


Paralelamente al incremento en importancia que están adquiriendo los programas de con- 
servación biológica y los planes de recuperación de especies amenazadas, se ha generado una 
gran controversia respecto al peso específico que cada una de las disciplinas implicadas de- 
ben tener en los esfuerzos de conservación. Con respecto al área de la Genética, diversos au- 
tores (FALK & HOLSLNGER, 1991) sugieren que la distribución de la variabilidad genética 
en las especies vegetales es un aspecto clave y fundamental en las estrategias de conservación, 
mientras que otros (HOLSINGER & GOTTLIEB, 1991; LANDE, 1988) consideran que esa 
importancia es relativa sobretodo en poblaciones de gran tamaño y donde el manejo activo de 
las mismas considerando la estructura genética requeriría un enorme esfuerzo, elevados cos- 
tes y gran experiencia para poder llevarse a cabo. 

No es objetivo del presente capítulo aumentar y avivar esta discusión, ya que se han argu- 
mentado abundantemente ias principales razones por ias cuaies ia conservación genéuca sigue 
siendo un aspecto considerablemente importante en la Biología de la conservación de especies 
amenazadas (FRANKEL et al., 1995; AVISE & HAMMCK, 1996; FRANCISCO-ORTEGA et 
al., 2000; SOSA, 2001). Indiscutiblemente la variabilidad genética, como componente de la 
diversidad biológica, debe gozar y disponer de las mismas razones e importancia a la hora de 
promover estudios y actuaciones encaminados a su conservación. Además, es la variabilidad 
genética la que le confiere eficacia biológica a la especie, y le permite adaptarse a diferentes 
condiciones ambientales. Por lo tanto, es un recurso biológico que debe conservarse con el fin 
de mantener la especie a largo plazo. También existen razones evolutivas: la existencia de va- 
riabilidad genética permite actuar a la Selección Natural, y por la tanto se alza como la mate- 
ria prima sobre la cual se producen los procesos evolutivos. Finalmente, existen razones eco- 
nómicas: Una pequeña fracción de los genes constituyen un recurso potencial en la mejora de 
la productividad de otras poblaciones o especies. 

Una de las características universales que presentan las poblaciones naturales de los or- 
ganismos es la diferenciación fenotípica y morfológica respecto a los distintos caracteres. Me- 
dir y caracienzar id diversidad gen~iica a bavés de las varjanpS molfológicas, xan<iUe es fac- 

tible, presenta el principal inconveniente de que el fenotipo es el resultado de la acción 
conjunta del genotipo y el medio ambiente, por lo que en muchos casos desconocemos en que 
medida la variedad observable en la especie se debe a factores genéticos y no ambientales. 
Asi, orgaiiisims con idSiitico ge i i~ t ip~ ,  eíi dis8íi:as co~diciones a~bientales, pede:: presec- 
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tar diferente fenotipo, y viceversa, organismos con diferente genotipo, en las mismas condi- 
ciones ambientales, pueden presentan el mismo fenotipo para un determinado carácter. 

Asimismo, la determinación y estudio del genotipo a través de la observación y el análi- 
sis de variantes morfológicas es un proceso que requiere cruces controlados bajo condiciones 
ambientales homogéneas y estrictas, al mismo tiempo que demanda la caracterización de la 
descendencia resultante y la determinación del mecanismo de herencia de las caracteres en es- 
tudio. Además, no siempre es factible realizar tales cruces controlados y en ocasiones, sobre 
iodo en especics arbóreas, ia obtención de desceníiencia necesita un período de t iei i ip exti-e- 
madamente largo. Así, por ejemplo en la palmera canaria Phoenix canariensis los individuos 
no presentan su primera floración hasta los cuatro años, y alcanzar un estadío adulto puede re- 
querir periodos de tiempo mucho más prolongados. Además, muchas de las variaciones feno- 
típicas observadas en las poblaciones naturales no presentan una segregación Mendeliana 
simple, debido a las influencias medioambientales, las cuales pueden ser suficientemente fuer- 
tes como para enmascarar la segregación genética. A ello se une el hecho de que la mayoría 
de los caracteres morfológicos están controlados por múltiples genes (poligénica) por lo que 
su estudio resulta extremadamente complejo, con escasas posibilidades de determinar los 
efectos separadamente. 

Finalmente, la variación de la mayoría de los caracteres morfológicos aparece como di- 
versidad fenotípica continua, más que como clases fenotípicas discretas. En otras palabras, la 
variación es cuantitativa y, por lo tanto, la medición del grado de variación genética se debe 
abordar con metodologías diferentes. 

Otra forma de analizar e incluso medir la diversidad genética de los individuos, pobla- 
ciones y especies es a través de las técnicas moleculares. Estas permiten determinar directa- 
mente la variación genética que se produce a nivel de ADN pudiéndose llegar a observar, des- 
cribir y analizar las diferencias existentes en las secuencia de nucleótidos. Sin embargo, varían 
en la forma en que resuelven las diferencias genéticas, en el tipo de datos que generan según 

r - . f - .  ios niveles taxonómicos que son más adecuados de aplicar, y en sus requerirnien~os ~ecriicu> 

y económicos. 

La aplicación de los marcadores moleculares en la resolución de los problemas genéticos 
es un campo en auge permanente que se ha desarrollado y acelerado en los últimos años era- 
cias a la tecnología de la PCR (Polymerase Chain Reaction). 

Un marcador molecular ideal para establecer estudios de genética de poblaciones debc 
cumplir con un conjunto de requisitos. En primer lugar debe ser polimórfico, es decir variti 
ble, de forma que podamos detectar diversidad entre los individuos y las poblaciones compa 
radas ya que la igualdad o inexistencia de variación impediría establecer análisis genético al 
gimo. En segundo lugar, debe ser codominante, de tal forma que todos los alelos de un gcii 
puedan ser detectables, evitándose así los enmascaramientos producidos por la dorninanci;~ 
Tambien, debe distri'buirse ampiiainente a io largo dei genoma dei organismo en cuesticín, cit. 

manera que su análisis y variabilidad scan rcprescntativos de todo cl genoina de la especii 
Además, es importante que su detección y aplicación sea rápida, ef ica~ y no exccsivaniciii~ 
custusa. Desaforturiadarnente, y debido sobre todo a la anlplitucl y cuiiiplejidad del geiionia r l i  
ios organismos vegetaies, actuaimenre no exisre un marcador moiecuiar yut: cunipia con I (  1 

dos y cada uno de estos condicionantes. En el presente capítulo profundizaremos exclusiv,~ 
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mente en dos de las técnicas moleculares que empleamos con más asiduidad en nuestro labo- 
ratorio para caracterizar la variabilidad genética de especies amenazadas: las isoenzimas y el 
análisis de RAPD (Random Amplij?ed Polymorphic DNA). 

2.1. ISOENZIMAS 

Fueron descritas por primera vez por MARKERT & MOLLER (1959) quienes la definie- 
ron como las múltiples formas que dispone una enzima con la misma actividad catalítica espe- 
cífica pero con diferentes propiedades cinéticas, estructurales y por tanto, con diferente coefi- 
ciente de migración en un campo eléctrico. El análisis isoenzimático se realiza a través de las 
técnicas de electroforesis, las cuales consisten en la separación de las proteínas existentes en un 
mismo individuo o tejido debido a la diferente relación cargafmasa de las mismas. Desde en- 
tonccs, el término isoenzima ha sido utilizado con diferentes sentidos, tanto para referirse al nú- 
mero total de bandas observadas, sin ninguna interpretación genética, como para asignar los 
productos de diferentes loci exclusivamente. Actualmente, se utiliza el término isoenzima pa- 
ra referirse a las diferentes formas de una enzima producidas por diferentes loci, mientras que 
el término aloenzima se refiere a las diferentes formas enzimáticas consecuencia de las varian- 
tes alélicas de un mismo locus (PRAKASH et al., 1969; KEPHART, 1990). 

El análisis isoenzimático en genética de poblaciones es una técnica clásica, que aunque 
en cierta forma ha sido sustituida por nuevas técnicas de análisis, aún mantiene un papel muy 
relevante en la caracterización genética de las poblaciones naturales vegetales. De hecho, en 
una reciente revisión dc la literatura científica de mayor índice de impacto de los últiirios dos 
años se encuentran más de 300 artículos que han empleado la electroforesis isoenzimática pa- 
ra caracterizar la variabilidad genética de poblaciones vegetales (MATOLWENI et al., 2000; 
HANNAN & ORICK, 2000; PREMOLI et al., 2000; SZALANSKI et al., 2001). 

Existen & ~ P T S ~ L .  Yz!z&~, m U z ~ & ~  j' ! i h r ~ ~  &&calles exc!Usi.vramente a !a aplicació:: de 
estas técnicas en vegetales describiendo la infraestructura necesaria, la forma de proceder, los 
productos a utilizar, así como sus ventajas y desventajas en el análisis genético (TANKSLEY 
& ORTON, 1983; SOLTIS & SOLTIS, 1989; HOELZEL, 1992; HILLIS et al., 1996). Por ello 
y en nuestro caso nos liroitaremor a descrihlr brevemente a!gunar c~nrideracinnes o!evmtes, 
dirigiendo al lector a estos manuales. 

Uno de los pasos más importantes en el uso de la electroforesis isoenzimática en vegeta- 
les es la extracción de las proteínas de la muestra biológica. Para ello, se debe partir de teji- 
dos frescos, lo cual limita considerablemente el alcance del muestreo. Obviamente, la capaci- 
dad de mantener individuos vivos depende de las instalaciones disponibles. En nuestro 
laboratorio y debido a la carencia de tales instalaciones las muestras recogidas el mismo día 
son almacenadas a -80 "C sin observarse degradación enzimática por largos períodos de tiem- 
po, lo cual nos permite disponer de las mismas hasta un año después de su recolección. En es- 
ie sentido, el almacenamiento a -20 "C en general nos ha proporcionado pobres resultados, ya 
que la pérdida de actividad enzimiitica es cn muchas ocasiones dramática. Por otro lado, en 
cspecies con tejidos poco hidratados (como las hojas de  palmera), las proteínas se mantienen 
casi inalterables cuando se almacenan a 4 "C y sin congelación, por tiempo superior a 5 días. 
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Sin embargo, pocas generalidades deben hacerse con respecto al almacenamiento de las mues- 
tras, ya que el proceso más óptimo debe determinarse de manera empírica para cada especie. 

La complejidad del tampón de extracción empleado para obtener las enzimas dependerá 
directamente de la cantidad de metabolitos secundarios e inhibidores enzimáticos que la es- 
pecie en cuestión disponga. La existencia de metabolitos secundarios en vegetales es un he- 
cho común descrito en multitud de especies (SOLTIS & SOLTIS, 1989). Estos compuestos 
entran en contacto con las enzimas cuando se produce la ruptura del tejido en la homogeriei- 
zación, uniéndose fuertemente al centro activo de las mismas, inhibiendo su actividad y ge- 
nerando artefactos. Los fenoles especiaimente, pero también terpenos, pectinas, resinas, cu- 
marinas e incluso pigmentos carotenoides pueden interferir en la actividad enzimática durante 
el proceso de extracción. Los mecanismos por los cuales se produce dicha interferencia han 
sido descritos y discutidos por muchos autores (ANDERSON, 1968; LOOMIS, 1969, 1974; 
KING, 1971; KELLEY & ADAMS, 1977). Estos compuestos aparecen gradualmente duran- 
te el desarrollo de los vegetales y, por lo tanto su concentración en los estadíos jóvenes es con- 
siderablemente menor. 

Así, de manera generai, los individuos jGvenes (o en esiadíü de pi&iiüia) coiistitüyeii ü ~ i  

material generalmente más recomendable en la obtención de isoenzimas que los individuos 
adultos. Por ejemplo, un análisis isocnzimático realizado con el endemismo gomero Echium 
acanthocalpum en el Parque Nacional de Garajonay tuvo que establecerse a partir de plántu- 
las, ya q-ue coii iiojas procedenies de iri&v-i&os a&itos se o&uvo aciivi&b eii dos 
mas enzimáticos de 24 ensayados (BANARES, et al. 2001) 

El uso de los tampones de gel y electrodos en la elcctroforesis isoenzimática varía de una 
especie a otra: por lo que la determinación del tipo de tampón empleado en cada especie para 
los diferentes sistemas enzimáticos estudiados es también una cuestión totalmente empírica. 
Así, por ejemplo en la palmera canaria hemos observado que en el sistema de tampones Mor- 
folín-Citrato pH 6,l se resuelven bien más de cinco sistemas enzimáticos diferentes (málico 
deshidrogenasa, enzima málica, siquimato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 
y 6-fosfogluconato deshidrogenasa entre otros), mientras que fosfoglucoisomerasa (PGI) o 
aconitasa (ACO) presentan mayor actividad cuando se separan en el sistema de tampones 
Tris-Citrato pH 7,9. Sin embargo, en otras especies como Echium acanthocarpum y Viola pal- 
mensis los sistemas de tampones en los que se obtienen mejores resultados son el Tris-Citra- 
to-Histidina pH 7,O y el Morfolin-Citrato pH 6,5, respectivamente. En general, es suficiente 
ensayar 8 ó 10 sistemas de tampones diferentes para obtener con resolución las enzimas más 
comúnmente empleadas en genética de poblaciones de vegetales. 

Al contrario que los sistemas de extracción y separación, los protocolos de tinción enzi- 
mática están muy estandarizados y van'an escasamente entre una especie u otra, por lo que cn 
líneas generales la mayoría de los autores utilizan prácticamente las mismas recetas con lige- 
ras modificaciones (VALLEJOS, 1983; WENDEL & WEEDEN, 1989; MAY, 1992; SOSA 
62 GARC~A-REINA, 1993; MURPHY et al., 1996) 

La interpretación del patrón de bandas obtenido (zimograma) en términos de genes (lo 
ci) y alelos depende de un conjunto de variables. La plojdía del organismo analizado es el pi-1- 
...-.. ......+- ?...,. ",. 2-l.,. ,... -..-- +- -..- ,.L..: 4,. ,...-e 4- "-" -1 ...:-"..A *..,~ 
LIEL ~ U U L V  yuc DG UGUG L r u Z i l  GIL ~UGIILU y a  YUG UUVIUIIIGIILG ~UUIILV IIIUYUI u ~ u  GI IIUI~LLIU c . I \ ~  

mosórnico de la especie analizada, mayor número de alelos contiene, y por ende, mayo1 
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número de bandas diferentes puede presenta el zimograrna. Otro aspecto importante lo cons- 
tituye la estructura cuatemaria y el número de loci que presentan las enzimas de las especies 
vegetales. En este sentido, se conoce bastante bien la estructura cuatemaria de las diferentes 
enzimas en los vegetales, la cual, en general, se encuentra conservada de una especie a otra. 
Así mismo, el número de genes que codifica para un determinado sistema enzimático perma- 
nece también más o menos invariable entre las especies. Por ejemplo, la fosfoglucoisomerasa 
(PGI) está descrita como un dímero codificado por dos loci en la mayona de las especies, en- 
contrándose localizada en e l  citoplasma y los cioroplastos (WEEDEN & WE-NDEL, 1989; 
KEPHART, 1990). De igual forma, la enzima málica (ME) es un tetrámero con un solo locus 
(GOTTLIEB, 1981), mientras que la malato deshidrogenasa (MDH) es un dímero codificado 
por un número variable de loci según la especie (WEEDEN & WENDEL, 1989; Kephart, 
1990) (tabla 1). 

Sin embargo, la duplicación de genes en una especie puede distorsionar el patrón de ban- 
das obtenido. Así, por ejemplo en el zimograma de la fosfoglucoisomerasa obtenido para Pho- 

Tabla 1. Número de loci (N) y estructura cuatemaria (E.C.) de las isoenzimas comúnmen- 
te utilizadas en el análisis isoenzimático de vegetales. 

Sigla Enzima N E.C. 

AAT (GOT) 
ACO 
ACP 
ADH 
ADK 
ALD 
AMP 
CAT 
DIA 
EST 
FUM 
G6PD 
GDH 
G3PDH 
HX 
IDH 
LDH 
MDH 
ME 
PRX 
PGI (GPI) 
6PGD 
PGM 
SKD 
SOD 
T?! 

Aspartato arninotransferasa 
Aconitasa 
Fosfatasa ácida 
Alcohol deshidrogenaia 
Adenilato quinasa 
Aldolasa 
Aminopeptidasas 
CaiSasa 

Diaforasa 
Esterasas 
Fumarasa 
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 
Glutamato deshidrogenasa 
Gliceraldehdo-3-fosfato deshidrogenasa 
Hexoquinasa 
Isocítrato deshidrogenasa 
Lactato deshidrogenasa 
Malato deshidrogenasa 
Enzima máiica 
Peroxidasa 
Fosfloglucoisomerasa 
6-fosfogluconato deshidrogenasa 
Fosfoglucomutasa 
Shiquimato deshidrogenasa 
Superoxido dismutasa 
Trkxu ferfute ircmerusa 

M: Monamero; D: Dímero: T: Tetrámero; H: Hexámero. Adaptado de KEPHART (1990) 
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yor parte de los fragmentos parecen corresponder a regiones no codificantes, por lo que pro- 
bablemente son marcadores neutrales (WILLIAMS et al., 1990). Finalmente, es una técnica 
rápida, relativamente barata y sencilla de aplicar. 

Sin embargo, los RAPD presentan dos grandes desventajas. Por un lado son marcadores 
que se heredan con naturaleza dominante, es decir, la variación detectada mediante los mis- 
mos no permite distinguir los alelos de cada gen, y consecuentemente existe una limitación en 
la información genética obtenida. Por otro lado, es necesario realizar diversos controles téc- 
nicos exhaustivos que permitan aumentar el grado de reproducibilidad de las bandas amplifi- 
cadas. A pesar de estas desventajas, los RAPD se erigen cada vez más como una de las he- 
rramientas más útiles en el conocimiento de la variabilidad y estmcturación genética de las 
poblaciones naturales, revelando incluso patrones y resultados similares a los obtenidos me- 
diante las técnicas isoenzimáticas (JENCZEWSKI et al., 1999). Así, por ejemplo, de un total 
de 117 artículos publicados en la revista Molecular Ecology del año 1999, aproximadamente 
el 25% correspondían a análisis genéticos mediante RAPDs, lo que demuestra claramente el 
auge y la popularidad de esta técnica en los últimos años. 

Las bandas obtenidas para cada individuo y cada primer analizado, se transforman en una 
matriz de datos de presencia-ausencia de bandas, que posteriormente es analizada mediante 
diferentes programas informáticos. Como consecuencia de su naturaleza dominante, no es po- 
sible calcular determinados parámetros estadísticos tales como los índices de diversidad ge- 
nética o la riqueza alélica, por lo que se recurre a los índices de similaridad, que aunque in- 
formativos, son menos potentes que los anteriores. Diversos estudios hacen aproximaciones a 
datos genotípicos (LYNCH & MILLIGAN, 1994; MORDEN & LOEFFLER, 1999) conside- 
rando que cada locus es un sistema de dos alelos y sólo uno de ellos es amplificable. Pero cs- 
tos autores asumen en el cálculo de las frecuencias génicas de los loci RAPD el equilibrio 
Hardy-Weinberg, y éste sólo se cumple con especies alógamas, por lo que no es válido para 
especies autógamas o con un sistema de reproducción mixto. Otro tipo de aproximación ge- 
notípica es la ofrecida por FERGUSON et al. (1998) y POWELL et al. (1996) en estudios con 
espe~ier CSE ""2 ~ U J  I!IVZ& tasu de outcfecundacibn. E!!=s c~nsideran cada bunda como ün 

sistema de dos alelos y todos los loci homocig6ticos. 

El único índice de diversidad que se puede calcular al emplear RAPD es el Índice de 
Shannon (LEWONTIN, 1972), que se considera óptimo por ser insensible al sesgo producido 
por la indetección de los individuos heterocigotos (DAWSON et al., 1995). También el aná- 
lisis molecular de la varianza (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), a pesar de no estar di- 
señado para marcadores dominantes, es un análisis ampliamente utilizado en RAPD (HUFF 
et al., 1993; ROSSETTO et al., 1995; MARTÍN et al., 1997; PALACIOS & GONZÁLEZ- 
CANDELAS 1997a,b; CARDOS0 et al., 1998), y que resulta muy útil cuando se realiza un 
muestreo jerarquizado de la poblaciones naturales (una especie distribuida en varias islas, dcn- 
tro de cada isla en varias poblaciones y dentro de cada población en varias subpoblaciones o 
grupos). De esta forma, el análisis de AMOVA hace una repartición de la variación encontra- 
da con los marcadores RAPD entre los distintos componentes jerárquicos del muestreo. Pre- 
senta la ventaja de que es el único análisis que realiza el test del nivel de significación en las 
distintas jerarquías (MORELL et al., 1995). Además nos permite el cálculo del coeficiente de 
diferenciación genética (F,,) entre las poblaciones, el cual está directamente relacionado con 
ei flujo genético que ha habido entre ias mismas. 
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2.3. ANÁLISIS DE DATOS 

Tanto para los resultados isoenzimáticos, los cuales son marcadores codominantes de lo- 
ci independientes, como para los obtenidos mediante RAPD, marcadores dominantes multilo- 
ci, existe una gran diversidad de sofhYares y programas informáticos, muchos de los cuales 
pueden obtenerse gratuitamente por INTERNET, que calculan directamente los diversos ín- 
dices y parámetros necesarios para caracterizar y cuantificar genéticamente las poblaciones 
naturales a partir de los genotipos obtenidos. 

La complejidad de usos, el nivel de ayuda y el número de índices y parámetros estadís- 
ticos que cada programa puede calcular es igualmente diverso, por lo que la mayor parte de 
las veces es necesario utilizar un software diferente (o un conjunto de los mismos) para al- 
canzar los resultados esperados. Un listado de los softwares más utilizados en nuestro labora- 
torio se detallan en la tabla 2. 

3. NIVEL DE DIVERSIDAD GENÉTICA DE LAS POBLACIONES 

La diversidad genética detectada mediante marcadores moleculares puede medirse em- 
pleando diversos índices de cuantificación. Los más utilizados son la riqueza aléiica, el poli- 
morfismo y la heterocigosidad esperada. 

3.1. RIQUEZA ALÉLICA 

Definida también como el número medio de alelos por locus (A), constituye una medida de 
la variabilidad genética que cuantifica el número total de alelos diferentes detectados en cada 
uno de ios ioci de una pobiación. Ei numero medio de deíos por iocus anaiizado mediante iso- 
enzimas suele variar considerablemente entre las poblaciones y especies. Este estadístico no 
puede emplearse con los RAPD dada la naturaleza dominante de este marcador molecular. 

Las reducciones de variabilidad que se producen en las poblaciones como consecuencia 
del «efecto fundador» o «cuello de botella* (ver apartado 5.2) afectan fundamentalmente a 
aquellos alelos que están en baja frecuencia en la población (NEI et al., 1975; SYTSMA & 
SCHAAL, 1985), por lo que el número medio de alelos por locus es un estadístico de gran uti- 
lidad para medir estas reducciones y averiguar el efecto producido por la deriva genética. 

3.2. POLIMORFISMO 

Definido también como la proporción de loci polimórficos (P), cuantifica el número dc 
loci variables en una población, y se calcula dividiendo el número de loci polimórficos de una 
población y el número total de loci analizados. Un locus se considera polimórfico según dos 
criterios arbitrarios: cuando la frecuencia del alelo más común es igual o menor que 0,99 o 

igual o menor a 0,95. En nuestro laboratorio, generalmente empleamos el segundo criterio. I i I  
polimorfismo puede aplicarse tanto en isoenzimas como en RAPD. 
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Tabla 2. Prograrnas informáticos más utilizados en la caracterización genética de las poblaciones naturales de vegetales. (contin.) 

MARCADOR 
MOLECULAR 

RAPDs 

RAPDs C- 
RAPDs, 
lsoenzimas 

I PROGRAMA 
INFORMATICO 

PÁGINA 
WEB 

(Yeh et al. 1997) (gratis) 

Análisis molecular de la varian~a 
(Schncider et al. 2000) (gratis) 

Índice de Shannon 

Autocorrelación espacial A.UTOCORF v 1 .O 
(Oliver Hardy) 

SAAP 
(Wartenberg, 1989) 

F'OPGENE v 1.3 1 

Pedir directamente al autor (gratis) 
E-mail: ohardy@ulb.ac.be 

www.ualberta/@fyeh/index.htm 
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3.3. HETEROCIGOSIDAD ESPERADA 

Una medida más completa para medir el nivel de variación genética en las poblaciones 
naturales lo constituye la heterocigosidad esperada o diversidad génica (NEI, 1987). Esta me- 
dida no depende de la arbitrariedad de la definición de polimorfismo y puede ser definida sin 
ambigüedad en términos de frecuencias alélicas. 

Cuantifica la igualdad o equitabilidad de las frecuencias alélicas en los loci y aunque de- 
pende directamente del número de alelos detectado. también está fuertemente condicionado 
por el valor de sus frecuencias. La diversidad genética constituye la heterocigosidad que se es- 
peraría en una población si ésta estuviese en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se calcula para 
cada locus según la fórmula: 

Siendo xi la frecuencia alélica del locus i. La heterocigosidad esperada de una población 
es la media de los valores obtenidos para cada locus en dicha población. 

Es importante destacar que los tres índices descritos analizan y cuantifican la diversidad 
genética considerando diferentes aspectos de la misma. Así, la riqueza alélica se centra en la 
diversidad de alelos, el polimorfismo en la diversidad de genes o loci y la heterocigosidad es- 
perada en la igualdad de las frecuencias alélicas en una población. 

Los índices descritos podnan equipararse a los empleados para medir la diversidad de un 
ecosistema. El nivel de diversidad de un ecosistema se puede establecer a partir del número 
de especies diferentes que alberga (equivalente al número de loci polimórficos), por el núme- 
ro de individuos existentes de cada especie (equivalente al número de alelos por locus), o por 
la equitabilidad del ecosistema (equivalente a la heterocigosidad esperada). 

De esta forma se ha cuantificado el nivel de diversidad genética de cientos de especies ve- 
getales de casi todos los grupos taxonórnicos (GOTTLIEB, 1977; HAMRICK, 1978; BROWN, 
i978; IiXivíiiíSK ei d., i979j. ivíediante ei anáiisis de ios índices descritos podemos compa- 
rar los niveles de diversidad genética de las diferentes poblaciones naturales de una especie, e 
incluso comparar entre diferentes especies. Ello nos permitirá establecer estrategias de conser- 
vación genética. Así, y atendiendo exclusivamente al grado de variabilidad genética, nuestros 
esfUeiz6s deben &L+girse ij~iicipa:men~e aciUe::as po~aciones a;&rgüen los niay-ores ni- 

veles de diversidad. En éste mismo sentido, también debemos averiguar qué factores han he- 
cho que una población presente escasos niveles de diversidad genética y establecer mecanis- 
mos para incrementar dichos niveles. HAMRICK & GODT (1989) compararon el nivel de 
diversidad genética determinado por isoenzimas de hasta 450 taxa vegetales con múltiples va- 
riables y factores intrínsecos y extrínsecos a las especies, tales como el estatus taxonómico, la 
forma de vida, el rango geográfico de distribución, la distribución latitudinal, el estado de su- 
cesión, los mecanismos de dispersión de semillas, o el sistema reproductivo de la especie. 

Estos autores comprobaron que en general, existía correlación significativa entre la dis- 
tribución geográfica de una especie y el nivel de diversidad genética, de tal forma que las es- 
pecies con una amplia distribución geográfica exhibían mayor diversidad genética que aque- 
llas especies con una distribución muy reducida, como es el caso de los endemismos o las 
especies aisladas (tabla 3). 
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Igualmente, aquellas especies perennes y de vida larga presentaban de mayores niveles 
de diversidad genética que las de vida corta, mientras que las que disponían mayoritariamen- 
te de sistemas de reproducción por autofecundación albergaban menor diversidad genética 
que las especies con reproducción cruzada. De hecho, el grado de diversidad genética de las 
primeras era menos de la mitad que el de las segundas (tabla 3). 

Estos resultados ponen de manifiesto que la variación genética puede verse afectada de 
forma diferente por diversos procesos evolutivos según éstos actúen a nivel de poblaciones o 
a nivel de especie (HAMRICK & GODT, 1989). Igualmente, determinados aspectos intrínse- 
cos de las especies como el tipo de reproducción o las formas de vida, también influyen en el 
nivel de diversidad genética. 

Sin embargo, y a pesar de que las especics endémicas con una distribución restringida 
poseen unos niveles de diversidad genética bajos, las especies endémicas de Canarias suelen 
mostrar una diversidad genética considerablemente mayor que las especies endémicas de 
otros archipiélagos oceánicos, alcanzando incluso niveles similares a los detectados en espe- 
cies continentales (FXANCISCO-ORTEGA et al., 2000) (tabla 4). 

Diversas pueden ser las razones que expliquen estos resultados, pero las más reconoci- 
das sean quizás la cercanía al continente africano, la cual ha podido permitir múltiples colo- 

Tabla 3. Niveles de variabilidad genética medidos por isoenzimas en función de la distri- 
bución geográfica, formas de vida y tipo de reproducción, mayoritaria de las especies anali- 
zadas (HAMRICK & GODT, 1989). 

Distribución geográfica 
Endémica 
Restringida 
Regional 
Amplia 

Formas de vida 
Perenne de vida corta 
Herbácea 
Arbustiva 
Perenne de vida larga 
Herbácea 
Arbustiva 

Sistema de cruzamiento 
Autofecundación 1,31 20 0,07 
Zombinaaa-Animaies i,43 29 0,09 
Combinada-Viento 1,99 54 0,20 
Entrecruzamiento-animales 1,54 36 0,12 
Entrecruzamiento-Viento 1,80 50 0,lO 

A: iiiqueza; ii: ~oiimon%mo; He: ~eterocigosidad esperada 
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distancia a la cual desaparece la estmcturación familiar (fig. 1), por lo que la estructuración 
en familia en ésta especie alcanza un radio de 16 m en la población de Güímar, mientras que 
en la de Teno se reduce a 8 m aproximadamente. 

Otra hipótesis, aunque menos plausible, para explicar la diferente distribución intrapo- 
blacional de la variabilidad genética en Dorycniurn es la existencia de diferenciación ecológi- 
ca en microháhitats dentro de las poblaciones. Sin embargo, es difícil establecer la relación 
entre los marcadores rnoleculares considerados y la adaptabilidad de una especie a microarn- 
bientes. 

A tenor de estos resultados y desde el punto de vista de la gestión y conservación de las 
poblaciones naturales de esta especie, la recolección de semillas debe realizarse de individuos 
separados mas de 8 y 16 metros en las poblaciones de Teno y Güímar, respectivamente, con 
el fin de asegurar que las semillas recolectadas proceden de diferentes líneas familiares con- 
servando así la mayor diversidad genética posible existente en la población. 

4.1.2. Análisis del coeficiente de endogamia 

Uno de los principios en los que se basa el análisis genético de las poblaciones naturales 
es la Ley de Hardy-Weinberg. Esta ley indica que en ausencia de factores que modifiquen la 
frecuencias alélicas de una población, las frecuencias genotípicas de esa población no varían 
de una generación a otra, alcanzando el equilibrio. 

Clases de distancia 

Fig. l. Análisis de autocorrelación espacial de las poblaciones de Güímar y Teno de Dorycnium spectabile para cin- 
co clases de distancia. El radio del área homogénea se corresponde con el punto de corte con el eje de abscisas, el 

cual es de aproximadamente 8 m en Teno y 16 m en Güímar. 
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Aunque en la realidad existen multitud de factores y fuerzas evolutivas que pueden ha- 
cer variar las frecuencias alélicas de una población (mutaciones, selección natural, flujo ge- 
nético, autofecundación) el principio de Hardy-Weinberg es aplicable a las poblaciones natu- 
rales. 

De esta forma podemos averiguar si una población se encuentra en equilibno de Hardy- 
Weinherg e inferir las causas n fuerzas que han podido originar el cambio de las frecuencias 
alélicas, comparando el nivel de heterncigosidad observada en la población con el nivel de he- 
terocigosidad esperado en el equilibrio de Hardy-Weinberg. Así, calculamos el coeficiente de 
endogamia F,,, (WRIGHT, 195 l), el cuál relaciona ambas medidas de heterocigosidad (ob- 
servada y esperada). 

Valores de F,, menores de cero indican un exceso de individuos heterocigóticos en la po- 
blación con respecto al esperado en el equilibrio de Hardy-Weinberg, mientras que valores 
mayores de cero señalan un defecto de heterocigóticos con respecto al equilibrio de Hardy- 
Weinberg. Obviamente si F,, = O la población se encuentra en equilibrio y por lo tanto se com- 
porta como una unidad panmíctica. Es decir, como una población en la que todos los indivi- 
duos tienen la misma probabilidad de cruzamiento, y estos cruzamientos se producen al azar. 
Para conocer el área en la cual una población es panmíctica sc realiza una agrupación jerar- 
quizada. Es decir, se reúnen los individuos en función de niveles jerárquicos ya sea por rango 
de distancias (20 metros, 30 metros, 100 metros, 1 kilómetro de diámetro, etc.) o por catego- 
rías (población, localidad, sub-región, región, etc.) y se estima la variación de F,, desde un ni- 
vel a otro. 

De esta forma en diversas poblaciones naturales de Phoenix cnnariensis los valores de 
F,, de individuos separados aproximadamente 40 metros no son significativamente diferentes 
de cero. Sin embargo, al agrupar individuos separados más de 40 metros se observa que el va- 
lor de F,, aumenta significativamente. Por lo tanto por debajo de 40 m, los individuos com- 
prendidos en esa k e a  se comportan como una unidad panmíctica, están en equilibno de 
Hardy-Weinberg y no presentan estructuración genética espacial. Sin embargo, al agrupar los 
individuos separados más de 40 m estamos en realidad considerando especímenes pertene- 
cientes a más de una población y, por lo tanto, se observa un defecto de heterocigóticos, dan- 
do lugar a un aumento significativo de F,,. Estc fenómeno se conoce como efecto Wahlund 
(HARTL & CLARK, 1997). 

De esta forma y a través de un muestre0 jerarquizado podcmos detectar no sólo la exis- 
tencia o ausencia de estructuración genética en la población, sino que podemos identificar el 
área geográfica en la cual todos los individuos tienen la misma probabilidad de cruzarse, es 
decir, podemos determinar e identificar la población panmíctica, y establecer la presencia o 
ausencia de poblaciones separadas genéticamente. 

Al igual que con la autocorrelación espacial, la detección de las unidades panmícticas tie- 
ne tina gran relevancia en conservación. La gestión de las poblaciones naturales de especies 
amenazadas debe establecerse en función de la existencia de distintas unidades panmícticas 
identificadas, ya que éstas están actuando como una única unidad reproductiva, independien- 
te de otras adyacentes. Por lo tanto, y con el fin de evitar la ruptura genética existente, sería 
necesario tratar y gestionar cada unidad independientemente. 
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Las especies rara vez existen como una única unidad panmíctica en las que sus indi- 
viduos se cruzan al azar. En vez de esto, suelen estar distribuidas en poblaciones diversas 
y discretas más o menos separadas geográficamente y entre las cuales existen diferencias 
genéticas. Es decir, existe algún nivel de diferenciación genética interpoblacional. El gra- 
do de diferenciación genética entre poblaciones naturales se puede cuantificar a través del 
coeficiente de diferenciación genética (F,,) (SLATKIN, 1985; 1987; 1994; HARTL & 
CIARK, 1997). 

Para un locus con dos alelos, FsT es la varianza (2) en las frecuencias alélicas entre dos 
poblaciones normalizada por la frecuencia alélica media (p), F,, = d 1 p (1 - p), y varía de O 
a 1. Un valor de cero indica que las frecuencias alélicas son idénticas en las poblaciones ana- 
lizadas, mientras que un valor de l señala que las frecuencias alélicas están fijadas y son com- 
pletamente diferentes entre las poblaciones analizadas. Sin embargo, y aunque teóricamente 
Fs, puede alcanzar valores de 1, en la realidad suelen ser considerablemente inferiores, aun- 
que muy indicativos del grado de diferenciación interpoblacional existente. Así, valores de F,, 
menores a 0,15 indican una escasa diferenciación genética entre las poblaciones. Valores 
comprendidos entre 0,15 y 0,25 señalan que las poblaciones se encuentran considerablemen- 
te diferenciadas, en tanto que valores superiores a 0,25 son un indicativo de que las poblacio- 
nes comparadas se encuentran fuertemente diferenciadas genéticamente (HARTL & CLARK, 
1997). Además, F,, constituye una medida indirecta del flujo genético entre las poblaciones 
como discutiremos posteriormente. 

Se ha calculado el grado de diferenciación genética entre las poblaciones naturales de 
más de una veintena de especies vegetales endémicas canarias (tabla 5) muchas de las cuales 
están catalogadas con algún grado de amenaza. Los resultados de la tabla muestran claramente 
que el grado de diferenciación genética interpoblacional varía ampliamente entre las especies, 
no existiendo correlación con el tamaño poblacional, la distribución geográfica o el rango ta- 
~nnÁmirn  Rrtnc r~~ i i l tadnc rninrir l~n rnn lnc nhtenidns p y  HAMRJCU & GCJnT (1989) a! ,X"'.".&UW". U"."" -.,..A-A---- -".. ---------- 
analizar un centenar de especies vegetales, detectando que el rango de distribución geográfi- 
ca no se encuentra relacionado con la distribución de la variabilidad genética interpoblacio- 
nal, lo que demuestra que otros factores (tales como la capacidad de migración de la especie, 
o la existencia de barreras geográficas o ecológicas) son las principales responsables de la di- 
ferenciación gcnética entre las poblaciones. 

El coeficiente de diferenciación genética (F,,) y el coeficiente de endogamia (F,,) están 
relacionados mediante la fórmula 

dende F,, es !a medida Ue !a desviación de !u pa~mix i a  PR e! tnk! de !Y p&!írciSn, n !n niip Y-- pc -- 
lo mismo, es la correlación entre pares de genes homólogo~ en la unión de gametos con res- 
pecto a la población en su globalidad (WRIGHT, 1951). 

Fls. FLT y FsT, se conocen como los F-estadísticos. 
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Tabla 5. Coeficientes de diferenciación genética detectados entre poblaciones naturales de 
especies en Canarias. 

1 Especie Técnica NP F s ~  Isla 

Viola palmensis 
Cisrus nsbaeckíaefnlius 
C. syrnphytifolius 
C. chinamadensis 
Phoenix cananensis 
Phoenix dactjlifer a 
Echium acanthocarpurn 
Dorycniurn spectabile 
Isoplexis chalcantha 
Myrica rivas-martinezii 
Sideritis discolor 

Iso 
Iso 
Iso 
Iso 
Iso 
Iso 
Iso 

RAPD 
RAPD 
RAPD 
RAPD 

La Palma 
Tenenfe 
Varias 

Gomera-Tenerife 
Vanas 
Varias 

Gomera 
Tenerife 

Gran Canaria 
Varias 

Gran Canaria 

Iso: Isoenzimas; NP: Número de poblaciones. 

5. FUERZAS EVOLUTIVAS QUE INTERVIENEN 
EN LA DIVERSIDAD GENÉTICA DE LAS POBLACIONES 
NATURALES 

Los factores o fuerzas evolutivas responsables de la variabilidad y estmcturacióii genéti- 
ca de las poblaciones vegetales naturales pueden ser intrínsecos de la especie (tales como la 
deriva, el tarnaño poblacional, los sistemas de cruzamiento, la capacidad de migración, y la 
historia de la propia especie), o extrínsecos (como los factores abióticos o los factores de in- 
teracción con otras especies). Todos ellos pueden influir en mayor o menor medida en la corri- 
posición y distribución genética de las poblaciones naturales y por ello, en la mayoría de las 
ocasiones, es extremadamente difícil discernir el nivel de importancia e influencia de cada 
factor separadamente. 

Se entiende por deriva genética el cambio producido en las frecuencias alélicas corise- 
cuencia del muestreo, generación tras generación, y el tamaño finito de las poblaciones. Re- 
almente la figura relevante en el proceso de deriva es el turnañu ejectivu de lu yublución, N,, 
que se define como el tamaño de una población ideal cuya constitución genética es afectada 
por la deriva con el mismo grado que la coristitucióri genética de la población real, o lo que es 
lo mismo, es el tamaño de una población ideal en la cual todos los individuos contribuyen con 
el mismo nivel al pool gamético de la misma. El tamaño efectivo se puede estimar conside- 
rando el número real de individuos reproductivos, cuando se conoce el sistema de cruza- 
miento, la relación de sexos, y la variación en la fertilidad. Alternativamente el tamaño efec- 
tivo de la población se puede inferir de la variación anual de las frecuencias alélicas de los loci 
neutrales (MONTGOMERY et al., 2000). 
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Así, las poblaciones más pequeñas se encuentran mucho más afectadas por la deriva ge- 
nética que las más grandes, y una disminución considerable del tamaño poblaciunal afectará 
profundamente la variabilidad genética de  la misma. Por un lado existen menos individuos 
que pueden participar en la fecundación y por lo tanto, se producirá una reducción de la va- 
riación genética, la cual estará directamente relacionada con la reducción en el tamaño de la 
población. Diferentes autores han documentado la relación existente entre la variación gené- 
tica y el tamaño poblacional (ELLSTRAND & ELLAM, 1993; OOSTERMEXJER, 1996; 
YOUNG et al., 1996), ya sea a través del polimorfismo (YOUNG et al., 1999) (fig. 2) como 
a t r a d c  Ae l a  h e t e r n r i n n c i r l g r l  e r n e r a A l i  / n n C T E R T i A F T T l X ?  '7nnn\ Parn a A o m 6 c  13 r l a t - i x i a  tip. .. "".""" .""".V'"".b"".YYU "YtJ"lYYY \--- ,YIY.IYL-.Y.., I""",. 1 -L., YYYlllY.7, 1- Y-..,- L.- 

ne consecuencias importantes en la diferenciación genética existente entre dos poblaciones, de 
tal forma que incrementa las diferencias interpoblacionales. Por lo tanto. la deriva genética 
tiende a disminuir la diversidad genética intrapoblacional, sobre todo en lo que al número de 
alelos diferentes se refiere, y a aumentar las diferencias genéticas entre las poblaciones, lo cual 
se traduce en un incremento en el coeficiente de diferenciación genética (F,,). En definitiva, 
la deriva genética produce un aumento de la homocigosidad y un incremento de la varianza 
entre las poblaciones. 

5.2. EFECTO FUNDADOR Y CUELLO DE BOTELLA 

El efecto fundador es un tipo de deriva genética que se produce cuando un número esca- 
so de individuos forman o constituyen una nueva población después de un proceso de migra- 
ción. Cuanto menor sea el número de colonizadores, mayor es el efecto de la deriva y, por lo 

i'ig. 2. Correlación entre el tamaño de la población y polimorfismo en Rutidosis le-ptorrhvn- 
choides (YOUNG et al., 1999). 
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tanto, menor es el grado de diversidad genética de las nuevas poblaciones. Esta drástica dis- 
minución de los niveles de diversidad genética fue denominada efecto fundador por MAYR 
(1 942). 

Puede existir también una fuerte reducción del número de efectivos en una población sin 
que exista migración, como consecuencia de la acción de un acontecimiento estocástico im- 
portante en la misma (por ejemplo, una catástrofe). En éste caso la población ha pasado por 
un cuello de botella el cual tiene en líneas generales las mismas consecuencias que el efecto 
fundador. 

El efecto fundador o el cuello de botella se ha argumentado como una de las causas prin- 
cipales que explican los escasos niveles de diversidad genética que en general presentan las 
especies endémicas y aisladas. Así, por ejemplo la especie Limonium cavanillesii (PALA- 
CIOS & GONZÁLEZ-CANDELAS, 1997b) se creía extinguida del Mediterráneo, pero re- 
cientemente se redescubrió una población con 29 individuos. El análisis genético mediante 
RAPDs con 11 primers diferentes de esa población dio lugar a 131 bandas las cuales eran 
idénticas en todos los individuos, lo que supone la menor diversidad genética detectada en 
plantas mediante RAPDs. Probablemente el tipo de sistema reproductivo de la especie (apo- 
rnixia) combinado con los acontecimientos históricos acaecidos en la especie, que incluyen el 
paso por un fuerte cuello de botella en épocas recientes, explicarían la inexistencia de varia- 
bilidad genética detectada. 

De manera similar, se ha constatado que el endemismo tinerfeño Cistus osbaeckiaefolius 
presenta unos escasos niveles de variación genética (tabla 4). Sólo se conocen cinco pobla- 
ciones de este endemismo de Tenerife, todas las cuales salvo una (Tágara), se localizan en há- 
bitats de alta montaña, con tamaños de población inferiores a 200 individuos por población 
(MARRERO et al., 1999). Las poblaciones de esta especie localizadas en hábitats de alta 
montaña han sido expuestas al pastoreo intensivo, principalmente por cabras y conejos, du- 
rante cientos de años (BARARES et al., 1993; MARRERO et al., 1999). Este factor hace fac- 
tible que hayan sufrido diferentes cuellos de botella, relativamente recientes, pudiendo haber 
causado una severa fragmentación de sus pobiaciones. La cviisecueiicia de ello es üiia pérdi- 
da sustancial de diversidad genética, que se evidencia por la escasa riqueza alélica detectada 
(tabla 4). Además, la fragmentación del hábitat y la pérdida de individuos han hecho aumen- 
tar la diferenciación genética entre las poblaciones a pesar de estar localizadas en un área ge- 
ográfica reducida (BATISTA et al., 2001). En este sentido los altos valores de F,, detectados 
en esta especie (con una media de F,, = 0,299) hacen pensar en la acción de un fuerte proce- 
so de deriva genética. Posiblemente la acción antrópica y de herbívoros presentes en el Par- 
que Nacional del Teide no sólo han fragmentado las poblaciones de este endemismo. sino que 
han aumentado (consecuencia de la deriva) las diferencias genéticas entre sus poblaciones. 

5.3. FLUJO GENÉTICO 

El flujo genético se define como el movimiento de genes existente entre las poblacio- 
nes de una especie a través del movimiento de migrantes, ya sean estos propágulos, semi- 
llas, polen o por los propios individuos. Para que exista flujo genético o migración entre po- 
blaciones de una misma especie no sólo es preciso que exista dispersión de los individuo4 
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o gametos, sino que también se produzca cruzamiento entre los mismos y la generación de 
nueva progenie. 

En ausencia de selección natural, el flujo genético constituye el primer determinante de 
la diferenciación genética entre las poblaciones. Así, y a través del coeficiente de diferencia- 
ción genética (F,,) podemos inferir el grado de migración existente entre las poblaciones. De 
hecho un concepto clave en genética de poblaciones es la relación existente entre F,, y el nú- 
mero de rnigrantes (WRIGHT, 1978), la cual se determina mediante la fórmula: F,, = 
1/(1+4N,m), donde N ,  es el tamaño efectivo de la población, m es la proporción de individuos 
que son inmigrantes, y por lo tanto, N,m es el número de rnigrantes. Así, ésta ecuación esta- 
blece que, en ausencia de selección, y con un equilibrio entre la deriva y el flujo genético, la 
diferenciación genética entre las poblaciones es inversamente proporcional a la tasa de flujo 
genético existente entre las mismas. Cuando existe flujo genético, las poblaciones tienden a 
homogeneizar sus acervos genéticos, eliminando diferencias locales. Consecuentemente, el 
flujo genético es una fuerza que retrasa, e incluso detiene la diferenciación interpoblacional. 
Precisamente, los sistemas de cmzamiento y la capacidad de dispersión de propágulos de las 
especies vegetales influyen decididamente en el nivel de flujo genético (ver apartado 5.4). 

Bajos valores de F,, consecuencia probablemente de un elevado flujo genético, se han 
detectado en poblaciones de Echium acanthocarpum en el Parque Nacional de Garajonay (La 
Gomera), entre poblaciones de Vlola palmensis de las cumbres de La Palma, y entre pobla- 
ciones de Phnenix rannrieniiv (tabla 5 )  

En el caso de Viola palmensis (violeta de la cumbre), raro endemismo localizado en las 
cumbres del Parque Nacional de La Caldera de Taburiente en La Palma, se encontró que la 
mayor parte de la variabilidad genética detectada se localizaba dentro de cada una de las 8 po- 
blaciones analizadas. De hecho, entre el 85,5 y el 96,6% del total detectado es debido a la va- 
riación existente dentro de las poblaciones. Además, cerca del 86% de los valores de diferen- 
ciación genética fueron inferiores a 0,15 estableciéndose la media en 0.10 (tabla 6).  

nado 10s bajos va!oos de Fsi d~t~.&doc, es pli-sih!~ !a exif-ncia un f l4o  g e n & c ~  
considerable entre las poblaciones naturales de la violeta. Por un lado la distancia geográfica 
entre las mismas es relativamente baja (menos de 20 km), aunque es cierto que en ocasiones 
se encuentran separadas por profundos barrancos que se alzarían como importantes barreras 
zeogrhficas. Por otro lado, se ha constatado que los conejos y las cabras localizadas en las 
u 

cumbres de la isla frecuentan las poblaciones de esta especie, alimentándose de ellas (A. Pa- 
lomares. Parque Nacional de la Caldera de Taburiente com. pers.). Paradójicamente, a pesar 
de constituir una amenaza para su supervivencia, pueden comportarse como agentes disper- 
sores. Además, el ciclo de floración y fructificación de V. palmensis es en primavera, coinci- 
diendo con un movimiento destacado de estos animales hacia la zona de cumbres, estando en 
múltiples ocasiones los frutos comidos en esa época del año. La capacidad de rnovimicnto, 
transporte y migración de estas especies herbívoras en un rango de pocos kilómetros de dis- 
tancia es considerable, pudiendo recorrerlas en un solo día. Además, la afluencia de turistas y 
visitantes a las zonas de crecimiento de la violeta en las épocas de floración y fructificación 
podrían sin duda contribuir al movimiento de efectivos de unas localidades a otras, y por lo 
tanto favorecer el flujo genético entre las mismas. Posiblemente la acción de estos agentes dis- 
persores potenciales explique los bajos niveles de diferenciación detectados. Precisamente, y 
en concordancia con ello se observó la inexistencia de correlación entre el coeficiente de di- 
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ferenciación genética y la distancia geográfica, lo cual demuestra que precisamente la distan- 
cia entre las poblaciones no condiciona la diferenciación genética detectada. O lo que es lo mis- 
mo, no existe aislamiento por distancia y otros factores o barreras físicas están determinando y 
condicionando la diferenciación genética interpoblacional detectada, existiendo incluso mayor 
diferenciación genética entre poblaciones adyacentes. De hecho, los valores más bajos de F,, 
se encuentran entre poblaciones distanciadas más de 4 km, mientras que poblaciones separadas 
menos de 2 km presentan los niveles más elevados de diferenciación genética (tabla 6). 

A pesar de que la existencia de un flujo genético considerable explicaría los resultados 
obtenidos, no podemos descartar la posibilidad de que las poblaciones actuales de la violeta 
de La Palma constituyan un conjunto de subpoblaciones fragmentadas y relictuales de una 
gran población que se extendía en épocas pretéritas de forma continua por la cumbre. La fuer- 
te presión ejercida en los últimos cientos de años por parte del hombre y los herbívoros intro- 
ducidos pudo haber extirpado gran parle de esa «gran población)) produciendo la distribución 
desigual observada hoy en día. Así, basándonos en los resultados obtenidos, la especie aún 
mantendría unos niveles de diferenciación genética bajos, reflejo de la existencia pretérita de 
una única población en la que las diferencias gendticas entre zonas adyacentes fueran escasas. 
Posiblemente, el mantenimiento de unos elevados tamaños de población en el tiempo ha con- 
trarrestado la acción de la deriva genética sobre la composición genética de los individuos y ,  
por consiguiente, ha frenado la diferenciación genética de las poblaciones. 

5.4. SISTEMAS DE CRUZAMIENTO 

Los sistemas de cruzamiento y la biología reproductiva de la especie constituyen facto- 
res cruciales en el establecimiento de una adecuada estrategia de conservación biológica. En 
geneiai, ii>s de cr-uza,i-~eníu que preseaiaIi las &fereritos especies vegeides iiiflüyen 
decididamente en la variabilidad genética de las poblaciones, tanto en lo que al grado de di- 
versidad genética se refiere, como en la forma en la que se estructura esa diversidad genética 
(HAMRICK & GODT, 1989). Así, las especies con autofecundación, presentan en general ba- 
jos niveies de diversidad genérica, consecuencia de un aumento de ia consanguinidad de íos 
individuos, así como un escaso flujo genético interpoblacional y consiguientemente una ele- 

Tabla 6. Coeficientes de diferenciación genética entre las poblaciones naturales de Viola 
palmensis del Parque Nacional de la Caldera de Taburiente. Valor medio de F,, = 0,100. 
(SOSA & BATISTA, 1999) 

Grajas F. Nueva 1 F. Nueva 2 Guanches Rivero Vizcaíno Mejorana 

F. Nueva 1 0,100 
F. Nueva 2 0,010 0,026 
Guanches 0,050 0.170 0,006 
Rivero 0,030 0,097 0,017 0,090 
Vizcaíno 0,170 0,039 0,100 0,140 0,150 
Mejorana 0,050 0,019 0,040 0,090 0,050 0,370 
Franceses 0,120 O, 123 0,146 0,060 0,240 0,159 0,120 
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vada diferenciación genética entre ias mismas. Por eiio, en ias especies mayoritariamente au- 
tógamas la mayor parte de la diversidad genética se encuentra entre las poblaciones, es decir 
presentan elevados valores de F,,. 

Contrariamente, las especies alógamas, en las que se da una tendencia al cruzamiento en- 
tre individuos no relacionados genéticamente, presentan en general mayores niveles de diver- 
sidad genética, así como un mayor flujo genético entre las poblaciones y por tanto una esca- 
sa diferenciación genética intcrpoblacional. Debido a csto, en las especies que prescntan 
fecundación cruzada la mayor parte de la diversidad genética se encuentra contenida dentro 
de las poblaciones, es decir presentan bajos valores de F,,. 

6. IMPLICACIONES EN CONSERVACIÓN 

Desde el punto de vista de la conservación genética exclusivamente, diversos son los as- 
pectos a considerar y como se ha tratado a lo largo del presente capítulo, incluyen por un la- 
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pecie y sus poblaciones naturales y el respeto y mantenimiento de la estructura genética 
existente, tanto intra como interpoblacional por el otro, con el fin de evitar la ruptura de adap- 
taciones establecidas. Además, las poblaciones pequeñas se ven más afectadas por los facto- 
res evolutivos tales como deriva y flujo genético que las grandes, por lo que las consideracio- 
nes genéticas en las poblaciones con un escaso número de individuos deben tomarse mucho 
más en cuenta si cabe. 

Respecto al primer punto, los programas de conservación deben establecerse de tal for- 
ma que procuren mantener tanto el mayor número posible de alelos detectados como el grado 
de heterocigosidad presente. HAMRICK (1983) sugirió conservar el 99% de todos los alelos 
detectados en las poblaciones naturales de una especie. Obviamente, el número de poblacio- 
nes a conservar para garantizar este nivel depende del grado de diferenciación genética entre 
las mismas. Así, y en aquellas especies mayoritariamente alógarnas, bastaba con conservar un 
reducido número de poblaciones ya que la mayor parte de la diversidad genética se concentra 
dentro de éstas. Sin embargo, en aquellas especies con elevados niveles de diferenciación in- 
terpoblacional, es necesario conservar un mayor número de poblaciones. Sin embargo, 
BROWN & BRIGGS (1991). consideran que la conservación genética de las poblaciones na- 
turales se debe centrar en los alelos comunes, es decir en aquellos con una frecuencia superior 
a 0,05-0.10 tal y como se ha establecido en las especies cultivadas (MARSHALL & BROWN, 
1975). De ésta manera, los autores argumentan que se capturada al menos una copia de los 
alelos más comunes con una probabilidad de 0,90-0,95 si se realiza un muestre0 al azar de en- 
tre 50 y 100 individuos (BROWN & BRIGGS, 1991). Así por ejemplo, en el análisis genéti- 
co realizado en las 8 poblaciones naturales de Viola palmensis, la preservación dc tan sólo dos 
de ellas (localizadas en el Barranco Vizcaíno y Fuente Mejorana) conservarían el 95% de la 
variación alélica detectada en la especie. Si además incorporamos la población localizada en 
el Barranco de Las Grajas, la conservación de la riqueza alélica de la especie se incrernenta- 
ría hasta el 100% de la detectada. Por el contrario, y dado el mayor grado de diferenciación 
genética interpoblacional detectado entre las 5 poblaciones de Cistus osbaeckiaefolius del Par- 
que Nacional del Teide (BATISTA et al., 2001), sería necesario conservar al menos dos de 
sus cinco poblaciones para mantener el 99% de la variación alélica. 
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No obstante, concentrándonos exclusivamente en la riqueza alélica de las poblaciones 
lograríamos cubrir nuestro objetivo sólo parcialmente, dado que la disminución de los ni- 
veles de heterocigosidad lleva consigo una reducción de la aptitud individual, y por ende, 
un aumento en la inviabilidad de la población a largo plazo, decreciendo su habilidad pa- 
ra adaptarse ante una selección cambiante. Por lo tanto, y en la medida de lo posible se de- 
be contemplar conjuntamente los niveles de riqueza alélica y de heterocigosidad, de tal 
manera que se priorize la preservación de aquellas poblaciones donde ambos parámetros 
son superiores. 

El establecimiento de «cifras mágicas» para conservar y mantener la diversidad genética 
de cualquier especie es extremadamente arriesgado, ya que la estrategia de muestre0 depen- 
derá sobretodo del grado de amenaza y de los efectivos poblacionales de la especie. Así, y al 
menos en Canarias, cerca de 40 especies amenazadas presentan menos de 50 individuos por 
población (con menos de 10 poblaciones) y 300 plantas en total (FRANCISCO-ORTEGA et 
al., 2000), por lo que éstas especies deberían ser prioritarias en los programas de conserva- 
ción, al mismo tiempo que no debena ser difícil obtener una muestra de todas y cada una de 
las poblaciones e incluso de todos los individuos existentes, asegurando la captura del 100% 
de la diversidad genética existente en las mismas. 

Otra de las estrategias de conservación se ha centrado en la determinación del Mínimo 
Viable Poblacional (MVP) el cual surge con el fin de establecer el tamaño de una población 
por debajo del cual aumenta la probabilidad de pérdida de diversidad genética. Diversas, son 
también las definiciones de este término, y aunque todas tienen en común la consideración del 
tamaño de población necesario para la supervivencia de la especie, su consenso respecto al 
propio tamaño y tiempo de supervivencia es variable. Muchas son además las variables que 
intervienen en la estimación del MVP, por lo que se postula que el tamaño real es un valor 
fluctuante ligado a las condiciones biológicas, ecológicas y ambientales de la población. Co- 
mo bien señalan FRANCISCO-ORTEGA et al. (2000), la mejor forma de abordar el MVP es 
incidiendo y determinando los factores implicados en la disminución del tamaño de las po- 
blaciones. No obstante, dirigimos al lector a otros artículos y referencias donde se profundiza 
y discute sobre estas consideraciones (FRANKEL et al., 1995). 

El segundo de los aspectos claves que debe contemplarse en los programas de conserva- 
ción genética es el grado de diferenciación genética interpoblacional, el cual y como ya se ha 
discutido, está íntimamente relacionado con el nivel de flujo genético entre las poblaciones. 
Actualmente, y a través de los marcadores moleculares podemos determinar e inferir los ni- 
veles de migración interpoblacional siguiendo el modelo de SLATKIN (1987) y midiendo el 
coeficiente de diferenciación genética (F,,) ya discutido. 

Asi, !a inenis:encia o escasez de h j o  gcíiC:ico iíicieiiicíita !as d i f ~ i e í i c i ~ ~  eiitie !aspa- 
blaciones, mientras que su presencia elimina y homogeniza los acervos genéticos interpobla- 
cionales. El flujo genético puede ser beneficioso ya que repone e incrementa la variación ge- 
nética después de un proceso de deriva, pero también puede ser perjudicial si lo que hace es 
&fiz&r genes &=t&s 2 l2 p&!zciS~ rpcpntnra Y'"'"' 

Bajo estas premisas, y si el grado de diferenciación genéiica interpoblacional es consi- 
derable y significativo, se debe evitar el transplante de individuos o semillas de una población 
a otra, es decir el flujo genético artificial, ya que ello puede conllevar riesgos en el mante- 
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nimiento de los niveles de variabilidad genética. Las consecuencias de ese flujo artificial po- 
drían incluir una alteración en el contenido de alelos y sus frecuencias, un cambio en la hete- 
rocigosidad poblacional, al mismo tiempo que rupturas de complejos coadaptados (LEBEKG, 
1993; ELLSTRAM & ELAM, 1993; STORFER, 1999; FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000; 
MONTALVO & ELLSTRAND, 2001). Además, muchas especies (particularmente las espe- 
cies endémicas canarias) parecen seguir un patrón de variación ecogeográfico a modo de mo- 
saico que podría verse alterado si la migración artificial excede las tasas de flujo natural 
(FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000). 

En este punto la polémica y las discusiones son considerables. DOS fenómenos contra- 
puestos pueden operar durante el manejo de las poblaciones. Por un lado, algunos autores con- 
sideran que en aquellas poblaciones que disponen de un escaso número de efectivos (como 
generalmente sucede en las especies vegetales amenazadas) o presenta exiguos niveles de di- 
versidad genética y es necesario actuar, se deben establecer las restituciones o reintroduccio- 
nes a partir de muestras heterogéneas procedentes de varios lugares (AVISE & HAMRICK, 
i n n ~ \  n- -- ----- -1 i ---- a- 1- ----:L. - - -AL- -  
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vés de deriva, y por lo tanto procesos de depresión por endogamia. El empleo de muestras 
procedentes de diversas poblaciones podría proporcionar vigor híbrido desde la heterosis co- 
mo consecuencia del aumento de la variabilidad genética de la población, disminuyendo el 
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dios han demostrado una ventaja en la eficacia de Iss reintroducciones locales frente a los es- 
tablecidos desde poblaciones localizadas a grandes distancias. Este fenómeno se conoce co- 
mo depresión por cruzamiento (outbreeding depression). 

La depresión por cruzamiento hace referencia a la reducción en la eficacia y viabilidad 
que aparece después de un proceso de hibndación intraespecífica de individuos procedentes 
de poblaciones muy separadas genéticamente. Aunque aún se desconoce la naturaleza de és- 
ta depresión, se han propi~esto dos mecanismos no exchyentes para explicar e! mismo. Por un 
lado, si las líneas parentales presentes en cada población están adaptadas a diferentes am- 
bientes, la hibndación de estas conducina a una «dilución» al 50% del genoma localmente 
adaptado, y por lo tanto se genera una pérdida de viabilidad y eficacia. Por otro lado, la com- 
hinación de diferentes procesos evolutivns ha hecho divergir la arquitectura genktica glnhal 
de los individuos de cada población, por lo que la hibridación entre los mismos rompe con es- 
tas estructuras armonizadas y la progenie sufre una reducción de su eficacia biológica (ROFF, 
1997; MONTALVO & ELLSTRAND, 2001). Cualquiera que sea la razón ha tenido y aún tie- 
ne, consecuencias muy importantes e n  el maaejo de poblaciones natiirales. 

PRICE & WASER (1979) sugirieron que en aquellas especies con dispersión génica li- 
mitada y heterogeneidad local de sus poblaciones podría existir una distancia óptima de cru- 
zamiento en la cual disminuinan los procesos de depresión por endogamia o por cruzamien- 
to. Es decir, los cruzamientos entre individuos próximos sufrirían de la depresión por 
consanguinidad debido al parentesco de los mismos, mientras que los cruces de individuos 
procedentes de localidades muy distantes sufrirían de depresión por entrecruzamiento. Sin 
embargo, los cruces establecidos a una distancia intermedia resultarían en una descendencia 
con mayor eficacia. No obstante, la mayoría de los estudios experimentales no han podido de- 
mostrar o detectar la existencia de esa distancia óptima. De hecho, algunos autores han de- 
mostrado que la distancia geográfica no es el principal condicionante de la depresión por cm- 
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zamiento, sino las diferencias genéticas y ecológicas existentes eiitre las poblaciones (MON 
TALVO & ELLSTRAND, 2001). 

Si la depresión por cruzamiento es un fenómeno general en los vegetales, lo cual está íiírii 
por demostrar, se justifica plenamente las restricciones de transplantes y restitución de mateiiti 1 
entre poblaciones. De lo contrario, se podrían establecer ensayos controlados en los que se ci i i  
pleen muestras heterogéneas procedentes de diversas poblaciones y ensayar en condicionch 
controladas el grado de depresión de las inismas, o el incremento en el nivel de diversidad gc* 
nética de la población. No obstante y en éste sentido, hay que ser muy prudentes ya que cIc- 
mostrar la inexistencia de depresión por cruzamiento es una labor extremadamente compleja y 
tediosa. En general, coincidimos con FRANCISCO-ORSEGA et al. (2000) que la mejor esti-;i- 
tegia para realizar programas de reforzamiento es la multiplicación íntegra de la población mc 
diante reproducción vegetativa o a partir de semillas de plantas individualizadas y perfecki- 
mente etiquetadas. A ello se podría unir que las primeras medidas en conservación in situ debcii 
dirigirse a la eliminación de los factores externos que inciden negativamente en la poblacidii 
tales como especies foráneas e invasoras, herbívoros e incluso la presión humana. 

Finalmente, es necesario reiterar que las conclusiones extraídas se basan exclusivameii- 
te en el análisis de la variación genética mediante marcadores moleculares (RAPD e isoenzi- 
mas), cuya variación a menudo infravalora los niveles de diferenciación gknica interpobh 
cional de los rasgos adaptativos, críticos para la supervivencia y reproducción de la especic, 
por lo que es recomendable el establecimiento de otros estudios de la biología de la espccic 
que nos permitirán establecer óptimos programas de conservación. 


