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eneficos poblacionales aclaran el

es’ra’rusgraxonomlco del narciso de Villafuerte

y respaldan su conservacién

Summary
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Correct delimitation of taxonomic entities is essential in conservation biology and methods based on population ge-
netics can be particularly helpful where other tools fail to provide reliable conclusions. In this paper we use population
genetics and AFLP markers to elucidate the taxonomic status of the enigmatic Villafuerte daffodil (Narcissus enemeri-
toi (Sanchez-Gomez et al.), a taxon known from a single, small population in southeastern Spain whose position with-
in the complex Pseudonarcissus section of the genus Narcissus has proven elusive so far. Compared to populations
from other four southeastern Spanish taxa, the Villafuerte daffodil population was genetically indistinguishable from
Narcissus nevadensis subsp. longispathus (Degen and Hervier ex Pugsley) Algarra, Blanca, Cueto and Fuentes. Genetic
diversity and singularity of its single population were unexpectedly high. Despite losing its taxonomic distinctiveness
after being subsumed by the relatively abundant N. n. subsp. longispathus, genetic singularity and diversity of Villa-
fuerte daffodil still justify continuation of current conservation efforts.

Palabras clave: diversidad genética; Narcissus; narciso de Villafuerte; Pseudonarcissus; singularidad genética

Introduccion

Una correcta delimitacion taxonodmica de las especies es fun-
damental para el disefio de medidas de conservacion correc-
tas. En la Peninsula Ibérica, ciertos grupos han venido plan-
teando tradicionalmente retos taxonémicos cuya resolucion
estd aun pendiente, dificultando asi la gestiéon de sus pobla-
ciones y el establecimiento de medidas legales de proteccion
eficaces y realistas. Esto sucede, por ejemplo, con las especies
del género Narcissus L. del sureste ibérico tradicionalmente
incluidas en la seccién Pseudonarcissus DC, comUnmente
conocidos como “narcisos trompeteros”. Su taxonomia ha
sido muy inestable y suscitado controversias, como mues-
tran las discrepancias entre las dos Floras mas importantes
que abarcan este area (Blanca et al., 2011; Aedo, 2013), la
proliferacion de descripciones de taxones con distribucion
geogréafica muy local (Rios et al., 1999; Sanchez-Gomez et
al., 2000) o las frecuentes divergencias entre andlisis mole-
culares y tratamientos taxonémicos basados exclusivamente
en caracteres morfologicos (Jiménez et al., 2009; Medrano
etal., 2014; Marques et al., 2017). Asi, por ejemplo, Flora de
Andalucia Oriental (Navarro, 2011) propone gue se deberian

distinguir con rango de especie tanto los narcisos de Sierra
Nevada, Sierras de Baza y Almijara (N. nevadensis Pugsley);
como los restringidos a la Sierra de Cazorla (N. longispathus
Pugsley); y los que aparecen en altitudes ligeramente inferio-
res del sector subbético o del sector rondefo (N. bujei Fern.
Casas); mientras que otros taxones descritos previamente
para la Sierra de Segura como N. segurensis S. Rios Ruiz et
al. o N. yepesii S. Rios Ruiz et al. (Rios et al., 1999) pasarian
a adscribirse a N. nevadensis. Por el contrario, Flora iberica
(Aedo, 2013) propone una vision mucho mas sintética en la
gue todos los narcisos de flor grande de las sierras béticas y
subbéticas, incluyendo los de la provincia de Murcia, debe-
rian ser englobados en una Unica entidad taxonémica deno-
minada N. pseudonarcissus subsp. nevadensis (Pugsley) A
Fern., debido al gran solapamiento de sus rasgos fenotipicos.

Uno de los métodos empleados para la clarificacion de la ta-
xonomia de los narcisos trompeteros del sureste de la Penin-
sula Ibérica ha consistido en el muestreo de muchas pobla-
ciones (36 en total) repartidas por toda el area geografica im-
plicada, el genotipado de muchos individuos por poblacion
(538 en total) usando marcadores genéticos muy variables
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Figura 1. Narciso de Villafuerte y su habitat en la Unica poblacién conocida.
(Fotos: C.M. Herrera y M. Medrano).

(AFLP) y la aplicacion de métodos analiticos basados en ge-
nética de poblaciones (Medrano et al., 2014). Las poblacio-
nes que resultaron genéticamente mas diferenciadas fueron
las de las Sierras Subbéticas (correspondientes a N. bujei),
distinguiéndose en el resto tres subgrupos de poblaciones
correspondientes a Sierra Nevada y Baza (tradicionalmente
conocidos como N. nevadensis), Sierras de Cazorla, Segura
y Alcaraz (N. longispathus, N. segurensis, N. yepesii y N. al-
caracensis S. Rios Ruiz et al.) y Sierra de Almijara (descritas
después por Algarra et al., 2018 como N. nevadensis subsp.
herrerae Algarra, Blanca, Cueto & J. Fuentes), lo que se ajus-
tarfa mejor con la visién propuesta por Navarro (2011). Estos
resultados se han visto corroborados posteriormente en sus
lineas principales por analisis filogenéticos y morfolégicos
(Marques et al., 2017; Algarra et al., 2018).

A pesar de la exhaustividad geografica de su estudio, Medra-
no et al. (2014) no incluyeron informacion sobre uno de los
taxones de posicion mas enigmatica, el narciso de Villafuerte
(Narcissus nevadensis subsp. enemeritoi Sanchez-Gémez et
al.; Narcissus enemeritoi (Sanchez-Gomez et al.) Sdnchez-Goé-
mez et al.). En la Sierra de Villafuerte (Moratalla, Murcia) se
localiza la Unica poblacién actualmente conocida de este
taxon, que se describio inicialmente como una entidad sil-
vestre fenotipicamente diferenciada y muy emparentada con
los de Sierra Nevada (Sanchez-Gomez et al., 1998). Crece
en los margenes de cursos de agua, aunque a diferencia del
N. nevadensis presenta escapo frecuentemente unifloro. Este
rasgo se consideré determinante en su descripcion original
para otorgarle la categoria de subespecie, si bien posterior-
mente los mismos autores lo elevaron a rango de especie
(Sdnchez-Gomez et al.,, 2000). La poblacién consta actual-
mente de un nuimero muy reducido de ejemplares y sufre
diversas amenazas tanto naturales como antrépicas (BORM,
2014). Este taxén estd recogido en la méxima categoria de
amenaza en la normativa nacional y autonémica (BOE, 2011;
BORM, 2003), y su estado de conservaciéon se ha evaluado
como “en peligro critico” en la Lista Roja de la Flora Vascu-
lar Espanola (Moreno, 2008). En este articulo evaluamos la
diversidad y singularidad genéticas de la Unica poblacién co-
nocida de esta especie y dilucidamos sus relaciones de simi-
litud con los taxones afines del sureste peninsular con el fin
ultimo de que los resultados obtenidos sean de utilidad para
su conservacion y para la ejecucion del plan de recuperacién
de la poblacion que actualmente se esta llevando a cabo en
la Regién de Murcia (BORM, 2014).

Material y Métodos

En marzo de 2015 recogimos muestras de hojas de 14 indi-
viduos seleccionados al azar a lo largo de toda la poblacién

y separados por distancias superiores a 0.5 m en la Unica
localidad conocida del narciso de Villafuerte, situada a lo
largo de los margenes del Arroyo Blanco (municipio de Mo-
ratalla, Murcia) (Figura 1). Se trata de una poblacién con
menos de 250 individuos (243 en el censo de 2020) que
se distribuyen en un tramo de cauce de aproximadamente
750 m. Como material para la comparacién de sus carac-
teristicas genéticas se usaron 47 individuos muestreados
con anterioridad en 17 poblaciones de narcisos distribuidas
por las sierras béticas del sureste de la Peninsula (Figura
2), todos ellos incluidos en el estudio de Medrano et al.
(2014) y asignables a los taxones N. bujei, N. nevadensis
subsp. nevadensis, N. nevadensis subsp. longispathus y N.
nevadensis subsp. herrerae segun el tratamiento taxoné-
mico de Algarra et al. (2018) que es el que seguiremos a
partir de aqui. Los 61 individuos incluidos en este estudio
se caracterizaron genéticamente mediante marcadores mo-
leculares AFLP, aplicando los métodos descritos en detalle
por Medrano et al. (2014). Las combinaciones de cebadores
empleadas, reproducibilidad, nimero de fragmentos y nivel
de polimorfismo para el conjunto de individuos analizados
se muestran en la Tabla 1.

La diversidad genética del narciso de Villafuerte se compard
con la de las tres entidades taxonémicas mds cercanas re-
conocidas por Algarra et al. (2018): N. n. subsp. nevadensis
(15 individuos, 5 localidades), N. n. subsp. longispathus (15
individuos, 5 localidades) y N. n. subsp. herrerae (9 indivi-
duos, 3 localidades). Para la comparacion se emplearon la
proporcién de fragmentos polimérficos, el numero medio de
marcadores por individuo y la singularidad de cada entidad
taxonémica, estimada mediante el nimero de fragmentos
exclusivos y la exclusividad media por individuo (DW, “fre-
guency-downweighted marker value”; Schoénswetter &
Tribsch, 2005). El calculo de estos pardmetros se ha realizado
tratando las muestras de las diferentes localidades como una
Unica poblacion para obtener una estimacion global de las

-
Langitud (*W)

Figura 2. Localizacién de las 17 poblaciones de narcisos trompeteros de las sierras
béticas orientales (circulos) con las que se comparan las muestras del narciso de
Villafuerte (cuadrado amarillo). Los circulos en diferentes tonos de color azul se co-
rresponden con las poblaciones muestreadas de N. bujei, los de color rosado con las
de N. n. subsp. nevadensis, los de color verde con las de N. n. subsp. longispathus
y los de color violeta con las poblaciones de N. n. subsp. herrerae. La nomenclatura
sigue la propuesta de Algarra et al. (2018).



Figura 3. A. Distribucién de
los 61 individuos estudiados en
el plano definido por los dos
primeros ejes obtenidos del
andlisis de coordenadas princi-
pales de la matriz de distancias
genéticas. B. Arbol consenso
desenraizado obtenido por el
método neighbor-joining que
representa las relaciones de si-
militud entre los 61 individuos
incluidos en este estudio. Solo
se representan las ramas con
un soporte por bootstrap ma-
yor al 80 % (se indica en los
recuadros blancos). La nomen-
clatura sigue la propuesta de

L. Algarra et al. (2018).
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caracteristicas genéticas de cada entidad taxondmica. La si-
militud genética entre individuos y localidades se evalud me-
diante un analisis de coordenadas principales (PCoA) de la
matriz de distancias de Jaccard obtenida a partir de la matriz
global de presencias/ausencias de los 339 marcadores AFLP
para todos los individuos analizados, incluyendo también los
de N. bujei (8 individuos, 4 localidades), realizado mediante
el uso del paquete estadistico “ade4"” (Dray & Dufour, 2007)
en el entorno R (R Development Core Team, 2017). También
se construy6 usando estos mismos datos un arbol de relacio-
nes aplicando el método de “neighbor-joining” a la matriz de
distancias genéticas de Nei-Li (1979), obtenidos mediante el
uso del programa PHYLIP (Felsenstein, 2005) y los paquetes
estadisticos “ape” (Paradis et al., 2004), “phytools” (Revell,
2012) y “ggtree” (Guangchuang et al., 2017) en el entorno
R (R Development Core Team, 2017), para la computacion
por remuestreo (“bootstrap”) y la obtencion y visualizacion
del arbol consenso.

Resultados

La Tabla 2 resume los valores de diversidad y singularidad ge-
néticas para el narciso de Villafuerte y los tres taxones afines.
El porcentaje de polimorfismo de los narcisos de Villafuerte
es mayor que para N. n. subsp. nevadensis y N. n. subsp.
herrerae, y ligeramente inferior al de N. n. subsp. longispa-
thus. El numero medio de fragmentos AFLP por individuo es
superior en los de Villafuerte que en los otros taxones. La
poblacion del narciso de Villafuerte se caracteriza por su gran
singularidad genética. Tanto el numero de fragmentos exclu-
sivos como el pardmetro DW, que mide la exclusividad media
ponderada por individuo, son superiores a los de cualquiera
de los otros tres taxones afines (Tabla 2).

El anélisis PCoA indica que los cuatro taxones con los que es-
tamos comparando el narciso de Villafuerte estan claramen-
te diferenciados entre si, coincidiendo con los resultados de
Medrano et al. (2014). Siguiendo el tratamiento taxonémico
de Algarra et al. (2018), los narcisos de Villafuerte vienen a
coincidir estrechamente con las muestras de N. n. subsp. lon-
gispathus, estando muy alejados de N. n. subsp. nevadensis'y
N. n. subsp. herrerae (Figura 3A). Las elipses de N. n. subsp.
longispathus y los ejemplares de Villafuerte se solapan am-
pliamente, pero algunos de estos Ultimos ocupan una region
del plano que les es exclusiva, lo que resaltaria su singula-
ridad genética. Los resultados del arbol “neighbor-joining”
(Figura 3B) coinciden en general con los del PCoA. Por un
lado, se separan muy claramente los individuos de N. bujei.
También se separan los individuos de N. n. subsp. herrerae,
que forman un grupo muy homogéneo. Los individuos de
las poblaciones de N. n. subsp. nevadensis se subdividen en

dos grupos bien diferenciados correspondientes a las pobla-
ciones de Sierra de Baza y Sierra Nevada. Finalmente, todos
los individuos de N. n. subsp. longispathus junto con los del
narciso de Villafuerte forman un Unico grupo con soporte
bootstrap muy elevado.

Conclusiones

Tomados en conjunto, los resultados de esta investigacién
permiten concluir que los narcisos de Villafuerte carecen de
la diferenciacion genética necesaria para ser considerados un
taxon diferente de los actualmente reconocidos en la pro-
puesta taxonomica sintética reciente de Algarra et al. (2018)
para los narcisos trompeteros del sureste ibérico. En el mar-
co de dicha propuesta, los narcisos de Villafuerte deben sin
duda adscribirse a N. n. subsp. longispathus, un taxén con
nutridas poblaciones ampliamente distribuidas por el macizo
montafoso Cazorla-Segura-Las Villas-Alcaraz. Un resultado
inesperado del presente estudio ha sido comprobar que a
pesar del pequefio tamafo, marcado aislamiento geogréfi-
co vy localizacion marginal respecto al area de distribucién
de N. n. subsp. longispathus, la Unica poblacién existente
del narciso de Villafuerte posee una diversidad y singularidad
genéticas superiores al resto de los taxones afines conside-
rados. Estos resultados tienen implicaciones directas para su
conservacion. La abolicion del estatus taxondémico propio de
Narcissus enemeritoi y su asimilacion a un taxon relativamen-
te abundante y bien distribuido podria tal vez ser visto como
justificacion para suspender o suavizar las actuales medidas
de proteccién de su poblacion. Sin embargo, cualquier de-
cisién en esta linea serfa a todas luces profundamente erré-
nea. La diversidad y singularidad genéticas de esta poblacion
marginal la convierten en una entidad Unica que a pesar de
su pequeno tamafo parece albergar una elevada proporcién
del acervo genético de N. n. subsp. longispathus, justificando
de este modo todos los esfuerzos que actualmente se llevan
a cabo para su preservacion.
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Tabla 1. Numero de frag-
mentos, tasa de error media y
porcentaje de fragmentos poli-
morficos de las cuatro combi-
naciones de enzimas y cebado-

Numero de

% Fragmentos
polimérficos
(criterio 2%)

Tasa

Combinacion
de error

fragmentos
AFLP

Psti-AA/MSel-CGC 58 0.0304 67.24 T usadosen este estudio paa
Pstl-AT/MSel-CGT 99 0.0261 81.82 el conjunto de 61 individuos
analizados.
Pstl-AC/MSel-CAC 87 0.0176 80.46
Pstl-AG/MSel-CTT 95 0.0241 72.63
Tabla 2. Diversidad genética del narci-
so de Villafuerte en comparacion con Total 339 0.0245 75.53

los tres taxones mas afines.

' La exclusividad media por indi-
viduo se ha estimado con el pa-
rametro “frequency-downwei-
ghted marker value” (DW)
propuesto por Schonswetter &
Tribsch (2005), que pondera por
la frecuencia de cada marcador
en la poblacion.

Numero
fragmentos
exclusivos
(%)

Proporcion
fragmentos
polimérficos

(%)

Promedio
fragmentos por
individuo

Exclusividad media
por individuo (DW)'

Entidad taxonémica

Narciso de Villafuerte 14 88.7 57.4 47 (29.5) 10.07
N. n. subsp. nevadensis 15 85.3 53.0 43 (31.6) 7.73
N. n. subsp. longispathus 15 91.3 50.7 37 (24.8) 9.07
N. n. subsp. herrerae 9 75.0 46.1 11(12.5) 7.33
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