt percentatge d’endogamia per creuaments
forgosos freqlients entre veins propers que estan emparentats genéticament, el que
provoca un agrupament espacial de genotips similars i comporta una desviacio de
I’equilibri Hardy-Weinberg. Aquest efecte, pero, es veu compensat per la dispersid
extensiva de les granes, que redueix la probabilitat de que dos individus que es creuin
estiguin emparentats geneticament. Aixi doncs, I’estructuracié en subpoblacions
genétiques espacials consequéncia de la baixa dispersio de pol-len es veu atenuada per
la dispersid a llarga distancia de les granes. D’aqui se’n pot derivar que, tot i que la
majoria de loci mostren un excés d’heterozigots fruit del predomini dels creuaments
entre individus del mateix veinatge, una petita minoria esta en equilibri Hardy-
Weinberg (taula 12), pels creuaments entre individus allunyats genéticament a causa de
la dispersié de granes pel vent. Aquests Gltims perd, han de tenir un pes especific prou
important per explicar I’alt valor de Ny,. Cal tenir en compte també que, partint de les
dades de que disposem sobre el cicle biologic de I’especie, Unicament una minoria dels
individus de S. farrenyi floreix i fructifica cada any (en un percentatge que pot anar
entre el 10 i el 25 %, segons hem pogut comprovar). Aixd comporta que tan sols
s’encreuen els individus que comparteixen fenologia, establint-se veinatges o
subpoblacions genétiques temporals, fet detectat anteriorment en Apiaceae (P. Arus,
com. pers.). Si es vol afinar en el desxiframent d’aquesta estructura genetica
subpoblacional, en la que confluirien les components espacial i temporal, potser caldria
plantejar-se un mostreig i una analisi isoenzimatica més detallada dels individus que es
creuen cada any entre si. L’analisi jerarquica de Fsr (taula 17) recolza numericament
I’estructuracio subpoblacional de les poblacions de S. farrenyi.

Els valors de Dsr i Fst van també en concordancia amb Ny, indicant que la gran
majoria de la variabilitat genética és a dins de les poblacions i no entre les poblacions.
Resultats similars els obté Torres (1999) amb Antirrhinum microphyllum (Dst = 0,013,
Gsr = 0,026, Fst = 0,054, Ni, = 9,4). La identitat genetica, la similaritat genética i la
distancia genética entre poblacions no fan altra cosa que corroborar aquests resultats
(mitjana de 1 = 0,982, mitjana de S = 0,897 i mitjana de D = 0,018). A escala
subpoblacional, tornem a trobar que la diferenciacio genética entre subpoblacions és
molt minsa (mitjana de | = 0,970, mitjana de D = 0,030) i no ens resulta gens estrany
per tant que amb el test de Mantel no trobem cap correlacié entre les distancies
geografiques i les identitats genétiques entre subpoblacions. Es probable que
originariament hi hagués una unica poblacio de S. farrenyi que recentment s’hauria
fragmentat en dues o les tres unitats actuals, donada la poca diferenciacié genética que
existeix entre les poblacions. Sembla poc factible que les poblacions d’Es Camallerus i
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Es Bol d’Es Prim derivin una de I’altra, doncs ambdues presenten al-lels privats. Com
s’ha apuntat anteriorment, si que sembla factible que Ses Estenedors tingui el seu origen
en la poblaci6 d’Es CamallerGs. Els dendrograma de poblacions ens les agrupa molt
estretament i el dendrograma de subpoblacions situa en un mateix cllster Ses
Estenedors i una subpoblacié d’Es Camallerds (SCM2).

6. IMPLICACIONS PER A LA CONSERVACIO

6.1. REVISIO DE LA CATEGORIA UICN

Seseli farrenyi es va incloure dins el “Cataleg de plantes vasculars endémiques, rares
0 amenacades de Catalunya” (Séez et al., 1998) amb la categoria en perill (EN:
endangered). En el darrer esborrany de la “Lista roja de la flora vascular espafiola” (28
de juny de 2000) es torna a classificar I’espécie en la mateixa categoria.

Segons els criteris de la UICN (1994), un taxon esta en perill quan no es troba en
perill critic, pero esta davant un risc molt alt d’extincié en estat silvestre en un futur
proxim, definit per qualssevol dels seglients criteris:

A. Reduccio de la poblacio per qualssevol de les formes segiients:

1. Reduccié per observacié, estimacid, inferencia o sospita d’almenys el
50 % durant els ultims 10 anys o 3 generacions, seleccionant la que
sigui més llarga, basada en qualssevol dels segients elements:

a. observacio directa

b. un index d’abundancia apropiat pel taxon

c. una reduccié de I’area d’ocupacid, extensié de
preséncia i/o qualitat de I’habitat

d. nivells d’explotacio reals o potencials

e. efectes de taxons introduits, hibridacio, patogens,
contaminants, competidors o parasits.

2. Reduccié d’almenys un 50 % projectada o0 que se sospita que
s’assolira en els proxims 10 anys o 3 generacions, seleccionant la que
sigui més llarga, basada en qualssevol dels punts anteriors excepte el
primer.

B. Una extensi6 de preséncia estimada menor de 5.000 km? o una area
d’ocupacié estimada menor de 500 km?, i estimacions que estan succeint
almenys dues de les seglients caracteristiques:

1. Severament fragmentat o que només existeix en un maxim de 5
localitats.

2. En declinacié continua, observada, inferida o projectada, per
gualssevol dels segiients elements:

a. extensio de preséncia
b. area d’ocupacio
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c. area, extensio i/o qualitat de I’habitat
d. nombre de localitats o subpoblacions
e. nombre d’individus madurs.
3. Fluctuacions extremes en qualsevol dels segiients components:
a. extensio de presencia
b. area d’ocupacio
¢. nombre de localitats o subpoblacions
d. nombre d’individus madurs.
C. Poblacio estimada inferior a 2.500 individus madurs i qualssevol dels
seglients elements:

1. En declinacié continua estimada d’almenys un 20 % en un periode de
5 anys o en el temps de 2 generacions, seleccionant el que sigui major
dels dos.

2. Endeclinacié continua, observada, projectada o inferida, en el nombre
d’individus madurs i amb una estructura poblacional de qualssevol de
les seguients formes:

a. severament fragmentada

b. tots els individus estiguin en una Unica subpoblacio.
Poblacié estimada en un nombre menor de 250 individus madurs.
Una analisi quantitativa mostra que la probabilitat d’extincié en estat silvestre
és d’almenys el 20 % dins els segiients 20 anys o 5 generacions, seleccionant
el que sigui major dels dos.

m o

La inclusio de S. farrenyi dins la categoria en perill es recolza en el compliment de
les premises Bl+2c, tant en el “Cataleg de plantes vasculars endémiques, rares o
amenacades de Catalunya” com en la “Lista roja de la flora vascular espafiola”. Les
dades que hem obtingut en el nostre estudi confirmen dita classificacio (area d’ocupacio
= 1 km?, extensi6 de preséncia = 0, 47 km?, nombre total de poblacions = 3, cf. punt
1.3.1.1.

6.2. VALORACIO DE LES AMENACES

Tal com s’apunta al punt 1.4., els riscos de conservacié que pot sofrir una especie
vegetal poden ser d’origen natural (factors ambientals, evolutius o propis de I’espécie en
questid) o antropic. S. farrenyi no sembla patir cap tipus d’amenaca d’origen natural de
forma imminent, per una série de raons: (1) ElI nombre d’individus és superior a 500,
valor suficientment elevat per minimitzar I’efecte de [I’estocasticitat demografica
(Menges, 1992). (2) Els alts nivells de diversitat genética que mostren les tres
poblacions de I’especie suposen una alta capacitat de resposta enfront a esdeveniments
estocastics de tipus ecologic o climatic, i també a la preséencia de patogens (Torres,
1999).

Respecte a les amenagces derivades de I’activitat humana, I’Unica que pot repercutir
d’alguna manera sobre la salut de les poblacions és el transit de persones, atretes per la
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bellesa dels paratges del cap de Creus. La poblacié més amenacgada en aquest sentit és
Ses Estenedors, ja que al seu través hi passa un sender que condueix al paratge de
S’Infern, molt visitat per la cova i la punta que porten el mateix nom. La mida d’aquesta
poblacié va ser estimada entorn als 500 individus per Molero i Pujadas (1979), mentre
els censos actuals desprenen valors forga menors (90 efectius, dades inedites). El transit
de persones pot ésser la responsable d’aquesta davallada poblacional, pero també pot
deure’s a factors demografics, com ara que la poblacié estigui sofrint un coll d’ampolla.
La poblacié d’Es Camallerts també és proxima a un cami habitualment transitat per
pescadors, que de vegades travessen pel mig de la poblacio per apropar-se a la vora de
I’aigua (C. Blanché, com. pers.). La poblacié que presenta menys riscos de caracter
antropic es Es Bol d’Es Prim, a causa de la seva inaccessibilitat, si es manté I’actual
xarxa de camins i carreteres del cap de Creus.

A I’hora de finalitzar aquestes linies ha tingut lloc un incendi forestal (agost de 2000)
que ha cremat unes 6.000 Ha. al cap de Creus. Tot i que no ha afectat la facana litoral on
viu S. farrenyi, ha estat una nota d’alerta sobre el perill real que un foc d’aquestes
caracteristiques —d’altra banda frequent a la zona (cf. Franquesa, 1995)— arribi a destruir
totalment una, o les tres poblacions.

6.3. MESURES DE CONSERVACIO PROPOSADES

6.3.1. CONSERVACIO IN-SITU

A) Sembla indiscutible que el mecanisme més efectiu i eficient per a conservar una
espécie és la proteccid del seu habitat natural. En primer lloc és la forma més
economica de conservacio, i a més és una mesura que permet mantenir els nivells
existents de diversitat genética i les interaccions existents entre I’especie i I’ecosistema
sense detenir el procés evolutiu (Torres, I.c.). EI manteniment dels nivells de variacio
genética, juntament amb la preservacié de I’habitat, son uns dels principals objectius de
molts programes de conservacio d’espécies rares o amenacades (Frankel i Soulé, 1981;
Simberloff, 1988). Les tres poblacions de S. farrenyi estan situades dins la Reserva
Natural Integral (RNI) del Cap de Creus, dins el perimetre del Parc Natural del Cap de
Creus. La zona també pertany al Pla d’Espais d’Interés Natural (PEIN), pero aquesta €s
una figura de protecciéo menys definida. Tot i que la totalitat dels individus estan dins
una RNI, és una proteccio insuficient donat el caracter Gnic de I’espécie en questio.
Creiem que seria necessaria la creacié d’una microreserva botanica focalitzada cap a la
proteccio de I’especie especificament. Aquesta novedosa figura de proteccid ja es duu a
terme en d’altres Comunitats Autonomes com ara el Pais Valencia (Decret 218/1994, de
17 d’octubre, de creacié de les microreserves vegetals) o a les llles Canaries (cf.
Francisco-Ortega et al., 2000). N’és un bon exemple la poblacié més important en quant
a nombre d’individus de Petrocoptis pardoi, al Pais Valencia (fig. 29).
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FIG. 29. Placa d’una microreserva de flora al Pais Valencia.

Si s’hagués de prioritzar la conservacio d’alguna de les tres poblacions, la menys
interessant és la poblacio de Ses Estenedors, tot i que es tracta de la localitat classica de
I’especie. En primer lloc cal dir es troba en franca regressié en quant a nombre
d’individus (la mida poblacional actual és de 90 individus), altrament és la menys
diversa genéticament i no té cap al-lel privat. La facil accessibilitat és un altre factor que
no aconsella la seva prioritzacio a I’hora d’establir un pla de conservacio de I’especie.

La poblacio d’Es Camallerus presenta uns nivells de diversitat genética lleugerament
superiors als de la poblacié d’Es Bol d’Es Prim, i presenta 4 al-lels privats per 2 que en
presenta la segona. Perd I’accessibilitat d’Es Camallerds i la mida poblacional més
petita aconsellen que, si s’ha de crear una microreserva botanica, es faci a Es Bol d’Es
Prim. Tot i aix0 creiem que, en tractar-se d’un endemisme de distribucio tant limitada,
cal fer esforcos encaminats a la conservacid de totes tres poblacions. La ubicacid
d’aquestes dins una RNI en el marc d’un Parc Natural ha d’afavorir aquesta tasca, que
en altres especies es veu forca complicada perque la localitzacio de les poblacions és en
terrenys no protegits.

La proporcid d’al-lels rars amb una freqtiéncia inferior a 0,05 és forca alta (22 % a
Ses Estenedors, 37 % a Es Camaller(s i 34 % a Es Bol d’Es Prim), situaci6 que cal tenir
molt en compte des del punt de vista de la conservacio perque una reduccié a la mida de
les poblacions conduiria a una rapida perdua de riquesa al-lélica (Torres, I.c.).

B) En segon lloc, cal esmentar que seria aconsellable fer un seguiment regular de
I’estat de les poblacions. Caldria comprovar si la poblacié de Ses Estenedors segueix
en regressio en un futur, i si les altres dues poblacions mantenen o no la seva aparent
estabilitat demografica, aixi com mantenir el control sobre els percentatges de floracio
anuals i en particular realitzar I’estudi de la distribucié de la diversitat genetica al llarg
del temps, durant un periode d’almenys 5 anys. En aquest sentit, la recent aprovacio del
Parc Natural del Cap de Creus, hauria de comportar, al nostre entendre, una prioritzacio
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de les seves actuacions cap a les espécies exclusives del Parc, sobre la conservacio de
les quals tenen la maxima responsabilitat.

6.3.2. CONSERVACIO EX-SITU

A) El metode més senzill i economic de conservacié ex-situ és la recol-leccio de
granes i el seu emmagatzemament a llarg termini (banc de germoplasma). Sempre és
recomanable la distribucié de granes a altres bancs de germoplasma, nacionals i
internacionals. Actualment, el Laboratori de Botanica de la Facultat de Farmacia
disposa d’una col-leccié de granes de S. farrenyi provinents de les tres poblacions
existents de I’espécie.

A I’hora de dissenyar una estrategia de recol-leccié de granes per elaborar un banc
de germoplasma, la primera qguiestio que cal plantejar-se és el nombre de poblacions a
mostrejar (Torres, l.c.). Hamrick et al. (1991) proposa una formula per calcular-ho a
partir del valor mitja del coeficient de diferenciaci6 génica (Gsr):

n=1In(1-P) /In Gsr

on n és el nombre de poblacions a mostrejar i P és el percentatge de diversitat genetica
gue es vol conservar. Quan I’interval de variacid de Gsr entre els diferents loci és
important (com és el cas de S. farrenyi), cal utilitzar el valor maxim de Gsr. Si
apliqguem la formula en la nostra espécie, considerant que volem conservar el 99 % de
diversitat genetica, caldria mostrejar en dues poblacions. Escollirem logicament les que
presenten una major riquesa al-lelica, Es Camallerus i Es Bol d’Es Prim, que a més sén
les Gniques poblacions amb al-lels privats.

La segona questio és decidir el nombre de plantes per poblacié a mostrejar i el
nombre de granes que cal recol-lectar. Les recomanacions varien molt segons els autors,
perd en general es pot parlar que amb valors baixos de Gsr i Fis, poques poblacions i
pocs individus son necessaris per preservar els nivells de diversitat genética (Hamrick et
al., l.c.). Segons Bengtsson et al. (1995) mostres no superiors als 25 individus ja sén
suficients per representar la variabilitat genetica en una poblacid, en canvi Marshall i
Brown (1975) proposen una mida mostral de 50-100 individus. L abundancia d’al-lels
rars perd fa necessari un mostratge més ampli de les poblacions, per tal de preservar la
capacitat d’evolucio d’una especie (Templeton, 1997). Ara bé, segons Brown i Briggs
(1991) i Lawrence et al. (1995) I’esfor¢ que suposa mantenir els al-lels rars en un banc
de germoplasma és major que el benefici que proporcionen aquests al potencial evolutiu
de I’espécie. Per a Holsinger i Gottlieb (1991) i Lawrence et al. (I.c.) només cal
conservar els al-lels amb una fregiiéncia > 0,05. Segons aquest criteri, una mostra de 67
Ilavors seria suficient per conservar, amb una probabilitat de 0,999, els al-lels que es
troben amb freqliéncies > 0,05 (taula 20), suposant un percentatge de germinacié del
100 %. Com que aquest percentatge habitualment és inferior a les especies vegetals, el
Center for Plant Conservation de Saint Louis (Missouri, EUA) proposa una férmula per
calcular el nombre de llavors a recol-lectar (Torres, I.c.):

Cp=1(UT)
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on C, és el nombre de llavors a recol-lectar, |1 és el nombre de granes que volem
conservar suposant una taxa de germinacié del 100 % i T és la taxa de germinacid. En
els diferents assajos de germinacié amb S. farrenyi, s’han obtingut taxes de germinacio
des del 86,9 % (M. Pont-Guerra, 1999; I. Niubd-Eslava, 1999) fins al 56,2 % trobat per
nosaltres (Lopez-Pujol, dades inedites). Aplicant la formula amb la taxa més baixa de
germinacio, s’hauria de recol-lectar un total de 119 granes.

TAULA 20. MIDA MOSTRAL NECESSARIA PER A CONSERVAR ALMENYS UNA COPIA
DE L’AL-LEL, AMB DIFERENTS PROBABILITATS, SEGONS TORRES (1999)

P (Probabilitat) Freqiiéncia al-lélica

0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,05
0,95 3 4 5 7 15 30
0,99 4 5 7 11 22 45
0,999 6 7 10 16 33 67
0,9999 7 9 13 19 42 86

En el cas de la nostra espécie, cal tenir en compte dos aspectes molt importants a
I’hora de realitzar una hipotética recol-leccié de granes:

(1) El mostratge dels individus s’hauria de fer de forma lineal a nivell de poblacio,
sense diferenciar les diferents subpoblacions geografiques, puix que en el nostre
estudi no hem trobat al-lels privats a nivell de subpoblacio.

(2) Com que hem detectat en I’especie una estructuracié en subpoblacions temporals
(cf. punt 5), en cada periode de fructificacid de I’especie caldria fer un mostratge
per tal d’abarcar el maxim de diversitat genetica, durant diversos anys consecutius.

B) Un segon meétode de conservacio ex-situ €s el cultiu d’exemplars a partir de
granes, en diversos jardins botanics com a mesura preventiva enfront a situacions
critiques que sofreixin les poblacions naturals de I’espécie. Aquests individus podrien
ser utilitzats per tal d’efectuar eventuals reintroduccions o reforcaments de les
poblacions existents. El Servei d’hivernacles i Vivers de la Facultat de Farmacia de la
nostra universitat disposa d’uns 150 individus en testos de S. farrenyi, fruit d’una
sembra de granes. El Jardi Botanic de Barcelona també ha mantingut durant algun
temps individus d’aquesta espécie als seus vivers (J. Molero, com. pers.). El cultiu
d’exemplars és un meétode de conservacio perfectament factible en S. farrenyi, degut a
les elevada taxa de germinacié de I’espécie, que varia entre el 56,2 i el 86,9 %.
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PETROCOPTIS MONTSICCIANA

1. INTRODUCCIO
1.1. DESCRIPCIO

Petrocoptis montsicciana O. Bolos & Rivas Martinez, Anales Inst. Bot. Cavanilles 26:

56 (1970).
= Petrocoptis crassifolia subsp. montsicciana (O. Bolos & Rivas Mart.) O. Bolos & Vigo, Butll. Inst.
Catalana Hist. Nat. 38: 87 (1974)

= Petrocoptis pardoi subsp. montsicciana (O. Bolos & Rivas Mart.) P. Monts., Bull. Soc. Echange PI.
Vasc Eur. Occid. Bassin Médit. 16: 72 (1976).

HoLoTyrus: BC 602985

Planta herbacia perenne, de 10-40 cm d’alcada, bastant robusta i glabra. La base de
la tija és llenyosa, de fins a 1 cm de diametre. Caudices penjants, amb fulles peciolades i
agrupades en falses rosetes. Les fulles basals sén oposades, senceres i sense estipules,
amb el limbe de 10-12 x 3-5 mm. Fulles caulinars subsessils, en general agudes, de 9-11
x 3-5 mm. Flors poc nombroses, pentameres i hipogines, disposades en cimes
dicotomes terminals. El calze és campanulat, d’una sola peca, de 9-11 (12) mm, i amb
10 nervis, 5 d’ells comissurals. Els pétals son rosats, de 15-18 mm; ligules de la corona
de 3-4 mm, denticulades. 10 estams i 5 estils, episepals. Capsula unilocular, amb
carpofor, dehiscent per 5 dents episépales. Llavors de 1,4-1,6 (1,8) mm, amb un
estrofiol de 1,5-2 mm, amb pels filiformes i alguns d’engruixits.

FIG. 1. Planta amb flor de Petrocoptis montsicciana.
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Molt similar morfologicament parlant és I’espécie Petrocoptis pardoi Pau, que
tradicionalment s’ha relacionat amb P. montsicciana, fins al punt que Mayol (Mayol,
1998; Mayol i Rosselld, 1999) les considera com una mateixa espécie sota una nova
denominacio, Silene pardoi Pau (Mayol & Rosselld) subsp. pardoi (cf. punt 1.2.).

Pel que fa a la citogenetica, s’han dut a terme recomptes cromosomics en la majoria
de les especies del génere Petrocoptis, obtenint sempre 2n = 24. Es disposa dels
recomptes tant de P. pardoi (Merxmdller i Grau, 1968; Fernandez Casas i Ruiz Rejon,
1974) com de P. montsicciana (Fernandez Benito, R., 1999).

N

FIG. 2. P. montsicciana (a-e) i P. pardoi (f-j), segons Montserrat i Ferndndez Casas (1990).
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1.2. SITUACIO TAXONOMICA

Petrocoptis A. Braun ex Endl. (Caryophyllaceae) és un petit genere de casmofits
perennes, endémics de les muntanyes del nord i nord-est de la Peninsula Iberica. Les
seves caracteristiques morfologiques i reproductives permeten la seva inclusio dins la
subfamilia Caryophylloideae, tribu Sileneae DC.

El genere Petrocoptis fou descrit per primera vegada per Braun (1842), encara que
alguns autors anteriors ja havien referenciat alguns taxons lleugerament diferents de
Lychnis i Silene, encara que els acabaven incloent en algun d’aquests dos géneres. De
fet, Petrocoptis s’ha mantingut com un genere independent respecte a ambdos generes
pel tipus particular de llavor que presenta, amb un estrofiol de pels, gens habitual en les
cariofil-lacies. El nombre d’espécies incloses dins el genere aixi com la seva
denominacié ha anat variant constantment al llarg dels anys. A Flora Ibérica (1990) es
proposa la inclusi6 de 9 espécies dins el génere Petrocoptis; Mayol (Mayol, 1998;
Mayol i Rossello, 1999) defensa en canvi la inclusié de les espécies de Petrocoptis com
a subgenere de Silene [Silene subgénere Petrocoptis (A. Braun ex Endl.) Mayol &
Rossell6]. Mayol basa aquesta nova combinacio en una série de dades morfologiques
(analisi de diferents caracters morfologics en les espécies de Petrocoptis) i moleculars
[comparacio de la regié ITS (Internal Transcribed Space) del DNA ribosomic entre
taxons de Petrocoptis, Silene, Lychnis, Cucubalus, Agrostemma i Uebelinia]. La
mateixa autora referma la seva tesi en el fet que la possessié de Ilavors amb estrofiol no
és un caracter exclusiu del génere dins les cariofil-lacies, atés que el genere Moehringia
i I’especie Silene acaulis també el presenten (tot i que en aquesta ultima és residual).

TAULA 1. CLASSIFICACIO DE LA FAMILIA CARYOPHYLLACEAE SEGONS BITTRICH (1993)

CARYOPHYLLACEAE A. L. de Jussieu

l. Subfam. Paronychioideae
Il. Subfam. Alsinoideae
1. Subfam. Caryophylloideae
1. Tribu Cariophylleae
2. Tribu Drypideae
3. Tribu Sileneae
Silene L.
Lychnis L.
Petrocoptis A. Braun ex Endl.
Cucubalus L.
Agrostemma L.
Uebelinia Hochst.

Petrocoptis montsicciana fou descrita per primera vegada amb categoria d’espécie
per O. Bolos i Rivas Martinez (1970). Posteriorment, la espécie apareix combinada com
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a subespeécie, Petrocoptis crassifolia subsp. montsicciana (O. Bolos & Rivas Mart.) O.
Bolos & Vigo, tant a la Flora dels Paisos Catalans (Bolos i Vigo, 1990), com a la Flora
Manual dels Paisos Catalans (Bolos el al., 1993) i al Banc de dades de biodiversitat de
Catalunya (http://biodiv.bio.ub.es/biocat/homepage.html). Apareix en canvi com a
especie independent a Flora Ibérica (Montserrat i Fernandez-Casas, 1990). Recentment,
Mayol (Mayol, I.c.; Mayol i Rosselld, I.c.) ha proposat la inclusio de la especie dins el
genere Silene i la unificacio d’aquesta amb Petrocoptis pardoi Pau, donant lloc a un sol
taxon, Silene pardoi subsp. pardoi. De fet, les afinitats que hom reconeix entre P.
montsicciana i P. pardoi no son noves, puix que per descriure P. montsicciana, O.
Bolos i Rivas Martinez van considerar la mateixa planta que Font i Quer (1898) ja havia
anomenat Petrocoptis pardoi Pau var. pauciflora. Amb posterioritat, Montserrat (1976a,
1976b) també ha combinat P. montsicciana com a subespecie de P. pardoi, P. pardoi
subsp. montsicciana (O. Bolos & Rivas Mart.) P. Monts.

TAULA 2. TAXONOMIA SUBGENERICA DEL GENERE PETROCOPTIS SEGONS MONTSERRAT | FERNANDEZ
CAsAS (1990)

Petrocoptis A. Braun ex Endl.
1. Petrocoptis pyrenaica (J. Bergeret) A. Braun ex Walpers
a. subsp. pyrenaica
b. subsp. glaucifolia (Lag.) P. Monts & Ferndndez Casas
Petrocoptis grandiflora Rothm.
Petrocoptis hispanica (Willk.) Pau
Petrocoptis pseudoviscosa Fernandez Casas
Petrocoptis crassifolia Rouy
Petrocoptis montserratii Ferndndez Casas
Petrocoptis montsicciana O. Bolos & Rivas Martinez
Petrocoptis pardoi Pau
Petrocoptis guarensis Fernandez Casas

CoNoO~WDN

TAULA 3. TAXONOMIA SUBGENERICA DEL SUBGENERE PETROCOPTIS SEGONS MAYOL (MAYOL, 1998;
MAYOL I ROSSELLO, 1999)

Silene subg. Petrocoptis (A. Braun ex Endl.) Mayol & Rosselld
1. Silene glaucifolia Lag.

a. subsp. glaucifolia

b. subsp. pseudoviscosa (Fern. Casas) Mayol & Rossello
2. Silene laxipruinosa Mayol & Rossell6
3. Silene montserratii (Fern. Casas) Mayol & Rossell6

a. subsp. montserratii

b. subsp. crassifolia (Rouy) Mayol & Rossell6
4. Silene pardoi (Pau) Mayol & Rosselld

a. subsp. pardoi

b. subsp. guarensis
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1.3. CARACTERISTIQUES ECOLOGIQUES

1.3.1. BIOGEOGRAFIA 1 DISTRIBUCIO

1.3.1.1. AREA DE DISTRIBUCIO DE PETROCOPTIS MONTSICCIANA | P. PARDOI

Durant la primavera de 1999 i del 2000, s’han realitzat campanyes de camp per a la
localitzaci6 actualitzada de les diferents poblacions de P. montsicciana. Les
prospeccions s’han portat a terme en diferents zones del pre-Pirineu catala i aragones,
de vegades amb I’objectiu de relocalitzar cites preexistents, perd en la majoria de les
ocasions aquest ha estat la recerca de noves poblacions d’aquesta cariofil-lacia.

Les diferents prospeccions han tingut lloc a la primavera, i no en una altra epoca de
I’any, amb I’objectiu de coincidir aquesta amb I’etapa de floracio de la planta. Es tracta
de I’estadi on més visible és la planta en el seu habitat natural, ates al viu color violat o
rosat que presenta la flor. Amb certa frequéncia les parets i extraploms on creix
I’espécie son inaccessibles, i la localitzacié de poblacions s’ha de realitzar forcosament
amb I’ajuda d’uns prismatics.

Respecte a P. pardoi, I’Gnica campanya que vam realitzar va estar encaminada a
mostrejar individus d’algunes localitats per a realitzar posteriorment estudis
isoenzimatics, i no a la localitzacié de poblacions. Els estudis de la Generalitat
Valenciana (1992, s.d.) ja ens descriuen amb gran detall les localitats on es troba P.
pardoi i també el seu estat de conservacio.

En el marc del present treball, s’ha realitzat la cartografia de les poblacions tant de P.
montsicciana com de P. pardoi, detallada per quadricules UTM de 10 x 10 quilometres,
sobre els mapes del Servicio Geografico del Ejército, escala 1:50.000. Els quadrats
UTM 1 x 1 km on tenim alguna cita previa, sigui bibliografica, plec d’herbari o fruit
d’una comunicacié personal, s’indiquen mitjancant una tragada negra gruixuda al marge
de la quadricula. Les quadricules on nosaltres hem localitzat alguna poblacio, estiguin
citades ja anteriorment o siguem nosaltres els primers en fer-ho, es pinten amb un fons
groc fluorescent i amb el marge també negre. La localitzacio precisa de les poblacions
es dibuixa en ombrejat de color negre. A I’area de distribucio de P. pardoi, els quadrats
UTM 1 x 1 km on hi ha poblacions descrites en les estudis de la Generalitat VValenciana
(1992, s.d.), s’emmarquen amb una tracada gruixuda de color vermell.
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FIG. 3. Mapa dels Paisos catalans amb reticle UTM (amb els quadrats de 10 x 10 km),
segons Bolds (1985).

. Area de distribucié de P. montsicciana. Comprén les segiients quadricules
UTM 10 % 10 km (per ordre alfanumeric):

BG 93 CG23
CG 05 CG 24
CG 06 CG 25
CG 15 CG 34
CG 16 CG 66

Area de distribucio de P. pardoi. Comprén les segiients quadricules
UTM 10 % 10 km (per ordre alfanumeric):

YL 31

YL 32

YL 41
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D Quadrat UTM 1x1 km on es referencia la planta per: cita bibliografica, plec d herbari o
comunicacio personal.

D Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

D Quadrat UTM 1x1 km on trobem les poblacions descrites de P. pardoi en els estudis de la
Generalitat Valenciana (1992, s.d.). :
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Quadrat UTM 1x1 km on es referencia la planta per: cita bibliografica, plec d'herbari o
comunicacio personal.

D Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Quadrat UTM 1x1 km on trobem les poblacions descrites de P. pardoi en els estudis de la
Generalitat Valenciana (1992, 5.d.). d
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Quadrat UTM 1x1 km on es referencia la planta per: cita bibliografica, plec dherbari o
comunicacio personal.

Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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Quadrat UTM 11 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de . montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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D Quadrat UTM 1x%1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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Quadrat UTM 1x1 km on es referencia la planta per: cita
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Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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D Quadrat UTM 1x1 km on es referencia la planta per: cita bibliografica, plec d herbari o
comunicacié personal.

D Quadrat UTM 1%1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

’ Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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Quadrat UTM 1x1 km on es referencia la planta per: cita bibliografica, plec d herbari o
comunicacié personal.

Quadrat UTM 1x1 km on hem detectat preséncia de la planta (1999-2000).

Poblacions detectades de P. montsicciana pel nostre equip (1999-2000).
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1.3.1.2. EXTENSIO DE PRESENCIA | AREA D’OCUPACIO

L’extensié de preséncia i I’area d’ocupacid son dos conceptes que proposa la UICN
(1994) per tal de definir I’area de distribucié d’una especie vegetal (veure les
definicions del punt 1.3.1.2 del capitol Seseli farrenyi).

L’extensié de preséncia per a P. montsicciana s’ha calculat dibuixant un poligon
sobre el mapa oficial de carreteres de Catalunya 1:250.000 (1995, Institut Cartografic de
Catalunya) calculant la seva superficie de forma manual. El resultat és de 909,8 km?. De
forma homologa es va calcular I’extensio de presencia per P. pardoi, sobre un mapa del
Servicio Geogréafico del Ejército, escala 1:50.000, sent aquesta forca menor, 225,66
km?.

Per procedir en canvi als calculs de I’area d’ocupacio, hem comptabilitzat totes les
quadricules UTM 1 x 1 km on hem localitzat I’espécie o bé disposavem d’una cita
préevia o plec d’herbari. Per P. montsicciana, el resultat és de 32 quadricules
comptabilitzades amb preséncia de I’espécie, és a dir, 32 km?, xifra molt inferior a la
que obtenim de I’extensio de presencia. Per P. pardoi I’area d’ocupaci6 també és molt
menor a I’extensi6 de preséncia, 27 km?.

1.3.1.3. ESTIMACIO DEL NOMBRE D’EFECTIUS DE P. MONTSICCIANA

Durant les campanyes de camp dutes a terme per a localitzar les poblacions de P.
montsicciana (primavera del 1999 i del 2000), alhora s’ha fet una estimacié del nombre
d’individus per poblacié i del nombre total d’individus de I’espécie. Sempre s’ha
procedit de la seglient manera: en primer lloc es fa un recompte directe dels individus a
peu de poblacid, i després al nombre resultant apliquem un factor de correccié que ens
permet fer una aproximacio prou bona al nombre real d’efectius que pot tenir la
poblacio.

Nombre estimat d’individus = individus comptats x factor de correccio
(per poblacio o total de I’especie)

Al factor de correcci6 li hem donat un valor de 2,785, puix en parcel-les controlades
hem pogut comprovar que de cada quasi tres individus que creixen en una determinada
area, solament n’és visible a certa distancia (quan és necessaria I’ajuda d’uns
prismatics) un. En determinats casos, quan I’accessibilitat i el tamany de les poblacions
ens ho permeten, els dos nombres (recompte directe i estimacio) poden coincidir.

El resultat dels nostres recomptes és el seglent:
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TAULA 4. RECOMPTE D’INDIVIDUS EN LES DIFERENTS POBLACIONS DE P. MONTSICCIANA.

QUADRE UTM  LOCALITAT DESCRIPCIO DE NOMBRE NOMBRE
1x1 KM L’HABITAT COMPTAT ESTIMAT
D’EFECTIUS D’EFECTIUS
31TBG9939 Presa del canal de Baumaalavoradelriu 6 6
Pinyana
31TCGO757 Ermita de La Pertusa Bauma 75 208,8
31TCGO0759 La Pardina Bauma 500 1392,5
31TCGO0861 Congost de Mont- Baumes, parets i 750 2088,7
rebei extraploms a ambdues
bandes del congost
31TCG1756 Ermita del Colobor Bauma 30 83,5
31TCG2138 Sant Llorenc de Paret de roca 6 16,7
Montgai
31TCG2440, Presa de Camarasa Baumes, parets i 1170 3258,5
2441, 2540, 2541 extraploms
31TCG2642, Congost d’Alos En baumes i parets a 175 4874
2741, 2742, 2841 ambdues bandes del
congost
31TCG2455, Congost de Parets, baumes i 630 1754,5
2456, 2556, 2557, Terradets extraploms
2558
31TCG3341 Castell de Rubié Paret de roca 2 5,6
31TCG3540 Ermita de Santa Baumes i extraploms 507 1411,9
Maria de Salgar
31TCG6465 Roques Blanques Baumes i parets 80 222,8
TOTAL 3931 10948

A aquesta xifra, caldria sumar els 25 individus comptats a la poblacié aragonesa de les
Salteres (Sainz et al., 1996), amb el que obtindriem un recompte final de 10.973
individus de P. montsicciana. EI nombre d’efectius és doncs molt similar al de P.
pardoi, que, sumant els individus reportats pels estudis de la Generalitat VValenciana
(1992, s.d.) i de Sainz el al. (l.c.), restaria en 9.826 individus.

1.3.1.4. COROLOGIA

Tant Petrocoptis montsicciana com P. pardoi creixen a les balmes, parets i
extraploms de roca de naturalesa calcaria, compacta 0 més o menys conglomerada.
Ambdues especies pertanyen a I’element corologic mediterrani. Respecte a la divisio
fisiografica dels Paisos Catalans proposada per Bolos i Vigo (1984), I’area de
distribucié de P. montsicciana es troba dins el territori pirenaic, mentre I’area de
distribucié de P. pardoi pertany al territori catalanidic. Fitogeograficament parlant
(Bolos i Vigo, I. c.), I’area de distribucié d’ambdues espécies pertany a la regio
mediterrania.

Pel que fa a P. montsicciana, es tracta d’un endemisme del Pre-pirineu central-
oriental, amb la majoria de les poblacions a Catalunya (comarques de la Noguera,
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Pallars Jussa i el Solsones), pero amb les poblacions més occidentals a I’Arago, a les
comarques de la Llitera i la Baixa Ribagorca (provincia d’Osca). ElI marge altitudinal en
que la podem trobar és molt ampli, des dels 280 m de les poblacions que hi ha a la vora
de I’embassament de Camarasa fins als 1200 m de la Mdra Comdal (la localitat més
septentrional i alhora la més oriental) (fig. 4).

FIG. 4. La Méra Comdal (Solsonés).

Podem dividir I’area de distribucié d’aquesta espécie en tres zones principals: les
serres marginals pre-pirinenques al sud del Montsec, la serra del Montsec i la vall de la
Mora Comdal. A les petites serres situades al sud del Montsec, la preséncia de I’especie
s’extén,d’oest a est, des del congost de Santa Anna, a la Llitera, fins a Santa Maria de
Salgar, a la Noguera. A la serra del Montsec, les localitats més occidentals les trobem al
Montsec d’Estall, ja dins I’Arag6é (Congost de Fet i Congost del Seguer). L’especie
també es troba al Montsec d’Ares, i la localitat més occidental és la del pas de
Terradets, que també és la localitat classica de I’especie. Per ultim, el limit oriental de
I’especie esta localitzat a la Mdra Comdal, la serra de les Agulles, prop d’Odén (a
I’extrem nord del Solsones).

P. pardoi és també una espécie endémica, localitzada a la vall del riu Bergantes, en
conglomerats calcaris a banda i banda del riu, als limits de les provincies de Castelld i
Terol. Totes les localitats les trobem en un interval de 18 quilometres de la carretera que
comunica Aiguaviva (Terol) amb Sorita del Maestrat (Castell6), la majoria de les quals
son a la banda de Castello. EI marge d’altitud de les poblacions varia entre els 550 m i
els 850 m. La localitat classica és la situada al Santuari de Nostra Senyora de la Balma
(Castello).
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Citacions i plecs d’herbari de P. montsicciana:

OSCA:

Comarca de la Llitera: 31TBG93: 31TBG93: «Congost de Sta. Anna, 300 m», CONESA (1991: 119!).
Comarca de la Baixa Ribagorca: 31TCGO05: 31TCG0559: «Salteras», GONI (com. pers.). 31TCG0654:
«Congost de Fet, 540 m», ROMO (1989: 92). 31TCG0659: «paredes cercanas a las Salteras», SAINZ et
al. (1996: 117). 31TCG06: 31TCG0760: «Congost de Sigiie», FERNANDEZ CASAS et al. (1986: 14) —
«Portell de Mont-Rebei, a ambdues bandes del riu, 580 m», ROMO (1989: 92). 31TCG0860: «Portell de
Mont-Rebei, a ambdues bandes del riu, 580 m», ROMO (1989: 92).

LLEIDA:

Comarca de la Noguera: 31TCGO05: 31TCG0654: «Congost de Fet, 540 m», ROMO (1989: 92).
31TCGO757: «sobre el Mas de la Pardina, 700 m», ROMO (1989: 92!). 31TCGO0758: «sobre el Mas de la
Pardina, 700 m», Romo, 25-V-1979 (BC 656055!). 31TCGO06: 31TCG0760: «Portell de Mont-Rebei, a
ambdues bandes del riu, 580 m», ROMO (1989: 92). 31TCG0860: «Portell de Mont-Rebei, a ambdues
bandes del riu, 580 m», ROMO (1989: 92). 31TCG15: 31TCG15: «nahe Colobor, Montsech d’Ager»,
il-legible, 14-V-1927 (S). 31TCG1756: «sobre Colobd, 1100 m a una balma, vers la Font de Perubit»,
Romo, 12-V1-1980 (BC 656063!) — «sobre Colobor, vers la font de Perubit, 1100 m», ROMO (1989: 921).
31TCG23: 31TCG23: «B. de Llorengc de Montgai, 320 m», CONESA (1991: 119!) — «congost d’Alos,
280 m», CONESA (1991: 119!) — «congost de Camarasa, 290 m», CONESA (1991: 119!) — «obaga i
solana del Mont-roig, 500 m», CONESA (1991: 119!). 31TCG2038: «Barranc de Lloren¢», CONESA
(1991: 489). 31TCG24: 31TCG24: «Camarasa, roquedos junto a la presa», Losa Espafia & P.
Montserrat, 3-V111-1947 (BC 103246!) — «Camarasa (Noguera), carretera de la presa (entrada al tanel)»,
Camarasa, 1-X1-1966 (BC 596861!) — «Camarasa, paret minicentral, obaga», Molero & Simon, s.d. (BCF
47849!). 31TCG2441: «Congost de Camarasa», CONESA (1991: 489!) — «serra de Mont-Roig, a prop de
I’embassament de Camarasa, vers la desembocadura de la Noguera Pallaresa, 280 m», ROMO (1989:
921). 31TCG2541: «La Noguera, a prop de la presa de Camarasa, vores del Segre, 280 m», Romo, 20-1V-
1979 (BC 656061!) — «Serra de Mont-Roig: vers la Central del Panta de Camarasa, 300 m», Romo, 23-
IV-1979 (BC 656056!) — «La Noguera, vers el pantd de camarasa, parets dels extraploms, 300 m», Romo,
23-X1-1979 (BC 656062!) — «Congost de Camarasa», CONESA (1991: 489!) — «serra de Mont-Roig, a
prop de I’embassament de Camarasa, vers la desembocadura de la Noguera Pallaresa, 280 m», ROMO
(1989: 92!1). 31TCG25: 31TCG25: «Montsech d’Ager, Terradets», G. Kretschmer 316(32), 16-V-1932
(S,W) — «pas dels Terradets, inter Ager et Tremp», A. Bolos & Font Quer, 29-VI1-1948 (BC 106583!,
595938!) — «Terradets, roques d’ombra», A. Bolds & Font Quer, 29-V1-1948 (BC 656057!) — «pas de
Terradets», A. Bolos & Font Quer, 10-1V-1962 (BC 374593!) — «desfiladero de Terradets, Montsec, 450
m», Rivas Martinez, 11-V-1969 (BC 602985, Holotypus BC!) — «pared de Terradets (Montsech)», Rivas
Martinez, 11-V-1969 (MAF 103234, BCF 36937, Isotypus del MAF!) — « Terradets», Rivas Martinez &
Costa Talens, 1-VI11-1969 (BCF 36938!) — «Terradets, salida meridional», P. Montserrat 844/1971, 4-V-
1971 (JACA 84471, Herb. LAINZ) - «fuente de les Bagasses», V. H. Heywood 30, 16-V-1971 (RNG) —
«desfiladero de Terradets, 350 m», Greuter 10000, 16-V-1972 (M) — «Sierra del Montsec, desfiladero de
Terradets, 400 m», Fernandez Casas, 21-VI11-1972 (C, Herb. LAINZ, M, MA 208448, 395204, MAF
120047, SALA 11774) — «inter oppidula Ragola et Sellés, congosto de Terradets, 400 m», Fernandez
Casas 2002, Leal, Mufioz Garmendia & Pueche, 8-V11-1977 (MA 411519) — «congosto de Terradets, 370
m», Aizpuru & Catalan, 25-V1-1986 (ARAN 1574) — «Terradets: parets ombrivoles sobre la font de les
Bagasses», Simon et al., s.d. (BCF 47850!). 31TCG2054: «sobre I’Ametlla, 850 m», ROMO (1989: 92).
31TCG2455: «Montsec d’Ares, 800 m», J. Pedrol 138, 1-V-1985 (MA 326224). 31TCG2556: «Montsec
de Rubies, pas dels Terradets, 370 m», Romo, 9-111-1979 (BC 656060!) — «Serra del Montsec, portell dels
Terradets, 350 m», Romo, 30-1V-1979 (BC 656058!) — «Montsec de Rubies, 350m, pas de Terradets pr.
Forat de I’Or», Romo, 17-VI1-1978 (BC 656059!) — «Pas de Terradets, 350-380 m, vers el Forat de I’Or»,
ROMO (1989: 92 1) — «Congost dels Terradets, vers el Forat de I’Or», ROMO (1989: 404 !). 31TCG34:
31TCG34: «Salgar prop del santuari, 320 m», CONESA (1991: 119!). 31TCG3540: «Salgar, a prop del
santuari», CONESA (1991: 489!).

Comarca del Pallars Jussa: 31TCGO06: 31TCG0860: «Portell de Mont-Rebei, a ambdues bandes del riu,
580 m», ROMO (1989: 92). 31TCG16: 31TCG1960: «Barranc del Bosc, sota Moror», ROMO (1989:
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404). 31TCG25: 31TCG25: «Montsech d’Ager, Terradets», G. Kretschmer 316(32), 16-V-1932 (S,W) —
«pas dels Terradets, inter Ager et Tremp», A. Bolos & Font Quer, 29-VI1-1948 (BC 106583!, 595938!) —
«Terradets, roques d’ombra», A. Bolos & Font Quer, 29-VI1-1948 (BC 656057!) — «pas de Terradets», A.
Bolos & Font Quer, 10-1V-1962 (BC 374593!) — «desfiladero de Terradets, Montsec, 450 m», Rivas
Martinez, 11-V-1969 (BC 602985, Holotypus BC!) — «pared de Terradets (Montsech)», Rivas Martinez,
11-V-1969 (MAF 103234, BCF 36937, Isotypus del MAF!) — « Terradets», Rivas Martinez & Costa
Talens, 1-V11-1969 (BCF 36938!) — «desfiladero de Terradets, 350 m», Greuter 10000, 16-V-1972 (M) —
«Sierra del Montsec, desfiladero de Terradets, 400 m», Ferndndez Casas, 21-VIII-1972 (C, Herb.
LAINZ, M, MA 208448, 395204, MAF 120047, SALA 11774) — «inter oppidula Ragola et Sellés,
congosto de Terradets, 400 m», Fernandez Casas 2002, Leal, Mufioz Garmendia & Pueche, 8-VI1I-1977
(MA 411519) — «congosto de Terradets, 370 m», Aizpuru & Catalan, 25-VI-1986 (ARAN 1574).
31TCG2059: «Montsec d’Ares: voltants de Moror; vers el Barranc del Bosc, 700 m», Romo, 26-V-1982
(BC 656054!) — «sota Moror, vers el barranc del Bosc, 700 m», ROMO (1989: 92). 31TCG2556:
«Montsec de Rubies, pas dels Terradets, 370 m», Romo, 9-111-1979 (BC 656060!) — «Serra del Montsec,
portell dels Terradets, 350 m», Romo, 30-1V-1979 (BC 656058!) — «Montsec de Rubies, 350m, pas de
Terradets pr. Forat de I’Or», Romo, 17-VI-1978 (BC 656059!) — «Pas de Terradets, 350-380 m, vers el
Forat de I’Or», ROMO (1989: 92 1) — «Congost dels Terradets, vers el Forat de I’Or», ROMO (1989:
404 1). 31TCG2557: «Terradets, bajo la presa, 370-400 m», P. Montserrat 4706/1986 & G. Montserrat,
6-VI11-1986 (JACA 470686) — «barranc del Bosc, 420 m», ROMO (1989: 92!) — «Barranc del Bosc, a
prop de Roca Regina», ROMO (1989: 404!). 31TCG2558: «Terradets, junto a la presa, en la cueva, prox.
a la carretera, 400 m», P. Montserrat 1196/1972, 16-V-1972 (JACA 119672). 31TCG26 : 31TCG26:
«Sierra del Montsech, desfiladero de Terradets, 400 m», O. Bolos & Rivas Martinez, 21-V111-1972 (BC
626469!, BCF 36936!).

Comarca del Solsonés: 31TCG66: «Solsones: Oden, vall de la Mora Comdal, les Agulles, 1200 m», Nuet,
18-1V-1984 (BC 649115!) — «Solsones, a la vall de la Méra Comdal (Odén) a la serra de les Agulles, a
1200 m d’altitud», NUET (1985: 237!).

Citacions i plecs d’herbari de P. pardoi:

TEROL:

Comarca de Matarranya: 30TYL32: «Limites de Aragdn y Valencia», PAU (1898: 196!) — «entre la
Balma y Aguaviva», FERNANDEZ CASAS (1974: 93!) — «Aguaviva», AGUILELLA et al. (1983: 9!) -
Ibid., MATEO (1990: 73!) — lbid., FERNANDEZ CASAS & P. MONTSERRAT (1990: 311!).
30TYL3820: «km. 36 de la carretera que une Aguaviva con Zorita, creston de conglomerados casi
perpendicular a la carretera», SAINZ et al. (1996: 126). 30TYL3920: «km. 36 de la carretera que une
Aguaviva con Zorita, creston de conglomerados casi perpendicular a la carretera», SAINZ et al. (1996:
126). 30TYL41: «Aguaviva, carretera hacia Zorita», Mateo, 29-1V-1989 (VAB 890652). 30TYL4019:
«km. 34 de la carretera que une Aguaviva con Zorita, en los paredones al borde de la carretera», SAINZ
etal. (1996: 1261).

Comarca dels Ports: 30TYL31: «Santuario de Nuestra Sefiora de la Balma, frente a Zorita», Pau, 1-1X-
1898 (MA 32304, Typus) — «Aragonia: in fissuris siccis sterilibusque rupium et murorum calcareum
monasterii Nuestra Sefiora de la Balma dicti, pr. Zurita, ad 700 m», Font Quer & Rothmaler, 19-V1-1935
(MA 32303) — Id. recol-leccié (BCF 36941!, BCF 36939, BC 602992!, BC 86541!, BC 86542!, BCC!,
MAF 05262, Herb. SENNEN!) — «Castellon: pr. oppidulum Zorita del Maestrazgo, Santuario de la
Virgen de la Balma, 700 m» , Fernandez Casas, 20-VI11-1972 (MA 208449) — Id. recol-leccio (MA
395169, MA 395170, BCF 36940!, BC 626470!, MAF 119406) — «La Balma (Sorita) Castello» , M.A.
Cardona, 9-X-1972 (BC 607582!) — Ibid., Aguilella & Mateo, V-1981 (VAB 10476) — Ibid., Aguilella &
Garcia, s.d. (VAL 00616) - Ibid., Aguilella & Garcia-Fayos, s.d. (VAL 07089) — «Zorita del
Maestrazgo», Mateo & Aguilella, VI-1981 (VAB 81/109) — Ibid., s.r., 29-1V-1989 (VAB 890654) —
«Santuario de Nuestra Sefiora de la Balma, frente a Zorita», LOSCOS & PARDO (1866!) — Ibid.,
WILLKOMM & LANGE (1880!) — Ibid., PAU (1898!) — Idem, ROTHMALER (1941!) - Ibid.,
FERNANDEZ CASAS (1974!) — lbid., FERNANDEZ CASAS (1978!) — «Zorita, cerca del Bergantes»,
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AGUILELLA et al. (1983 ). 30TYL3614: «Barranc de la Mare de Deu», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3615:
«Barranc de la Mare de Deu», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3616: «Barranc de la Mare de Deu», GEN.
VAL. (s.d.). 30TYL3714: «Barranc de la Mare de Deu», GEN. VAL. (s.d. !). 30TYL3715: «Barranc de la
Mare de Deu», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3716: «Barranc de la Mare de Deu», GEN. VAL. (s.d.) —
«Ombria de Pere», GEN. VAL. (s.d.) — «Racé d’En Vinadé», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3717: «Ombria
de Pere», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3811: «Zorita del Maestrazgo, 720 m», GEN. VAL. (1992: 7).
30TYL3814: «Santuario de Nuestra Sefiora de la Balma, 720 m», GEN. VAL. (1992: 9!). 30TYL3815:
«Rac6 d’En Vinadé», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3816: «Barranco de Rigores, 675 m», GEN. VAL. (1992:
11) — «Racé d’En Vinadé», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3818: «Les Contiendes», GEN. VAL. (s.d.).
30TYL3819: «Les Contiendes», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3916: «Cruz del Villar, 775 m», GEN. VAL.
(1992: 13). 30TYL3917: «Cantal Badat (Camping de Zorita), 640 m», GEN. VAL. (1992: 17!).
30TYL3918: «Estribaciones de Los Cabezos, junto a la carretera, 565 m», GEN. VAL. (1992 : 19) — «Les
Contiendes», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL3919: — «Les Contiendes», GEN. VAL. (s.d.). 30TYLA4L:
«Zorita del Maestrazgo», Fernandez Casas & Mufioz Garmendia, 16-VI1-1978 (SANT 018444) — Ibid.,
Fernandez Casas & Mufioz Garmendia, 16-V1-1978 (MA 409419) — «ca. 6 km. Siidostl. Aigua Viva»,
MERXMULLER & GRAU (1968). 30TYL4015: «Les Canalisses», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL4016:
«Pefiascos cercanos al Monagrell, 820 m», GEN. VAL. (1992 : 15). 30TYL4017: «Les Canalisses»,
GEN. VAL. (s.d.). 30TYL4018: «Les Contiendes», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL4019: «Les Contiendes»,
GEN. VAL. (s.d.!). 30TYL4115: «Les Canalisses», GEN. VAL. (s.d.). 30TYL4116: «Les Canalisses»,
GEN. VAL. (s.d.). 30TYL4117: «Les Canalisses», GEN. VAL. (s.d.).

GEN. VAL.: Generalitat Valenciana
I Plecs d’herbari vistos i localitats on hem observat la planta

1.3.2. HABITAT

Petrocoptis montsicciana €s una especie rupicola que creix exclusivament sobre roca
de naturalesa calcaria, a les escletxes i fissures de parets, balmes, coves i extraploms, en
llocs sotmesos a una forta insolaci6 i protegits de la pluja directa. EI més habitual es
trobar aquestes formacions rocoses en grans congostos amb forts desnivells, com és el
cas dels congostos de Mont-Rebei (fig. 5), Camarasa i Terradets, encara que de vegades
la planta creix sobre petits afloraments de roca aillats o fins i tot sobre fragments de roca
despresa (com succeeix a la localitat de Cantal Badat, fig. 6). L’interval altitudinal en el
que trobem la planta varia entre els 250 i els 1200 metres.
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Fig. 5. Congost de Mont-Rebei (Pallars Jussa). Fig. 6. Fragment de roca despresa, Cantal Badat
(Castello).

1.3.2.1. CARACTERISTIQUES CLIMATIQUES

A I’area de distribucié de Petrocoptis montsicciana trobem dos bioclimes diferents,
I’axeromeric o medioeuropeu i el xeroteric o mediterrani. El primer inclou les localitats
mes septentrionals de I’espécie, mentre el segon és el que domina a les localitats
meridionals, que presenten una altitud inferior. La serra del Montsec es pot considerar
com una barrera bioclimatica i biogeografica, presentant el sud de la serra (plana de la
Noguera) un clima mediterrani, i al nord un clima submediterrani (Romo,1989). El
clima submediterrani, que s’inclou, segons la classificacio bioclimatica de Gausen et al.
(1953), dins el bioclima axeromeric o medioeuropeu, es caracteritza per la presencia
d’un periode hivernal més o menys llarg i per I’existéencia d’un periode subhumit o
subarid corresponent als mesos de temperatura més elevada (Bolos i Vigo, 1984).
Aquest clima submediterrani es pot considerar per a la majoria de localitats de
Petrocoptis com del tipus de Solsona, amb I’existencia de 2 mesos estivals i 1-2 mesos
estivals subarids (Bolos i Vigo, I.c.). La localitat de la Moéra Comdal també es pot
classificar dins aquest clima. El clima mediterrani, que es presenta fonamentalment a les
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localitats de la plana de la Noguera, es pot considerar del tipus de Balaguer, amb 0-1
mesos hivernals, 2 mesos arids i 1 de perarid (Bolos i Vigo, I.c.).

Les localitats de P. pardoi estan situades dins el bioclima xerotéric o mediterrani, i
concretament podem dir que pertanyen al clima tipus de Morella (Bolos i Vigo, I.c.).
L’hivern dura uns 3 mesos, i el periode subestival 4 mesos, perd no hi ha cap mes
térmicament estival. Es un clima relativament fred, amb un eixut estival poc accentuat.

Les dades climatologiques que es mostren a continuacié s’han prés tant de Romo
(1989) com de Conesa (1991) i Agelet (1999). Alguns grafics s’han pogut realitzar
també a partir dels anuaris meteorologics del Servei de Meteorologia de Catalunya
(SMC) (http://www.gencat.es/index.htm).

Pel que fa a la pluviometria de I’area de distribucié de P. montsicciana, veiem que
aquesta varia entre els 460 mm de I’estacié meteorologica de Santa Anna fins als 744,3
mm de I’estacio de Terradets (752 mm a I’estacié d’Organya, uns 7 km al nord de la
Mora Comdal, pero sols tenim els valors de pluviometria del periode 1997-98). Sembla
doncs, observar-se una clara tendéncia d’augment de les precipitacions en sentit sud-
nord (fig. 7). La primavera i la tardor son les estacions en que cauen mes pluges, sent
I’hivern i I’estiu les estacions mes seques de I’any. Respecte a les nevades, disposem de
molt poques dades. Romo (1989) fa una estimacio de 8-10 dies de neu a I’any per la
part mitjana i superior del Montsec. Terradets té una mitjana de 2 dies de neu a I’any
(Conesa, 1991).
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Pont de Montanyana (13 anys - 634 Organya (2 anys - 752 mm/any)
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FIG. 7. Pluviometria mitjana estacional a diferents punts de I’area de distribucié de P.montsicciana,
segons Romo (1989).

Les temperatures varien segons I’altitud i la topografia. En general, pero, es pot dir
que la tendéncia és a disminuir de nord a sud. Aixo es pot observar amb els valors de
temperatura mitjana anual, que a les estacions més meridionals de I’area de distribucio
de P. montsicciana sén sensiblement superiors que a les estacions meés septentrionals
(14 °C al panta de Camarasa i 12,8 °C al pas de Terradets, 30 km més al nord) (figs. 8 i
9).
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FIG. 8. Diagrama ombrotérmic de I’estacio del Pas de Terradets, segons Romo (1989).
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CAMARASA 240 m)
30 16-16 [ 4% 568 mm . 405
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FIG. 9. Diagrama ombrotérmic de I’estacié del panta de Camarasa, segons Romo (1989).

L’estacié meteorologica d’Organya, uns 7 km. al nord de la Mora Comdal (la
localitat més septentrional de I’especie) registra una mitjana 12,9 °C. La mateixa
tendencia s’observa amb la mitjana de les maximes del mes meés calid (33,8 °C a
Camarasa, 29,9 °C a Terradets) i amb la mitjana de les minimes del mes més fred (-0,1
°C a I’estacié de Camarasa, -1,6 °C a Terradets).

La boira és un fendmen meteorologic bastant frequent a les fondalades i a les
depressions del Pre-pirineu i també a la plana de la Noguera. Aquestes boires sén un
exponent d’una inversio termica que la vegetacio reflecteix fidelment (Romo, 1989;
Conesa, 1991; Agelet, 1999).

Finalment, també cal fer una breu consideracié sobre el vent, que afecta sobretot a
les comunitats vegetals de les carenes. Les carenes i els espadats produeixen un
increment en la velocitat del vent, el que fa augmentar la transpiracié de les plantes (que
es manifesta amb un efecte dessecant sobre la vegetacio) (Romo, 1989). Les Uniques
dades de velocitat i direccié del vent de qué disposem son les de I’estacié d’Organya,
pero la serie és molt curta (1997-98) (fig. 10).

N N

@ Rosa dels vents ‘ @ Velocitat mitiana del vent per a cada direccié (m/s)

FIG. 10. Rosa dels vents d’Organya (periode 1997-98).
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Pel que fa a I’area de distribuci6 de P. pardoi, els diagrames d’isotermes i isohietes
de la Flora dels Paisos Catalans (Bolos i Vigo, 1984) desprenen una pluviositat
aproximada de 400-500 mm/any i una temperatura mitjana anual de 11 °C.

1.3.2.2. CARACTERISTIQUES EDAFIQUES

Petrocoptis montsicciana creix basicament a les escletxes i fissures de roca de
naturalesa calcaria, quasi sempre en parets, balmes, coves i extraploms. Aquest espécie
es desenvolupa directament sobre la roca, habitualment de tipus calcari i compacta. A
les poblacions de la serra de les Agulles (Solsones) creixen, pero, sobre conglomerats
roigs de I’oligoceé (Nuet, 1985).

A partir de mostres de sol recollides a I’habitat on creix P. montsicciana (es mostreja
la petita porci6 de sol damunt la roca on creix aquesta espécie), M. Salgot i J. Tapias, de
la Unitat d’Edafologia de la Facultat de Farmacia, van realitzar I’analisi d’una série de
parametres edafics (taula 5) que s’enumeren a continuacié (les técniques analitiques es
descriuen a I’annex 1) :

TAULA 5. ANALISI EDAFICA D’UNA PORCIO DE SOL MOSTREJADA PROP DE L’EMBASSAMENT DE
CAMARASA (UTM: 31TCG2542)

Parametre Tecnica Resultat i/o classificacio del sol

pH Potenciometria 7,89 — Moderadament basic [criteris USDA (Soil
Taxonomy System)]

Conductivitat eléctrica  Potenciometria 0,197 dS/m - No sali (criteris de Cros)

(CE)

Matéria organica total ~ Calcinacio 29,32 % - Per damunt del nivell optim (ordre de

(%) magnitud del 2,2 % en sols arenosos, segons criteri de
Jacquin)

Carboni organic Metode de Walkley i 0,11 %

oxidable (%) Black

Cations majoritaris :

NITROGEN TOTAL Variant de la tecnica 160 mg/Kg sol

(N-NTK) i
POTASSI (K,0) de Kjeldahl | |
FOSFOR (P,05s) Fotometria de flama 0,07 mg/Kg sol - Valor molt baix

Meétode de Bray-Kurtz 105 mg/Kg sol - Valor excessiu, segons criteri de
Yanez, 1989)

Carbonats totals (% Calcimetre de pressié 4,33 % - Poc calcari (criteri de I'INRA frances)
CCE: Carbonat calcic o de Bernard
equivalent)
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Analisi granulomeétrica Cascada de tamissos +
i classificacié textural Meétode de Bouyoucos
ARENA (%) 90 %

LLIM (%) 9%

- Textura arenosa
ARGILA (%) 1o
0

Tal com podem observar en el valor dels diferents parametres analitzats, P.
montsicciana creix sobre petites porcions de sol dipositades a les escletxes de la roca
amb un pH moderadament basic, és de naturalesa calcaria, de textura arenosa, no sali i
amb un alt percentatge de matéria organica. Aquests valors elevats de matéria organica
els podem atribuir a la preséncia de nius d’aus rapinyaires i de passeriformes en moltes
de les parets on creix Petrocoptis. Les restes organiques que deixen anar aquestes aus
poden ser les causants dels alts nivells de matéria organica que trobem en I’analisi
edafica, a més de les restes originades per les propies plantes.

1.3.2.3. FITOCENOLOGIA

Petrocoptis montsicciana i P. pardoi son dues espécies que pertanyen a la vegetacio
rupicola, concretament a la de tipus casmofitic de substrat calcari. Les plantes
casmofitiques (o fissuricoles) son aquelles que arrelen a les esquerdes i fissures de les
roques. En general es pot afirmar que la vegetacio rupicola es caracteritza per (Conesa,
1997): a) abundancia de les espécies endémiques i relictes, b) I’habitat on es
desenvolupen és forca inhospit: grans pendents, sol nul o quasi inexistent, dificultat per
a la captacio d’aigua, radiacio solar perllongada, etc. i ¢) sén especies molt sensibles a la
variabilitat de les condicions fisiques i climatologiques.

P. montsicciana la trobem dins la I’associacié Petrocoptido-Antirrhinetum mollis O.
de Bolos 1954. EI marge altitudinal en que podem trobar aquesta comunitat és molt
ampli, des dels 250-260 m fins als 1200 m (és el cas de les poblacions de P.
montsicciana de la Moéra Comdal). L’interval més habitual, pero, és el compres entre els
260 i els 700 m. Aquesta comunitat es desenvolupa en balmes i extraploms de roca
calcaria, en llocs sotmesos a una forta insolacio i protegits de la pluja directa (Romo,
1989). Tal com reconeix Conesa (1991), I’aigua és un factor critic a I’hora d’establir-se
les diferents especies de la comunitat i competir aquestes per I’espai. Aquesta arriba a
les plantes per infiltracio a través de la roca o directament de la pluja. Es tracta d’una
comunitat amb un grau de recobriment molt baix i molt pobra floristicament parlant,
perd és molt rica en canvi en quant a endemismes, com son: Anthirrinum molle,
Brassica repanda subsp. cadevallii i Petrocoptis montsicciana.

Conesa (1991) descriu a la serra de Guara (Pre-Pirineu aragonés) I’associacié
Valeriano longiflorae-Petrocoptidetum hispanicae (montsiccianae) on cita P.
montsicciana. Montserrat Marti (1986) afirma, perd, que I’especie de Petrocoptis
descrita en dita comunitat no és P. montsicciana sind P. guarensis, espécie propia de la
serra de Guara.
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L’associacio Petrocoptido-Antirrhinetum mollis O. de Bolos 1954 pertany a I’alianca
Saxifragion mediae Br.-Bl. 1934, a I’ordre Potentilletalia caulescentis Br.-Bl. 1926, i a
la classe Asplenietea rupestria Br.-Bl. et Meier 1934 (Romo, 1989).

Els inventaris de I’associacié Petrocoptido-Antirrhinetum mollis on trobem P.
montsicciana realitzats per Romo (1989; taula XI1), sén els seguents:

Associaci6 Petrocoptido-Antirrhinetum mollis :

INVENTARI NUM.
Superficie (m?)
Recobriment (%)
Altitud (m)
Orientacio

Pendent (°)
QuadriculaUTM

Caracteristiques d’associacio
Antirrhinum molle

Petrocoptis montsicciana

Brassica repanda subsp. cadevallii

Caracteristiques d’alianga
Lonicera pyrenaica
Thymelaea dioica

Caracteristiques d’ordre i classe
Potentilla caulescens
Erinus alpinus
Asplenium ruta-muraria
Asplenium fontanum
Silene saxifraga
Asplenium petrarchae
Jasonia saxatilis
Asplenium trichomanes
Sarcocapnos enneaphylla
Ceterach officinarum
Hieracium praecox

Companyes
Parietaria diffusa

Procedéncia dels inventaris

1.- Montsec d’Ares, barranc del Bosc, sota Moror

1 2 3 5

50 40 50 30

25 10 20 10

620 400 370 360

S NW SW W

90 90 90 90
CG1960 CG2557 CG2556 CG2556

2.3 + 2.1, 2.2
11 12 1.2 12
+ +
+

+ +
+ 11
+ +
+ _ +

+
+ _ +
+
11 +

+ :
+ + +
+ .

+
¥

2.- Montsec d’Ares, barranc del Bosc, a prop de Roca Regina

3i 5.- Congost de Terradets, vers el Forat de I’Or
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Els inventaris de Conesa (1991; taula 22) son els seguents:

Associaci6 Petrocoptido-Antirrhinetum mollis :

INVENTARI NUM. 1 2 4 5 6
Superficie (m?) 20 5 5 6 5
Recobriment (%) 10 20 5 25 40
Altitud (m) 290 280 320 325 320
Orientacié N N N NE NE
Pendent () 90 90 90 90 90
Quadricula UTM CG2441CG2541 CG2038 CG3540 CG3540
Caracteristiques d’associacio

Antirrhinum molle + + + + .
Petrocoptis montsicciana 1.2 + +.2 2.1 +

Caracteristiques d’alianca
Sarcocapnos enneaphylla subsp. enneaphylla + 1.2 + + +
Potentilla caulescens . . + . 2

Caracteristiques d’ordre i classe

Linaria origanifolia subsp. cadevallii + . . . .
Jasonia saxatilis + . + + +
Melica minuta subsp. minuta . . + . .
Ficus carica . . . . +
Companyes

Adiantum capillus-veneris + . + + +

Espécies presents en un sol inventari
1: Ulmus minor (+)

2: Parietaria diffusa (+)

6: Fumana ericoides (1.1)

Procedencia dels inventaris

1i 2.- Congost de Camarasa

4.- Barranc de Lloreng

5i 6.- Salgar, a prop del Santuari

Segons Fernandez Casas (1974), P. pardoi esta inclosa dins |’associacio
Petrocoptidetum pardoi Fernandez Casas, que es classifica dins I’alianca Sarcocapnion
enneaphyllae Fernandez Casas, ordre Sarcocapnetalia enneaphyllae Fernandez Casas,
classe Asplenietea rupestria Br.-Bl. Els inventaris de I’associacié Petrocoptidetum
pardoi on trobem P. pardoi realitzats per Fernandez Casas (1974; taula 1), son els
seglents:

Associacio Petrocoptidetum pardoi :

INVENTARI NUM. 1 2 3 4 5 6 7
Superficie (m?) 100 10 40 10 10 50 10
Recobriment (%) Entre 1110 %

Orientacio SE E E NE N
Pendent (°) 90 160 90 130 120 90 180
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Caracteristiques d’associacio
Petrocoptis pardoi x 1.2 x 11 1.2 1.2 +.2

Caracteristiques d’alianga i ordre
Sarcocapnos enneaphylla x + x . +.2 + +.2

Caracteristiques de classe

Ceterach officinarum x . x . . +
Jasonia saxatilis . . X . +
Asplenium trichomanes . . x . . x
Polygala rupestris x . . . +
Hieracium sp. . . X . . .
Sedum dasyphyllum x . . . . +
Ficus carica X . . . . +
Companyes

Juniperus phoenicea X

Antirrhinum majus X

Procedéncia dels inventaris
1,2 i 3.- Voltants del Santuari de Nostra Senyora de la Balma
4,5,6 i 7.- Entre el Santuari de Nostra Senyora de la Balma i Aiguaviva

1.4. CONSERVACIO

Petrocoptis montsicciana és una espécie endemica dels Pre-pirineus centrals i
orientals, amb una area de distribucié que ocupa una superficie aproximada de 900 km?,
repartida entre Catalunya i Aragd, i amb un nombre d’aproximadament 10.000 efectius.
P. pardoi és també un endemisme pero d’area més reduida, que és limita a una franja de
conglomerats a banda i banda del riu Bergantes, entre les localitats d’Aiguaviva (la
Matarranya, Terol) i Sorita del Maestrat (els Ports, Castell6). La seva area de distribucio
abarca uns 200 km? i el nombre estimat d’individus ronda també els 10.000
(Generalitat Valenciana, s.d.). Ambdues especies presenten una série d’amenaces i
riscos de conservacid destacables, que els podem dividir en dos tipus:

- Problemes propis de I’especie:

Segons alguns autors (Montserrat, 1979; Quézel, 1985), el genere Petrocoptis €s un
relicte del Terciari, el que fa que aquestes plantes es considerin altament especialitzades
i el seu desenvolupament esta per tant Iligat a la existéncia de microambients adequats.
Aquest fet comporta dos problemes principals (Generalitat Valenciana, s.d.): 1) a
aquestes especies els és forca dificil competir amb d’altres millor adaptades a les actuals
condicions climatiques a I’hora de colonitzar nous espais, i 2) tenen una pobre capacitat
de resposta davant algun tipus de pertorbacié ambiental. Cal esmentar també que la taxa
de germinacid, instal-lacié i pervivéncia de plantules és forca reduida (Generalitat
Valenciana, 1992, s.d.), fet que complica la recuperacié d’una poblacié davant una
hipotética agressidé d’origen natural o antropic.
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- Problemes externs a I’especie:

Un dels problemes “classics” comuns a totes les especies que es consideren rares €s
el de les herboritzacions massives. La inaccessibilitat de moltes de les poblacions de
Petrocoptis ha evitat eficagment aquest fenomen. La llista de material d’herbari, pero,
(cf. punt 1.3.1.4.) demostra la pressio de les recol-leccions sobre les poblacions més
accessibles, on, efectivament, en el moment de redactar aquesta memoria, és una planta
forca rara. Aquest és el cas de la localitat classica de P. pardoi, el Santuari de Nostra
Senyora de la Balma, que ha estat literalment “expoliada” durant el present segle.
Durant la nostra visita, que va tenir lloc al febrer de 2000, no vam comptabilitzar més
d’una vintena d’individus. El mateix fenomen ha succeit amb la localitat classica de P.
montsicciana, el pas de Terradets. Un altre dels problemes que es deriven de I’activitat
humana és el risc d’incendis forestals, doncs moltes vegades les parets que ocupa
Petrocoptis estan rodejades d’una densa vegetacio.

P. montsicciana també presenta una serie de riscos particulars, com és la presencia
de nombroses vies d’escalada a I’habitat de I’espécie, que poden malmetre alguns dels
individus. Un altre dels perills és la recent instal-laci6 d’una passarel-la metal-lica, forca
transitada, al marge esquerra del Segre, molt a prop de la presa de Camarasa, i a on
molts individus queden a I’abast de la ma (fig. 11). Un altre factor de risc son les obres
de millora de la carretera que comunica Tremp amb Balaguer, on recentment s’ha dut a
terme una modificacié d’aquesta. Fruit d’aquestes obres s’ha produit la desaparicio
fisica de I’indret conegut com la Font de les Bagasses —localitat citada tradicionalment—
i la instal-lacié de xarxes de contencié d’enderrocaments a algunes de les parets on viu
I’especie. D’altres obres de gran abast previstes, com ara la millora de la via férria
Balaguer-Pobla de Segur, i la possible creaci6é de nous embassaments o modificacid dels
actuals, signifiquen una amenaca evident per a les poblacions de P. montsicciana. Cal
mencionar també que la realitzacio de preses i embassaments en els estrets pre-pirinencs
ha afectat, per inundacid, un nombre indeterminat d’individus.

Problemes de conservacio similars es presenten amb les localitats de P. pardoi. A la
carretera que uneix Aiguaviva amb Sorita s’han eixamplat alguns trams, i es preveuen
noves obres, que podrien afectar les poblacions que estan més a la vora de la carretera.

Grau d’amenaca: P. montsicciana ha estat inclosa per Séez et al. (1998) dins la
categoria vulnerable (VU) de la UICN. Dita inclusié es recolza en el compliment de la
premisa D2 (UICN, 1994): “poblacié caracteritzada per una aguda restriccio en la seva
area d’ocupacio (tipicament menor a 100 km?) o en el nombre de localitats (tipicament
menys de 5). D’aquesta manera el taxon té possibilitats d’ésser afectat per les activitats
humanes (o per esdeveniments estocastics amb un impacte ageujat per I’home) dins un
periode de temps molt curt en un futur imprevisible, arribant a estar en perill critic o
extingit en un temps molt breu”. A I’Arag0, tant P. montsicciana com P. pardoi estan
inclosos dins la categoria vulnerable (Sainz et al., 1996) de la IUCN.
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FIG. 11. Passarel-la metal-lica a la presa de Camarasa.

Figures de proteccid legal i conservacid in-situ: A nivell de Catalunya, P.
montsicciana esta llistada dins els taxons de la flora estrictament protegits pel Pla
d’Espais d’Interes Natural (PEIN; Decret 328/1992, publicat al DOGC num. 1714, d’1
de marg de 1993, annex 3). Algunes de les localitats on trobem I’espécie estan incloses
dins el llistat d’espais protegits pel PEIN, el que els déna un cert nivell de proteccié a
nivell de territori. La normativa del PEIN recull una serie de prohibicions i normes de
proteccié per a aquests espais. La serra del Montsec, on trobem el major nombre de
localitats de P. montsicciana, és un espai inclos dins el PEIN, pero no s’inclou la part de
la serra que és administrativament aragonesa. També és un espai del PEIN I’anomenat
Aiguabarreig Segre-Noguera Pallaresa, on trobem les localitats properes a
I’embassament de Camarasa i la localitat de Sant Lloreng de Montgai. L’espai PEIN
serra del Montsec inclou la Reserva Natural Noguera Ribagor¢cana-Montrebei, on hi ha
algunes poblacions de P. montsicciana, i actualment adquirida per la Fundacioé Territori
I Paisatge (Caixa de Catalunya) (J. Sargatal, com. pers.).

D’altra banda, P. montsicciana esta inclosa a I’annex 2 de la Directiva Habitats
(Directiva 92/43/CEE, de 21 de maig de 1992). La Directiva habitats representa una de
les figures de protecci6 més importants en el territori de la Unid europea per a la
conservacio dels habitats naturals i de la fauna i flora silvestres. Posteriorment, el
Consell de les Comunitats Europees ha aprovat la Directiva 97/62/CE, de 27 d’octubre
de 1997, que modifica la Directiva 92/43/CEE. P. montsicciana també és una espécie
inclosa en I’annex | de la revisio del Conveni de Berna (Stuttgart, 6 de marg de 1992).
En el darrer eshorrany de la “Lista roja de la flora vascular espafiola” (28 de juny de
2000) es torna a classificar I’espécie en la mateixa categoria.

Cal destacar especialment la estratégia de conservacié in-situ que s’ha posat en
marxa recentment en la localitat més nombrosa de P. pardoi (5000 individus estimats,
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segons la Generalitat Valenciana, s.d.), el Barranc de la Mare de Déu, molt a prop del
Santuari de Nostra Senyora de la Balma. Es tracta de la creacié d’una microreserva
botanica dins el projecte LIFE (financat per fons de la Uni6 Europea).

Conservacio ex-situ: Al laboratori de Botanica de la Facultat de Farmacia es disposa
de granes de P. montsicciana recol-lectades directament del camp degudament
classificades i emmagatzemades (banc de germoplasma), de les quals es van dur a terme
recentment assajos de germinacié. També hi ha grana disponible de la mateixa especie a
I’Escola Tecnica Superior d’Enginyers Agronoms de Madrid (Sainz et al., I.c.).

1.5. INTERES MEDICINAL

La familia de les cariofil-lacies no ha destacat tradicionalment pel seu aprofitament
medicinal. No obstant, estudis recents de farmacologia experimental han posat en
evidencia que alguns membres d’aquesta familia tenen valuoses propietats
terapeutiques.

Tenim un exemple en els extractes metanolics de Drymaria cordata Willd., que han
demostrat una activitat antitussiva comparable al fosfat de codeina (Mukherjee et al.,
1997). D’altra banda, els extractes de les llavors de Vaccaria segetalis (Neck.) Garcke
ex Asch. i els peptids ciclics que s’obtenen d’aquests, presenten activitat estrogenica
(Itokawa et al., 1995).

El genere Petrocoptis presenta un enorme interés des del punt de vista medicinal,
donat que s’han aillat de diferents especies del genere una serie de proteines
inactivadores de ribosomes (les anomenades RIP’s) amb potencials aplicacions en la
terapéutica del cancer i de la SIDA (Arias, 1994). Les RIP’s son N-glicosidases que
depurinen el rRNA 28 S als mamifers, el que produeix una inhibici6 irreversible de la
sintesi proteica. Algunes RIP’s també depurinen el rRNA 25 S en plantes i el rRNA 23
S en bacteris. Les RIP’s es classifiquen en tres categories:

- Tipus 1: s6n enzims d’una sola cadena, generalment sense toxicitat.

- Tipus 2: sén enzims formats per dues cadenes, unides mitjangcant ponts disulfur,

de les quals una és una lectina mentre que I’altra és una N-glicosidasa equivalent
a una RIP de tipus 1. Algunes son toxiques i d’altres no.

- Tipus 4: formades per quatre cadenes organitzades en dos dimers, cadascun dels

quals és equivalent a una RIP de tipus 2. Poden ser toxiques 0 no toxiques.

Les RIP’s estan ampliament distribuides dins la familia de les cariofil-lacies. S’han
aillat a arrels, fulles i llavors de Saponaria officinalis L. (Ferreras et al., 1993)., a les
Ilavors de Saponaria ocymoides L. i Vaccaria pyramidata Medik. i a la planta sencera
de Petrocoptis grandiflora Rothm. i Petrocoptis glaucifolia (Lag.) Boiss.

La funcio de les RIP’s a la planta no es coneix amb exactitud. Es pensa que poden
actuar com a part d’un mecanisme de defensa enfront de virus i fongs, donades les seves
propietats antivirals i antifungiques.
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Sembla existir una amplia homologia de les seqliencies aminoacidiques amino-
terminals entre les RIP’s d’espécies de plantes que pertanyen a una mateixa familia,
perd aquesta disminueix molt quan comparem RIP’s entre diferents families. Aquesta
mancanga d’homologia entre families indica que el seu mecanisme d’accié no esta
gaire relacionat amb I’estructura primaria de I’extrem amino-terminal de la proteina.

Actualment s’han pogut aillar 3 RIP’s de les espéecies del génere Petrocoptis. De P.
grandiflora s’ha obtingut la petrograndina, i de P. glaucifolia la petroglaucina 1 i la
petroglaucina 2. En estudis de farmacologia experimental, les 3 RIP’s, que sén de tipus
1, inhibien ampliament la sintesi proteica en reticulocits lisats de conill i en d’altres
sistemes lliures de cel-lules eucariotiques, pero es mostraven totalment inactives en
ribosomes bacterians (Arias et al., 1992, 1994).

Les RIP’s s’estan usant avui com a components d’immunotoxines que s’administren
en terapia experimental de malalties com el cancer i la SIDA. De fet, RIP’s del tipus | es
troben a la fase Il d’assaigs clinics en pacients que pateixen la SIDA (Arias et al.,
1994). S’esta pensant també en introduir la seva seqtiencia en el genoma de plantes per
protegir aquestes enfront malalties de caire parasitic (Arias et al., 1992, 1994).
Finalment, cal esmentar que les RIP’s podrien ser utils per a la realitzacio d’estudis
bioquimics de ribosomes, especialment de plantes, perd també d’altres organismes
(Arias et al., 1992).

2. PLANTEJAMENT | OBJECTIUS

El plantejament general del nostre estudi és I’analisi de la diversitat genética en
diferents poblacions de dues espécies molt similars morfologicament del génere
Petrocoptis, P. montsicciana i P. pardoi. Estudis recents (Mayol, 1998; Mayol i
Rosselld, 1999) semblen indicar que en realitat es tractaria d’una Unica espécie, motiu
pel qual el processat de les dades s’ha fet conjuntament per les diferents poblacions
d’ambdues especies. A més, en I’extrem que es tractés de dues especies diferents, el
mode d’actuar tampoc seria incorrecte perque I’estudi de la variabilitat isoenzimatica el
portem a terme a nivell de poblacio i no a nivell d’espécie, el que tracta les diferents
poblacions com a unitats especifiques d’estudi sense tenir en compte a quina espécie
pertanyen.

Els objectius especifics del nostre estudi son els seguents:

1. Analitzar la diversitat genetica de quatre poblacions de P. montsicciana
representatives de la seva area de distribucio.

2. Analitzar la diversitat genética de tres poblacions de P. pardoi.

3. Intentar discernir, en base a les dades de variabilitat isoenzimatica, si ambdues
especies son en realitat la mateixa espécie o, pel contrari, es manté la
tradicional barrera taxonomica entre aquestes.
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4. Inferir I’estat de conservacio en el que es troben les poblacions de P.
montsicciana i P pardoi, i proposar mesures per a la seva conservacio.

3. MATERIAL | METODES

3.1. MATERIAL

Les fulles d’individus, preferentment joves, ha estat el material que hem emprat per a
dur a terme els assajos d’electroforesi d’isoenzims en les dues especies de Petrocoptis,
P. montsicciana i P. pardoi. La recol-leccié de mostres i la realitzacio dels experiments
es féu en dues etapes, una primera durant els primers mesos del 1999 i una segona a
I’any present. Durant el 1999 es mostrejaren dues de les quatre poblacions de P.
montsicciana objecte dels nostre estudi, la primera situada a les immediacions de la
presa de Camarasa i la segona a les parets del congost de Terradets. Durant els mesos de
febrer i mar¢ de 2000 s’han mostrejat dues poblacions mes de I’espécie, una localitzada
al congost de Mont-rebei i I’altra a prop de la Méra Comdal (nord de la comarca del
Solsoneés). Les quatre poblacions de P. montsicciana es troben suficientment allunyades
entre si (les dues més properes estan separades per 15 km) per ser prou representatives
de I’area de distribucié de I’especie (taula 6). Respecte P. pardoi, el mostreig s’ha dut a
terme en tres localitats diferents de la conca del riu Bergantes. La localitat més al nord
I’hem anomenat Aiguaviva, per la proximitat a aquesta poblacié, administrativament
aragonesa. La segona poblacio, més al sud, és la localitzada al paratge conegut com
Cantal Badat. La localitat més meridional de les mostrejades és el Barranc de la Mare de
Déu, molt a prop de la localitat classica de I’especie (el Santuari de Nostra Senyora de
la Balma). Aquestes dues Ultimes localitats ja son dins el Pais Valencia (taula 7).

El nombre d’individus analitzats en cada poblaci6 és similar, al voltant dels 30
individus. L’ecologia de Petrocoptis, génere de fort caracter rupicola, ha ocasionat que
el mostreig hagi estat, en la majoria dels casos, forcosament lineal. Els individus no
sempre son a I’abast de la ma, el que comporta que els que creixen a una alcada
considerable des de la base de la paret no es puguin mostrejar.

Les fulles mostrejades es van dipositar dins uns sobres de paper perfectament
rotulats, i un cop al laboratori, es guardaren a la nevera a 4°C fins al moment de
realitzar els nostres experiments. Un cop realitzats, la mostra restant, en forma
d’extracte, es va dipositar al frigorific a -40°C per poder-la conservar a llarg termini.

TAULA 6. POBLACIONS DE P. MONTSICCIANA ESTUDIADES

Codi Poblacio Nombre d’individus mostrejats
CAM Panta de Camarasa 31
TER Congost de Terradets 21
MRB Congost de Mont-rebei 46
MCO La Méra Comdal 42
TOTAL =140
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TAULA 7. POBLACIONS DE P. PARDOI ESTUDIADES

Codi Poblacié Nombre d’individus mostrejats
CBD Cantal Badat 31
BAR Barranc de la Mare de Déu 30
AGV Aiguaviva 22
TOTAL = 83

3.2. METODOLOGIA

La metodologia que hem seguit per a dur a terme els nostres experiments s’explica
detalladament en el punt 2.3.2 del capitol Introduccié. Amb P. montsicciana, durant la
primera fase experimental (1999), es van assajar 21 enzims diferents amb les poblacions
de Camarasa i Terradets, dels quals se’n van resoldre 9 (14 loci en total). A la segona
fase experimental, han resolt amb suficient nitidesa tots aquests loci tant per les dues
poblacions restants de P. montsicciana com per les tres de P. pardoi. A més, hem
aconseguit interpretar 2 isoenzims més, DIA-1 i DIA-2, dels quals s’ha realitzat
I’electroforesi especifica per aquests dos loci amb extractes que guardavem congelats a
-40°C de les mostres de Camarasa i Terradets.

TAULA 8. ENZIMS ASSAJATS AMB P. MONTSICCIANA | P. PARDOI

Enzims assajats Resultats obtinguts ~ Gel emprat
(Abreviatura habitual, nom col-loquial, nom IUB i nom EC)
ACO / Aconitasa / Citrat (isocitrat) hidroliasa/ EC 4.2.1.3  Resolt Tris-citrat 7.0

ACP | Fosfatasa acida / Ortofosforico-monoéster  No resolt
fosfohidrolasa / EC 3.1.3.2

ADH / Alcohol deshidrogenasa / Alcohol; NAD" oxido-  Resolt Borat de liti 8.2
reductasa/EC 1.1.1.1

CAT / Catalasa / Peroxid d’hidrogen:peroxid d’hidrogen  No resolt
oxido-reductasa / EC 1.11.1.6

DIA / Diaforasa / NAD(P)H: (acceptor) oxido-reductasa/  Resolt Borat de liti 8.2
EC 1.6.99.-
EST / Estearasa/--/ EC 3.1.1.- No resolt

FDH / Format deshidrogenasa / Format; NAD" oxido-  No resolt
reductasa/EC 1.2.1.2

GDH / Glutamat deshidrogenasa / L-Glutamat:NAD"  No resolt
oxido-reductasa (desaminada) / EC 1.4.1.2

GOT o AAT / Glutamat oxalacetat transaminasa o0  Resolt Borat de liti 8.2
Aspartat amino-transferasa / L-Aspartat:2-oxoglutarat

amino-tranferasa / EC 2.6.1.1

IDH / Isocitrat deshidrogenasa / Isocitrat:NAD(P)" oxido-  No resolt
reductasa (descarboxilant) / EC 1.1.1.42 (forma NADP);

EC 1.1.1.41 (forma NAD)

LAP / Leucina amino-peptidasa / a-Aminoacil péptid  No resolt
hidrolasa / EC 3.4.11.1

LDH / Lactat deshidrogenasa / (S)-Lactat:NAD* oxido-  No resolt
reductasa/ EC 1.1.1.27
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MDH / Malat deshidrogenasa / (S)-Malat:NAD" oxido-
reductasa / EC 1.1.1.37

ME / Enzim malic / (S)-Malat:NADP* oxido-reductasa
(oxalacetat-descarboxilant) / EC 1.1.1.40

PGD o 6PGD / Fosfogluconat deshidrogenasa / 6-Fosfo-
D-gluconat / NADP* 2-0xido-reductasa / EC 1.1.1.44

PGI / Fosfoglucoisomerasa / D-Glucosa-6-fosfat cetol-
isomerasa/EC 5.3.1.9

PGM / Fosfoglucomutasa / a-D-Glucosa 1,6-fosfomutasa
/EC5.4.22

PRX / Peroxidasa / Donador:peroxid d’hidrogen oxido-
reductasa / EC 1.11.1.7

RBC / Ribulosa bifosfat carboxilasa (Rubisco) / 3-Fosfo-
D-glicerat carboxilasa (dimeritzant) / EC 4.1.1.39

SKD / Xiquimat deshidrogenasa / Xiquimat: NADP+ 3-
oxido-reductasa / EC 1.1.1.25

TPI / Triosa-fosfat isomerasa / D-Gliceraldehid-3-fosfat
cetol-isomerasa/ EC 5.3.1.1

Resolt

Resolt

Resolt

Resolt

Resolt

Resolt

No resolt

No resolt

No resolt

Histidina-citrat 5.7

Tris-citrat 7.0

Histidina-citrat 5.7

Tris-citrat 7.0

Histidina-citrat 5.7

Tris-citrat 7.0

4. RESULTATS

4.1. INTERPRETACIO DELS ZIMOGRAMES

Els fenotips isoenzimatics s’han interpretat genéticament d’acord amb els principis
estandard (Wendel i Weeden, 1989) (fig. 12). Dels 21 enzims assajats, se n’han resolt i
pogut interpretar 10 amb un total de 16 loci, els zimogrames dels quals s’analitzen a

continuacio.

Aco-1 —

aa bb

Aco-2 -

aa bb cC
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Adh

Dia-2

Dia-3

Aat

Idh

aa

aa

aa

aa

aa

bb
-
ab bb:cc:
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Mdh-1

Mdh-4

Me

6Pgd-1

aa

aa

aa

aa

ab bb

ab bb bc

ab bb bc ccC cd
bb bc cc dd de
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6Pgd-2 I
aa ab bb bc cC cd
Pgi-2 —
aa ab bb bc cc
Pgm-1 —
aa ab bb bc cc cd
Pgm-2 S
aa bb bc bd cc dd
Prx-1 — —

aa ab bb bc cc
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Prx-2 — —

aa ab bb bc cc

FIG. 12. Zimogrames obtinguts per als isoenzims assajats en P. montsicciana i P. pardoi, amb la seva
interpretacio genotipica.

Aconitasa (ACO):

L’ACO a les plantes diploides és un enzim monomeric (la seva estructura
quaternaria consta d’una Unica subunitat estructural), que sol presentar entre una i tres
regions d’activitat (isoenzims) distribuides al citosol i als mitocondris. Els zimogrames
de I’aconitasa, tal com apunta Garnatje (1995), sovint son dificils d’interpretar per
diverses raons, com ara la complexitat dels patrons de bandes, la comigracié de les
bandes i la poca intensitat de tincio. A les dues especies de Petrocoptis, detectem dos
isoenzims (ACO-1 i ACO-2), amb una mobilitat electroforetica molt similar (fig. 13).
Els al-lels dels dos sistemes de vegades s’encavalquen parcialment, fet que, juntament
amb la poca intensitat amb que es tenyeixen les bandes, ens ha complicat la
interpretacio d’alguns gels. Cal destacar el fet que no detectem individus heterozigots
per als dos isoenzims en cap de les poblacions estudiades.

L’isoenzim més anodic (ACO-1) és polimorfic en totes les poblacions de Petrocoptis
excepte a la poblaci6 de Terradets, on sol presenta I’al-lel a.

L’isoenzim més catodic (ACO-2) també mostra polimorfisme en totes les poblacions
excepte a Terradets, amb un maxim de 3 al-lels a les poblacions de Mont-rebei, la Mdra
Comdal i Cantal Badat.

HE st eleg i il

FIG. 13. Zimograma de I’enzim ACO.
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Alcohol deshidrogenasa (ADH):

L’ADH a les plantes diploides és un enzim dimeéric (la seva estructura quaternaria
consta de dues subunitats estructurals), que sol presentar entre una i tres regions
d’activitat (isoenzims) localitzades al citosol. En Petrocoptis, Unicament es detecta un
isoenzim, que surt amb prou nitidesa. Cal destacar dos fets de prou rellevancia: (1)
I’absencia de fenotips heterozigots en cap de les poblacions, i (2) que totes set
poblacions son monomorfiques. Ara bé, totes les poblacions presenten I’al-lel a excepte
Camarasa, que mostra exclusivament I’al-lel b (fig. 14). El locus Adh pot esdevenir un
bon marcador d’origen geografic, fet ja observat anteriorment en P. montsicciana
(Simon et al., 1999).

r ; a1 AL
FIG. 14. Zimograma de I’enzim ADH.

Diaforasa (DIA):

La diaforasa és un enzim que es pot presentar en forma de monomer, de dimer o de
tetramer, que pot presentar entre 1 i 4 isoenzims, els quals poden estar localitzats en
diferents compartiments subcel-lulars (citosol, plastidis i mitocondris). En les dues
espécies de Petrocoptis, als gels de midd podem observar tres regions d’activitat, de les
quals dnicament dues son interpretables (DIA-2 i DIA-3) amb una mobilitat
electroforetica bastant similar. L’isoenzim meés anodic (DIA-1) no I’hem pogut
interpretar perqué no sempre es tenyia adequadament (fig. 15).

L’isoenzim més anodic dels interpretables (DIA-2) és polimorfic en totes les
poblacions excepte a Aiguaviva, on sol presenta un al-loenzim. Presenta un maxim de 4
al-lels a Mont-rebei, Gnica poblaci6é que mostra I’al-lel a.

L’isoenzim meés catodic (DIA-3) mostra polimorfisme en totes les poblacions de
Petrocoptis. Cal destacar que I’al-loenzim a Unicament s’ha detectat a la poblacié de
Barranc de la Mare de Déu.
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FIG. 15. Zimograma de I’enzim DIA.

Aspartat amino-transferasa (AAT):

Es tracta d’un enzim dimeric que pot presentar fins a quatre zones d’activitat i de
localitzaci6 subcel-lular diversa (citosolica, plastidial, mitocondrial i als microcossos).
En les dues espécies de Petrocoptis, sol s’observa una zona d’activitat, fixada en sis de
les set poblacions de I’especie. La poblacié de Camarasa és I’Unica que presenta tres
al-loenzims diferents i també I’Unica que presenta fenotips heterozigots (fig. 16). La
resta d’individus analitzats sén tots homozigots per a un nic al-lel (el c).

, gt PP

FIG. 16. Zimograma de I’enzim AAT.

Malat deshidrogenasa (MDH):

La MDH és un enzim dimeric amb un patr6 de bandes que sol presentar tres
isoenzims. La localitzacié subcel-lular d’aguest enzim és variable (citosolica,
mitocondrial i als microcossos). La interpretacio genética del patr6 de bandes d’aquest
enzim habitualment resulta extremadament complexa, fet que es deu a tota una serie de
factors. En primer lloc, és freqiient que alguns loci d’aquest enzim presentin
duplicacions (Gottlieb, 1982), com també sén molt comuns els encavalcaments que es
produeixen entre bandes de diferents regions com a consequéncia de petites diferencies
entre els individus (Doebley et al., 1986). Aquestes irregularitats poden ser atribuides a
un possible canvi de conformaci6 post-transcripcional de la proteina (Goodman et al.,
1981; Doebley et al., l.c.), pero també podrien estar associades a artefactes provocats
per les condicions d’extraccio, a anomalies del mateix gel o a distorsions a causa del
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corrent electric (Crawford i Wilson, 1977; Gottlieb, 1981; Tanskley, 1984; Weeden,
1984; Harry, 1986). La complexitat dels fenotips pot incrementar-se també per
I’aparicié de bandes secundaries produides per complexos amb cofactors o ions
(Arulsekar et al., 1986), la formacid de dimers intergenics entre gens actius en el mateix
compartiment cel-lular (Gottlieb, I.c.) i la presencia d’al-lels nuls (Goodman el al., I.c.).
En les dues espécies de Petrocoptis, hem detectat quatre regions d’activitat (MDH-1,
MDH-2, MDH-3 i MDH-4) amb una mobilitat electroforetica molt similar, de manera
que practicament no hi ha separacio entre elles. Donada la complexitat de les bandes,
hem descartat la interpretacié dels isoenzims MDH-2 i MDH-3. La MDH-1 presenta
Unicament 2 al-lels, mentre que el sistema MDH-4 presenta 3 al-loenzims (fig. 17).

FIG. 17. Zimograma de I’enzim MDH.

Enzim malic (ME):

Es tracta d’un enzim sempre tetrameéric (format per quatre subunitats estructurals) en
les plantes diploides, que fenotipicament tan sols mostra una regié d’activitat de
localitzacio citosolica. En les espécies que estudiem, només hem observat una unica
regié d’activitat, de dificil interpretacidé degut a que les bandes apareixen poc nitides i
Ileugerament patinades. Tot i aixo, hem pogut concloure que és un enzim amb un patré
de bandes forca variable, que presenta fins a quatre al-lels (fig. 18). Es remarcable el fet
que les bandes d’aquest isoenzim es destenyeixen rapidament, per tant no s’hauria
d’esperar massa per procedir a I’interpretacio dels fenotips. Caujapé (1995), Bosch
(1999) i Membrives (2000) han reportat una absencia d’individus heterozigots en
especies anuals; Bosch (l.c.) pero troba fenotips heterozigots en especies perennes com
Delphinium bolosii i Delphinium montanum. Nosaltres trobem alguns individus
heterozigots en els gels, no obstant P. montsicciana i P. pardoi son dues especies
perennes. Teoricament s’esperarien 5 bandes en els individus heterozigots pero la
resolucio que obtenim no és suficient per comprovar-ho.
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FIG. 18. Zimograma de I’enzim ME.

Fosfogluconat deshidrogenasa (6PGD):

Es un enzim diméric que generalment presenta dues regions d’activitat distribuides
al citosol i als plastidis. Els zimogrames de Petrocoptis mostren dues regions d’activitat
(6PGD-1 i 6PGD-2) forca separades entre elles (fig. 19).

Hem identificat 5 al-lels al sistema 6PGD-1, dels quals d i e son exclusius de la
poblacié de Mont-rebei. Al sistema 6PGD-2 s’han identificat 4 al-lels; I’Gnica poblacio
on hi son presents tots quatre és Aiguaviva, i és un isoenzim monomorfic a Camarasa i
Terradets. La 6PGD és en general un enzim de facil interpretacié puix que les bandes
surten forca nitides.

AT RN RLLE

FIG. 19. Zimograma de I’enzim 6PGD.

Fosfoglucoisomerasa (PGI):

La PGI és un enzim dimeric en plantes diploides, que presenta habitualment dos
isoenzims de localitzacié citosolica i plastidica. En les dues espécies de Petrocoptis, en
els gels de midé podem observar dos sistemes de mobilitat electroforética relativament
diferent (PGI-1 i PGI-2), dels quals sol hem pogut interpretar la PGI-2 (fig. 20). El
sistema enzimatic més anodic (PGI-1) no sempre I’hem pogut resoldre, de vegades
perque no surt amb prou nitidesa, les bandes apareixen patinades o simplement aquestes
no es tenyeixen. Per tant, aquest sistema no s’ha tingut en compte en [I’analisi
isoenzimatica.

A la PGI-2 podem visualitzar 3 al-loenzims. Es un isoenzim que presenta
polimorfisme a les poblacions de Camarasa, Terradets i la Méra Comdal, pero és
monomorfic a Mont-rebei (poblacio fixada per I’al-lel b) i a les tres poblacions de P.
pardoi (fixades per I’al-lel a).
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- FIG 20. Zimograma de I’enzim PGI.

Fosfoglucomutasa (PGM):

Es tracta d’un enzim de naturalesa monomeérica, que sol presentar dues regions
d’activitat de localitzacié citosolica i plastidica. En P. montsicciana i P. pardoi
detectem dues zones d’activitat que hem identificat com a dos isoenzims (PGM-1 i
PGM-2) (fig. 21). L’isoenzim més anodic (PGM-1), és polimorfic en totes les
poblacions, i presenta un maxim de 4 al-loenzims, mai presents tots quatre dins una sola
poblaci6. L’isoenzim més catodic (PGM-2) també mostra polimorfisme en totes les
poblacions de Petrocoptis. Cal destacar que totes les poblacions presenten el mateix
al-loenzim (el b) com el més comu.

Lleugerament per sota les bandes perfectament nitides de la PGM-2, s’entreveuen
unes bandes rudimentaries que fan sospitar un tercer sistema que no es resol (poc
probable puix que no tenim constancia de la descripcio de tres sistemes per a la PGM) o
bé, tal com descriu Garnatje (1995), podria tractar-se de la 6PGD, que es tenyeix a quan
s’utilitza com a substrat el 6-fosfogluconat, que és un producte format en la reaccio que
catalitza la PGM

et ek

TRl

FIG. 21. Zimograma de I’enzim PGM.

Peroxidasa (PRX):

La peroxidasa és un enzim que pot tenir una estructura quaternaria monomerica o
dimérica, i amb un nombre d’isoenzims molt variable (entre 2 i 13), que poden estar
localitzats tant al citosol com a la paret cel-lular. En les dues especies de Petrocoptis
estudiades, hem detectat dues zones d’activitat, destacant el fet que una ha presentat la
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migracié anodica habitual (PRX-1) mentre que I’altra ha mostrat una migracio catodica
(PRX-2), gens habitual en els experiments d’electroforesi d’isoenzims (figs. 22 i 23).

La PRX-1 és un isoenzim que presenta polimorfisme en totes les poblacions excepte
Barranc de la Mare de Déu i Aiguaviva, on és monomorfic per I’al-loenzim b. La PRX-
2 en canvi és polimorfica en totes les poblacions. Ambdds isoenzims mostren fins a 3
al-loenzims cadascun. Tant en un com en I’altre isoenzim és dificil de discernir si sén de
naturalesa monomerica o dimeérica, puix que no s’observa clarament si els fenotips
heterozigots presenten dues o tres bandes.

FIG. 22. Zimograma de I’isoenzim PRX-1 (migracio anodica).

FIG. 23. Zimograma de I’isoenzim PRX-2 (migracio catodica).

4.2. VARIABILITAT GENETICA

Riquesa i distribucié al-leliques: Entre les dues espécies estudiades, s’han detectat
un total de 53 al-lels, distribuits entre els 16 loci que hem interpretat (taula 9). Si fem
I’analisi al-lélica separant les dues espécies, P. montsicciana presenta 49 al-lels, mentre
que P. pardoi en presenta 39, i sén 35 els al-lels comuns a les dues especies. Podem
parlar d’al-lels privats tant a nivell d’especie com a nivell de poblacié. P. montsicciana
mostra 14 al-lels que no trobem a P. pardoi, mentre només hi ha 4 al-lels de P. pardoi
que no apareixen a les diferents poblacions de P. montsicciana. Si contemplem els
al-lels privats a nivell de poblaci6 considerant les dues espécies com a una sola, hi ha
tres poblacions que no en tenen (Terradets, Méra Comdal i Cantal Badat). La poblacid
de Camarasa és la que mostra més al-lels privats, quatre concretament (Adh b, Aat a,
Aat b i Mdh-4 c). Mont-rebei té tres al-lels privats (Dia-2 a, 6Pgd-1 d i 6Pgd-1 e),
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mentre que les dues poblacions restants, el Barranc de la Mare de Déu i Aiguaviva, sol
en poseeixen un (Dia-3 a i 6Pgd-2 d, respectivament) (taula 10). La poblacié més rica
en quant a nombre d’al-lels és la Mdéra Comdal (39 al-lels), mentre les més pobres sén
Terradets i Barranc de la Mare de Deéu (29 al-lels). En posicions intermedies figuren
Aiguaviva (31), Camarasa i Cantal Badat (33) i Mont-rebei (38 al-lels).

TAULA 9. FREQUENCIES AL-LELIQUES OBSERVADES PER 16 LOCI A LES 5 POBLACIONS DE
PeTrROCOPTIS. CAM: CAMARASA; TER: TERRADETS; MRB: MONT-REBEI,
MCO: MOrRA CoMDAL; CBD: CANTAL BADAT; BAR: BARRANC MARE DE DEU;
AGV: AIGUAVIVA.

POBLACIONS
Locus Al-lel P. montsicciana P. pardoi

CAM  TER MRB MCO CBD BAR AGV
(N=31) (N=21)  (N=46) (N=42)  (N=31) (N=30) (N=22)

Aco-1 a 0,935 1,000 0,848 0,929 0,903 0,933 0,955
b 0,065 0,000 0,152 0,071 0,097 0,067 0,045

Aco-2 a 0,065 0,000 0,087 0,095 0,323 0,067 0,045
0,935 1,000 0,891 0,857 0,645 0,933 0,955

c 0,000 0,000 0,022 0,048 0,032 0,000 0,000

Adh a 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
b 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Dia-2 a 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000
b 0,048 0,024 0,043 0,702 0,000 0,000 0,000

c 0,952 0,881 0,913 0,298 0,871 0,917 1,000

d 0,000 0,095 0,022 0,000 0,129 0,083 0,000

Dia-3 a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,167 0,000
b 0,065 0,000 0,043 0,155 0,194 0,200 0,000

c 0,935 0,762 0,924 0,821 0,806 0,633 0,864

d 0,000 0,238 0,033 0,024 0,000 0,000 0,136

Aat a 0,032 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,548 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

c 0,419 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Mdh-1 a 0,000 0,000 0,000 0,357 1,000 0,050 0,955
b 1,000 1,000 1,000 0,643 0,000 0,950 0,045

Mdh-4 a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,984 0,000 0,955
0,871 1,000 1,000 1,000 0,016 1,000 0,045

c 0,129 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Me a 0,177 0,095 0,076 0,024 0,065 0,000 0,068
0,710 0,833 0,652 0,679 0,710 0,800 0,545

c 0,113 0,071 0,250 0,238 0,226 0,200 0,386
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d 0,000 0,000 0,022 0,060 0,000 0,000 0,000

6Pgd-1 a 0,839 0,143 0,000 0,071 0,000 0,133 0,182
b 0,161 0,857 0,043 0,095 0,097 0,150 0,341

c 0,000 0,000 0,870 0,833 0,903 0,717 0477

d 0,000 0,000 0,076 0,000 0,000 0,000 0,000

e 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000 0,000 0,000

6Pgd-2 a 0,000 0,000 0,076 0,429 0,065 0,000 0,045
b 1,000 1,000 0,685 0,571 0,726 0,050 0,182

c 0,000 0,000 0,239 0,000 0,210 0,950 0,523

d 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,250

Pgi-2 a 0,548 0,619 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000
b 0,435 0,381 1,000 0,107 0,000 0,000 0,000

0,016 0,000 0,000 0,893 0,000 0,000 0,000

Pgm-1 a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,355 0,583 0,364
b 0,000 0,357 0,467 0,262 0,629 0,417 0,636

c 0,839 0,500 0,533 0,726 0,016 0,000 0,000

d 0,161 0,143 0,000 0,012 0,000 0,000 0,000

Pgm-2 a 0,000 0,048 0,109 0,048 0,000 0,000 0,000
b 0,758 0,762 0,891 0,833 0,903 0,967 0,932

C 0,226 0,190 0,000 0,071 0,097 0,000 0,068

d 0,016 0,000 0,000 0,048 0,000 0,033 0,000

Prx-1 a 0,145 0,000 0,043 0,071 0,000 0,000 0,000
0,855 0,643 0,837 0,440 0,968 1,000 1,000

c 0,000 0,357 0,120 0,488 0,032 0,000 0,000

Prx-2 a 0,565 0,310 0,109 0,036 0,032 0,000 0,000
0,435 0,690 0,859 0,810 0,871 0,800 0,932

c 0,000 0,000 0,033 0,155 0,097 0,200 0,068

N: Mida de la mostra per poblacio
L’al-lel més freqlient de cada locus esta subratllat

Parlant en termes de raresa al-lelica, en totes les poblacions trobem al-lels rars si
prenem en consideracié que un al-lel rar és aquell que es troba en freqliencia < 0.05. En
canvi, si prenem com a llindar de raresa una fregiiéncia < 0.01, no trobem al-lels rars en
cap de les poblacions analitzades (taula 10). La poblacié mes prolifica en quant a al-lels
rars és Mdra Comdal (7 al-lels rars), mentre la que en presenta menys és Barranc de la
Mare de Déu, amb un dnic al-lel rar (Pgm-2 d).

Si prenem el criteri que un locus és polimorfic quan presenta més d’un al-lel,
Camarasa i Mora Comdal son les poblacions amb més loci polimorfics (13 dels 16 loci
totals). Cantal Badat té 12 loci polimorfics, i Mont-rebei, Barranc de la Mare de Déu i
Aiguaviva 11. La poblacié amb més loci fixats és Terradets (9 loci polimorfics i 7 loci
fixats). 6 loci sén polimorfics en totes les poblacions (Dia-3, Me, 6Pgd-1, Pgm-1, Pgm-
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2 i Prx-2), mentre que només hi ha un locus monomorfic comu a totes 7 poblacions
(Adh). Es forca curi6s el monomorfisme de Adh, on la poblacié de Camarasa presenta
I’al-lel a i la resta de poblacions mostren I’al-lel b. El locus Adh pot esdevenir un bon
marcador d’origen geografic, fet ja observat anteriorment en P. montsicciana (Simon et
al., 1999). Si fem I’analisi del polimorfisme separant les dues espécies, P. montsicciana
no té cap loci estrictament monomorfic, si en canvi P. pardoi, que en té tres (Adh, Aat i
Pgi-2).

El locus més variable és 6Pgd-1, que presenta un maxim de 5 al-lels, i els loci menys
variables son Aco-1, Adh i Mdh-1, amb 2 al-lels.

TAULA 10. ANALISI AL-LELICA PER LOCUS EN LES DIFERENTS POBLACIONS DE PETROCOPTIS ESTUDIADES

Locus CAM TER
A. méscoml A. privats* A. rars® A.rars’ A.méscomd A. privats* A.rars® A.rars’

Aco-1 a a
Aco-2 b b
Adh b b a
Dia-2 c b c b
Dia-3 c c
Aat b a,b a c
Mdh-1 b b
Mdh-4 b c b
Me b b
6Pgd-1 a b
6Pgd-2 b b
Pgi-2 a c a
Pgm-1 c c
Pgm-2 b c b a
Prx-1 b b
Prx-2 a b

TAULA 10. (Continuacio)

Locus MRB MCO
A. méscoml A. privats* A. rars® A.rars A.méscomd A. privats* A.rars® A.rars’

Aco-1 a a
Aco-2 b c b c
Adh a a
Dia-2 C a a,b,d b
Dia-3 c bd c d
Aat c c
Mdh-1 b b
Mdh-4 b b
Me b d b a
6Pgd-1 c de b c
6Pgd-2 b b
Pgi-2 b c
Pgm-1 c c d
Pgm-2 b --- --- b --- ad
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Prx-1 b a c
Prx-2 b c b a

TAULA 10. (Continuacio)

Locus CcDB BAR
A. més comU A. privats* A. rars® A.rars” A.méscomU A. privats* A.rars® A.rars’

Aco-1 a a
Aco-2 b c b
Adh a a
Dia-2 c c
Dia-3 c c a
Aat c c
Mdh-1 a b
Mdh-4 a b b
Me b b
6Pgd-1 c c
6Pgd-2 b c
Pgi-2 a a
Pgm-1 b c a
Pgm-2 b b d
Prx-1 b c b
Prx-2 b a b
TAULA 10. (Continuaci6)
Locus AGV

A. més comU A. privats* A. rars® A.rars’
Aco-1 a b
Aco-2 b a
Adh a
Dia-2 c
Dia-3 c
Aat c
Mdh-1 a b
Mdh-4 a b
Me b
6Pgd-1 c
6Pgd-2 c a
Pgi-2 a
Pgm-1 b
Pgm-2 b
Prx-1 b
Prx-2 b

*Al-lels privats: aquells Gnicament presents en aquella poblacié
Al-lels rars: per a considerar un al-lel rar hem pres dos criteris: que es trobi en una fregtiéncia < 0.05 (%) i
en una fregiiéncia < 0.01 (°)

Parametres descriptors basics de diversitat genética: La diversitat genetica s’ha
calculat per a totes les poblacions objecte del nostre estudi. De les 7 poblacions
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estudiades, la que presenta més variabilitat genética es la de la Méra Comdal (P = 81,3,
A=24, A, =28, Hy, =0,100, He = 0,291) i la que en presenta menys és la poblacio
d’Aiguaviva (P = 43,8, A=19, A, = 2,4, H, = 0,068, He = 0,175). Les fluctuacions en
els valors de P son elevades entre poblacions (taula 11), aixi també com les de Ai Ap.
Cal destacar el fet que, en totes les poblacions, els valors de He superen amb escreix els
de H,. H, mostra uns valors forca baixos a les poblacions de Barranc de la Mare de Déu
I Aiguaviva (0,069 i 0,068, respectivament). Si calculem la mitjana de les 7 poblacions,
els valors que obtenim son prou elevats per tractar-se d’especies endemiques de
distribucio restringida (P = 64,3, A= 2,1, A, = 2,5, H, = 0,100, He = 0,217). Si fem la
mitjana de les poblacions separant-les per especie, els valors de diversitat serien
Ileugerament més elevats en P. montsicciana que en P. pardoi (taula 11).

TAULA 11. PARAMETRES DESCRIPTORS BASICS DE DIVERSITAT GENETICA DE LES DIFERENTS
POBLACIONS DE PETROCOPTIS.

Poblacié N P A Ay H, He

CAM 31 75,0 2,1(0,2) 23 0,127 (0,043) 0,243 (0,047)
TER 21 56,3 1,8(0,2) 24 0,146 (0,061) 0,221 (0,055)
MRB 46 68,8 2,4(0,3) 3,0 0,111 (0,059) 0,202 (0,045)
MCO 42 81,3 2402 28 0,100 (0,039) 0,291 (0,046)
CcBD 31 62,5 2102 24 0,079 (0,039) 0,204 (0,046)
BAR 30 62,5 1,8(0,2) 2.2 0,069 (0,043) 0,175 (0,047)
AGV 22 43,8 190,20 24 0,068 (0,040) 0,198 (0,060)
Mitjana 31,8 64,3 2,1 2,5 0,100 0,217
Mitjana de P.

montsicciana 35 70,3 2,2 2,6 0,121 0,239
Mitjana de P.

pardoi 27,7 56,3 1,9 2,3 0,072 0,192

N: mida de la mostra; P: percentatge de loci polimorfics; A: nombre mitja d’al-lels per locus;
Ap: nombre mitja d’al-lels per locus polimorfic; H,: heterozigosi observada; H.: heterozigosi
esperada.

Equilibri de Hardy-Weinberg: Les proporcions genotipiques s’han comparat amb
les esperades sota equilibri de Hardy-Weinberg, mitjancant els parametres Ho, He i F,
per a tots els loci polimorfics en totes les poblacions estudiades. Hem utilitzat el test xi-
quadrat (x%) per avaluar les diferéncies estadistiques dels valors de F respecte a 0. De
80 tests efectuats entre les 7 poblacions, 19 mostren conformitat amb I’equilibri de
Hardy-Weinberg (quan P > 0.05, és a dir, no hi ha diferéncies significatives de F
respecte a 0). La resta de casos (61) son significativament diferents de les proporcions
esperades sota equilibri de Hardy-Weinberg, i en la majoria d’ells el valor de F és
positiu, que indica una deficiéncia d’heterozigots. Unicament el locus Pgi-1 de
Terradets i el Pgm-1 de Mont-rebei presenten excés d’heterozigots. (taula 12).
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TAULA 12. HETEROZIGOSI OBSERVADA (H,), HETEROZIGOSI ESPERADA (H) | INDEX DE FIXACIO DE
WRIGHT (F) PER A TOTS ELS LOCI POLIMORFICS EN CADA UNA DE LES POBLACIONS DE
PETROCOPTIS ESTUDIADES

Locus CAM TER MRB

Ho He F Ho He F Ho He F
Aco-1 0,000 0,123 1,000*** 0,000 0,000 0,000 0,261 1,000 ***
Aco-2 0,000 0,123 1,000*** 0,000 0,000 0,000 0,200 1,000 ***
Adh 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Dia-2 0,032 0,094 0,650ns 0,048 0,220 0,778 ** 0,000 0,165 1,000 ***
Dia-3 0,000 0,123 1,000*** 0,000 0,372 1,000*** 0,065 0,145 0,545 ***
Aat 0,323 0,531 0,382 ** 0,000 0,000 0,000 0,000
Mdh-1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Mdh-4 0,258 0,228 -0,148ns 0,000 0,000 0,000 0,000
Me 0,258 0,460 0,429 ** 0,333 0,298 -0,144ns 0,261 0,511 0,484 ***
6Pgd-1 0,000 0,275 1,000*** 0,000 0,251 1,000*** 0,022 0,239 0,908 ***
6Pgd-2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,065 0,473 0,861 ***
Pgi-2 0,548 0,518 -0,077ns 0,762 0,483 -0,615* 0,000 0,000
Pgm-1 0,000 0,275 1,000*** 0,333 0,617 0,446ns 0,935 0,503 -0,878 ***
Pgm-2 0,290 0,380 0,224 ns 0,000 0,390 1,000*** 0,000 0,196 1,000 ***
Prx-1 0,032 0,252 0,870*** (0,238 0,470 0,481ns 0,196 0,286 0,309 ***
Prx-2 0,290 0,500 0,410* 0,619 0,438 -0,448ns 0,239 0,253 0,043 ns
Mitjana 0,127 0,243 0,146 0,221 0,111 0,202

TAULA 12. (Continuacit)

Locus MCO CBD BAR

H, H., F H, H., F H, H., F
Aco-1 0,000 0,134 1,000*** 0,000 0,178 1,000*** 0,000 0,127 1,000 ***
Aco-2 0,000 0,257 1,000*** 0,000 0,487 1,000*** 0,000 0,127 1,000 ***
Adh 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Dia-2 0,071 0423 0,829*** (0,000 0,228 1,000*** 0,033 0,155 0,782 ***
Dia-3 0,072 0,304 0,762*** 0,000 0,317 1,000*** 0,000 0,540 1,000 ***
Aat 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Mdh-1 0,000 0,465 1,000*** 0,000 0,000 0,033 0,097 0,649*
Mdh-4 0,000 0,000 0,032 0,032 -0,016ns 0,000 0,000
Me 0,238 048 0/503** 0,000 0,448 1,000*** 0,000 0,325 1,000 ***
6Pgd-1 0,000 0,295 1,000*** 0,065 0,178 0,631 ** 0,033 0,454 0,925 ***
6Pgd-2 0,143 049 0,708 *** 0,161 0,432 0,621*** 0,033 0,097 0,649 *
Pgi-2 0,024 0,194 0,876*** 0,000 0,000 0,000 0,000
Pgm-1 0,548 0409 -0,356ns 0,613 0486 -0,282ns 0,633 0,494 -0,303ns
Pgm-2 0,000 0,299 1,000*** 0,129 0,178 0,262 ns 0,000 0,066 1,000 ***
Prx-1 0,214 0569 0,619*** 0,065 0,063 -0,033ns 0,000 0,000
Prx-2 0,286 0,323 0,106 ns 0,194 0,235 0,162 ** 0,333 0,325 -0,042ns
Mitjana 0,100 0,291 0,079 0,204 0,069 0,175

TAULA 12. (Continuacio)

Locus AGV
H, H. F
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Aco-1 0,000 0,089 1,000 **
Aco-2 0,000 0,089 1,000 **
Adh 0,000 0,000
Dia-2 0,000 0,000
Dia-3 0,000 0,241 1,000 ***
Aat 0,000 0,000
Mdh-1 0,000 0,089 1,000 **
Mdh-4 0,000 0,089 1,000 **
Me 0,091 0,561 0,834 ***
6Pgd-1 0,045 0,637 0,927 ***
6Pgd-2 0,045 0,644 0,928 ***
Pgi-2 0,000 0,000
Pgm-1 0,636 0474 -0,375ns
Pgm-2 0,136 0,130 -0,073ns
Prx-1 0,000 0,000
Prx-2 0,136 0,130 -0,073ns
Mitjana 0,068 0,198

La conformitat amb I’equilibri Hardy-Weinberg s’ha calculat amb I’analisi xi-quadrat: ns P>0.05,
*P<0.05, ** P<0.01,*** P<0.001.

Distribucio de la diversitat genetica: Els parametres més emprats per calibrar la
distribucio de la diversitat genetica dins i entre les poblacions d’espécies vegetals sén
els estadistics de diversitat génica de Nei (1973) (taula 13). Si fem I’analisi d’aquests
parametres sense diferenciar les 7 poblacions entre dues especies, obtenim uns valors de
diversitat total (Hy) forca elevats per tractar-se d’espécies endémiques (0,399). La
diversitat intrapoblacional (Hs) déna un valor de 0,219, mentre que la diversitat
interpoblacional és lleugerament inferior (Dst = 0,180). Es a dir, que la diversitat és
reparteix més o menys a parts iguals entre els components intra i interpoblacional (55 %
i 45 %, respectivament). El coeficient de diferenciacid génica reflecteix aquest 45 %
(Gst =0,451), i el flux génic (Ny,) despren un xifra molt petita (0,304).

Si fem I’analisi dels estadistics de Nei separant les poblacions entre les dues
espécies, obtenim uns valors forca similars, essent lleugerament superiors els de P.
montsicciana (Hr = 0,384, Hs = 0,239, Dst = 0,144 i Ggr = 0,376) respecte als de P.
pardoi (Ht = 0,298, Hs = 0,192, D¢t = 0,105 i Gst = 0,354).

Per intentar discernir fins a quin punt les 7 poblacions objecte del nostre estudi
pertanyen a la mateixa espécie o pel contrari ho fan a dues especies diferents, s’ha dut a
terme I’analisi jerarquica de Fsr mitjancant el programa BIOSYS-1. Els nivells de
jerarquia designats han estat el de poblacié i el d’espéecie. Com es pot comprovar a la
taula 15, la proporcid més alta de divergencia (Fxy) és la que es produeix entre les
poblacions respecte el total (Fxy = 0,370), mentre la component de divergéncia entre el
nivell d’especie i el total és minima (Fxy = 0,067). Aix0 ens indica que una subdivisio
de les poblacions en dues espécies tindria molt poc pes segons aquest parametre, ates
que la proporcio de divergencia entre ambdues espécies representaria Unicament al
voltant del 16 % del total de Fsr, mentre que la resta de divergencia és deuria a
diferéncies entre les propies poblacions.
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TAULA 13. DISTRIBUCIO DE LA DIVERSITAT GENETICA DINS | ENTRE POBLACIONS DE PETROCOPTIS.

Locus Hy Hs Dst Ggr
Aco-1 0,132 0,130 0,002 0,016
Aco-2 0,205 0,184 0,022 0,106
Adh 0,286 0,000 0,286 1,000
Dia-2 0,308 0,184 0,124 0,404
Dia-3 0,318 0,292 0,026 0,081
Aat 0,166 0,076 0,090 0,542
Mdh-1 0,506 0,093 0,413 0,816
Mdh-4 0,489 0,050 0,440 0,898
Me 0,457 0,441 0,016 0,034
6Pgd-1 0,651 0,332 0,319 0,490
6Pgd-2 0,595 0,306 0,289 0,486
Pgi-2 0,618 0,170 0,447 0,724
Pgm-1 0,703 0,465 0,237 0,338
Pgm-2 0,247 0,234 0,012 0,050
Prx-1 0,318 0,235 0,083 0,261
Prx-2 0,388 0,315 0,073 0,189
Mitjana 0,399 0,219 0,180 0,451
Error estandard 0,045 0,034
Mitjana de P.

montsicciana 0,384 0,239 0,144 0,376
Mitjana de P.

pardoi 0,298 0,192 0,105 0,354

H+: diversitat total de I’espécie; Hs: diversitat intrapoblacional; Dsr: diversitat interpoblacional;
Ggr: coeficient de diferenciacio geénica.

En genetica de poblacions també s’empren els coeficients d’endogamia de Wright
(1965), dels quals, pero, I’Gnic parametre que indica distribucid de diversitat és Fsr.
(taula 14). El valor que obtenim per a les 7 poblacions de Fsr és molt elevat (0,422),
que indica una important divergéncia entre les poblacions. Els parametres Fir i Fis
ddnen valors elevats i positius (0,536 i 0,732), que assenyalen un excés d’homozigots a
nivell d’especie i dins de les poblacions, respectivament. Si fem els calculs separant les
poblacions per espécie, els valors que obtenim van en la mateixa direccio en les dues
especies. Els valors de Fir i Fs indiquen excés d’heterozigots en una extensio similar, i
la divergéncia entre poblacions és un xic més elevada en P. montsicciana (Fst = 0, 321)
que en P. pardoi (Fst = 0,277).

TAULA 14. ESTADISTICA F DE TOTS ELS LOCI POLIMORFICS DE PETROCOPTIS.

Locus Fis Fer Fir

Aco-1 1,000 0,028 1,000
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Aco-2 1,000 0,105 1,000
Adh 1,000 1,000
Dia-2 0,854 0,377 0,909
Dia-3 0,932 0,084 0,938
Aat 0,382 0,512 0,699
Mdh-1 0,948 0,795 0,989
Mdh-4 0,154 0,885 0,903
Me 0,611 0,044 0,628
6Pgd-1 0,928 0,460 0,961
6Pgd-2 0,787 0,456 0,884
Pgi-2 -0,138 0,697 0,655
Pgm-1 -0,155 0,315 0,209
Pgm-2 0,655 0,057 0,675
Prx-1 0,539 0,244 0,651
Prx-2 0,032 0,179 0,205
Mitjana 0,536 0,422 0,732
Mitjana de P.

montsicciana 0,486 0,321 0,651
Mitjana de P.

pardoi 0,620 0,277 0,725

F1s: index de fixacio intrapoblacional; Fsr: index de fixacio6 interpoblacional; Fr: index de fixaci6 total.

TAULA 15. ANALISI JERARQUICA DE Fst EN PETROCOPTIS. COMPONENTS DE VARIANCA |
ESTADISTICA F COMBINADA ENTRE LOCI

Comparacio Component
X v de varianca Fyy
Pablacio — Espécie 2,06202 0,370
Poblacié —  Total 2,46153 0,413
Espécie —  Total 0,39951 0,067

Identitats i distancies genétiques: En el nostre estudi hem calculat tres parametres
diferents que comparen les 7 poblacions mostrejades. Per una banda, dues identitats, la
identitat genética de Nei (1) (Nei, 1978) i la similaritat genetica de Rogers (S) (Rogers,
1972), i per I’altra banda un parametre de distancia genetica, la distancia genética de
Nei (D) (Nei, 1972) (taules 16 i 17). Tant | (mitjana de | = 0,769, interval de valors:
0,586-0,963) com S (mitjana de S = 0,706, interval de valors: 0,546-0,884) mostren uns
valors relativament petits de semblanga genética. Els valors de D, en conseqiiencia, son
elevats (mitjana de D = 0,269, interval de valors: 0,038-0,535), i corroboren I’alt valor
de diversitat interpoblacional (Dst = 0,180) trobat entre les 7 poblacions. Les
poblacions més properes segons | son Cantal Badat i Aiguaviva (I = 0,963), mentre les
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més allunyades geneticament son Camarasa i Cantal Badat (I = 0,586). Emprant el
parametre S, els resultats son analegs, sent Cantal Badat i Aiguaviva les més similars (S
=0,884) i Camarasa i Cantal Badat les més divergents (S = 0,546). Una analisi simplista
conclouria que les poblacions estudiades pertanyen a dues espécies diferents, doncs les
poblacions més identiques, geneticament parlant, pertanyerien a la mateixa espécie, P.
pardoi, mentre que les poblacions més diferenciades pertanyerien cadascuna a una
especie diferent (Camarasa a P. montsicciana i Cantal Badat a P. pardoi). Si fem, pero,
una analisi amb més profunditat, veiem que, per exemple, el valor de | entre dues
poblacions teoricament pertanyents a una mateixa especie, Cantal Badat i Aiguaviva, és
forca baix (0,595), mentre que la identitat entre Barranc de la Mare de Déu i Mont-
rebei, dues poblacions en I’ambit d’espécies diferents, és prou elevada (I = 0,853).

TAULA 16. MATRIU DE LA DISTANCIA GENETICA DE NEI (1978)(PER SOBRE LA DIAGONAL) | DE LA
SIMILARITAT GENETICA DE ROGERS(1972)(PER SOTA LA DIAGONAL) ENTRE POBLACIONS
DE PETROCOPTIS.

Poblacions CAM TER MRB MCO CDB BAR AGV

CAM --- 0,188 0,261 0,389 0,535 0,370 0,519
TER 0,753 --- 0,114 0,197 0,316 0,182 0,295
MRB 0,695 0,804 -- 0,142 0,295 0,159 0,310
MCO 0,605 0,732 0,792 -- 0,335 0,263 0,371
CDB 0,546 0,659 0,725 0,675 --- 0,217 0,038
BAR 0,626 0,749 0,787 0,716 0,760 -- 0,171
AGV 0,547 0,664 0,688 0,635 0,884 0,783 ---

TAULA 17. MATRIU DE LA IDENTITAT GENETICA DE NEI (1978)(PER SOBRE LA DIAGONAL) | DE LA
DISTANCIA GEOGRAFICA* (PER SOTA LA DIAGONAL) ENTRE POBLACIONS DE PETROCOPTIS.

Poblacions CAM TER MRB MCO CDB BAR AGV

CAM --- 0828 0,770 0,678 0,586 0,691 0,595
TER 14,7 - 0892 0821 0,729 0,834 0,745
MRB 259 175 -- 0,867 0,744 0,853 0,733
MCO 455 40 55,5 -- 0,715 0,769 0,690
CDB 153 1659 1629 1962 --- 0,805 0,963
BAR 1554 168,3 165,3 198,6 3,7 -- 0,843
AGV 1509 163,5 1605 1938 25 6 ---

*La distancia geografica esta expressada en km.

El dendrograma que s’obté a partir de I’analisi UPGMA del parametre I, referma les
tesis anteriorment exposades. Es situen molt properes les poblacions de Cantal Badat i
Aiguaviva (I = 0,963) i també son forca properes les poblacions de Terradets i Mont-
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rebei (I = 0,892). Semblen perfilar-se dos clusters principals: un, que agrupa les tres
poblacions meés septentrionals (Terradets, Mont-rebei i Mora Comdal), i un altre, que
agrupa les tres poblacions més meridionals (Aiguaviva, cantal Badat i Barranc de la
Mare de Déu). Forca aillada apareix la poblacié de Camarasa, que tot i aix0 té més
afinitats amb les poblacions septentrionals.

Hem dut a terme el test de Mantel (1967), que permet discernir si els elements de
dues matrius simétriques presenten correlacid, entre els valors d’identitat genetica (1) i
les distancies geografiques entre les poblacions (taula 17). Obtenim un resultat de r = -
0,56, pel que podem afirmar que no existeix una correlacio significativa entre la
variabilitat genetica i la distribucié geografica de les poblacions. Si que es pot afirmar,
perd, que les poblacions més properes geograficament son més semblants
isoenzimaticament que les més allunyades, en el sentit que r = 0. No ens ha d’estranyar
doncs que el dendrograma ens reveli una feble agrupacié de les poblacions de P.
montsicciana per una banda i de les poblacions de P. pardoi per altra banda, que és
probablement deguda a aquesta component geografica. Aquesta agrupacié pero és
massa feble per apuntar cap a dues especies diferents, atés que la identitat que obtenim
entre els dos clusters, el de les poblacions meridionals i el de les septentrionals, és molt
alta (I = 0,724, veure fig. 24), massa elevada per tractar-se de dues espécies diferents.
Segons Gottlieb (1981), la identitat estimada en especies del mateix génere és de 0,670.
Si repassem la bibliografia, ens trobem des d’espécies amb una identitat molt baixa,
com és el cas de | = 0,069, entre Androcymbium dregei i A. capense (Membrives, 2000),
fins a algunes amb una identitat molt més elevada (al voltant de 0,6), com és el cas de
Antirrhinum microphyllum, A. lopesianum i A. mollissimum (Mateu-Andrés, 1999). A
més, les identitats entre les poblacions sén prou petites i massa similars als valors
d’identitat entre les suposades dues especies. Per exemple, la identitat existent entre la
poblaci6 de Camarasa i el grup de les tres poblacions més septentrionals (Terradets,
Mont-rebei i Méra Comdal) és de 0,759, no massa superior a la | = 0,724 entre el grup
de poblacions de P. montsicciana i el grup de P. pardoi.

CAM

TER
MRB

MCO
CBD

—  AGV

BAR

0,60 0,70 0,80 0,90 1,00

FIG. 24. Dendrograma resultant de I’analisi UPGMA basat en la identitat genética de Nei (1978) de les
poblacions de Petrocoptis.
Percentatge de desviaci6 estandard = 9,399
Correlacié cofenetica = 0,731
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5. DISCUSSIO

Delimitacio taxonomica: Les dades obtingudes en base als experiments
d’electroforesi d’isoenzims apunten clarament a la conespecificitat de les dues espécies,
P. montsicciana i P. pardoi. Els principals, i en la nostra opinid, prou contundents
arguments en que es recolza el nostre raonament son els segilents:

(1) La riquesa al-lélica és forca comu entre ambdos taxons, ates que la majoria dels
al-lels detectats en els nostres assajos son presents a les dues especies.

(2) Els parametres descriptors basics de diversitat genética son practicament idéentics
entre ambdues espécies (taula 11), i el mateix succeeix amb els parametres que
ens mesuren la distribucié de la diversitat genetica (taules 13 i 14).

(3) L’analisi jerarquica del parametre Fsr indica I’artificialitat de la subdivisio de
I’especie en dos taxons, atés que la gran majoria de divergencia genética es
produeix entre poblacions i no entre les dues suposades espécies.

(4) L’analisi UPGMA de la identitat genética de Nei (I) posa de manifest I’alta
similaritat genetica que existeix entre el grup de poblacions de P. montsicciana i
el de P. pardoi, massa elevada per subdividir el taxon en dues unitats. A més, les
identitats genetiques entre parells de poblacions tenen una extensio similar a la
identitat trobada entre les dues espécies, punt que referma la nostra argumentacio.

Aixi doncs, amb les dades isoenzimatiques de qué disposem, no es pot mantenir
I’existéncia de dues especies independents, sind que cal donar suport a un tractament
sistematic que englobi ambdues espécies en una sola unitat taxonomica, Petrocoptis
pardoi Pau, com han proposat recentment per Mayol i Rossell6 (1999) en base a dades
morfologiques i de DNA.

Diversitat genética en P. pardoi sensu lato: Generalment s’assumeix que les
especies rares o endémiques tenen uns nivells baixos de diversitat genetica, efecte
sovint atribuible a la petita mida poblacional i a I’aillament geografic de les poblacions
entre si (Barret i Kohn, 1991). Per a d’altres autors, la depauperacié genetica €s
consequencia d’un marge limitat de variacio medioambiental (Babbel i Selander, 1974).
En el cas de P. pardoi (s.l.), les poblacions estan relativament aillades entre si (en un
interval que oscil-la entre els 20 i els 200 quilometres), pero la mida poblacional és en
general important, a excepcié de la poblacié d’Aiguaviva, que només compta amb 80
individus, i la Mora Comdal, amb uns 220 individus estimats. Cantal Badat compta amb
més de 600 individus, i la resta de poblacions supera aquestes xifres ampliament (el
Barranc de la Mare de Déu té al voltant de 5000 efectius). L’espécie pero si que creix en
un habitat amb unes caracteristiques molt definides i homogenies. Totes les poblacions
les trobem sobre formacions rocoses de naturalesa calcaria, moltes vegades situades en
congostos, en unes condicions climatologiques de forta insolacié i protegits de la pluja
directa. Es doncs d’esperar, segons aquest raonament, que P. pardoi sigui una espécie
amb una pobre variabilitat isoenzimatica, per I’alta especificitat i homogeneitat de
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I’habitat. Les dades de diversitat genética ens parlen ben al contrari (P =64,3, A=211
He = 0,217), obtenint uns valors forca superiors als esperats per espécies endemiques (P
=26,3, A=1,391 H, =0,063), segons el recull de dades que fan Hamrick i Godt (1990).
Tot i que la tendencia és que les espécies endémiques presentin baixos nivells de
diversitat genética, no son estranys els casos reportats a la literatura d’especies
endemiques amb alts nivells de variabilitat: Pyrola japonica (Huh et al., 1998), Abronia
macrocarpa (Williamson i Werth, 1999), Artemisia molinieri (Torrell et al., 1999),
Anthirrinum microphyllum (Torres, 1999), Anthirrinum mollissimum i Anthirrinum
lopesianum (Mateu-Andrés, 1999) i Delphinium bolosii (Bosch et al., 1998), entre
d’altres.

L’ambit geografic, en combinacié amb el sistema reproductiu, sén dels factors que
més influeixen en el grau de variabilitat isoenzimatica de les espécies vegetals a nivell
de poblacio (Hamrick i Godt, 1990). Si fem un cop d’ull al segon dels factors, sembla
ben establert que les espécies al-lbgames mantenen nivells més alts de diversitat
geneética que les autdogames i les de tipus mixt. Segons Simon et al. (1999) i Bosch et al.
(en revisid), estudis en el camp de la biologia de la reproduccio6 de P. montsicciana, duts
a terme a les poblacions de Camarasa i Terradets, han evidenciat un clar caracter
entomofil de I’espécie en forma de xenogamia facultativa. L’espécie, pero, és
autocompatible i per tant pot presentar un cert percentatge d’autogamia. Segons els
autors, la pol-linitzaci6 mitjancant insectes (entre els quals destaca el genere
Anthophora) hauria d’explicar entre el 40 i el 50 % de la produccio de granes. Si fem
cas al sistema de reproduccio de I’espécie, els nivells de diversitat genética esperats per
especies mixtes pol-linitzades per animals (P = 29,2, A = 1,43 i H, = 0,090) s6n
lleugerament més alts que els esperats per espécies endémiques, segons I’estudi de
Hamrick i Godt (1990), valors que encara son inferiors als trobats per nosaltres.

Si fem una analisi de la diversitat genética poblacio per poblacid, en el nostre cas
gueda en entredit I’assumpcid general que poblacions grans mostren nivells més alts de
variabilitat que poblacions petites (Wright, 1931, Kimura i Crow, 1964; Barret i Kohn,
1991). A tall d’exemple, la poblacié de Barranc de la Mare de Déu, la més nombrosa en
quant a nombre d’individus (5000 aproximadament) presenta menys diversitat genética
(P=62,51A=1,8) que la Méra Comdal, que compta amb poc més de 200 individus (P
= 81,3 i A = 2,4). Aquesta mancanca de correlacié entre la mida poblacional i la
diversitat genetica (fig. 25) ja ha estat reportada per altres autors (Maki et al., 1996;
Williamson i Werth, 1999) i pot ser conseqiiéncia de factors historics en les poblacions.
La baixa diversitat d’algunes de les poblacions pot ser deguda a que aquestes hagin
sofert, en algun moment de la seva historia evolutiva, un coll d’ampolla, o bé que
s’hagin originat a partir d’una petita fraccié de la variacié genética de la poblacié
parental (efecte fundador).
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FIG. 25. Relacions entre la mida poblacional i la diversitat genética (parametres
P i A) en les diferents poblacions de Petrocoptis estudiades.

Els valors d’heterozigosi observada (H, mitjana de les 7 poblacions = 0,100) s6n
molt inferiors als de I’heterozigosi esperada (He mitjana de les tres poblacions = 0,217)
en P. pardoi. Segons Barret i Kohn (l.c.), els valors d’heterozigosi disminueixen al
disminuir la mida poblacional, pero en el nostre cas tampoc trobem cap correlacio. La
poblacié més nombrosa (Barranc de la Mare de Déu) presenta un valor de H, molt més
baix que poblacions amb menys efectius. Aquest excés d’homozigots que es produeix
en totes les poblacions estudiades, en major o menor extensio, pot explicar-se per una
situacié d’endogamia (excés de consanguinitat). Segons la genética de poblacions, en
una poblacié no panmictica existeix una preferéncia dels individus a creuar-se amb
d’altres geneticament similars, fet que pot venir donat per diferents raons: (1) per un
sistema reproductiu que afavoreixi aquesta situacio (una especie sigui autocompatible i
autogama), (2) per I’estructuracio d’una poblacié en subunitats més petites dins les
quals els individus sol poden encreuar-se entre ells. Els estudis sobre biologia de la
reproduccio de I’especie (Bosch et al., en revisio) afirmen que P. pardoi és una especie
autocompatible perd de clar caracter al-logam. Aquesta situacié d’endogamia ha de
venir originada doncs per una estructuracio de la poblacio en subpoblacions o veinatges.
Per tal d’esbrinar I’extensié d’aquest excés d’homozigots en les diferents poblacions,
s’ha realitzat el test xi-quadrat en tots els loci polimorfics de les 7 poblacions (80 tests
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en total). 19 loci mostren conformitat amb I’equilibri Hardy-Weinberg, mentre que la
majoria de loci (61) exhibeixen deficiencia d’heterozigots. Segons Williamson i Werth,
una situacié d’endogamia intensa afectaria a tots els loci d’una poblacié per igual, que
no és el nostre cas. Aix0 concorda amb el caracter xenogam facultatiu de I’espécie
(Bosch et al., en revisid), que no afavoreix la consanguinitat. Aquest excés
d’homozigots caldria explicar-lo doncs per una estructuracid de les poblacions en
veinatges genétics. Els coeficients d’endogamia de Wright també posen de manifest
I’excés d’homozigots (Fis = 0,536 i Fir =0,732).

Distribucio de la diversitat genética: Com s’ha comentat anteriorment, I’ambit
geografic i el sistema reproductiu s6n dos factors amb un enorme pes sobre la
variabilitat isoenzimatica (Hamrick i Godt, 1996). Els valors de diversitat total (Hr) i els
de diversitat intrapoblacional (Hs) son forca més elevats a les espécies d’amplia
distribucio (Hr = 0,347 i Hs = 0,267) que a les endemiques (Ht = 0,263 i Hs = 0,163),
segons el recull de dades de Hamrick i Godt (1990). La diferenciacié genica entre
poblacions en canvi presenta valors semblants entre les d’amplia distribucié i les
endemiques (Gst = 0,210 i 0,248, respectivament). Per P. pardoi (s.l.), hem trobat uns
valors prou elevats per tractar-se d’una especie endémica (Ht = 0,399, Hs = 0,219, Dsr
= 0,180 i Gst = 0,451). El flux génic, en concordancia amb Gsr, dona un valor molt baix
(Nm = 0,304), insuficient per contrarestar la divergencia resultant d’un procés de deriva
genica [Ny > 1,0, segons Wright (1951)], ja que no es garantitza un intercanvi real de
gens entre poblacions.

Segons Hamrick i Godt (1996), els sistemes reproductius poden correlacionar-se
amb la distribuci6 de la diversitat genética. En general es pot afirmar que les especies
autogames presenten valors més baixos de diversitat dins les poblacions que les
al-logames, mentre la diversitat entre poblacions és molt més elevada en les primeres
que en les segones. Els nivells de diversitat genética esperats per espécies mixtes
pol-linitzades per animals (Hy = 0,304, Hs = 0,221 i Gsr = 0,216) sén relativament
diferents als obtinguts per P. pardoi (s.l.). Destaca el valor de Gsr, que en la nostra
especie és molt superior al esperat.

La forma de distribucié de la diversitat genética dins i entre les poblacions és
consequéncia del flux geénic, la deriva genetica i la seleccié natural (Torres, 1999). La
seleccid natural és un procés que afecta amb més extensio a les espécies autogames que
a les al-logames (Hamrick i Godt, 1996). A les autogames, un al-lel nou en una poblacio
probablement estara en homozigosi i per tant patira un risc més important de seleccié. A
més, aquest al-lel nou és forca improbable que s’introdueixi en una altra poblacio, i si la
primera s’extingeix, I’al-lel es perdra. A les al-logames en canvi, els al-lels
probablement estaran en forma heterozigota, i s’introduira a diferents poblacions com a
consequéncia del flux génic. La deriva genética afecta en major extensio a les
poblacions petites que a les grans, puix que a les poblacions petites les freqliencies
geniques poden sofrir grans fluctuacions en diferents generacions, que desemboquen en
una perdua d’al-lels (Barret i Kohn, 1991).

El flux génic es produeix a través de la pol-linitzacid i de la dispersio de granes. Si
aquest flux de material genetic interpoblacional esta restringit, com a consequéncia
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d’alguna barrera geografica o per distancies de dispersio de pol-len o de granes
limitades, les poblacions tendeixen a divergir i evolucionar de forma separada (Torres,
1999). A P. pardoi (s.l.), tant el valor del coeficient de diferenciacio génica (Gsr =
0,451) com el del fluxe génic (N, = 0,304), indiquen una forta divergencia entre les
diferents poblacions estudiades, a causa d’un intercanvi de gens molt limitat (i tal com
hem comentat abans, insuficient per contrarestar els efectes de la deriva genica). La
distancia entre les poblacions (les dues més properes disten per 2,5 km pero algunes es
troben a quasi 200 km entre elles) és gran si la comparem amb la del vol dels
polinitzadors i la de la dispersio de les granes, llavors no ens ha d’estranyar I’obtencid
d’aquests valors. La divergencia és lleugerament superior en les quatre poblacions
septentrionals (Gst = 0,376) que en les tres meridionals (Gsr = 0,354), probablement a
causa que les poblacions meridionals estan molt més properes entre si que les
septentrionals.

A nivell de poblacid, totes 7 poblacions estudiades mostraven un excés
d’homozigots, que es pot relacionar amb una estructuracié de les poblacions en
subpoblacions o veinatges genétics. McCauley et al. (1996), analitzant la distribucié de
la variacié geneética dels gens nuclears dins les poblacions de Silene alba, van classificar
les espécies vegetals en quatre categories respecte a les distancies de dispersio del
pol-len i les granes dins una determinada poblacié: 1) distancies elevades de dispersid
del pol-len i de les granes, 2) distancies petites de dispersié de pol-len i granes, 3) alta
dispersio de pol-len i baixa dispersio de granes, i 4) baixa dispersio de pol-len i alta
dispersio de granes. Pel que sabem de la biologia reproductiva de P. pardoi, la dispersio
de pol-len pels insectes és for¢a limitada, doncs la distancia de vol dels polinitzadors és
petita en proporcié a les dimensions que tenen les poblacions. EI coneixement sobre el
mecanisme de dispersio de granes encara ens és forca desconegut. Segons Sainz et al.
(1996) les nombroses teranyines que hi ha a les parets on creix I’espécie podrien actuar
de receptacles on quedarien retingudes les granes. Els avions, aus de les quals hem
pogut observar-ne alguns nius en algunes poblacions, també podrien contribuir a la
dispersio de les granes, pero de manera molt limitada atés a que es tracta dels unics
passeriformes no migradors. Un altre dels factors que pot contribuir a la baixa dispersio
de les llavors és el postcarpotropisme que mostra I’especie, produint-se un recorvament
dels pedicel-les cap a I’interior de la paret que fa que la llavor pugui quedar dipositada
al mateix lloc. Sembla per tant prou evident que la dispersié de granes en P. pardoi €és
forca limitada. Aixi, ens trobariem dins la categoria 2 que proposen McCauley et al.
(I.c.), segons la qual els creuaments forgosos entre veins (individus geneticament
emparentats) condueixen a les desviacions en I’equilibri Hardy-Weinberg en la majoria
de loci isoenzimatics, creant-se un sistema de veinatges espacials consequéncia de la
limitada dispersié del pol-len i de les granes, tal com succeeix en Anthirrinum
microphyllum (Torres, l.c.). Aquest sistema de veinatges espacials els podem considerar
promotors d’autogamia biparental. Aquesta percel-lacio en veinatges es veu potenciada
per la petitissima taxa de germinacio, instal-lacio i pervivencia de noves plantules
(Generalitat Valenciana, 1992; Sainz et al., l.c.), que limita la introduccio de nou
material genétic en altres veinatges. L’estructuracié genetica de les poblacions en
veinatges queda reflexada en els gels dels diferents experiments d’electroforesi, on,
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donada la linealitat de la presa de mostres, es pot comprovar una important
homogeneitat al-lélica en els individus d’un mateix veinatge (fig. 26).
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FIG. 26. Zimograma de I’isoenzim PGl a la poblaci de Ia Mora Comdal.

No resulta gens facil arribar a alguna conclusié per intentar desxifrar la historia
evolutiva de I’espécie. Si que resulta evident pero I’ancestralitat en la diversificacio de
les diferents poblacions de P. pardoi (s.l.), atesa, en primer lloc, la feble identitat
genética que hem trobat entre si (mitjana de | = 0,769) i, segurament, la presencia
d’al-lels privats en 4 de les 7 poblacions. Es a dir, que a partir d’un origen comd, les
poblacions haurien evolucionat de forma separada i independent. Es extremadament
complicat discernir el punt d’origen de I’expansio de I’espécie. Potser I’origen menys
probable és el nucli de poblacions meridionals, puix que la conca del riu Bergantes
representa la distribuci6 més meridional d’algun membre del génere Petrocoptis a la
Peninsula Ibérica. El fet que també es tracti del nucli poblacional amb la diversitat
genetica meés petita confirma, almenys parcialment, aquesta hipotesi. Sembla, per tant,
que, a partir d’una migracio ancestral en direccid nord-sud, hauria arribat 1’espécie a
localitzacions tant meridionals. El dendrograma de poblacions ens agrupa molt
estretament Cantal Badat i Aiguaviva (I = 0,963). Probablement Aiguaviva derivi de
Cantal Badat a partir d’un efecte fundador, donada la pobre diversitat que trobem a la
primera. Ara bé, aixo pot deure’s també a la petita mida de la mostra (N = 22), 0 a que
aquesta poblacié hagi sofert algun coll d’ampolla. La poblacio es troba situada en parets
de roca just a la vora de la carretera, i potser en el moment de I’obertura d’aquesta via es
va destruir una part de la poblacio originaria.

Pel gue fa al nucli de poblacions septentrionals, el dendrograma ens agrupa forca les
poblacions de Terradets i Mont-rebei (I = 0,892), alhora estretament relacionades
geneticament amb la Mdra Comdal. Més aillada apareix la poblacié de Camarasa, que
tot i aixo manifesta més semblanca genética respecte les poblacions septentrionals que
les meridionals. Discernir I’origen de dispersié de I’espécie ja és més complex. D’una
banda, la poblaci6 que presenta una diversitat genetica més alta és la Mora Comdal, que
també és la que presenta més riquesa al-lélica. Per una altra banda, Camarasa és la
poblacio amb més al-lels privats (4 en total), mentre que Mont-rebei en presenta 3. Cal
recordar pero que, dels 4 al-lels privats de Camarasa, un és Adh b. Les sis poblacions
restants presenten I’altre al-lel, Adh a. Sembla plausible que Adh b pugui ser una
mutacio a partir del primer. La poblaci6 de la Mdra Comdal podria representar I’origen
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de I’especie, donada la seva riquesa al-lélica i alta variabilitat isoenzimatica, pero no
presenta cap al-lel privat i a més és la poblacié més oriental de tot el génere Petrocoptis.
La segona possibilitat la representa la poblacié de Camarasa, que té 4 al-lels privats i
una alta diversitat genetica. A partir d’aquesta, s’haurien produit migracions cap al nord,
a traves de la conca de la Noguera Pallaresa, i cap a I’est, a traves de la conca del Segre.
El tercer origen possible pot ser la zona del Montsec s. str., representada per la poblacid
de Terradets o la molt proxima poblacié aragonesa de les Salteres (no analitzada
isoenzimaticament en el present treball). D’aqui I’espéecie hauria saltat, a través d’una de
les dues vessants (probablement per la meridional) del Montsec d’Ares al congost de
Terradets, i a partir d’aqui cap al sud. Fins i tot se’ns aventura una quarta possibilitat:
que P. pardoi provingui d’una evolucio a partir del pool genetic del nucli de I’espécie P.
guarensis. Aquesta espécie creix a la serra de Guara, al Pre-Pirineu aragones, i una
migracié cap a I’est amb la consequent evolucié cap a una nova espécie hauria donat
lloc a les poblacions més occidentals de P. pardoi. No és una hipotesi descartable atés
que I’altim tractament taxonomic del génere (Mayol 1998, Mayol i Rosselld, 1999)
situa a P. guarensis com una subespécie de P. pardoi, donades la seva similaritat
genetica i morfologica (fig. 27).
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FIG. 27. Esquema de la localitzacio de les diferents poblacions de P. pardoi i possibles rutes migratories
per a I’expansio de I’especie, através de corredors als congostos fluvials i cingleres muntanyoses.
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6. IMPLICACIONS PER A LA CONSERVACIO

6.1. REVISIO DE LA CATEGORIA UICN

Petrocoptis montsicciana O. Bolos & Rivas Martinez es va incloure, tant en el
“Cataleg de plantes vasculars endemiques, rares o amenacades de Catalunya” (Séez et
al., 1998) com en las “Estrategias para la conservacion de la Flora Amenazada de
Aragén” (Sainz et al., 1996), dins la categoria vulnerable (VU). En el darrer esborrany
de la “Lista roja de la flora vascular espafiola” (28 de juny de 2000) es torna a
classificar I’espécie en la mateixa categoria.

P. pardoi Pau s’inclou també dins la categoria vulnerable en las “Estrategias para la
conservacion de la Flora Amenazada de Aragén” i a la “Lista roja de la flora vascular
espariola”.

Segons els criteris de la UICN (1994), un taxon és vulnerable quan no es troba en
perill critic o en perill, pero s’enfronta a un alt risc d’extinci6 en estat silvestre en un
futur immediat, definit per qualssevol dels seglients criteris:

A. Reduccio de la poblacio per qualssevol de les formes segiients:

1. Reduccié per observacio, estimacio, inferéncia d’almenys el 20 %
durant els altims 10 anys o 3 generacions, seleccionant la que sigui
més llarga, basada en qualssevol dels seglients elements:

a. observacio directa

b. un index d’abundancia apropiat pel taxon

Cc. una reducci6 de [I’area d’ocupacid, extensié de
preséncia i/o qualitat de I’habitat

d. nivells d’explotacio reals o potencials

e. efectes de taxons introduits, hibridacio, patogens,
contaminants, competidors o parasits.

2. Reducci6 d’almenys un 20 % projectada o que se sospita que
s’assolira en els proxims 10 anys o 3 generacions, seleccionant la que
sigui més llarga, basada en qualssevol dels punts anteriors excepte el
primer.

B. Una extensié de preséncia estimada menor de 20.000 km® o una area
d’ocupacié estimada menor de 2.000 km? i estimacions que estan succeint
almenys dues de les seglients caracteristiques:

1. Severament fragmentat o que només existeix en un maxim de 10
localitats.

2. Endeclinaci6 continua, observada, inferida o projectada, per qualsevol
dels seguents elements:

a. extensio de presencia

b. area d’ocupacid

c. area, extensio i/o qualitat de I’habitat
d. nombre de localitats o subpoblacions
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e. nombre d’individus madurs.
3. Fluctuacions extremes en qualsevol dels segiients components:
a. extensio de presencia
b. area d’ocupacid
c. nombre de localitats o subpoblacions
d. nombre d’individus madurs.
C. Poblacié estimada inferior a 10.000 individus madurs i qualssevol dels
seguents elements:

1. En declinacié continua estimada d’almenys un 10 % en un periode de
10 anys o en el temps de 3 generacions, seleccionant el que sigui
major dels dos.

2. En declinaci6 continua, observada, projectada o inferida, en el nombre
d’individus madurs i amb una estructura poblacional de qualssevol de
les seguients formes:

a. severament fragmentada
b. tots els individus estiguin en una Unica subpoblacio.
D. Poblacié molt petita o restringida en la forma de qualssevol de les seguents
dues condicions:

1. Poblaci6 estimada en nombres menors de 1.000 individus madurs.

2. Lapoblacid esta caracteritzada per una aguda restriccio en la seva area
d’ocupacié (tipicament menor a 100 km?) o en el nombre de localitats
(tipicament menys de 5). D’aquesta manera, el taxon presenta
possibilitats d’ésser afectat per les activitats humanes (o per
esdeveniments estocastics, I’impacte dels quals és agreujat per
I’home), en un periode de temps molt curt en un futur no predible, i
aixi arribaria a trobar-se en perill critic o extingit en un temps molt
breu.

E. Una analisi quantitativa mostra que la probabilitat d’extincié en estat silvestre
és d’almenys el 10 % dins els seglients 100 anys.

La inclusi6 de P. montsicciana O. Bolos & Rivas Martinez dins la categoria
vulnerable es recolza en el compliment de les premisa D2, tant en el “Cataleg de plantes
vasculars endemiques, rares o amenagades de Catalunya” com en la “Lista roja de la
flora vascular espafiola”. Per altra banda, la inclusié de P. pardoi Pau en aquesta
categoria es basa en el compliment de les premises B1+2c i C2a, segons la “Lista roja
de la flora vascular espariola”.

Amb el nou tractament sistematic que nosaltres adoptem en el marc del present
treball (cf. punt 4), i que englobaria les dues especies esmentades sota una Unica unitat
taxonomica, P. pardoi, cal una revisio de la categoria UICN. A partir de les dades que
aportem al punt 1.3.1.1., la nova espécie sumaria un total de 20.799 individus,
I’extensi6 de preséncia seria de 1.135,5 km? i I’area d’ocupaci6 restaria en 59 km?.
Segons el nostre parer, P. pardoi (s.l.) segueix mantenint la categoria de vulnerable, en
base al compliment de les premises B2c (parcialment) i D2.
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6.2. VALORACIO DE LES AMENACES

Dos son els tipus de riscos de conservacid que pot sofrir una especie vegetal, els
d’origen natural i els provocats per les activitats humanes. Els riscos d’origen natural
que presenten les poblacions de P. pardoi (s.l.) sén derivats de la propia naturalesa de
I’especie. P. pardoi, tal com s’explica al punt 1.4., és una espécie altament
especialitzada que necessita de microambients adequats per al seu desenvolupament.
Petits canvis de les condicions ambientals i ecologiques en el seu habitat, poden posar
en perill la seva supervivencia, fet que s’agreuja per la petita taxa de germinacio,
instal-lacid i pervivencia de noves plantules (Generalitat Valenciana, s.d., 1992; Sainz et
al., 1996). Els alts nivells de diversitat genética perd que presenta I’espécie garanteixen
una certa capacitat de resposta enfront a esdeveniments estocastics (demografics i
ambientals). El sistema de pol-linitzacié no sembla, per ara, un factor limitant per a la
conservacié de I’especie (Bosch et al., en premsa). Els darrers anys, de notable sequera,
s’ha comprovat una nul-la recolonitzacié de les parcel-les de seguiment i la mort, per
dessecacio, d’alguns individus. Aix0 fa preveure una possible disminucio futura del
nombre d’efectius per poblacio, de persistir aquestes condicions climatiques, en relacio
directa amb el fenomen de canvi climatic.

Les amenaces derivades de I’activitat humana poden ser de diferent naturalesa. Per
una banda, i tal com s’esmenta al punt 1.4., un dels riscos més notables és el de les
herboritzacions massives, sobretot en les localitats classiques (Pas de Terradets i el
Santuari de Nostra Senyora de la Balma). Un segon perill important és el risc de patir
incendis forestals. Tot i tractar-se d’una especie de caracter rupicola, les parets que
colonitza P. pardoi sovint estan envoltades de vegetacid, podent ser afectades les
plantes de forma directa pel foc o de forma indirecta per la calor (Generalitat
valenciana, s.d.).

En el cas del nucli de poblacions del Pre-pirineu, la practica de I’escalada pot
suposar un risc de conservacio en algunes d’elles, com és el cas de les parets de les
poblacions de Camarasa i Terradets. Aquest factor de risc sembla pero tenir una
importancia relativa, tal com reconeixen Nuzzo (1995, 1996) i Torres (1999) en altres
espécies rupicoles, i solament a les propies vies d’escalada es produeix un descens en la
densitat i la cobertura dels individus.

Les obres de millora de la xarxa viaria poden suposar importants problemes de
conservacié per a aquesta espécie. Les obres de millora de la carretera que uneix Tremp
amb Balaguer han suposat la desparicid d’un nombre important d’individus, per la
destruccié de parets per eixamplar la carretera. Un exemple n’és la desaparicio de la
localitat coneguda com Font de les Bagasses, citada repetidament per diversos
recol-lectors. EI mateix ha succeit amb la carretera que uneix Aiguaviva amb Sorita del
Maestrat, on també s’han dut a terme obres per millorar alguns trams de la carretera, i és
un fet que pot repetir-se amb noves obres que actualment estan en projecte. Altres obres
d’envergadura, com la millora de la via ferria Lleida-Pobla de Segur, i la construccio de
nous embassaments, pot suposar la desaparicié de nombrosos individus de P. pardoi.
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Finalment cal esmentar un risc particular que sofreix la poblacié de Camarasa: la
instal-laci6 d’una passarel-la metal-lica al marge esquerra del riu Segre, que deixa molts
individus de P. pardoi a I’abast de la ma. En la nostra ultima visita a aquest indret, hem
detectat I’arrencada d’alguns individus.

6.3. MESURES DE CONSERVACIO PROPOSADES

6.3.1. CONSERVACIO IN-SITU

A) Com comentavem per S. farrenyi, el sistema mes efectiu i eficient per a conservar
una especie és la proteccié del seu habitat natural. Es tracta d’una de les mesures mes
economiques de conservacio i permet mantenir els nivells existents de diversitat
genetica i les interaccions que es produeixen entre I’especie i I’ecosistema sense detenir
el procés evolutiu (Torres, 1999). Ceska et al. (1997) proposen una formula per calcular
la proporci6 de diversitat genética total en una espécie continguda en n poblacions, a
partir del valor mitja de Fsr:

1- (Fsr)"

Si donem valors a n, amb el valor mitja de Fsr per P. pardoi (0,277) obtenim que les
proporcions de diversitat genetica total contingudes en una, dues, tres, quatre i cinc
poblacions son 0,723, 0,923, 0,979, 0,994 i 0,998, respectivament. Tot i que aquest
meétode assumeix igual diversitat en totes les poblacions i que la variaci6é del valor de
Fsr entre els diferents loci sigui petita, ens déna almenys una idea del nombre
aproximat de poblacions a conservar. Com podem comprovar, amb 3 poblacions
conservariem quasi el 98 % de la variabilitat isoenzimatica detectada. Cal pero fer una
série de consideracions alhora de plantejar-se quantes i quines poblacions cal conservar:
(1) Els isoenzims generalment subestimen els nivells de diferenciaci6 interpoblacional
(Martinez-Palacios et al., 1999). (2) El petit valor de Ny, (0,304) ens indica que el flux
genic entre les poblacions és molt poc freqiient i per tant cada poblacid representa una
unitat evolutiva independent que mereix un esforc de conservacié (Martinez-Palacios et
al., l.c.). (3) Cal recordar que una poblacié amb una mida poblacional molt petita (<100
individus), facilment sofreix una pérdua d’al-lels (Barret i Kohn, 1991).

En el cas de P. pardoi (s.l.), cal recordar que la seva distribucio esta focalitzada en
dos nuclis de poblacions, el de les poblacions Pre-pirinenques i el de les del Maestrat
(vall del riu Bergantes). Es essencial preservar els dos nuclis per a conservar I’espécie
globalment, doncs cal recordar (cf. punt 4) que el nucli de poblacions septentrionals
presenta 14 al-lels que no tenen les poblacions de la vall del Bergantes, mentre aquestes
mostren 4 al-lels que no tenen les primeres. Com a minim caldria conservar les
poblacions que mostren al-lels privats (Camarasa, Mont-rebei, Barranc de la Mare de
Déu i Aiguaviva), pero també ens interessa conservar aquelles amb la mida poblacional
més elevada, les més diverses geneticament i les que estan sotmeses a menys pressions i
amenaces de conservacid. De les poblacions Pre-pirinenques, segons el nostre parer cal
donar prioritat de conservacio a les poblacions de Mont-rebei i Camarasa. Ambdues
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poblacions tenen una mida poblacional important (ambdues localitats compten amb més
de 2000 individus) i una alta diversitat genética. A més, son dues localitats que ja
compten amb un cert nivell de protecci6. La poblacié de Mont-rebei esta situada dins la
Reserva Natural Noguera Ribagorcana-Mont-rebei, actualment adquirida per la
fundacio Territori i Paisatge, a part de ser un territori PEIN. La poblacié de Camarasa
esta localitzada dins un espai PEIN, per tant gaudeix d’un grau de proteccié menor que
I’anterior. A més, esta sotmesa a unes pressions superiors (a la localitat hi ha una presa,
una central electrica i la passarel-la matal-lica esmentada anteriorment). Seria
interessant també la conservacio de la poblacio de la Mora Comdal que, tot i ser una
poblacié reduida (poc més de 200 individus) és la que presenta més variabilitat
isoenzimatica (P = 81,3, A=2,4iH. =0,291) i també és la més inaccessible.

Creiem necessaria una proteccié major d’almenys les poblacions de Camarasa i Mont-
rebei, en forma de microreserva botanica o alguna figura similar.

Respecte al nucli de les poblacions de la vall del Bergantes, la més nombrosa d’elles,
el Barranc de la Mare de Déu (5000 individus) ja gaudeix d’una proteccid especial, en
forma de microreserva botanica dins el projecte LIFE, i a I’empara del Decret 218/1994
(Generalitat VValenciana), de 17 d’octubre, de creacié de les microreserves vegetals. La
localitat d’Aiguaviva presenta un al-lel privat, pero donada la seva petita mida
poblacional (80 individus) i el fet que es troba a la vora de la carretera no sembla indicar
una prioritat especial de cara a la seva conservacio.

La proporcio d’al-lels rars amb una freqtiencia inferior a 0,05 és en general forca
reduida (12,1 % a Camarasa, 6,9 % a Terradets, 26,3 % a Mont-rebei, 17,9 % a la Mora
Comdal, 15,1 % a Cantal Badat, 3,4 % al Barranc de la Mare de Déu i 16,1 % a
Aiguaviva). Es remarcable també el fet que cap de les poblacions tingui al-lels amb una
freqiiencia < 0,01. Una reduccié a la mida de les poblacions condueix a una rapida
pérdua de riquesa al-lelica (Barret i Kohn, 1.c.), situacié que en principi no ens ha de
preocupar excessivament a P. pardoi.

B) Al tractar-se d’una espécie que té la seva area de distribucié repartida en tres
Comunitats Autonomes (Pais Valencia, Arago i Catalunya), és preceptiva una politica
global interadministrativa que garanteixi la conservacio de P. pardoi (s.l.). Si la
politica conservacionista s’aborda conjuntament per part de les tres administracions
(Generalitat Valenciana, Diputacién General de Aragon i Generalitat de Catalunya)
aquesta sera molt més eficac, efectiva i eficient. Cal recordar que una politica conjunta
de conservacio s’imposa com a necessaria per a d’altres especies situades a ambdues
bandes de les delimitacions administratives, com son els casos de Antirrhinum
pertegasii, Arenaria viridis, Salix tarraconensis i Thymus willkomii, quatre plantes que
creixen als Ports de Beseit, 0 bé Delphinium montanum, present al Principat i a la
Catalunya Nord.

C) En tercer lloc, cal esmentar que seria aconsellable fer un seguiment regular de
I’estat de les poblacions. A les localitats Pre-pirinenques de I’especie, el nostre equip
ha pogut apreciar al llarg dels ultims 3 anys una mortalitat elevada de plantules i el no-
establiment de noves, amb el que la taxa de renovacio de les poblacions i la capacitat de
colonitzacio de noves parets i extraploms és molt reduida. Aquests resultats concorden
amb el que s’ha observat a les poblacions administrativament valencianes (Generalitat
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Valenciana, 1992, s.d.) i aragoneses (Sainz et al., l.c.). De totes maneres, caldria
realitzar més estudis de caire demografic per acabar d’entendre aquests processos.

D) Una quarta mesura de conservacio in-situ seria la prospeccié de noves zones on
existeixin afloraments rocosos de naturalesa calcaria, abundants a tot el Pre-pirineu
catala i aragones, i també a la conca del riu Bergantes i altres zones del Maestrat. Tot i
gue son zones que han estat ben explorades, la inaccessibilitat d’alguns indrets pot
haver amagat algunes poblacions als botanics.

6.3.2. CONSERVACIO EX-SITU

A) El métode més senzill i economic de conservacid ex-situ és la recol-leccio de
granes i el seu emmagatzemament a llarg termini (banc de germoplasma). Sempre és
recomanable duplicar o triplicar la recol-leccio per permetre la distribuci6 de llavors a
altres bancs de germoplasma, nacionals i internacionals. Actualment, el Laboratori de
Botanica de la Facultat de Farmacia disposa d’una col-leccié de granes de P. pardoi
(s.1.), provinents sobretot de diferents poblacions Pre-pirinenques, perd també disposem
de grana de les poblacions de la vall del Bergantes.

A I’hora de dissenyar una estrategia de recol-leccié de granes per elaborar un banc
de germoplasma, la primera questié que hom és planteja és el nombre de poblacions a
mostrejar (Torres, I.c.). Hamrick et al. (1991) proposa una formula per calcular-ho a
partir del valor mitja del coeficient de diferenciacié genica (Gsr):

n=1In(1-P) /In Gsr

on n és el nombre de poblacions a mostrejar i P és el percentatge de diversitat genetica
que es vol conservar. Quan I’interval de variacio de Gsr entre els diferents loci és
important, cal utilitzar el valor maxim de Ggsr. Si apliqguem la férmula en la nostra
especie, considerant que volem conservar el 99 % de diversitat genetica, caldria
mostrejar en 6 poblacions. Segons Martinez-Palacios et al., I.c., valors elevats de Gst
(0,451) i petits valors de Ny (0,304) ens indiquen una important divergéncia entre
poblacions, i per tant cada poblacié representa una unitat evolutiva independent que
mereix un esfor¢ de conservacidé. Recomanem per tant la recol-leccié de llavors en totes
les poblacions.

La segona questid és decidir el nombre de plantes per poblaci6 a mostrejar i el
nombre de granes que cal recol-lectar. Les recomanacions pero varien molt segons els
autors. Per a Bengtsson et al. (1995) mostres no superiors als 25 individus ja sén
suficients per representar la variabilitat genética en una poblacid, en canvi Marshall i
Brown (1975) proposen una mida mostral de 50-100 individus. L’abundancia d’al-lels
rars pero fa necessari un mostratge més ampli de les poblacions, per tal de preservar la
capacitat d’evolucié d’una espécie (Templeton, 1997). Ara bé, segons Brown i Briggs
(1991) i Lawrence et al. (1995) I’esfor¢ que suposa mantenir els al-lels rars en un banc
de germoplasma és major que el benefici que proporcionen aquests al potencial evolutiu
de I’espécie. Per a Holsinger i Gottlieb (1991) i Lawrence et al. (l.c.) només cal
conservar els al-lels amb una freqiiéncia > 0,05. Segons aquest criteri, una mostra de 67
Ilavors seria suficient per conservar, amb una probabilitat de 0,999, els al-lels que es
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troben amb freqiiencies > 0,05 (taula 18), suposant un percentatge de germinacio del
100 %. Com que aquest percentatge habitualment és inferior a les especies vegetals, el
Center for Plant Conservation de Saint Louis (Missouri, EUA) proposa una férmula per
calcular el nombre de llavors a recol-lectar (Torres, I.c.):

Cp=1(UT)

on C, és el nombre de llavors a recol-lectar, 1 és el nombre de granes que volem
conservar suposant una taxa de germinacié del 100 % i T és la taxa de germinacid. En
els diferents assajos de germinacié amb P. pardoi, s’han obtingut taxes de germinacio
des del 8,2 % (M. Pont-Guerra, 1999; I. Niubo6-Eslava, 1999) fins al 5,5 % trobat per
nosaltres (Lopez-Pujol, dades inedites). Aplicant la formula amb la taxa més baixa de
germinacid, s’hauria de recol-lectar un total de 1.218 granes.

TAULA 18. MIDA MOSTRAL NECESSARIA PER A CONSERVAR ALMENYS UNA COPIA
DE L’AL-LEL, AMB DIFERENTS PROBABILITATS, SEGONS TORRES (1999)

P (Probabilitat) Fregiéncia al-lélica

0,5 04 0,3 0,2 0,1 0,05
0,95 3 4 5 7 15 30
0,99 4 5 7 11 22 45
0,999 6 7 10 16 33 67
0,9999 7 9 13 19 42 86

B) Un segon metode de conservacié ex-situ és el cultiu d’exemplars a partir de
granes, en diversos jardins botanics com a mesura preventiva enfront a situacions
critiques que sofreixin les poblacions naturals de I’espécie. Aquests individus podrien
ser utilitzats per tal d’efectuar eventuals reintroduccions o reforgaments de les
poblacions existents. Al Servei d’hivernacles i Vivers de la Facultat de Farmacia s’ha
intentat el cultiu d’individus de P. pardoi (s.l.) en testos. Malauradament, de les poques
granes que arriben a germinar, la majoria de les plantules moren en pocs dies. Resultats
semblantment deficients son reportats per Mayol (1998), després de diversos anys de
treball experimental en hivernacles. El cultiu d’exemplars és doncs un meétode de
conservacié no-valid en aquesta espéecie ja que malviu en hivernacles en condicions
estandard, probablement a causa de la dificultat de reproduir les condicions del seu
habitat. En tot cas, caldria desenvolupar la recerca en aquest camp.
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TECNIQUES ANALITIQUES EMPRADES PER A L’ANALISI EDAFICA

Determinacio del pH:

El pH es determina per potenciometria, en I’extracte 1:5. L’extracte es prepara a
partir de 10 g de mostra, per addicio de 50 ml d’aigua destil-lada. A continuacié s’agita
durant 1 hora, es deixa reposar durant 30 minuts i es filtra, determinant el pH a
I’extracte obtingut.

Conductivitat eléctrica (CE):

Es determina per potenciometria, amb un extracte 1:5. Aquest es prepara a partir
de 10 grams de mostra dessecada a I’aire, que s’aboca a un erlenmeyer de 100 ml. A
continuacié s’afegeixen 50 ml d’aigua destil-lada i s’agita energicament cada 10 minuts,
durant 1 hora. Després es deixa reposar 10 minuts per tal que la mostra sedimenti, i es
filtra sense pertorbar la suspensio. Finalment, es mesura la conductivitat de I’extracte
despreciant els primers mil-lilitres del filtrat quan apareixen terbols. Els valors de
conductivitat s’expressen en dS/m reduits a una temperatura de 25°C.

Materia organica total (%0):

Es determina per calcinacid, mitjancant el segiient procediment: es pesa 1,5 g de
mostra pulveritzada i es col-loca en un gresol de porcellana préviament tarat. Calcinem
a 400 °C fins que es desprenen fums. A continuacio pugem la temperatura fins a 560 °C
i es manté durant un minim de 3 hores. Un cop refredada i per diferéncia de pesada,
obtenim el percentatge de materia organica total.

Carboni organic oxidable (%0):

Es determina mitjancant el metode de Walkley i Black, que consisteix en
I’oxidacio del carboni organic de la mostra amb dicromat en presencia d’acid sulfuric.
L’excés d’oxidant es valora amb sulfat ferrés amonic 0,5 N (sal de Mohr) i la quntitat
de carboni organic oxidat es calcula a partir de la quantitat de dicromat reduit. El
procediment és el segiient: es pesa 1 g de mostra pulveritzada i es sotmet a una oxidacio
mitjancant 10 ml de K,Cr,O7 1 N i 20 ml de H,SO, concentrat, deixant en contacte uns
30 minuts. Despreés de refredar, es valora I’excés d’oxidant amb sulfat ferrés amonic 0,5
N, en preséncia de H3PO,4 concentrat i difenilamina com a indicador. El resultat
s’expressa en percentatge de carboni organic oxidable respecte a mostra seca a 105 °C.

Cations majoritaris:

Nitrogen total (N-NTK): Es determina amb una variacio de la técnica original de
Kjeldahl, que consisteix en digerir la mostra amb acid sulfdric i un catalitzador per tal
de facilitar la transformacio del nitrogen a i6 amoni. Aquest Ultim es destil-la en medi
alcali i posteriorment es valora. Amb aquest metode es determinen el nitrogen organic i
el de la fraccio mineral del sol que esta en forma d’i6 amoni, perd no el que es trobi com
a nitrat o nitrit. EI procediment s’inicia amb la pesada de 2 g de mostra que es sotmet a
mineralitzacié en una bateria d’atac Kjeldahl, s’afegeixen 2 g de catalitzador (K,SOy,
Cu,S0O4 i Se) i 10 ml de H,SO4. Un cop digerida i refredada la mostra, addicionem 50
ml d’aigua i es procedeix a la destil-lacio en presencia de NaOH i calor, recollint sobre
HsBO,4 0,25 N. La valoracié del NH* es realitza amb HCI 0,02 N, en preséncia
d’indicador, i finalment els resultats s’expressen en mg N-NTK/kg sol referit a mostra
seca a 105 °C.




Potassi: La concentracio de potassi es determina per fotometria de flama, que
s’efectua en un extracte preparat previament. L’extraccio es realitza amb acetat amonic
1 N a pH=7 (relaci6 1:20). Es pesen 7,5 g de mostra i s’aboquen a un erlenmeyer de 250
ml. Posteriorment s’addicionen 150 ml d’acetat amonic, s’agita energicament 3 cops
durant mig minut a intervals de 5 minuts, i es filtra. Per a la determinacié quantitativa
s’ajusta I’escala del fotometre amb les corresponents solucions patrd, procurant que les
solucions problema quedin compreses entre els valors de la série de patrons.

Fosfor: La concentracié de fosfor la determinem mitjancant el métode de Bray-
Kurtz. Aquest metode es fonamenta en I’extraccié de fosfor de la mostra amb NH4Cl i
és aplicable a mostres amb menys del 5 % de CaCO3. Pesem 1 g de mostra, afegim 100
ml de solucid extractiva (FNH4 + HCI + H,0), agitem durant 20 minuts i a continuacié
es filtra. A una aliquota de I’extracte s’afegeixen 10 gotes de solucié de molibdat
amonic (M07024(NH4)6-4H,0 + H,O + HCI), s’agita bé i immediatament afegim 10
gotes de la solucio d’acid 1,2,4-aminonaftolsulfonic (acid 1,2,4-aminonaftolsulfonic +
sulfit sodic anhidre + S,0sNa, + H,0). Després d’agitar, s’efectua la lectura al cap de
30 minuts en un espectrofotometre a la longitud d’ona de 660 nm.

Carbonats totals (% CCE: Carbonat calcic equivalent):

Es determinen mitjancant el métode del calcimetre de pressio o de Bernard, que
consisteix en la determinacié per volumetria de la quantitat de CO, que es despren a
I’atacar 0,5 g de la mostra amb HCI 1:1, portant a terme també una prova en blanc amb
0,2 g de CaCO3 anhidre. La quantitat de carbonats s’expressa en percentatge de CaCO3
equivalent (CCE), sobre mostra seca a 105 °C. El contingut en carbonats d’un sol
s’expressa com si aquests fossin exclusivament CaCOj3 i per aixo es parla de CCE. Les
raons d’aquest conveni radiquen en el fet que el CaCO3 és el carbonat més tipic i
abundant en els sols.

Analisi granulometrica i classificacio textural:

L’analisi granulométrica indica la quantitat existent en pes de les diferents
fraccions presents a la mostra en funcié de la mida de particula, expressada en
percentatge respecte al pes de mostra sec a 105 °C.

La classificacio textural de les mostres es determina al laboratori efectuant una
classificacié granulométrica dels seus materials solids, mitjangant tamissos de diferents
malles disposats successivament en un cilindre vertical, de forma que cadascun retingui
les particules de diametre superior al de la malla, i deixi passar la resta de la mostra. Els
Ilims i les argiles es separen segons el métode de Bouyoucos. Aquest metode consisteix
en pesar 50 g de mostra de sol sec i tamitzat per als de textura mitjana i pesada, i 100 g
per als arenosos. Despres, introduim la mostra en una ampolla d’1 litre, s’afegeixen 200
ml d’aigua destil-lada i 20 ml de solucié de Calgon® (50 g de Calgon 17)i es deixa
durant 20 minuts en un agitador mecanic. La solucido de Calgon® és un preparat
comercial de metafosfat sodic (PO3Na) que conté la quantitat adient de CO3Na per a
donar un pH de 8,3 en solucié aquosa al 10 %. Es trasvassa a una proveta de litre i
s’enrasa amb aigua destil-lada. Finalment, ho deixem sedimentar seleccionant els temps,
per a efectuar la lectura mitjancant un hidrometre. A la primera lectura es determina el
percentatge de llim + argila, i a la segona lectura es determina el percentatge d’argila.
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