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RESUMEN

Se ha realizado un estudio de la estructura de las poblaciones de especies de chopos autdctonos:
Populus tremula L., Populus alba L. y Populus x canescens (Ait.) Sm., dado que su identificacion,
caracterizacion morfolégica y ensayo como material genético puede conducir a la obtenciéon de
individuos adaptados a terrenos marginales y restauracion de zonas de ribera degradadas. La
caracterizacion de estas especies se ha realizado mediante analisis morfolégicos y analisis
isoenzimaticos. Se han encontrado parametros morfolégicos discriminantes entre especies y patrones
de bandas isoenzimaticas que pueden utilizarse como resultados preliminares en la diferenciaciéon de
especies a nivel genético.
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SUMMARY

Native aspen (Populus tremula L., Populus alba L. And Populus x canescens (Ait.) Sm.) structure
population is studied in depth since its indentification, morphological characterization and genetic test
might achieve adapted individuals to marginal sites and river banks restoration. The characterization
of these species has been made through morphological and isoenzymatic analysis. Discriminant
mophological parameters have been found between species and isoenzymatic band patterns, may be
used as preliminar results in order to get genetic level species differentiation.

KEY WORDS: P. alba, P x canescens, P. tremula, isozymes, characterization, Palencia

INTRODUCCION

El limitado numero de clones sobre el que se sustenta la populicultura espafiola, la
mayoria de procedencia foranea, hace que a medio plazo, puedan plantearse
problemas de inadaptacién y una pérdida de recursos genéticos Padro, 1987).

El cultivo de estos clones extranjeros se limita en la practica a terrenos de buena
calidad, donde se pueden lograr rendimientos Optimos. Existe por tanto, una
carencia de clones alternativos adaptados a terrenos arcillosos, con sales o escasa
disponibilidad de agua (Grau, 1991:Padré, 1992).

Este tipo de terrenos existen en algunas areas de la comarca palentina del Cerrato.
Suelos de valle caracterizados por un alto pH, alto contenido en caliza activa y
elevados contenidos en yeso y texturas francas o franco-arcillosas (Del Peso et al,
1997), y sobre ellos se han encontrado ejemplares de alamos con un aspecto muy
similar a Populus tremula. Su presencia en una zona fuera del rango ecolégico y
geografico habitual de la especie, hacen pensar que realmente son hibridos entreP.
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alba y P. tremula (P. x canescens, que en la Comarca del Cerrato es denominado
como P. x cerratensis por Oria de Rueda, 1996).

La excelente presencia de regeneracion procedente de renuevos de raiz y el estado
sanitario aceptable de la mayoria de las masas, hace que estas tengan capacidad
para perpetuarse en el tiempo. Esta especie ademas, puede acogerse a las
subvenciones de la PAC, suponiendo una clara alternativa a otras especies en las
repoblaciones de caracter protector o restaurador de las zonas de ribera en las
comarcas de estudio, asi como para ampliar la base clonal de nuestra populicultura.

Su identificacidn, caracterizacion y ensayo como material genético, puede conducir a
la obtencion de individuos de gran interés para estas expectativas.

MATERIALES Y METODOS
Lugares de recoleccion

La eleccion de rodales de las especies, Populus tremula (areas de montafa) P. x
canescens (dos grupos: el situado en Tierra de Campos al que se denominaraP. x
canescens y el que se sitlua en la comarca del Cerrato que se denominaraP. x
cerratensis) y P alba, se realizo a partir de inventarios elaborados en la provincia de
Palencia por de Lucas en 1996 y por Del Peso en 1997 respectivamente.

Se seleccionaron 4 rodales de cada especie, excepto deP. x cerratensis que fueron
3, basandose en criterios de origen supuestamente no antropico de las masas,
masas formadas por el mayor numero de pies posibles y distancia entre rodales
suficientemente grande como para poder representar la maxima variabilidad de la
especie en la zona de estudio.

Sistematica y materiales utilizados en la recogida del material vegetativo

Se eligieron y marcaron 30 arboles en cada rodal de forma aleatoria y
homogéneamente repartidos por la masa. Con estos mismos criterios, se escogieron
5 de ellos para la toma de muestras de los caracteres morfoldgicos a estudiar: hojas,
bracteas y coloracion de la corteza.

Entre los meses de Marzo y Abril de 1999, se tomaron datos de la época de floracién
de cada especie y se realiz6 la recogida de amentos. Las mediciones se efectuaron
en 2 amentos de cada arbol y de cada uno de ellos se extrajeron 3 bracteas: una del
extremo, otra de la zona intermedia y la ultima de la base del amento.

Durante el mes de Julio del mismo afno, se realiz6 la recogida de muestras foliares y
la toma de datos de coloracion de corteza. En cada uno de los 5 arboles, se
seleccionaron las hojas siguiendo 2 criterios basicos: que la rama conste al menos
de 5 braquiblastos y que las hojas no estén atacadas por defoliadores. De cada
rama se eligieron 5 braquiblastos y se tomo6 una hoja de ellos (preferentemente del
extremo) siguiendo la metodologia deBarnes (1975, 1993). Para la caracterizacion
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de la coloracion de la corteza, se elaboré una paleta de colores, a la que se le
asignod un codigo numeérico que facilitase el posterior analisis de datos.

Igualmente se tomaron datos de época de caida de hojas en meses posteriores.

Mediciones de material vegetativo y metodologia estadistica utilizada en su
estudio

Los parametros foliares elegidos para realizar el estudio estadistico, han sido los
determinados por otros autores para caracterizacion de especies de la seccidn
Leuce (Barnes et al, 1975, 1993; Culot 1993). Los 11 caracteres considerados son
los siguientes: Longitud del peciolo (PL), longitud del limbo (BL), anchura maxima del
limbo (WMax), posicion de la maxima anchura del limbo (MBWP), anchura del limbo
al 50% (W50%), anchura del limbo al 90% (W90%), perimetro del limbo (BP), area
del limbo (BA), numero de dientes (TN), angulo del limbo al 10% (BA10%) y angulo
del limbo al 25% (BA25%). Para realizar las mediciones de la mayoria de los
parametros foliares se utilizé el programa informatico Winfolia Regent Intruments
Inc. Version 4.0a), previo escaneado de las hojas.

Los parametros de las bracteas discriminantes entre P. tremula, P. alba 'y P. x
canescens son Longitud de bractea, anchura de bractea y numero de dientes Culot,
1993). La medicion de estos parametros tuvo que realizarse de forma manual, con
una lupa de 4 aumentos y colocando las muestras sobre una cuadricula milimetrada,
dando lecturas de ancho y alto con una apreciacion de 0.5 mm.

Todos los analisis estadisticos fueron confeccionados con el programa informatico
STATISTICA 99 Edition. Para el analisis de la variabilidad que pueda existir entre los
grupos en cuanto a parametros medidos en hojas y en bracteas, se utilizé el método
de Analisis de Componentes Principales (ACP). Para el analisis estadistico de la
coloracion de corteza (dato categdrico), se utilizd el denominado Analisis de
Correspondencia (AC).

Método de Analisis molecular. Electroforesis de Proteinas

La toma de muestras de hojas para realizar los analisis moleculares se realiz6 en 2
rodales de cada especie. En cada rodal se tomaron varias hojas tiernas de cada uno
de los 30 arboles seleccionados en un principio. Las muestras se mantuvieron a
temperatuta de 4° C y el andlisis del material se realizé dentro de los tres dias
siguientes a su recogida (evitandose asi la pérdida de actividad enzimatica).

La electroforesis de proteinas se realiz6 sobre geles de almiddén, con tres sistemas
tampon (Tris citrato-litio borato pH 8,1/8,3; Morfolina citrato pH 6,7; Morfolina citrato
pH 7,7 ) y 10 sistemas enzimaticos: PGM, LAP, ADH, 6-PGDH, SKDH, ACPH, PGl,
GOT (AAT), IDH y MDH.
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El protocolo seguido fue el utilizado por el INIA-CIFOR (1996) para las especies
Populus nigra y Populus alba, con modificaciones y adaptaciones a las especies
objeto de estudio (Soltis, 1969; Shaw & Prassad, 1983).

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de la fenologia de la especie y del analisis morfolégico: Hojas,
bracteas y coloracion de corteza

El primer resultado observado en el analisis de las poblaciones ha sido la separacién
de grupos en funcion de la fenologia de floracién y de caida de hoja de las especies.
P. tremulay P. x cerratensis presentan unos periodos de floracion y caida de hojas
similares (a pesar de su diferente distribucion geografica y ecoldgica) y mas tardios
que P. albay P. x canescens.

A partir de la matriz de correlacion formada por 696 datos agrupados por especies y
por las 11 variables medidas en cada hoja, se obtuvo la siguiente extraccion de
factores con su correspondiente representacion grafica (Tabla 1 y Figura 1):

STAT. Factor Loadings Unrotated) (hojas.sta)
FACTOR  Extraction: Principal components
ANALYSIS (Marked loadings are > 0.700000)

Scatterplot (cp_hojas.STA 3v*696c)

5
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PL 0.690498 0.220946 FACTOR.1
Tabla 1.- ACP para las mediciones en hojas. Figura 1.- Representacion de ACP en el

analisis de hojas.

Atendiendo a estos resultados, los parametros medidos en las hojas que
proporcionan una mayor contribucion en la variabilidad total son 6: Longitud del
limbo, Anchura del limbo al 50%, Anchura maxima del limbo, Area del limbo,
Perimetro del limbo y el Angulo del limbo al 10%.

Segun este analisis no es posible diferenciar grupos utilizando las hojas como
parametros discriminantes observandose un solapamiento de todas las especies.

A partir de la matriz de correlacion formada por los 3 parametros medidos en

bracteas en 450 datos agrupados en la variable especie, se obtuvieron los siguientes
resultados (Tabla 2), y su representacion grafica (Figura 2):
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Scatterplot (bracteas_fs.STA 6v*450c)
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Tabla 2.- ACP para medicién de bracteas de sl - ~ . - L 2 Poxomeeet
todas las especies. FACTOR(

Figura 2.- Representacion de ACP en el
analisis de bracteas de todas las especies.

Se puede apreciar que los parametros mas discriminantes a la hora de realizar el
analisis de componentes principales en el estudio de bracteas son 2: Ancho de la
bractea y Numero de dientes. Atendiendo a este analisis se obtienen dos grupos
bien diferenciados: por un lado se solapanP. alba con P. x canescens mientras que
por otro lado aparecen solapadosP. tremulay P. x cerratensis.

Para la diferenciacion entre especies solapadas, se volvié a aplicar un ACP que
enfrentara P. alba con P. x canescensy P. tremula con P. x cerratensis. Con esta

segunda aplicacién, se consiguieron discriminar las especiesP. tremula y P. x

cerratensis, no asi las otras dos especies, dado que el método de analisis no logré la
extraccion de sus factores principales. Los resultados de este segundo analisis
vienen representados a continuacion, siendo los parametros que mas contribuyen a
la separacion de estros grupos, la interaccion de todos ellos (Tabla 3):

STAT. Factor Loadings (Unrotated) (bracteas.sta)
FACTOR Extraction: Principal components
ANALYSIS (Marked loadings are > .700000)

VARIABLE FACTOR 1 FACTOR 2
ALTO_MM -0.753916  * 0.437411
ANCHO_ MM 0.281741 0.889774 *
N_DIENTE 0.749857 * 0.255204

Tabla 3.- ACP para la medicion de bracteas de
las especies P. tremula y P. x cerratensis.

Al aplicar el método de AC, para los datos tomados en la coloraciéon de corteza, se
obtuvieron los siguientes resultados expuestos en la Figura 3:
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1D Plot of Row and Column Coordinates for Dimension: 1
Input Table (Rows x Columns): 4 x 11
Standardization: Row and column profiles
Eigenvalue: .64925 (51.822% of Inertia) Contribution to Chi-square: 48.694
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Figura 3.- Representacion del AC efectuado sobre datos de coloracion de corteza.

Mediante la coloracién de la corteza se diferencian perfectamente las especies deP.
tremula , P. alba e incluso P. x canescens, que aunque aparezca entre ambos y mas
proxima a P. alba, posee tonalidades propias. P. x cerratensis también presenta
tonalidades intermedias entre sus dos presuntos parentales, pero la escasa distancia
que lo separa de P. tremula, hace casi imposible (con este tipo de analisis) que el
color de la corteza sea un parametro discriminante entre las dos especies.

Resultados del analisis molecular.
En la siguiente tabla, se presenta un resumen de los resultados obtenidos en el

analisis molecular, teniendo en cuenta 3 tipos de variabilidad para los 10 sistemas
isoenzimaticos ensayados (Tabla 4).

TIPOS DE VARIABILIDAD
Intraespecifica | Intraespecifica Interespecifica
ISOENZIMA (dentro de (entre
poblaciones) poblaciones) Distincion de Especie
LAP SI NO NO
ADH SI NO Sl P. alba de P. tremula de P. x canescens de P. x cerraten.
SKDH SI NO NO
PGM SI ¢SI? ¢SI?
IDH Sl NO Sl P. tremula con el resto
6-PGD SI NO NO
PGI SI NO NO
GOT Sl NO Sl P. alba = P. x canescens con P. tremula y P. x cerratensis
ACPH Sl NO Sl 4 especies
MDH SI Si Si P. x canescens con el resto
Tabla 4.- Resumen de los tipos de variabilidad obtenidos con los 10 sistemas enzimaticos

ensayados.

Se ha encontrado variabilidad intraespecifica (dentro de poblaciones), en los 8
grupos de poblaciones ensayadas. La variabilidad intraespecifica (entre
poblaciones), solo se puede asegurar paraP. alba y para P. tremula con el sistema
enzimatico MDH.
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No se han encontrado diferencias significativas en el analisis de las frecuencias
relativas de los distintos patrones de bandas, por lo que a la hora de definir la
variabilidad interespecifica, se ha realizado atendiendo unicamente a la presencia o
ausencia de loci especificos para alguno de los grupos.

CONCLUSIONES

Se han caracterizado las poblaciones dePopulus tremula, Populus albay su hibrido
Populus x canescens mediante el analisis morfolégico de hojas, bracteas y
coloracion de la corteza. De entre estos tres caracteres, los que resultan mas
discriminantes a la hora de separar entre especies son las bracteas y la coloracion
de la corteza. Los parametros mas discriminantes en la medida de bracteas son el
ancho de bractea y el numero de dientes para todas las especies, y los tres
parametros medidos en bracteas para diferenciarP. tremulay P. x cerratensis.

Se ha realizado la caracterizacion isoenzimatica de un subgrupo de poblaciones,
encontrando sistemas enzimaticos que muestran la existencia de diferentes tipos de
variabilidad:

» Todos los sistemas enzimaticos son polimérficos dentro de poblaciones en todas
las especies analizadas en este estudio.

 Los dos unicos sistemas que muestran variabilidad intraespecifica (entre
poblaciones), son MDH paraP. albay P. tremulay PGM (esta ultima con reservas).

* Los sistemas enzimaticos que muestran diferentes patrones entre especies son los
siguientes: ADH, IDH, PGI, GOT, ACPH, MDH.

Los caracteres morfolégicos de coloracion de corteza y bracteas (parametros ancho
y numero de dientes), pueden servir para clasificar las especies. Con los resultados
de los ensayos electroforéticos, se comprueba que efectivamente se encuentran
diferencias entre los grupos, pero para poder clasificar las especies o comprobar el
caracter hibrido de P. x canescens, seria necesaria la elaboracion de segregaciones
mediante cruces controlados y posterior analisis de los parentales y de progenies.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el analisis morfolégico apunta a ser
mas discriminante a la hora de diferenciar especies que en analisis molecular, al
menos, para ciertos parametros. Aunque los resultados isoenzimaticos a los que se
ha llegado muestran diferencias entre las especies, s6lo pueden considerarse como
resultados preliminares.

- 379 -



AGRADECIMIENTOS

Este estudio estda enmarcado dentro del proyecto de investigacion VA 40/99
financiado por la Consejeria de Educacion y Cultura de la Junta de Castilla y Ledn.
Agradecemos al CIFOR- INIA habernos facilitado el programa Winfolia y su ayuda
en la interpretacion de patrones isoenzimaticos. A todos aquellos que han hecho
posible tanto los trabajos de laboratorio como los trabajos de campo.

BIBLIOGRAFIA

ALBA, N; AGUNDEZ, D; SALVADOR, L; SEISDEDOS, M.T.- (1996) Protocolos para
las especies Pinus pinaster, Pinus halepensis, Populus nigray Populus alba. Analisis
isoenzimatico. Area de selvicultura y mejora. INIA-CIFOR. Madrid.

BARNES, B.V.- (1975) Phenotypic variation of trembling aspen in Western North
America. Fon. Sci. 21:319-328.

BARNES, B.V; FUQING, H.- (1993) Phenotypic variation of Chinese aspens and
their relationships to similartaxa in Europe an North America. Can. J. Bot.Vol 71.

CULOT, A.- (1993) Contribution a I'étude des peupliers de la section Leuce. La
variation morphogénétique de Populus tremula L., P. alba L., P. canescens (Ait.) Sm.
et leurs hybrides. Tesis doctoral. Universite libre de Bruxelles. Bruxelles.

DEL PESO, C; DE LUCAS, A-l.- (1997) El alamo cano del Cerrato Populus x
canescens). Conservacion de sus recursos genéticos en al Provincia de Palencia. |
Congreso Forestal Hispano Luso, Il Congreso Forestal EspafiollIRATI'97.

GRAU, J.M.-. (1991) Ecologia del chopo. Seleccion natural. En: El cultivo del chopo.
Monografias Universitarias. Universidad Internacional Alfonso VIl Soria.

LUCAS DE, A.l.- (1996) Eleccion de arboles sobresalientes dePopulus tremulalL. en
la provincia de Palencia. Proyecto fin de carrera de Ingenieria Técnica Forestal. ETS
IIAA. Palencia.

ORIA DE RUEDA, J-A.- (1996) Guia de las plantas silvestres de Palencia. Ed.
Calamo. Palencia.

PADRO, A; ORENSANZ, J.- (1987) El chopo y su cultivo. Ed. Ministerio de
Agricultura. Madrid.

PADRO, A.- (1992) Clones de chopo para el Valle Medio del Ebro. Diputacion
General de Aragdn. Zaragoza.

SHAW, C.R; PRASAD, R.- (1969) Starch gel electrophoresis of enzymes. A
compilation of recipes. Amer. Fern. J. 56:45-72.

SOLTIS, D.E; HAUFLER, C.H.- (1983) Starch gel electrophoresis of Ferns: A
compilation of grinding buffers, gel and electrode buffers, and staining schedules.
Amer. Fern. J. 73: 9-27.

— 380 -



	RESUMEN
	SUMMARY
	INTRODUCCIÓN
	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	VARIABLE
	Tabla 2.- ACP para medición de brácteas de
	todas las especies.
	Figura 2.- Representación de ACP en el análisis de brácteas de todas las especies.
	Tabla 3.- ACP para la medición de brácteas de
	las especies P. tremula y P. x cerratensis.


	CONCLUSIONES

