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1. INTRODUCCION

Paralelamente al incremento en importancia que estén adquiriendo los programas de con-
servacién biolégica y los planes de recuperacién de especies amenazadas, se ha generado una
gran controversia respecto al peso especifico que cada una de las disciplinas implicadas de-
ben tener en los esfuerzos de conservacién. Con respecto al drea de la Genética, diversos au-
tores (FALK & HOLSINGER, 1991) sugieren que la distribucién de la variabilidad genética
en las especies vegetales es un aspecto clave y fundamental en las estrategias de conservacion,
mientras que otros (HOLSINGER & GOTTLIEB, 1991; LANDE, 1988) consideran que esa
importancia es relativa sobretodo en poblaciones de gran tamaiio y donde el manejo activo de
las mismas considerando la estructura genética requeriria un enorme esfuerzo, elevados cos-
tes y gran experiencia para poder llevarse a cabo.

No es objetivo del presente capitulo aumentar y avivar esta discusion, ya que se han argu-
mentado abundantemente las principales razones por las cuales la conservacién genética sigue
siendo un aspecto considerablemente importante en la Biologia de la conservacién de especies
amenazadas (FRANKEL et al., 1995; AVISE & HAMRICK, 1996; FRANCISCO-ORTEGA et
al., 2000; SOSA, 2001). Indiscutiblemente la variabilidad genética, como componente de la
diversidad biol6gica, debe gozar y disponer de las mismas razones e importancia a la hora de
promover estudios y actuaciones encaminados a su conservacion. Ademds, es la variabilidad
genética la que le confiere eficacia bioldgica a la especie, y le permite adaptarse a diferentes
condiciones ambientales. Por lo tanto, es un recurso biolgico 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 Seleccion Natural, y por la tanto se alza como la mate-
ria prima sobre la cual se producen los procesos evolutivos. Finalmente, existen razones eco-
némicas: Una pequeiia fraccién de los genes constituyen un recurso potencial en la mejora de
la productividad de otras poblaciones o especies.

2. CARz,\CTERIZACI(')N Y ANALISIS DE LA DIVERSIDAD
GENETICA DE POBLACIONES NATURALES

Una de las caracteristicas universales que presentan las poblaciones naturales de los or-
ganismos es la diferenciacién fenotipica y morfolégica respecto a los distintos caracteres. Me-
dir y caracterizar la diversidad genética a través de las variantes morfoldgicas, aunque es fac-
tible, presenta el principal inconveniente de que el fenotipo es el resultado de la acci6n
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, organismos con idéntico genotipo, en distintas condiciones ambientales, pueden presen-
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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 cardcter.

Asimismo, Ia determinacién y estudio del genotipo a través de la observacién y el andli-
sis de variantes morfolégicas es un proceso que requiere cruces controlados bajo condiciones
ambientales homogéneas y estrictas, al mismo tiempo que demanda la caracterizacién de la
descendencia resultante y la determinacién del mecanismo de herencia de los caracteres en es-
tudio. Ademds, no siempre es factible realizar tales cruces controlados y en ocasiones, sobre
todo en especies arbdreas, la obtencién de descendencia necesita un perfodo de tiempo extre-
madamente largo. Asi, por ejemplo en la palmera canaria Phoenix canariensis los individuos
no presentan su primera floracion hasta los cuatro afios, y alcanzar un estadio adulto puede re-
querir periodos de tiempo mucho méds prolongados. Ademds, muchas de las variaciones feno-
tipicas observadas en las poblaciones naturales no presentan una segregacién Mendeliana
simple, debido a las influencias medioambientales, las cuales pueden ser suficientemente fuer-
tes como para enmascarar la segregacion genética. A ello se une el hecho de que la mayoria
de los caracteres morfolGgicos estan controlados por miiltiples genes (poligénica) por lo que
su estudio resulta extremadamente complejo, con escasas posibilidades de determinar los
efectos separadamente.

Finalmente, la variacién de la mayoria de los caracteres morfolégicos aparece como di-
versidad fenotipica continua, més que como clases fenotipicas discretas. En otras palabras, la
variacion es cuantitativa y, por lo tanto, la medicién del grado de variacién genética se debe
abordar con metodologfas 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 variacion genética que se produce a nivel de ADN pudiéndose llegar a observar, des-
cribir y analizar las diferencias existentes en las secuencia de nucledtidos. Sin embargo, varian
en la forma en que resuelven las diferencias genéticas, en el tipo de datos que generan segiin
los niveles taxonémicos que son més adecuados de aplicar, y en sus requerimientos técnicos
y econémicos.

La aplicacién de los marcadores moleculares en la resolucién de los problemas genéticos
es un campo en auge permanente que se ha desarrollado y acelerado en los tdltimos afios gra-
cias a la tecnologia 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 polimérfico, es decir varia-
ble, de forma que podamos detectar diversidad entre los individuos y las poblaciones compa-
radas ya que la igualdad o inexistencia de variacién impediria establecer andlisis genético al
guno. En segundo lugar, debe ser codominante, de tal forma que todos los alelos de un gen
puedan ser detectables, evitdndose asi los enmascaramientos producidos por la dominancia.
También, debe distribuirse ampliamente a lo largo del genoma del organismo en cuestion, de
manera que su andlisis y variabilidad sean representativos de todo el genoma de la especic
Ademads, es importante que su deteccién y aplicacidn sea rdpida, eficaz y no excesivamente
costosa. Desafortunadamente, y debido sobre todo a la amplitud y complejidad del genoma de
los organismos vegetales, actualmente no existe un marcador molecular que cumpla con (o
dos y cada uno de estos condicionantes. En el presente capitulo profundizaremos exclusiva
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mente en dos de las t€cnicas moleculares que empleamos con més asiduidad en nuestro labo-
ratorio para caracterizar la variabilidad genética de especies amenazadas: las isoenzimas y el
analisis de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

2.1. ISOENZIMAS

Fueron descritas por primera vez por MARKERT & MOLLER (1959) quienes Ia definie-
ron como las muiltiples formas que dispone una enzima con la misma actividad catalitica espe-
cifica pero con diferentes propiedades cinéticas, estructurales y por tanto, con diferente coefi-
ciente de migracién en un campo eléctrico. El andlisis isoenzimético se realiza a través de las
técnicas de electroforesis, las cuales consisten en la separacion de las proteinas existentes en un
mismo individuo o tejido debido a la diferente relacién carga/masa de las mismas. Desde en-
tonces, el término isoenzima ha sido utilizado con diferentes sentidos, tanto para referirse al nii-
mero total de bandas observadas, sin ninguna interpretacién 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 enziméticas consecuencia de las varian-
tes alélicas de un mismo locus (PRAKASH et al,, 1969; KEPHART, 1990).

El andlisis isoenzimdtico en genética de poblaciones es una técnica cldsica, que aunque
en cierta forma ha sido sustituida por nuevas técnicas de andlisis, aiin mantiene un papel muy
relevante en la caracterizacién genética de las poblaciones naturales vegetales. De hecho, en
una reciente revision de la literatura cientifica de mayor indice de impacto de los ltimos dos
afios se encuentran mas de 300 articulos que han empleado la electroforesis isoenzimdtica pa-
ra caracterizar la variabilidad genética de poblaciones vegetales (MATOLWENI et al., 2000;
HANNAN & ORICK, 2000; PREMOLI et al., 2000; SZALANSK] et al., 2001).

Existen diversos tratados, manuales y libros dedicados exclusivamente a la aplicacién de
estas técnicas en vegetales describiendo la infraestructura necesaria, la forma de proceder, los
productos a utilizar, asi como sus ventajas y desventajas en el andlisis genético (TANKSLEY
& ORTON, 1983; SOLTIS & SOLTIS, 1989; HOELZEL, 1992; HILLIS et al., 1996). Por ello
y en nuestro caso nos limitaremos a describir brevemente algunas consideraciones relevantes,
dirigiendo al lector a estos manuales.

Uno de los pasos mas importantes en el uso de la electroforesis isoenzim4tica en vegeta-
les es la extraccién de las protefnas de la muestra biolégica. 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 dia
son almacenadas a —80 °C sin observarse degradacién enzimética por largos perfodos de tiem-
po, lo cual nos permite disponer de las mismas hasta un afio después de su recoleccién. En es-
te sentido, el almacenamiento a —20 °C en general nos ha proporcionado pobres resultados, ya
que la pérdida de actividad enzimdtica es en muchas ocasiones dramética. Por otro lado, en
cspecies con tejidos poco hidratados (como las hojas de palmera), las proteinas se mantienen
casi inalterables cuando se almacenan a 4 °C y sin congelacién, por tiempo superior a 5 dias.
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Sin embargo, pocas generalidades deben hacerse con respecto al almacenamiento de las mues-
tras, ya que el proceso més 6ptimo debe determinarse de manera empirica para cada especie.

La complejidad del tampé6n de extraccién empleado para obtener las enzimas dependerd
directamente de la cantidad de metabolitos secundarios e inhibidores enzimaticos que la es-
pecie en cuestién disponga. La existencia de metabolitos secundarios en vegetales es un he-
cho comiin 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 homogenei-
zaci6n, uniéndose fuertemente al centro activo de las mismas, inhibiendo su actividad y ge-
nerando artefactos. Los fenoles especialmente, pero también terpenos, pectinas, resinas, cu-
marinas e incluso pigmentos carotenoides pueden interferir en la actividad enzimadtica durante
el proceso de extraccion. 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 concentracién en los estadios jévenes es con-
siderablemente menor.

Asi, de manera general, los individuos jovenes (o en estadio de plantula) constituyen un
material generalmente mds recomendable en la obtencién de isoenzimas que los individuos
adultos. Por ejemplo, un anélisis isoenzimatico realizado con el endemismo gomero Echium
acanthocarpum en el Parque Nacional de Garajonay tuvo que establecerse a partir de plantu-
las, ya que con hojas procedentes de individuos adultos se obtuvo actividad en sélo dos siste-
mas enzimaticos de 24 ensayados (BANARES, et al. 2001)

El uso de los tampones de gel y electrodos en la electroforesis isoenzimdtica varia de una
especie a otra, por lo que la determinacién del tipo de tampén empleado en cada especie para
los diferentes sistemas enzimiticos estudiados es también una cuestién totalmente empirica.
Asi, por ejemplo en la palmera canaria hemos observado que en el sistema de tampones Mor-
folin-Citrato pH 6,1 se resuelven bien mds de cinco sistemas enziméticos diferentes (malico
deshidrogenasa, enzima maélica, 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 7,0 y el Morfolin-Citrato pH 6,5, respectivamente. En general, es suficiente
ensayar 8 6 10 sistemas de tampones diferentes para obtener con resolucién las enzimas mas
comuinmente empleadas en genética de poblaciones de vegetales.

Al contrario que los sistemas de extraccion y separacion, los protocolos de tincién enzi-
madtica estdn muy estandarizados y varfan escasamente entre una especie u otra, por lo que en
lineas generales la mayoria de los autores utilizan practicamente las mismas recetas con lige-
ras modificaciones (VALLEJOS, 1983; WENDEL & WEEDEN, 1989; MAY, 1992; SOSA
& GARCIA-REINA, 1993; MURPHY et al., 1996)

La interpretacién del patrén de bandas obtenido (zimograma) en términos de genes (lo-
ci) y alelos depende de un conjunto de variables. La ploidia del organismo analizado es el pri-
mer punto que se debe tener en cuenta ya que obviamente cuanto mayor sea el nimero cro-
mosdmico de la especie analizada, mayor nimero de alelos contiene, y por ende, mayor
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nimero de bandas diferentes puede presenta el zimograma. Otro aspecto importante 1o cons-
tituye la estructura cuaternaria y el nimero de loci que presentan las enzimas de las especies
vegetales. En este sentido, se conoce bastante bien la estructura cuaternaria de las diferentes
enzimas en los vegetales, la cual, en general, se encuentra conservada de una especie a otra.
As{ mismo, el mimero de genes que codifica para un determinado sistema enzimético perma-
nece tambi€n méds o menos invariable entre las especies. Por ejemplo, la fosfoglucoisomerasa
(PGI) est4 descrita como un dimero codificado por dos loci en la mayoria de las especies, en-
contrdndose localizada en el citoplasma y los cloroplastos (WEEDEN & WENDEL, 1989;
KEPHART, 1990). De igual forma, la enzima mélica (ME) es un tetrdmero con un solo locus
(GOTTLIEB, 1981), mientras que la malato deshidrogenasa (MDH) es un dimero codificado
por un mimero variable de loci segiin la especie (WEEDEN & WENDEL, 1989; Kephart,
1990) (tabla 1).

Sin embargo, la duplicacién de genes en una especie puede distorsionar el patrén de ban-
das obtenido. As{, por ejemplo en el zimograma de la fosfoglucoisomerasa obtenido para Pho-

Tabla 1. Numero de loci (N) y estructura cuaternaria (E.C.) de las isoenzimas comiinmen-
te utilizadas en el anélisis isoenzimético de vegetales.

Sigla Enzima N E.C.
AAT (GOT) Aspartato aminotransferasa 2-4 D
ACO Aconitasa 1-3 M
ACP Fosfatasa 4cida 2-4 M,D
ADH Alcohol deshidrogenasa 1-3 D
ADK Adenilato quinasa 1-2 M
ALD Aldolasa T
AMP Aminopeptidasas 2-3 M
CAT Catalasa 1 T
DIA Diaforasa 1-4 MD, T
EST Esterasas 2-10 M, D
FUM Fumarasa 1 T
G6PD Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 2 D
GDH Glutamato deshidrogenasa 1 H
G3PDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 3 T
HX Hexoquinasa 2-3 M
IDH Isocitrato deshidrogenasa 1(2) D
LDH Lactato deshidrogenasa 1 T
MDH Malato deshidrogenasa 3 D
ME Enzima madlica 1 T
PRX Peroxidasa 2-13 M, D
PGI (GPI) Fosfloglucoisomerasa 2 D
6PGD 6-fosfogluconato deshidrogenasa 2 D
PGM Fosfoglucomutasa 2 M
SKD Shiquimato deshidrogenasa 1-2 M
SOD Superoxido dismutasa 1-2 D, T
TPI Triosa fosfato isomerasa 2 D

M: Mondmero; D: Dimero: T: Tetrdmero; H: Hexdmero. Adaptado de KEPHART (1990)
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enix canariensis hemos identificado dos regiones de actividad enzimdtica, una de las cuales
se corresponde con un locus simple (Pgi-1), mientras que la otra regién presenta un patrén de
bandas que no concuerda con lo esperado para una enzima dimérica. Este bandeado sélo se
puede interpretar si asumimos la existencia de una duplicacién en este locus (Pgi-2 y Pgi-3).
Resultados similares se han descrito para otras especies (GOTTLIEB, 1983).

Finalmente, las consideraciones descritas se suman a la presencia de alelos nulos, la apa-
ricién de artefactos propios de la técnica y otros factores que pueden dificultar la interpreta-
cién genética del patrén de bandas.

Una vez interpretado el zimograma en términos genéticos se elabora una base de datos
constituida por todos los individuos analizados y sus correspondientes genotipos.

A partir de esta base de datos podemos obtener los estadisticos genéticos bdsicos, tales
como las frecuencias génicas y genotipicas, asi como los pardmetros e indices que nos van a
caracterizar y cuantificar genéticamente las poblaciones analizadas (Apartado 2.3).

2.2. RAPD

Los RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA; Amplificacidn al Azar de ADN poli-
mérfico) fueron descritos por primera vez WILLIAMS et al. (1990). Consisten en la amplifi-
cacidn de fragmentos de ADN al azar mediante el uso de cebadores arbitrarios y aplicando la
amplificacién en cadena de la polimerasa (PCR). Los cebadores o «primers», son pequeiias
cadenas de ADN monocatenario (8-10 pb) de secuencia variable que se unen en diferentes re-
giones del ADN nuclear de los organismos, generando fragmentos de tamaiio variable sus-
ceptibles de ser separados mediante electroforesis. Cada cebador genera un nimero casi ili-
mitado de bandas de diferentes pesos moleculares, consecuencia de las elevadas tasas de
mutacién en los sitios de anclaje del mismo al ADN molde, o por las inserciones o deleciones
en el fragmento a amplificar, obteniéndose asf una huella genémica (fingerprint) caracteristi-
ca que generalmente es especifica para cada cebador y molde empleado.

En genética de poblaciones, y con el fin de analizar la mayor parte del genoma del orga-
nismo en cuestion, se debe combinar el andlisis de varios cebadores conjuntamente. Después
de realizar los andlisis preliminares con el mayor niimero posible de cebadores, se eligen aque-
llos que presentan patrones de bandas polimérficas, reproducibles y con alta resolucién. En ge-
neral, se ensayan tantos primers como sea posible, y el nimero definitivo de cebadores utili-
zados finalmente dependera del polimorfismo y la resolucién de éstos. Como término medio se
analizan 10-12 cebadores, aunque el rango empleado en la literatura de poblaciones vegetales
varia desde 2 (STWEART & PORTER, 1995) a 38 (SULAIMAN & HASNAIN, 1996).

La técnica RAPD dispone de ventajas considerables respecto a otros marcadores mole-
culares. Por un lado proporciona un mimero ilimitado de loci (fragmentos) y el nivel de poli-
morfismo es considerable. Ademds, requiere muy poca cantidad de material biolégico, por 1o
que es una técnica no destructiva, ideal en estudios de especies amenazadas, y puede secarse
en gel de silice después de su recogida en el campo, lo cual Ia convierte en una técnica muy
versdtil. No requiere conocimientos previos del genoma de la especie estudiada, y aunque la
naturaleza de las secuencias de ADN amplificadas mediante esta técnica se desconoce, la ma-
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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
rdpida, 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 variacién detectada mediante los mis-
mos no permite distinguir los alelos de cada gen, y consecuentemente existe una limitacién en
la informacién 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 mds como una de las he-
rramientas més utiles en el conocimiento de la variabilidad y estructuracién genética de las
poblaciones naturales, revelando incluso patrones y resultados similares a los obtenidos me-
diante las técnicas isoenzimaticas JENCZEWSKI et al., 1999). Asi, por ejemplo, de un total
de 117 articulos publicados en la revista Molecular Ecology del afio 1999, aproximadamente
el 25% correspondian a anélisis genéticos mediante RAPDs, lo que demuestra claramente el
auge y la popularidad de esta técnica en los dltimos afios.

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 informdticos. Como consecuencia de su naturaleza dominante, no es po-
sible calcular determinados pardmetros estadisticos tales como los indices de diversidad ge-
nética o la riqueza alélica, por lo que se recurre a los indices de similaridad, que aunque in-
formativos, son menos potentes que los anteriores. Diversos estudios hacen aproximaciones a
datos genotipicos (LYNCH & MILLIGAN, 1994; MORDEN & LOEFFLER, 1999) conside-
rando que cada locus es un sistema de dos alelos y s6lo uno de ellos es amplificable. Pero es-
tos autores asumen en el cdlculo de las frecuencias génicas de los loci RAPD el equilibrio
Hardy-Weinberg, y éste sélo se cumple con especies alégamas, por lo que no es vélido para
especies autégamas o con un sistema de reproduccién mixto. Otro tipo de aproximacién ge-
notipica es la ofrecida por FERGUSON et al. (1998) y POWELL et al. (1996) en estudios con
especies con una muy elevada tasa de autofecundacién. Ellos consideran cada banda como un
sistema de dos alelos y todos los loci homocigéticos.

El tinico indice de diversidad que se puede calcular al emplear RAPD es el Indice de
Shannon (LEWONTIN, 1972), que se considera 6ptimo por ser insensible al sesgo producido
por la indeteccién de los individuos heterocigotos (DAWSON et al., 1995). También el ana-
lisis molecular de la varianza (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), a pesar de no estar di-
sefiado para marcadores dominantes, es un andlisis ampliamente utilizado en RAPD (HUFF
et al., 1993; ROSSETTO et al., 1995; MARTIN et al,, 1997; PALACIOS & GONZALEZ-
CANDELAS 1997a,b; CARDOSO et al, 1998), y que resulta muy util cuando se realiza un
muestreo jerarquizado de la poblaciones naturales (una especie distribuida en varias islas, den-
tro de cada isla en varias poblaciones y dentro de cada poblaci6n en varias subpoblaciones o
grupos). De esta forma, el andlisis de AMOVA hace una reparticion de la variacién encontra-
da con los marcadores RAPD entre los distintos componentes jerdrquicos del muestreo. Pre-
senta la ventaja de que es el dnico andlisis que realiza el test del nivel de significacién en las
distintas jerarquias (MORELL et al., 1995). Ademads nos permite el cdlculo del coeficiente de
diferenciacién genética (Fy;) entre las poblaciones, el cual estd directamente relacionado con
el flujo genético que ha habido entre las mismas.
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2.3. ANALISIS DE DATOS

Tanto para los resultados isoenzimiticos, los cuales son marcadores codominantes de lo-
ci independientes, como para los obtenidos mediante RAPD, marcadores dominantes multilo-
ci, existe una gran diversidad de softwares y programas informaticos, muchos de los cuales
pueden obtenerse gratuitamente por INTERNET, que calculan directamente los diversos in-
dices y pardmetros 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 nimero de indices y pardmetros estadis-
ticos que cada programa puede calcular es igualmente diverso, por lo que la mayor parte de
las veces es necesario utilizar un software diferente (0 un conjunto de los mismos) para al-
canzar los resultados esperados. Un listado de los softwares méas utilizados en nuestro labora-
torio se detallan en la tabla 2.

3. NIVEL DE DIVERSIDAD GENETICA DE LAS POBLACIONES

La diversidad genética detectada mediante marcadores moleculares puede medirse em-
pleando diversos indices de cuantificacién. Los mds utilizados son la riqueza alélica, el poli-
morfismo y la heterocigosidad esperada.

3.1. RIQUEZA ALELICA

Definida también como el nimero medio de alelos por locus (A), constituye una medida de
la variabilidad genética que cuantifica el mimero total de alelos diferentes detectados en cada
uno de los loci de una poblacién. El nimero medio de alelos por locus analizado mediante iso-
enzimas suele variar considerablemente entre las poblaciones y especies. Este estadistico no
puede emplearse con Jos 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 estdn en baja frecuencia en la poblacién (NEI et al., 1975; SYTSMA &
SCHAAL, 1985), por lo que el niimero medio de alelos por locus es un estadistico de gran uti-
lidad para medir estas reducciones y averiguar el efecto producido por la deriva genética.

3.2.  POLIMORFISMO

Definido también como la proporcién de loci polimérficos (P), cuantifica el nimero de
loci variables en una poblacién, y se calcula dividiendo el niimero de loci polimérficos de una
poblacién y el mimero total de loci analizados. Un locus se considera polimérfico segiin dos
criterios arbitrarios: cuando la frecuencia del alelo méds comin es igual o menor que 0,99 o
igual o menor a 0,95. En nuestro laboratorio, generalmente empleamos el segundo criterio. Fl
polimorfismo puede aplicarse tanto en isoenzimas como en RAPD.
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Tabla 2. Programas informdticos mds utilizados en la caracterizacién genética de las poblaciones naturales de vegetales.

similaridad, UPGMA,,
Neigbourg-Joining

MARCADOR ANALISIS PROGRAMA PAGINA
MOLECULAR INFORMATICO WEB

Isoenzimas fndices de variabilidad, BIOSYS - 1 ftp:/flamar.cosolate.edu7pub/webd
Distancias genéticas, (Swoford y Selander, 1981) (gratis)
F estadisticos,
UPGMA

Isoenzimas indices de variabilidad, GENESTAT - PC 3.3 http://darwin.eeb.uconn/eeb348/1999/soft
Coeficientes de diferenciacién, (Lewis, 1993) (gratis)
Distancias genéticas,
F estadisticos,
UPGMA

Isoenzimas {ndices de variabilidad, GDA http://lewis.eeb.uconn.edv/
Distancias genéticas, (Lewis and Zaykin, 1996) lewishome/gda.html (gratis)
F estadfsticos,
UPGMA

Isoenzimas Frecuencias alélicas, GENEPOP 3.1 Fttp://ftp.cefe.cnrs-mop.fr/pub/pe/msdos/genepop
F estadisticos, (Raymond y Rousset, 1995) {gratis)
Flujo genético (Nm),

Isoenzimas F estadisticos, FSTAT www.unil.ch/ize/softwares/fstat.html

(Goudet, 1995) (gratis)

Isoenzimas Coeficientes de diferenciacién, DISPAN ftp.bio.indiana.edu/molbio/ibmpe
Distancias genéticas, (Ota, 1993) (gratis)
UPGMA

RAPDs Andlisis de componentes NTSYS v 2.0 www.exetersoftware.com/can/cat/ntsyspc.html

Iscenzimas principales, Coeficientes de (Rohlf, 1993) (Es necesario comprarlo)
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Tabla 2. Programas informdticos mds utilizados en la caracterizacién genética de las poblaciones naturales de vegetales. (contin.)

Conservacion genética

MARCADOR
MOLECULAR

ANALISIS

PROGRAMA
INFORMATICO

PAGINA
WEB

RAPDs

Indice de Shannon

POPGENE v 1.31

(Yeh et al. 1997)

www.ualberta/ @fyeh/index.htm

(gratis)

RAPDs

Analisis molecular de la varianza
(Schneider et al. 2000)

ARLEQUIN

http://anthro.unige.ch/arlequin
(gratis)

RAPDs,
Isoenzimas

Autocorrelacién espacial

AUTOCORF v 1.0
(Oliver Hardy)
SAAP
(Wartenberg, 1989)

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

Una medida mas completa para medir el nivel de variacién 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 definicién de polimorfismo y puede ser definida sin
ambigiiedad en términos de frecuencias alélicas.

Cuantifica la ignaldad o equitabilidad de las frecuencias alélicas en los loci y aunque de-
pende directamente del nimero de alelos detectado, también estd fuertemente condicionado
por el valor de sus frecuencias. La diversidad genética constituye la heterocigosidad que se es-
peraria en una poblacién si ésta estuviese en equilibrio de Hardy-Weinberg. Se calcula para
cada locus segiin la férmula:

He,=1-Xx]

Siendo x, la frecuencia alélica del locus i. La heterocigosidad esperada de una poblacién
es la media de los valores obtenidos para cada locus en dicha poblacion.

Es importante destacar que los tres indices descritos analizan y cuantifican la diversidad
genética considerando diferentes aspectos de la misma. Asi, 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 poblacién.

Los indices descritos podrian equipararse a los empleados para medir la diversidad de un
ecosistema. El nivel de diversidad de un ecosistema se puede establecer a partir del ndmero
de especies diferentes que alberga (equivalente al nimero de loci polimérficos), por el nime-
ro de individuos existentes de cada especie (equivalente al ndmero 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 taxonémicos (GOTTLIEB, 1977; HAMRICK, 1978; BROWN,
1978; HAMRICK et al., 1979). Mediante el anélisis de los indices 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 permitiréd establecer estrategias de conser-
vacién genética. Asi, y atendiendo exclusivamente al grado de variabilidad genética, nuestros
esfuerzos deben dirigirse principalmente a aquellas poblaciones que alberguen los mayores ni-
veles de diversidad. En éste mismo sentido, también debemos averiguar qué factores han he-
cho que una poblacion 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 muiltiples va-
riables y factores intrinsecos y extrinsecos a las especies, tales como el estatus taxonémico, la
forma de vida, el rango geogrifico de distribucidn, la distribucién latitudinal, el estado de su-
cesion, los mecanismos de dispersion de semillas, o el sistema reproductivo de la especie.

Estos autores comprobaron que en general, existia correlacién significativa entre la dis-
tribucién geogréfica de una especie y el nivel de diversidad genética, de tal forma que las es-
pecies con una amplia distribucién geografica exhibian mayor diversidad genética que aque-
llas especies con una distribucién 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 disponfan mayoritariamen-
te de sistemas de reproduccién por autofecundacién albergaban menor diversidad genética
que las especies con reproduccién 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 variacién genética puede verse afectada de
forma diferente por diversos procesos evolutivos segin éstos actlien a nivel de poblaciones o
a nivel de especie (HAMRICK & GODT, 1989). Igualmente, determinados aspectos intrinse-
cos de las especies como el tipo de reproduccién o las formas de vida, también influyen en el
nivel de diversidad genética.

Sin embargo, y a pesar de que las especies endémicas con una distribucién 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 archipi€lagos ocednicos, alcanzando incluso niveles similares a los detectados en espe-
cies continentales (FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000) (tabla 4).

Diversas pueden ser las razones que expliquen estos resultados, pero las mds reconoci-
das sean quizas la cercania al continente africano, la cual ha podido permitir miltiples colo-

Tabla 3. Niveles de variabilidad genética medidos por isoenzimas en funcién de la distri-
bucién geografica, formas de vida y tipo de reproduccién, mayoritaria de las especies anali-
zadas (HAMRICK & GODT, 1989).

A P He

Distribucion geogrdfica

Endémica 1,39 26,3 0,063

Restringida 1,45 30,6 0,105

Regional 1,55 36,4 0,118

Amplia 1,72 43,0 0,159

Formas de vida

Perenne de vida corta

Herbicea 1,40 28,0 0,096

Arbustiva 1,55 31,3 0,094

Perenne de vida larga

Herbicea 1,44 393 0,084

Arbustiva 1,79 50,0 0,149

Sistema de cruzamiento

Autofecundacién 1,31 20 0,07

Combinada-Animales 1,43 29 0,09

Combinada-Viento 1,99 54 0,20

Entrecruzamiento-animales 1,54 36 0,12

Entrecruzamiento-Viento 1,80 50 0,10
A: Riqueza; P: Polimorfismo; He: Heterocigosidad esperada
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Tabla 4. Diversidad genética en especies vegetales canarias.

Especie A P He Referencia

Viola palmensis 1,53 432 0,164 Sosa & Batista (1999)
Cistus osbaeckiaefolius 1,27 25,0 0,099 Batista et al., (2001)
Cistus symphytifolius 1,52 40,0 0,157 Batista et al., (2001)
Cistus chinamadensis 1,42 23,1 0,103 Batista et al., (2001)
Phoenix canariensis 1,79 55,0 0,209 Gonzdlez-Pérez et al., (1999)
Phoenix dactylifera 2,00 63,0 0,291 Gonzdlez-Pérez et al., (1999)
Echium acanthocarpum 1,39 38,9 0,174 Batista & Sosa (1998)
Avena canariensis (Fuerteventura) 1,76 23,5 0,226 Morikawa & Leggett (1990)
Avena canariensis (Lanzarote) 1,54 43,1 0,127 Morikawa & Leggett (1990)
Lobularia canariensis 2,38 73,7 0,278 Borgen (1996)
Androcymbium psammophilum 2,00 10,0 0,053  Pedrola-Monfort & Caujapé (1996)
Androcymbium hierrensis 2,00 20,0 0,055  Pedrola-Monfort & Caujapé (1996)
Lolium canariense 1,61 — 0,145 Oliveira et al., (1995)
Chamaecytisus proliferus 3,00 60,0 —_ Francisco-Ortega et al., (1992)
Sonchus 1,32 28,9 —_ Kim et al., (1999)
Especies endémicas 1,39 26,3 0,063 Hamrick & Godt (1989)
A: Riqueza alélila; P: Polimorfismo; He: heterocigosidad esperada.

nizaciones hacia las islas, junto con el posible caracter relictico de muchos de los elementos
de la flora de Canarias (ver FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000 para una revision).

4. DISTRIBUCION DE LA DIVERSIDAD GENETICA

El grado de diversidad genética total existente en una especie se puede dividir en dife-
rentes componentes: Por un lado en la diversidad presente dentro de cada poblacién (intrapo-
blacional) y, por el otro en la diversidad genética existente entre las diversas poblaciones (in-
terpoblacional).

La particion de la diversidad total de una especie en sus componentes intra- e interpo-
blacional nos permite conocer su organizacion en el espacio y, consecuentemente, sugerir mo-
dos de accién encaminados a preservar la mayor cantidad de diversidad genética posible.

Por todo ello, no sélo es importante determinar el nivel total de la diversidad genética de
una especie, sino que es fundamental, sobre todo en los programas de conservacion, conocer
y analizar como esa variabilidad genética global de la especie se distribuye y se estructura en-
tre las diferentes poblaciones naturales.

4.1. ESTRUCTURACION GENETICA INTRAPOBLACIONAL

Ya hemos descrito que la diversidad genética contenida en una poblaci6n consiste en los
diferentes tipos de alelos y sus frecuencias presentes en la misma. Desde el punto de vista de
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la conservacién genética, interesa determinar de qué manera el nivel de dicha diversidad se
distribuye en el espacio y en el tiempo dentro de la poblacién natural.

Los alelos de una poblacién pueden estar distribuidos al azar, o por el contrario presen-
tar una distribucién espacial consecuencia de la accién de diferentes fuerzas evolutivas, de
factores ambientales o de propiedades intrinsecas de la poblacién en cuestion. De esta forma,
nos referimos a la existencia de estructuracién genética cuando las frecuencias alélicas no se
distribuyen 2} azar en el seno de la poblacién, sino que siguen un determinado patrdn o ar-
quitectura, la cual puede ser espacial o temporal.

Dos de los métodos que nos permiten analizar el grado de estructuracidn genética intra-
poblacional son a través de la existencia de autocorrelacién espacial (SOKAL, 1979; GRIF-
FITH, 1987) o mediante el coeficiente de endogamia de la poblacién (F,g) (WRIGHT, 1951).

4.1.1. Autocorrelacion espacial

Este método calcula la correlacién, a través del Indice de Moran (MORAN, 1948) exis-
tente entre las distancias genéticas detectadas entre los individuos de una poblacidn, y la dis-
tancia geografica de los mismos. Para proceder al andlisis de autocorrelacién espacial se agru-
pan en clases de distancia los valores de distancia geogrifica existente entre cada par de
individuos, y se correlacionan con la distancia genética determinada entre el mismo par de in-
dividuos de la poblacién. Posteriormente se grafica el coeficiente de correlacién obtenido
frente a las clases de distancia. Autocorrelaciones positivas (I > 0) obtenidas entre cada par de
observaciones realizadas (geografica-genética) indican que los individuos mds préximos geo-
graficamente son los que también presentan una mayor similitud genética, mientras que auto-
correlaciones negativas (I < 0) indican io contrario.

Siguiendo esta metodologia se pudo determinar la existencia de estructuracion genética
en dos poblaciones naturales de Dorycnium spectabile, especie endémica de la isla de Tene-
rife (fig. 1). Esta especie, se encuentra fuertemente amenazada, existiendo en la actualidad s6-
lo dos poblaciones, separadas 40 km, en Teno (con 24 individuos) y Giiimar (con 46 indivi-
duos). D. spectabile es hermafrodita pero presenta altos niveles de autoincompatibilidad
(CALERO & SANTOS, 1988). La floracién tiene lugar desde mayo a julio, siendo los vecto-
res de polinizacién los insectos (Hymenoptera y Lepidotera) y estableciéndose la dispersién
de las semillas por gravedad (Manuel Naranjo, Viceconsejeria de Medio Ambiente del Go-
bierno de Canarias, com. pers.).

El andlisis de autocorrelacion espacial en ambas poblaciones presentd una curva con una
disminucién generalizada en el Indice de Moran con respecto a las clases de distancias, sien-
do el coeficiente de correlacién positivo y altamente significativo en la primera clase (fig. 1).
Ademds, a medida que aumentaba la distancia fisica entre los individuos, disminufa conside-
rablemente la similitud genética entre los mismos.

Estos resultados sugieren que en ambas poblaciones de Dorycnium spectabile existe es-
tructuracién genética consecuencia de una baja dispersion de las semillas, lo que hace que pro-
bablemente los descendientes se dispongan préximos a los padres dando lugar a una estructu-
racién en familia. Precisamente, el punto de corte de la curva con el eje x nos indica la
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distancia a la cual desaparece la estructuracién familiar (fig. 1), por lo que la estructuracién
en familia en ésta especie alcanza un radio de 16 m en la poblacién de Giifmar, mientras que
en la de Teno se reduce a 8 m aproximadamente.

Otra hipétesis, aunque menos plausible, para explicar la diferente distribucién intrapo-
blacional de la variabilidad genética en Dorycnium es la existencia de diferenciacioén ecolégi-
ca en microhdbitats dentro de las poblaciones. Sin embargo, es dificil establecer la relacién
entre los marcadores moleculares considerados y la adaptabilidad de una especie a microam-
bientes.

A tenor de estos resultados y desde el punto de vista de la gestién y conservacién de las
poblaciones naturales de esta especie, la recoleccién de semillas debe realizarse de individuos
separados mas de 8 y 16 metros en las poblaciones de Teno y Giiimar, respectivamente, con
el fin de asegurar que las semillas recolectadas proceden de diferentes lineas familiares con-
servando asf la mayor diversidad genética posible existente en la poblacién.

4.1.2.  Andlisis del coeficiente de endogamia

Uno de Jos principios en los que se basa el andlisis 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 poblacién, las frecuencias genotipicas de esa poblacién no varian
de una generaci6n a otra, alcanzando el equilibrio.

0.4
Q ~
0.2 S
g .\ . Clases de distancia
IS 0 : .
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Fig. 1. Anélisis de autocorrelacion espacial de las poblaciones de Giifmar y Teno de Dorycnium spectabile para cin-
co clases de distancia. El radio del drea 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 Giifmar.
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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 poblacién (mutaciones, seleccion natural, flujo ge-
nético, autofecundacién) el principio de Hardy-Weinberg es aplicable a las poblaciones natu-
rales.

De esta forma podemos averiguar si una poblacién se encuentra en equilibrio de Hardy-
Weinberg e inferir las causas o fuerzas que han podido originar el cambio de las frecuencias
alélicas, comparando el nivel de heterocigosidad observada en la poblacién con el nivel de he-
terocigosidad esperado en el equilibrio de Hardy-Weinberg. Asi, calculamos el coeficiente de
endogamia Fi5, (WRIGHT, 1951), el cudl relaciona ambas medidas de heterocigosidad (ob-
servada y esperada).

Fyg=1- (H/H)

Valores de F;g menores de cero indican un exceso de individuos heterocigéticos en la po-
blacién con respecto al esperado en el equilibrio de Hardy-Weinberg, mientras que valores
mayores de cero sefialan un defecto de heterocigéticos con respecto al equilibrio de Hardy-
Weinberg. Obviamente si g = 0 la poblacién se encuentra en equilibrio y por lo tanto se com-
porta como una unidad panmictica. Es decir, como una poblacién en la que todos los indivi-
duos tienen la misma probabilidad de cruzamiento, y estos cruzamientos se producen al azar.
Para conocer el 4rea en la cual una poblacién es panmictica se realiza una agrupacién jerar-
quizada. Es decir, se reiinen los individuos en funcién de niveles jerarquicos ya sea por rango
de distancias (20 metros, 30 metros, 100 metros, 1 kilémetro de didmetro, etc.) o por catego-
rias (poblacidn, localidad, sub-regi6n, regidn, etc.) y se estima la variacién de Fig desde un ni-
vel a otro.

De esta forma en diversas poblaciones naturales de Phoenix canariensis los valores de
F g de individuos separados aproximadamente 40 metros no son significativamente diferentes
de cero. Sin embargo, al agrupar individuos separados mas de 40 metros se observa que el va-
lor de F;y aumenta significativamente. Por lo tanto por debajo de 40 m, los individuos com-
prendidos en esa 4rea se comportan como una unidad panmictica, estdn en equilibrio de
Hardy-Weinberg y no presentan estructuracién genética espacial. Sin embargo, al agrupar los
individuos separados mas de 40 m estamos en realidad considerando especimenes pertene-
cientes a mds de una poblacion y, por lo tanto, se observa un defecto de heterocigéticos, dan-
do lugar a un aumento significativo de Fi;. Este fenémeno se conoce como efecto Wahlund
(HARTL & CLARK, 1997).

De esta forma y a través de un muestreo jerarquizado podemos detectar no sélo la exis-
tencia o ausencia de estructuracién genética en la poblacion, sino que podemos identificar el
drea geogréfica en la cual todos los individuos tienen la misma probabilidad de cruzarse, es
decir, podemos determinar e identificar la poblacién panmictica, y establecer la presencia o
ausencia de poblaciones separadas genéticamente.

Aligual que con la autocorrelacién espacial, la deteccién de las unidades panmicticas tie-
ne una gran relevancia en conservacién. La gestién de las poblaciones naturales de especies
amenazadas debe establecerse en funcién de la existencia de distintas unidades panmicticas
identificadas, ya que éstas estdn actuando como una tinica unidad reproductiva, independien-
te de otras adyacentes. Por lo tanto, y con el fin de evitar la ruptura genética existente, seria
necesario tratar y gestionar cada unidad independientemente.
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42. ESTRUCTURACION GENETICA INTERPOBLACIONAL

Las especies rara vez existen como una tnica unidad panmictica en las que sus indi-
viduos se cruzan al azar. En vez de esto, suelen estar distribuidas en poblaciones diversas
y discretas mds o menos separadas geograficamente y entre las cuales existen diferencias
genéticas. Es decir, existe algin nivel de diferenciacién genética interpoblacional. El gra-
do de diferenciaci6én genética entre poblaciones naturales se puede cuantificar a través del
coeficiente de diferenciacién genética (Fg;) (SLATKIN, 1985; 1987; 1994; HARTL &
CLARK, 1997).

Para un locus con dos alelos, Fg; es la varianza (0°) en las frecuencias alélicas entre dos
poblaciones normalizada por la frecuencia alélica media (p), Fg; = o/ p (1 -p),y varia de 0
a 1. Un valor de cero indica que las frecuencias alélicas son idénticas en las poblaciones ana-
lizadas, mientras que un valor de 1 sefiala que las frecuencias alélicas estdn fijadas y son com-
pletamente diferentes entre las poblaciones analizadas. Sin embargo, y aunque teéricamente
F; puede alcanzar valores de 1, en la realidad suelen ser considerablemente inferiores, aun-
que muy indicativos del grado de diferenciacién interpoblacional existente. Asi, valores de F;
menores a 0,15 indican una escasa diferenciaciéon genética entre las poblaciones. Valores
comprendidos entre 0,15 y 0,25 sefialan 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). Ademds, Fg; constituye una medida indirecta del flujo genético entre las poblaciones
como discutiremos posteriormente.

Se ha calculado el grado de diferenciacién genética entre las poblaciones naturales de
mds de una veintena de especies vegetales endémicas canarias (tabla 5) muchas de las cuales
estdn catalogadas con algin grado de amenaza. Los resultados de la tabla muestran claramente
que el grado de diferenciacion genética interpoblacional varfa ampliamente entre las especies,
no existiendo correlacién con el tamafio poblacional, la distribucién geogréfica o el rango ta-
xonémico. Estos resultados coinciden con los obtenidos por HAMRICK & GODT (1989) al
analizar un centenar de especies vegetales, detectando que el rango de distribucién geografi-
ca no se encuentra relacionado con la distribucién de la variabilidad genética interpoblacio-
nal, lo que demuestra que otros factores (tales como la capacidad de migracién de la especie,
o la existencia de barreras geogréificas o ecoldgicas) son las principales responsables de la di-
ferenciacién genética entre las poblaciones.

El coeficiente de diferenciacién genética (F,;) y el coeficiente de endogamia (Fg) estdn
relacionados mediante la férmula

(I'FIS)(I_FST)zl"FIT

donde F; es la medida de la desviacién de la panmixia en el total de la poblacién, o lo que es
lo mismo, es la correlacion entre pares de genes homdlogos en la unién de gametos con res-
pecto a la poblacién en su globalidad (WRIGHT, 1951).

Fi, Fi1 ¥ Fgr, se conocen como los F-estadisticos.
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Tabla S. Coeficientes de diferenciacién genética detectados entre poblaciones naturales de
especies en Canarias.

Especie Técnica NP Isla
Viola palmensis Iso 8 0,100 La Palma
Cistus osbaeckiaefolius Iso 4 0,372 Tenerife
C. symphytifolius Iso 4 0,224 Varias
C. chinamadensis Iso 2 0,569 Gomera-Tenerife
Phoenix canariensis Iso 12 0,128 Varias
Phoenix dactylifera Iso 6 0,193 Varias
Echium acanthocarpum Iso 2 0,004 Gomera
Dorycnium spectabile RAPD 2 0,264 Tenerife
Isoplexis chalcantha RAPD 2 0,141 Gran Canaria
Mbprica rivas-martinezii RAPD 9 0,487 Varias
Sideritis discolor RAPD 3 0,149 Gran Canaria

Iso: Isoenzimas; NP: Nimero de poblaciones.

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

Los factores o fuerzas evolutivas responsables de la variabilidad y estructuracién genéti-
ca de las poblaciones vegetales naturales pueden ser intrinsecos de la especie (tales como la
deriva, el tamafio poblacional, los sistemas de cruzamiento, la capacidad de migracién, y la
historia de la propia especie), o extrinsecos {como los factores abidticos o los factores de in-
teraccion con otras especies). Todos ellos pueden influir en mayor o menor medida en la com-
posicién y distribucién genética de las poblaciones naturales y por ello, en la mayoria de las
ocasiones, es extremadamente dificil discernir el nivel de importancia e influencia de cada
factor separadamente.

5.1. DERIVA GENETICA

Se entiende por deriva genética el cambio producido en las frecuencias alélicas conse-
cuencia del muestreo, generacién tras generacion, y el tamaio finito de las poblaciones. Re-
almente la figura relevante en el proceso de deriva es el tamaiio efectivo de la poblacion, N,,
que se define como el tamafio de una poblacién ideal cuya constitucién genética es afectada
por la deriva con el mismo grado que la constitucién genética de la poblacién real, o lo que es
lo mismo, es el tamafio de una poblacién ideal en la cual todos los individuos contribuyen con
el mismo nivel al pool gamético de la misma. El tamafio efectivo se puede estimar conside-
rando el ndmero real de individuos reproductivos, cuando se conoce el sistema de cruza-
miento, la relacién de sexos, y la variacion en la fertilidad. Alternativamente el tamaio efec-
tivo de la poblacién se puede inferir de la variacién anual de las frecuencias alélicas de los loci
neutrales (MONTGOMERY et al., 2000).
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Asi, las poblaciones mas pequefias se encuentran mucho més afectadas por la deriva ge-
nética que las mds grandes, y una disminucién considerable del tamaiio poblacional afectard
profundamente la variabilidad genética de la misma. Por un lado existen menos individuos
que pueden participar en la fecundacién y por lo tanto, se producird una reduccién de la va-
riacién genética, la cual estard directamente relacionada con la reduccién en el tamafio de la
poblacién. Diferentes autores han documentado la relaci6n existente entre la variacién gené-
tica y el tamafio poblacional (ELLSTRAND & ELLAM, 1993; OOSTERMEUIER, 1996;
YOUNG et al., 1996), ya sea a través del polimorfismo (YOUNG et al., 1999) (fig. 2) como
a través de la heterocigosidad esperada (OOSTERMEUER, 2000). Pero ademds, 1a deriva tie-
ne consecuencias importantes en la diferenciacion 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 nimero 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 diferenciacién genética (Fi;). En definitiva,
la deriva gené€tica 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 nimero esca-
so de individuos forman o constituyen una nueva poblacién después de un proceso de migra-
cién. Cuanto menor sea el nimero de colonizadores, mayor es el efecto de la deriva y, por lo
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tig. 2. Correlacion entre el tamafio de la poblacién y polimorfismo en Rutidosis leptorrhyn-
choides (YOUNG et al., 1999).
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tanto, menor es el grado de diversidad genética de las nuevas poblaciones. Esta dréstica dis-
minucién de los niveles de diversidad genéltica fue denominada efecto fundador por MAYR
(1942).

Puede existir también una fuerte reduccién del nimero de efectivos en una poblacién sin
que exista migracién, como consecuencia de la accién de un acontecimiento estocastico im-
portante en la misma (por ejemplo, una catéstrofe). En éste caso la poblacién ha pasado por
un cuello de botella el cual tiene en lineas 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. Asi, por ejemplo la especie Limonium cavanillesii (PALA-
CIOS & GONZALEZ-CANDELAS, 1997b) se creia extinguida del Mediterraneo, pero re-
cientemente se redescubrié una poblacién con 29 individuos. El anélisis genético mediante
RAPD:s con 11 primers diferentes de esa poblacién 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-
mixia) combinado con los acontecimientos histéricos acaecidos en la especie, que incluyen el
paso por un fuerte cuello de botella en épocas recientes, explicarian la inexistencia de varia-
bilidad genética detectada.

De manera similar, se ha constatado que el endemismo tinerfefio Cistus osbaeckiaefolius
presenta unos escasos niveles de variacién genética (tabla 4). Sélo se conocen cinco pobla-
ciones de este endemismo de Tenerife, todas las cuales salvo una (T4gara), se localizan en ha-
bitats de alta montafia, con tamafios de poblacién inferiores a 200 individuos por poblacién
(MARRERO et al., 1999). Las poblaciones de esta especie localizadas en hébitats de alta
montafia han sido expuestas al pastoreo intensivo, principalmente por cabras y conejos, du-
rante cientos de afios (BANARES 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 fragmentacién de sus poblaciones. La consecuencia de ello es una pérdi-
da sustancial de diversidad genética, que se evidencia por la escasa riqueza alélica detectada
(tabla 4). Ademds, la fragmentacién del hébitat y la pérdida de individuos han hecho aumen-
tar la diferenciacion genética entre las poblaciones a pesar de estar localizadas en un drea ge-
ogrifica reducida (BATISTA et al., 2001). En este sentido los altos valores de Fg; detectados
en esta especie (con una media de F; = 0,299) hacen pensar en la accién de un fuerte proce-
so de deriva genética. Posiblemente la acci6n antrdpica y de herbivoros presentes en el Par-
que Nacional del Teide no sélo han fragmentado las poblaciones de este endemismo, sino que
han aumentado (consecuencia de la deriva) las diferencias genéticas entre sus poblaciones.

5.3.  FLUJO GENETICO

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 propagulos, semi-
llas, polen o por los propios individuos. Para que exista flujo genético o migracién entre po-
blaciones de una misma especie no sélo es preciso que exista dispersién de los individuos
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0 gametos, sino que también se produzca cruzamiento entre los mismos y la generacién de
nueva progenie.

En ausencia de seleccién natural, el flujo genético constituye el primer determinante de
la diferenciacién genética entre las poblaciones. Asi, y a través del coeficiente de diferencia-
cién genética (Fg;) podemos inferir el grado de migracién existente entre las poblaciones. De
hecho un concepto clave en genética de poblaciones es la relacién existente entre Fg; y el ni-
mero de migrantes (WRIGHT, 1978), la cual se determina mediante la férmula: Fg; =
1/(144N_m), donde N, es el tamaiio efectivo de la poblacién, m es la proporcién de individuos
que son inmigrantes, y por lo tanto, N m es el nimero de migrantes. Asi, ésta ecuacién esta-
blece que, en ausencia de seleccidn, y con un equilibrio entre la deriva y el flujo genético, la
diferenciacién 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 diferenciaci6n interpoblacional.
Precisamente, los sisternas de cruzamiento y la capacidad de dispersién de propigulos 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 Viola palmensis de las cumbres de La Palma, y entre pobla-
ciones de Phoenix canariensis (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 encontr6 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-
riacion existente dentro de las poblaciones. Ademds, cerca del 86% de los valores de diferen-
ciacién genética fueron inferiores a 0,15 estableciéndose la media en 0.10 (tabla 6).

Dado los bajos valores de Fg; detectados, es plausible la existencia de un flujo genético
considerable entre las poblaciones naturales de la violeta. Por un lado la distancia geogréfica
entre las mismas es relativamente baja (menos de 20 km), aunque es cierto que en ocasiones
se encuentran separadas por profundos barrancos que se alzarian como importantes barreras
geograficas. Por otro lado, se ha constatado que los conejos y las cabras localizadas en las
cumbres de la isla frecuentan las poblaciones de esta especie, alimentdndose de ellas (A. Pa-
lomares. Parque Nacional de la Caldera de Taburiente com. pers.). Paradéjicamente, a pesar
de constituir una amenaza para su supervivencia, pueden comportarse como agentes disper-
sores. Ademads, el ciclo de floracién y fructificacién de V. palmensis es en primavera, coinci-
diendo con un movimiento destacado de estos animales hacia la zona de cumbres, estando en
muiltiples ocasiones los frutos comidos en esa época del afio. La capacidad de movimiento,
transporte y migracion de estas especies herbivoras en un rango de pocos kilémetros de dis-
tancia es considerable, pudiendo recorrerlas en un solo dia. Ademads, la afluencia de turistas y
visitantes a las zonas de crecimiento de la violeta en las épocas de floracién y fructificacion
podrian 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 accién de estos agentes dis-
persores potenciales explique los bajos niveles de diferenciacién detectados. Precisamente, y
en concordancia con ello se observé la inexistencia de correlacién entre el coeficiente de di-
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ferenciacion genética y la distancia geografica, lo cual demuestra que precisamente la distan-
cia entre las poblaciones no condiciona la diferenciacion genética detectada. O lo que es lo mis-
mo, no existe aislamiento por distancia y otros factores o barreras fisicas estdn determinando y
condicionando la diferenciacién genética interpoblacional detectada, existiendo incluso mayor
diferenciacion genética entre poblaciones adyacentes. De hecho, los valores mds bajos de Fg;
se encuentran entre poblaciones distanciadas més de 4 km, mientras que poblaciones separadas
menos de 2 km presentan los niveles més elevados de diferenciacién genética (tabla 6).

A pesar de que la existencia de un flujo genético considerable explicaria 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 poblacidn que se extendia en épocas pretéritas de forma continua por la cumbre. La fuer-
te presidn ejercida en los Gltimos cientos de afios por parte del hombre y los herbivoros intro-
ducidos pudo haber extirpado gran parte de esa «gran poblacién» produciendo la distribucion
desigual observada hoy en dia. Asi, basindonos en los resultados obtenidos, la especie aiin
mantendria unos niveles de diferenciacién genética bajos, reflejo de la existencia pretérita de
una tnica poblacidn en la que las diferencias genéticas entre zonas adyacentes fueran escasas.
Posiblemente, el mantenimiento de unos elevados tamaifios de poblacién en el tiempo ha con-
trarrestado la accién de la deriva genética sobre la composicién genética de los individuos vy,
por consiguiente, ha frenado la diferenciacion genética de las poblaciones.

5.4. SISTEMAS DE CRUZAMIENTO

Los sistemas de cruzamiento y la biologia reproductiva de la especie constituyen facto-
res cruciales en el establecimiento de una adecuada estrategia de conservacién biolégica. En
general, los sistemas de cruzamiento que presentan las diferentes especies vegetales influyen
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). Asi, las especies con autofecundacidn, presentan en general ba-
jos niveles de diversidad genética, consecuencia de un aumento de la consanguinidad de los
individuos, as{ como un escaso flujo genético interpoblacional y consiguientemente una ele-

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

Grajas  F.Nueval F.Nueva2 Guanches Rivero Vizcaino 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
Vizcaino 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 0,123 0,146 0,060 0,240 0,159 0,120
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vada diferenciacion genética entre las mismas. Por ello, en las especies mayoritariamente au-
tégamas la mayor parte de la diversidad genética se encuentra entre las poblaciones, es decir
presentan elevados valores de F;.

Contrariamente, las especies alégamas, en las que se da una tendencia al cruzamiento en-
tre individuos no relacionados genéticamente, presentan en general mayores niveles de diver-
sidad genética, asi como un mayor flujo genético entre las poblaciones y por tanto una esca-
sa diferenciacién genética interpoblacional. Debido a esto, en las especies que presentan
fecundacién cruzada la mayor parte de la diversidad genética se encuentra contenida dentro
de las poblaciones, es decir presentan bajos valores de Fy.

6. IMPLICACIONES E

LV A SN ~

N CONSERVACION

Desde el punto de vista de la conservacién genética exclusivamente, diversos son los as-
pectos a considerar y como se ha tratado a lo largo del presente capitulo, incluyen por un la-
do el mantenimiento, y en ocasiones el incremento, del nivel de variabilidad genética de la es-
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. Ademds, las poblaciones pequefias se ven mds 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 niimero de individuos deben tomarse mucho
m4s en cuenta si cabe.

Respecto al primer punto, los programas de conservacién deben establecerse de tal for-
ma que procuren mantener tanto el mayor nimero posible de alelos detectados como el grado
de heterocigosidad presente. HAMRICK (1983) sugiri6 conservar el 99% de todos los alelos
detectados en las poblaciones naturales de una especie. Obviamente, el niimero de poblacio-
nes a conservar para garantizar este nivel depende del grado de diferenciacién genética entre
las mismas. Asi, y en aquellas especies mayoritariamente alégamas, bastaba con conservar un
reducido nimero 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 diferenciacién in-
terpoblacional, es necesario conservar un mayor nimero de poblaciones. Sin embargo,
BROWN & BRIGGS (1991), consideran que la conservacién genética de las poblaciones na-
turales se debe centrar en los alelos comunes,es decir en aquellos con una frecuencia superior
a0,05-0,10 tal y como se ha establecido en las especies cultivadas (MARSHALL & BROWN,
1975). De ésta manera, los autores argumentan que se capturaria al menos una copia de los
alelos mas comunes con una probabilidad de 0,90-0,95 si se realiza un muestreo al azar de en-
tre 50 y 100 individuos (BROWN & BRIGGS, 1991). Asi por ejemplo, en el andlisis genéti-
co realizado en las 8 poblaciones naturales de Viola palmensis, la preservacion de tan sélo dos
de ellas (localizadas en el Barranco Vizcaino y Fuente Mejorana) conservarian el 95% de la
variacién alélica detectada en la especie. Si ademds incorporamos la poblacién localizada en
el Barranco de Las Grajas, la conservacién de la riqueza alélica de la especie se incrementa-
ria hasta el 100% de la detectada. Por el contrario, y dado el mayor grado de diferenciacién
genética interpoblacional detectado entre las 5 poblaciones de Cistus osbaeckiaefolius del Par-
que Nacional del Teide (BATISTA et al., 2001), seria necesario conservar al menos dos de
sus cinco poblaciones para mantener el 99% de la variacién alélica.
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No obstante, concentrdndonos exclusivamente en la riqueza alélica de las poblaciones
lograriamos cubrir nuestro objetivo s6lo parcialmente, dado que la disminucién de los ni-
veles de heterocigosidad lleva consigo una reduccién de la aptitud individual, y por ende,
un aumento en la inviabilidad de la poblacién a largo plazo, decreciendo su habilidad pa-
ra adaptarse ante una seleccidén 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 preservacién de aquellas poblaciones donde ambos pardmetros
son superiores.

El establecimiento de «cifras mégicas» para conservar y mantener la diversidad genética
de cualquier especie es extremadamente arriesgado, ya que la estrategia de muestreo depen-
dera sobretodo del grado de amenaza y de los efectivos poblacionales de la especie. Asf, y al
menos en Canarias, cerca de 40 especies amenazadas presentan menos de 50 individuos por
poblacién (con menos de 10 poblaciones) y 300 plantas en total (FRANCISCO-ORTEGA et
al., 2000), por lo que éstas especies deberian ser prioritarias en los programas de conserva-
cién, al mismo tiempo que no deberia ser dificil 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 conservacion se ha centrado en la determinacién del Minimo
Viable Poblacional (MVP) el cual surge con el fin de establecer el tamafio de una poblacién
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 comiin la consideracion del
tamafio de poblacién necesario para la supervivencia de la especie, su consenso respecto al
propio tamaiio y tiempo de supervivencia es variable. Muchas son ademds las variables que
intervienen en la estimacién del MVP, por lo que se postula que el tamafo real es un valor
fluctuante ligado a las condiciones bioldgicas, ecoldgicas y ambientales de la poblacién. Co-
mo bien sefialan FRANCISCO-ORTEGA et al. (2000), la mejor forma de abordar el MVP es
incidiendo y determinando los factores implicados en la disminucién del tamafio de las po-
blaciones. No obstante, dirigimos al lector a otros articulos 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-
cién genética es el grado de diferenciacién genética interpoblacional, el cual y como ya se ha
discutido, estd intimamente 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 migracién interpoblacional siguiendo el modelo de SLATKIN (1987) y midiendo el
coeficiente de diferenciacién genética (Fy;) ya discutido.

Asi, la inexistencia o escasez de flujo genético incrementa las diferencias entre las po-
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 variacién ge-
nética después de un proceso de deriva, pero también puede ser perjudicial si lo que hace es
afiadir genes mal adaptados a la poblacién receptora.

Bajo estas premisas, y si el grado de diferenciacién genética interpoblacional es consi-
derable y significativo, se debe evitar el transplante de individuos o semillas de una peblacién
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-
drian incluir una alteracién en el contenido de alelos y sus frecuencias, un cambio en la hete-
rocigosidad poblacional, al mismo tiempo que rupturas de complejos coadaptados (LEBERG,
1993; ELLSTRAM & ELAM, 1993; STORFER, 1999; FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000;
MONTALVO & ELLSTRAND, 2001). Adem4s, muchas especies (particularmente las espe-
cies endémicas canarias) parecen seguir un patrén de variacién ecogeografico a modo de mo-
saico que podria verse alterado si la migracién artificial excede las tasas de flujo natural
(FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000).

En este punto la polémica y las discusiones son considerables. Dos fendmenos 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 niimero 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,
1996). De esta manera se evita correr el riesgo de generar procesos de erosién genética a tra-
vés de deriva, y por lo tanto procesos de depresién por endogamia. El empleo de muestras
procedentes de diversas poblaciones podria proporcionar vigor hibrido desde la heterosis co-
mo consecuencia del aumento de la variabilidad genética de la poblacién, disminuyendo el
riesgo de depresidn por consanguinidad. Pero, por otro lado, un niimero considerable de estu-
dios han demostrado una ventaja en la eficacia de los reintroducciones locales frente a los es-
tablecidos desde poblaciones localizadas a grandes distancias. Este fenémeno se conoce co-
mo depresién por cruzamiento (outbreeding depression).

La depresién por cruzamiento hace referencia a la reduccién en la eficacia y viabilidad
que aparece después de un proceso de hibridacién intraespecifica de individuos procedentes
de poblaciones muy separadas genéticamente. Aunque atin se desconoce la naturaleza de és-
ta depresion, se han propuesto dos mecanismos no excluyentes para explicar el mismo. Por un
lado, si las lineas parentales presentes en cada poblacién estdn adaptadas a diferentes am-
bientes, la hibridacién de estas conduciria a una «dilucién» al 50% del genoma localmente
adaptado, y por lo tanto se genera una pérdida de viabilidad y eficacia. Por otro lado, la com-
binacién de diferentes procesos evolutivos ha hecho divergir la arquitectura genética global
de los individuos de cada poblacién, por lo que la hibridacién entre los mismos rompe con es-
tas estructuras armonizadas y la progenie sufre una reduccién de su eficacia bioldgica (ROFF,
1997; MONTALVO & ELLSTRAND, 2001). Cualquiera que sea la raz6n ha tenido y aun tie-
ne, consecuencias muy importantes en el manejo de poblaciones naturales.

PRICE & WASER (1979) sugirieron que en aquellas especies con dispersion génica li-
mitada y heterogeneidad local de sus poblaciones podria existir una distancia éptima de cru-
zamiento en la cual disminuirian los procesos de depresién por endogamia o por cruzamien-
to. Es decir, los cruzamientos entre individuos préximos sufririan de la depresién por
consanguinidad debido al parentesco de los mismos, mientras que los cruces de individuos
procedentes de localidades muy distantes sufririan de depresion por entrecruzamiento. Sin
embargo, los cruces establecidos a una distancia intermedia resultarian en una descendencia
con mayor eficacia. No obstante, la mayoria de los estudios experimentales no han podido de-
mostrar o detectar la existencia de esa distancia 6ptima. De hecho, algunos autores han de-
mostrado que la distancia geografica no es el principal condicionante de la depresién por cru-

159

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Conservacion genética

zamiento, sino las diferencias genéticas y ecoldgicas existentes entre ]ag poblaciones.(MON
TALVO & ELLSTRAND, 2001).

Si la depresién por cruzamiento es un fendmeno general en los vegetales, lo cual est4 atin
por demostrar, se justifica plenamente las restricciones de transplantes y restitucién de material
entre poblaciones. De lo contrario, se podrian establecer ensayos controlados en los que se ent
pleen muestras heterogéneas procedentes de diversas poblaciones y ensayar en condiciones
controladas el grado de depresién de las mismas, o el incremento en el nivel de diversidad ge-
nética de la poblacién. No obstante y en éste sentido, hay que ser muy prudentes ya que de-
mostrar la inexistencia de depresién por cruzamiento es una labor extremadamente compleja y
tediosa. En general, coincidimos con FRANCISCO-ORTEGA et al. (2000) que la mejor estra-
tegia para realizar programas de reforzamiento es la multiplicacién fntegra de la poblacién me-
diante reproduccién vegetativa o a partir de semillas de plantas individualizadas y perfecta-
mente etiquetadas. A ello se podria unir que las primeras medidas en conservacién in situ deben
dirigirse a la eliminacién de los factores externos que inciden negativamente en la poblacidn
tales como especies fordneas e invasoras, herbivoros e incluso la presién humana.

Finalmente, es necesario reiterar que las conclusiones extraidas se basan exclusivamen-
te en el andlisis de la variacidn genética mediante marcadores moleculares (RAPD e isoenzi-
mas), cuya variacién a menudo infravalora los niveles de diferenciacién génica interpobla-
cional de los rasgos adaptativos, criticos para la supervivencia y reproduccién de la especic,
por lo que es recomendable el establecimiento de otros estudios de la biologfa de la especic
que nos permitirdn establecer 6ptimos programas de conservacion.
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