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Resumen:

Electroforésis isonezimatica de 18 sistemas enzimaticos fueron llevados a cabo
para estimar los niveles y estructuracion genética dentro y entre poblaciones
naturales de la especie de palmera endémica de las islas Canarias (Phoenix
canariensis), para evaluar su relacion genética con su congénere ampliamente
distribuido Phoenix dactylifera, y para determinar comparativamente la
variacion genética en las poblaciones donde las dos especies coexisten con
plantas morfolégicamente intermedias (poblaciones mezcla). Nuestro datos
revelaron que el componente de variacién genética intra-poblacional suponia el
75% del total de la variacién genética detectada en P. canariensis. Tanto el
dendrograma UPGMA basado en la distancia genética de Nei (1972) como el
PCA basado en las frecuencias alélicas separaban claramente las poblaciones
de P. canariensis y P. dactylifera. Ademas se mostraba una relacién genética
mas cercana entre P. canariensis y las poblaciones en donde ambas especies
estaban presentes (poblaciones mezcla), exhibiendo estas patrones de
estructuracién genética dentro de las poblaciones similares. El nivel de
variabilidad genética reducido de P. canariensis respecto a los observados en
P. dactylifera, el hecho de que los alelos encontrados en el endemismo canario
(sin presencia de alelos unicos) sean un subconjunto de los hallados en P.
dactylifera, y la alta identidad genética entre ambas especies sugiere
fuertemente que estas especies se encuentran de forma genética
estrechamente relacionadas. Por otra parte, utilizamos RAPD (Random
Amplified  Polymorphic DNA) para comprobar si los individuos
morfolégicamente intermedios entre Phoenix canariensis y P. dactylifera se
corresponden con hibridos entre ambas especies. Solamente dos de las 54
cebadores (OPM-8 y OPK-14) ensayados en 221 individuos analizados
procedentes 7 poblaciones diferentes de diversas islas nos permitieron
diferenciar sin ambigledad ambas especies. Mientras que las muestras de P.
canariensis amplificaban dos fragmentos exclusivos monomorficos 1000 pb y



750 pb (para OPM-8 y OPM-14, respectivamente), las muestras de P.
dactylifera se caracterizaron por dos fragmentos de 900 pb y 950 pb para los
mismas cebadores. La presencia de ambos fragmentos especie-especificos en
los individuos morfoldégicamente intermedios proporciond la primera evidencia
firme de existencia de hibridos entre ambas especies de Phoenix. Asi, los
marcadores de RAPD caracterizados pueden ser utilizados para estimar la
posible incidencia de hibridacibn en las poblaciones naturales de P.
canariensis. El uso de estos marcadores moleculares permitira caracterizar los
individuos y palmerales auténticamente canarios, determinar rapidamente y sin
ambigledades los individuos jovenes, identificar material para la creacion de
bancos de germoplasma, precisar material para programas de reforestacion o

reforzamiento de los palmerales.



Abstract:

Electrophoretic analysis of 18 isoenzyme loci was used to estimate the
levels and structuring of genetic variation within and among natural populations
of the protected endemic palm species from the Canary lIslands (Phoenix
canariensis), to evaluate its genetic relationship with the widespread congener
P. dactylifera, and to assess comparatively the genetic variation in the
populations where the two species coexist with morphologically intermediate
plants (mixed populations). Our survey revealed that the within-population
component explains roughly 75% of the genetic variation levels detected in P.
canariensis. Both the UPGMA tree based on Nei’s (1972) genetic distance and
a PCA on allele frequencies consistently separate populations of P. canariensis
and P. dactylifera and reveal a closer genetic relationship between P.
canariensis and the mixed populations, that also display analogous patterns of
short-range, within-population genetic structure. Reduced levels of genetic
variation in P. canariensis respect to P. dactylifera, the fact that the genetic
makeup of the Canarian endemic is a subset of that found in P. dactylifera (with
no unique alleles), and the high genetic identity between both species strongly
suggest that they are tightly related genetically. On the other hand, we used
RAPD markers to test whether morphologically intermediate individuals
between Phoenix canariensis and P. dactylifera correspond to hybrids. Only two
of the 54 ten-mer primers (OPM-8 and OPK-14) tested in 221 individuals from 7
localities in different islands enabled us to unambiguously identify both species.
While P. canariensis possesses two exclusive monomorphic bands of 1000 bp

and 750 bp (for OPM-8 and OPM-14, respectively), P. dactylifera is



characterised by two bands of 900 bp and 950 bp for the same primers. The
additivity of these taxon-specific bands in the individuals that were
morphologically intermediate provided, for the first time, firm evidence for their
hybrid origin. We suggest that RAPD markers be used to estimate the possible
incidence of introgression in the scarce extant natural populations of P.
canariensis. This procedure will provide a straightforward means to select target
populations to implement the “in situ” conservation strategies suggested

previously on the basis of allozyme research.
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Introduccion 3

INTRODUCCION

1.1 Phoenix canareinesis

La palmera canaria, Phoenix canariensis (Hort. ex Chab.) es una especie
endémica de las Islas Canarias, encontrandose en mayor o menor medida en
todas las islas mayores del archipiélago. Es una monocotiledonea arborescente
de larga vida (hasta 200 afos), perteneciente a la familia de las Aracaceae
(Palmae), y como todas las especies del género Phoenix, es dioica,
presentando de esta forma, un pie masculino y otro femenino, que se
diferencian unicamente en la morfologia de su inflorescencia (Kunkel & Kunkel,
1974; Barrow, 1998). Una reciente revision del género Phoenix describe la
existencia de 13 especies (Barrow, 1998).

Phoenix canariensis Hort. ex Chab., fue descrita por Chabaud en 1882. a
partir de un espécimen cultivado sin la asignacion de un tipo. Posteriormente
Moore (1971) designaria un lectotipo basado en las Figuras 66-68 del articulo
de Chabaud. En la literatura clasica la referencia de P. canariensis es dada por
Pliny (Hort, 1916) como Palmeta catyotas ferentia, el cual describe Ia
observaciones de Juba: “...en Canaria también abundan los bosques de
palmeras cargados de datiles”. Webb & Berthelot (1847) fueron los primeros en
reconocer las diferencias entre la palmera canaria y la palmera datilera,
describiendo la primera como P. dactylifera var. jubae Webb & Berthel.
Posteriormente Christ (1885) le- dio el estatus de especie denominandola P.
jubae (Webb & Berthel.) D. H. Christ. Ninguno de estos nombres era utilizado
comunmente por los horticultores, los cuales tendian a llamarla como P.
cycadifolia 'y P. canariensis (Neubert, 1873).

El nombre de P. cycadifolia fue validado por Regel (1879) con una pequena
descripcion y una ilustracion de una palmera creciendo en Atenas. La
denominacion de P. canariensis fue legitimizada por Chabaud (1882) con una
descripcion e ilustracion de una palmera cuitivada procedente de semillas
originarias de las islas Canarias. A pesar, de la gran similitud entre la ilustracién
de Regel (1879) y la palmera canaria, Beccari (1890) considera a P. cycadifolia
un sinénimo de P. dactylifera. Sin embargo Moore (1971) considera P.
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Introduccion 4

cycadifolia mas similar a P. canariensis que a P. dactylifera, y la considera
como un sinénimo de la primera. El nombre de P. cycadifolia es anterior al de
P. canariensis en tres anos, por lo que tendria preferencia en la nomenclatura,
pero las dudas existentes alrededor de la identidad de P. cycadifolia y la gran
familiaridad de los botanicos y los horticultores con el nombre de P. canariensis
han hecho que se mantenga y acepte esta nominacion para la palmera datilera

de las Islas Canarias (Barrow, 1998; Moore, 1963).

P. canariensis se describe con un tronco grueso (hasta unos 60 u 80
centimetros, y a veces mas de 1 metro) de entre 12 a 15 metros de altura, sin
retofios en su base (Figura 1). La copa es densa, 60 a 100 hojas, de color
verde intenso, que cae de forma elegantemente arqueada. Los frondes pueden
alcanzar los 7 metros, presentando hasta 150 foliolos subcoriaceos y flexibles.
Estos se convierten en espinas cortas y rigidas de color amarillento hacia la
base de la hoja. Las flores tanto masculinas como femeninas se presentan en
inflorescencias, en paniculas, densas de color blanquecino, de hasta 1,5
metros de largo. La inflorescencia masculina es mas cerrada y corta,
asemejandose a la cola de un caballo, mientras que la inflorescencia femenina
es mucho mas abierta y los espadices mas largos. Los frutos (tamaras o
tambaras) son bayas en un principio de color verde, aunque cuando maduran
presentan un color amarillento-anaranjado. Las tamaras presentan forma
ovoides de 2 cm de largo, con poca pulpa y de amargo sabor (Kunkel & Kunkel,
1974).

La palmera canaria se encuentra muy emparentada con P. dactylifera
(palmera datilera) la cual estd presente también de forma significativa en el
archipiélago. Sin embargo, la palmera datilera, presenta un tronco mas delgado
(de 30 a 40 centimetro generalmente, y sélo en algunos casos hasta unos 80
centimetros), llegando a alcanzar una altura de hasta 20 metros, pudiendo
presentar retofios en su base (Figura 2). La copa es abierta y menos densa
que en la palmera canaria, entre 20 a 50 hojas, de color verde-glauco. Los
frondes, de hasta 6 metros de largo, presentan la mitad de los foliolos que en la
palmera canaria, estando la superficie de los mismos cubierta de un polvillo

blanquecino y cereo. Hacia la base de la hoja se convierten en espigas cortas
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(pinulas)

7/ (Pirgano o
pirguan)

Espinas

Figura 1. a) Fotografia de una tipica palmera canaria (Phoenix canariensis) mostrando
los diferentes rasgos morfologicos caracteristicos de la especie, b) dibujo esquematico
de la hoja de palmera canaria, c) fotografia de la inflorescencia masculina, con la
agrupacion de las flores (espiga) en detalle, mostrando una de las flores en aumento, e)
racimo de tamaras (tambaras), con un grupo de estas en detalle y una semilla.
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Figura 2. a) Fotografia de una tipica palmera datilera (Phoenix dactylifera) mostrando
los diferentes rasgos morfolégicos caracteristicos de la especie, b) dibujo esquematico
de la hoja de palmera datilera, c) inflorescencia masculina, con la agrupacion de las
flores (espiga) en detalle, mostrando una de las flores aumento, d) racimo de datiles,
mostrando un conjunto de estos en detalle y una semilla.
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de color verdoso. Las hojas son erectas, suberectas o algo arqueadas. Las
flores son blancas y fragantes, en inflorescencias de hasta 1,25 metros de
largo. Los frutos (datiles) son mayores y mas carnosos que en el caso de la
especie Canaria, generalmente de color anaranjado, aunque tanto el color
como el tamafo de los mismo depende de la variedad. A diferencia del
endemismo canario, ésta se encuentra ampliamente distribuida desde el Norte
de Africa hasta el Suroeste de Asia, siendo su origen motivo de discusién en la

actualidad.

La similitud morfolégica de ambas especies, la gran variabilidad
morfolégica que presenta la palmera canaria y la elevada fertilidad
interespecifica que muestran las especies del género Phoenix a cruzarse entre
ellas (Corner, 1966; Barrow, 1998; Del Canizo, 1991; Hodel, 1995),
describiéndose la existencia de individuos hibridos de P. canariensis y P.
dactylifera en las islas Canarias (Kunkel & Kunkel, 1974; Ceballos & Ortufio-
~Medina, 1976; Montesinos, 1979; Morici, 1988; Niebla Tome, 1990; Naranjo &
Cardona, 1995), que se ve facilitada por el hecho de que ambas especies
presentan el mismo nimero de cromosomas , 2n = 36 (Borgen, 1970), conlleva
que actualmente la clasificaciéon e identificacion morfoloégica de las palmeras
auténticamente canarias sea muy dificultosa y con un elevado factor subjetivo.
Asimismo, en estado juvenil, las morfologias de ambas especies son
exactamente iguales, y por tanto imposibles de distinguir por los métodos
tradicionales. Este problema ha conducido a la plantacion de palmeras jévenes,
consideradas canarias, que posteriormente y después de los afos han
demostrado su caracter hibrido o datilero. Todo esto se ve agravado por la
introduccion de especies exéticas en las islas, favoreciendo la hibridacién y
perdida de entidad genética de la palmera canaria. En palabras del profesor D.
Jaime O'Shanahan: "Es preciso sensibilizarnos ante el grito de angustia que la
palmera canaria lanza ante su paulatina desaparicién a base de ser atacada en lo
mas profundo de su ser al importarse ejemplares de otras variedades que,
plantadas a su vera, con los afios producen hibridos, materializando su
destruccion genética, tiro de gracia a su definitiva destruccién" (Oliva-Tacoronte,
1985).
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1.2 Distribucion

La palmera canaria se encuentra en todas las islas mayores del
archipiélago de manera aislada o formando palmerales, sin embargo en la isla
de el Hierro los palmerales casi estan ausentes, encontrandose solo “algunas
palmeras” aisladas tal y como describié Glass (1764). En las otras destacan los
palmerales de Valle Gran Rey, Vallehermoso, Tazo y Taguluche en la Gomera;
Barranco de Tirajana, Barranco de Guiniguada, Fataga y Oasis de Maspalomas
en Gran Canaria; Vega de Rio' Palmas y Pajara en Fuerteventura; Haria en
Lanzarote; Las Brefias en La Palma y Rambla de Castro en Tenerife (Serrada
et al., 1988; Oliva-Tacoronte, 1985), encontrandose los mayores palmerales en
las islas de La Gomera, Gran Canaria, Fuerteventura y Lanzarote. Es en las
dos primeras islas mencionadas, Gran Canaria y La Gomera, donde es mayor
su presencia y esta mas ampliamente la especie distribuida.

En todas las islas la vegetacién actual supone un relicto de la posible
vegetacion que existia en las islas antes de la conquista normando-castellana
(1402-1496). La colonizacion, el cultivo, la urbanizacion y finaimente el turismo
han reducido drasticamente la cubierta vegetal de las islas, concretamente, el
bosque termdéfilo, piso de vegetacidn en la que se encuentra la palmera
canaria, ha sido arrasado en casi todas las islas debido a que sus areas
potenciales corresponden a las zonas mas favorables para el establecimiento
de las grandes poblaciones y caserios, asi, como los cultivos que llevan
aparejados. A esto hay que anadirle el interés econdmico, sobre todo en el
pasado, que presenta la palmera canaria y su congénere africano, la palmera
datilera, que ha llevado a que el medio natural en el que viven estas plantas
esté tan alterado que es dificil conocer con certeza la distribucién original de
Phoenix canariensis en el archipiélago Canario (Rodriguez et al., 1997). Sin
embargo se sabe que su distribucién primitiva era muy superior a la actual,
como se desprende de las innumerables citas histdricas existentes
(Bethencourt, 1402; Nicoloso da Recco, 1341; Berthelot, 1839; Morales,1984),
sirva como ejemplo la mencién que hace Escudero de la isla de Gran Canaria
en 1639 (Morales, 1984):
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“...toda la isla era un jardin, toda poblada de palmas, porque de un
lugar que llaman Tamaraceite, quitamos més de sesenta mil palmitos y

de otras infinitas y de todo Telde y Arucas “

Fruto de la gran importancia que ha jugado, y sigue jugando, esta especie

en el archipiélago Canario es el gran nimero de toponimias existentes al

respecto. Es curioso observar como todos los nombres que hacen referencia a
nuestra Phoenix lo hacen como palma y palmar y nunca como palmera o
palmeral. Asi, la ciudad de Las Palmas debe su nombre al gran nimero de
palmeras que ahi existian y sobre todo a tres de ellas que eran muy altas
(Oliva-Tacoronte, 1985). De igual manera, el nombre de Tamaraceite (barrio de
Las Palmas de Gran Canaria) deriva de tamara, fruto de la palmera canaria,
por la gran cantidad de palmeras que ahi se daban. También encontramos
toponimias en Las Palmas de Anaga (Tenerife), Las Tres Palmas (barrio de Las
Palmas de Gran Canaria), El Palmital (Guia, Gran Canaria), La Palmita (La
Gomera y Barlovento en La Palma), Barranco de La Palma (Agaete, Gran
Canaria), El Palmar (Buenavista, Tenerife), EI Palmar (Arona en Tenerife,
Hermigua en La Gomera y Teror en Gra’,n Canaria), Palmarejo (Valle de

Santiago, La Gomera), Vega de Rio Palma (Betancuria, Fuerteventura) etc.

1.3 Ecologia

Las manifestaciones naturales de la palmera canaria son las formaciones
boscosas de palmerales, donde’la palmera es casi la Unica especie de porte
arb6reo. Se muestra muy agresiva en la captacidén de agua, no permitiendo el
arraigo de otras especies (en palmeral puro) que no sea la suya, aunque casi
siempre se muestra en asociaciones o con el intrusismo de especies de facil
arraigo o de rapido crecimiento (Delgado, 1986).

También forma parte de los cauces de barrancos cercanos al mar, pero no
directamente influenciadas por la brisa marina, alcanzando su éptimo desarrollo
en el fondo y laderas de los mismos, donde hay suficiente humedad edéfica.

La palmera canaria se encuentra distribuida en el piso basal y el bosque
termdfilo. En su estado climatico, éste piso de vegetacion esta caracterizado

por la presencia de: Juniperus phoenicea (sabina), Olea europea spp.
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cerasiformis (acebuche), Bosea yervamora (hediondo), Maytenus canariensis
(peralillo), Visnea mocanera (mocéan), Dracaena draco (drago) y la propia
palmera canaria (Phoenix canariensis) entre otras. Igualmente se encuentra
muchas veces asociada con tarajales, almécigos y otras especies de
condiciones meséfilas. La palmera canaria muestra una gran variabilidad
ecolégica, pudiendo subir hasta los 1000 metros de altitud, por lo se ha descrito
como la especie del género Phoenix mas resistente al frio, aunque tiene su
éptimo desarrollo entre los 50 y los 300 metros; casi siempre en lugares
pedregosos (Quintero, 1985).

Dede el punto de vista fitosociolégico, la palmera canaria se encuentra en
la asociacion Phoenix canariensis — Plocama pendula (balo o bufo), por lo que
no resulta extrafio encontrar ambas especies juntas en la naturaleza.

Por otro lado, las palmeras constituyen desde el punto de vista ecoldgico,
un excelente habitat para muchas especies de la avifauna Canaria. Asi, sus
tamaras forman parte de la dieta alimenticia de mirlos y cuervos,
principalmente. Los caidos al suelo suelen ser roidos por ratas y ratones.
Ademas, las propias palmeras suelen ser cazaderos, lugar de nidificacion o
dormidero de rapaces como el cernicalo, el buho y méas raramente la lechuza.
También nidifican en ellas especies como el mirlo, tértolas, gorriones y otros
paseriformes. Mas esporadicamente se observan nidos de abubilla,
mosquiteros o herrerillos buscando insectos a lo largo de sus escamosos
troncos (Serrada et al., 1988).

Los palmerales de Phoenix canariensis han sido incluidos como habitats
naturales de interés comunitario bara cuya conservacién es necesario designar
zonas especiales de conservacion. La Directiva Habitat de la Union Europea de
conservacion (Directiva 92/43/CEE de 21 de Mayo de 1992) tiene como
objetivo garantizar una minima conservacion in situ de la biodiversidad que la

Unién Europea tiene la obligacion de preservar en el contexto mundial.

1.4 Cultura de la palmera

Debido a su gran aprovechamiento la palmera fue cultivada en Canarias

desde la antigiledad, siendo los usos que de ella se hacian, y todavia se siguen
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haciendo, muchos y variados. La tamara, aunque su carne es pobre y amarga,
fue utilizada en épocas de escasez, y sigue usandose hoy en dia como forraje
para el ganado. Las hojas eran empleadas por los aborigenes como
vestimenta, utilizando las plas de las mismas como agujas. También eran
utilizadas en las ceremonias religiosas llegando hasta nosotros casi de las
misma manera aunque perdiendo los elementos religiosos, en la fiesta de La
Rama, siendo la mas conocida y pura la del Valle de Agaete en Gran Canaria
(Oliva-Tacoronte, 1985). En la actualidad se siguen usando los palmitos para
la realizacién de cestas, sombreros, esteras, sogas, etc., ademas de servir
como alimento para el ganado.

Los troncos fueron aprovechados para construir casas, como las primeras
que se construyeron en la ciudad de Las Paimas de Gran Canaria (Torriani,
1599). En la actualidad, se emplean como colmena o para la elaboracién de
bancos y taburetes.

La inflorescencia al igual que la hoja de la palmera son usadas como
escobas para barrer, incluso, la propia palmera en si, se utiliza como linde para
delimitar los terrenos.

/

1.5 Introduccion a la técnica de la electroforesis isoenzimatica.

La mayoria de los polimeros biologicos, tales como proteinas y écidos
nucleicos, tienen grupos ionizables que normalmente les confieren carga
negativa en disoluciones acuosas. En el caso de las proteinas, esta ionizacién
depende directamente de pH de la solucién donde se encuentran y de los
grupos quimicos capaz de ionizarse.

En una extraccién proteica existe una gran diversidad de proteinas en
cuanto a carga y masas por lo que les confiere una migracion diferencial al ser
sometidas a un campo eléctrico, constituyendo la base de las técnicas
electroforéticas aplicadas a proteinas.

La electroforesis es muy versatil y constituye una de las tres técnicas mas
usadas en la separacién de polimeros moleculares, junto con la cromatografia
liquida de alta presién y la ultracentrifugacion (Gordon et al. 1988).

A pesar de su popularidad y del gran nimero de articulos y manuales,

donde se describe ampliamente la técnica (Brewer, 1970; Maurer, 1971;
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Oelshlegel & Stahmann, 1973; Harris & Hopkinson, 1976; Carr & Jonhson,
1980; Hames & Rickwood, 1982: Shields et al., 1983; Soltis et al., 1983;
Weeden & Weedel, 1989; Kephart, 1990) ésta no se encuentra estandarizada
para todos los organismos, debido fundamentalmente a la gran cantidad de
variables que afectan la preparacion, separacion y resolucion electroforética,
siendo comln que cada autor emplee una metodologia diferente, incluso a

igualdad de organismos y tejido analizado (Kephart, 1990).

1.6 Aplicacion de las técnicas electroforéticas en la genética de

poblaciones.

E| descubrimiento de las isoenzimas como una cohsecuencia de los genes
en los organismos, hizo considerar la técnica de electroforesis isoenzimatica
como una metodologia muy eficaz en la deteccion de mutaciones. Esta
aplicacion dio una nueva dimension al estudio de la accién de los genes que
anteriormente se basaba en alteraciones de los caracteres morfologicos,
muchas veces dificiles de interpretar o realizar.

Medir y caracterizar la diversidad genética a través de las variantes
morfologicas presenta el principal inconveniente de que el fenotipo es el
resultado de la accién conjunta del genotipo y el medio ambiente, por lo que en
muchos casos no sabemos en que medida la variedad que observamos en la
especie se debe a factores genéticos y no ambientales (Falk & Holsinger, 1991,
Hillis et al, 1996). De esta forma, organismos con idéntico genotipo en distintas
condiciones ambientales pueden presentar diferente fenotipo, y viceversa, es
decir, organismos con diferente genotipo, en las mismas condiciones
ambientales pueden presentan el mismo fenotipo para un determinado caracter
(Falk & Holsinger, 1991; Hillis et al, 1996).

Por otro lado, determinar el genotipo de los organismos a través de la
observacion y el analisis de variantes morfolégicas es un proceso que requiere

cruces controlados bajo condiciones ambientales homogéneas estrictas, y
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observar al mismo tiempo que caracterizar la descendencia resultante y
determinar el mecanismo de herencia de los caracteres en estudio. Pero
realizar cruces controlados y esperar a ver la descendencia en especies
vegetales no es siempre factible. Asi, por ejemplo en la palmera canaria los
individuos no presentan su primera floracion hasta los 4 afios y no adquieren el
tamano adulto hasta muchos afnos después.

Ademas muchas de las variaciones fenotipicas observadas en poblaciones
naturales no presentan una segregacion Mendeliana simple (1:1 6 1:3), porque
esas diferencias fenotipicas son medioambientales en su origen, y por tanto no
se espera que presenten una herencia Mendeliana, es decir, el efecto

medioambiental sobre los diferentes caracteres puede ser suficientemente

fuerte como para enmascarar la segregacion genética. Por otro lado, el factor.

genetico en algunos caracteres puede estar determinado por el efecto conjunto

de dos o mas genes, y la segregacién de uno de los genes estar

“enmascarada” por la segregacién de otros genes. Como sucede con la-

mayoria de los caracteres morfolégicos, los cuales estan controlados por
multiples genes (poligénica) por lo que su estudio resulta muy complicado (Falk
& Holsinger, 1991; Hillis et al, 1996).

Finalmente, la variacién morfolégica puede ser muy complicada de
cuantificar en algunos caracteres y esta cuantificaciéon puede ser muy subjetiva,
depende del investigador, ya que en muchos casos la diversidad filogenética es
cuantitativa mas que cualitativa.

La aplicacién genética de la electroforesis isoenzimatica se basa en la
colinearidad “un gen — una proteina®, considerando que las isoenzimas son las
consecuencias bioquimicas se la sustitucién, deleccidn o adicién de
aminoacidos que afectan la migracién electroforética de la enzima. Asi, el
analisis de las estructuras proteicas mediante electroforesis es, indirectamente,
el andlisis de un gen (Gottlieb, 1977; Ayala, 1982). Es precisamente esta
simple relacién entre las bandas detectadas en un gel y la secuencia
nucleotidica de los genes la que hace a la electroforesis isoenzimatica una
potente herramienta analitica en genética.

King & Ohta (1975), propusieron el término de electromorfo para designar

las diferentes bandas, de procedencia genética, que aparecian en la
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J
electroforesis, considerando que un electromorfo puede ser, en realidad, un

grupo de isoalelos.

El desarrollo de la técnica en el analisis genético llevé a algunos autores
(Harris & Hopkinson, 1976; Gottlieb, 1977), a clasificar las isoenzimas no
secundarias (isoenzimas secundarias son aquellas bandas isoenzimaticas sin
una naturaleza genética demostrada), en dos grupos, denominando aloenzimas
aquellas formas diferentes de una enzima que estuviesen especificadas por
diferentes alelos de un Unico gen, manteniendo el termino de isoenzimas si sus
polipéptidos estan codificadas por mas de un locus génico.

Posteriormente el término isoenzima ha sido modificado por la Union
internacional de Nomenclatura Bioquimica (1984), y las isoenzimas
secundarias no son consideradas como tales isoenzimas, ya -que en parte
pueden aparecer debido exclusivamente a la técnica. Otros autores (Weeden &
Wendel, 1989; Wer’[h, 1989) diferencian el locus y el producto isoenzimatico
aplicando el término loci isoenzimético en vez de isoenzima. Por otro lado, el
término aloenzima solo se aplica cuando las bandas tienen una naturaleza
genética demostrada (Kephart, 1990).

Las ventajas de la técnica, asi como su base fisico-quimica han sido
ampliamente descritas por varios autores, gxistiendo una amplia bibliografia
dedicada a plantas superiores (Gottlieb, 1981; Ayala, 1982; Tanksley & Orton,
1983: Soltis & Soltis, 1989; Kephart, 1990; Murphy et al., 1996; Weir, 1996;
Griffiths, et al., 1997), aplicandose con éxito, no sblo en la identificaciéon
interespecifica (Siedlewska & Prus-Glowacki, 1994; Hedren, 1997; Gallagher et
al., 1997), sino en la identificacién de variedades de una misma especie en un
gran numero de vegetales (Rieseberg et al, 1989; Francisco-Ortega et al.,
1992: Jenczewski et al., 1999). Asi, esta técnica también ha sido utilizada en
Phoenix dactylifera para identificar cultivos y variedades dentro de la especie.
De esta forma Torres & Tisserat ya en 1980, utilizando la electroforesis
isoenzimatica describiéron los primeros marcadores moleculares para P.
dactylifera, para ello utilizaron cinco sistemas enzimaticos (alcohol
- deshidrogenasa, esterasa, glutamico oxalacético transaminasa,
fofoglucoisomerasa y fosfoglucomutasa) que codificaban siete loci con 14
alelos. Baaziz & Saaidi (1988), utilizan el bandeado producido por la actividad

esterasa y peroxidasa para identificar cultivos de palmera datilera. En el mismo
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sentido, Booij et al. (1995), caracterizan trece cultivos de Phoenix dactylifera en
Arabia Saudi, Argelia y Marruecos mediante electroforesis isoenzimatica,
utilizando cinco sistemas enzimaticos (alcohol deshidrogenasa, 6-
fosfogluconico deshidrogenasa, fosfoglucoisomerasa, glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa y esterasa). Estos autores encuentran genotipos
isoenzimaticos que permiten diferenciar los distintos cultivos estudiados.
Posteriormente, Bendiab et al. (1998) realizan un estudio similar también en
cultivos de palmera datilera de Marruecos analizando tres sistemas enzimaticos
(esterasa, glutamico oxalacetico transaminasa y endopeptidasa). Mediante los
fenotipos generados en el bandeado de la electroforesis lliegan a identificar los
distintos cultivos de palmera datilera. Bennaceur et al. (1991) en su trabajo
identifican cultivos de Phoenix dactylifrea en Argelia mediante los genotipos
isoenzimaticos (siete enzimas-16 loci), ademas de determinar la diversidad
genética de los mismos.

En Phoenix canariensis Sosa et al. (1998) mediante electroforesis
isoenzimatica identifican loci diagnésticos entre poblaciones de P. dactyilifera y
P. canariensis de Gran Canaria. Aunque nuestros ensayos posteriores
demostraron que el niumero de poblaciones' estudiadas (dos poblaciones de
palmera canaria y una de datilera) era muy bajo, y estos loci perdian su
caracter de marcadores moleculares cuando se ensayaban en un mayor

numero de poblaciones.

Buth (1984) revisa la aplicacion de los datos de isoenzimas y aloenzimas
para el problema sistematico en general, y Mabee & Humphries (1993) y
Murphy (1993) proveen una reciente evaluacién de los métodos y sugerencias
para el analisis filogenético. En general, la filogenia basada en caracteres
moleculares (isoenzimas) es mas eficaz cuanto mas cercanas sean las dos

especies estudiadas

Entre las ventajas que tiene la aplicacién de la electroforesis isoenzimatica
en plantas cabe destacar que la aplicacion genética se basa en la correlacigo
directa entre isoenzimas y genes "un gen - una proteina", (Gottlieb, 1977;
Wendel & Weeden, 1989; Giriffiths, et al., 1997). Los genes que codifican las

isoenzimas son codominantes lo que hace que no existan enmascaramientos
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de genes debido a dominancia o recesividad (van der Bank et al., 2000). El
andlisis genético se efectia en el mismo momento en que se realiza la
electroforesis, sin necesidad de esperar la aparicién de descendencias (van der
Bank et al., 2000). Las enzimas que se estudian estan escasamente influen-
ciadas por el ambiente externo, pudiéndo en muchos casos, compararse
enzimas, y por tanto genes, de lugares completamente diferentes, lo cual hace
de la técnica una herramienta muy Util en el estudio de relaciones evolutivas
entre diferentes poblaciones y especies. Es posible identificar genes
isoenzimaticos que sean exclusivos de cada especie o0 poblacion (genes
diagnostico), lo cual permitiria identificar en un corto espacio de tiempo (lo que
dura la electroforesis), y con una pequefa porcion de tejido, la pertenencia de
una planta a una especie (o poblacion) u otra. Se requiere sélo una pequefa
muestra de material bioldgico para realizar el estudio, pudiéndose comparar
una gran cantidad de individuos en un solo analisis. Es, por tanto, una técnica
no destructiva aplicable a cualquier estadio de la planta. Es posible utilizar
individuos en el estadio de plantulas y retener solamente los genotipos
deseados, lo que supone un ahorro de tiempo, espacio y dinero en los

proyectos de repoblacion.

A estas ventajas hay que afadir que las tasas de evolucion de los
caracteres moleculares basados en isoenzimas son mas constantes que los
caracteres morfologicos (Soltis & Soltis, 1989; Weir, 1996; Hartl & Clark, 1997).
Ademas estos caracteres son mas objetivos, al contrario que sucede con

muchos caracteres morfol6gicos.

También, y debido a la consolidacién de la electroforesis isoenzimatica se
ha desarrollo una fuerte base estadistica con una soporte matematico sdlido,
asi como multitud de programas de analisis de datos genéticos para el estudio
de la diversidad genética dentro de las especies y poblaciones. Por ello, es
posible cuantificar la divergencia genética entre poblaciones y especies
mediante la aplicacién de estadisticos desarrollados para tal fin, siendo el mas
empleado la Distancia Genética de Nei (1972), que calcula el porcentaje de
genes diferentes entre dos poblaciones o especies. Finalmente, permite calcular

el nivel de variabilidad genética existente dentro de cada especie y conocer la
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estructura genética de las poblaciones naturales, lo cual constituye un aspecto
prioritario en los programas de conservacion biolégica (UNEP, 1992).

La importancia de la documentacion sobre los niveles y distribucion de la
diversidad genética en especies para designar estrategias de conservacion
Optimas esta ampliamente reconocida por muchos autores (Frankel, 1974;
1982; Brown, 1978; Hamrick, 1983; Soulé & Simberloff, 1986: Moran & Hopper,
1887, Sampson et al., 1988; Eguiarte et al., 1992 ;Eperson & Li, 1997; Greef &
Triest, 1999; Francisco-Ortega et al., 2000)

A pesar de las ventajas de la técnica, esta no se encuentra exenta de

desventajas, entre las que podemos destacar;

1.- Debido a la redundancia en el codigo genético, muchos cambios
nucleotidicos no hacen variar la secuencia de aminoacidos en las proteinas
por lo que puede existir cambio nucleotidico sin alteracién aminoacida en las

proteinas, y por tanto indetectable mediante electroforesis.

2.- Solo se pueden detectar aquellas sustituciones de aminoécidos que hagan
variar la carga neta de las proteinas. Esto quiere decir que muchas de las
bandas con igual movilidad en el gel no necesariamente indican una
secuencia de aminoacidos idéntica. 16 de los 20 aminoacidos son
electroforéticamente neutrales en el rango de pH empleados en los
tampones de los geles. Se ha estimado que la proporcién de mutaciones
puntuales detectadas por electroforesis es aproximadamente del 25-30%
(King & Wilson, 1975; Weir, 1996). Por la tanto, la variabilidad genética
detectada por las técnicas electroforéticas convencionales constituye una

estima por defecto (Ayala, 1982).

3.- Muchas veces la interpretacion genética de las bandas es complicada si el
numero de genes que estan actuando es elevado, siendo imprescindible la
realizacion de cruces y andlisis de la descendencia para poder entender
bien la estructura genética del organismo. En ocasiones, la aparicién de

isoenzimas secundarias hace que el zimograma sea muy complejo
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obligando a realizar gran cantidad de controles para distinguir las bandas de

origen genético de aquellas que no lo son.

4- Los datos electroforéticos no nos indican el nimero de sustituciones

nucleotidicas que existen entre dos alelos o genes.

5.- Solo se pueden detectar genes estructurales que codifican para enzimas
solubles, lo que supone solamente un 30% de las proteinas son

susceptibles de andlisis en electroforesis (Weir, 1996).

Por ultimo, la utilizacion de datos isoenzimaticos para establecer filogenias
presenta una serie de problemas. Primero, no todos los cambios en el genoma
se reflejan en la secuencia de aminoacidos de las proteinas, por lo que no
podemos comparar tasas de evolucion basadas en proteinas con aquellas
establecidas mediante la variacion directa de la secuencia de nucledtidos.
Segunda, las isoenzimas son ineficientes para comparar organismos muy
distantes en términos evolutivos (van der Bank et al, 2000). Tercero, las
isoenzimas presentan otras fuentes de variacion fenotipica, ya que pueden

sufrir transformaciones citoplasmaticas, originando bandas de diferente

movilidad.

A pesar de estas desventajas, la electroforesis isoenzimatica ha sido una
de las técnicas mas empleadas en el estudio genético de las poblaciones
(Ayala & Powel, 1972; Crawford & Smith, 1982; Baaziz & Saaidi, 1988; Hamrick
& Godt, 1990; Bennaceur et al., 1991; Shapcott, 1994, Elisiario et al., 1999;
Franceschinelli & Kesseli, 1999; Takahashi et al., 2000), considerandose una
técnica muy adecuada para la determinacion de la variabilidad genética de las
poblaciones (Ayala, 1982; Francisco-Ortega et al., 1992; Hogbin et al. 1997,
Allphin et al., 1998; Godt & Hamrick 1998), asi como la estructuracion genética
en el tiempo (Levin, 1976; Linhart et al., 1979; Caujapé-Castells & Pedrola-
Monfort, 1997) y en el espacio (Schoen & Latta, 1991; Schnabel et al., 1991;
Shapcott, 1995a, 1995b; Caujapé-Castells ef al. 1999). Ademas, la técnica
isoenzimatica ha sido utilizada para caracterizar e identificar especeis

cercanas, variedades ecoldgicas e hibridos naturales o artificiales (Rieseberg et
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al., 1989; Siedlewska et al., 1994; Booij et al., 1995; Beniab et al., 1998, Elisario
et al., 1999). De hecho, una revisién de la literatura cientifica de mayor indice
de referencias de impacto centrada en los dos ultimos afios (1999 y 2000)
podemos encontrarnos hasta 300 articulos que han empleado la variacion
isoenzimatica para caracterizar la variabilidad genética en poblaciones
vegetales.

En el caso particular de la flora de Canarias constituye una herramienta ideal

en el esclarecimiento de los mecanismos colonizadores y evolutivos de las

especies desde su llegada a las islas. Siendo el archipiélago canario islas

oceanicas, y comprobada la existencia de especiacion mediante evolucion
radiativa y vicarianza, el estudio de la evolucién de la flora en las mismas
mediante electroforesis isoenzimatica, las hace alin mas atractiva. Un reflejo de
esto son los miltiples estudios isoenzimaticos de diversidad genética
existentes en diferentes especies de la flora Canaria: Cistus L. (Batista et al.,
1999), Lobularia Desv. (Borgen, 1996), Lolium L. (Charmet & Balfourier, 1994),
Argyranthemum (Francisco-Ortega et al., 1995, 1996, 1997), Chamaecytisus
Link (Francisco-Ortega et al., 1992), Cheirolophus (Garnatje et al., 1998),
Babcockia Boulos (Kim et al., 1999), Lactucosonchus (Sch. Bip.) Svent. (K'im et
al., 1999), Prenanthes L. (Kim et al, 1999), Sonchus (Kim et al., 1999),
Sventenia Font Quer (Kim et al, 1999), Taeckholmia (Kim et al., 1999),
Brrassica L. (Lazaro & Aguinagalde, 1998), Avena L. (Morikawa & Leggea,
1990), Lolium (Oliveira et al., 1995), Androcymbium (Pedrola-Monfort &
Caujapé-Casrells, 1994, 1996), Dactylis L. (Sahuquillo & Lumaret, 1995).

Asi mismo, se han realizado diversos trabajos sobre diversidad genética en
Phoenix mediante la técnica de la electroforesis isoenzimatica; Bennaceur et al.
(1991) analizan la variabilidad genética de diferentes cultivos de P. dactylifrea
en Argelia mediante electroforesis isoenzimatica utilizando siete sistemas
enzimaticos (16 loci). Estos autores encuentran una muy alta diversidad
genética en las poblaciones analizadas (A = 2.28; P = 100), la cual estaba
contenida principalmente dentro de las poblaciones (Hr = 0.393; Hs = 0.367).
Ademas, se utilizan los genotipos isoenzimaticos para identificar los diferentes
cultivos analizados.

En Phoenix canariensis Sosa et al., (1998) realizan un estudio de la

diversidad genética en las poblaciones de palmera canaria. Aunque el nimero
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de individuos analizados no es muy alto si detectan una elevada diversidad
genética (A = 1.75; P = 58.3; He = 0.246).

Fuera del campo de la genética de poblaciones encontramos, también,
gran numero de trabajos sobre diferentes aspectos de la genética en Phoenix
dactylifera. Asi existen trabajos sobre la composicion de proteinas (Sekhar &
Demason , 1988), estudios filogenéticos de bancos de germoplasma con
marcadores moleculares (Trifi et al., 2000), publicaciones sobre aislamiento y
analisis del ADN genomico y mitocondrial (Al ef al., 1994; Benslimane et al.,
1994), estudio del polen mediante isoenzimas (Al, 1992), busqueda de
marcadores moleculares de deteccion y resistencia a enfermedades (Harrison
ef al., 1992: Bendiab et al, 1993), asi como analisis genéticos de la

germinacion de semillas (Samarawira, 1988).

1.7 Metodologia de la electroforesis isoenzimatica

1.7.1 Tamafo muestral y nimero de loci

Muchos autores (Lewontin, 1972; Brown, 1978; Weir, 1996; Baverstock &
Moritz, 1996) consideran que para poder obtener una estima razonable de la
variabilidad genética en poblaciones naturales por electroforesis isoenzimatica,
es esencial tener en cuenta las siguientes condiciones:

Es necesario, tanto un adecuado tamafio de muestra, (entre 50 y 100
individuos por lugar de recogida) como la aleatoriedad del muestreo, eligiendo
el mayor numero de localidades posibles, con una amplia variedad de
ambientes. Asi, Chakraborty (1992) estima que una muestra de 50 individuos
es necesaria para detectar alelos con una frecuencia menor a 0.05 (p > 0.05)
en un loci hipervariable con una probabilidad del 95%.

Debe analizarse un gran niamero de loci. Este aspecto es incluso mas
importante que el analisis de un gran numero de individuos, llegandose a

demostrar que la estimacién de la distancia genética se ve mucho mas
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afectada por el numero de loci analizados que por el numero de individuos
muestreados (Gorman & Renzi, 1979; Nei, 1978). Cheney (1985) estima que se
han de analizar un minimo de 15 a 20 loci, aunque en muchos trabajos el
niamero de loci se reduce a 10 (Weir, 1996). EIl conjunto de loci analizados ha
de ser diverso, y no debe elegirse condicionado por variabilidades ya

conocidas, es decir, los loci estudiados deben elegirse totalmente al azar.

Aunque estas son las condiciones ideales para abordar un estudio de
genética de poblaciones, el incumplimiento de alguna de ellas no invalida el
estudio realizado ya que va a depender de la naturaleza del organismo

estudiado y del objetivo propuesto.

1.7.2 Eleccidn del tejido

El primer paso en el estudio isoenzimatico es la extraccién de las proteinas
desde el interior celular. Para ello es necesario tener en cuenta qué tipo de
material bioloégico elegir en el proceso de analisis. Este debe ser lo mas fresco
posible con el fin de evitar al maximo mecanismos de degradacién celular, y
consecuentemente enzimatica. En general, cualquier parte de la planta puede
ser elegida como objeto de andlisis, aunque por razones de disponibilidad y
accesibilidad se suelen elegir hojas (generalmente jévenes, mas faciles de
homogeneizar y con un metabolismo celular muy activo), semillas, polen,
embriones, porciones terminales de raices e incluso cotiledones. En general, se
observa que los tejidos jévenes, con crecimiento vegetativo, son mas validos
para el estudio molecular que los tejidos ya maduros (Werth et al., 1985). En
las referencias existentes sobre electroforesis isoenzimatica en Phoenix el
tejido mas utilizado para la extraccion de las proteinas son las hojas jovenes
(Torres & Tisserat, 1980; Bennaceur ef al., 1991 Booij ef al., 1995; Sosa et al.,
1998; Bendiab et al., 1998;)

1.7.3 Extraccion enzimatica.

Una vez elegido el tejido, éste debe conservarse fresco hasta que sus

enzimas sean extraidas. Por ello, la muestra debe mantenerse en frio durante
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el momento de su recoleccion y almacenarlo lo antes posible en congelacion.
Existen varios métodos de realizar la extraccidén de las proteinas enzimaticas
del contenido celular: 1) simple maceracién de los tejidos con unas tijeras
seguido de congelacion, 2) homogenizacién manual con una mano y mortero
de porcelana, 3) homogenizacion automatica con un homogenizador electrico
con punta de teflon o cuchilla. El uso de nitrégeno liquido suele facilitar la
ruptura del tejido, sobretodo en aquellas especies con hojas muy secas y
coridceas, al mismo tiempo que conserva adecuadamente la actividad e
integridad enzimatica, ya que este se encuentra a una temperatura de —196° C.
A continuacion se afade un tampdn de extraccidn el cual servira para disolver
las proteinas extraidas, y al mismo tiempo para estabilizar y conservar las

enzimas en estado éptimo. La naturaleza de este tampdn depende del tipo de

tejido y de la especie analizada. Cada taxon y tejido posee su propia

especificidad de extraccion, ya que durante la ruptura de las células se liberan
también otros componentes celulares (taninos, fenoles, fenoloxidasas, etc.) que
pueden inhibir y degradar las enzimas, al mismo tiempo que pueden generar
artefactos durante el desarrollo de la técnica.

Una vez que las enzimas se disuelven en el tampén de extraccion, hemos
obtenido un extracto crudo de la muestra y por tanto, de cada uno de los
individuos objeto de estudio. Estos extractos se embeben en papeles de filtro a
partir de los cuales se procede a su separacion electroforética. Para ello, y con
el fin de evitar la degradacién enzimatica, se almacenan en ultracongelacion

(-80°C) hasta su analisis.

A la hora de llevar a cabo la extraccién de proteinas a partir de tejidos
vivos, tenemos que tener en cuenta que estamos destruyendo la organizacion
celular, por lo que las isoenzimas se van a encontrar en condiciones de pH,
concentracion idnica, presencia de agentes reductores, ausencia de cofactores,
etc., que provocan la pérdida de la actividad enzimética. EI empleo de
diferentes tipos de tampones y pHs puede variar el nimero de bandas y la
resolucion de las mismas (Young, 1970; Gottlieb, 1981; Kephart, 1990), siendo
necesario determinar, en muchas ocasiones y de forma empirica, los tampones

de extraccién mas adecuados para cada especie (Kephart, 1990)

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



Introduccion 25

La mayoria de los componentes afadidos a los tampones de extraccion
tienen la funcion de estabilizar las enzimas, reduciendo la interaccion entre los
compuestos secundarios, liberados como consecuencia de la ruptura de la
compartimentalizacion celular, y las proteinas o sus productos de reaccion
(Carr & Johnson, 1980).

Entre los compuestos mas empleados en la extraccion enzimatica en

plantas superiores destacan:

- Los polimeros sintéticos PVP  (Polivinilpirrolidona) y PVPP
(Polivinilpolipirrolidona) que se unen por puentes de hidrégeno a los
fenoles formando un complejo insoluble limitando la accion de los
polifenoles y taninos (Loomis, 1974).

- Agentes antioxidantes (DDT, acido ascorbico, metabilsulfito sodico,
cisteina y mercaptoetanol) que inhiben la accién de la fenoloxidasa, la
cual convierte fenoles en quinonas que interactian con los grupos
aminas de las proteinas inhibiéndolas (King, 1971; Kephart, 1990).

- Agentes quelantes (EDTA) que se unen a iones metalicos que pueden
ser inhibidores potenciales de muchas enzimas.

- Detergentes que aumentan la liberacién de proteinas unidas a
membrana (Tween-80, Triton-X-100) (Soltis et al., 1983):

- El suero de albimina bovina (BSA) que actia como competidor de los
agentes inhibidores de las enzimas, uniéndose a fenoles de bajo peso
molecular (Kephart, 1990).

- Otros cofactores que ayudan a conservar o aumentar la actividad
enzimética tales como NaCl, MgCl,, MnCl;, NAD y NADP (Malinowsky,
1974; Coesel & Menken, 1986).

En los trabajos sobre electroforesis isoenzimatica existentes en Phoenix el
tampdn de extraccion, en general, estd compuesto por PVP, 2-mercaptoetanol o
4cido ascérbico como agentes antioxidantes, suero de albuimina bovino o cisteina
como competidores de los inhibidores isoenzimaticos, detergente Tween-80 o
Tritdn-x-100 (Torres & Tisserat, 1980; Bennaceur et al, 1991; Bendiab ef al.,
1993; Booij et al., 1995; Sosa et al., 1998; Bendiab et al., 1998). Ademas, de
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arena de playa y nitrégeno liquido para facilitar la rotura de tejidos debido a la

dureza y fibrosidad que presentan las hojas de palmera.

1.7.4 Separacion electroforética

Para la separacion de las enzimas se emplea un gel (fabricado con almidén
hidrolizado que actuara como maya) y un sistema de tampones que servira
como conductor de la corriente y como separador final de las enzimas. No
existe un sistema de tampones universal para todas las enzimas de todas las
especies, por el contrario, se han descrito una gran cantidad de sistemas de
separacién electroforética con diferentes componentes y pHs. Generalmente la
eleccion del sistema de separacion electroforética es un proceso empirico en el
que se ensayan diversas enzimas con varios sistemas de tampones a varios
pHs, escogiendo aquel sistema que tenga un Optimo de separacion y
resolucion para cada enzima. Asi, Torres & Tisserat (1980) utilizan geles de
almidon Tris-Citrato pH 7.9, 0.019 M para la alcohol deshidrogenasa,
fosfoglucoisomerasa y la glutamico oxalacético transaminasa, mientras que
para la esterasa y la fosfoglucomutasa utilizan el mismo tampon de gel pero a
pH 8.0 y 0.016 M. Contrariamente, Bennaceur et al., (1991) utilizan geles de
poliacrilamida Tris-Borato pH 8.3 para la endopeptidasa, y la glutamico
oxalacético transaminasa, y Tris-Borato pH 8.6 para la diaforasa. También
utiliza geles de almidon Tris-Histidina pH 8.0 para la fosfoglucomutasa y LiOH-
Borato pH 8.3 para la alcohol deshidrogenasa y la leucina aminopeptidasa.
Para las enzimas alcohol deshidrogenasa, 6-fosfogluconico deshidrogenasa,
fosfoglucoisomerasa, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y esterasa Booij et al.

(1995) utilizan geles de poliacrilamida (8-25%) en tampon Tris-Acetato pH 6.4.
1.7.5 Interpretacién genética de los patrones de bandas.

La interpretacion de las bandas obtenidas (zimograma) se realiza en base a

los siguientes factores conocidos:

a) Los individuos adultos, y por tanto, las hojas recolectadas de las especies

vegetales son por lo general diploides, o que implica que sélo se expresaran
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dos alelos de cada gen o locus enzimatico. De esta forma, es relativamente
facil identificar aquellos genes homocigdticos y diferenciarlos de los
heterocigéticos por el nimero de bandas obtenidas. En este sentido, un gen
homocigético dispondra de una sola banda, mientras que uno heterocigético
dispondra de mas de una. Si los individuos son poliploides la interpretacién de
las bandas es mas complicada, por lo que la ploidia de la especie analizada
condiciona la interpretacién del zimograma (Kephart, 1990; Murhpy et al.,
1996).

b) Se conoce la estructura cuaternaria de la mayoria de las enzimas analizables
por electroforesis (Kephart, 1990; Murhpy et al., 1996). Asi por ejemplo
fosfoglucoisomerasa o malico deshidrogenasa, son enzimas con estructura
dimérica en la mayoria de las especies vegetales analizadas, mientras que
PGM o EST suelen tener estructuras monomeéricas. De esta manera, los
genes heterocigoticos que codifican para las enzimas diméricas presentaran
tres bandas, frente a los genes heterocigéticos de las enzimas monoméricas

que solo presentaran dos bandas.

c) Algunos sistemas enzimaticos se encuentran compartimentalizados, esto es,
existen loci exclusivamente citosdlicos y loci cloropiasticos (ejemplo, PGI).
Generalmente la compartimentalizacion hace que los productos génicos sean
considerablemente diferentes, y por tanto se separaran en el gel de una

manera mas clara (Kephart, 1990).

Partiendo de estas premisas, se pueden interpretar adecuadamente los
zimogramas obtenidos en la mayoria de las enzimas ensayadas, y por tanto
diferenciar el numero de genes y alelos analizados. De esta manera, Torres &
Tisserat (1980) identifican dos loci para la glutamico oxalacético transaminasa y
la esterasa en Pheonix dactylifera. Igualmente Booij et al. (1995) también
detectan dos loci para estos sistemas enzimaticos. En P. canariensis, Sosa et
al. (1998) identifican dos loci para las enzimas: esterasa, fosfatasa acida,
fosfoglucoisomerasa y superoxido dismutasa, tres loci para Ia
fosfoglucomutasa, y un solo locus en la enzima malica y la glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa.
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1.8 Analisis de datos

1.8.1 Medidas de la variabilidad genética

Se han propuesto diversos estadisticos para cuantificar la variabilidad
genética de un organismo o poblacion y resumir la informacién a términos mas
precisos. Cada estadistico aprecia diferentes aspectos de la variabilidad

genética siendo los mas empleados los siguientes:

1.8.1.1 Proporcién de loci polimérficos

La proporcién de loci polimorficos (P) constituye una de las formas mas
simples de cuantificar la variabilidad genética. Se calcula dividiendo el numero
de loci polimorficos entre el nimero de loci totales. Para evitar el error de
muestreo es necesario adoptar un criterio de polimorfismo (Ayala, 1982). Los
criterios mas usados son dos: Cuando la frecuencia del alelo mas comun es

igual o menor que 0.95 (criterio del 95%) o cuando es igual o menor que 0.99

(criterio del 99%).

La proporcion de loci polimorficos tiene varios inconvenientes: La utilizacion
de cualquiera de los criterios es meramente subjetiva y ello repercutira en la
medida. Ademas, no tiene en cuenta las frecuencias alélicas, de tal forma que
un locus ligeramente polimorfico cuenta tanto como otro locus muy polimorfico.
A pesar de estos inconvenientes, esta medida nos da un importante aspecto de

la variacion génica dentro de las poblaciones (Nei, 1987).
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1.8.1.2 Heterocigosidad observada

La heterocigosidad observada es la frecuencia media de individuos
heterocigoticos por locus. Se obtiene dividiendo el numero de individuos
heterocigoticos para cada locus por el numero total de individuos analizados y

calculando posteriormente las frecuencias para todos los loci.

La heterocigosidad observada es una buena medida del grado de variacion
genética porque estima la probabilidad, en organismos con cruzamiento al
azar, que dos alelos escogidos en una poblacién sean diferentes. Sin embargo
no refleja bien la cantidad de variacion genética en las poblaciones de
organismos que se reproducen asexualmente o por autofecundacién (Ayala,
1982).

Esta dificultad se puede evitar calculando la heterocigosis esperada, a
partir de las frecuencias alélicas, como si los individuos en la poblacion se

cruzaran unos con otros al azar.
1.8.1.3 Heterocigosidad esperada

Una medida mas apropiada de la variacion genética lo constituye la
heterocigosidad esperada o diversidad génica (Nei, 1987). Esta medida no
depende de la arbitrariedad de la definicion de polimorfismo y puede ser
definida sin ambigliedad en términos de frecuencias alélicas. Nei (1973)
denomind este valor como indice de diversidad génica, pudiéndose emplear
para la valoracion de todo tipo de organismos, sean estos haploides, diploides
o poliploides. Asimismo, puede emplearse para cualquier tipo de sistema
reproductivo, asexual o sexual, lo que permite comparar los niveles de

variabilidad genética de todas las fases del ciclo biolégico de los seres vivos.
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1.8.1.4 Namero medio de alelos por locus

El numero de alelos totales detectados dividido por el numero total de loci
analizados (nimero medio de alelos por locus) constituye otra de las medidas
empleadas en cuantificar la variabilidad genética de las poblaciones.

Las reducciones de variabilidad que se producen en las poblaciones como
consecuencia del ‘“efecto fundador’ o “cuello de botella” afectan
fundamentalmente a los alelos que estan en baja frecuencia en la poblacion,
(Nei et al. ,1975; Sytsma & Schaal, 1985) que, pese a su importancia, tienen
poca influencia en la medida de la heterocigosis (Zapata, 1987). El nimero

medio de alelos por locus es un estadistico de gran utilidad para medir estas

reducciones.
1.8.1.5 Numero medio de alelos por locus polimérfico

El nimero medio de alelos por locus polimérfico (NMAP) es una medida
mas del grado de variacion que presentan las poblaciones. Nos determina la

variabilidad dentro del polimorfismo detectado.

!

1.8.2 Distancia genética

La evolucion consiste en cambios en las frecuencias génicas asi como
cambios en las asociaciones existentes entre alelos de distintos loci génicos
(Dobzhansky et al., 1983).

Uno de los mayores logros de la electroforesis isoenzimatica es la
posibilidad de detectar los cambios en las frecuencias génicas y establecer
relaciones filogenéticas entre diferentes organismos. En este sentido, la
transformacion de las frecuencias alélicas y genotipicas detectadas en un solo
parametro, que evalta el grado de similitud (o divergencia) entre cada par de
poblaciones analizadas hace de la técnica una medida “casi universal” para

cualquier organismo, permitiendo la comparacion directa de los resultados

entre especies.
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El concepto de “distancia genética” fue usado por primera vez por Sanghvi
(1953) en un estudio de clasificacion de las poblaciones en términos de
caracteres cuantitativos. Posteriormente, Cavalli-Sforza & Edwards (1964,
1967) emplearon una distancia genética basada en una transformacion de
frecuencias génicas para construir un arbol filogenético con razas humanas. A
partir de este afio muchos genéticos se interesaron en el problema,
apareciendo diversos estadisticos al respecto (Balakrishnan & Sanghvi, 1968;
Lledrick, 1971; Nei, 1972; Rogers, 1972; Prevosti, 1974; Thorpe, 1979).

Segin Fontdevila (1987), estos estadisticos deben cumplir varias
condiciones entre las que destacan: Utilizar una muestra aleatoria de genes,
ser independientes de las causas que han producido las divergencias, ser
independientes del nimero de alelos por locus y del niumero de taxones
analizados, reflejar lo mas fielmente posible el nimero de cambios genéticos
producidos (sustituciones nucleotidicas) y poder caracterizar su distribucion
estadistica (Prevosti, 1974). De todos ellos, el Unico que cumple estas
condiciones y es por tanto el mas empleado, es el de Nei (1972). Nei (1972)
define la identidad genética (l) entre dos poblaciones como la probabilidad de
que dos alelos, uno de cada poblacién, sean,idénticos. El valor de la ldentidad
de Nei varia de cero (cuando las poblaciones son completamente diferentes) a
uno (cuando son genéticamente idénticas). La distancia genética segun Nei, se

calcula a partir de la identidad genética empleando la formula:
D=-Lnl
Por tanto, la distancia genética puede tomar valores de cero a infinito.

La distancia de Nei tiene el inconveniente de no ser métrica, y por tanto no
satisface la desigualdad del triangulo, lo que tiene incidencia en la elaboracion
de dendrogramas en los que no haga falta suponer que las tasas evolutivas

sean homogéneas, como lo presupone Nei.

La aplicacion de la distancia o identidad genética con fines taxondmicos ha
sido puesta de manifiesto por gran nimero de autores (Ayala et al., 1974;
Avise, 1975; 1980: Gottlieb, 1977; 1981; Thorpe, 1979; 1982; Crawford, 1983).
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Ayala et al., 1974 determinaron las identidades genéticas entre diferentes
grupos taxonomicos de Drosophila encontrando que poblaciones coespecificas
tenian valores de | de 0.97. Posteriormente, Thorpe (1982), elabord la
distribuciéon de probabilidades de | para comparaciones entre géneros
confamiliares, entre especies congenéricas y entre poblaciones conespecificas
permitiendo establecer amplios intervalos de confianza para valores de | dentro
de cada taxén. Entre poblaciones de la misma especie, el 98% de las
observaciones tenian valores de | mayores a 0.85. A su vez, Gottlieb (1977,
1981a) y Crawford (1983) comparando el valor de | en mas de 30 especies de
plantas superiores, estimaron que las identidades genéticas entre dos
poblaciones de la misma especie variaba entre 0.87 y 1.00, con una media de
0.95. Estos valores elevados de identidad entre diferentes poblaciones de una
misma especie se han encontrado en otros organismos (Avise, 1975; 1980).
Por otro lado, estos valores de identidades disminuyen considerablemente
cuando se analizan especies congenéricas (Gottlieb, 1977; 1981a; Crawford,
1983; Thorpe, 1979; Avise, 1975; Ayala et al., 1972), detectandose un valor
medio de 0.67 para plantas superiores (Gottlieb, 1977; Crawford, 1983). En
Phoenix no encontramos trabajos que a partir de datos isoenzimaticos calculen
distancias genéticas entre poblaciones, si/ hay estimaciones de distancia
genética a partir de datos obtenidos mediante RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Sedra et al., 1998). Pero en especies Canarias si existen
diversos trabajos que estiman la distancia e identidad genética. Asi, Francisco-
Ortega et al. (1992) calculan la distancia genética (Nei, 1987) entre las
poblaciones de Chamaecytisus’ proliferus de las diferentes islas, obteniendo
valores desde 0.008 hasta 0.135.

1.8.3 Estructuracién genética de las poblaciones

La estructura genética de un grupo de poblaciones es una consecuencia de
los patrones de cruzamiento dentro de las poblaciones y de la magnitud del
intercambio génico entre las poblaciones (Eanes & Kohen, 1978). Altas tasas
de flujo génico entre las poblaciones y una tendencia de cruzamientos al azar
disminuiran la cantidad de estructuracion genética, mientras que una

obstruccion, de cualquier indole, en el movimiento de genes generara una
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diferenciacion genética y una estructuracion diferenciada (Wright, 1943; Levin &
Kerster, 1974; Berg & Hamrick, 1995). Por otro lado, una heterogeneidad
ambiental también puede forzar el desarrollo de pequefias estructuras
genéticas (Bradshaw, 1972).

Las especies autofecundantes como muchas plantas vasculares, presentan
un mayor grado de diferenciacién interpoblacional que las especies con
cruzamiento al azar (Brown, 1979; Hamrick et al., 1979, Hamrick & Godt, 1990),
mientras que muchas especies, anuales o perennes presentan diferenciacion
genética en pequefas distancias espaciales (Levin, 1977, 1978; Schaal, 1974;
Linhard, 1974; Hamrick & Godt, 1990).

Aunqgue no encontramos en Phoenix trabajos sobre la estructuracién de las
poblaciones, si existen citas sobre especies de la misma familia. Asi, Eguiarte
et al. (1993) determinan el tamafio del area de “neighborhood” en poblaciones
de Astrocaryum mexicanum, mediante métodos directos e indirectos,

obteniendo unas dimensiones de 63.3 y 782 m?, respectivamente.

1.8.3.1 Indices de fijacion de Wright

La estructura genética de una poblacién subdividida en subpoblaciones
puede analizarse por medio de los estadisticos de Wright (1951; 1978). Este
autor propuso medir las desviaciones de las frecuencias genotipicas en una
poblacién subdividida en términos de tres parametros, Fst, Fir, ¥ Fis. En la
terminologia de Wright, F;r se define como la correlacion entre los gametos
combinantes dentro de los individuos con relacion a la poblacidn total. Si la
poblacién total se encuentra en panmixia (cada individuo tiene la misma
probabilidad de cruzarse con cualquier otro de la poblacién), entonces Fir es
cero. Fis es el componente “no al azar” de Fir y describe la correlacidén entre los
individuos que se cruzan respecto a sus subdivisiones, pudiéndose interpretar
como una medida de la desviacién del cruzamiento al azar dentro de las
subdivisiones. F|s puede variar de 1 a —1. Un valor de Fs positivo o negativo
indica, respectivamente, un defecto o un exceso de heterocigdticos en la
poblacién con respecto a las proporciones esperadas en el equilibrio de Hardy-

Weinberg. Por tanto, indica la desviacion neta de las proporciones de Hardy-

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Introduccidén 34

Weinberg debido al efecto de la unién de todas las fuerzas que estan actuando
sobre el patron de variacion genética de las subpoblaciones, incluyendo
seleccion, cruzamiento no al azar y mutaciéon (Worman & Niswander, 1970).
Ademas, Fst ha sido interpretado como una medida de diferenciacién geneética
o de flujo genético entre las poblaciones (Nei, 1973) por lo que se ha
denominado coeficiente de diferenciacién genética. Para un locus con dos
alelos Fst es la varianza en la frecuencia alélica entre las poblaciones
normalizada por la frecuencia alélica media. Asi, el valor de Fsy variade 0 a 1.
Un valor de cero indica que las frecuencias alélicas son iguales en las
poblaciones analizadas, mientras que un valor de 1 sefala que las frecuencias
alélicas estan fijadas y son diferentes en las poblaciones analizadas. Asi,
valores de Fsr entre 0.00 y 0.05 se consideran bajos, Fst comprendidos entre
0.05 y 0.15 indican una diferenciacién genética moderada, un rango entre 0.15
y 0.25 se denota como una diferenciacion genética alta, mientras que valores
mayores de 0.25 sefialan que la diferenciacion genética existente entre las
poblaciones analizadas es muy alta (Wright, 1943).

Estos tres parametros son conocidos como Indices de fijacién o F-

estadisticos y estan relacionados mediante la formula:
1-Fir=(1-Fis)(1-Fsr)

La idea inicial de Wright se basaba en el analisis de un locus con sélo un
par de alelos neutrales y otras simplificaciones, como un nimero infinito de
subpoblaciones. Los calculos de los indices de Wright solo son aplicables a loci
polimorficos y existe gran controversia respecto a la forma de realizar sus
calculos (Weir & Cockerham, 1984; Soltis & Soltis, 1988).

La diferenciacion genética de las poblaciones (Fst) se ve limitada por la
tasa de migracién (Nm). De forma que cuanto mas flujo genético existe entre
dos poblaciones menor es la diferenciacion existente entre estas (Hark & Clark,
1997). La relacién existente entre estos dos parametros se ve reflejada en la
férmula:
1'Fsr

Nm =
4xFg;
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Un flujo genético superior a 1 se considera suficiente para evitar la
diferenciacion entre las poblaciones (Wright, 1931).

Bennaceur et al. (1991) encuentran en Phoenix dactylifera una alta
diferenciacion genética (0.31< Fgr <0.47) entre los cultivos de una misma
region, pero una baja diferenciacion (Fst = 0.06) cuando consideran todas las
poblaciones independientemente de la regiébn. En especies canarias la
diferenciacion genética entre las poblaciones varia considerablemente, como
era de esperar, entre las especies estudiadas (Francisco-Ortega et al., 2000).
Estos valores van desde cero, para especies como Androcymbium hierrense A.
Santos (Pedrola-Monfort & Caujapé-Casrells, 1994, 1996), Androcymbium
psamophilum Svent. (Pedrola-Monfort & Caujapé-Casrells, 1994, 1996) y
Sonchus acaulis Dum.-Cours (Kim et al., 1999), hasta valores de Fsr superiores
a 0.5 como los descritos para Babcockia platylepis (Kim et al., 1999), Sonchus
brachylobus Webb & Berthel. (Kim et al., 1999), Sonchus canariensis (Sch. Bip)
Boulos (Kim et al., 1999), Sonchus congrestus Willd. (Kim et al., 1999),
Sonchus hierrensis (Pit) Boulos (Kim et al., 1999) y Taeckholmia pinnata (L.f)
Boulos (Kim et al., 1999).

1.8.3.2 Analisis de autocorrelacion espacial

Algunos procesos de la genética de poblaciones como son el flujo genético,
debido a una baja dispersion de semillas o polen, la deriva génica o la
seleccion, pueden producir patrones genéticos espaciales detectables. La
distribucién en estructuras genéticas dentro de las poblaciones, en la que los
individuos se encuentran mas genéticamente relacionados que los de otras
estructuras vecinas, es comun en poblaciones de plantas (Crawley, 1997). Una
distribucién de este tipo potencia una seleccién heterogénea del medio y un
flujo genético restringido entre unidades. El analisis de autocorrelacién espacial
nos permite identificar estos modelos de distribucién espacial de la variabilidad
genética dentro de las poblaciones (Epperson, 1993). Para ello se calcula la
distancia genética existente entre cada par de individuos y se compara con su
separacion fisica. Asi, por ejemplo aquellos individuos que compartan uno o

ambos padres tendran una mayor relacidbn genetica entre si que con otros
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individuos de la misma poblacién que procedan de padres diferentes. Si
ademas la dispersion de una especie es baja, los individuos emparentados
genéticamente se distribuiran muy proximos en el espacio y por lo tanto se
detectara una mayor correlacion entre los individuos mas proximos (incluidos

en las clases de distancia mas pequeiias) (Sokal, 1979).

1.8.3.3 Desequilibrio gamético

Si la asociacion de gametos es al azar estariamos en condiciones de
equilibrio gamético, mientras que si la asociacion de gametos no es al azar,
debido a que estos se encuentran ligados, entonces se produce el desequilibrio
gameético (Hark & Clark, 1997).

Son varios los factores que provocan el desequilibrio gamético dentro de una
poblacion. Este se puede producir porque la poblacion fundadora presentara un
pequefio desequilibrio y éste aun no se haya corregido. Otra causa de
desequilibrio gamético es la mezcla de poblaciones que presentan frecuencias
gaméticas diferentes. Una tercera posibilidad, es que la seleccion natural este
actuando favoreciendo algunos genotipos sobre otros, evitando la tendencia

natural hacia el equilibrio gamético (Hartl & Clark, 1997).
1.9 Amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD)

Esta técnica se basa exclusivamente en el uso de la reaccion PCR
(Polymerase Chain Reaction). Los mismos tienen como fin la amplificacion al
azar de fragmentos de ADN que se encuentran entre dos regiones
flanqueantes. Los cebadores a utilizar son en general cortos (de 9 a 10 pb) por
lo que la temperatura de hibridacion de los mismos es baja (aprox. 36°C). Dado
el pequefo tamafio de los cebadores existe una gran posibilidad de que se
encuentren varias regiones del genoma que sean complementarias a estos
cebadores, de forma que es suficiente con un solo cebador para realizar la
reaccion PCR (Williams et al., 1990).

La técnica de los RAPD permite la amplificacion de &cidos nucleicos

elegidos al azar, y los productos que se obtienen son dependientes de las
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condiciones en que se ha llevado a cabo la reaccion: perfil de temperaturas, y
secuencia y longitud del cebador utilizado.

El gran valor de esta técnica estriba en la obtencion de un nimero de
bandas de diferentes pesos moleculares que son especificas para cada
cebador y ADN empleado, obteniéndose una huella gendmica (o “fingerprint”)
caracteristica. El nimero de cebadores utilizados en la elaboracion del patrén
dependera fundamentaimente del tipo de estudio que se vaya a realizar
(Williams et al., 1990).

Las principales ventajas de los RAPD son que una vez se tienen
optimizadas las condiciones de la reaccién PCR son bastantes econémicos y
rapidos y no se necesitan grandes cantidades de material vegetal. Ademas, no
se necesita tener un conocimiento previo sobre la secuencia del ADN a
amplificar, lo cual es muy interesante para el estudio de especies en las que no
se hay investigacioneé sobre su genoma (Williams et al., 1990).

El mayor problema asociado a esta técnica es la gran variabilidad
intrinseca que presenta. El patron de bandas obtenido en unas mismas
condiciones no siempre es constante, sobre todo desde el punto de vista
cuantitativo (Yu & Pauls, 1992; Schierwater & Ender, 1993). Ademas, se estima
que aproximadamente el 80% de los patrones de bandas siguen un tipo de
herencia dominante, de forma que no es posible en muchos casos el distinguir
homocigéticos de heterocigéticos. Otra desventaja estriba en que dado el
pequefio tamafio de los cebadores y la baja temperatura de su hibridacién
muchas de las bandas no son reproducibles entre experimentos. Finalmente,
los RAPD tienen el problema de la homologia que puede existir entre bandas,
de tal forma que aunque presenten la misma movilidad en un gel pueden
representar fragmentos distintos del genoma, de aqui que se recomiende
analizar una gran cantidad de cebadores.

A pesar de estas desventajas, los RAPD se erigen cada vez mas como una
de las herramientas mas Utiles en el conocimiento de la variabilidad y
estructuracion genética de las poblaciones naturales, revelando incluso
patrones y resultados similares a los obtenidos mediante las técnicas
isoenziméticas (Jenczewski et al., 1999). Asi, por ejemplo, de un total de 117
ar_ticulos publicados en la revista Molecular Ecology del afio 1999,

aproximadamente el 25% correspondian a anélisis genéticos mediante RAPD,
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lo que demuestra claramente el auge y la popularidad de esta técnica en los
Ultimos afios. Los RAPD han sido muy utilizados entre otras cosas para la
identificacion de hibridos (Harada et al., 1993; Mdsges & Friedt, 1994; Pooler &
Scorza, 1995; Ozaki et al., 1995; Smith ef al., 1996; Elisario et al., 1999, M. M.
Kuehn et al.,1999; Jenczewski et al., 1999). '
En Phoenix los RAPD han sido utilizados principalmente para diferenciar
variedades o cultivos de palmera datilera. Asi, Corniquel & Mercier (1994)
utilizan RAPD y RFLP (Restriction Fragment Lengh e Polymorphism) para
identificar cultivos de P. dactylifera, encontrando diferencias en los productos
de amplificacion en tres cebadores para los distintos cultivos. Anzizar et al.
(1998) realizan blsqueda de marcadores moleculares para especies de
palmeras mediante RAPD e ISTR (Inverse sequence-tagged repeat). Estos
autores no incluyen la palmera canaria en su analisis, siendo ademas el
numero de individuos analizados para cada especie (uno) muy bajo para poder
concluir que los fragmentos observados son verdaderos marcadores
moleculares entre especies. Por otro lado, Sedra et al., (1998) utilizan RAPD
para diferenciar y determinar la diversidad genética de cultivos de palmera

datilera en Marruecos, detectando un bajo polimorfismo.
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OBJETIVOS

1.

Determinar la cantidad, el grado de diferenciacion y el nivel de
estructuracion genética existente en poblaciones naturales de Phoenix

canariensis del archipiélago Canario.

Analizar la relacion filogenética existente entre las dos especies de

Phoenix mas comunes del archipiélago Canario.

Buscar un marcador molecular que permita identificar y diferenciar con
rapidez, de forma objetiva y sin ambigliedades ambas especies de
Phoenix asi como sus posibles hibridos.
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3.1 Muestreo

Se llevaron a cabo cuatro campafas de recogida de muestras a lo largo del
archipiélago Canario. Dichas campafias se realizaron entre febrero de 1998 y
julio de 1999, recogiéndose un total de 657 muestras de palmera canaria y
datilera (Figura 3, Tabla 1). Las expediciones de recogida de material bioldgico

se organizaron en el tiempo de la siguiente manera:

12 CAMPANA: Isla de Gran Canaria. (12 - 16 de febrero de 1998).
22 CAMPANA: Isla de Tenerife (11 - 12 de abril de 1998).

32 CAMPANA: Islas de Fuerteventura y Lanzarote (7 - 10 de noviembre de
1998).
42 CAMPANA: Islas de La Gomera y La Palma (11 — 14 de julio de 1999).

La seleccidon de los palmerales muestreados se realizé atendiendo a: 1) la
NATURALEZA del palmeral, es decir, si la poblacién era de palmera canaria o
palmera datilera. 2) la PUREZA del palmeral, es decir con un menor factor
antrépico. Esto supone en muchos casos un alto grado de dificultad, debido a
las grandes implicaciones economicas, culturales, paisajisticas e historicas que
ha tenido la palmera canaria en el archipiélago, desde mucho tiempo antes a la
conquista normando-castellana (Santana et al., 1997). Por lo que muchas veces
es imposible determinar el grado de antropizacion de los palmerales actuales. 3)
posible INTERES HISTORICOS del analisis del palmeral. 4) claro REFERENTE
morfolégico de P. canariensis o P. dactylifera.

Para la localizacion de las poblaciones de palmera se consideraron
trabajos previos de otros investigadores. El trabajo realizado por Olivier et al.
(1986) del Conservatorie Botanique de Porquerolles, Francia, sobre la
investigacion de la palmera canaria en el archipiélago se utilizé como base para
la localizacion de los palmerales. Asi como, la cartografia de los palmerales

de la isla de Gran Canaria del Cabildo de Gran Canaria (Santana, 1992).
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3.1.1 Diseiio de recogida de muestras

El muestreo de los individuos de las poblaciones se iniciaba con la
elaboracion de un croquis previo del palmeral donde se indicaban los limites de
la poblacién asi como la existencia de agrupamientos y/o subpoblaciones
dentro de la misma. Todos los individuos se recogieron al azar. De esta
manera, se tomaban muestras en diferentes puntos de la poblacién asi como
de los posibles agrupamientos y/o subpoblaciones existentes, procurando que
todo el palmeral estuviera representado, al menos por un individuo, en las
muestras recogidas.

Para la recoleccidon de las hojas se utilizaron unas tijeras de podar
acopladas a una pértiga de aproximadamente 4 metros, lo que nos permitié
tomar muestras de individuos de hasta cinco metros de altura. Igualmente,
cuando la orografia del terreno lo permitia, aprovechando los saltos de nivel y
barrancos, se cortaron hojas de individuos de hasta diez metros.

De cada individuo se recogieron tres 6 cuatro foliclos de la misma hoja,
procurando siempre que éstas fuesen hojas jovenes, ya que estas presentan
mayor actividad enzimatica y generalmente son mas resistentes a infecciones y
plagas. Posteriormente se introducian en bolsas etiquetadas, asignandoseles
un coédigo y una numeracién. Para cada espécirﬁen muestreado se elaboré una

ficha de campo en la que se recogian los datos del individuo ,codigo y

numeracion del individuo, pie, altura, ademas de la caracterizacion taxonémica |

realizada a pie de planta basandonos en los caracteres morfolégicos descritos
para Phoenix canariensis y P. dactylifera. A continuacion, se sefialaba la
posicion relativa del individuo dentro de la poblacién en el croquis que se habia
dibujado, se fotografiaba y se marcaba en el tronco el coédigo correspondiente

para su posterior identificacion.
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Tabla 1 Poblaciones de Phoenix canariensis y P. dactylifera muestreadas. N: nimero
de individuos de la poblacion, n: nimero de individuos muestreados, & numero de pies
masculinos muestreados, ®: nuamero de pies femeninos muestreados &/9?: relacion
entre pies masculinos / pies femeninos muestreados, 1: Santana (1999), 2. Olivier et
al. (1986), 3: Quintero (1985).

ISLA

GRAN CANARIA

FUERTEVENTURA

LANZAROTE

TENERIFE

LA GOMERA

FUERA DE
CANARIAS

POBLACION
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3.1.2 Descripcion de las poblaciones

Las dos especies de Phoenix estudiadas fueron recolectadas en diferentes
poblaciones pertenecientes a distintas localidades e islas. Recogiéndose
muestras de las siete islas mayores del archipiélago Canario con palmerales
significativos Ademas de las poblaciones muestredas en las islas Canarias se
analizd una poblacion (Hort. del Gat) del palmeral de Elche, utilizada como
referente de P. dactylifera. Por otro lado también se estudié6 una muestra de
individuos de Phoenix theophrasti, especie de Phoenix endémica de la isla de
Creta, que se utilizd como outgroup en el analisis de distancia genética.

Las caracteristicas se todas las poblaciones analizadas se detallan en las

fichas que se muestran a continuacion.
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Ficha de datos de la poblacién de Acusa Verde (Gran Canaria). a:

Santana, et al. (1997). Phoenix sp: individuos morfoldgicamente intermedios o

sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION

ACUSA

CODIGO

AC | ISLA

GRAN CANARIA

LOCALIDAD

ARTENARA

DESCRIPCION: Palmeral situado en la vertiente occidental de Gran Canaria,

entre 460-540 m de altitud. La poblaciéon se encuentra concentrado en el inicio

de un barranco, estando relativamente aislado de la urbe mas cercana.

N° INDIVIDUOS POBLACION 80°?
N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 25
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES & 44%(0-1m 12% | P. canariensis 100%
PIES @ 24%|1-5m 40% P dactylifera 0%
3/9? 1.83 > 5m 48% | Phoenix sp 0%

ANTECEDENTES HISTORICOS: Esta poblacion se encuentra reflejada
en la reconstruccion del paisaje historico de Gran Canaria en el siglo XV

(Santana, 1992). No existen referencias de que este palmeral haya sido

plantado o cultivado en tiémpos pasados. En el siglo XVIII el palmeral

aparece asociado a cultivos. Por lo que es muy posible que desde

entonces haya disminuido considerablemente el tamafio se sus efectivos.
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Ficha de datos de la poblacién de La Sorrueda (Gran Canaria). a:

Santana et al. (1997). Phoenix sp: individuos morfologicamente intermedios o

sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION

LA SORRUEDA

CODIGO

LS

ISLA

GRAN CANARIA

LOCALIDAD

SANTA LUCIA

DESCRIPCION: Palmeral localizado en la periferia de la presa de La
Sorrueda,, a una altitud aproximada de 350-500 metros. Apareciendo en
ciertos puntos asociado a cultivos, con la consiguiente presencia de
especies nitrofilas como son los verodes (Senecio kleinia L.) y las pitas
(Agave sp.), lo que nos da una idea del grado de antropizacion de la zona.
Por otro lado, la excesiva poda que mostraban los ejemplares dificultd

mucho la caracterizacion morfolégica de los individuos muestreados.

N° INDIVIDUOS POBLACION 10.500°
N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 45
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES S 22.2%|0-1m 10% | P. canariensis 60.4%
PIES @ 22.2%{1-5m 10% IP. dactylifera 0%
3/2 1|>5m 80% | Phoenix sp 39.5%

ANTECEDENTES HISTORICOS: Al igual que en el caso de la poblacion de
Acusa Verde éste palmeral se refleja en |a representacion historica del siglo
XV de Gran Canaria, por lo que podemos presuponer un origen natural. Sin
embargo, en el siglo XVI la poblacién aparece asociada a cultivos
(Santana, 1992), lo que podria suponer una reduccién del nimero de
individuos respecto al palmeral original, y quizas la introduccién de
individuos de P. dactylifera en la poblacion. Por otro lado, en el siglo XVI se
hace referencia a la gran cantidad de palmeras existentes en Tirajana
(Santana & Toledo, 1997). Segun estos autores, Tirajana es uno de los
puntos del archipiélago Canario, junto con Rio Palmas, en Fuerteventura,
Chipude y Valle Santiago en la Gomera, y Arguineguin en Gran Canaria,

las localidades donde los fenicios introdujeron la palmera datilera en el

archipiélago.
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Ficha de datos de la poblacion de Barranco de La Angostura (Gran

Canaria). a: Santana et al. (1997). Phoenix sp: individuos morfologicamente

intermedios o sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION

B. ANGOSTURA

CcODIGO |BA

ISLA

GRAN CANARIA

LOCALIDAD

LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

Canaria, a una altitud de 370-450 m, situado

DESCRIPCION: Palmeral localizado en la vertiente nororiental de Gran
en la vaguada del propio
Barranco de La Angostura. La poblacién esta asociada a cultives, siendo el
factor antropico mayor debido a la proximidad de grandes urbes (Tafira
Alta, Santa Brigida). Esto se ve reflejado por la presenbia de especies
nitréfilas como pueden ser las pitas y tuneras. Esta poblacion se ha descrito
como un palmeral constituido por individuos 100% de palmera canaria.
(Santana et al., 1997)

N° INDIVIDUOS POBLACION

100°

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS

21

SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES & 23.8% [0-1'm. 45% | P. canariensis 45%
PIES @ 52.4% 15m 45% | P. dactylifera 10%
3/Q 0.45|> 5m 10% | Phoenix sp 45%

la poblacién actual sea mucho menor que la poblacion original.

ANTECEDENTES HISTORICOS: Esta poblacion se encuentra reflejado en
el paisaje histérico de Gran Canaria d el Siglo XV. Ya en el Siglo XVI se

encontraba ligada a cultivos (Santana, 1992), por lo que es de esperar que
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Ficha de datos de la poblacién del Campus de Tafira (Gran Canaria). a
Santana et al. (1997). Phoenix sp: individuos morfoldgicamente intermedio

o sin caracterizar.

CAMPUS DE

TAFIRA GRAN CANARIA

NOMBRE POBLACION CcODIGO |TA |ISLA

LOCALIDAD |LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

DESCRIPCION: Palmeral también localizado en la vertiente nororiental de Ia
isla, a una altitud de 275-330m. La poblacion se encuentra asociada en gran
medida a cultivos, como lo delata también la presencia de especies como la
pita (especies nitréfila). Presentando segun Santana et al. (1997) una

composicién de 70% de Phoenix canariensis y 30% de P. dactylifera.

N° INDIVIDUOS POBLACION 1000°
N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 46
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES G 32.6%|0-1m 10% | P. canariensis 72.2%
PIES @ 52.2%|1-5m 25% | P. dactylifera 5.5%
3/9? 0.62|>5m 65% | Phoenix sp 22.2%

ANTECEDENTES HISTORICOS: En ésta poblacion Kunkel & Kunkel (1974)
citaron la existencia de dos tipos de Hibridos producidos entre la palmera
canaria y la palmera datilera que denominaron como Phoenix x canalifera y
Phoenix x dactyriensis, segun la dominancia de los parentales. Por ésta razén
este palmeral resulta de gran interés a la hora de determinar genéticamente la
existencia de hibridos entre las dos especies del género Phoenix presentes en
las Islas Canarias, ademas de ser (nico para testar un posible marcador
molecular que nos permita diferenciar entre la especie endémica y la
ampliamente distribuida. El trabajo de Santana (1992) también indica la posible
existencia de esta poblacién ya en el Siglo XV perteneciendo al histérico
palmeral del barranco de Guiniguada, el cual es citado por muchos autores
como “el bosque del Rio Guiniguada”. Por lo que la naturaleza de su origen
parece indiscutible, aunque el grado en el que se ha antropizado debido a la
introducciéon de cultivos y de posibles especies foraneas (P. dactylifera) esta

sin determinar.
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Ficha de datos de la poblacién de Fataga (Gran Canaria). a: Santana et

al. (1997). Phoenix sp: individuos morfolégicamente intermedios o sin

caracterizar.

NOMBRE POBLACION

FATAGA

CODIGO

FA

ISLA

GRAN CANARIA

LOCALIDAD

SANTA LUCIA

DESCRIPCION: Palmeral localizado en la vertiente suroriental de Gran
Canaria, situado a lo largo del propio Barranco de Fataga, entre 480 — 650
“~_metros de altitud. Las palmeras en muchos casos aparecen junto con
especies nitréfilas como pueden ser la cafia o la tunera, indicando el alto
grado de antropizacién de la zona. Morfolégicamente se ha descrito la
presencia de Phoenix dactylifera hasta en un 60%, posiblemente por

introduccidn por los propios agricultores (Santana et al., 1997).

N° INDIVIDUOS POBLACION 2000°
N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 42
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES3 50% {0-1m 5% | P. canariensis 46.2%
PIES @ 35.7%|1-5m 20% | P. dactylifera 33.3%
3/? 1.4/> 5m 75% | Phoenix sp 20.5%

también se desconoce sus dimensiones originales.

ANTECEDENTES HISTORICOS: : El palmeral de Fataga aparece, igual
que el resto de palmerales muestreados en Gran Canaria, en el Paisaje
histérico de Gran Canaria (Santana, 1992), como poblacién natural en el

siglo XV pasando a estar ligada a cultivos en el siguiente siglo, por lo que
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Ficha de datos de la poblacién de Maspalomas (Gran Canaria). a: Santana

et al. (1997). Phoenix sp: individuos morfologicamente intermedios o sin

caracterizar.

NOMBRE POBLACION |MASPALOMAS |CODIGO |MAS |ISLA |GRAN CANARIA

LOCALIDAD |SAN BARTOLOME DE TIRAJANA

DESCRIPCION: Palmeral localizado en el sur de la isla, dentro de la Reserva Natural
Especial de las Dunas de Maspalomas , situada al nivel del mar.

En esta poblacién se han llevado a cabo diferentes campanas de reintroduccion de
palmeras, tanto canaria como datilera. Por este motivo no es de extrafiar encontrar
palmeras de las dos especies, asi como todo un rango morfolégicamente intermedio
de individuos. Lo cual es de gran interés para nuestro estudio ya que en ella

podemos encontrar individuos de las dos especies asi como sus posibles hibridos.

N° INDIVIDUOS POBLACION 1000°
N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 34
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES 3 41.2%[0-1m 0% | P. canariensis 14.7%
PIES @ 441%|1-5m 5% | P. dactylifera 64.7%
3/9 0.93 (> 5m 95% | Phoenix sp 20.6%

ANTECEDENTES HISTORICOS: : La naturaleza del palmeral de Maspalomas ha sido
objeto de estudio por diversos autores. Asi, Montelongo (1992) sefiala que el paimeral
actual es fruto de la accidén del hombre, y se encuentra muy distante de la vegetacion
natural al igual que el resto de oasis. Por otro lado, en la descripcion del paisaje
historico de Gran Canaria que realiza Santana (1992), no se sefiala la existencia de
ese palmeral en el siglo XV, encontrando una referencia que nos induce atn mas a
pensar que dicha poblacién se debe a la actividad antrépica.
“ ha verificado la llanura que domina esta costa pantanosa, sin cuyo beneficio
Maspalomas seria todavia un desierto...”
Haciendo alusion al riego de la hacienda de Juan Grande (Santana, 1992).
Aunque en lo que coinciden la mayoria de autores es en la gran “mezcla” de
especimenes presentes en esta poblacion, ya que podemos encontrar tanto P.
canariensis, P. dactylifera como individuos morfolégicamente intermedios que muchos
autores han considerados como hibridos (Montelongo, 1992; Naranjo-Rodriguez,

1999).

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Material y Métodos

o7

Ficha de datos de la poblacion del Hospital Materno (Gran Canaria).

Phoenix sp: individuos morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION

HOSPITAL
MATERNO

CcODIGO

HM

ISLA

GRAN CANARIA

LOCALIDAD

LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

DESCRIPCION: Ajardinado localizado

en

los alrededores de

las

instalaciones del Hospital Materno, en la ciudad de Las Palmas de Gran

Canaria. Esta localizacidon ha sido recogida como una referencia de

Phoenix dactylifera, ya que sus individuos presentan la morfologia tipAica

descrita para esta especie.

N° INDIVIDUOS POBLACION

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS

10

SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES G 50% |0-1m 0% | P. canariensis 0%
PIES @ 50%(1-5m 100% | P. dactylifera 100%
3/? 1|>5m 0% | Phoenix sp 0%

ANTECEDENTES HISTORICOS: :

Los individuos de P. dactylifera que

actualmente observamos en las cercanias del Hospital Materno proceden de

la antigua Granja que poseia el Cabildo Insular de Gran Canaria en esa

zona. La procedencia de estas palmeras es desconocida a pesar de que

estas estaban presentes desde

comunicacion personal).

los afios 50

(Jaime O’Shanahan,
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Ficha de datos de la poblacion de Pasito Blanco (Gran Canaria). Phoenix

sp: individuos morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION

PASITO
BLANCO

cODIGO

PB

ISLA

GRAN CANARIA

LOCALIDAD

SAN BARTOLOME DE TIRAJANA

DESCRIPCION: Ajardinado localizado en el complejo turistico de Pasito

Blanco, en el sur de Gran Canaria. Localizacion recogida como referencia

de palmera datilera, por su marcado caracter.

N° INDIVIDUOS POBLACION

Ne° INDIVIDUOS MUESTREADOS

27

SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES 3 37%|0-1m 3.7% | P. canariensis 0%
PIES @ 62.9%|1-5m 88.9% | P. dactylifera 96.3%
3/9 0.59|> 5m 7.4% | Phoenix sp 3.7%

ANTECEDENTES HISTORICOS: :

encontramos en Pasito Blanco se trajeron desde Alicante.

Los ejemplares de P. dactylifera que
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Ficha de datos de la poblacion de.Rambla de Castro (Tenerife). a: Olivier et
al. (1986). Phoenix sp. individuos morfolégicamente intermedios o sin

caracterizar.

NOMBRE POBLACION | RAMBLA DE CASTRO | CODIGO | RC | ISLA | TENERIFE

LOCALIDAD |LOS REALEJOS

DESCRIPCION: Poblacion situada en el norte de la isla de Tenerife dentro del
Paisaje Protegido de La Rambla de Castro, en la desembocadura de un
barranco a pocos metros sobre el nivel del mar. Siendo considerado como uno
de los mejores palmerales de la isla (CEPLAM, 2000). Presentando los
individuos de la poblacion la morfologia tipica de P. canariensis. Junto con las
palmeras aparecen especies como el ricinus, el incienso o la cafa, todas

especies nitréfilas caracteristicas de paisajes degradados.

N° INDIVIDUOS POBLACION 150-200°
N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 24
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES & 37.5%|0-1m 12% | P. canariensis 66.7%
PIES @ 45.8% |1-5m, 54% | P. dactylifera 0%
3/9 0.82|>5m 33% | Phoenix sp 33.3%

ANTECEDENTES HISTORICOS: Christ (1885) en su viaje a Canarias en
primavera de 1866 describe la presencia de este palmeral con las siguientes
palabras: '

“De un acantilado mas profundo mana una hermosa fuente a la que deben su

incomparable abundancia las palmeras de este oasis rocoso.”
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Ficha de datos de la poblacién de Acantilado de La Culata (Tenerife). a:

Olivier et al. (1986). Phoenix sp: individuos morfolégicamente intermedios o

sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION

ACANTILADO DE LA
CULATA

CODIGO

ANC

ISLA

TENERIFE

LOCALI

DAD

ICOD DE LOS VINOS

(Bosea yervamora L.) y la tunera.

DESCRIPCION: Poblacién situada en el norte de la isla, encontrandose dentro
del Paisaje Protegido de Los Acantilados de La Culata a 300 metros sobre el
nivel del mar. La zona alberga restos de bosques termdfilos de gran interés

cientifico. Aunque también aparecen taxones nitréfilos como el hediondo

N° INDIVIDUOS POBLACION

50-80°

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS

10

SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES 3 30%|0-1m 0% | P. canariensis 100%
PIES @ 50%|1-5m 30% | P. dactylifera 0%
3/ 0.6|>5m" 70% | Phoenix sp 0%

colonizadores en esta zona de la isla de Tenerife.

ANTECEDENTES HISTORICOS: : Al igual que en la poblacién de Rambla de

Castro, este palmeral supone un relicto del bosque termofilo que describieron los
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Ficha de datos de la poblacion de Vega de Rio Palma (Fuerteventura).

Phoenix sp: individuos morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

VEGA DE

RIO PALMA CODIGO |RP |ISLA | FUERTEVENTURA

NOMBRE POBLACION

LOCALIDAD |BETANCURIA

DESCRIPCION: Palmeral histérico situado en el municipio de Betancuria en la vertiente
occidental de Fuerteventura. La poblacién de encuentra localizada en la vaguada del
barranco entre 200 y 400 metros de altitud

Morfolégicamente podemos diferenciar en esta poblacion la existencia de individuos de
P. canariensis, P. dactylifera, asi como individuos con caracteres intermedios entre
ambas especies. Asociadas a las especies de Phoenix aparecen plantas de incienso,

cafia, especies nitrofilas caracteristicas de ambientes antropizados.

N° INDIVIDUOS POBLACION -

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 38
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES & 34.2%(0-1m 8% | P. canariensis 71%
PIES @ 36.8%|1-5m 74% | P. dactylifera 23.7%
3/9 1.61|> 5m 18% | Phoenix sp 5.3%

ANTECEDENTES HISTORICOS: Segun Santana & Toledo (1997) Rio Palma se
corresponderia con uno de los puntos donde los fenicios, en el primer milenio antes de
Cristo, introdujeron la palmera datilera en el archipiélago Canario.
Las cronicas posteriores a esta introduccidon comentan que Rio de Palmas era un
frondoso bosque de palmeras por donde discurrian numerosas fuentes. (Gonzalez-
Henriquez et al., 1986).
De la misma manera, cuando los normandos vinieron a la conquista quedaron
maravillados de la exuberante vegetaciéon del lugar que llamaron Rio o Vado de Las
Palmas, y que en Le Canarien (1980:42) (versién de Jean de Bethercourt) describen asi:
“Y al pasar al otro lado se halla un valle hermoso y unido y muy agradable, en
que habra unas 800 palmeras que dan sombra al valle, con arroyos de agua que corren
por medio, y estan por grupos de 100 y 120 juntas, tan altas como mastiles de mas de
20 brazas de altura, tan verdes, tan enramadas y tan cargadas de datiles, que da gusto

mirarlas” (Oliva-Tacoronte, 1985).
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Ficha de datos de la poblacién de Gran Tarajal (Fuerteventura). Phoenix sp:

individuos morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

2 GRAN -
NOMBRE POBLACION TARAJAL CODIGO |GT |ISLA |FUERTEVENTURA

LOCALIDAD |TUINEJE

DESCRIPCION: Palmeral localizado en la vertiente oriental de la isla. La
poblacién se encuentra ubicada en una planicie a unos 100 metros de altitud.
La poblacion esta compuesta casi en su totalidad (90.5%) de palmera datilera
asociada a cultivos. Presentando una disposicion en parcelas cuadriculares
semejante a la que exhibian los cultivos de los pueblos del Norte de Africa. En
la periferia de las parcelas se plantaban las palmeras datileras tan apreciadas
por estos pueblos mercantes, mientras que en la parte interior se sembraban
otros tipos de cultivos. Los cuadros se encuentran separados por acequias que
transportaban el agua para su riego (Kyburz, 1995), lo que sugiere que dicha

poblacion ha sido posiblemente cultivada.

N° INDIVIDUOS POBLACION -

Ne° INDIVIDUOS MUESTREADOS ‘ 42
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES S 33.3%|(0-1m 2.4% | P. canariensis 0%
PIES @ 64.3% (1-5m 83% | P. dactylifera 90.5%
3/9? 0.52|> 5m 14.6% | Phoenix sp 9.6%

ANTECEDENTES HISTORICOS: Gran Tarajal se encuentra dentro de las
rutas alternativas que describe Santana (1992) como posible punto de
Introduccion de palmera datilera en Canarias por parte de los fenicios.

Introduccion de palmera datilera en Canarias por parte de los fenicios.
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Ficha de datos de la poblacién de Haria (Lanzarote). a: Olivier ef al. (1986).

Phoenix sp: individuos morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION HARIA CODIGO |HA |ISLA| LANZAROTE

LOCALIDAD |HARIA

DESCRIPCION: Palmeral histérico localizado en la vertiente norocidental de la
isla, a una altitud de aproximadamente 300-400 metros.

La poblacién se encuentra en el Valle de Haria rodeando al pueblo del mismo
nombre. Conociéndose esta zona como el valle de las 10.000 palmeras,

debido al gran niumero de ejemplares presentes en el mismo.

N° INDIVIDUOS POBLACION 10.000°
Ne INDIVIDUOS MUESTREADOS 42
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES S 45.8% 0-1m 5% | P. canariensis 35.7%
PIES @ 40.5%|1-5m 45% | P. dactylifera 4.76%
3/9 1.06 |> 5m 50% | Phoenix sp 59.54%

ANTECEDENTES HISTORICOS: La presencia de este palmeral no parece ser
de origen natural, sino mas bien cultivado a la llegada del hombre, ya que
como hemos visto anteriormente no aparece una cita del palmeral hasta el
siglo XVIII, a pesar de que existen referencias sobre la vegetacion de la isla de

Lanzarote ya desde 1402 (Reyes-Betancourt, 1999)
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Ficha de datos de la poblacién de Maguez (Lanzarote). Phoenix sp:

individuos morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION | MAGUEZ |CODIGO |MAG |ISLA | LANZAROTE

LOCALIDAD |HARIA

DESCRIPCION: Palmeral localizado a pocos kilémetros del palmeral de Haria,
a las afueras del pueblo de Maguez, situado a una altitud de 300-400 metros
sobre el nivel del mar. La poblacion de palmeras aparece junto a cultivos
abandonados, ademas se encuentra asociada con tuneras revelando la

antropizacién de la zona. Como en el caso de Haria, la naturaleza de este

palmeral es mas que dudosa.

N° INDIVIDUOS POBLACION -

Ne INDIVIDUOS MUESTREADOS 34
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES 3 47%10-1m 6% | P. canariensis - 29.4%
PIES @ 32.3%|1-5m 68% | P. dactylifera 0%
3/ 1.45|> 5m 26% | Phoenix sp | 70.6%

ANTECEDENTES HISTORICOS: La primera cita histérica del palmeral de
Maguez la encontramos en 1839, donde Sabino Berthelot describe:
“A un lado estan los valles de Haria y Maguez con sus casas blancas rodeadas

de palmeras, aloes e higueras como los aduares arabes...”

(Reyes-Betancort, 1999).
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Ficha de datos de la poblacion de Tamargada (La Gomera). a :Quintero

(1985). Phoenix sp: individuos morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION | TAMARGADA | CODIGO | TAM | ISLA LA GOMERA

LOCALIDAD |VALLEHERMOSO

DESCRIPCION: Poblacion situada en la vertiente norte de la isla de La
Gomera, en el barranco de Larzales, entre 300-400 metros de altitud

El palmeral se encuentra cubriendo ambas laderas como el fondo del propio
barranco, con un nimero de 3155 individuos de Phoenix canariensis (Quintero,
1985). En la zona también se observan algunas piteras que posiblemente
utilizadas como lindes de los terrenos y cultivos que se observaban en el fondo
del mismo barranco, los que nos indica la existencia de cierto grado de
antropizaciéon. Por otro lado hay que destacar que muchas palmeras
presentaban signos de haber sido utilizadas para la extraccion de guarapo

(placas metalicas, orificios en el tronco, estrangulaciones en el tronco, etc.)

N° INDIVIDUOS POBLACION 3155°
N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 41
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES S 41.5%|0-1 m 5% | P. canariensis 76.9%
PIES @ 51.2%|1-5m 56% | P. dactylifera 0%
3/%? 0.81 > 5m 39% | Phoenix sp 23.1%

ANTECEDENTES HISTORICOS: Por los datos histéricos que posemos de la
isla de La Gomera, asi como por las manifestaciones realizadas por los
lugarefios, podemos decir que posiblemente este palmeral presenta un origen

natural.
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Ficha de datos de la poblacién de Las Hayas (La Gomera). a: Quintero

(1985). Phoenix sp: individuos morfolégicamente intermedios o sin
caracterizar.
NOMBRE POBLACION | LAS HAYAS CODIGO |HY |ISLA |LA GOMERA

LOCALIDAD

VALLE GRAN REY

La poblacién se encuentra asociada a cultivos

DESCRIPCION: Poblacion situada en la vertiente occidental de la isla,
localizado en las laderas del barranco del Agua, a una altitud aproximada de
800 - 900 metros. Palmeral constituido por 3274 ejemplares. Estando

compuesto el palmeral completamente por palmera canaria (Quintero, 1985).

N° INDIVIDUOS POBLACION

3274°

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS

40

CARACTERIZACION TAXONOMIA

SEXO TALLAS
PIES 3 52.5%|0-1m 8% | P. canariensis 94.5%
PIES @ 27.5%[1-5m | 75% | P. dactylifera 0%
3/ 1.91|>5m 17% | Phoenix sp 5.4%

o menos antropizado.

ANTECEDENTES HISTORICOS: Por los datos historicos que posemos de la
isla de La Gomera, al igual que en el caso de la poblacion anterior podemos

asumir que este palmeral tiene un origen natural, estando en la actualidad mas
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Ficha de datos de la poblacién de Vegaipala (La Gomera). a: Quintero

(1985).

Phoenix sp:

individuos morfoldégicamente

intermedios o sin

NOMBRE POBLACION

VEGAIPALA

cODIGO |VP

ISLA

LA
GOMERA

LOCALIDAD

SAN SEBASTIAN DE LA GOMERA

DESCRIPCION: Poblacién localizada en la vertiente sureste de la isla. El

palmeral se ubica en el inicio del barranco de Juan Vera, cubriendo ambas

laderas asi como el fondo del mismo barranco a una altitud aproximada de 900

metros. Poblacidn constituida por 1520 individuos (Quintero, 1985). La de

piteras dentro del palmeral, nos indica el grado de antropizacion del mismo.

N° INDIVIDUOS POBLACION

1520°

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS

41

SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIESS 51.2%|0-1m 25% | P. canariensis 95.9%
PIES @ 31.7%|1-5m 75% | P. dactylifera 0%
3/ 1.61|>5m 5% | Phoenix sp 4.1%

ANTECEDENTES HISTORICOS:
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Ficha de datos de la poblacién de Mirca (La Palma). a: Olivier et al.

(1986). Phoenix sp:

individuos morfolégicamente

intermedios o sin

NOMBRE POBLACION

MIRCA

CODIGO | MIR

ISLA

LA PALMA

LOCALIDAD

SANTA CRUZ DE LA PALMA

DESCRIPCION: Poblacion localizada en la cara este de la isla de La Palma, a

pocos kilémetros de la capital de la palmera, a una altitud aproximada de 300

metros sobre el nivel del mar. Pequefio palmeral de unos 50 ejemplares

diseminados en los pocos espacios libres del barranco.

N° INDIVIDUOS POBLACION

50°

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS

27

SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIES & 29.6%|0-1m 27% | P. canariensis 70.4%
PIES @ 44.4%|1-5m 54% | P. dactylifera 0%
3/ 0.67|> 5m 19% | Phoenix sp 29.6%

ANTECEDENTES HISTORICOS:
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Ficha de datos de la poblacién de Zumacal (La Palma). a: Olivier et al.

(1986). Phoenix sp:

individuos morfoldégicamente

intermedios o0 sin

NOMBRE POBLACION

ZUMACAL

cODIGO |zu

ISLA

LA PALMA

LOCALIDAD

BRENA BAJA

DESCRIPCION: Poblacidon localizada en la vertiente este de la isla a 200

metros sobre el nivel del mar. El paimeral se encuentra en muy mal estado de

conservacion debido a que ha sufrido incendios recientes, ademas se observa

gran cantidad de vertidos de escombros en la zona, asi como la poda completa

de algunos individuos.

N° INDIVIDUOS POBLACION 30°

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 22
SEXO TALLAS | CARACTERIZACION TAXONOMIA

PIES & 13.6%|0-1m 10% | P. canariensis 90.9%

PIES @ 18.2%|1-56m 70% | P. dactylifera 0%

3/9 0.75|> 5m 20% | Phoenix sp 9.1%

ANTECEDENTES HISTORICOS:
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Ficha de datos de la poblacidn de Elche (Alicante). Phoenix sp: individuos

morfolégicamente intermedios o sin caracterizar.

NOMBRE POBLACION | ELCHE |CODIGO | EL |PROVINCIA

ALICANTE

LOCALIDAD

ELCHE

DESCRIPCION: Poblacion (Hort. Del Gat.) de palmera datilera perteneciente al

palmeral de Eiche, cedida por el Instituto para la Conservacion de la Palmera

Datilera de Elche. Se utilizd como referente de P. dactylifera.

N° INDIVIDUOS POBLACION

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS

40

SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIESJ %|0-1m % | P. canariensis 0%
PIES @ % |1-5m % | P. dactylifera 100%
3/9? > 5m % | Phoenix sp 0%

ANTECEDENTES HISTORICOS: En Elche los fenicios encontraron las
condiciones ideales para cultivar datiles. Aqui se plantaron y cultivaron
palmeras datileras para su aprovisionamiento, siendo en la actualidad una
ciudad famosa entre otras cosas por sus importantes palmerales de palmera
datilera. Precisamente, muchas de los ejemplares de P. dactylifera que se han
plantado en Canarias en los Ultimos 15 a 20 anos proceden de esta localidad
de la peninsula ibérica (Morici, 1998). De ahi que el estudio genético y
comparativo de esta poblacién con palmerales de canarias tanto de P.

canariensis como P. dactylifera resulte de gran interés.
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Ficha de datos de la poblacién de Phoenix theophrasti (Creta).

NOMBRE POBLACION Phoenix theophrasti | CODIGO Pht

ORIGEN JARDIN BOTANICO DE BLANES (BARCELONA)

DESCRIPCION: Muestra de ejemplares de P. theophrasti provenientes del

Jardin Botanico de Blanes, utilizadas como ‘“outgroup” en el anélisis

filogenético.

N° INDIVIDUOS POBLACION

N° INDIVIDUOS MUESTREADOS 6
SEXO TALLAS CARACTERIZACION TAXONOMIA
PIESJ %|0-1m % | P. canariensis 0%
PIES @ %|1-5m % | P. dactylifera 0%
3/9 > 5m % | P. theophrasti 100%
ANTECEDENTES HISTORICOS: especie del género Phoenix del

Mediterraneo, cuya morfologia recuerda mucho a P. dactylifera.
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3.2 Tratamiento de las muestras

Los foliolos recolectados eran guarcjadas en bolsas etiquetadas con el
codigo de la poblacion y el nimero del inaividuo correspondiente. Estas bolsas
se mantenian en frio, en el interior de iuna pequefa nevera de campo con
ayuda de paquetes hielo seco, hasta la llegada al laboratorio.

|
3.2.1 Almacenamiento de las muestrasi

Posteriormente se eliminaba la suciedad mediante un lavado con agua
destilada, para evitar que pudiera interferiir en el proceso de extraccion de las
proteinas. A continuacién los foliolos éran secados con papel de filtro y
guardados de nuevo en la bolsa etiquetada correspondiente para su
almacenamiento a —-80°C , hasta su tratar{wiento posterior.

Para las muestras procedentes de otrés islas se ensayo en el laboratorio el
tiempo maximo de resistencia de la a@tividad enzimatica de las muestras
mantenidas en frio antes de ser guardadafs en el congelador, para asi estimar la
|

duracién de las campanas.

3.2.2 Extraccion de proteinas |

Se tomd aproximadamente 0.5 g dei material congelado (-80°C) de cada
individuo para la extraccién de proteinas. §

Con ayuda de un mortero y un br;azo de porcelana se procedia a la
pulverizacién de las muestras, facilitando: esta tarea la utilizaciéon de nitrégeno
liquido. Se vertia un volumen de nitrégeﬁo liquido (aprox. 50 ml) encima de la
muestra y con ayuda del brazo se pro?cedia a la rotura del tejido y de la
estructura celular, este proceso se repetia tres o cuatro veces hasta observar
que la porcion de foliolo estaba totalmentje reducida a polvo. A continuacién se
afiadia el tampén de extraccion en una rélacién 1:3 g./ml., el cual era repartido
por toda la muestra con el brazo de: porcelana antes que el mismo se
congelara. Sobre una cama de hielo y erj oscuridad se dejaba descongelar las

muestras lentamente. Una vez liquido ‘el extracto era embebido en papel

Whatman N° 3 (1 x 0.5 cm). '
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3.2.3 Tampones de extraccion
Se ensayaron tres tipos de tampones de extraccidn diferentes que

presentaban la siguiente composicion:

a) TRIS-HCI0.1 MpH 7.5
EDTA1mM
Acido Ascérbico 0.1 M
PVPP 3%
2- Mercaptoetanol 0.1 %

b) TRIS-HCI0.1 M pH 7.4
EDTA2 mM
Acido Ascérbico 0.014 M
Tween-80 1%
KCI0.013 M
PVPP 3% (Polyvinil-Polypyrrolidone)
2- Mercaptoetanol 0.1 M
(Sosa et al., 1998)

¢) TRIS-HCI0.1 M pH 7.5
EDTA 1 mM
Suero de Albumina Bovina 3 %
PVP 12%
2- Mercaptoetanol 0.1 M
(Torres & Tisserat, 1980)

3.2.4 Almacenamiento de los extractos
Las tiras de papel Whatman conteniendo el extracto de cada individuo eran
almacenadas en placas de petri, que eran etiquetadas para su conservacion en

congeladores de -80°C hasta, su aplicacidén en la electroforesis. de almidén.
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3.3 Sistemas enzimaticos estudiados.

Se estudiaron un total de 22 sistemas enzimaticos (Tabla 2), que se
ensayaron en diferentes sistemas de tampones de electroforesis, buscando las

enzimas que se resolvieran mejor en los distintos tampones de electroforesis.

3.4 Sistemas de tampones de eIecI:troforesis

Los tampones empleados en la preparacién de los geles de almidon, asi

como los empleados en las cubetas de electrodos, para analizar los sistemas

enzimaticos estudiados, fueron los siguientes:

3.4.1 TRIS-BORATO-CITRATO 8.6 (Poul?ik, 1957)
Tampdn de electrodo: Acido Borico 03304 M
NaOH 0.1 M pH 8.6

Tampén de gel: TRIS 0.015 M ,
Acido Citrico anhidro'0.003 M, pH 7.8

3.4.2 MORFOLIN-CITRATO 6.1 (Clayton'& Tretiak, 1972)

Tampdn de electrodo: Acido Citrico nﬁonohidratado 0.04 M
pH 6.1 (ajustar con N-3-Aminopropil)

Tampon de gel: Disolver 1 parte de ;tamp()n de electrodo en 19 partes de
agua. ‘

3.4.3 HISTIDINA 7.0 (Gottlieb, 1981- modificado)

Tampon de electrodo: Tris 0.13 M
Acido Citrico anhidro 0.047 M
Tampon de gel: DL- Histidina 0.005 M
pH 7.0 (ajustar con NaOH)
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Tabla 2. Sistemas enzimaticos ensayados. Entre paréntesis se indica la
clasificacion de la /nternational Union of Biochemistry, 1.U.B. 1979

1. Aconitasa | ACO (EC 4.2.1.3)

v

Alcohol deshldrogenasa e ADH | (501111) -

2

3. Diaforasa | DIA (EC 1.6.4.3)
Enzimamalica, .~ “7 00000 o WME  (EE 14.1:40)
Esterasa o EST (EC 3.1.1.1)

B 'Formlco deshldrogenasa

7. F osfatasa acnda

9 "l‘-"bsf'béolu—co.iéomerasa  PGI (EC 5.3.1 .9)
10.Fosfeglucormutasa - - - Pem (EC'54.2.2)
11.6-Fosfogluconico deshidrogenasa 6PGDH (EC 1.1.1.44)

_ . oo 7 - GDHE (EC1412) :
-15 Glutamato Oxalacetato transammasa | GOT (EC 2.6.1.1)

19. Malico deshidrogenasa | MDH (EC 1.1.1.37)
20.Peroxidasa ' PRX (EC1.11.4.9)
21. Shiquimico deshidrogenasa SKDH (EC 1.1.1.25)
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3.4.4 HISTIDINA-CITRATO 5.7 (Soltis et al., 1983)
Tampén de electrodo: Tris 0.13 M
Acido Citrico anhidro 0.047 M

Tampén de gel: L-Histidina 0.009 M
pH 5.7 (ajustar con acido citrico 0.3 M)

3.4.5 TRIS-CITRATO 7.2 (Soltis et al., 1983)
Tampén de electrodo: Tris 0.223 M
Acido Citrico anhidro 0.069 M, pH 7.2

Tampodn de gel: Tomar 8.75 ml del tampén de electrodo y llevar a 250 mli
con agua '

3.4.6 TRIS-CITRATO 7.5 (Soltis et al., 1983)
Tampon de electrodo: Tris 0.223 M
Acido Citrico Anhidro 0.086 M, pH 7.5

Tampén de gel: Tomar 8.75 ml del tampdn de electrodo y llevar a 250 ml
con agua

!

3.4.7 TRIS-CITRATO 7.9 (Torres & Tisserat, 1980)
Tampoén de electrodo: Borato de Sodio 0.4M, pH 8.7

Tampoén de gel: Tris-Citrato 0.019M pH 7.9

3.4.8 TRIS-CITRATO 8.0 (Soltis et al., 1983)

Tampon de electrodo: Tris 0.135M
Acido Citrico anhidro 0.032 M, pH 8.0

Tampoén de gel: Tomar 16.75 mi del tampén de electrodo y llevar a 250 m|
con agua
3.4.9 TRIS-CITRATO 8.2 (Meizel & Markert, 1967)
Tampon de electrodo: Acido Bérico 0.3 M
pH 8.2 (ajustar con NaOH)

Tampon de gel: Tris 0.015 M
' pH 8.2 (ajustar con acido citrico 0.3 M)
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3.4.10 TRIS-CITRATO 8.5 (Soltis et al., 1983)
Tamp6n de electrodo: Tris 0.135 M
Acido citrico anhidro 0.017 M, pH 8.5

Tampén de gel: Tomar 16.75 ml del tampén de electrodo y llevar a 250 ml
con agua

3.5 Electroforesis

2.5.1 Elaboracion de los geles

Se utilizaron geles de almidon al 12% para un volumen total de 250 ml. A la
hora de elaborar los geles primeramente se preparaban los tampones de gel y
electrodo del sistema que iba a ser ensayado en el cual se va a llevar a cabo
la electroforesis. Del volumen total del tampdn de gel preparado para el gel
(250 ml) se separa 1/3 (86 ml), el resto se calentd en un matraz aforado de 500
ml de capacidad. Mientras se pesa la cantidad necesaria de almidon para tener
una concentracion final del 12% (30 g), colocandose en un quitasato de 1 litro.
Cuando el tampén que hemos puesto ha calentar empieza a hervir se disuelve
el almidon con el 1/3 restantes del tampén del gel, agitando fuertemente hasta
que el almidén este bien disuelto para évitar la aparicion de grumos
posteriormente en el gel. A continuacion se vierte el tampoén que esta hirviendo
en el quitasato, donde se encuentra el almidén ya disueito, agitando
vigorosamente para evitar la formacion de grumos. Una vez se ha traspasado
todo el volumen del matraz aforado al quitasato, este se coloca en una placa
calentadora hasta volver a llevarlo a ebullicion sin dejar de agitar, para evitar
asi que el gel se queme. En este momento el gel presenta un aspecto
blanquecino y espeso, pero a medida que se va calentando este se va
volviendo mas traslucido y liquido. Cuando el tampén de gel alcanza la
ebullicién se eliminan las burbujas de aire del gel, para evitar que interferiran en
la electroforesis. Esto se consigue realizando el vacié en el quitasato con la
ayuda de una bomba de vacio. En este paso también se procura agitar
vigorosamente para asi ayudar a eliminar las burbujas de aire y ademas
homogeneizar las solucion. Una vez que observamos que las burbujas
grandes e irregulares son sustituidas por burbujas pequefias y regulares

dejamos de calentar y lo vertemos rapidamente y con extremo cuidado sobre
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el molde del gel (23,2 x 2,5 x 0.6 cm.). Si a pesar de todo aparecieran burbujas
de aire en el interior del gel estas son eliminadas rapidamente con la ayuda de
una pequefia espatula. El gel se deja enfriar a temperatura ambiente
aproximadamente durante 30 minutos. En el caso de que el gel fuese a ser
utilizado el dia siguiente este es cubierto con un cristal para evitar que la

superficie del mismo en contacto con el aire se seque.

3.5.2 Carga de las muestras en el gel

Antes de que se va a lleve a cabo la electroforesis se coloca el gel en la
nevera (4-8°C) aproximadamente durante 15 minutos para que el gel este frio
a la hora de cargar las muestras y asi ayudar a no romper la cadena de frio que
evita la desnaturalizacién de proteinas. Transcurrido estos 15 minutos se saca
el gel del frigorifico y se realizan los preparativos para cargar las muestras en el
mismo. Con la ayuda de un bisturi y de forma cuidadosa se separan los
extremos del gel de las paredés del molde, evitando de esta manera que la
contraccion del gel, debido al enfriamiento del mismo, produzca grietas,
ademas con ello se intenta que las condiciones de corrido en el borde y en el
centro del gel sean las mismas. A continuacion se realiza un corte a 4 cm del
extremo del gel, en contacto con el catodo, de lado a lado del mismo. Este
corte sera el lugar donde se colocardan las muestras a correr en la
electroforesis. Las muestras se colocan una a una con la ayuda de una
pequefa pinza y siguiendo rigurosamente el orden que hemos estipulado y
redactado en nuestra libreta de laboratorio, ya que esa sera la Unica referencia

que tengamos a la hora de “leer” el gel

3.5.3 Condiciones de la electroforesis

Una vez cargadas las muestras en el gel, entre 25 y 30, este se coloca
entre las dos cubetas de electrodo, en las cuales se ha depositado el tampdn
de electrodo previamente.

Una fuente de alimentacién Pharmacia Biotech EPS 600 conectada a las
cubetas de electrodo suministra la corriente eléctrica, que gracias a unas
esponjas que hacen la funcién de puente salino entre el gel y el tampon de

electrodo, pasa de la una cubeta a la otra atravesando el gel, permitiendo que
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las proteinas contenidas en los extractos de las muestras se vean sometidos a
una corriente eléctrica, haciendo que estas pasen del papel whatman en el que
estan embebidas al gel. Normalmente esto proceso tarda aproximadamente
entre 10-15 minutos dependiendo del sistema de tampones gel/electrodo
utilizado en la electroforesis. En este proceso generalmente se suelen aplicar
voltajes elevados, 250V, 70 mA, para asegurarnos que las proteinas han
pasado al gel, pero el voltaje aplicado depende como ya hemos mencionado
del sistema de tampones empleado.

Para evitar que se produzca la desnaturalizacién de las proteinas debido al
calor generado por la corriente eléctrica que atraviesa el gel todo el proceso se
lleva a cabo a una temperatura de 4°C. Esto se consigue realizando la
electroforesis en el interior de una camara frigorifica que mantenga dicha
temperatura.

Una vez transcurridos los 10-15 minutos a ese voltaje elevado, se detiene
la electroforesis para retirar los papeles que contenian las muestras. Los
papeles Whatman son retirados en este paso para evitar que en el rebelado
aparezcan las bandas con cola (“smir’) debido a la entrada impurezas en el gel.
Este paso se realiza rédpidamente con la ayuda de unas pinzas de laboratorio
para asi prevenir la rotura la cadena de frio. El corte que se habia realizado en
el gel para insertar las muestras se sella uniendo ambas partes del gel con la
ayuda de las manos y calzando el mismo con una varilla de vidrio de del mismo
ancho del gel y 0.5 cm de diametro, la cual se coloca en la base del mismo.

Hasta ahora hemos consegujdo que las proteinas contenidas en las
muestras extraidas pasen del papel en el que se habian embebido en el
proceso de extraccion a el gel de almidon. A continuacién viene el proceso de
separacion de estas en el gel por su relacion carga/masa. Para ello se vuelve a
someter al gel a un voltaje, esta vez menor (200V 60 mA), que permita a las
proteinas migrar a lo largo del gel y separarse. Este proceso dura
aproximadamente entre 3 y 5 horas dependiendo del sistema de tampones
empleado. El calor generado en el gel por la resistencia al paso de la corriente
eléctrica se contrarresta colocando uha pieza de hielo seco sobre el mismo
para facilitar su enfriamiento y evitar la perdida de actividad enzimatica debido
al calor. Se coloca una hoja de acetato entre el gel y el hielo seco para impedir

que el primero se seque y también para que la gotas de agua debido a la
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humedad entren en contacto con el gel alterando el voltaje y/o la propia

concentracion ionica del mismo.

3.5.4 Preparacion del gel para la tincién

Una vez transcurrido el tiempo de la electroforesis se saca el gel de la
camara frigorifica. Con ayuda de un bisturi se desecha la fraccion de gel del
extremo catodico anterior a la linea de carga de las muéstras, a la cual no han
migrado enzimas de interés para el estudio. A continuacion el gel se traspasa
desde su molde a la cubeta de corte, donde es cortado en lonchas horizontales
de 3 mm de groso'r con la ayuda de un cuerda de acero de 0.5 mm de
diametro. Se realiza una marca en el extremo superior izquierdo del gel que
nos sirve como referencia a la hora de poder identificar la disposicién de los
individuos. De esta forma se obtienen entre 5 y 7 lonchas aunque ni la primera
ni la Ultima suelen utilizarse. La primera se elimina debido a que las proteinas
puede haberse oxidado al estar esta parte del gel en contacto con el aire, y
ademas por que normalmente suele presentar rugosidades y ser mas gruesa
que el resto de las capas. Por el otro lado, la dltima capa también es excluida
debido a que al estar en contacto con el molde puede haber corrido de forma
anormal. El resto de capas (entre 3 y 5) son utilizadas para la tincion delas

diferentes enzimas.
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3.6 Tincion de los sistemas enzimaticos estudiados

3.6.1 ACONITASA. (ACO . EC 4.2.1.3)

Reaccion: Cis-Aconitico + H,0 — Citrico

Reactivos:
Tris-HCI O AM PH 8.0, 50 m|
Acido CiS-ACONItICO...........c.ev.oreerrerreeeeeeeeeee 75 mg
MGCl2 10 Youeeieiiie e 4 mi
NADP™ 10 M@/MI.......cooooiiiiriniiinnie o 2ml
Isocitrico deshidrogenasa...................c.ccocoieviiiiiie . 7U
MTT 10 MAIML. e 1ml
PMS S mg/ml.....c.ooiiii e, 1 ml

Capa de tincién: primera
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad

Otras condiciones ensayadas:

Se ensayd con el NADP?, PMS y MTT sin disolver.

Se varié la concentracion de Acido Cis-Aconitico de 50 a 100 mg.

Se ensayd con 10 mg de NADP”.
Se ensay6 con 2 ml de MgCl,.
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3.6.2 ALCOHOL DESHIDROGENASA (ADH. EC 1.1.1.1).
Reaccion: Alcohol + NAD* — Aldehido o cetona + NADH

Reactivos:
Tris-HCI O MM PH 8.0 ... 50 mi
Etanol absoluto............ooooeviiieiiii 1ml
MGCI2 1OV 2 ml
NAD* 20 mg/ml......coooviiiiiiieiel e 2 mi
MTT 10 MG/ML.eiiiiiii e 1ml
PMS 5mMg/Ml. i 1 ml

Capa de tincién: independiente

Condiciones de Revelado. Temperatura ambiente vy
oscuridad, ademas debe estar tapada para evitar la evaporacion
del alcohol y separada del resto de las tinciones.

Otras condiciones ensayadas:

- Se aumento la concentracién de etanol absoluto hasta 5 ml.
- Se vario la concentracion de NAD" de 5 a 40 mg.
- Se afiadio el PMS y MTT sin disolver.

anaria. Biblioteca Digital, 2004

- Se ensayo6 con 10 mg de PMS.

Se disminuyd la concentracién de MTT a 5 mg.
Se aumento la concentracién de MTT y PMS a 1,5 ml.
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3.6.3 DIAFORASA (DIA. EC 1.6.4.3).
Reaccién: Lipoamida' + NADH — Dihidrolipoamida + NAD*

Reactivos:
Tris-HCIOIM pH 8.0, 50 mi
DCPIP ... 5 mg
B-NADH. ... 10 mg
MTT 10M@/Ml.. e 1 mi

Capa de tincién: segunda.
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

- Se sustituy6é el MTT por 10 mg de NBT.
Se probaron concentraciones de 2 a 5 mg de DCPIP.
- Se aumento la concentracién de B-NADH a 20 mg.

3.6.4 ENZIMA MALICA (ME. EC 1.1.1.40)
Reacciéon: L-Malico + NADP® — Pirtvico + CO, + NADPH

Reactivos: ‘
Tris-HCI 0.1M pH 8.0....ovvooovoooo. e 25 ml
Acido Malico 1M PH 8.0.....cvoeiereeeeeeeeeeeeee, 25 mi
MGCI2 10% ..o 2 ml
NADP" 10 M@/MI..oooiiiiiiie e, 1 mi
MTT 10 Ma/ML. e 1mi
PMS 5 mg/ml..oooooooooooo e 1 ml

Capa de tincién: tercera
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

- Se anadi6 el NADP+, MgCI2, MTT, y PMS sin disolver.
- Se aumento6 la concentracién de NADP+ de 5 a 10 mg.
- Se aumentod la concentracion de MgCI2 a 50 mg.

- Se afadié el Acido Malico sin disolver.

- Se aumento la concentracion de PMS a 10 mg.

- Se sustituy6é el MTT por 10 mg de NBT.

' Se denomina lipoamida al cofactor de la diaforasa cuando se encuentra unido covalentemente
a la enzima formando un enlace amida.
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3.6.5 ESTERASA (EST. EC 3.1.1.1)

Reaccién: Ester carboxilico + H,O — Alcohol + Acido

carboxilico
Reactivos:
Tris-HCI 0. IMPH 7.1 45 ml
Fast Blue RRSalt...........ccoovviriii, 0.05¢g
a-B-Naftilfosfato™............coc 5 mi

* disuelto al 1% en acetona : agua (1: 1)
Capa de tincion: tercera.
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad. Se incuba separada del resto
y tapada.
Otras condiciones ensayadas:
- Se afadi6 0.5 g de PVP.
- Se afiadi6 0.5 g de NaCl.

- Se ensayo en la 22 y 32 capa de tincion.

3.6.6 FORMICO DESHIDROGENASA (FDH. EC 1.2.1.2)
Reaccion: Acido Férmico + NAD — CO, + NADH

Reactivos:
Tris-HCI 0. AM PH 8.0, 50 ml
Acido Formico...........ccc...... e, 60 mg
N A D o e 5mg
M T T e 10 mg
PIVIS oot 5 mg

Capa de tincién: primera
Condiciones de Revelado: Temperatura ambiente y oscuridad
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3.6.7 FOSFATASA ACIDA (ACP. EC 3.1.3.2)

Reaccién: Ortofosférico-monoester + H,O — Ortofosfato +

Alcohol
Reactivos:
Tris-Acetato 0. 1M pPH 5.0......ocoooiioieee 45 mi
MOCla. e 0.05¢g
MNCla. e 0.05¢
NaCl... e 05¢g
Fast Blue RRSalt.................oocoooiiiii 0.05¢
a-Naftil-Fosfato™ ... Smi

* disuelto al 1% en acetona : agua (1 : 1)
Capa de tincién: primera
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad

Otras condiciones ensayadas:

- Se vari6 la concentracioén de Fast Blue RR Salt de 50 a 100 mg.

- Se aumenté la concentracion de o-Naftil-Fosfato de 2 a 5 ml.

3.6.8 FOSFATASA ALCALINA (ALP. EC 3.1.3.1)

Reaccién: Ortofosférico-monoester + H,O —» Ortofosfato +

Alcohol
Reactivos:
Tris-HCI O IM PH 8.0 50 ml
MACl2 T0% ...t 2 mi
MNCla. e 50 mg
NaCla ..o 500 mg
FastBlue RRSalt.................ocooooiiiiie 75 mg
o-Naftil-Fosfato™. ... 5 ml

* disuelto al 1% en acetona : agua (1 : 1)
Capa de tincién: segunda
Condiciones de Revelado: Temperatura ambiente y

oscuridad.
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3.6.9 FOSFOGLUCOISOMERASA (PGI. EC 5.3.1.9)

Reaccion: Fructosa-6-P — D-Glucosa-6-P + NADP* - B-

Fosfogluconico + NADPH

Reactivos:
Tris-HCI 0.1M pH 8.0, ..o 50 mi
Fructosa-6-P.........ccooiiiiiiiii e 50 mg
NADPY 10 MG/M..iiiiiiiiii e 1 ml
Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa...............cccooiiein 60 U
MTT 10 MG/ML..iiiii e 1ml
PMS 5mg/ml......cccccocvenen. ST USRS PR 1 ml

Capa de tincion: primera
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

- Se afadio de 0.2 a 50 mg de MgCls.

- Se ensayo con el MTT y PMS sin disolver.

- Se sustituyo el NADP* por NAD".

- Se aumento la concentraciéon de PMS a 10 mg.
- Se ensayé con 20 U de la enzima '
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3.6.10 FOSFOGLUCOMUTASA (PGM. EC 5.4.2.2)

Reaccion:

a-D-Glucosa-1,6-bifosfato + a-D-Glucosa-1-P — o-D-Glucosa-6-P + o-D-
Glucosa-1,6-bifosfato.

Glucosa-6-P + NADP* — 6-Fosfogluconico + NADPH

Reactivos:
Tris-HCI 0.1M pH 8.0 i 50 ml
GlUCOSA-T-P...ooiiiiii e 50 mg
MGCLlo T0%. .., 2mi
NADP™ 10 MG/MI...oooiii e 1 ml
Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa.................................... 60 U
MTT 10 MG A ml
PMS 10 M@/Ml.....cccooiiiiiii e 1mi

Capa de tincién: segunda
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

- Se ensayé con el MTT y PMS sin disolver.
- Se aumentd la concentracion de MgCl, a 50 mg.
- Se sustituyé el NADP™ por NAD™.

- Seensay6 con 20 U de la enzima .
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3.6.9 6-FOSFOGLUCONICO DESHIDROGENASA (6PGD. EC 1.1.1.44)
Reaccion: Acido 6-fosfoglucénico + NADP* — D- Ribulosa-5-P + CO, +

NADPH
Reactivos:
Tris-HCIOAM pH 8.0, 50 ml
Acido 6-fosfogIUCONICO. ..........coeieoioeeeeeeee, 30 mg
MGCIs 10%..voreeeve oo eeseeee oo 4 ml
NADP* 10 mg/ml .......c.ocoveeniins ST 2 mi
MTT 10 MIGIMLeeeeeeeeeee e 1 ml
PMS 5ma/mMl. ..o 1 ml

Capa de tincién: primera
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:
Se ensayaron concentraciones de 5y 10 mg de NADP".
- Seincrementd la concentracion de Acido 6-fosfogluconico a 50 mg.

- Se afiadio el NADP*, PMS y MTT pesado.
- Se aumentd la concentracién de PMS a 10 mg.

3.6.12 GLICEROL-3-FOSFATO DESHIDROGENASA (G3PDH. EC 1.1.1.8)
Reaccién: DL-Glicerol-3-fosfato + NAD" — Dihidroacetona-fosfato + NADH

Reactivos:
Tris-HCI 0.1M pH 8.0............ e 50 ml
DL-Glicerolfosfato...........ccccceeriiiiiii 100 mg
MGCI2 10%. .t 2 ml
NADY 20 MG/MI..oiiiiieeee e 1 ml
MTT 10 MG/MI.ciiiiiiiiiic e 1 ml
PMS 5mg/Ml. ..o 1mi

Capa de tincion: tercera
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad
Otras condiciones ensayadas:

- Se ensayo en la 22 y 42 capa de tincion.
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3.6.12 GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA (G6PDH.

EC 1.1.1.49)

Reaccién: D-Glucosa-6-fosfato + NADP* — 6-Fosfogluconato + NADPH

Reactivos:
Tris-HCI0.IMPH 8.0, 50 mi
D-Glucosa-6-fosfato...............ccooooooiii 200 mg
MGCI2 10%0. i 2 ml
NADP 10MG/ML.....oiiiiieie e 1 ml
MTT 10MG/MI e 1 ml
PMS 10ma/ml.. ..o 1mi

Capa de tincién: primera
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

- Se afiadié el NADP*, MgCl,, PMS y MTT sin disolver.

- Se disminuy6 la concentracién de NADP* a 5 mg.

- Se disminuyé la concentracion de D-Glucosa-6-fosfato a 50
- Se aumentd la concentracién de MgCl; a 50 mg.

3.6.14 GLUTAMATO DESHIDROGENASA (GDH. EC 1.4.1.2).

mg.

Reaccion: L-Glutamico + H,O + NAD® — 2-"Oxog|uta’_1rico + NH; + NADH

Reactivos:
Tris-HCIO.TMPH 8.0 50 mi
Acido L-GIUtAMICO. ............cooooeeeeeeeeeeeee e 200 mg
MgClz 10%....cccoieeviieen. frteetre e e rrr e e e e aa it eaaaeaanns 2mi
NAD™ 20 M@/ML...ooiiiiiiiieeeeeeeee e 2mil
MTT 10 M@/MIciiii e 1ml
PMS 5mg/ml....ccoiii e 1Tmi

Capa de tincion: tercera
Condiciones de Revelado: 37°C en oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

- Se ensay6 con 20 mg de NAD".
- Se afadié el NAD", PMS y MTT sin disolver.
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3.6.15 GLUTAMATO OXALACETATO TRANSAMINASA (GOT. EC 2.6.1.1).

Reaccion: L-Aspartico + 2-Cetoglutarico — Oxalaceético + L-Glutamico

Reactivos:
Tris-HCI TM PH 8.0, .. 50 m!
ACIAO @SPATICO ...o.oeoeeeiiei s 100 mg
Acido 2-CetogIUtANiCO.......o.ovvv e 50 mg
FastBlue RRSalt..........cccccoii 150mg
Piridoxal-5-FOSfato...........ccoooiiiiimiiiiiinceenii e 5mg

Capa de tincién: independiente
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.

Otras condiciones ensayadas:

. Se varié la concentracion del Piridoxal-5-Fosfato de 5 a 20 mg.
- Se disminuyo la concentracién de Fast Blue RR Salt a 75 mg.

3.6.16 IDITOL DESHIDROGENASA (IDDH. EC 1.1.1.14)
Reaccién: D-Iditol + NAD — D-Sorbosa + NADH

Reactivos:
Tris-HOL 0.AM PH 8.0---ee oo 50 ml
B [ [1(o | EUUUTERT OO U USRS PSPPPPIER 180 mg
NAD* 20 M@/ML....oviiiiieiecicec e 1 mi
MTT 10 MG/MIL i 1 mi
PMS 5 MG/l 1 ml

Capa de tincién: cuarta
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

. Se aumentd la concentracién de NAD" a 2 m.
- Se incrementd la cantidad de D-Sorbitol hasta 200 mg.
- Se ensay6 en la 22 y 32 capa de tincidn.
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3.6.17 ISOCITRICO DESHIDROGENASA (IDH. EC 1.1.1.42)
Reaccion: Acido Isocitrico + NADP* — 2-Oxoglutarico + CO, + NADPH

Reactivos:
Tris-HCI 0. IM PpH 8.0 ..o, 50 ml
ACidO ISOGHIICO. ..o 50 mg
MOCI2 T0%. i 2ml
NADP™ 10 M@/MI..oiiiio e, 1 ml
MTT 10 M@/Ml e 1 mi
PMS 5 Ma/Ml.cciiiie e 1 mi

Capa de tincién: tercera.
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.
Otras condiciones ensayadas:

- Se ensayé con el NADP+, MTT y’PMS sin disolver.
- Se aumento la concentracion de Acido Isocitrico hasta 80 mg.

3.6.18 LACTATO DESHIDROGENASA (LDH. EC 1.1.1.27)

Reaccion: L-Lactico + NAD™ — PirGvico + NADH

Reactivos:
Tris-HCIOAM PpH 8.0, 50 mi
Acido LACHCO..........ocooieeoeeeeeeeee 150 mg
NAD . . 5mg
M T e 10 mg
PMS e 5 mg

Capa de tincion: tercera
Condiciones de Revelado: Temperatura ambiente vy

oscuridad.

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Material y Métodos 92

3.6.19 MALICO DESHIDROGENASA (MDH. EC 1.1.1.37)

Reaccién: L-Malico + NAD" — Oxalacético + NADH

Reactivos:
Tris-HCI 0.1M pH 8.0 35 ml
Acido Malico 1M pH 8.0 ... 15 ml
NADY 20 MG/ 1 mi
MTT 10 MG/ 1 mi
PMS 5 M@/Ml. .o 1 ml

Capa de tincién. tercera.
Condiciones de Revelado: 37°C y oscuridad.

Otras condiciones ensayadas:

- Se ha ensayado anadir el NAD®*, MTT y PMS sin disolver.
- Se ha afadido 2g de D-L-Malico sin disolver.

_ Se disminuy6 la concentracion de NAD™ a 5 mg.

- Se afadi6 50 mg de MgCl; .
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3.6.20 PEROXIDASA (PRX. EC 1.11.1.7)

Reaccién: Donante + H,O, — Donante oxidado + 2H,0

Reactivos:

SOLUCION A
3-Amino-9-Etil-Carbazol..............co. 25 mg

CaCla. oo 20 mg
Dimetil formamida.............coooiiiiiiiiii 2.5 ml
SOLUCION B

Acetato 0.05 MpPH 5. ..o 47.5 ml

HoO 2 B0 0.1 ml

Capa de tincién: tercera

Condiciones de Revelado: Mezclar solucién A y B, incubar a temperatura
ambiente, no necesita oscuridad.

Otras condiciones ensayadas:

- Se aumentd la concentracidén de 3-Amino-9-Etil-Carbazol a 50 mg.
- Se ensay6 aumentado el CaCl; a 30 mg.

- Se incrementd la concentracion de Dimetil formamida a 5 ml.

- Sevario el pH a 5.4 en la solucidon de acetato.

- Se aument6 la concentracion de H,0, a2 ml.

- Se ensay0 en la 22 capa de tincidn.
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3.6.21 SHIQUIMICO DESHIDROGENASA (SKDH. EC 1.1.1.25)
Reaccion:  Shiquimico + NADP' — 3-Dihidroshikimico+

NADPH

Reactivos:
Tris-HCI0.1M PH 8.0.....oeiiiiiiee e, 50 mi
ACIdO ShiQUIMICO.........ovevieeeiiceciices e 50 mg
NADP™ 10 M@/ML...iiiiicie e 2ml
Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa..............cccoooeen i, 60 U
MTT 10 MG/ML..oo e 1 mi
PMS 5mg/ml....ooii 1ml

Capa de tincién: segunda o tercera.

Condiciones de Revelado: Ajustar el pH a 9.1 con NaOH,
incubar a 37°C y oscuridad.

Otras condiciones ensayadas:

- Se variod la concentracion del Tris-HCl a 0.2 M.

'3.6.22 SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD.EC 1.15.1.1)
Reaccién: 2 O, +2 H' = 0, + H,0,

Reactivos:

Tris-HCI 0. 1M PH 7.4 50 ml
Riboflavina............oiiiie e 3 mg
EDTA-Naz......ccoovvveviiiiiinienneen e 40 mg
MTT 10 MG/MI.eiiiiiiiiiiiii s 1 mi

Capa de tincién: segunda

Condiciones de Revelado: Incubar a 37°C en oscuridad durante 30

minutos, a continuacién exponer el gel a la luz.

Otras condiciones ensayadas:

- Se aumentd la concentracién de EDTA-Na; a 80 mg.
- Se aumenté la concentracion de Riboflavina a 6 mg.
- Se ensayo en la 32 capa de tincién.
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3.7 Interpretacion genética de los zimogramas

Debido a la imposibilidad de realizar cruzamientos controlados entre
individuos para determinar el tipo de descendencia de los diferentes loci, la
interpretacion de las bandas se hizo directamente desde el gel.

En la interpretacién del patrén de bandeado se tuvo en cuenta la estructura
cuaternaria de las proteinas detectadas, de tal forma que el gen homocigético
que codifica para una enzima monomérica osis producira una sola banda de
actividad enzimatica en el gel, mientras si este se encuentra en heterocigosis
se observaran dos bandas. En el caso de una proteina tenga una estructura
dimérica, el patron de bandas producido en homocigosis seria también de una
sola banda, mientras que en heterocigosis aparecerian tres bandas. Por
ultimo, en las enzimas con una estructura tetramérica se observaria una sola
banda en homocigosis, y hasta un total de cinco en el caso de que el gen que
codifica para dicha enzima se encuentre en heterocigosis.

Para cada locus, los alelos fueron asignados y ordenados siguiendo el
orden alfabético y de acuerdo con su movilidad desde el origen del gel hacia el
anodo. Asi, el alelo con mayor movilidad era identificado como “a”, el alelo mas
proximo al anterior se le asignaba la letra “b”, y asi sucesivamente para todos

los alelos detectados.

3.8 Analisis de datos

3.8.1 Diversidad genética
3.8.1.1 Medidas de la variabilidad genética.

Mediante distintos programas de analisis de datos genéticos se estimaron
los parametros de diversidad genética mas utilizados en la bibliografia existente
sobre genética de poblaciones. Asi, se estimaron el nimero medio de alelos
por locus (A), la proporcién de loci polimérfico (P), el el nimero medio de alelos
por locus polimérfico (Ap), la heterocigosidad observada (Ho) y la

heterocigosidad esperada (He).
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Numero medio de alelos por locus.

El ndmero medio de alelos por locus (A) se estimd mediante el programa
de analisis de datos BIOSYS-1 (Swofford & Selander, 1981).

Proporcion de loci polimérficos

La proporcion de loci polimoérfico fue calculada a partir de los datos
genotipicos obtenidos de la interpretacion de los diferentes zimogramas.
Mediante el software de analisis de datos genéticos BIOSYS-1 (Swofford &
Selander, 1981) se calculd P usando el criterio del 95% para determinar los loci

polimérficos.

Numero medio de alelos por locus polimoérfico

Con ayuda de el software de analisis de datos genéticos GENSTAT-PC
3.31 (Lewis, 1993) se estimod el numero medio: de alelos por locus polimérfico,
considerando locus polimorfico aquel donde la frecuencia del alelo mas comun

es igual o menor al 99%.
Heterocigosidad observada

Para determinar la heterocigosidad observada en las diferentes
poblaciones la matriz genotipica fue introducida en un software de analisis de
datos genéticos (BIOSYS-1) el cual calculé la heterocigosidad observada en

cada poblacion y en cada loci.
Heterocigosidad esperada
Al igual que en la heterocigosidad observada este indice de variabilidad

genética fue calculado mediante el software de analisis BIOSYS-1 (Swofford &

Selander, 1981).
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3.8.1.2 Diversidad genética por especie.

Para calcular los diferentes indices de diversidad genética para P.
canariensis y P. dactylifera como especie, se agruparon todas las poblacionés
segun la caracterizacién que se dio a cada una (poblaciones de paimera

canaria, poblaciones de paimera datilera y poblaciones mixtas.)

3.8.1.3 Diversidad genética por islas.

Para determinar la diversidad genética existente en cada isla y compararlas
entre ellas, se agruparon las diferentes poblaciones de palmera canaria y
poblaciones mixtas estudiadas segln la isla de muestreo y con diferentes
programas de analisis de datos genéticos (BIOSYS-1, GENSTAT, etc) se

determinaron los distintos indices de diversidad genética (A, P, Ap, He y Ho).

3.8.1.4 Diversidad genética por locus.

Se estim6, mediante el programa de anélisis de datos genéticos BYOSYS-
1 (Swofford & Selander, 1981), la diversidad genética existente por locus en el
conjunto de poblaciones analizadas para determinar cual era el loci mas

variable.

3.8.1.5 Indices de diversidad genética de Nei (1973)
A partir de los valores de frecuencias alélicas se estimaron los indices de
diversidad genética de Nei (1973): Hs, Hr, Dst y Gst. Estos fueron calculados

mediante el software de analisis de datos genéticos GENSTAT (Lewis, 1993).
3.8.2 Diferenciacion genética de las boblaciones

3.8.2.1 Distancia genética entre poblaciones

A partir de la matriz genotipica se calculo la distancia genética de Nei
(1972) entre las poblaciones analizadas. Para ello se utilizd el programa de
analisis de datos genéticos BIOSYS-1 (Swofford & Selander, 1981). Ademas,
este software también nos permitié estimar los valores de distancia genética de
Rogers (1972) y Nei (1978)
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3.8.2.2 Dendrograma UPGMA

A partir de las distancias genéticas obtenidas se realiz6 un dendrograma
UPGMA. Este tipo de &rbol asume que la tasa de divergencia entre poblaciones
es constante para todos los loci, y los célculos se hace a partir de grupos. El
dendrograma UPGMA de la matriz de distancia genética de Nei (1972) fue
calculado con el programa BIOSYS-1 (Swofford & Selander, 1981).

3.8.2.3 Distancia genética entre islas

Para realizar una estimacion de la distancia genética existente entre las
islas se agruparon las diferentes poblaciones de palmera canaria seguin su isla
de origen. Estos datos fueron tratados mediante el programa de analisis de
datos genotipicos BIOSYS-1 (Swofford & Selander, 1981) para estimar la
distancia genética (Nei, 1972) existente entre las diferentes islas del

archipiélago.

3.8.2.4 Distancia genética entre especies

Se agruparon las diferentes poblaciones analizadas segin Ia
caracterizacion morfolégica previa para estimar la distancia existente entre
Phoenix canariensis y P. dactylifera. Se utilizfc'), al igual que con la distancia
geneética entre poblaciones e islas, el software BIOSYS-1 (Swofford & Selander,

1981) para realizar los calculos de la misma.

3.8.2.5 Andlisis de componentes principales

Para llevar a cabo el analisis de componentes principales se introdujeron
las frecuencias alélicas de las poblaciones analizadas, como variables, en el
programa de tratamiento de datos estadisticos SPSS 6.1.3 (SPSS Inc.
Chicago, IL) que reducia este numero de variables a un nimero menor de
componentes (combinaciones lineales de las variables originales) que

posteriormente podian ser representados en una grafica de 2D 6 3D.

3.8.2.6 Coeficiente de diferenciacion genética (Fsy)
Para determinar el grado de diferenciacién genética presente en las
poblaciones se estimé el coeficiente de diferenciacién genética (Fst). Este F-

estadistico varia entre 0 y 1, siendo igual a cero cuando las frecuencias alélicas
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son iguales en las poblaciones analizadas, mientras que un valor de 1 sefala
que las frecuencias alélicas estan fijadas y son diferentes para las poblaciones
analizadas. El calculo de los valores de Fsr se realizd con el programa de
analisis de datos genéticos GENEPOP (Raymond & Rousset, 1997).

3.8.2.7 Flujo genético entre las poblaciones

Para determinar el flujo genético existente entre las poblaciones de
palmera canaria analizadas se recurrié al método indirecto de estimacion
basado en los F-estadisticos de Wright (1931). Esta aproximacion al flujo

genético se basa en la relacién existente entre Fst y Nm, mediante la férmula:

1—FST

Nm =
4xFg,

3.8.2.8 Coeficiente de diferenciacién genética entre islas (Fsy)

Para determinar la diferenciaciéon genética existente entre las islas se
agruparon las poblaciones de Phoenix canariensis segun la isla de origen, y se
estimo el coeficiente de diferenciacion genética entre (Fst) las islas, al igual que
entre las poblaciones, mediante el programa de andlisis de datos genéticos
GENEPOP (Raymond & Rousset, 1997).

3.8.2.9 Loci diagnéstico

Para determinar la existencia de loci diagnostico de las dos especies
analizadas se examinaron las frecuencias alélicas de todas las poblaciones
para los diferentes alelos en busca de un alelo que permitiera diferenciar entre

individuos de una y otra especie.

3.8.3 Estructuras genéticas de las poblaciones

La rotura de la asociacion al azar de los gametos de una poblacién tiende a
dividir la poblacién genéticamente en subpoblaciones, reduce la frecuencia de

los genotipos heterocigéticos y facilita la diferenciaciéon local. La subdivision
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debido a la desviacién de la panmixia es conocido como la estructuracion de la
poblacion. Para determinar la existencia de estas estructuras dentro de las
poblaciones se analiz6 si las poblaciones se encontraban en equilibrio de
Hardy-Weinberg, se realizé un analisis de autocorrelacion espacial, un
muestreo jerarquizado en busca de unidades panmiticas mediante los F-
estadisticos de Wright, y finalmente se determind la existencia de desequilibrio

gamético.

3.8.3.1 Equilibrio Hardy-Weinberg

Para determinar si las poblaciones analizadas se encontraban en equilibrio
de Hardy-Weinberg los datos de los genotipos de los individuos analizados
fueron corridos en el software de analisis de datos genéticos GENEPOP
(Raymond & Rousset, 1997). El cual permitia realizar un Test de Probabilidad

cuya hipétesis nula es la (Ho) es la uniédn al azar de los gametos.

3.8.3.2 Analisis de autocorrelacién espacial

La matriz de distancia genética se construy6 a partir de los datos
genotipicos obtenidos en las electroforesis isoepziméticas, de esta manera, un
individuo homozigético para un alelo dado se 'representé con un valor de 1,0
para dicho alelo, individuos heterozigéticos conteniendo el alelo se
representaban como 0.5, e individuos sin el alelo eran designados con un valor
de 0.0 para ese alelo (Heywood, 1991). Se utiliz6 la | de Moran (Moran, 1948)
como coeficiente de autocorrelacion espacial. Este indice esta basado en la
covarianza de los valores yuxtapuestos en el mapa, y varia entre =1y 1, con un
valor esperado de E(l) = -1/(n-1) (Oden, 1984), donde n es el tamafio de la
muestra. Cuando el valor de | es mayor de cero para una determinada variable,
esto indica que presenta una autocorrelacion espacial positiva, 1o que significa
que individuos gue son semejantes genéticamente tienden a estar préximos en
el espacio. Cuando el valor de | es menor de cero, se dice que la variable
exhibe una autocorrelacion espacial negativa, es decir, individuos similares
genéticamente tienden a estar separados en el espacio. La linea de
interseccion con el eje x es la distancia que le corresponde al radio del area de
una poblacién panmitica (Sokal, 1979). Por debajo de esta distancia los

individuos estan menos relacionados que lo esperado en una asociacion al
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azar. Las matrices de distancia geogréafica entre pares de individuos, la
desviacion del valor esperado de la | de Moran para cada una de las cinco
clases de distancia y el grado de significacion de los correlogramas fueron
calculadas con el software de andlisis genético SAAP ver 3.4 (Warternberg,
1983) '

3.8.3.3 Determinacion del Coeficiente de endogamia (F;s)

El Fis (Wright, 1943) se define como el coeficiente de endogamia. De forma
que valores de Fisiguales a cero (He = Ho), indican que nos encontramos ante
una unidad panmitica. Por ello este coeficiente fue utilizado para medir la
estructura jerarquica de las poblaciones. Para examinar el nivel de
estructuracion dentro de las poblaciones de P. canariensis, estas fueron
divididas en parcelas superpuestas de 20, 30, 40, 60 y hasta 100 metros de
diametro, dependiendo la densidad y dimensiones de la poblacion estudiada.

Este analisis se llevo a cabo en tres poblaciones de Phoenix canariensis
con un bajo factor antrépico, como son la poblacién de Acusa, Rambla de
Castro y Tamargada, pertenecientes a las islas de Gran Canaria, Tenerife y La
Gomera, respectivamente.

Los valores de los Fis fue calculado a partir de la matriz de datos
genotipicos y con el programa de analisis de datos genéticos GENEPOP
(Raymond & Rousset, 1997). El mismo programa proporciona el grado de

significacion de los valores de F|s obtenidos por locus y por poblacion.

3.8.3.4 Desequilibrio gamético

Para determinar la existencia de desequilibrio gamético se realizé un test
de probabilidad de desequilibrio gamético para cada par de loci en cada
poblacién, a partir de los datos genotipicos mediante el programa de analisis de
datos genéticos GENEPOP (Raymond & Rousset, 1997).
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3.9 Amplificacién al azar de ADN polimérfico (RAPD)

3.9.1 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las muestras se llevé a cabo mediante el ensayo
de dos protocolos de extraccion: el método de extraccion descrito por
Dellaporta et al. (1983) y modificado para Phoenix dactylifera por Corniquel &
Mercier (1994), y el método de extraccion de Doyle (1991) basado en el CTAB
(Bromuro de hexadecil trimetilamonio). Siendo el primero con el que se
obtuvieron mejores resultados tanto en la extraccion de ADN como en la
utilizacion de ese ADN para su posterior amplificacidon mediante PCR.

Aproximadamente 0.25 g de hojas ultracongeladas eran triturados, con la
ayuda de nitrogeno liquido, en un mortero de porcelana previamente
esterilizado con lejia y calor.

Una vez que la muestra era reducida a polvo se transferia a un microtubo
(1.5 ml) al cual se afadian 700 ul del Tampén-1 (0.1 M Tris-HCL pH 8,0; 50
mM EDTA; 0.5 M NaCl; 1% SDS; 2% PVP), agitandose fuertemente con ayuda
de un vértex. A continuacion se afiadian 300 pl de SDS al 10% mezclandose
energéticamente para incubarse posteriormente 10 minutos a 65°C en un bario
termostatico. Posteriormente se agregaban 300 pl de Acetato potasico 5 M
para, seguidamente someter a agitacion con voértex e incubar en una cama de
hielo durante 20 minutos. Los extractos eran entonces centrifugados a 13000
r.p.m. durante 30 minutos. Con la ayuda de una micropipeta se recuperaba el
sobrenadante (ADN), transfiriéndolo a un nuevo tubo que contenia isopropanol
frio (-20°C), quedandose en el sedimento los restos de paredes y membranas
celulares. Los microtubos con los acidos nucleicos eran mezclados por
inversién y almacenados a —20°C durante 30 minutos. Este paso se prolongd
hasta un dia, ya que se observaba una mejor extracciéon de ADN cuando las
muestras eran almacenadas de esta manera durante toda la noche. A
continuacién el ADN es centrifugado a 13000 r.p.m. durante 15 minutos, tras lo
cual el sobrenadanate es vertido cuidadosamente fuera del tubo. El sedimento
se deja secar invitiendo los microtubos sobre papel secante durante
aproximadamente 10 minutos. Posteriormente el ADN es resuspendido en un

segundo tampén de extraccion: Tampén-2 (50 mM Tris-HCL pH 8,0; 10 mM
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EDTA) ayudandonos para ello de una micropipeta. Las muestras son entonces
centrifugadas nuevamente a 13000 durante 10 minutos para eliminar los
residuos insolubles. El sobrenadante resultante es transferido cuidadosamente,
de forma que el liquido se deslice por las paredes interiores del tubo, a un
nuevo microtubo. Ademas, se afiaden 75 ul de acetato sédico 3 M y 500 ul de
isopropanol frio (-20°C), mezclandose, a continuacién, bien por inversion. Los
tubos son entonces llevados a la centrifuga donde se someten a 13000 r.p.m.
durante 30 minutos. Una vez concluida la centrifugacién el sobrenadante es
vertido en el fregadero con extremo cuidado, y el sedimento se lava con una o
dos gotas de etanol al 80% durante 5 minutos. El etanol es eliminado
invirtiendo los microtubos sobre papel secante y el sedimento se acaba de
secar incubando los tubos en la estufa a 36°C. Finalmente el ADN es
resuspendido con 100 ul de TE ( 100 mM Tris; 1 mm EDTA). Esta sera la
solucién madre o “stock” de ADN a partir de la cual se determinara la “dilucion

de trabajo”.

3.9.2 Almacenamiento de los extractos

El ADN extraido de los diferentes individuos se guardaba en microtubos
perfectamente identificados (“soluciones madre”) y se almacenaban a -20°C
hasta su posterior utilizacion. Una vez determinadas y preparadas las
“diluciones de trabajo’, con las cuales se llevaria a cabo todas las
amplificaciones necesarias, estas eran almacenadas a 4°C, para asi evitar la
degradacion del ADN por congelacién y descongelacion de las mismas.
Procurandose por ello realizar todos los analisis previstos en el menor tiempo
posible para prevenir también la degradacion de los acidos nucleicos al estar

mucho tiempo a temperaturas superiores a la de congelacion.

3.9.3 Pruebas de concentracién

Para determinar la concentracion del ADN extraido de las muestras de
palmera analizadas, se sometieron a electroforesis de agarosa las muestras de
ADN extraido y un patron de ADN (pre-purified calf thymus DNA - Pharmacia

)de concentraciones conocidas (5, 2.5, 0.5 y 0.1 ug/ul). La comparacion de la
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intensidad de las bandas, obtenidas en las muestras de palmera y en el patron
de concentracién conocida, bajo la luz ultravioleta permitié estimar la
concentracién aproximada de ADN existente en los extractos obtenidos de los

individuos analizados.

3.9.4 Separacion en geles de agarosa

Se disolvié en un matraz con 70 ml tampon TBE (1x) 0.7 g de agarosa,
sometiéndolo a calor y agitacion. Cuando el gel comenzaba a hervir se retiraba
de la placa calentadora y se enfriaba lentamente en bafio Maria. Cuando la
temperatura era menor de 60°C se vertia el gel sobre el molde de metacrilato
de 20 cm x 7,5 cm y un grosor aproximado de 0.5 cm. A continuacion y con
ayuda de una espatula se eliminaban las posibles burbujas que pudieran
aparecer y se colocaba el peine de 22 dientes, de un volumen aproximado de
75 ul cada uno. Una vez el gel se ha enfriado, éste se cubria en la cubeta de
electrodo con tampén TBE (1x). En ese momento se extraia el peine del gel
quedando resueltos perfectamente los pocillos donde se cargarian las
muestras de ADN.

Para cargar las muestras de ADN en el gel se mezclaban 10ul de las
mismas con 3 pl de tampon de carga, el cual contiene glicerol (30 %) y una
pequefia cantidad de azul de bromofenol. El glicerol aumenta la densidad de fa
muestra, mientras que el azul de bromofenol actia como marcador del

transcurso de la electroforesis.

3.9.5 Pruebas de dilucion

Para determinar las diluciones de trabajo de las distintas muestras
estudiadas se realizaron pruebas de dilucién. Estas consistian en realizar
amplificaciones con diferentes diluciones de la "muestra madre” (1/10, 1/20,
1/50, 1/100, 1/200, 1/500, 1/800 y/o 1/100), segln la concentracion de la misma
y determinar mediante electroforesis en agarosa la dilucion que producia una
mejor amplificacién. Esta dilucion era identificada como “dilucion de trabajo”

con la cual se llevarian a cabo las amplificaciones con los diferentes primers.
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3.9.6 Amplificacion del ADN

Las amplificaciones se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos ( 8 filas x
12 columnas ) previamente esterilizadas. Con la ayuda de una micropipeta y
cuidadosamente se cargaron las muestras de ADN en los pocillos (1 pl de la
“dilucion de trabajo”). A continuacién se preparaba la “sopa de amplificacion”
cuyos componentes por muestra fueron: 18.4 pl H20; 2.5 ul TBE 10x; 1.5 ul
MgCl2 25Mm; 0.4 pl de dNTPs (A, G, C, T); 1 ul del primer que se va a utilizar;
y por uitimo 0.2 ul de la Taqg polimerasa (Bioline).

A continuacidén se mezclaron 24 ul de la “sopa de amplificacién” con el ADN
en los pocillos. Finalmente, se afiade una gota de aceite mineral por pocillo,
para impedir que se evapore el contenido de los pocillos de la placa.

En todas las amplificaciones que se llevaron a cabo se incluyé un control
negativo, que contenia todos los componentes de la “sopa de amplificacion”
excepto el ADN que era sustituido por 1 ul de agua bidestilada, que nos
permitia detectar posibles contaminaciones debidas a ADN externo.

Una vez preparadas las muestras estas eran sometidas a los ciclos de
amplificacion, cuyas condiciones fueron: 1) Desnaturalizacion a 90°C durante
30 segundos; 2) Hibridacién a 36°C durante 30 segundos; 3) Elongacién a 72°C
durante 1 minuto. Este ciclo se repetia 45 veces en el termociclador
(Mastercycler Gradient, Eppendorf). En el ultimo ciclo, después de la fase de
elongacion el programa disminuia la temperatura hasta alcanzar los 4°C,
permaneciendo constante en ésta hasta que la placa era retirada del
termociclador (Figura 4). '

Una vez concluidos los ciclos de amplificacién de la PCR el producto
resultante era sometido a electroforesis, en geles de agarosa al 1.8%. Para
ello, se anadian 5 pl de tampoén de carga en cada pocillo de la placa de
amplificacion, para a continuacién tomar de la mezcla resultante 15 ul que eran

cargados en los pocillos del gel.
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Figura 4. Esquema de los diferentes ciclos utilizados en la amplificacion de ADN mediante la
reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR).

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Material y Métodos 107

En el primer pocillo de cada gel se carga un marcador de peso molecular (100
Base-Pair Ladder), que consiste en una escalera de fragmentos de 100 pares
de bases. Posteriormente se conecta la cubeta de electroforesis a la fuente de
alimentacion (Pharmacia Biotech EPS 600) y se deja correr entre 3 — 3 2 horas
a 200.V 60 mA 10W. Pasadb ese tiempo paramos la electroforesis y se

procede a revelarlo con Bromuro de Etidio.

3.9.7 Tincion de geles

Una vez concluida la electroforesis los geles fueron sumergidos
aproximadamente 30 minutos en una solucién de Bromuro de Etidio (BrEt) a
una concentracion de 0.5 ug/ml. Posteriormente los geles eran expuestos a una
lampara de ultravioleta (A = 302 nm), visualizandose los fragmentos de ADN
amplificados. Rapidamente, se tomaron fotografias de los geles, con una
camara digital (Kodac digital science DC 40) con filtro ultravioleta y empleando
un tiempo de exposicidn de 4 segundos. Esta fotografias nos permitian el
posterior analisis de los productos resultantes de la amplificacion de la muestra
de ADN, gracias al software de analisis e interpretacion de geles de ADN

Kodac digital science.

3.10 Busqueda de marcadores moleculares (screening)

A la hora de buscar marcadores moleculares que nos permitieran
diferenciar entre Phoenix canariensis y Phoenix dactylifera se realizé un rastreo
con diferentes cebadores (OPERON Technologies, Inc.). Para determinar que
productos de amplificacion eran marcadores moleculares de una u otra
especie, los diferentes primers se ensayaron previamente en poblaciones cuya
caracterizacién taxonémica no ofreciera lugar a dudas, al ser esas poblaciones
fieles representantes de |a especie. Asi, se seleccionaron las poblaciones de
Acusa (Gran Canaria) y Elche como muestras de P. canariensis y P. dactylifera
respectivamente.

En las placas de PCR se ensayaban 8 primers diferentes cada vez. Asi, en

cada fila se cargaban 5 ¢ 6 individuos de cada especie, asi como un control
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negativo. De esta manera se rastrearon un total de 53 primers pértenecientes a
de cuatro KIT diferentes: OPL, OPM, OPN y OPK (Tabla 3).

Para considerar que un primer proporcionaba un marcador molecular que
nos permitiera diferenciar genéticamente las dos especies de Phoenix
presentes en las islas Canarias este debe cumplir dos condiciones: primera,
que fuese exclusivo de una de las dos especies; segundo, que estuviese
presente solo en una de ellas; y segunda, ademas este deberia aparecer en

todos los individuos de aquella especie de la que era exclusivo.
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Tabla 3. Listado de cebadores ensayados en la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR). Se muestra la secuencia

de nucleétidos de los mismos (5" — 37). A: Adenina, C:

Citosina, G: Guanina, T: Timina.

GGCGGTTGTC o
CTGGGCAACT

CEGTGACTCA
TCTGTTCCCC
GTCCACTGTG

GBGACETTGE

GGTGGTCAAG

GACCTACCAC - OF

CTCACGTTGG
GBTACTCECC
ACTGAACGCC
GAGAGGEACK
CAGCCCAGAG

ACAACTGGGG

TCGCCGCAAA

© CAGAGACAGC

TCGTGCGGGT

- ‘GAGCGACTGT

GGTGAGGTEA -
 TGEGEGToAN

CCAGCAGETT
GACTGCACAC

- ACGECAGECAG

AGCAGGTGGA
TGCGAGAGTC
ACGATGAGCC
AAGAGAGGGG

TGGTGGACEA

CATTCGAGCC
GTCTCCGCAA
CCAGCTTAGG
TCTGTCGAGG.
AATGCCCCAG
GGTIGTACCC
CCCGCTACAE
CTCCTGECAA

TCTGTCGAGS -

AGCGAGCAAG
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4.1 Muestreo

Las poblaciones muestreadas atendiendo a los caracteres morfolégicos
descritos para las dos especies de Phoenix presentes en el archipiélago
Canario (P. canariensis y P. dactylifera) fueron clasificadas como:

1) Poblaciones de Phoenix canariensis, aquellas poblaciones compuestas de
individuos con morfologia de palmera canaria. Aunque determinadas
poblaciones también presentaban individuos que no pudieron ser asignados
a ninguna de las dos especies por carecer de los caracteres morfologicos
caracteristicos de la especie, debido a una poda excesiva, a ser jovenes,
etc.

2) Poblaciones de P. dactylifera cultivadas, aquellas compuestas de individuos
cuya morfologia se correspondia a la descrita para palmera datilera. Ciertas
poblaciones presentaban ademas individuos que no pudieron ser asignados
a ninguna de las dos especies por carecer de caracteres morfologicos
caracteristicos de la especie, debido a una poda excesiva, a ser jovenes,
etc. /

3) Poblaciones mixtas, aquellas poblaciones que mostraban individuos con
morfologia de paimera canaria, palmera datilera, y un amplio espectro de
individuos morfolégicamente intermedios entre ambas especies (Figura 5).
Lo cual nos indica que éstos podrian corresponderse con individuos hibridos.
De hecho, en estas poblaciones mixtas la variacion morfolégica encontrada
fue tan elevada que en muchas ocasiones fue muy dificil asignar un
individuo a una u otra especie. Lo que es caracteristico de las poblaciones
hibridas (Nagy, 1997).

La existencia de individuos con morfologias intermedias es una
caracteristica muy comun en vegetales en general, y en el género Phoenix en
particular (Barrow, 1998). Kunke! & Kunkel (1974) hablaba de Phoenix
canarifera y P. dactyriensis segln las caracteristicas morfolégicas dominantes

en los individuos.
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4.2 Tratamiento de las muestras

4.2.1 Almacenamiento de las muestras

Como se ha mencionado en el apartado anterior las muestras eran
congeladas a —80°C, hasta el momento de la extraccién de proteinas y ADN.
Se eligi6 la ultracongelacion de las muestras a —80°C ya que ensayos previos
habian demostrado la existencia de una gran perdida de actividad enzimatica
cuando Ias hojas eran -almacenadas a —20°C De esta manera se comprobd
mediante ensayo que la actividad enzimatica era mantenlda en estas
condiciones (-80°C) hasta‘_gn,perlodo de tiempo de un ano.

En el caso de las poblaciones situadas fuera de la isla de Gran Canaria, las
muestras se almacenaban a 4-8°C en frigorificos por un periodo maximo de 5
dias, hasta su llegada a el laboratorio en el Departamento de Biologia de La

Uhiversidad de Las Palmas de Gran Canaria, donde se almacenaban a -
80°C. Las campafias de recogida de material fuera de Gran Canaria eran
siempre inferior a 5 dias, para que las muestras no estuvieran mas de ese
tiempo sin ser congeladés - 80°C. Debido a que anteriormente en el laboratorio
se habia cbmprobado mediante electrofbresis isoenzimatica que 120 horas era
el limite de resistencia-de' las muestras de hoja de palmera a 4°C antes de ser
congeladas a —80°C. Después de este periodo de tiempo se observaba que‘las
muestras comenzaban a perder actividad enzimatica por la degradacion de las
proteinas, lo cual se reflejaba en la intensidad y calidad del bandeado
resultante del analisis de electroforesis isoenzimatica. |

De forma empirica se comprobé que los foliolos de palmera podian estar
hasta un afo almacenados a -80C sin que eso supusiera perdida de la
actividad ‘en_zimétic‘a con ' respecto a material congelado recientemente, o

incluso material fresco.
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Figura 5. Porcentaje de individuos de a) Phoenix canariensis, b) individuos sin
caracterizar e individuos morfolégicamente intermedios, y c) P. dactylifera
encontrados en los tres tipos de poblaciones definidas: poblaciones de palmera
canaria (verde), poblaciones mixtas (narania) y poblaciones de palmera datilera

(rojo).
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4.2.2 Tampones de extraccion

De los diferentes tampones de extraccion ensayados con las muestras de

Phoenix canariensis y P. dactylifera, fue el descrito por Torres & Tisserat (1980)
con el que mejores resultados se obtuvieron. Observandose, en general, una

mejor resolucion y actividad para los sistemas enzimaticos ensayados.

4.3 Sistemas enzimaticos

De los diferentes sistemas enzimaticos ensayados en los distintos sistemas
de tampones (tampon de gel / tampén de electrodo) se seleccionaron para el
analisis genético aquellas enzimas que presentaban una buena actividad y
resolucion: ACO, ADH, DIA, G6PDH, GOT, IDH, MDH, ME, PGI, PGM,

6PGDH, SKDH (Tabla 4). De esta preseleccion, se excluirian del analisis DIA y'

GOT debido a la dificultad de interpretar fehacientemente sus zimogramas o
por una baja resolucién en el patrén de bandas obtenido.

Los sistemas enzimaticos que presentaban/ la misma calidad de resolucién
en un mismo sistema de tampones se ensayaron juntas con el fin de reducir
costes y agilizar el procedimiento de analisis.

Asi, el sistema Morfolin-Citrato 6.1 (Clayton & Tretiak, 1972) fue el que
mejores resultados ofrecid para un mayor nimero de enzimas analizadas
(Tabla 5). Los sistemas enziméticgs ACO y PGl fueron resueltos en el tampén
Tris-Citrato 7.9 (Torres et al., 1978). Mientras que PGM se corrié y analizé en
geles de Histidina-Citrato 5.7 (Stuber & Jonson, 1977). De esta forma con
solamente cuatro geles se consiguidé ensayar hasta un total de 10 sistemas

enzimaticos diferentes.
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Tabla 4. Resolucion de enzimas en cada uno de los sistemas de tampones de electroforesis ensayados. B: Enzimas con muy
buena resolucion y actividad, R: Enzimas con resolucién y actividad, M: Enzimas con muy baja resolucion, -: No ensayado.

MORFOLIN HISTIDINA- | cmre o o " IRIS- TRIS- TRIS-  TRIS-
ENZIMAS -CITRATO CITRATO H"ST7"-"3'NA POBUGL"K CITRATO CITRATO CITRATO CITRATO CITRATO
6.1 5.7 : 8.0 8.2 8.5 7.2 75
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Tabla 5. Relacion entre los sistemas enzimaticos y los sistemas de tampones seleccionados con las
voltaje empleadas en la electroforesis.

condiciones de

CONDICIONES DE . 1) 15 min 150V 60mA 17W 1) 15 min 150V 80mA 17
 VOLTAJE 2)

2y 3

-

2) 3h  200V6OMA17ZW  2) 4h 200V 60mA 17
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4.4 Interpretacion genética de los zimogramas.

En la mayoria de los zimogramas, para los diferentes sistemas enzimaticos
estudiados, el numero de bandas observadas tanto en los individuos
homocigéticos como heterozigéticos se correspondia con lo esperado Oupli la
estructura cuaternaria de la enzima correspondiente. Asi, los individuos
homocigéticos para aquellas enzimas monomeéricas presentaban un patron de
una Unica banda, mientras que los individuos heterozigéticos para ese mismo
sistema enzimatico presentaban un patrén de dos bandas en el gel. En tanto
que en enzimas con una estructura cuaternaria formada por dos cadenas
polipeptidicas (dimero), el bandeado de los individuos heterozigéticos se
correspondia con tres bandas, mientras que los individuos homocigoticos
presentaban, al igual que en el caso de las proteinas monoméricas, una sola
banda en el gel.

Sin embargo, y como se describe a continuacion, el patrén de bandas
encontrado en algunos individuos en los sistemas MDH, PGM, PGl y 6-PGDH
requirié una interpretacion adicional yé que las bandas aparecidas sugerian la

presencia de alelos nulos o la existencia de duplicaciones génicas.
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4.4.1 Aconitasa (ACO).

La aconitasa pertenece al grupo de las enzimas hidroliasas que interviene
en el Ciclo de Krebs. En vegetales se ha descrito como una enzima
monomeérica codificada por 1-3 loci y localizada en el citoplasma y mitocondrias
transformando el acido citrico en isocitrico (Kephart, 1990).

En algunas poblaciones estudiadas se llegan a detectar hasta 3 alelos
diferentes en un unico locus (Figura 6). Sin embargo en otras (Tamargada,
Vegaipala, Las Hayas, Zumacal, Mirca, Gran Tarajal, Elche, Barranco de la
Angostura, Acantilado de la Culata y los individuos de P. theophrasti) no se
detecté actividad enzimatica alguna. Esta pérdida de la actividad en la
aconitasa es posiblemente debido a al sensibilidad de la enzima a los cambios
ambientales ocurridos durante el transporte, almacenamiento o extraccion. Al
ser la aconitasa altamente sensible a los agentes oxidantes, superoxido,
peroxido de hidrégeno, oxido nitrico, etc., que actian sobre la misma
inactivandola (Gardner, 1997; Skulachev, 1999).

Debido al escaso numero de poblaciones en las que esta enzima pudo ser
detectada, se elimind de los analisis estadisticos en los que se compararon las

poblaciones.

4.4.2 Alcohol deshidrogenasa (ADH).

La alcohol deshidrogenasa es una éxido-reductasa que se describe como
una dimero citoplasmatico con 1 a 3 loci en vegetales (Kephart, 1990). En
nuestro estudio hemos observado un solo locus con tres alelos diferentes
(Figura 7).

Al igual que sucedi6 con aconitasa, en ciertas poblaciones (Mirca,
Acantilado de la Culata, Tamargada y Las Hayas) no se pudo detectar actividad
en forma de bandas en ésta enzima. Posiblemente la pérdida de dicha

actividad catalitica fue debido a causas técnicas en algin momento del analisis.
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Por ello, éste sistema enzimatico tampoco fue considerado al comparar

diferentes poblaciones.

4.4.3 Enzima malica (ME).

La enzima malica al igual que la ADH pertenece al grupo de las o6xido-
reductasas que interviene en el Ciclo de Krebs al mismo tiempo que en
diversas rutas del metabolismo de plantas C4, y CAM. Se ha descrito en
vegetales como un tetrdamero con un solo locus (Kephart, 1990). En los
ensayos realizados en las dos especies del género Phoenix estudiadas la
enzima malica parece también comportarse como un tetramero con un solo
locus, observandose hasta cinco alelos diferentes en las poblaciones

estudiadas (Figura 8).

4.4.4 Fosfoglucoisomerasa (PGl).

La PG! pertenece a la familia de las enzimas isomerasas. En vegetales
superiores esta descrita como un dimero con dos loci (Kephart, 1990). Esta
enzima interviene en la sintesis de almidon y en la glicolisis transformando la
glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato, estando localizada tanto citoplasma
como en los plastidios.

En el zimograma de la PGI se identificaron dos regiones diferenciadas de
actividad enzimatica (Figura 9). Nosotros hemos interpretado que una de estas
regiones se corresponde con un locus simple (Pgi-1), fijado en todos los
individuos y poblaciones analizadas, mientras que la otra regién de actividad
enzimatica se corresponde con una duplicacién (Pgi-2 y Pgi-3), siguiendo la
interpretacion de Gottlieb (1983) para Clarkia. Esto se observé en aquellos
individuos que eran heterocigodticos para la segunda region de actividad
enzimatica, no coincidiendo el bandeado que presentaban los mismos con el
esperado para una enzima dimérica en un individuo heterocigético AB. Es
decir, en vez de observar un patrén de bandas AA: AB: BB con una intensidad

1: 2 : 1, respectivamente, el zimograma obtenido presentaba una intensidad
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Figura 7. Fotografia e interpretacion del zimograma obtenido para la

enzima alcohol deshidrogenasa.®: anodo, ©: catodo.
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de banda 9 : 6 : 1 (AA: AB: BB, respectivamente). Este zimograma se
corresponde con lo esperado para individuos con genotipo AAAB , es decir con
una duplicaciéon en la cual uno de los locus se encuentra en homocigosis
mientras que el otro esta en heterocigosis (Figura 9). De esta forma se
identificd un total de 3 alelos para el segundo locus (Pgi-2) y dos alelos para el

tercer locus (Pgi-3).

4.4.5 Fosfoglucomutasa (PGM).

La fosfoglucomutasa pertenece a la familia de las mutasas. Eé una enzima
monomeérica que se encuentra en vegetales en el citoplasma y en los plastidios
convirtiendo almidones en azucares (Kephart, 1990) y esta codificada por dos
loci.

En Phoenix también se detectaron dos loci, identificandose para el locus
Pgm-1 tres alelos, mientras que para el locus Pgm-2 se detectaron hasta cuatro
alelos distintos, dos de los cuales (pgm2-d y pgm2-e) eran exclusivos de
poblaciones de P. dactylifera: Hospital Materno y Eiche, respectivamente. Dada
la inexistencia de actividad enzimatica en el locus Pgm-1 para un determinado
nimero de individuos analizados, esta ausencia se interpretdé como un alelo

nulo, pgm1-c (Figura 10).
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Figura 9. Fotografia e interpretacion del zimograma obtenido para la enzima

fosfoglucoisomeras. = : artefacto de la electroforesis, @ : anodo, ©: catodo.
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Figura 10. Fotografia e interpretacion del zimograma obtenido para la enzima

fosfoglucomutasa. ® : anodo, ©: catodo. La banda discontinua del esquema

representa el alelo nulo pgm17-c.
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4.4.6 6-Fosfogluconico deshidrogenasa (6PGDH).

Enzima dimérica que interviene en reacciones de Oxido-reduccién en la ruta
de las pentosas fosfato. En vegetales se han descrito dos loci, detectandose la
enzima en el citoplama y en plastidios (Kephart, 1990).

En el analisis de las poblaciones estudiadas se identificaron igualmente dos
loci, 6Pgdh-1y 6Pgdh-2 (Figura 11). En el primero (6Pgdh-1) se detectaron dos
alelos, los cuales estaban fijjados en heterocigosis en todos los individuos
analizados. Por otra parte, para el locus 6Pgdh-2 se detectaron hasta tres
bandas diferentes (Figura 11). Debido a que el zimograma obtenido para este
segundo locus no se podia interpretar con una herencia Mendeliana simple, se
tuvieron en cuenta varias interpretaciones posibles: 1) considerar la existencia
de al menos dos alelos nulos para poder explicar el patrén de bandas
observado; 2) interpretar que el primer locus de este sistema enzimatico
presenta una estructura dimérica, mientras que el segundo locus se comporta
como un monoémero, como describieron Torres & Tisserat (1980) para la
glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) en Phoenix dactylifera, 3)
considerar que junto con la 6-fosfogluconico deshidrogenasa se esta tifiendo
otro sistema enzimatico que presenta una estructura monomérica, como
sugiere Turner (1974). Nosotros nos hemos decantado por la segunda opcidn
por considerarla mas simple . Por lo que podemos decir que en la tincion de la
6PGDH tenemos un primer locus, 6Pgdh-1, que se comporta como una enzima
con estructura dimérica, mientras que el segundo locus, que hemos
denominado 6Pgdh-2, se comporta como una enzima monomerica. El analisis
posterior de todos los individuos en ningun caso contradecia la hipotesis e

interpretacion establecida.
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4.4.7 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).

La G6PDH es una enzima perteneciente al grupo de las 6xido-reductasas
que interviene en el Ciclo de Calvin y en el Ciclo de las Pentosas Fosfato. Se
han descrito varias estructuras cuaternarias para esta enzima segun la especie
(Murphy et al., 1996), incluyendo una estructura dimerica para P. dactylifera
(Booij et al., 1995).

En todos los individuos analizados la enzima estaba codificada por un

Unico locus invariable (Figura 12).

4.4 .8 Isocitrico deshidrogenasa (IDH).

La IDH (éxido-reductasa) una enzima dimérica localizada en el citoplasma
y en los plastidios interviniendo en el Ciclo de Krebs (Kephart, 1990). En
nuestro estudio observamos dos loci, los cuales aparecen localizados en una
Unica region del zimograma. Un primer locus en el que se detectaron hasta 4
alelos diferentes (Figura 13) uno de los cuales (idh7-d) sélo se observa en las
poblaciones de Phoenix dactylifera de Elche y Gran Tarajal. Mientras que en el

segundo locus se observaron dos alelos (idh-2a y idh-2b).
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Figura 12. Fotografia e interpretacion del zimograma obtenido para la

enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. © : anodo, ©: catodo.
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Figura 13. Fotografia e interpretacién del zimograma obtenido para la

enzima isocitrico deshidrogenasa. @ : anodo, ©: catodo, P : producto

intergénico.
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4.4.9 Malico deshidrogenasa (MDH).

La enzima MDH pertenece a la familia de las 6xido-reductasas, su
estructura cuaternaria se corresponde con una proteina dimeérica. En la célula
se encuentra en el citoplasma, mitocondrias y microcuerpos, actuando en el
Ciclo de Krebs, fotorespiracion y en la fotosintesis de las plantas C, (Gottlieb,
1981a; Kephart, 1990).

En las muestras analizadas se detect6 un total de tres loci (Figura 14), uno
de los cuales (Mdh-1) era variable y los otros dos (Mdh-2 y Mdh-3) con un alelo
fijado para todas las poblaciones analizadas. En el locus Mdh-17 se identificaron
hasta cinco alelos 'diferentes, dos de los cuales eran exclusivos de la poblacion
del Hospital Mate_rno (Phoenix dactylifera). Algunos individuos mostraron un
patron de dos bandas en este locus, lo cual y como en otras enzimas se
interpretdé como la existencia de un alelo nulo (mdh-1a) para Mdh-1.

Es de destacar la presencia de un cuarto locus (Mdh-4) exclusivo P.
theophrasti. Este locus se encuentra fijado para un alelo para todos los
individuos analizados de esta especie, présentando una movilidad intermedia

entre Mdh-1y Mdh-4.

4.4.10 Shiquimico deshidrogenasa (SKDH).

Esta enzima esta descrita en vegetales como un monémero perténeciente
a la familia de las 6xido-reductasas que interviene en la sintesis de compuestos
aromaticos, describiéndose entre 1y 2 loci en las especies vegetales (Kephart,
1990).

En las muestras de las dos especies del género Phoenix analizadas se

detectd un solo locus, identificandose un total de dos alelos (Figura 15).
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Figura 14. Fotografia e interpretacién del zimograma obtenido para la

enzima malico deshidrogenasa. =: artefacto de la electroforesis, @ :

anodo, ©: catodo.
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4.5 Analisis de datos

4.5.1 Frecuencias génicas y génotipicas

Una vez interpretados los patrones de bandas de los diferentes sistemas
enzimaticos para todos los individuos analizados (655 individuos), se
obtuvieron los genotipos de cada individuo para cada locus (Tabla 1. Anexo).
Esto supuso un total de 23.580 alelos interpretados en mas de 350 zimogramas
examinados.

Para las poblaciones de Phoenix canariensis y P. dactylifera analizadas se
detectaron 43 alelos, correspondientes a 17 loci, de los cuales 4 (23.53%)
fueron monomoérficos (G6pdh, Pgi-1, Mdh-2 y Mdh-3) y los 13 restantes
(76.47%) presentaban polimorfismo (Tabla 6). El numero de alelos varié segun
el locus polimérfico. Asi, en los loci Idh-2, Skdh y Pgd-2 se identificaron 2 alelos
diferentes. Tres alelos se observaron en los loci Aco, Adh, Pgi-2, Pgi-3, Pgh7-1
y Pgd-1, mientras que en el locus /dh-1 se llegaron a identificar hasta 4 alelos
diferentes. Por otro lado en los loci Mdh-1, Me-1 y Pgm-2 se identificaron un
total de 5 alelos (Tabla 6). /

Aunque no se pudieron identificar alelos exclusivos de una u otra especie
se detectaron alelos propios de determinadas poblaciones (Tabla 6). Asi, por
ejemplo, el alelo pgi3-a se observa Ginicamente en los individuos del palmeral
de Vega Rio Palma (RP), mientras que los alelos mdh1-c y pgm2-a solamente
se detectaron en la poblacion de Elche (EL). Asimismo, mdh1-e y pgm2-e
fueron exclusivos de los individuos de la poblacién del Hospital Materno (HM),
como se muestra en la Tabla 6.

Por otro lado, también se observaron alelos que eran compartidos por sélo 2
6 3 poblaciones. El alelo aco-b se encontraba en las poblaciones de Tafira (TA)
.y Haria (HA), con una frecuencia de 0.10 y 0.32, respectivamente; mientras que
el alelo adh-a Gnicamente se aprecio en las poblaciones de Fataga (FA), Vega
Rio Palma (RP) y Maspalomas (MAS) en una frecuencia de 0.12, 0.05, y 0.03,
respectivamente. De esta misma manera idh?-a sblo se observd en los

palmerales de Gran Tarajal (GT) y Elche (EL), siendo su frecuencia igual a 0.03
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Tabla 6. Frecuencias alélicas de los loci analizados por poblacién. ACO: Aconitasa, ADH: Alcohol
deshidrogenasa, G6PDH: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa: IDH: Isocitrico deshidrogenasa,
MDH:Malico deshidrogenasa, AC: Acusa Verde, LS: La Sorrueda, RC: Rambla de Castro, TAM:
Tamargada, ACN: Acantilado Culata, MIR: Mirca, ZU: El Zumacal, HY: Las Hayas, VP: Vegaipala,
FA: Fataga, BA: Bco. Angostura. GC: Gran Canaria, LZ: Lanzarote, FV: Fuerteventura, TF: Tenerife,
GO: Gomera, LP: La Palma. Entre paréntesis se muestra el nimero de individuos analizados.

Poblacion — pc s RC TAM ANC MIR 2ZU HY VP BA FA

(GC) (GC) (TF) (TF) (LP) (LP)
0)

A 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 O, _
B 0.500 0000 7 07600 [ 5000 0,000 £ 10,600 20000 0.000 /. 0/060 [ 0:000 - 6.050
C 1.000 1000 1.000 0000 0.000 0.000 0.000 0.000
0.000  0.000
00 20,000 -0:500

1.000 0.500
(A

1.000 1.000

(GO)

GO)

A

0.000 0.000

o

9.000 0.125 0115 0.071

L Ero o

0:500,. - 0:929 [ +1.000 7€

i |

0.917
0.386 1.000 1.000

A 1000 1000 1.0086- 1000 1000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
25 SRy igxg;m faai ] ;
1.000

1.000

1.000 1.000

0.179 0400 0463 0.063 0.000
0.143 0.017 0.000 0.000 0.138
0f6) 5

Estesy)

0500 0500 0.500 0500 0500 0:500

st

e
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Tabla 6 (cont.). Frecuencias alélicas de los loci analizados por poblacion. ACO: Aconitasa,
ADH: Alcohol deshidrogenasa, G6PDH: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa: IDH: Isocitrico
deshidrogenasa, MDH: Malico deshidrogenasa, TA: Campus de Tafira, RP: Vega de Rio
Palma, HA: Haria, MAG: Maguez, MAS: Maspalomas, GT: Gran Tarajal, PB: Pasito Blanco,
HM: Hospital Materno, EL: Elche, Pht: Phoenix theophrasti GC: Gran Canaria, LZ:
Lanzarote, FV: Fuerteventura, TF. Tenerife, GO: Gomera, LP: La Palma. Entre paréntesis
se muestra el numero de individuos analizados.

POblacin  yx gp WA MAG MAS GT PB HM EL Ph

(6C) (FV) (GC) (FV)

0092 0.125 0.042 0.000

C 0.756 0892 0.944 0.905 0676 1.000 0792 0.200 1.000 1.000

A 1.000 1000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

(24) (30)

0000 0000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.0000 0.900 0.000 0.000

AN R B SE S ¥ LIRS anleu4 § A
A 1.000 1.000 1.000 1.000 1000 1.000 1.060 1.000 1.000 1.000

& 0143 0141 0.067

 E 0.5120.438 0517 0500 0500 0500 0479 0500 0500 0250
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Tabla 6 (cont.). Frecuencias alélicas de los loci analizados por poblacion. ME: Enzima malica, PGI:
Fosfoglucoisomerasa, PGM: Fosfoglucomutasa, SKDH: Siquimico deshidrogenasa, 6PGDH: 6-
Fosfoglucdnico deshidrogenasa,. AC: Acusa Verde, LS: La Sorrueda, RC: Rambla de Castro, TAM:
Tamargada, ACN: Acantilado Culata, MIR: Mirca, ZU: El Zumacal, HY: Las Hayas, VP: Vegaipala,
FA: Fataga, BA: Bco. Angostura. C: Gran Canaria, L: Lanzarote, F. Fuerteventura, T: Tenerife, G:
Gomera, P: La Palma. Entre paréntesis se muestra el nimero de individuos analizados.

Poblacion = ac Ls RC TAM ANC MIR 2ZU HY VP BA FA

Locus/alelo. (GC). (GC) (TF) (GO) (TF) (LP) (LP) (GO) (GO) (©0) (60

A 1000 1.000 1.000 1060 1.600 1.000 1.000 1.000 1.000 ‘1 00 1.006

A 0000 0000 0000 0012 0000 0.000 0.000 0.013 0.000
B 0700 140 478 1600¢ 1024 ) .:0.000 . :0'013 ~0:600 0
C 0900 0622 1000 0963 1.000 1.000 1.000 0.975 1.000
PGL:3

0 000 -0.000 0.000 O GOO 0. 000 0.000 0.000

BRI ORI CREAE 34
EEOAQ,,H[F MaDI D b

*Q.7:4,4' 1. 000

0 000 0.1000 0.000 0.000 0.000 0.310 0.439
1B 80 0722 1000 1000 1080 1000 1000 1000 4000 0690 0:488
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: 405
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Tabla 6. (cont.). Frecuencias alélicas de los loci analizados por poblacién. ME: Enzima malica,
PGI: Fosfoglucoisomerasa, PGM: Fosfoglucomutasa, SKDH: Siquimico deshidrogenasa,
6PGDH: 6-Fosfoglucénico deshidrogenasa, TA: Campus de Tafira, RP: Vega de Rio Palma,
HA: Haria, MAG: Maguez, MAS: Maspalomas, GT: Gran Tarajal, PB: Pasito Blanco, HM:
Hospital Materno, EL: Elche, Pht: Phoenix theophrasti, GC: Gran Canaria, LZ: Lanzarote, FV:
Fuerteventura, ' TF: Tenerife, GO: Gomera, LP: La Palma. Entre paréntesis se muestra el
numero de individuos analizados.

Poblacién TA RP HA MAG MAS GT

©0) v (2

(LZ)

(GC)

(GC) (’G’C)

1000  1.000 1'000' 1.000

1.000
i

1. 000

O 022
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O.;721. 0. 721
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0.000 0.118

E 0.000 0.000 0.000 OOOO 0000 0.000 0.000 0.150 0.000 0.000
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0 0@0 0. 500
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y 0.28 respectivamente, en tanto que 6pgdh-2c era compartido por las
poblaciones de Rambla de Castro (RC) y Phoenix theophrasti (Pht).

También se pueden observar diferencias al comparar poblaciones de una u
otra especie. Asi, vemos que el alelo aco-a no se detecté en las poblaciones
caracterizadas como P. canariensis, o en aquellas poblaciones mixtas donde
el componente de palmera canaria es mucho mayor (>70%) que el componente
de palmera datilera. De la misma manera, el alelo pgm1-c, esta compartido por
las poblaciones de P. dactylifera y algunas poblaciones mixtas (Fataga y
Maspalomas), mientras que pgm2-d aparece con una frecuencia superior a
0.67 en las poblaciones canarias, mientras que en las poblaciones de datilera
no supera el 0.20. Ofras diferencias se observaron en los alelos mdh-1b, pgi-2c
y skdh-a, en los que en general, las poblaciones canarias presentaron unas
frecuencias alélicas superiores a las poblaciones datileras.

En Idh-2 se puede observar también diferencias ya que el alelo idh2-a es
mas frecuente en las poblaciones de palmera datilera, mientras que en las
poblaciones de palmera canaria predomina el alelo idh2-b.

Si realizamos el mismo analisis teniendo en cuenta la isla de origen de las
poblaciones estudiadas, no se observa la presencia de alelos exclusivos de
islas, pero si se detecta la existencia de alelos fijados o ausentes en
determinadas islas. Por ejemplo, el alelo adh-a sélo se detectd en dos
poblaciones (Fataga y Maspalomas) de Gran Canaria y una poblacién de
Fuerteventura (Rio Palma), estando ausente en el resto de las islas analizadas.
Del mismo modo el alelo pgi-2a no se manifesté en las poblaciones de
Tenerife, La Palma y Lanzarote analizadas, mientras que el alelo pgi-2b
tampoco estaba presente en las dos primeras, estando las poblaciones de
estas islas fijadas para el alelo pgi-2¢ del locus pgi-2. Igualmente las
poblaciones de Tenerife y La Palma se encontraban fijadas para el alelo pgi-3c
del locus Pgi-3.

En cuanto al locus Pgm-1, se observa que las poblaciones de las islas
occidentales (Tenerife, La Gomera y La Palma) se encuentran fijadas para el

alelo pgm-1b, mientras que las poblaciones de las islas orientales no exhiben
este alelo fijado. En tanto que en la isla de Fuerteventura no se identificé el

alelo pgm-1c en este mismo locus.
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En las poblaciones de la isla de La Palma analizadas (Mirca y Zumacal) se
aprecio que el locus Pgm-2 se encontraba fijado para el alelo pgm-2d, y las
poblaciones de Lanzarote estudiadas se encontraban fijadas para el alelo skdh-
a.

Tampoco se observan genotipos exclusivos de una u otra especie en
cuanto a las frecuencias genotipicas se refiere (Tabla 7). Pero al igual que con
las frecuencias alélicas se observa una diferencia en las frecuencias de
determinadas formas genotipicas para ciertos loci. En general, en el locus aco
el genotipo mas frecuente en las poblaciones de P. canariensis es CC,
mientras que en los individuos de P. dactylifera predomina el genotipo AA. En
Idh-2 también encontramos diferencias en la proporcién en la que se presentan
los diferentes genotipos en una y otra especie. De esta forma se ha detectado
que en las poblaciones de palmera canaria impera el genotipo BB, en tanto que
en los individuos de paimera datilera hay una mayor frecuencia del genotipo
AA. Para Pgm-2, del mismo modo, se observa que el genotipo DD es el més
frecuente en los individuos de P. canariensis, mientras que en los ejemplares

de P. dactylifera analizados predomina el genotipo CC.
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Tabla 7. Frecuencias genotipicas de los loci analizados por poblacion. ACO: Aconitasa, ADH:
Alcohol  deshidrogenasa, G6PDH: Glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa: IDH: Isocitrico
deshidrogenasa, MDH:Malico deshidrogenasa, AC: Acusa Verde, LS: La Sorrueda, RC: Rambla de
Castro, BA: Bco. Angostura, TAM: Tamargada, ACN: Acantilado Culata, MIR Mirca, ZU. El
Zumacal, HY: Las Hayas, VP: Vegaipala, FA: Fataga. GC: Gran Canaria, TF: Tenerlfe GO:
Gomera, LP: La Palma. Entre paréntesis se muestra el nimero de individuos analizados.

MIR ZU  HY VP BA FA
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(4) | ‘ (11) (41)
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(1'4)

(20) (13)
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Tabla 7 (cont.). Frecuencias genotipicas de los loci analizados por poblacion., TA: Campus
de Tafira, RP: Vega de Rio Palma, HA: Haria, MAG: Maguez, MAS: Maspalomas, GT: Gran
Tarajal, PB: Pasito Blanco, HM: Hospital Materno, EL: Elche, Pht: Phoenix theophrasti, LZ:
Lanzarote, FV: Fuerteventura,. Entre paréntesis se muestra el numero de individuos
analizados.
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Tabla 7 (cont.). Frecuencias genotipicas de los loci analizados por poblacion. ME: Enzima malica, PGI:

Fosfoglucoisomerasa, PGM: Fosfoglucomutasa, SKDH: Siquimico deshidrogenasa.
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Tabla 7 (cont.). Frecuencias genotipicas de los loci analizados por poblacién.

Poblacion TA RP HA MAG MAS GT PB HM EL Pht

(LZ) (GC) (FV) (GC) (GC)
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Tabla 7 (cont.). Frecuencias genotfpicas de los loci analizados por poblacién. 6PGDH: 6-
Fosfogluconico deshidrogenasa.

AC LS RC TAM  ANC MIR ZU HY VP BA FA
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4.5.2 Niveles de diversidad genética

4.5.2.1 Diversidad genética por poblacion

La Tabla 8 muestra los diferentes indices de variabilidad genética
detectados en las poblaciones de Phoenix canariensis y P. dactylifera
estudiadas: Numero medio de alelos por locus (A), Proporcién de loci
polimérfico (P), Numero medioc de alelos por locus polimorficos (Ap),

Heterocigosidad esperada (He) y Heterocigosidad observada (Ho).

Numero medio de alelos por locus

Con el fin de determinar si el tamafio muestral de las poblaciones
analizadas era lo suficientemente representativo para detectar la mayor parte

de la variabilidad genética se procedi6 a representar el nimero medio de alelos

por locus frente al nimero de individuos analizados (Figura 16). Asi, se aprécia'

que la mayoria de las poblaciones analizadas se encuentran en la zona de
estabilizacion de la linea de tendencia, indicando que un tamafo muestral
mayor no supondria un aumento significatlivo del numero medio de alelos por
locus. Tan solo en la poblacién de Acantilado de La Culata, esperariamos un
aumento en la variabilidad genética si se incrementa el tamafioc muestral, ya
que se encuentra en la zona exponencial'de la curva (Figura 16).

El numero medio de alelos por locus (A) varia considerablemente entre las
poblaciones estudiadas, con un rango que va desde 1.25 en la poblacion de los
Acantilado de la Culata (Teherife) hasta 2.17 en la poblacién de Maspalomas
(Gran Canaria), siendo la media de todas las poblaciones de 1.77 (Tabla 8).
Las poblaciones que presentaron un mayor nimero medio de alelos por locus,
en general, fueron aquellas descritas como mixtas (Maspalomas, Rio Paima,
Fataga, Tafira, Haria, Maguez, y Bco. Angostura) y las poblaciones de P.
dactylifera analizadas (Gran Tarajal, Hospital Materno, Pasito Blanco y Elche).
En estas el valor de A fue siempre superior a 1.71. Mientras que las

poblaciones de palmera canaria o con dominancia de ésta especie

presentaron, en general, niveles inferiores con respecto a este indice de-

diversidad genética. No obstante, estas diferencias no parecen significativas.
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Tabla 8. Parametros de diversidad genética estimados para las poblaciones de acuerdo a la caracterizacion
morfolégica. GC: Gran Canaria, TE: Tenerife, GO: Gomera, LP: La Palma, FV: Fuerteventura, LZ: Lanzarote, N:
numero de individuos analizados, P: tanto por ciento de loci polimérfico, A: nimero medio de alelos por locus, Ap:
numero medio de alelos por loci polimérfico, He: heterocigosidad esperada, Ho: heterocigosidad observada.
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Proporcion de loci polimérficos

Para determinar el porcentaje de polimérfismo hemos considerado que un
locus es polimérfico cuando la frecuencia del alelo mas comun no excedia del
99%.

La variabilidad genética detectada mediante el polimorfismo coincide en
lineas generales con la obtenida con el numero medio de alelos por locus. Asi,
es la poblacion de Maspalomas la que presenta un mayor porcentaje de loci
polimérficos (72%), y el palmeral de los Acantilados de la Culata, la que
presenta el valor mas bajo de P (18,8%), consecuencia probablemente del bajo
tamafo muestral de esta poblacién. Igualmente, las poblaciones mixtas
presentaron, en general, valores de P superiores las poblaciones de Phoenix
canariensis, siendo la media de polimorfismo igual a 41.8%, 60.0% y 66.0% en
las poblaciones de palmera canaria, palmera datilera y 'poblaciones mixtas
respectivamente (Tabla 8).

Sorprende los bajos niveles de polimorfismo detectados en las poblaciones
de Vegaipala y Zumacal, las cuales se encuentran por debajo del 36% (23.5y
35.3% respectivamente). Poblaciones pertenecientes a las islas de La Gomera

y La Palma, respectivamente.

Numero medio de alelos por locus polimaorfico

El rango del numero medio de alelos por locus polimérfico varié entre 2.78
(poblacion de Rambla de Castro) y 2.18 (poblacién de Acusa), siendo la media
de Ap igual 2.41, 2.58 y 2.46 para las poblaciones de P. canariensis , P.
dactylifera y las poblaciones definidas como mixtas, respectivamente (Tabla 8).
Una vez mas las poblacio'nes de palmera canaria, en general, mostraban
valores de Ap inferiores a los exhibidos por las pobl.acionesv de palmera datilera,
en tanto que las poblaciones caracterizadas como mixtas présentaba‘n valores

intermedios a ambas especies (Tabla 8).
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Heterocigosidad observada

La heterocigosidad observada varié entre 0.301 en la poblaciéon de Gran
Tarajaly 0.153 en la poblabién de Tamargada, siendo la media de 0.179, 0.259
y 0.239 para las poblaciones de palmera canaria, palmera datilera y
poblaciones mixtas, respectivamente. Al igual que ocurria con los otros indices,
las poblaciones con predominancia de palmera canaria presentan valores
inferiores de diversidad genética que los exhibidos por las poblaciones de

palmera datilera (Tabla 8).

Heterocigosidad esperada

Los valores obtenidos de heterocigosidad esperada para las poblaciones
analizadas varian entre 0.336 (Gran Tarajal) y 0.099 (Vegaipala), siendo la
media de 0.158, 0.277 y 0.254 para las poblaciones de Phoenix canariensis, P.
dactylifera y las poblaciones mixtas, respectivamente. Podemos ver que las
poblaciones caracterizadas como P. dactylifera presentan, en géneral, valores
mas elevados que las poblaciones caracterizadas como P. canariensis o mixtas
(Tabla 8).

4.5.2.2 Diversidad genética por islas

Los diferentes indices de variabilidad genética mas utilizados (P, Ay He) se
calcularon para las poblaciones de palmera canaria y mixtas segln la isla de
procedencia (Figura 17). Seg@n estos resultados y analizandolos globalmente,
se observa que parece existir una tendencia en los niveles de diversidad
genética desde las islas orientales a las occidentales de tal forma que para la
mayoria de los individuos calculados, las poblaciones de las islas de
Fuerteventura, Lanzarote y Gran Canaria disponen de mayor diversidad
geneética que las poblaciones de Tenerife, La Gomera y La Paima (Figura 17).

Sin embargo, estos resultados deben analizarse con cautela y dificilmente
se podran extrapolar al conjunto de poblaciones de cada isla ya que, en
general, el numero de poblaciones en cada isla es bajo, especialmente en
Fuerteventura. No obstante, los niveles de diversidad genética entre las

diferentes poblaciones de Gran Canaria son muy similares entre si.
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LA PALMA

A

1.65

P

0.41

He

0.16

Figura 17. indices de diversidad genética de las poblaciones de Phoenix canariensis y mixtas segun su
isla de procedencia, de izquierda a derecha: La Palma, La Gomera, Tenerife, Gran Canaria,
Fuerteventura y Lanzarote. P: porcentaje de loci polimérfico, A: numero medio de alelo por locus, He:

LA GOMERA

TENERIFE

A

1.88

A

1.94

P

0.59

P

0.53

He

0.14

He

0.24

Heterocigosidad esperada.

GRAN CANARIA

A

2.23

P

0.70

He

0.27

LANZAROTE

A

2.00

P

0.64

He

0.24

FUERTEVENTURA

A

2.11

P

0.72

He

0.21
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4.5.2.3 Diversidad genética por especies

Para determinar la diversidad genética existente dentro de las especies
estudiadas se agruparon los individuos analizados de las diferentes
poblaciones segun su caracterizacion morfolégica en P. canariensis, P.

dactylifera y mixtos (Tabla 9).

- Population - o NP

_Peblaciones mixtas - 743 22 706 . 0207 0277

Tabla 9. Indices de diversidad genética para P. canariensis, P. dactylifera y las

poblaciones mixtas. /

La especie canaria presenta menores indices de diversidad que la especie
africana tanto si atendemos al indice de polimorfismo como a la
heterocigosidad esperada. Mientras que los individuos morfolégicamente
intermedios presentan unos valores de He intermedios entre los observados en
las dos especies de Phoenix.

Los valores de diversidad genética (A, P y He) encontrados tanto en la
especie canaria, como en la especie africana y en los individuos
morfolégicamente intermedios son, en general, mayores qUe los descritos para
especies monocotileddneas (A: 2.38; P: 59.2; He = 0.181), endémicas (A: 1.80;
P: 40.0; He = 0.096) y de reproduccién sexual (A: 2.00; P: 51.6; He = 0.151)
segun Hamrick & Godt (1990)
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4.5.2.4 Diversidad genética por locus

En la Tabla 10 se muestran los diferentes parametros de diversidad
genética (A, P, He y Ho) estimados por locus para las poblaciones de Phoenix
canariensis, P. dactylifera y poblaciones mixtas. En las poblaciones de palmera
canaria se observa que de los 17 loci interpretados 12 son polimoérficos (67 %),
presentando un nimero medio de alelos por locus de 2.11, siendo en el locus
Me donde se detecté un mayor nuimero de alelos (Tabla 10). La
heterocigosidad esperada vario en los loci polimérficos entre 0.070 (Skdh) y
0.650 (Me), en tanto que la heterocigosidad observada varié entre 0.000 (Adh)
y 1.000 (6Pgdh-1).

Se observo que los alelos monomorficos presentes en las poblaciones de

palmera datilera coincidian con aquellos que aparecian en la palmera canaria,

a excepcion del locus Aco. Aunque este locus no se debe considerar por, como.

ya hemos mencionado, no disponer de datos de este sistema enzimatico para
todas las poblaciones analizadas. Por otro lado en las poblaciones de palmera
datilera estudiadas se observo que el porcentaje de loci polimorfico llegaba al
72% (13 loci polimérficos), siendo el nimero medio de alelos por locus igual a
2.50 (Tabla 1(5). Detectandose cinco alelos diferentes hasta en tres loci
distintos (Mdh-1, Me y Pgm-2). En los loci polimorficos la heterocigosidad
esperada varid entre 0.123 (/dh-2) y 0.675 (Pgm-2), mientras que la
heterocigosidad observada exhibié valores comprendidos entre 0.000 (Adh) y
1.000 (6Pgdh-1). |

Igualmente las poblaciones definidas como mixtas presentaron un
porcentaje de polimorfismo del 72%, aunque solo se detect6 un locus (Me) que
presentara cinco alelos distintos (Tabla 10). La heterocigosidad esperada
presentd valores comprendidos entre 0.059 (Skdh) y 0.677 (Me) en los loci
polimérficos. En tanto que la heterocigosidad observada vari¢ entre 0.000 (Adh)
y 1.000 (6Pgdh-1).
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0.000 0.000

0.103 0500 O. 0.348
LR , 5+ 10:0081

Tabla 10. Parametros de diversidad genética estimados por locus en las
poblaciones de palmera canaria (PC), palmera datilera (PD) y las definidas como
mixtas (PM). A: numero de alelos por locus, He: heterocigosidad esperada, Ho:
heterocigosidad observada, *: locus polimérfico.
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4.5.2.5 indices de diversidad genética de Nei (1973)

Al analizar la distribucion de la variabilidad genética de las poblaciones a
través de los indices propuestos por Nei (1973), encontramos que la
diversidad genética total (Hy) encontrada en P. canariensis , 0.249, es menor
que la hallada en P. dactylifera, 0.346, mientras que las poblaciones mixtas
presentan una diversidad genética intermedia entre las dos especies (Tabla
11). Ademas, en P. canariensis la mayor parte de la diversidad genética
(75.9%) se encuentra dentro de las poblaciones (Hs = 0.189), mientras que en
P. dactylifera y en las poblaciones mixtas, la proporcion de la variabilidad
genética contenida dentro de las poblaciones es menor 61.56% (Hs = 0.213) y
60% (Hs = 0.180), respectivamente (Tabla 11). Siendo los valores de
coeficiente de diversidad genética entre poblaciones (Gst) igual a 0.240, 0.385
y 0.399 para P. canariensis, P. dactylifera y las “poblaciones mixtas”,

respectivamente.

P. canariensis 0.189 0.249 0.060 0.240 76
P. dactylifera 0.213 0.346 0.134 0.385 61.5
Media - 0% 0298 0104 0.341

Tabla 11. Distribucién de la diversidad genética en P. canariensis,
P. dactylifera y las poblaciones mixtas. Hs: diversidad genética
media dentro de las poblaciones, Dsr: diversidad genética media
entre las poblaciones, Hry: diversidad genética total, Gsr:
coeficiente de diversidad genética entre las poblaciones.

4.5.3 Diferenciacion genética de las poblaciones

4.5.3.1 Distancia genética entre poblaciones

~ _La Tabla 12 muestra los valores de identidad y distancia genética (Nei,
1972) obtenidos para las diferentes poblaciones analizadas. El rango de

identidad genética varié entre 0.999 para las poblaciones de Vegaipalay Las
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Hayas (Phoenix canariensis), y 0.529 para la poblacion Rio Palma y los
individuos de P. theophrasti Si s6lo consideramos las poblaciones
caracterizadas como P. canariensis, los valores de identidad genética varian
entre 0.999 (Vegaipala y Las Hayas) y 0.847 entre las poblaciones de
Vegaipala y La Sorrueda o Vegaipala y Acantilado de La Culata, siendo la
media de identidad genética entre todas las poblaciones de palmera canaria de
0.935. Ademas, mas del 80% de las poblaciones definidas como P. canariensis
presentan valores de identidad genética entre ellas superiores a 0.9 (Tabla 12).
Siendo las poblaciones de Las Hayas y Vegaipala las que presentan una
menor identidad genética con respecto al resto de poblaciones de P.
canariensis.

En las poblaciones caracterizadas como P. dactylifera el rango de identidad
genética varid entre 0.806 para las poblaciones de Elche y Pasito Blanco, y
0.942 entre las poblaciones de Pasito Blanco y Gran Tarajal, siendo la media
de 0.864, exhibiendo el 83% de las poblaciones de palmera datilera valores de
identidad genética inferiores a 0.9 entre si.

Para las poblaciones definidas como mixtas la identidad genética entre
dichas poblaciones varié entre 0.826 para las poblaciones de Rio Palma vy
Zumacal, y 0.992 entre las poblaciones de Fat/alga y Tafira, siendo la media de
0.937. El 81% de las identidades genéticas entre estas poblaciones mostraron
valores superiores al 0.9. Presentando la poblacién de Maguez valores de
identidad genética mayores de 0.9 con respecto a todas las poblaciones
definidas como palmera canaria (I= 0.933), mientras que el palmeral de Rio
Palma exhibe una media de identfdad genética con respecto a las poblaciones
de palmera canaria de 0.822.

E! analisis de los valores de identidad genética entre diferentes especies
muestra que los valores de identidad genética entre las poblaciones de palmera
canaria y palmera datilera son siempre y en todos los casos inferiores a 0.900,
siendo la media de 0.706. En tanto que si analizamos los valores de identidad
genética obtenidos entre las poblaciones de P. canariensis y las poblaciones
definidas como mixtas sélo el 30% presentan valores inferiores a 0.900, siendo
la media de 0.916. Finalmente, la comparacién entre las poblaciones mixtas y
las poblaciones de palmera datilera indica que solamente un 3.6% de estas

presentan valores superiores a 0.9, siendo la media igual a 0.767 (Tabla 12).
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Si comparamos las |dent|dades genetlcas exh|b|das entre por |s|a se
obtienen valores de identidad genetlca medla que varlan entre 0.761 para \as
poblaciones de Fuerteventura y La_,Gome(a y 0.973 entre las poblamones de
Tenerife y La Palma. f)est'acandojla' éle\kada identidad genética existente entre

Lanzarote y Tenerife, y Lanzarote y La Palma (0.952 y 0.964, respectivamente)

4.5.3.2 Dendrograma UPGMA

A partir de Ioé valores de la distancia 'genética. de Nei (1972) se construyd
un dendrograma UPGMA (Figura 18). Otros md\ces de diversidad genetlca
(Rogers 1972 y Nei, 1978) dleron resultados similares.

El dendrograma UPGMA claramente divide a las poblacnones en dos
grandes grupos. En el primero de estos se encuentran agrupadas aquellas
poblaCIones caracterlzadas como. P. dactylifera (Elche, Gran Tarajal, Pasito
B|anco Yy Hospltal Materno) y los individuos de P. theophrasti, mientras que en
el segundo grupo esta constltu|do por todas las poblaciones de P. canarlen3|s y
las pob\acnones mixtas (Figura 18) En este segundo grupo destaca la
considerable diferenciacion que exhibe la poblacién de Rio Palma (mixta) y las
poblac;ones de Vegaipala y Las Hayas (P. canar«ensns). Se observa una
tend_encié- generél a égrﬁparse las poblaciones naturales de palmera canaria y
mixtas por su isla de origen. Asi, Acusa, La Sorrueda, Fataga y Tafira (Gran
Canaria) forman un agrupacion. También las dos poblaciones de La Palma
(Mirca y Zumacal) constltuyen un grupo al mismo tlempo que dos poblaciones,
de las tres anallzadas de La Gomera tienen una elevada |dent|dad genet|ca y
aparecen Juntas en el dendrograma. No _obstante, existen importantes
excepc;iones. Una 'de las poblaciones de La quera (Tamargada) se asoéia a
poblaciones de Tenerife y La Palma. Mientras qué las dos poblaciones
analizadas de Lanzarote (Haria y Maguez) se encuentran consnderablemente

dn‘erenmadas y por Io tanto separadas.en el arbol (Figura 18).
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Tabla 12. Distancia genetica (debajo) e identidad genética (encima) de Nei (1972) entre las diferentes poblaciones estudiadas. AC: Acusa
Verde, BA: Bco. Angostura, TA: Campus de Tafira, FA: Fataga, HM: Hospital Materno, LS: La Sorrueda, MAS: Maspalomas, PB: Pasito
Blanco, GT: Gran Tarajal, RP: Vega de Rio Palma, HA: Haria, MAG: Maguez, ACN: Acantilado Culata, RC: Rambla de Castro, HY: Las
Hayas, TAM: Tamargada, VP: Vegaipala, MIR: Mirca, ZU: El Zumacal, EL: Elche, Pht: Phoenix theophrasti.

: 0.740 0.650
0.963 0.971 0.939 0.983 0.992 0.910 0.938 0.788 0.769 0.719 0.661 0.639
0.918 0970 0.943 0.960 0.931 0.799 0.958 0.829 0.746 0.806 0.704 0.718
0.922 0.978 0.917 0.964 0.955 0.801 0.933 0.747 0.730 0.733 0.611 0.663
0.914 0.948 0.938 0.959 0.946 0.855 0.898 0.737 0.674 0.671 0.593 0.606
0.828 0.883 0.908 0.883 0.859 0.773 0.861 0.720 0.656 0.672 0.585 0.598
0.819 0.875 0.904 0.876 0.852 0.767 0.854 0.716 0.649 0.666 0.580 0.588
0.945 0.983 0.947 0.981 0.969 0.834 0.943 0.772 0.731 0.740 0.640 0.668
0.769 0.721 0.734 0.630 0.659
0.841 0.812 0.791 0.737 0.703
0.791 0.751 0.769 0.666 0.687
0.861 0.782 0.816 0.693 0.728
0.796 0.744 0.753 0.668 0.662
0.804 0.770 0.743 0.683 0.646
0.774 0.736 0.628 0.665 0.529
0.888 0.764 0.781
0.796
0.746
0.862
0.619

Pht 0.411 0.448 0.331 0.411 0502 0.514 0.530 0.404 0418 0.353 0.376 0.317 0.413 0.436 0636 0.247 0.228 0.293 0.149 0.480
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En esta misma linea, se puede apreciar también una agrupacion de
poblaciones de las islas occidentales (Tenerife, La Palma y La Gomera) y de
islas las orientales (Gran Canaria, Lanzarote y Fuerteventura).

Se volvié a estimar la distancia genética entre las poblaciones analizadas,
teniendo en cuenta, esta vez, la caracterizacién morfologica realizada, a pie de
planta y con el registro fotografico, de los individuos dentro de las poblaciones.
Asi, solo se incluyeron en el analisis los individuos que habian sido asignados,
en base a su morfologia, a la especie de Phoenix predominante en cada
poblacion. De forma que los individuos que no pudieron ser asignados a
ninguna de las dos especies, por carecer de caracteres morfologicos
adecuados, en las poblaciones de palmera canaria y palmera datilera no eran
considerados. Asimismo, en las poblaciones definidas como mixtas no se
incluyeron en el analisis los individuos caracterizados como P. canariensis o P.
dactylifera. -Solamente en dos de las poblaciones estudiadas (Fataga y Rio
Palma) el numero de individuos asignados a una u otra especie fue lo
suficientemente alto para dividir la poblacién en: individuos de palmera canaria
e individuos de palmera datilera. De esta forma se realizé un dendrograma
basado en la distancia genética de Nei (1972), que se muestra en la Figura 19.
Si se compara el arbol que obtenemos con el que habia obtenido al considerar
toda la poblaciéon (Figura 18), se aprecia que no hay grandes diferencias.
Difiriendo. unicamente en la posicibn de la poblacion de Tafira, la cual
anteriormente aparecia agrupada con la poblaciéon de Fataga, mientras que en
el arbol actual ambas poblaciones se han separado.

En cuanto a las poblaciones de Fataga y Rio Palma, vemos que.los grupos
de individuos que se habian asignado a una u otra especie no se llegan a
separar sino que aparecen juntos, es decir, los dos grupos de individuos que se
habian definido atendiendo a su caracterizacibn morfolégica aparecen

agrupados en un mismo cluster.
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Acusa (GC)
Sorrueda

A. Culata (TF)
Rambla Castro (TF)
Tamargada
Mirca
Zumacal (LP)

Las Hayas (GO)
Vegaipala (GO)

Hospital Materno (GC)
Pasito Blanco (PB)
Gran Tarajal (FV)
Eiche

P. theopbhrasti

| | | |
| I I | I

0.40 0.32 0.24 0.16 0.08 0.00
Distancia

Figura! 18. Dendrograma UPGMA basado en la distancia genética de Nei (1972) de las poblaciones de P.
canariensis (verde), P. dactylifera (rojo) y las poblaciones mixtas (naranja). . GC: Gran Canaria, LZ:
Lanzarote, FV: Fuerteventura, TF: Tenerife, GO: Gomera, LP: La Palma.
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Tafira

Haria
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Rambla Castro
- Tamargada
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Figura 19. Dendrograma UPGMA basado en la distancia de Nei (1972) de las poblaciones considerandose, para el analisis
solamente los individuos que habian sido asignados, en base a su morfologia, a la especie de Phoenix predominante en cada
poblacion. Aquellas poblaciones (Fataga y Rio Palma) donde el nimero de individuo de ambas especies era lo suficientemente
elevado fueron divididas en por especie. verde: Phoenix canariensis, rojo: Phoenix dactylifera.
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4.5.3.3 Distancia genética entre islas

Cuando agrupamos las diferentes poblaciones segun su isla de origen y
teniendo en cuenta la caracterizaciéh taxonomica, de forma se han excluido las
poblaciones de P. dactylifera (Hospital Materno y Pasito Blanco en Gran
Canaria y Gran Tarajal en Fuerteventura) del analisis. Observamos que los"
resultados, en general, son similares a los obtenidos cuando estudiamos las
poblaciones de forma independiente. De esta manera, en una primera division
del arbol de distancia genética de Nei (1972) se separan del resto de islas las
islas. de Fuerteventura y La Gomera, mientras que Tenerife, La Palma,
Lanzarote y Gran Canaria, aparecen agrupadas, aunque esta Ultima se

muestra diferenciada de las anteriores (Figura 20).

4.5.3.4 Distancia genética entre especies

‘La Tabla 13 muestra la distancia genética (Nei, 1972) de los individuos
agru.pado"s_ segun su caracterizacibn morfolégica. La matriz de distancia
ge'n‘é't"ic':é' muestra que las poblaciones definidas como mixtas presentan en
conju_.ntp Qna mayor identidad genética con P. canariensis (I = 0.987) qué_ con
P. "Ida:ct}lifefé (1 =0.890). Mientras que la identidad genética entre la palmera

canaria y la palmera datilera es de 0.874.

Poblacién iP.canariensis: Poblaciones mixtasiP.dactylifera

P.canariensis 0.987 . 0.874
Poblaciones mixtas . 0.013 0.890

P.dactylifera 0434 0.116

Tabla 13. Distancia (abajo) e Identidad genética (arriba) de Nei 1972 entre
canariensis, P. dactylifera y las poblaciones mixtas.
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Figura 20. Dendrograma UPGMA basado en la distancia de Nei (1972) de las poblaciones
analizadas agrupadas segun la isla de origen.
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4.5.3.5 Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales principales (Figura 21) separa
claramente las poblaciones de P. dactylifera (Elche, Gran Tarajal, Hospital
Materno, Pasito Blanco) del resto de las poblaciones analizadas, las cuales se
agruparon independientemente de su consideracion como canarias o
poblaciones mixtas, con excepcién de la poblaciéon de Las Hayas (La Gomera).
En la representacion gréfica de los dos primeros componentes, que explican el
79.01% de la varianza, todas las poblaciones analizadas a excepcion de nuevo
de la poblacién de Las Hayas presentan valores positivos para el primer
componente. Mientras que para el segundo componente las poblaciones de P.
canariensis y las poblaciones mixtas presentan valores negativos, con
excepcion de Maspalomas, Maguez y Barranco de La Angostura, las cuales
presentan valores positivos bajos ( < 0.2 ). En tanto que las poblaciones de
palmera datilera y las muestras de P. theophrasti analizadas presentan valores
positivos altos ( > 0.4) para este componente. De esta forma la representacion
grafica de los dos primeros componentes del analisis de componentes
principales nos permite separar las poblaciones de P. dactylifera de las

poblaciones de palmera canaria y las mixtas (Figura 21).
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Figura 21. Andlisis de Componentes Principales de las poblaciones
analizadas. AC: Acusa Verde, BA: Bco. Angostura, TA: Campus de Tafira,
FA: Fataga, HM: Hospital Materno, LS: La Sorrueda, MAS: Maspalomas,
PB: Pasito Blanco, GT: Gran Tarajal, RP: Vega de Rio Palma, HA: Haria,
MAG: Maguez, ACN: Acantilado Culata, RC: Rambla de Castro, HY: Las
Hayas, TAM: Tamargada, VP: Vegaipala, MIR: Mirca, ZU: El Zumacal, EL:
Elche, Pht: Phoenix theophrasti.
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4.5.3.6 Coeficiente de diferenciacion genética (Fsr)

La Tabla 14 muestra los valores de Fsr obtenidos para las diferentes

poblaciones analizadas. Estos valores variaron en la poblaciones de P.

canariensis entre 0.070 y para las poblaciones de Zumacal y Rambla de
Castro, y 0.652 para las poblaciones de Vegaipala y Acantilado de La Culata. _

Siendo las poblacior{es de Vegaipala y Las Hayas las qUe pféseniatian una -

mayor diferenciaciéon con respecto al resto de poblaciones de palmera canaria.

El valor medio de Fsr entre las poblaciones de palmera canaria fue igual a

0.441f, lo que se considera un coeficiente de diferenciacion muy alto (Wfight,
1978). Entre las poblaciones mixtas la diferenciacién genética fue menor q't_:je la
observada entre las poblaciones de palmera canaria, variando de 0:012
(poblaciones de Fataga y Tafira) a 0.379 (poblaciones de Rio ‘Palmay ngia)
Slendo la poblacién de Rio Palma aquella presenta una mayor dlferenC|aC|on
genet|ca con respecto al resto de poblamones de mixtas (Tabla 14). El valor

medio de Fst entre todas las poblaciones definidas como mixtas fue de 0.160,

lo qué supone una diferenciacion genética entre poblaciones alta (Wright, 1978) -

Por ofro lado, Ios valores de Fgs1 para las poblacuones de P. dactylifera vano"_

entre ‘0129, para las. poblaciones de -Pasito- Blanco.y Gran: Tarajal y 0. 391
entre la propia poblacion de Pasito Blanco y la poblacion de Elche. Es esta
ultlma poblacnon Ia que, presenta una mayor dlferenCIaC|on con respecto El
valor medlo de Fst entre Ias poblamones de palmera datllera se SItua en 0. 285
lo que supone aI |gual que suced|a en las poblamones de palmera canana una
muy elevada diferenciacion entre las poblaciones. .

Si  comparamos la diferenciacion genetlca (FST) entre el conjunto de
poblaciones de P. canariensis, P. dactylifera y de las poblaciones mixtas
(Figura 22), observamos que las poblaciones de palmera canaria y aquellas
poblaciones definidas como mixtas se encuentran altamente diferenciadas (F'ST
= 0.445 y Fst = 0.307, respectivamente) de las poblaciones de palmera
datilera. En tanto que las poblaciones de la especie endémica y las poblaciones
mixtas se encuentran entre 3 y 4 veces mas relacionadas entre si (Fst = 0.097)

que con las poblaciones de la especie cosmopolita. Coincidiendo con los
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Tabla 14. Valores de Fst (arriba-azul) y estimacion del flujo genético, Nm, (debajo-verde) entre las diferentes poblaciones estudiadas. AC:
Acusa Verde, BA: Bco. Angostura, TA: Campus de Tafira, FA: Fataga, HM: Hospital Materno, LS: La Sorrueda, MAS: Maspalomas, PB:
Pasito Blanco, GT: Gran Tarajal, RP: Vega de Rio Palma, HA: Haria, MAG: Maguez, ACN: Acantilado Culata, RC: Rambla de Castro, HY:

Las Hayas, TAM: Tamargada, VP: Vegaipala, MIR: Mirca, ZU: El Zumacal, EL: Eiche.

MIR

v

AC LS RC ANC TAM HY VP BA HAMAG TA FA RP MAS GT HM PB EL
AC 0.093 0.207 0.116 0.309 0.492 0551 0.107 0.169 0.172 0.138 0.168 0.106 0.101 0.437 0.174 0406 0.501 0.547 0.559
LS 2483 0.218 0.102 0.261 0.461 0504 0.117 0.172 0.110 0.103 0.182 0.054 0.016 0.277 0.164 0.396 0.465 0.543 0.546
RC 0.959 0.897 0.161 0.228 0.314 0.373 0.092 0.070 0.193 0.088 0.141 0.110 0.174 0.433 0.089 0.288 0.437 0.420 0.469
ANC 1.909 2.191 1.302 0.403 0.614 0.652 0.032 0.135 0.218 0.067 0.222 0.101 0.122 0.501 0.153 0.405 0.544 0.580 0.583
TAM 0560 0.707 0.846 0.371 0.439 0.456 0.145 0.154 0.348 0.254 0.255 0.185 0.223 0.480 0.316 0.506 0.672 0.668 0.657
HY 0.258 0.292 0.547 0.157 0.319 : 0.003 0.425 0.233 0.496 0426 0.320 0.375 0.409 0.587 0.375 0.518 0.693 0.686 0.659
VP 0.204 0.246 0.421 0.133 0.298 95.904 0.488 0.292 0.554 0.475 0.366 0.419 0.455 0.620 0.421 0.547 0.722 0.701 0.685
MIR 2.097 1.896 2461 7.636 1.473 0.339 0.263 0.038 0.184 0.062 0.173 0.066 0.104 0.450 0.158 0.411 0.548 0.565 0.576
ZU 1.233 1.205 3.327 1.600 1.371 0.824 0.606 6.329 0.226 0.096 0.138 0.100 0.147 0.445 0.156 0.392 0.531 0.556 0.565
BA  1.202 2.017 1.045 0.898 0.469 0.254 0.201 1.112 0.854 0.122 0.135 0.109 0.065 0.231 0.081 0.268 0.348 0.431 0.431
HA 1.564 2.172 2578 3.476 0.734 0.337 0.277 3.776 2.343 1.794 0.153 0.059 0.095 0.379 0.099 0.382 0.491 0.510 0.540
MAG 1.238 1.122 1.529 0.875 0.730 0.532 0.433 1.193 1.5658 1.602 1.000 0.163 0.153 0.320 0.081 0.253 0.391 0.395 0.476
TA 2111 4.371 2.017 2.230 1.104 0.416 0.347 3.532 2.260 2.054 3.959 1.380 0.012 0.305 0.131 0.356 0.455 0.481 0.513
FA 2220 15.182 1.187 1.798 0.874 0.361 0.300 2.163 1.451 3.614 2.371 1.382 21.489 0.231 0.131 0.337 0.415 0.487 0.491
RP 0.322 0.653 0.327 0.249 0.271 0.176 0.153 0.306 0.312 0.831 0.411 0.531 0.569 0.832 0.323 0.393 0.498 0.619 0.536
MAS 1.187 1.272 2559 1.388 0.541 0.416 0.344 1.334 1 357 2.848 2.278 2.840 1.661 1.661 0.524 0.160 0.257 0.260 0.377
GT 0.367 0.384 0.619 0.367 0.244 0.233 0.207 0.358 0.389 0.682 0.405 0.740 0.452 0.492 0.386 1.309 0.156 0.129 0.226
HM 0.249 0.288 0.322 0.209 0.122 0.111 0.096 0.206 0.220 0.469 0.258 0.389 0.299 0.353 0.252 0.722 1 361 0.327 0.337
PB  0.207 0.210 0.346 0.181 0124 0.114 0.107 0.192 0.199 0.331 0.240 0.383 0.270 0.263 0.154 0.750 1.685 0.516 0.391
EL 0.198 0.209 0.283 0.179 0.131 0.129 0.115 0.184 0.192 0.330 0.213 0.275 0.238 0.269 0.217 0.413 0.856 0.493 0.390
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P. dactylifera

Fsr = 0.252
Fer = 0.445 Fsr = 0.307
—p
FST =0.097
P. canariensis Poblaciones mixtas
Fs‘r =0.292 FST .,: 0.152. ‘

Figura 22. Diferenciacion genética (Fsr) entre las poblaciohes de P.'canaﬂgnsis, P.

dactylifera'y las poblaciones mixtas.
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resultados obtenidos mediante el dendrograma UPGMA y el andlisis de
componentes principales.

Llama la atencién el hecho que la diferenciacion genética media entre las
poblaciones mixtas y las poblaciones de palmera canaria (Fst = 0.097) es
menor que la diferenciacion genética media encontrada entre las poblaciones
canarias (Fst = 0.292). Lo que vuelve a confirmar la relacion existente entre

todas las poblaciones analizadas que no son palmera datilera.

4.5.3.7 Aislamiento por distancia

Para determinar la existéncia de aislamiento genético por distancia se
estimaron los valores de Fgsr y se relacionaron con la distancia geografica
existente entre todaéj las pbbléciones de Phoenix canariensis. En “las
poblaciones consideradas mixtas, los individuos caracterizados como
morfolégicamente intermedios no fueron incluidos en el analisis. De esta forma
se representaron Ios‘ yalores de Fgst frente al logaritmo de la distancia
geografica (Figura 23). El analisis de regresion de ambas variables explicaba
solamente el 3.8% de la disperéién det'ectada y ademas ésta no era
significativa. Por lo tanto, no existe aislamiento por distancia y otros factores
deben estar influyendo en la diferenciacién genética observada.

En el ?Cascl)' de.Gruan" Canaria, donde sé analizé un mayor nimero de
poblaciohéé,' se proéédiddeﬁ igual fofma, encontrando que el analisis de
regresion entre los valores _‘deAFs;T y élvjlogaritrho de la distancia gebgréfica solo

explicaba en este caso el 2% de la distribucién detectada (datos no mostrados).

4.5.3.8 Flujo genético entre las poblaciones

El calculo del nimero de migrantes por generacion, como una medida del
flujo genético entre las poblaciones, reveld el gran flujo genético existente (Nm
= 95.9) entre las poblaciones de Las Hayas y Vegaipala (Tabla 14), ambas
situadas en La Gomera y distantes 12.21 kildometros. Por otro lado, las
poblaciones de palmera canaria que presentaron un menor flujo genético (Nm
= 0.133) fueron los palmerales de Vegaipala y Acantilado de la Culata, los

cuales se encuentran en
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Figura 23. Representacidn entre los valores de Fsr encontrados
entre las diferentes poblaciones de P. canariensis analizadas,
frente al logaritmo de la distancia geografica.
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La Gomera y Tenerife respectivamente, separadas por 52.17 kilémetros.

Entre las poblaciones de P. canariensis el valor de Nm varia entre 95.90
entre las poblaciones de Las Hayas y Végaipala, ambas poblaciones de la isla
de La Gomera, y 0.04 entre las poblaciones de Mirca y Zumacal,
perténecientes las dos a la isla de La Palma. Siendo el valor medio del flujo
genético entre las poblaciones de palmera canaria igﬁal a 3.82. En tanto que la
media: de flujo genetlco entre las poblaciones de palmera canaria y aquellas
poblamones definidas como mixtas es de 1.45. Variando este valor desde 0.15
entre las poblaciones de Vegalpala (La Gomera) y Rio Palma (Fuerteventura),
y 15 18 entre La Sorrueda y Fataga ambas poblaciones situadas en la isla de
Gran Canana

Destaca también en la tabla como el valor de Nm entre las poblamones de
Fataga y La Sorrueda que solo distan 3.36 km. es de 15. 182, mientras que
entre eI mlsmo palmeral de Fataga y la poblacién de Tafira, que se encuentran

separados por 25 15 km., el nimero de mlgrantes por generacion entre estas

dos poblamones es de 21.49 (1.5 veces mayor que en el caso anterior), apesar

de que la dlstan0|a entre estas dos Ultimas poblaciones es 7 veces mayor que |

entre Ias prlmeras
4,;5;3.9 Coeficiente de diferenciacion genética entre islas (Fst)

La Figura 24 representa la diferenciaciéon genética (Fsr) encontfada entre
Ias poblacmnes de Phoemx canariensis y las poblaciones mixtas por islas.
Destaca la fuerte dnferenC|acnon encontrada entre islas proximas, entre las islas
dée La Gomera y Tenerife, La- Gomera y La Palma, o la detectada entre
Fuerte:ventura y Lanzarote'(EST = 0.315, Fst = 0.298, FsT = 0.281,
respectivamente). Sin embargb entre determinadas islas que se encuentran
mas distantes la diferenciacion genética observada es menor, La Palma-
Lanzarote La Palma-Gran Canaria, Gran Canana Lanzarote y Tenerife-
Lanzarote (Fst = 0.117, Fsr = 0.108, Fst = 0.097, FST = 0122,
réspectivamente).

Por islas, Fuerteventura y La Gomera son las que presentan un mayor

gradb de diferenciacion.
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0.117

Fs‘r =0.153

Fsr=0.038

0.079
Fsr=0.161
0298\ 0315

Fsr=0.299

Figura 24. Valores de diferenciacion genética (Fst) detectada entre los palmerales (P. canariensis y poblaciones mixtas)
de las islas. El grosor de la flecha es proporcionar a la diferenciacion genética encontrada. En rojo y al lado de cada isla
se muestra el valor de Fst encontrado entre las poblaciones de la isla.

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblicteca Digital, 2004






Resultados 197

4.5.3.10 Loci diagnésticos

No se detecté ningin locus diagnostico que permitiera diferenciar
claramente las poblaciones de P. canariensis y P. dactylifera. Pero como ya se
discutid, si se observaron alelos exclusivos de determinadas poblaciones

(Tabla 15).

Locus . - .Alefo. Frecuencia ~ Poblagion

MDH-T. . o G 0875 . o Elche
MDH-1 E 0.900  Hospital Materno
NMDH-4 AT 10000 P, theophrasti
PGI-3 A 0.026 Rio Palma
PGM-2 A 0.167 Elche
PGM-2 E 0.150 Hospital Materno

Tabla 15. Alelos exclusivos encontrados en la
poblaciones de P. canariensis, P. dactylifera 'y P
theophrasti estudiadas.

4.5.4 Estructuracion genética de las poblaciones

Se seleccionaron cuatro poblaciones de Phoenix canariensis de diferentes
islas: Acusa, Tafira, Rambla de Castro y Tamargada con el fin de analizar la
estructuracion espacial intrapoblacional mediante autocorrelacion espacial y los
F-estadisticos de Wright (1943).
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4.5.4.1 Equilibrio Hardy-Weinbérg

Para determinar si las poblaciones se encontraban en equilibrio Hardy-
Weinberg se calculd el indice de fijacion (Fis) y se realizd6 un test de
probabilidad (Haldane, 1954; Weir 1990; Guo & Thompson, 1992) en el que la
hipotesis nula (Ho) sefiala la existencia de union al azar de los gametos para
ese locus. En la Tabla 16 se sefialan los valores de Fis y el grado de
significacion de los mismos obtenidos para las diferentes poblaciones
analizadas y en los distintos loci estudiados. En el analisis no se excluyeron
aquellas poblaciones cuyas caracteristicas y localizacion indican que no son
naturales (Hospital Materno y Pasito Blanco), ya que han sido plantadas muy
recientemente en sus lugares de localizacion: jardines del Hospital Materno
Infantil y mediana de la carretera al muelle de Pasito Blanco. Se observa que
todas las poblaciones presentan valores de Fs significativamente diferentes de
cero, lo que claramente indica que ninguno de los palmerales estudiados se
encuentra en equilibrio Hardy-Weinberg. El nimero de loci detectados que no
eran significativamente diferentes de cero vari6 considerablemente entre las
poblaciones analizadas. En la poblacién de Vegaipala todos los loci eran
significativamente diferentes de cero, mientraé que en la poblacién de Fataga
siete loci (de trece analizados) se encontraban en equilibrio Hardy-Weinberg
(Tabla 16). En general, se observé que aquellas poblaciones definidas como
mixtas presentaban un mayor nimero de loci no significativamente diferentes
de cero, aunque en todas estas poblaciones el analisis global de la misma
(método de Fisher) siempre se de’sviaban del equilibrio.

Por otro lado, y analizando loci individuales, se observa que algunos de
ellos, tal como Pgd-1 presenta un exceso de heterocigéticos (Fis < 0) en todas
las poblaciones, mientras que en el locus Pgd-2 hasta un total de 14
poblaciones se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg. De la misma manera,
’para el locus Pgi-3 todas las poblaciones polimorficas para este locus, a
excepcion de la poblacion de Elche, se encontraban en equilibrio (Tabla 16).

~ Enla Tabla 16 podemos observar que hasta once poblaciones (Acusa, La
Sorrueda, Maguez, Haria, Rio F’alma, Tafira, Fataga, Maspalomas, Gran
Tarajal) presentan valores de Fis positivos cuando se analiza toda la poblacion,

lo que indica un defecto de heterocigéticos en estas poblaciones.
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Tabla 16. Test de probabilidad de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg, por locus y para toda la poblacion
(método de Fisher) de las poblaciones de Phoenix canariensis y P. dactylifera. -: locus monomoérfico: ns: no

o

significativo; *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001.

-0.08"™ 0697
o025 607

0547 1.00

0.25™ .0.08"
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Contrariamente otro grupo de poblaciones (B. Angostura, Rambla de
Castro, Acantilado de La Culata, Tamargada, Las Hayas, Vegéip’ala, Zumacal,
Mirca y Elche) presentaban valores de F|s negativos sefialando un exceso de

heterocigoticos en estas poblaciones.

4.5.4.2 Analisis de autocorrelacion espacial

La estructura espacial de la variacién isoenzimatica en las poblaciones de
P. canariensis fue determinada por el indice de Moran, | (Sokal & Oden, 1978),
que cuantifica la similitud genética de cada par de individuos espacialmente
adyacentes con relacion a la muestra de la poblacion como un todo Este
anal|3|s fue llevado a cabo en tres poblamones de palmera canarla con un

escaso o nulo nivel de antropizacién, por lo que se podrian considerar

totalmente naturales. Por otro lado se incluyo en el analisis una poblacion

mixta, con elevado factor antrépico, para observar las posibles diferencias en
cuanto a la estructuracion de las poblaciones de distinta naturaleza.

En Ia _poblacién de Tamargada (La Gomera) se observé una fuerte
correlacién positiva en las dos primeras clases de distancias (0-96 m), la cual
fue disminuyendo gradualmente hasta alcanzar valores negativos por encirrja
de los 96 m (Figura 25). Ademas, el punto de corte con el eje de abscisas, que
delimita el radio del area homogénea donde los individuos estan genéticamente
emparentados entre si, se sitia a 102 m aproximadamente. |

En la misma figura se presenta la tabla de valores de la | de Moran para los
diferentes alelos analizados, donde se han excluido aquellos de un mlsmo
Iocus que presentaban informacion redundante (Schnabel & Hamrlck 1990)
En las dos primeras clases de distancias hay hasta un total de cuatro alelos
qué pfe;séntan valores significativos positivos, mientras que en las tres dltimas
clases de distancia-el nimero de alelos que presentan valores significativos
negativos Ilegé a nueve. En la tabla se detectan hasta cuatro alelos (idh2-a,
me-a, 6pgdh2-a y 6pgdh2-b) que presentan correlogramas estadisticamente

significativos (p < 0.05).
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0,15
01
0,05
S o0
b=
8 -0,05 1
B -0,1 4
-0,15
0,2
Clases de Distancia
Clases de Distancia
1 2 3 4 5
N° Parejas 64 56 61 60 59
Limites de Distancias (m) 0-60 60-96  96-120 120-168  168-288
alelo
idh1-a -0.03 0.08* -0.01 -0.06 -0.12*
idh2-a* -0.02 017 0.02 -0.10 -0.23**
me-a** 0.26* -0.00 -0.32* -0.23* 0.08
pgi2-a -0.04 -0.04 -0.03 -0.03 0.02
pgi2-b -0.05 -0.05 -0.06 0.07* -0.04
pgi2-c -0.06 -0.06 -0.05 0.05* -0.01
pgi3-b -0.05 -0.05 -0.06 0.07* -0.04
6pgdh2-a** 0:21* 0.03 -0.10 -0.12 -0.16*
6pgdh2-b™* 0.02 0.03 -0.09 -0.17* 0.05
X 0.03 0.01 -0.08 -0.06 -0.05
X _de alelos significativos 0.12 0.06 -0.12 -0.15 -0.06

Figura 25. Arriba: analisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de
Tamargada (La Gomera), para las primeras cinco clases de distancia,
mostrando los valores medio de los alelos analizados (—o—) y los valores
medios de los alelos con correlograma estadisticamente significativo (-~a).
Debajo: Valores de | de Moran para los diferentes alelos analizados,
mostrando el nimero de parejas de individuos encontrados en cada clase de

distancia, los limite en metro de las diferentes clases de distancia. X : media.
p<005 ™™ p<001." p<0.001.
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En la poblacién de Rambla de Castro (Figura 26) tambiéh se detectd una
importante correlacion positiva en las primeras clases de distancia (0-79 m),
denotando una disminucién monétona de la correlacién hasta alcanzar valores
negativos por encima de la- segunda clase de distancia (79 m) y cortando el eje
de abscisas entre la segunda y tercera clase de distancia, lo que supone un
radio del area homogenea aproximado de 90 metros.

En la tabla de valores de | de Moran para las cinco clases de distancia
consideradas para esta poblacion se observa que los alelos significativos para
las dos primeras clases de dlstanC|a (me-a, me-b, skdh-a, 6pgdh2-ay 6pgdh2-
b) presentan valores positivos, mlentras que los alelos significativos para las
dos ultimas clases de distancia consideradas (me-a, me-b, me-d, skdh-a,
6pgdh2-a y 6pgdh2-b) presentan- valores negativos. Seis de los - alelos
analizados presentaban correlograma estadisticamente significativo (p < 0.05)
para esta poblamon (me a, me-b, me-d, skdh-a, 6pgdh2-ay 6pgdh2-b).

Por otro lado, el ana||S|s de autocorrelacién espacial de la poblamon de
Tafira también mostraba la existencia de estructuracion dentro de esta
poblacién ‘(_Figura 27). Se observé una fuerte correlacién positiva para la
primera clase de distancia (0-148 m), la cual iba disminuyendo a medida que
aumentaba la distancia considerada entre los individuos, hasta alcanzar valores
negativos a partir de los 207, siendo este el radio del area homogénea paré la
poblacién. | | .

Los alelos significativos' para la primera clase de distancia (aco-a, idh1-a,
idh1-c, mdh1-b, pgiz2-a, pgi3-a, pgm1-a, pgm2-b y pgm2-c), en general,
mostraron valores positivos, en tanto que ya a partir de la segunda clase de
distancia los alelos significativos preséntaban valores negativos (Figura 26). De

esta forma, diez de los alelos analizados (aco-a, aco-c, idh1-a, idh1-b, idh1-c,

pgi2-a, pgi3-a, pgmi-a,- pgm2-b y pgm2-c) exhibieron correlogramas

estadisticame’nte'sli'gnificativos‘(p < 0.05) para la poblacién de Tafira.

Sin embargo, en el palmeral de Acusa no .se detectdé la existencia de

estructuracion dentro de la poblacién (Figura 28), ya que no se observo
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S 0,051
0,1 -
0,15 -
0,2 1
-0,25 -
Clases de Distancia
Clases de Distancia
1 2 3 4 5
N° Parejas 209 206 206 207 207
Limites de Distancias (m) 0-148 148-259 259-333 333-481 481-740
alelo
aco-a™* 0.10* -0.28** -0.08 0.23* -0.06
aco-c* 0.09 -0.19* -0.17* 0.19** -0.01
adh-b 002 -0.13* 005 -0.02 -0.02
idh1-a*** 0.15* -0.02 -0.11 0.17** -0.34*
idh1-b™* 0.03 0.03 -0.09 0.13* -0.25"
idh1-c** 0.17** -0.10 -0.08 0.14* -0.27*
idh2-a -0.06 -0.04 -0.06 0.08 -0.06
mdh1-b -0.14* 0.10* -0.13* 0.09* -0.02
me-b -0.02 -0.05 -0.03 0.03 -0.06
me-c 0.03 -0.14* 0.10* -0.02 -0.12
me-d -0.01 -0.02 0.01 -0.05 -0.07
pgi2-a™** 0.32** 0.04 006 -0.13* -0.40*
pgi3-a** 0:27* .0:.00 0.04 -0.08 -0.34*
pgm1-a*** 0.52** 0.08 -0.16* -0.35** -0.27**
pgm?2-a -0.05 -0.05 0.05 0.03 -0.10
pgm2-b™** 0.14** -0.26** 0.03 -0.07 0.04
pgm2-c** 0.11* -0.25** 0.06 0.07 -0.11*
pgd2-a -0.08 0.00 0.02 -0.02 -0.03
X 0.09 -0.07 -0.03 0.02 -0.14

X de alelos significativos  0.19 -0.10 -005 003 -0.20

Figura 27. Arriba: andlisis de autocorrelacion espacial de la poblaciéon de
Tafira (Gran Canaria), para las primeras cinco clases de distancia, mostrando
los valores medio de los alelos analizados (—0—) y los valores medios de los
alelos con correlograma estadisticamente significativo (-4-). Debajo: Valores
de | de Moran para los diferentes alelos analizados, mostrando el numero de
parejas de individuos encontrados en cada clase de distancia, los limite en
metro de las diferentes clases de distancia. X : media. * p <0.05, **: p <0.01,
% 2 D00Y,

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



0,4
0,3
0.2 4
E 0,1 -
[=]
= 0
D
© 01
0,2
0,3 -
-0,4 4
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Clases de Distancia
1 2 3 4 5
N° Parejas ; 55 55 55 55 56

Limites de Distancias (m) 0-53  53-79  79-106 106-133 133-239
alelo

adh-b -0.02 -0.00 -0.06 -0.11 -0.02
idh1-a -0.09 0.06 -0.20 -0.01 -0.04
idh1-b -0.07 0.01 -0.08 -0.22 0.02
idh1-c 0.16 -0.00 -0.05 -0.26 -0.11
idh2-a -034 0.16 -0.14 -0.03 -0.01
mdh1-a -0.07 -0.05 0.01 -0.15 0.04
mdh1-b -0.02 -0.08 -0.03 -0.12 0.04
mdhi1-c -0.00 -0.11 -0.15 0.07 -0.03
me-a™* 0.20* 000 -0.01 -0.06 -0.32*
me-b™*** 0.34* 0.34* -0.07 -0.32* -0.45*
me-c -0.23 0.09 0.06 -0.09 -0.06
me-d** 0.1 0.16 -0.12 -0.41* 0.05
pgm2-a 002 -001 003 -020 -0.02
pgm2-b 007 0.03 -007 006 -005
pgm2-c 0.00 -0.01 -0.14 -0.14 0.06
skdh-a** 0.05 0.20* -0.11 -0.01 -0.34*
6pgdh2-a*** 0.42* -001 -0.37* -0.36* 0.10
6pgdh2-b*** 0.80* -0.02 -0.54* -0.65* 0.18*
6pgdh2-c -0.09 0.09 -0.11 -0.05 -0.06
X 0.05 0.04 -0.11 -0.17 -0.05

X de alelos significativos  0.32 011 -020 -0.30 -0.13

Figura 26. Arriba: andlisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de
Rambla de Castro (Tenerife), para las primeras cinco clases de distancia,
mostrando los valores medio de los alelos analizados (—o—) y los valores
medios de los alelos con correlograma estadisticamente significativo (~4-).
Debajo: Valores de | de Moran para los diferentes alelos analizados,
mostrando el nimero de parejas de individuos encontrados en cada clase de
distancia, los limite en metro de las diferentes clases de distancia. X : media.
*b<0.05 ™ p<001,™ p<0001.
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Clases de Distancia
Clases de Distancia
1 2 3 4 5
N° Parejas 64 56 61 60 59
Limites de Distancias (m) 0-16  16-34  24-32  32-48  48-80
alelo
adh-b -0.03 0.14* -0.22* -0.08 -0.01
idh1-a -0.06 -0.08 -0.13 0.08 -0.03
idh1-b -0.11 -0.13 -0.05 0.06 0.01
idh1-c -0.06 -0.04 -0.08 -0.05 0.01
idh2-a -0.09 -0.10 0.01 0.01 -0.04
mdh1-b -0.07 -0.11 -0.04 0.01 0.01
me-a 0.01 -013 -0.07 -0.02 -0.01
me-b -0.05 -0.11 -0.07 0.00 0.01
me-e** 0.01 0.02 0.01 0.02 -0.28*
pgi2-b* 002 021* -013 -0.14 -0.16
pgi2-c** -0.11 026 -0.12 -0.11 -0.10
pgi3-b -0.00 021* -0.16 -0.15 -0.09
pgm1-a -0.04 -0.23 0.08 -0.05 0.02
pgmz2-b -0.07 -0.11 -0.04 0.01 0.01
6pgdh2-a 002 -013 -006 -0.02 -0.03
X -0.04 -0.03 -005 -0.03 -0.04
X de alelos significativos -0.03 016 -008 -0.08 -0.18

Figura 28. Arriba: analisis de autocorrelacion espacial de la poblacion de
Acusa (Gran Canaria), para las primeras cinco clases de distancia, mostrando
los valores medio de los alelos analizados (~o—) y los valores medios de los
alelos con correlograma estadisticamente significativo (-4~ ). Debajo: Valores
de | de Moran para los diferentes alelos analizados, mostrando el numero de
parejas de individuos encontrados en cada clase de distancia, los limite en

metro de las diferentes clases de distancia. X : media. *: p < 0.05, **: p <0.01,

e p < 0.001.
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correlacion positiva en la primera clase de distancia. Por otro lado, tampoco se
detectaron alelos positivos y significativos para esta clase de distancia (Figura
28), lo que también refleja la inexistencia de una estructuracién dentro de esta

poblacién.

4.5.4.3 Determinacion del Coeficiente de endogamia (Fs)

En la Tabla 17 podemos observar el andlisis de los Fs para las parcelas de
las diferentes dimensiones consideradas en las poblaciénes de Acusa,

Tamargada y Rambla de Castro.

Unidad Acusa Tamargada Rambla de Castro

20m | p<0.05 n.s. n.s.
30m p<0.01 n.s. n.s.
40 m 'p <0.001 ns. n.s.
60 m p <0.001 p <0.05 n.s.
80m p < 0.001 p<005 p<0.01
100 m p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001

Tabla 17. Significacion del coeficiente de endogamia calculado para las
diferentes unidades consideradas dentro de las poblaciones de Acusa,

Tamargada y Rambla de Castro.

En esta vemos que para la poblacion de Tamargada las parcelas inferiores
a 60 metros los valores de Fis no fueron significativamente diferentes de cero
(Ho = He), lo cual indica que el area considerada se comporta como una
unidad panmitica, todos los individuos tienen la misma posibilidad de cruzarse
entre si. Mientras que -a partir de los 60 metros los valores de Fis son
significativamente diferentes de cero (Tabla 17). En el caso de la poblacion de
Rambla de Castro vemos que cuando consideramos parcelas de 60 metros de
diametro los valores de Fis no son significativamente diferentes de cero, lo que
nos indica que estamos ante una unidad panmitica, pero si consideramos
parcelas de 80 y 100 metros de diametro los valores de Fig pasan a ser

significativos (p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente), lo que denota que las
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dimensiones de las parcelas que estamos considerando ya no sé corresponden
con unidades panmiticas de la poblacion en estudio.

En la poblacion de Acusa los diferentes diametros de parcelas
consideradas muestran valores de Fs significativos independientemente del
tamafo de la parcela o unidad, indicando que en ninguno de los casos estamos

en presencia de una unidad panmitica.

4.5.4.4 Desequilibrio gamético

La Tabla 18 muestra los resultados del test de probabilidad de desequilibrio
gamético para cada par de loci en cada poblacidn. Se detecté hasta un total de
48 pares de loci que presentaban desequilibrio gamético significativo en las
poblaciones  analizadas. Todas las poblaciones caracterizadas
morfolégicamente como P. dactylifera y aquellas definidas como mixtas
presentaban loci ligados, sin embargo sélo 4 de las poblaciones caracterizadas
como P. canariensis (La Sorrueda, Rambla de Castro, Mirca, Las Hayas y
Tamargada) mostraban pares de loci ligados, siendo las poblaciones de Rio
Palma y Elche las que presentaban un mayor nimero de loci significativamente
ligados (Tabla 18). g

El ligamiento de los loci Pgi-1y Pgi-2 fue el mas frecuentemente detectado
en las poblaciones analizadas, estando presente en todas aquellas poblaciones

que exhibieron desequilibrio gamético a excepcion de la poblacién de Mirca.

4.5.5 Amplificacion al azar dé ADN polimoérfico (RAPD)

4.5.5.1 Busqueda de marcadores moleculares (screening)

En el analisis previo para la blisqueda de marcadores moleculares para las
dos especies de Phoenix se escogieron 6 individuos precedentes de la
poblacién de Acusa y 6 individuos de la poblacion de Elche como muestra
representativa de Phoenix canariensis y P. dactylifera respectivamente. De un
total de 54 cebadores ensayados, 28 no generaron ninguna banda (Tabla 19),
mientras que 26 generaron productos de amplificacibn en alguno de los

individuos analizados (Tabla 20). EI nimero de bandas amplificadas vari6 entre
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Tabla 18.Test de probabilidad de ligamiento entre loci para las poblaciones con desequilibrio gamético. LS: La Sorrueda, RC:
Rambla de Castro, TAM: Tamargada, MIR: Mirca, HY: Las Hayas, FA: Fataga, BA: Bco. Angostura, TA: Campus de Tafira, RP: Vega de
Rio Palma, HA: Haria, MAG: Maguez, MAS: Maspalomas, GT: Gran Tarajal, PB: Pasito Blanco, HM: Hospital Materno, EL: Elche, ns: no
significativo, *: p < 0.05, **: p < 0.01, *™*: p < 0.001, -: no posible.
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Tabla 18. (continuacion).
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Tabla 19. Cebadores ensayados que no generaron fragmentos de
amplificacion en los individuos de Phoenix canariensis (Acusa) y P.

dactylifera (Elche) analizados. Secuencia de nucleétidos (5" — 3).

GGTGAGGTCA

CCAGCAGCTT

¥
i e B

OPM —12 GGGACGTTGG OPL-11 TGCGAGAGTC

OPM -14 AGGGTCGTTC OPL-15 GGGCGGTACT

‘OPK+4 TGGTGGACCA

CAGCGACTGT TCTGTCGAGG
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Tabla 20. Cebadores ensayados que generaron fragmentos de amplificacién en
los individuos de Phoenix canariensis (Acusa) y P. dactylifera (Eiche)
analizados Productos de la amplificacién del ADN obtenidos con los diferentes
cebadores utilizados.

TCAC

OPN-5 ACTGAACGCC 2

1200 pb
850;

o , 300.pb
©OPN-7 CAGCCCAGAG 3 750°pb
1300 pb
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Tabla 20 (continuacion).

GECA Foiie 50

' 600 pb
OPN-19 GTCCGTACTG 3 1300.pb
' 1400 pb

S

OPK-1 CATTCGAGCC _

6CAGCTTAGG>‘

" AATGCCCCAG

RN N LN WS -
g N
w
@ o
o

OPK-14  CCCGCTACAC 2
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1y 3, con un tamanio de los fragmentos que oscil6 desde los 300 pb y mas de
1600 pb.

De todas las bandas aparecidas, el fragmento de 900 pb generado con el
cebador OPM-8 aparecia exclusivamente en los individuos de la poblacion de
Eiche, mientras que en la poblacibn de Acusa no se amplificaba dicho
fragmento, sino un producto de amplificacion alternativo de 1000 pb (Figura 29)

Por otro lado, el fragmento de 750 pb amplificado con OPK-14 aparecia
exclusivamente en los individuos de la poblacibn de Acusa encontrandose
ausente en los individuos de Elche.

No obstante, en éstos ultimos aparecia un fragmento alternativo de 950 pb
el cual estaba ausente en los individuos de Acusa (Figura 30).

Con el fin de establecer la confirmacion de los resultados obtenidos en el
ensayo preliminar con ambos cebadores que presentaron bandas exclusivas
para cada especie (OPM-8 y OPK-14), se analizaron un total de 221 individuos
procedentes de 7 poblaciones (3 de palmera canaria, 2 de palmera datilera y 2
poblaciones mixtas). La Tabla 2 del Anexo muestra Ilos productos de
amplificacién obtenidos y su frecuencia.

En la poblacion de Tamargada el 90.2% de los individuos presentan el
fragmento de 1000 pb con el cebador OPM-8, no amplificando el resto de
individuos (“missing data”). Con el cebador OPK-14 el 83% de los individuos
analizados presentaron la banda de 750 pb. Sin embargo, en ninguno de los
individuos analizados de ésta poblacién aparecieron los fragmentos de 900 pb
y 950 pb para los cebadores OPM-8 y OPK-14 respectivamente.

En la poblacion de Mirca el 76.5% de los individuos presentaron la banda
de 1000 pb, con el cebador OPM-8, mientras que en un sélo individuo (MIR16)
aparecio la banda de 900 pb. Ademas, en dos individuos (MIR17 y MIR18)
amplificaron conjuntamente los fragmentos de 900 y 1000pb (Anexo. Tabla 2).

Con respecto a OPK-14, el 47.1% de los individuos mostraban la banda de
750 pb, en tanto que el mismo individuo (MIR16), mostrd el fragmento de 950
pb. Igualmente, un 33.33% de los individuos analizados presentaron ambos
marcadores moleculares (MIR2, MIR4, MIR5, MIR6, MIR13 y MIR17).

Se observo que el fragmento de 900 pb generado con el cebador OPM-8

aparecia exclusivamente en los individuos de la poblacién de Elche, mientras
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que en la poblacién de Acusa no aparecia dicho fragmento, sino un producto
de amplificacion alternativo de 100 pb (Figura 29).

En la poblacion de Tafira y con el cebador OPM-8 el 84.8% de los
individuos presentaron la banda que se corresponde con el fragmento de 1000
pb, un 6.52% exhibio una banda a 900 pb y un 4.34% (dos individuos; TA1 y
TA2) mostré ambos fragmentos amplificados. Sin embargo, cuando
observamos los productos resultantes de la amplificacién con OPK-14, un 50%
de los individuos exhibieron la banda de 750 pb, un 6.52% presentan el
fragmento de 950 pb, y un 39.13% de los individuos manifiestan ambos
. fragmentos. Lo que supone unas diferencias significativas con respecto a los
resultados obtenidos con el cebador OPM-8.

En cuanto a la poblacién de Maspalomas, y con el cebador OPM-8 el
47.06% de los individuos analizados presentaron la banda de 1000 pb, un 8.8%
exhibieron el fragmento de 900 pb y un 26.5% ambas bandas. Mientras que
cuando realizamos la amplificacién con OPK-14, el 38.2% de los individuos
analizados presentaron un fragmento de 950 pb, un 20.6% manifestaron la
banda de 750 pb y un 32.35% exhibieron ambos fragmentos (Anexo. Tabla 2).

En el analisis de la poblacion de Gran Tarajal observamos que el 70.6% de
los individuos analizados presentan para OPiVI-8 la banda de 900 pb y un
17.6% exhibe tanto el fragmento de 900 pb como el de 1000 pb En tanto que
en el cebador OPK-14 se observa que la totalidad de los individuos analizados
presentan el fragmento de 950 pb como marcador molecular.

Los resultados del analisis de la poblacién de Elche muestran que para
OPM-8 el 100% de los individuos p’resentan el marcador molecular de 900 pb, y
ninguno de los individuos estudiados muestra el marcador molecular presente
en los individuos de palmera canaria. Igualmente, los productos de
amplificacion del cebador OPK-14 muestran que el 97.5% de los individuos
exhiben el fragmento de 950 pb, no detectdndose en esta poblacién ningun

individuo en el que apareciera la banda de 750 pb de peso molecular.
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Figura 29. Perfil de RAPD de las muestras de P. canariensis y P. dactylifera
amplificadas con el primer OPM-8. M: Marcador de peso molecular. 1, 2, 3 :
muestras de P. canariensis (poblacién de Acusa), 4, 5. muestras de P.
dactylifera (poblacién de Elche).
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Figura 30. Perfil de RAPD de las muestras de P. canariensis y P. dactylifera
amplificadas con el primer OPK-14. M: Marcador de peso molecular. 1, 2, 3, 6,
7: muestras de P. dactylifera (poblacién de Elche); 4, 5. muestras de P.
canariensis (poblaciéon de Acusa).
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4.5.5.2 Caracterizacion en base a marcadores moleculares

La Tabla 21 muestra la correspondencia entre la caracterizacion basada en
caracteres morfoldgicos y-en los fragmentos de amplificacién generados por los
cebadores OPM-8 y OPK-14. Asi, se observa que en Acusa, donde todo los
individuos fueron caracterizado en base a marcadores morfolégicos como P.
canariensis, el 100% de estos presentaban los marcadores moleculares que
hemos definido para la palmera canaria. De la misma manera en Elche y Gran
Tarajal, la caracterizacion morfolégica coincide en un 100% con la
caracterizacion realizada en funcion de los maracadores moleculares. En la
poblacién de Tamargada, el 93.3% de Ilos individuos identificados
morfolégicamente como palmera datilera presentaban el marcador molecular

de palmera datilera, mientras que el 6.7% restante (3 individuos) no exhibian

ninguno de los fragmentos utilizados como marcadores moleculares, sino una

banda de 1300 pb. En la poblacién de Mirca, interesantemente, el 70% de los
individuos caracterizados como palmera canaria presentaban el marcador de la
especie, mientras que el otro 30% mostraban la banda exclusiva de la especie
canaria y la de la africana. Asimismo, el 71°/A) de los individuos que fueron
clasificados como morfolégicamente intermedios en esta poblacion
presentaban ambos marcadores, denotando su caracter hibrido. Es sin duda en
la poblacién de Tafira donde encontramos las mayores diferencias entre la
caracterizacion en base a los caracteres morfolégicos y la caracterizacion
mediante los marcadores moleculares descritos en el presente trabajo. Asi, se
observé que el 77% de los individuos que habian sido definidos como P.
canariensis en base a su morfologia se agrupaban dentro de los hibridos en el
analisis molecular al presentar los dos marcadores moleculares.
Sorprendentemente, todos los individuos que en esta poblacion habian sido
caracterizados previamente, a pie de planta siguiendo los caracteres
morfoldgicos descritos para la especie (Kunkel & Kunkel, 1974), como palmera
datilera presentaron el fragmento de amplificacion definido como marcador de
Ia'palmera canaria. Por otro lado, en la poblacién de Maspalomas destaca
como el 68.2% de los individuos identificados como palmera datilera en base a

sus caracteres morfolégicos aparecen como individuos hibridos en el analisis
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CARACTERIZACION % P. canariensis Hibridos
‘ : “A00% ST

P. daptylifera

Libwa SLAT L/ b A

Phoéﬂ )‘x sp.

Phoenix sp

s

‘B canaren:s
Phoenix:sp.

F’hoehix sp.

Tabla 21. Correspondencia entre la caracterizacion en base a caracteres morfolégicos
y marcadores moleculares (OPM-8 y OPK-14). ' individuos con banda de 1300 pb,
en los individuos analizados mediante RAPD. '
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molecular. En general, en aquellas poblaciones donde se han identificado
individuos de las dos especies, y donde existe un mayor abanico de individuos
morfoldgicamente intermedios entre ambas especies, son las poblaciones
donde mayor diferencia se observa en la asignacién de individuos a una u otra
especie segun caracteres morfolégicos o marcadores moleculares (OPM-8 y
OPK-14).

Para determinar de forma significativa la relacién existente entre caracteres
morfolégicos y los marcadores moleculares obtenidos mediante RAPD en la
‘asignacién de individuos a una u otra especie, se calculd el porcentaje de
similitud existente entre los resultados originados por los dos métodos de

| caracterizacion para cada uno de los individuos analizados (Tabla 22).

Cuando consideramos todas las poblaciones analizadas vemos que Ia
mayor relacion se obtiene cuando comparamos los resultados provienen del
analisis morfolégico y los datos de los marcadores moleculares obtenidos con
el cebador OPM-8 (77%). Mientras que si comparamos los marcadores
morfoldgicos con los marcadores moleculares que se manifiestan con OPK-14
la correlacion disminuye al 74%.

En tanto que la correlacion existente entre/los marcadores moleculares de
los dos cebadores (OPM_-S y OPK-14) utilizados es del 76%.

Cuando tenemos en cuenta la informacion que nos proporcionan ambos
cebadores, de forma que si se amplifica en uno de los cebador el marcador de
la especie canaria y con el otro cebador obtenemos el marcador de la especie
africana, entonces ese individuos se considera que como “hibrido”, de la
misma manera, si para un individuo los resultados obtenidos con un cebador
indican que dicho individuo es “hibrido”, mientras que con el otro cebador solo
obtenemos el marcador de una de las especies, entonces este individuo

también es considerado como “hibrido”. Entonces la correlacion entre la

caracterizacion morfolégica y la caracterizacion basada en marcadores

moleculares es del 75%.
Por lo que parece que los resultados de la amplificacién obtenidos con
OPM-8 se ajustan en mayor medida a la observaciones morfolégicas que los

resultados obtenidos con OPK-14.
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MORFOLOGIA -
RAPD OPMS OPK14

TOTAL: 75.57 77.03 73.93 76.61

Tabla 22. Correlacion encontrada entre los diferentes métodos de caracterizacion taxonomica
(morfologia y RAPD) para las poblaciones estudiadas mediante RAPD.
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4.5.5.3 Dendrogrma UPGMA (Nei, 1972)

Sobre la base de la caracterizacion taxonoémica basada en marcadores
moleculares de las poblaciones analizadas mediante RAPD: Acusa,
Tamargada, Tafira, Mirca, Maspalomas, Gran Tarajal y Elche, se determind la
distancia genética de Nei (1972) entre todas las poblaciones analizadas para
construir los dendrogramas UPGMA basados en estas distancias, (Figura 31).
El dendrograma obtenido muestra como los individuos, caracterizados en base
a los marcadores moleculares, como. P. canariensis de la poblacion de
Maspalomas, aparece agrupado con poblaciones de palmera canaria y que se
ha separado del grupo de individuos caracterizados como P. dactylifera de la
misma poblacion. El cual aparece en el arbol asociado con las poblaciones de

palmera datilera.

Por otro lado también llama la atencidn en el cluster, el hecho de que los
dos subgrupos caracterizados en la poblacion de Tafira como P. canariensis
(TA-750: banda de 750 pb) y como hibridos (TA-750/950: bandas de 750 y 950
pb) aparecen juntos en el arbol. Igualmente los grupos de individuos definidos
en la poblacion de Maspalomas como palmera canaria (MAS-750: banda de
750 pb) y hibridos (MAS-750/950: bandas de 750 y 950 pb) también aparecen
en el mismo cluster no llegdndose a separar. Sin embargo los grupos
taxonémicos caracterizados en la poblacion de Mirca como P. canariensis
(MIR-750: banda de 750 pb) e hibridos (MIR-750/950: bandas de 750 y 950
pb) si aparecen separados en el arbol filogenético, estando el grupo MIR-750

(marcador canario) mas cercano a la parte superior del cluster.
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Acusa
Sorrueda

Fataga
Tafira

Haria
A. Culata
Rambla Castro

Mirca
Zumacal
Maspalomas
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Rio Palma
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Pasito Blanco
Gran Tarajal

Hospital Materno
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P. theophrasti
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Distancia
Figura 31. Dendrograma UPGMA basado en la distancia de Nei (1972) en el que los individuos de las diferentes poblaciones

analizadas mediante RAPD fueron agrupados segun el marcador molecular que presentaran. Verde: 1000 pb / 750 pb, narania: 900
pb, 100pb / 750pb, 950 pb, rojo: 900 pb/ 950 pb.
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5.1 INTERPRETACION GENETICA DE LOS ZIMOGRAMAS

La interpretacion genética de los zimogramas constituye uno de los
aspectos mas relevantes para poder alcanzar unos resultados coherentes en el
analisis isoenzimaticos. En general, la interpretacion realizada en ambas
especies de Phoenix coincide con las establecidas por otros autores. Torres &
Tisserat (1980), Bennaceur et al. (1991) y Booij et al. (1995) identificaron el
mismo numéro de loci para la alcohol deshidrogenasa (Figura 7) y la
shiguimico deshidrogenasa (Figura 15) en P. dactylifera, que los detectado en
el presente trabajo. Asi mismo, la existencia de dos loci en |la
Fosfoglucomutasa (Figura 10) concuerda con los trabajos anteriores realizados
por Sosa et al. (1998) en P. canariensis y P. dactylifera. Sin embargo, otros
- autores (Torres & Tisserat, 1980; Bennaceur et al., 1991) sblo detectan un
locus en P. dactylifera para este sistema enzimatico. La presencia de un alelo
nulo en el locus Pgm-1 en poblaciones de palmera datilera analizadas por esos
ultimos autores podria e>;plicar las diferencias o’bservadas.

Por otro lado, otras interpretaciones no coinciden con las descritas por
otros autores. Torres & Tisserat (1980), Booij et al. (1995) y Sosa et al. (1998)
detectan Unicamente la presencia de dos loci para la PGI, mientras que
nosotros detectamos tres loci que fue interpretado como la existencia de una
duplicacion (Figura 9) en este siste}lqa enzimatico. Duplicaciones similares, y en
el mismo sistema enzimatico se han descrito en otras especies vegetales
(Gottlieb, 1983). Ademas, esta interpretaciéon se ve apoyada por la existencia
de un fuerte de desequilibrio gamético encontrado entre estos loci (Pgi-2 y Pgi-
3), lo cual es un indicativo, que probablemente se encuentran proximos y en un
mismo cromosoma. Finalmente, Sosa et al. (1998) detectaron un Gnico locus
monomérfico para la enzima malico mientras que en el presente trabajo hemos
detectado hasta cinco alelos para este locus. Probablemente el mayor tamafio
muestral del presente trabajo explicaria la diferencia de resultados detectada.
De hecho, Purdy & Bayer (1996) detectaron polimorfismo para este locus en

Achillea millefolium ssp. megacephala.
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Segln nuestros conocimientos es la primera vez que se analizan en P.
canariensis y P. dactylifera las enzimas aconitasa y malato deshidrogenasa,
detectandose en éstas uno y tres loci, respectivamente. Estos resultados
coinciden en el niumero de loci detectados en estudios realizados en otras
especies vegetales (Purdy & Bayer, 1996; Shapcott, 1998; Kephart, 1990).

Igualmente al existencia de una misma enzima con diferentes estructuras
cuaternarias (mondémero y dimero) se ha descrito también en glutamato
oxalacetato transaminasa (GOT) de Phoenix dactylifera (Torres & Tisserat,
1980).

5.2 NIVEL DE DIVERSIDAD GENETICA

Uno de los principales condicionantes de la deteccion del nivel de
diversidad genética de las poblaciones naturales es el tamano muestral de las
mismas, ya que existe una relacién directa entre el nimero de individuos
analizados y la diversidad genética (Elistrand & Elam, 1993), siendo el numero
medio de alelos por locus, el indice que mas se ve afectado por el tamafio
muestral.

El nimero de individuos analizados por poblacién se encuentra en la zona
de estabilizacion de la curva de tendencia del niumero medio de alelos por
locus (Figura 16), y por lo tanto un aumento del tamafio muestral en estas
poblaciones no supondria un incremento significativo de la diversidad genética
observada. La poblacién del Acantilado de La Culata (Tenerife) es la tnica que
se sitla por debajo de esta zona de estabilizacién, lo cual nos indica que
probablemente la escasa diversidad genética detectada en ésta poblacién es
debido al tamafio muestral, y muy posiblemente los niveles de diversidad
genética de esta poblacion sean en realidad mayores de los detectados.

El nivel de diversidad genética de una especie depende de varios factores
tales como su biologia reproductiva, tipo de cruzamiento (autofecundacion o
reproduccion cruzada), o dispersién de polen y semillas (por el viento, por
animales, por insectos, por gravedad). También influye si la planta es perenne

o anual, del porte de la misma, si es arbdrea o arbustiva, y de la distribucion de
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la especie, es decir, si estA ampliamente distribuida o si presentan una
distribucion restringida (endémica) (Frankel et al., 1995; Hamrick & Godt,
1990). Phoenix canariensis es una especie monocotiledénea, endémica, con
una reproduccion cruzada mediada por el viento y al mismo tiempo perenne.
Con estos antecedentes esperariamos disponer de unos niveles de diversidad
genetica considerables (Hamrick & Godt, 1990), quizas un tanto atemperados
por su reducida distribucién natural. Sin embargo, los resultados medidos a
través de los distintos indices (Tabla 8), muestran que las poblaciones de
palmera canaria analizadas presentan un grado de diversidad genética superior
a los niveles descritos para especies de forma de vida similar (Hamrick & Godt,
1990). Igualmente, superan los niveles encontrados en otras especies de la
familia Araceae como Pinanga aristata, P. brevipes, P. dumetosa, P. tenella, P.
vetichii (Shapcott, 1999); Carpentaria acuminata (Shapcott, 1998) vy
Washingtonia filifera (McClenaghan & Beauchamp, 1986). Estos resultados
coinciden con los encontrados por varios autores (Francisco-Ortega et al.,
2000; Batista et al., 2000; Sosa, 2001) en los cuales se describe que las
especies vegetales endémicas de la Regién Macaronésica presentan unos
niveles de variabilidad genética superiores a los detectados en otras islas
oceanicas.

Francisco-Ortega et al. (2000) conéideran que ésta elevada diversidad
genética puede deberse a diferentes circunstancias. Por un lado, las especies
macaronesicas pueden ser representantes de viejos linajes que se refugiaron
en la regidn durante los periodos de glaciaciéon y desertificacién ocurridos en
Europa y Norte de Africa después del Mioceno. Dada las considerables edades
geolégicas de algunas islas, que oscilan entre 20 millones de afos para
Fuerteventura y 7500.000 afios para el Hierro (Carracedo, 1984, 1994), la
variacion genética encontrada mediante isoenzimas aumentaria con el tiempo a
través de mutaciones u otros procesos, y por lo tanto aquellos taxones mas
antiguos serian mas diversos (Writter & Carr, 1998; Franciso-Ortega, et al.,
2000). Sin embargo, algunas citas histéricas (Reyes- Betancort et al, 1999)
indican la gran escacez de vegetaciéon (incluyendo palmerales) en islas
antiguas como Lanzarote. Ademas, las filogenias moleculares establecidas en
otras especies macaronésicas muestran que la mayoria de sus endemismos

ocupan posiciones derivadas de sus parientes mediterraneos (Francisco-
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Ortega et al., 2000). Por ello, posiblemente la palmera canaria no parece ser
una especie ancestral. Por otro lado, se ha descrito que P. canariensis podria
proceder de un proceso de especiacion reciente de P. dactylifera ( o un
ancestro comtin) ampliamente distribuido en el Norte del continente Africano
(Morici, 1998). Ademas, la filogenia establecida tanto en base a caracteres
morfoldégicos como a marcadores moleculares (secuencias espaciadoras 5S5)
por Barrow (1998) muestra que ambas especies se encuentran estrechamente
relacionadas.

Precisamente, la reciente especiacidon de un progenitor ampliamente
distribuido, como P. dactylifera o similar, podria explicar la elevada diversidad
genética encontrada en la palmera canaria como se ha descrito ampliamente
por diversos autores en especies relacionadas (Gottlieb, 1973; Crawford &
Smith, 1982; Crawford et al., 1985; Loveless & Hamrick, 1988; Pleasants &
Wendel, 1989; Pudry & Bayer, 1996;). En este sentido, una especie
recientemente derivada presentaria las siguientes caracteristicas: Primero, una
menor diversidad genética que su progenitor, como muestran los resultados del
presente trabajo (Tabla 9). Segundo, albergaria una parte de la diversidad
alélica encontrada en el progenitor con pocos o ningun alelo exclusivo. Esto se
manifiesta en el analisis de la diversidad genétilca por locus de las poblaciones
de palmera canaria y palmera datilera, dohde se observa que el numero de
alelos detectados para todos los loci estudiados en P. canariensis es siempre
igual o menor a los observados en P. dactylifera. Tercero, una alta similaridad
genética con el taxon progenitor (Gottlieb, 1973; Crawford & Smith, 1982;
Crawford et al., 1985; Loveless & Hamrick, 1988; Pleasants & Wendel, 1989),
lo cual también se cumple entre ambas especies de Phoenix. De hecho, la
especie endémica de Canarias presenta una menor diversidad genética que la
especie cosmopolita, y se ajusta igualmente a lo descrito para otras especies
con localizacién estrecha en relacion con sus congéneres ampliamente
distribuidos (Hamrick & Godt, 1990). A esto se une la circunstancia de que
ambas especies de Phoenix hibridan de forma natural (Kunkel & Kunkel, 1974;
Ceballos & Ortuiio-Medina, 1976; Montesinos, 1979; Delgado, 1986; Morici,
1998: Niebla-Tome, 1990; Del Cafiizo, 1991; Naranjo & Cardona, 1995) y como
se ha descrito con anterioridad presentan un conjunto importante de caracteres

mofolégicos comunes, lo cual constituye un argumento mas a favor de que la
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palmera canaria y la palmera datilera han divergido recientemente, y no han
tenido tiempo de crear mecanismos de aislamiento reproductor precigoéticos.

Otra posible explicacion a la alta diversidad genética observada en el
endemismo Canario, no excluyente con la anterior, es que éste se origind por
multiples introducciones del taxon continental (Francisco-Ortega et al., 2000). A
ello se une, las posibles fluctuacién en la distribuciones histéricas o en la
diversidad de habitat de Phoenix canariensis, lo cual estaria en concordancia
con las multiples citas histéricas de la amplia distribucién original de la palmera
canaria en el archipielago (Oliva-Tacoronte, 1985; Gonzalez-Henriquez et al.,
1986; Morici, 1998). De forma similar Karron et al. (1988) encuentran una alta
diversidad genética en Astragalus '(Fabaceae) debido a las fluctuaciones
historicas que han sufrido las poblaciones de esta especie.

Ademas, la alta variabilidad ecolédgica y morfolégica que parece existir en la
palmera canaria (Quintero, 1985; Morici, 1998) apoyaria la gran variabilidad
genética detectada electroforéticamente.

Finalmente, las especies endémicas con distribucién restringida pero
localmente comunes, como es el caso de la palmera canaria, se asemejan mas
a sus congéneres ampliamente distribuidos en cuanto a los caracteres
ecologicos y a la variabilidad genética (Holsinger & Gottlieb, 1991), lo cual
parece ser para Phoenix canariensis.

Sin embargo, la diversidad genética encontrada en las poblaciones de
Phoenix dactylifera analizadas es menor que la descrita por otros autores en
poblaciones cultivadas (Bennaceur et al, 1991). En este sentido, las
poblaciones de palmera datilera analizadas en este trabajo proceden en su
mayoria de la region mediterranea (Elche y Alicante) y posiblemente de viveros
o empresas de jardineria que las han obtenido igualmente en cultivo. Como
consecuencia de ello, aunque mantienen un grado de diversidad genética
superior a la P. canariensis, también pueden haber sufrido procesos de deriva
o endogamia fruto del cultivo antes de su llegada artificial a las islas.

Por otro lado, aquellas poblaciones definidas como mixtas, por presentar
individuos de P. canariensis, P. dactylifera e individuos morfolégicamente
intermedios, presentan niveles de diversidad genética mayores que los
detectados en las poblaciones de palmera canaria, lo cual se puede deber a la

introducciéon de nuevos genes o complejos de genes en las mismas
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procedentes de ambas especies consecuencia de la hibridacién que parece
existir.

Cuando analizamos, mediante los distintos parametros de diversidad
genética, el nivel de la variabilidad genética por islas, observamos que Gran
Canaria, Fuerteventura y Lanzarote ostentan mayor diversidad genética,
mientras que La Gomera y La Palma albergan las poblaciones con una menor
diversidad genética (Tabla 17). Existe por lo tanto, una tendencia general de la
diversidad genética a disminuir desde las islas orientales hacia las
occidentales, o lo que es lo mismo una tendencia a disminuir a medida que nos
alejamos del continente. Aunque este sentido este-oeste es el que se
presupone en un proceso de colonizacion natural de las islas de especies
procedentes del continente Africano (Francisco-Ortega et al., 2000), la falta de
documentacion respecto al origen natural o seminatural de muchas de las
poblaciones analizadas, nos impide concluir si esta direccionalidad oriente-
occidente del nivel de variacion genética detectado es fruto de un proceso
natural o antropogénico. Ademas su demostracién, pasa necesariamente por
un incremento considerable del nimero de poblaciones analizadas en cada una
de las islas.

Sin embargo, el hecho de que las islas orientales sean las que presentan
una mayor distribucion y presencia de P. dactylifera (Kunkel & Kunkel, 1974) y
por ende, poblaciones mixtas explicaria la distribucion y el incremento de la

diversidad genética entre islas observada.

5.4 DIFERENCIACION GENETICA ENTRE POBLACIONES

Inicialmente podemos considerar que las poblaciones de palmera canaria
se encuentran considerablemente diferenciadas, ya que el valor medio de Fsrt
fue de 0.292. Sin embargo, gran parte de ésta diferenciacion es debido a dos
de las poblaciones de La Gomera analizadas (Las Hayas y Vegaipala) y a la
poblacion de Vega de Rio Palma de Fuerteventura. Los valores de Fsr
detectados en estas poblaciones son elevados, superando la mayoria de las

veces Fst = 0.400 (Tabla 14), lo cual se refleja también tanto en el
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dendrograma UPGMA como en el Andlisis de componentes principales
(Figuras 18 y 21).

El aislamiento genético que parecen ostentar estas tres poblaciones se
aprecia igualmente en los valores de identidad genética (Tabla 12) que en
general son inferiores a los detectados entre otras poblaciones de P.
canariensis.

Un fuerte grado de diferenciacién genética puede deberse a distintas
razones: En primer lugar, la existencia de un escaso flujo genético
interpoblacional consecuencia de un aislamiento geografico (o de otra indole)
incrementaria la diferencias genéticas con respecto a otras poblaciones.
También es posible que estas poblaciones hayan sufrido procesos de deriva, y
consecuentemente hayan generado la diferenciacion genética observada. Este
parece ser el caso de la poblacién de Vegaipala cuyos niveles de diversidad
genética son los mas bajos detectados en todas las poblaciones en todas las
poblaciones analizadas (Tabla 8). Es posible que ésta poblacién haya pasado
por un cuello de botella cuyas consecuencias se han traducido en una fuerte
diferenciaciébn genética y una disminucién del nivel de variabilidad
isoenzimética, efectos muy comunes después/ de un proceso de deriva y que
han sido constatados en imnumerables especies vegetales (Shapcott, 1995b;
Batista et al., 2001).

En el caso de Vega de Rio Palma es posible que la poblacién esté
constituida por individuos hibridos con un importante componente datilero. Por
un lado, y aunque morfoldgicamente se hayan caracterizado como poblaciones
mixtas, los resultados isoenzimaticos muestran que ésta poblacién siempre se
encuentra en una posicion intermedia en el dendrograma UPGMA y es la
poblacién mas diferenciada de las consideradas mixtas (Figura 18).

Mas dificil es explicar la diferenciacion genética observada en las
poblaciones de Las Hayas ya que el nivel de diversidad genética en ésta
poblacion esta en la media de todas las poblaciones de P. canariensis (Tabla
8), por lo que no es probable que haya sufrido procesos de deriva genética
recientes.

Sin embargo, es también importante destacar la gran similitud genética que
ostentan ambas poblaciones de La Gomera (Las Hayas y Vegaipala). De
hecho, son las poblaciones mas parecidas isoenzimaticamente de todas las
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analizadas (I = 0.999 y Fst = 0.003), y siempre, exceptuando en el Analisis de
componentes principales aparecen juntas en las figuras de ordenacion.

Dado que ambas poblaciones se encuentran muy cercanas una a la otra
geograficamente hablando (12.5 Km), es probable que exista un flujo genético
importante entre las mismas, que se ve reflejado en su elevada similitud
genética. No obstante, y dada la fuerte diferenciacion genética de ambas
poblaciones de La Gomera no descartamos que estas y quizas otras
poblaciones de Phoenix canariensis de ésta isla se encuentren aisladas
genéticamente hasta el punto de constituir una variedad o subespecie diferente
de P. canariensis. De hecho, mas de la mitad de la diferenciacion genética
detectada entre las poblaciones de palmera canaria es debido a las diferencias
de éstas dos poblaciones gomeras. Asi, eliminando las mismas del analisis del
coeficiente de diferenciacion genética entre todas las poblaciones de P.
canariensis, éste indice se reduce hasta 0.198, sefialando que las demas
poblaciones de palmera canaria se encuentran muy proximas entre si. Seria
necesario estudiar y analizar nuevas poblaciones de la isla colombina para
poder confirmar la fuerte diferenciacion genética de sus poblaciones.

También y en general, se intuye un flujo genético importante entre diversas
poblaciones localizadas en la misma isla. Asi, por ejemplo, y ademas de las ya
mencionadas poblaciones de La Gomera, las poblaciones de La Palma (Mirca y
Zumacal) y de Gran Canaria (Acusa y Sorrueda) tambien presentan una
elevada identidad genética que se ve reflejada en el dendrograma UPGMA y en
el andlisis de componentes principales, donde se agruparon en el mismo
cluster (Figura 18). Sin embargo, las poblaciones de Tenerife y Lanzarote no se
asocian por la isla donde se muestrearon. Estos resultados parecen indicar la
existencia de un flujo genético artificial y mediado quizéas por el hombré, que ha
hecho que estas poblaciones se encuentren relacionadas genéticamente a
pesar de estar localizadas en islas diferentes. Estos resultados se ven avalados
por la inexistencia de correlacion entre la distancia genética y la distancia
geografica (Figura 23). El trasiego y movimiento de individuos de palmeras
entre las islas ha sido un acontecimiento muy comun desde épocas preteritas
(Santana & Toledo, 1997). Asi, parece que los Fenicios introdujeron ejemplares
de P. dactylifera en aquellos puertos de las islas donde arribaron, como Gran

Tarajal o la zona de Vega de Rio de Palma en Fuerteventura (Santana &
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Toledo, 1997). También, la presencia de palmerales en Haria no parece ser de
origen natural, sino mas bien cultivado a la llegada del hombre, ya que no
aparece una cita de estos hasta el siglo XVIIl, a pesar de que existen
referencias sobre la vegetacién de la isla de Lanzarote ya desde 1402 en
donde se habla de escasa vegetacién de la isla (Reyes-Betancourt, 1999).

Por otro lado, en las poblaciones naturales (o seminaturales) de P.
canariensis éstudiadas parece existir un importante flujo genético intrainsular
quizas debido a la gran capacidad de migracion del polen de ésta especie a
través del viento. A ello se une un trasiego y movimiento de individuos y
poblaciones, mediado por el hombre, sobretodo entre islas que ha hecho que
no exista correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica de las
poblaciones analizadas. Finalmente, la existencia de estructuras genéticas
intrapoblacionales es debido muy probablemente a la dispersién local y
reducida de las semillas que esta generando al mismo tiempo el desequilibrio

de Hardy-Weinberg observado.

| Las poblaciones de palmera canaria presentaron unos valores de identidad
genética superiores a 0.90 en el 83% de los casos, siendo las poblaciones de
Las Hayas y Vegaipala las que mayor diferenciacién genética presentaron
(Tabla 12). '

Eh cuanto a P. dactylifera hay que sefalar que las poblaciones de esta
especie analizadas presentaban una baja identidad genética entre ellas (I=
0.864), mostrando el 83% identidades inferiores a 0.9. Esto puede deberse al
pequefio tamafo de las poblaciones (error estocastico), o a que estamos
analizando diferentes variedades de palmera datilera, lo cual parece mas
probable.

A pesar de la diferenciacion genética existente entre las poblaciones de
Phoenix canariensis, la mayor parte de la diversidad genética de la especie,
revelada mediante los indices de diversidad de Nei (1973), se encuentra
mantenida dentro de las poblaciones (Tabla 11). Esta distribucion de la
variabilidad genética es caracteristica de especies con reproduccién cruzada, y
de especies con dispersién de semillas a través de animales (Hamrick & Godt,
1989). La reproduccidn cruzada favorece el aumento de la heterocigosidad de
la poblacion, incrementandose el componente de diversidad genética contenido

dentro de las poblaciones. Ademas, el flujo genético entre individuos de
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diferentes poblaciones, provoca la homogeneizacién de .Ias mismas,
disminuyendo la diversidad genética mantenida entre las poblaciones.

Ademas, la especie canaria mostré una mayor proporcién de diversidad
genética intrapoblacional que P. dactylifera y el conjunto de poblaciones
definidas como mixtas. Estos resultados se pueden deber a que, en las
poblaciones en las que se han introducido individuos de palmera datilera o
hibridos (poblaciones mixtas) la variabilidad genética aumenta. La diversidad
.genética debida a la diferenciacion entre poblaciones en P. canariensis y P.
dactylifera es mucho mayor que la descrita por Bennaceur et al. (1991) para
cultivos de palmera datilera en Algeria. En donde el 893.3% de la variabilidad
genética esta contenida dentro de los cultivos, y solamente el 6.7% de la
diversidad genética total se debe a diferenciacién genética entre los cultivos de

palmera datilera.

5.5 DIFERENCIACION GENETICA ENTRE ESPECIES

La estrecha relacion filogenética existente entre Phoenix canariensis y P.
dactylifera una vez mas se manifiesta en la matriz de distancias genéticas
(Tabla 12). La identidad genética media entre ambas especies es de 0.874, lo
cual es considerablemente elevado entre congéneres y constituye un nuevo
argumento que corrobora la reciente divergencia de ambos taxones (Gottlieb
1979, 1981; Crawford, 1983; Edwards & Wpyatt, 1994), y estaria en
concordancia con lo observado en el estudio de loci diagnéstico y sobre la base
de las frecuencias alélicas observadas (Tabla 6 y 15). Sin embargo, y a pesar
de ésta estrecha relacion se observa paralelamente una clara diferenciacion
entre las dos especies. Asi, las poblaciones de Phoenix canariensis y P.
dactylifera constituyen dos grupos separados en el dendrograma UPGMA y en
el anadlisis de componentes principales (Figura 18 vy Figura 21),
independientemente del lugar de procedencia de las poblaciones analizadas.
Estos resultados corroboran la separacion y.diferenciacién genética detectada
entre Phoenix canariensis y P. dactylifera mediante el coeficiente de
- diferenciacién genética (Fst) cuyo valor medio entre ambas especies fue de
0.445 (Figura 22).
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Sin embargo, llama la atencion la fuerte asociacién existente entre las
poblaciones de palmera canaria y aquellas poblaciones clasificadas como
mixtas. De hecho, ambos tipos de poblaciones son indistinguibles y aparecen
entremezcladas permanentemente en las diferentes formas de agrupacion
empleadas (UPGMA y PCA; Figura 18 y Figura 21). Inicialmente y de una
forma ideal, esperariamos que las poblaciones mixtas aparecieran reunidas en
un grupo con una posicién intermedia entre las poblaciones canarias y las
datileras. Sin embargo, y como hemos discutido estas poblaciones mixtas
estan mucho mas relacionadas con las poblaciones canarias que con las
datileras (Figura 18 y Figura 21). De hecho, el coeficiente de diferenciacion
genética entre las poblaciones canarias y las poblaciones mixtas es de 0.097
mientras que entre estas Ultimas y las poblaciones datileras fue de 0.307
(Figura 22). Resultados similares se obtuvieron con la identidad genética de
Nei (Tabla 12).

Estos resultados pueden deberse a diversas razones. Por un lado, se han
clasificado mediante caracteres morfolégicos un porcentaje variable (entre 15y
72.2%) de individuos canarios en las poblaciones mixtas, y en general éste
porcentaje es mayor que el de individuos caracterizados como P. dactylifera.

Por otro lado, las poblaciones mixtas presentan individuos con morfologias
canaria y datilera, asi como individuos sin determinar o con morfologia
intermedia (Figura 5). Sin embargo, y en la mayoria de las poblaciones (con
excepcion de Maspalomas) el porcentaje de individuos considerados canarios
es superior al porcentaje de individuos clasificadas como datileras (Figura 5).
Ello podria explicar, al menos en parte, la fuerte identidad genética existente
entre las poblaciones mixtas y canarias. Sin embargo, no constituye la Unica
razon que explica esta asociacion, porque parte de las poblaciones mixtas, con
un numero de individuos caracterizados como datileros (ej. Fataga) se
encuentran intimamente relacionadas con poblaciones canarias puras (Acusa y
Sorrueda, Figura 18). Ademas, la poblacién de Maguez que inicialmente no
parece presentar individuos datileros, se encuentra en el mismo grupo que la
poblacién de Maspalomas, la cual dispone de mas de un 50% de individuos
con morfologia datilera. En estas circunstancias, es légico pensar que al menos
un porcentaje importante de los individuos indeterminados (o morfolégicamente

intermedios) son individuos canarios, o individuos hibridos con un fuerte
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componente genético de la especie canaria, y por ello se agrupan juntos en el
dendrograma. La fuerte relacion filogenética existente entre ambas especies y
la posibilidad de cruzamiento entre las mismas puede haber generado una
progenie hibrida que como consecuencia de muitiples cruzamientos vy
generaciones han dado lugar a los individuos mixtos (intermedios) con
caracteristicas morfolégicas mas proximas a la especie canaria que a la
datilera. Es logico, pensar, y asi consta en diferentes citas histéricas, que en
las diferentes islas del archipiélago la palmera canaria y los palmerales eran
considerablemente abundantes y se encontraban ampliamente distribuidos. La
importacion de wun numero indeterminado de palmeras datileras vy
(probablemente menor a la existente de manera natural) y su posterior
cruzamiento con las palmeras canarias originales dieron lugar a los individuos
intermedios.  Resultados similares se han descrito en otras especies
(Reiseberg et al., 1989). Sin embargo, tampoco podemos descartar que los
individuos intermedios pertenezcan a la especie Phoenix canariensis, la cual
dispone de una amplia variacibn morfolégica y una extensa plasticidad

fenotipica que no se ve reflejada en la variacion isoenzimatica.

La disyuncién entre la variabilidad de los rlnarcadores isoenzimaticos y la
variabilidad de los caracteres morfolégicos constituye un resultado muy comun
en especies vegetales localizadas en islas oceanicas que han sido sometidas a
procesos de vicarianza y evolucion radiativa (Franciso-Ortega, 1992). Asi, se
ha comprobado que las fuertes diferencias morfolbégicas existentes en
diferentes especies y subespecies surgidas medi-ante procesos adaptativos no
tienen el mismo reflejo en la variacion de los marcadores moleculares, los

cuales en muchas ocasiones disponen de una escasa diferenciacion.

La presencia de individuos morfologicamente y/o anatoémicamente
intermedios entre las dos especies, que carecen de un fenotipo isoenzimatico
hibrido es notable. Este hecho puede tener varias explicaciones posibles: i) la
apariencia morfolégica y anatémica intermedia es el resultado de los factores
ambientales, de forma que estos individuos son en realidad ecotipos de la
palmera canaria, o ii) estas plantas pueden ser la progenie hibrida de la

generacion F, o posteriores, que han perdido los alelos procedentes de P.
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dactylifera con retrocruzamiento con P. canariensis pura, como se ha descrito
en otras especies (Rieseberg et al, 1989). Por lo tanto, las diferencias y
caracteristicas morfolégicas utilizadas en la asignacion de un individuo (o grupo
de individuo) a una u otra especie no se ven reflejados en la diferenciacion
isoenzimatica detectada en cada especie. Asi, la separacion de los individuos
de las poblaciones de Fataga y Rio Palma sobre la base de sus caracteristicas
morfologicas, en subpoblacion canaria y subpoblacién datilera no provoco Ia
separacién de dichas subpoblaciones en el dendrograma UPGMA,

manteniéndose muy proéximas genéticamente una a la otra (Figura 19).

El hecho de que mediante la electroforesis isoenzimas no se detectaran
marcadores moleculares, que nos permitieran diferenciar entre individuos de
las dos especies, y si los detectaramos con los RAPD esta de acuerdo con el
hecho de que los marcadores isoenzimaticos usualmente, presentan una tasa
de mutacion menor que los marcadores basados en ADN (Yan et al., 1999).
Ademas , esto apoya la hipotesis de que Phoenix canariensis y P. dactylifera
son dos especies, que en tiempo evolutivo, divergieron recientemente. Esto se
ve apoyado por el hecho de que de 53 cebadores ensayados solamente dos de
ellos proporcionaron productos de amplificacidn susceptibles de ser utilizados
como marcadores moleculares entre las dos especies.

Los fragmentos exclusivos para la palmera canaria y la palmera datilera
obtenidos en la amplificacion del ADN de muestras de dichas especies
utilizando los primer OPM-8 y OPK-14 como cebadores de la Taq polimerasa,
pueden discriminar de forma obj'etiva y sin necesidad de que el individuo
alcance el estado adulto, y adquiera los caracteres morfolégicos de una u otra
especies, para diferenciarlos. Y por lo tanto pueden ser utilizados como
pruebas de tipificar genética.

La existencia de individuos que presentan los marcadores moleculares de
las dos especies, supone una prueba de la existencia de individuos hibridos
entre las dos especies de Phoenix presentes en el archipiélago. Para aclarar
esta duda, la Unica posibilidad es secuenciar los fragmentos de amplificacion
que hemos utilizado como marcadores moleculares y comprobar que estos son
los mismos en aquellos individuos que hemos denominados como hibridos por

presentar ambos marcadores moleculares.
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El hecho de que solamente un 13.6% de los individuos definidos
morfolégicamente como datileros en la poblaciéon de Maspalomas, presentasen
el marcador de P. dactylifera, mientras que un 682% mostraban los
marcadores moleculares de ambas especies y el 18.2% restante se revelara
como P. canariensis en el analisis molecular (Figura 21), explicaria por que el
grupo de individuos caracterizados morfolégicamente como datileros en esta
poblacién no se agruparan con el resto de poblaciones de palmera datilera en
el arbol de distancia genética (Figura 19). Sin embargo, al realizar el mismo
arbol de distancia genética en el que los individuos de las poblaciones
analizadas mediante RAPD se han caracterizado mediante marcadores
moleculares, los individuos de Maspalomas caracterizados como P. dactylifera,
aparecen juntos con el resto de poblaciones de palmera datilera, mientras que
los individuos de la misma poblacion caracterizados como P. canariensis e
hibridos se encuentran agrupados con las poblaciones de palmera canaria.
Esto sugiere que mediante marcadores moleculares si hemos sido capaces de
separar los individuos de una y otra especie, lo cual no conseguiamos con
caracteres morfoldgicos. Debido a que en la caracterizacion en base a
caracteres morfoldégicos de esta poblacién se estaban considerando como
palmera datilera individuos hibridos (68.2%) é incluso individuos de Phoenix
canariensis (18.2%), como revelan los fragmentos de amplificacién de estos
individuos (Tabla 21).

Interesantemente, son las poblaciones mixtas (Maspalomas y Tafira), en
las que se identificaron individuos de una y otra especie, aquellas que
presentan una mayor diferencia en cuanto a la asignacién de individuos a una u
otra especie en base a las caracteristicas morfolégicas y a los marcadores
moleculares detectados mediante RAPD. Lo que apoya la idea de la hibridacion
entre las dos especies de Phoenix en estas poblaciones. Ademas lo hibridos de
la primera generacién se caracterizan por presentar un amplio abanico de
fenotipos de los parentales, por lo que es logico que la asignacion de individuos
a una u otra especie basada en estos caracteres morfolégicos puede llevar a

error.

Ademas el hecho de que los individuos caracterizados como P. canariensis

e hibridos se encuentren juntos, confirma una de las hipotesis que nos
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habiamos planteado en el cluster, que los individuos hibridos son mas similares
a la palmera canaria que a la palmera datilera, por fuerza de la herencia
materna o por que son la progenie F o superiores. Aunque el hecho de que en
la poblacion de Mirca si se separen completamente los individuos definidos
como P. canariensis de aquellos definidos como hibridos es un indicativo de
que, en esta poblacion no hay una F; sino una F; y los individuos hibridos

presentan una posicién intermedia.

4.3 ESTRUCTURACION GENETICA INTRAPOBLACIONAL

El estudio de la desviaciones de las frecuencias alélicas del equilibrio de
Hardy-Weinberg mediante un test de probabilidad (Tabla 16), revel6 valores de
Fis significativamente diferentes de cero para todas las poblaciones analizadas,
indicando la ausencia equilibrio Hardy-Weinberg, es decir, ninguna de las
poblaciones se comportaba como una unidad panmitica.

Por un lado, ciertas poblaciones (Acusa, La Sorrueda, Maguez, Haria, Rio
Palma, Tafira, Fataga, Maspalomas y Gran Tarajal) todas localizadas en las
islas orientales, exhibian un defecto de heterocigéticos (Fis > 0). Por otro lado,
se detectaron poblaciones (B. Angostura, Rambla de Castro, Acantilado de La
Culata, Tamargada, Las Hayas, Vegaipala, Zumacal, Mirca y Elche) que
mostraban valores de Fis significativamente menores de cero, indicando un
exceso de heterocigéticos (Tabla 16). La desviacién de una poblacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg se debe principalmente a cuatro factores:
seleccion, mutacion, tipo de reproduccion y flujo genético-migracion. Es dificil
asociar e identificar las consecuencias y manera de actuar de la seleccion
natural con respecto a la variacion de los marcadores moleculares,
considerando ademas su naturaleza neutral mayoritaria (Hillis ef al., 1996: Hart
& Clark, 1997). La mutacion por si sola no modifica sustancialmente las
frecuencias alélicas debido, por un lado a su baja tasa (10, por término medio)
y al gran nimero de generaciones necesarias para que se modifiquen. Por
ello, y aunque no podemos descartar la influencia ejercida por los factores
anteriores, consideramos que el sistema de reproduccion y la tasa de flujo
genético son los principales causantes de la desviacién del equilibrio de Hardy-

Weinberg detectado. Asi, el cruzamiento entre individuos genéticamente
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emparentados da lugar a un aumento en la tasa de homocigdsis cuya
consecuencia final es la deteccion de un defecto de individuos heterocigoticos,
con respecto a los esperados en Hardy-Weinberg (Ayala, 1982; Sampson et al.,
1988: Ellstrand & Elam, 1993; Hart & Clark, 1997). No obstante, es improbable
que en las poblaciones analizadas una elevada tasa de endogamia esté dando
lugar al desequilibrio de Hardy-Weinberg, ya que se ha constatado la
fecundacién cruzada como mecanismo de actuacién mayoritario en Phoenix
(Morici, 1998; Barrow, 1998). Ademas, un numero considerable de loci
presentan valores de Fs negativos, y bajo la accién de un proceso de
endogamia esperariamos un mayor nimero de loci homocigéticos (Eguiarte et
al., 1992; Yan ef al., 1999).

Otfra causa que puede generar un defecto de heterocigoticos es la
existencia de un flujo genético restringido dentro de la poblacion. Este flujo
genético limitado generaria estructuras intrapoblacionales, de individuos
genéticamente similares, de forma que el conjunto de la poblacion puede, en
realidad, comprender varias unidades panmiticas independientes dentro de la
misma. El analisis conjunto de estas unidades provoca un defecto de
heterocigoticos ya que estamos considerando como una Unica poblacién lo
gue en realidad se corresponde con dos o rﬁés unidades panmiticas. Este
fenomeno se denomina efecto Wahlund (Wahlund, 1928; Hart & Clark, 1997).

Precisamente, el andlisis de autocorrelacidon espacial realizado en las

poblaciones naturales (Figuras 25, 26, 27 y 28) confirmé la existencia de

estructuras genéticas intrapoblacionales, donde los individuos mas proximos
geograficamente se encuentran’ también genéticamente emparentados
formando estructuras familiares. La existencia de autocorrelacion positiva en
las primeras clases de distancia sugiere una reducida mezcla de progenie en
areas que varian de 100 a 200 metros segln las poblaciones. Asi, los
individuos situados dentro de este radio de distancia son genéticamente mas
similares entre si que aquellos que se sitian fuera de esta distancia. Mientras
que la autocorrelacién negativa encontrada en las clases de distancias
mayores indica la incorporacion de individuos genéticamente mas
embarentados y por lo tanto, la entrada en otra subunidad genética de la
poblacidén. La existencia de estructuras genéticas intrapoblacionales es un

fendbmeno muy comun en las poblaciones vegetales y se ha descrito en otras

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



Discusion 243

especies que, al igual que la palmera canaria presentan dispersion del polen a
través del viento (Morici, 1998) y diseminacién de las semillas mediante aves
(Serrada et al., 1988), siendo este ultimo uno de los factores mas importantes
en la generacion de estas estructuras genéticas intrapoblacionales (Linhart et
al., 1981; Sokal & Watenberg, 1983; Berg & Hamrick, 1995; Takahashi et al.,
2000).

También la disminucion del tamano poblacional acompafado de un
aumento del aislamiento geografico de las poblaciones, puede disminuir el flujo
genético, generar un incremento de homocigéticos por endogamia y por tanto

un defecto de heterocigbticos (Brown, 1989; Elistrand & Elam, 1993).

No obstante, la existencia de estructuracion genética intrapoblacional
puede deberse también a la accion antrépica sobre los palmerales. Asi, se ha
encontrado en otras especies, que las poblaciones degradadas por el hombre
presentan un mayor grado de estructuracion genética que aquellas poblaciones
naturales, debido a que una disminucién de los pies reproductivos produce una
reduccion del grado de solapamiento entre las progenies de las diferentes
madres, y por lo tanto, reduce la mezcla de diferentes progenies,
incremententando la estructura genética (Knowles et al, 1992; Young &
Merriam, 1994; Takahashi et al., 2000). En nuestro contexto podemos suponer
que la estructuracion genética existente en las poblaciones de palmera canaria
se deba en parte a la acciéon que ha ejercido el hombre sobre la misma, a lo
largo de los cientos de afios en los que los palmerales han sido explotados y

reducidos. Basta recordar la cita de Escudero en 1639 (Morales, 1984),

“..toda la isla era un jardin, toda poblada de palmas, porque de un
lugar que llaman Tamaraceite, quitamos mas de sesenta mil palmitos y

de otras infinitas y de todo Telde y Arucas “

para pensar en el grado de sobreexplotacién a la cual estuvieron sometidas las

poblaciones naturales de P. canariensis.

Las importantes diferencias detectadas, en cuanto a las dimensiones de las

estructuras genéticas intrapoblaciones, mediante el analisis de autocorrelacion
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espacial y el analisis jerarquico realizado con el coeficiente de endogamia, Fs
(Tabla 17), pueden ser debidas a un artefacto causado por el pequefio tamafio
muestral resultante al subdividir las poblaciones en parcelas de 20, 30, 40, 60,
80y 100 m. La baja densidad existente en las poblaciones analizadas provoca
que s6lo unos pocos individuos (de 3 a 6) se incluyeran en las areas de menor
diametro (20 - 40m), reflejandose en la gran variacion que presehta F\s entre
loci (Linhart et al., 1981). Por ello, la unificacién en areas homogéneas como
método para detectar las unidades panmiticas no parece ser aplicable en las

poblaciones naturales de palmera canaria.

Mas dificil de explicar es la existencia de un exceso de individuos
heterocigéticos. La selecciéon natural puede generar este defecto en la
poblacién, si actia favoreciendo los individuos heterocigéticos (Linhart et al.,
1981; Waser, 1987, Eguiarte et al., 1992). Sin embargo, que las poblaciones de
las islas occidentales sean las que presentan éste fendmeno es un hecho que
deberd estudiarse con mayor profundidad con el fin de poder alcanzar

conclusiones coherentes.

5.6 CONSERVACION

Aungue la palmera canaria no se encuentra catalogada como una especie
en peligro de extincion no esta exenta de amenazas. Posiblemente, el principal
problema que presenta esta especie para su conservacién es por un lado la
facilidad de hibridacién con P. dactylifera, y por otro lado la gran dificultad de su
identificacion mediante caracteres morfolégicos, especialmente en estados
juveniles. Estas circunstancias han dado lugar a la plantacién de un nimero
importante de palmeras jovenes, consideradas canarias, y que posteriormente
han demostrado su caracter hibrido o datilero. Todo ello se ve agravado por la
introduccién de especies exoéticas en las islas, favoreciendo la hibridacion y

pérdida de identidad genética de la palmera canaria.

Por otro lado, la gran reduccion, en el nimero de poblaciones de la

palmera canaria debido a la gran tala efectuada por el hombre desde la
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conquista normando-castellana, hace que su distribucion originaria exacta sea
dificil de establecer (Gonzalez-Henriquez et al., 1983).

Todas estas consideraciones hacen que una de las principales actuaciones
que se debe acometer en la defensa del simbolo vegetal de la Comunidad
Auténoma de Canarias, es la identificacion fidedigna y sin ambigledades de la
misma mediante las técnicas moleculares. De esta forma podemos disponer de
la huella molecular de nuestra especie y asegurar que las nuevas reposiciones

de individuos sean auténtica palmera canaria.

Asi mismo, es aconsejable evitar el trasiego de palmeras entre
poblaciones. Ya que los caracteres morfolégicos nos han demostrado en
muchos casos no ser fiables para la correcta caracterizacion de individuos a
una u otra especie del género Phoenix presentes en Canarias. A lo cual,
ademas hay que sumarle la posibilidad de que los individuos transplantados
sean hibridos entre la palmera canaria y la palmera datilera, lo que dificulta aun
mas su identificacidn mediante caracterizacion morfoldgica. Incluso el
movimiénto indiscriminado de individuos o semillas de palmera canaria un
palmeral a otro conlleva el riesgo de depresidn por “outbreeding”. Esto supone
la perdida de la adaptacién local y la rotura de complejos génicos coadaptados,

lo cual conlleva una reduccién del éxito bioldgico.

La hibridacién entre una especie endémica y una especie ampliamente
distribuida tiene dos consecuencias primordiales para la conservacion bioldgica
(Ellstrand & Elam, 1993):

1. Si los hibridos y su progenie son vigorosos y fértiles, entonces la
especie con la distribucién restringida esta en peligro de ser
genéticamente asimilada.

2. Sila progenie hibrida es estéril o presenta un vigor reducido, entonces
la especie endémica puede sufrir depresidn por outbreeding.

La dnica solucién para evitar esto es la erradicacién o el transplante de la

fuente de flujo genético, es decir, de los ejemplares de palmera datilera o por lo
menos de los ejemplares masculinos sobre todos aquellos que se encuentren

cercanos a poblaciones naturales de Phoenix canariensis.
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El proposito de la conservacion genética es preservar la maxima diversidad
genética posible para permitir la evolucion continua del taxon. Si todas las
poblaciones no pueden ser conservadas, la proteccion de poblaciones de un
tamafio que puedan mantener niveles apropiados de variabilidad genética y ser
capaces de adaptarse a los cambios evolutivos en términos de supervivencia,

es prioritario para la conservacion de la especie (Sampson ef al., 1988).

Debido a la mayor parte de la diversidad genética observada en Phoenix
canariensis se encuentre contenida dentro de las poblaciones, la reduccion del
tamario de los palmerales conlleva una elevada perdida genética y el riesgo de
deriva genética.

Mediante el valor de Ggsr y a través de la féormula general ilustrada por
Hamrick et al (1991) se puede estimar el nimero de poblaciones muestreadas
necesarias para capturar el 95% de la diversidad total de la especie, a la hora
de realizar medidas de conservacion asi como bancos de semillas o
germoplasma. Asi mediante la férmula: % Diversidad de la especie = 1- (Gs1) ",
donde n representa al nimero de poblaciones de la especie, observamos que
solamente se necesitarian dos poblaciones para capturar el 94.2 % de la
diversidad genética de Phoenix canariensis. El muestro de una tercera
aumentaria la variabilidad genética capturada de la especie al 98.6%. Pero este
método de estimar el nimero de poblaciones muestreadas requeridas para
capturar un determinado porcentaje de variabilidad de la especie presenta
varios inconvenientes. El primero de ellos es que no es adecuado en especies
donde las poblaciones presentan gran variabilidad en cuanto a la diversidad
~ genética, como vemos que ocurre en las poblaciones de la palmera canaria, en
ese caso determinar que poblaciones mantienen la mayor diversidad es critico.
Siendo las poblaciones de Phoenix canariensis con mayor diversidad genetica:
Acusa (Gran Canaria), La Sorrueda (Gran Canaria) y Rambla de Castro
(Tenerife). Pero, otro problema se presenta en este método cuando los valores
de Gsr varian considerablemente entre loci, en tal caso se podria dar
erroneamente una infravaloracién del numero de poblaciones necesarias para
alcanzar un nivel fijo de diversidad genética de la especie. Lo que implica que,

determinar el numero de poblaciones necesarias para mantener una
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determinada diversidad genética de la especie en P. canariensis, por este

metodo puede conllevar a errores.

La conservacion “in situ” debe ser la principal via para mantener la
diversidad genética de la palmera canaria. Ya que los caracteres morfolégicos
no nos ofrecen garantias de la pureza de las poblaciones, realizar
reforestaciones a partir de material procedente de otras poblaciones resulta
muy arriesgado. Ademas, aunque la fuente de origen de los individuos
reforestados sea realmente P. canariensis, se corre el peligro de sufrir
depresion por outbreeding. Esto supone la perdida de la adaptacién local y Ia
rotura de complejos génicos coadaptados, lo cual conlleva una reducciéon del
éxito biologico.

Por otro lado, a la hora de realizar una recoleccién de semillas, para la
creacion de un banco de semillas, debemos tener en cuenta las dimensiones
del area homogénea que hemos definido mediante el andlisis de
autocorrelacion espacial. Para recoger en el muestreo la mayor cantidad de

diversidad posible.
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CONCLUSIONES

1. La especie Phoenix canariensis presenta unos elevados niveles de
diversidad genética medidos mediante electroforesis isoenzimatica, a
pesar de ser una especie endémica con una distribucion geografica
restringida y corrobora el hecho de que las especies vegetales
endémicas de Canarias albergan niveles de diversidad genética

superiores a los existentes en otras islas oceanicas.

2. El grado de diferenciacion genética existente entre las poblaciones de
Phoenix canariensis del archipiélago Canario es considerable, existiendo
una escasa correlacion entre la distancia geografica y el nivel de
diferenciacion genética de las mismas, lo cual indica un importante flujo
genético interinsular, probablemente consecuencia de un trasiego de

individuos por el hombre.

3. Las poblaciones de Phoenix canariensis del archipiélago Canario no se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg debido a la existencia de una

importante estructuracién genética intrapoblacional.

4. Los elevados niveles de identidad genética detectados entre Phoenix
canariensis y P. dactylifera confiman que ambas especies se
encuentran filogenéticamente muy relacionadas y posiblemente la

primera se origind a partir de la segunda o de un ancestro comun de

ambas.

5. La mayor proporcion de la diversidad genética en Phoenix canariensis

(aprox. 76%) esta contenido dentro de las poblaciones.

6. Las presencia de individuos hibridos entre Phoenix canariensis y P.
dactylifera parece confirmarse mediante el uso de marcadores

moleculares.
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7. La variacion molecular detectada mediante la técnica de RAPD
diferencia claramente las especies de Phoenix canariensis y P.

dactylifera e identifica los individuos hibridos.

8. Los cebadores moleculares OPM-8 y OPK-14 generan fragmentos
especificos para cada una de las especies de Phoenix estudiadas y
parecen confirmar la existencia de individuos hibridos entre ambas

especies de Phoenix.
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ANEXO 255

Tabla 1. Genotipos de los individuos de las diferentes poblaciones analizadas para los distintos sistemas enzimaticos estudiados.
ACO: Aconitasa, ADH: Alcohol deshidrogenasa, ME: Enzima malica, PGl: Fosfoglucoisomerasa, PGM: Fosfoglucomutasa, 6PGDH:
6-Fosfoglucénico deshidrogenasa, G6PDH: Glucosa-6-fosfato deshldrogenasa IDH: lIsocitrico deshidrogenasa, MDH:Malico
deshidrogenasa, SKDH: Shikimato deshidrogenasa.

Poblacion / LOCUS
individuo

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
Acusa
AC1 C/IC C/IC AA DD BB BB AA AA 0/0 A/JE A/A B/IC B/IC B/B DD A/A AB A/A
AC2 C/IC CIC AA BB AB BB AA AA 0/0 A/JE A/A B/IC BI/IC AB DID A/IA AB A/A
AC3 CIC CIC AA C/IC BB BB AA AA 0/0 A/IE AIA B/IC B/IC BI/B DID A/IA AB A/A
AC4 C/IC CIC AA C/IC BB BB AA AA 0/0 AIE A/AL C/IC C/IC B/B D/ID A/A AB AA
AC5 C/IC CIC AIA CIC BB BB AA AA 0/0 AJE AIA C/IC C/IC B/B D/D A/A AB A/A
AC6 C/IC CIC AIA BB AA BB AA “AA 0/0 AIE AIA C/IC CIC AB DD A/A AB AA
AC7 C/IC CIC AIA BB AB BB AA AA 0/0 AE A/A BB B/IC B/B D/D A/A AB AB
AC8 C/IC CIC AIA BB AA BB AA AA 0/0 AJE AIA C/IC C/IC AB D/D A/IA AB AA
AC9 C/IC CIC AIA BB AA BB AA AA 0/0 A/IE A/A C/IC C/C BB DID A/IA AB A/A
AC10 C/IC BB AA 72/7 BB BB AA AA 0/0 A/IE AIA C/C CI/IC A/B D/D A/IA AB AA
AC11 C/IC C/IC AA BB BB BB AA AA 0/0 A/IE A/AL C/C CI/IC BI/B DID A/A AB AA
AC12 C/IC C/IC AIA BB AB BB AA AA 0/0 AE AIA C/IC CIC AB DID A/A AB AA
AC13 C/IC CIC AA BB AB BB AA AA 0/0 B/E AIA C/C C/C B/B D/D AIA AB AB
AC14 C/IC CIC AIA CIC AB BID AA AA 0/0 B/[E AAA C/IC C/C BI/B C/ID AIA AB AA
AC15 C/IC CIC AA BB AB BB AA AA 0/0 AIE A’/ A C/C CIC BI/B DD A/A AB AA
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Poblacion / LOCUS
individuo

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
AC16 C/IC C/IC AIA C/IC BB BB AA AA 0/0 AIE AIA C/IC C/IC B/B DID A/A AB B/B
AC17 C/IC C/IC A/A C/IC BB BB AA AA 0/0 AIE AIA CIC CIC B/B DID A/IA AB AA
AC18 C/IC CIC A/A BB AA BB AA AA 00 AE AA CIC C/IC AB DID A/A AB AA
AC19 C/IC CIC A/A BB BB BB AA AA 00 AIE AAA  C/IC C/IC B/B DD AIA AB AA
AC20 C/IC C/IC AA BB BB BB AA AA 00 AE AIA C/IC C/IC BB DD A/A AB AA
AC21 C/IC BB AA C/IC BB BB AA AA 0/0 AIE AJA C/IC CIC B/B DID AIA AB AA
AC22 C/IC C/IC AA C/IC BB BB AA AA 00 AE AA C/IC C/IC AB DID A/IA AB AA
AC23 C/IC CIC AA BB BB BB AA AA 00 AIE A/A CIC C/IC B/B DD A/A AB AA
AC24 C/IC C/IC A/A B/B A/A BB A/A A/A 0/0 AIE A/A C/IC CIC A/B D/ID A/A A/B A/A
AC25 C/IC C/IC AIA BB AB BB AA AA 0/0 AIB A/IA C/IC CI/IC B/B D/ID A/A AB AA
La Sorrueda
LS1 C/IC C/IC A/A BB BB BB AA - AA 0/0 E/IE A/A BIC B/IC AB DID AIA AB AA
LS2 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 CIE AIA CIC CIC ANA DD AA AB AA
LS3 C/IC CIC A/IA CID BB BB AA AA 0/0 BIE A/A B/B B/IC B/B DD AIA AB AA
LS4 C/IC CIC AIA BB AA BB AA AA 0/0 C/IE A/IA B/B B/IC B/B BD A/A AB AA
LS5 C/IC CIC A/A BB AA BB AA AA 00 C/IE AJ/A BIC BIC AA DID AIA AB AB
LS6 Cc/IC C/IC AIA C/ID BB BB AA AA 00 C/E AJ/A BIC BIC AB DID A/IA AB AA
LS7 c/IC C/IC AIA C/ID BB BB AA AA 0/0 C/IE AIAL C/IC C/IC A/B DID A/A AB AA
LS8 C/IC BB A/A C/IC BB BB AA AA 0/0 B/[E AIA CIC C/IC B/B D/ID A/A AB AA
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Poblacion /

individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

LSS ¢/IC C/IC AA CID BB BB AA AA 00 BIE AA C/IC CIC AB DD AA AB AA
LS10 C/IC CIC AA CIC BB BB AA AA 00 BIE AA B/IC BIC AB DD AA AB AA
LS11 C/C CIC AA BB BB BB AA AA 00 BE AA BB B/C BB DD AA AB AA
LS12 C/C CIC AA CD BB BB AA AA 00 BE AA C/IC CIC AA BD AA AB AA
LS13 c/C C/IC AA CID BB BB AA AA 00 EE AA C/IC C/IC BB DD AA AB AA
LS14 C/C BB AA CD BB BB AA AA 00 EE AA CIC CIC BB DD AA AB AA
LS15 C/IC BB AA CD BB BB AA AA 00 EE AA CIC CIC AB DD AA AB AA
LS16 C/C BB AA BB BB BB AA AA 00 BE AA BB BIC BB DD AA AB AA
LS17 C/IC CIC AA C/D BB BB AA AA 00 CE AA CIC CIC AB DD AA AB AB
LS18 C/IC C/IC AA BB BB BB AA AA 00 BE AA CI/IC C/IC BB B/ID AA AB AA
LS19 C/C BB AA CID BB BB AA AA 00 BE AA BB BIC BB BD AA AB AA
LS20 C/C BB AA BB BB BB AA AA 00 CE AA CIC C/IC BB BID AA AB AB
LS21 C/C BB AA BB BB BB AA AA 00 CE AA C/IC CIC AB DD AA AB AA
LS22 C/C BB AA BD BB BB AA AA 00 CE AA BB B/IC BB DD AA AB AA
LS23 C/C BB AA BB BB BB AA AA 00 CE AA C/IC C/IC BB DD AA AB AA
LS24 C/C BB AAA DD BB BB AA AA 00 EE AA BB BB AB DD AA AB AA
LS25 C/iC BB AA 2?17 2?27 BB AA AA 00 EE AA BIC B/IC BB DD AA AB AA
LS26 c/C CIC AA BB BB BB AA AA 00 CE AA BIC BIC BB DD AA AB AB
LS27 C/C BB AA BB ANA BB AA ANA 00 CE AA BB BB BB DD AA AB AA
LS28 C/C BB AA BB BB BB AA AA 00 DE AA BB BIC AA DD AA AB AA
LS29 ciC BB AA 27 ?? BB AA AA 00 BE AA BB BIC AA DD AA AB AB
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Poblacion /

. e LLOCUS
individuo

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
LS30 c/iIC ?21?7 A/A BB AB BB AA AA 0/0 C/E A/IA BB B/IC A/B D/ID A/A AB AA
LS31 C/IC CIC AIA BB BB BB AA AA 0/0 E/IE AAA C/IC CI/IC B/B DID A/A AB A/A
LS32 C/IC C/IC A/A BB BB BB AA AA 0/0 B/E A/A C/C C/IC B/B D/D A/A AB AA
LS33 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 D/IE A/A C/C C/IC B/B D/D A/A AB A/A
LS34 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 E/E A/A C/C C/IC B/B D/ID A/IA AB AA
LS35 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 E/E AJ/AA B/B B/C A/B D/ID A/A AB A/A
LS36 C/IC C/IC AIA C/IC BB BB AA AA 0/0 B/E A/A C/IC C/IC B/B DD A/A AB A/B
LS37 C/IC CIC AIA BB BB BB AA AA 0/0 D/IE A/A BB B/IC B/B D/D AIA AB AA
LS38 C/IC BB A/A C/D BB BB AA AA 0/0 D/IE AIA C/IC CI/IC B/B D/ID A/A AB AA
LS39 C/IC BB AA CID BB BB AA AA 00 AIE AJ/A  C/IC CIC B/B DD AIA AB AA
L.S40 C/IC BB A/A C/ID BB BB AA AA 0/0 B/[E A/IA C/IC C/IC B/B D/D A/A AB AA
LS41 C/IC C/IC A/A BB BB BB AA AA 0/0 B/E A/A B/IC B/IC A/B D/ID A/A AB AA
LS42 C/IC BB A/A BB AA BB AA -AA 0/0 B/E A/A. B/IC B/IC A/B D/ID A/IA AB AA
LS43 C/IC CIC AA 21? 27 BB AA AA 0/0 B/IE AIA C/IC CIC A/B DD AIA AB AA
LS44 C/IC BB AA BB BB BB AA AA 0/0 B/[E A/A C/IC C/IC B/B DID AIA AB A/B
LS45 C/IC BB AA BB BB BB AA AA 0/0 C/IE A/A L C/IC C/IC A/B D/ID A/A AB AA
Rambla de Castro
TE1 C/IC CIC AIA C/ID 7?7 BB AA AA 0/0 B/E A’/AL C/IC C/IC B/B B/D B/B AB A/B
TE2 C/IC C/IC AIA C/ID AB AD AA AA 0/0 B/E A/IA- C/IC C/IC B/B DD AB AB A/B

TE3 ciccic AA CD 2?2 AD AA AA 00 BE AA C/IC CIC BB DD AB AB AB
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Poblacién / LOCUS
individuo

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGIl-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
TE4 C/IC C/IC A/A D/D B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA C/IC C/IC B/B B/D A/B A/B A/B
TES c/IC C/IC A/A C/D B/B B/D A/A A/A 0/0 B/E A/IA C/IC C/IC B/B D/D A/A A/B B/C
TE6 C/IC C/IC AIA C/D B/B B/D A/A A/A 0/0 B/[E A/IA C/IC C/IC BI/B D/D A/A A/B A/B
TE7 C/IC CIC A/A W77 A/B A/A A/A 0/0 C/IE AIA C/IC CIC B/B DD A/A A/B A/B
TES8 C/IC CIC A/A B/B B/B B/B A/A A/A 0/0 B/IE AIA C/IC C/IC BI/B D/D A/B A/B A/B
TES C/IC C/IC A/A B/B A/A B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA C/IC CI/IC B/B B/D A/A A/B A/B
TE10 C/IC C/IC AA DD B/B AB A/A A/A 0/0 B/IE AIA C/IC C/IC B/B C/IC A/A AB B/C
TE11 C/IC BB A/A D/D B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA C/IC CI/IC BI/B B/C A/B A/B A/B
TE12 C/IC BB A/A A7 27 B/B A/A A/A 0/0 D/E AIA C/IC C/IC B/B B/D A/A A/B A/B
TE13 C/IC CIC A/A 227 7?7  BID A/A A/A 0/0 C/E A/IA C/IC C/IC B/B D/D A/B A/B B/B
TE14 C/IC C/IC AA A 27 A/B A/A A/A 0/0 ?2/7 AIA C/IC CIC B/B D/D A/A A/B B/B
TE15 C/IC C/IC A/A BB B/B B/D A/A A/A 0/0 D/E AIA CIC CIC BIB D/ID A/B A/B B/B
TE16 C/IC C/IC A/A 27?7 ?0? B/B AIA " A/A 0/6 D/E AIA. C/IC CIC B/B B/B A/A A/B B/B
TE17 C/IC BB A/A C/C B/B B/B A/A A/A 0/0 C/E AIA C/IC CIC B/B B/D A/A A/B B/B
TE18 C/IC CIC A/A B/B B/B B/D A/A A/A 0/0 C/IE AIA C/IC C/IC B/B B/D A/A A/B B/B
TE19 C/IC C/IC A/A ?2?° 7?27 AB A/A A/A 0/0 D/IE AIA CIC C/IC B/B DD A/A A/B B/B
TE20 C/IC BB A/A BB AA B/D A/A AlA 0/0 D/IE AIA CIC CI/IC B/B B/D A/A A/B B/B
TE21 C/IC C/IC A/A ?? 27 A/B A/A A/A 0/0 A/JE A/IA C/IC CIC B/B B/ID A/A A/B A/B
TE22 C/IC C/IC AA C/ID BB BB A/A A/A 0/0 B/E AIA CIC C/IC B/B D/D A/A A/B A/B
TE23 C/IC BB AA B/B AA BB A/A A/A 0/0 C/E A/AA C/IC CIC B/B BID A/A A/B A/B
TE24 C/IC C/IC A/A C/D B/IB AD A/A A/A 0/0 AIE AIA C/IC C/IC B/B BID A/A A/B A/B
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Poblacion /

individuo LOcus

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

Hospital Materno

HM1 AB BB A/A BB AA EE AA AA 00 CIE AIA C/IC CIC BB CIC AIA AB AA
HM2 AB C/IC A/A BB AA EE AA AA 00 C/E AA CI/IC CIC BB CIC AIA AB AA
HM3 AB CIC A/A BB AA EE AA AA 00 DE AA AB B/IC BB C/IC AB AB A/B
HM4 AB CIC A/A BB AA EE AA AA 00 BE AAA AB BB BB C/E AB AB AB
HM5 A/A C/IC A/A BB AA EE AA AA 00 BIE AAA AB BB BB C/E AB AB AB
HM6 AB C/IC AA BB AA EE AA AA 00 CE AA AB BB C/IC C/IC AIA AB AB
HM7 A/A CIC A/A BB AA EE AA AA 00 DE AA AB BB CIC CI/IC BB AB AA
HM8 AA CIC AIA BB AA EE AA AA 00 BE AA BB BIC CIC CIE BB AB 72?
HM9 AIA C/IC A/A BB AA EE AA AA 00 CE AA AB BB BB C/IC AIA AB AA
HM10 C/IC CIC AIA CIC BB AB AA AA 00 BE AA BB BB BB DD AA AB AB
Maspalomas

SB1 AIC BB A/A DD BB BB AA AA 00 C/E AA BIC BIC BB DD AA AB AB
SB2 C/iC BB A/A CID BB AD AA AA 00 BIE AA CIC C/IC C/IC BID AIA AB A/B
SB3 C/IC C/IC AIA BB AA BB AA AA 00 BIE AIA CIC C/IC BB C/ID AB AB A/B
SB4 ?1? CIC AA 7?1? 72?7 DID AA AA 00 CIE AIA CIC C/IC BB C/ID AB AB B/B
SB5 c/IC C/IC AA BB BB BD AA ANA 00 CE AA CIC C/IC BB DD AA AB B/B
SB6 c/iIC C/IC AA CID AB BD AA AA 00 BE AIA BIC BIC BB C/ID AIA AB B/B
SB7 C/IC CIC AIA BB AA BB AA AA 00 DE AA C/IC C/IC BB DD AA AB B/B

SB8 ?2/? BB AA BB AA BB ANA AA 00 CIE AA CIC CIC CIC BID ANA AB AB
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Poblacion /

individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

SB9 CiIC CIC AA BB AA BB AA AA 00 DE AA BIC BIC BB DD AA AB AB
SB10 A/A BB AA BB BB AD AA AA 00 CE AA C/IC CIC BB CID AIA AB AB
SB11 C/C C/IC AA BB BB BD AA AA 00 DE AA C/IC CIC CIC DD AB AB AB
SB12 A/A BB A/A BB BB AD AA AA 00 CE AA CIC CIC BB CID ANA AB AA
SB13 C/IC C/IC AIA BB AA DD AA AA 00 DE AIA BIC BIC BB C/ID AA AB AA
SB14 c/IC C/IC AA BB AA BB AA AA 00 CE AA CIC C/IC BB C/IC AB AB B/B
SB15 C/IC C/IC AA BB AB BB AA AA 00 CE AA BB B/C BB C/D AB AB BB
SB16 AA C/IC AA C/IC BB AD AA AA 00 CE AA CIC CIC BB C/ID AA AB B/B
SB17 C/C BB AA BB AB BB AA AA 00 DE AA BB B/IC AB C/D AB AB AB
SB18 AC C/IC AA BB AB BB AA AA 00 DE AA CIC CIC C/IC DD AA AB AB
SB19 C/iC BB AA 7?17 27 BB AA AA 00 DE AIA C/IC C/IC BB DD A/A AB B/B
SB20 2?7 CIC AA 2?7 21?7 BB AA A/A 00 DE A/A B/IC BIC BB DD AB AB B/B
SB21 AC CIC AA BB ANA BD AA -ANA 00 DIE AAA B/IC B/IC BB DD A/A AB B/B
SB22 c/IC CIC AA 71?7 727 BB AA AA 00 DE AIA  AB B/IC BB DD AA ?2/? ?7?
SB23 2?7 CIC AA 27 2?7 BB AA AA 00 DIE AIA  ABB B/IC BB DD AA 2? ?7?
SB24 7 AA ANA 2 2?7 DID AIA A/A 00 DE A/IA BIC BIC BB C/ID AA ?21? ?7?
SB25 AIC CIC AA 2/? 7217 BD ANA AA 00 CE AA BB BB BB C/ID AA 2?27 ?7?
SB26 - C/iC CIC AA 7217 72?7 BD AA AA 00 CE AA BB BB BB CID AA ?? ?27?
SB27 C/iIC-CIC AA 27 72?7 BB AA AA 00 DE AA BB BIC BB DD AA AB AB
SB28 AlC BB AA BB AA DD AA AA 00 CE AA CIC C/IC BB DD AA AB AB
SB29 AIC CIC AA 7?7 7?7 BD AA AA 00 CE AA CIC CIC AB DD AA AB B/B
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Poblacion /

. ge LOCUS
individuo

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
SB30 C/IC C/IC AIA C/ID AB AD AA AA 00 DIE AAA BB B/IC AB D/ID AB AB AA
SB31 C/IC BB AA C/D AB BD AA AA 0/0 DIE A/A B/IC B/IC B/B D/ID A/A A/B B/B
SB32 C/IC BB A/A DD BB BB AA AA 0/0 CIE AIA C/IC C/IC BB DID AA AB AA
SB33 AIC C/IC AA 7217 BB AD AA AA 00 C/IE AIA C/IC C/IC BB D/ID AIA AB A/B
SB34 AIC C/IC A/A BB AA DID AA AA 0/0 DIE AIA AB B/IC BB DD AB AB AA
Fataga
Ti1 C/IC C/IC AIA C/IC BB BB AA AA 0/0 B/[E AIA B/IC B/IC BB DID AIA AB AA
Ti2 AIC C/IC A/A BB A/A BID AA AA 0/0 C/E A/A B/B BB AB DID A/A AB AA
Ti3 AIC BB AA 27 21?7 BID AA AA 00 B/[E AIA B/IC B/IC AA B/D A/A AB AA
Ti4 AIC C/IC A/A D/D BB BB AA AA 0/0 B/[E A/A B/IC B/IC AA DD A/A AB AA
Ti5 C/IC C/IC A/A DD BB BB AA AA 0/0 C/IE AIAL C/IC C/IC AA DID A/A AB ?0?
Ti6 C/IC BB AA 2?2/?7 7?7 BB AA -AA 0/0 B/[E A/AL B/IC B/IC AB DID AA ?1? ?0?
Ti7 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 B/[E AIA C/IC C/IC AA DID AA ?2? ?07?
Ti8 Cc/IC CIC AA C/IC AB BB AA AA 006 C/IE AIA BIC B/IC A/A DD AA ?21? ?07?
Ti9 C/IC C/IC AA BB BB BB AA AA 0/0 C/IE AIA C/IC CIC AB B/ID A/A 7?? ?17?
Ti10 C/IC C/IC AIA BB AA BB AA AA 0/0 B/[E AIA C/IC CIC AB DD AA ?21? ?0?
Ti11 C/IC BB AA BB AA BB AA AA 00 C/IE AIA B/B BB BB DD AA ?1? ?07?
Ti12 C/IC CIC AA C/D BB BB AA AA 0/0 B/[E AIA BIC B/IC AB DD AA ?21? ?7?
Ti13 C/IC C/IC AIAA C/D BB BB AA AA 00 BI[E A/A C/IC CI/IC B/B DID A/A ?21? ?1?
Ti14 C/IC CIC AA C/D BB BB AA AA 0/0 BI[E AIA C/IC C/IC BB D/ID AA 7?2/? ?/?
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Poblaciéon /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
Ti15 C/C BB A/A D/ID B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA C/IC CIC BI/B D/ID A/A ?/? ?17?
Ti16 C/IC BB AA C/ID BB B/B A/A  A/A 0/0 C/E AIA C/IC CIC B/B D/ID AA 21? ?/7?
Ti17 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 D/E AIAA CIC CIC AB DD A/A ?/1? ?07?
Ti18 C/IC BB AA ?27? 21?7 BB A/A A/A 0/0 DIE A/A CIC CIC A/A DID AA 2/? ?210?
Ti19 C/IC BB AA 7207 2?7 BB A/A AA 00 C/E AAA C/IC CIC A/B DD A/A 2/? ?0?
Ti20 C/IC AAQA  AAA D/ID BB B/B AIA AIA 0/0 D/IE A/A B/IC BIC AA D/ID A/A ?/? ?20?
Ti21 C/IC AAAL A/A B/B B/B B/B AIA A/A 0/0 C/IE AAA C/IC C/IC B/B C/D AA ?? ?07?
Ti22 CiIC BB AA 7217 27 BB AA AA 0/0 DIE AIAL C/IC CIC CIC C/ID AA 2/? ?07?
Ti23 C/IC AA. AA- DID BB BB AA AA 0/0 C/E AJ/A  B/IC BIC CIC D/ID A/A 2/? ?2(?
Ti24 C/IC BB AA C/D AB BB AA AA 0/0 C/IE A/A B/IC BIC B/B C/D AA ?/? ?7?
Ti25 C/IC BB A/A B/B AB B/B AIA  A/A 0/0 B/E A/A B/IC BIC AA DID A/A ?/? ?07?
Ti26 C/C BB AA 7217 21?7 BB AA A/A 0/0 D/IE AIA C/IC CIC BIB DID A/A ?/? ?7?
Ti27 C/IC BB A/A BB AB BB AA -AA 00 DIE AIA C/IC CIC C/C D/D A/A ?21? ?7?
Ti28 C/IC BB AA C/ID AB BB AA AA 0/0 B/E AIA C/IC CIC B/B DD AA 72/1? ?07?
Ti29 C/IC BB A/A B/B B/B B/B AIA A/A 0/0 B/[E A/A B/C . B/IC B/B DD A/A ?1? 207
Ti30 C/IC C/IC AA BB B/B B/B AIA  A/A 0/0 B/E A/A C/IC C/IC B/B D/ID A/IA A/B AA
Ti31 C/IC BB AA 7?7 721? BB AA AA 00 E/E A/A. B/B B/IB A/A DD AA 217 ?07?
Ti32 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 B/E A/A BIC BIC AA DD AIA AB AA
Ti33 C/IC AMVA  AAA C/D B/B BB AA AA 0/0 B/E A/A B/C B/IC B/B DD A/A AB AB
Ti34 CIC BB AA 71?7 21?7 BB AA AA 0/0 2?7 AAA B/IC BIC B/B D/D A/A A/B AA
Ti35 C/IC AMAL AAA BB AB BB AA AA 00 B/IE AIA C/IC CIC AA BD AA AB AB
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ANEXO

264

| Poblacion /

. LOCUS
. individuo

ACO ADH GBPDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
Ti36 C/IC BB AA C/D AB BB AA AA 0/0 B/IE AAA C/IC C/IC A/B DD A/A AB AB
Ti37 C/IC CIC A/A DD BB BB AA AA 0/0 E/E A/A. B/IC B/IC B/B DID A/A 7?? ?07?
Ti38 C/IC CIC A/A BB BB BB AA AA 0/0 B/IE AAA CIC CIC AA DD AA ?1? ?[?
Ti39 C/IC BB A/A BB BB BB AA AA 0/0 B/E A/A B/C B/C B/B D/ID A/IA AB AA
Ti40 C/IC CIC A/A BB AB BB AA AA 0/ B/IE AIA B/IC B/IC AA DD AA AB AB
Tid1 C/IC CIC AA C/D BB BB AA AA 00 CIE A/A CIC CIC AA DD AA AB AB
Pasito Blanco
PB1 A/A C/IC A/A BB AA DD AA AA 0/0 7?2/? AJAA B/IC B/IC B/B C/D B/B A/B ?07?
PB2 A/A BB AA BB AA DD AA AA 0/0 B/IE AIAL C/IC C/IC BI/B C/ID ABB AB AB
PB3 ?21? C/IC AIA BB AA DD AA AA 0/0 BIE AIAL CIC CIC CIC CIC A/A AB BB
PB4 ?1? ?21?7 AIA BB AA DD AA AA 00 ?2/? ANAA BB BIC CIC BID 2?7 AB BB
PB5 AA C/IC AA BB AA DD AA - AA 00 AJE AJ/A CIC CIC C/IC CI/IC AIA AB B/B
PB6 AA C/IC A/A BB AA DID AA AA 00 BIE AAA BB BB C/IC C/IC BB AB B/B
PB7 AA CIC AA BB AA DD AA AA 0/0 B/E A/A C/IC CI/IC B/B C/ID A/A AB B/B
PB8 A/A BB AA BB AA DD AA AA 00 BIE AAA BB BIC AB C/D AB AB AB
PB9 AIA C/IC AA BB AA DID AA AA 0/0 DIE A/A C/IC CIC C/IC C/ID AB AB AB
PB10 21?7 BB AA BB AA DD AA AA 0/0 B/E AIA C/IC C/IC BI/B C/IC B/B AB B/B
PB11 AA C/IC AIA BB AA DD AA AA 0/0 BIE AAA C/IC CIC CIC CIC BB AB AB
PB12 AIA C/IC A/A BB AA DD AA AA 0/0 BID AIAA C/IC C/IC BB C/IC BB AB B/B
PB13 AIA CIC AA BB AA DD AA AA 0/0 C/E AJAA. B/B B/IC BI/B CIC AA ?/? B/B
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ANEXO ' 265

Poblacion / LOCUS
individuo

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
PB14 AIA 2?7 AA BB AA DD AA AA 0/0 7?27 AIA BB B/IC C/IC CIC A/A AB ?1?
PB15 A/A C/IC AIA BB AA DD AA AA 00 C/IE AIA CIC C/IC BB C/D AB AB BB
PB16 7 2?7 AIA BB A/A DD AA  AA 00 CIE AIA ?? 2?7 CIC CIC AA AB ?0?
PB17 AA C/IC AIA BB AA DD AA AA 00 CE AA C/IC C/IC BB C/IC AIA AB B/B
PB18 A/A BB AA BB AA DD AA AA 00 C/E AIA BIC BIC CIC CIC A/A AB BB
PB19 A/A BB AA BB AA DD AA AA 00 C/E AAA BIC B/IC CI/IC CIC BB AB BB
PB20 A/IA C/IC AIA BB AA DD AA AA 00 C/E AA C/IC C/IC CIC CIC AA AB BB
PB21 ?21?7 CIC AIA BB A/A DD AA AA 00 CIE AAA CIC C/IC CIC C/ID AA AB BB
PB22 AIA C/IC AIA BB AA DD AA AA 00 BIE AAA C/IC C/IC BB C/ID A/A AB BB
PB23 A/A C/IC AA BB AA DD AA AA 0/0 BE AAA BB B/IC C/IC C/ID AIA AB BB
PB24 A/A C/IC AA BB AA DD AA AA 00 EIE AAA C/IC C/IC BB C/ID AB AB B/B
PB25 A/A CIC AIA BB AA DD AA AA 00 CIE AIA BIC BIC BB C/IC AB AB BB
PB26 AA C/IC AIA BB AIA DD AA -AA 00 DIE AIA C/IC C/IC BB CIC AB AB AB
PB27 A/A C/IC AIA BB AA DD AA AA 00 BD AAA B/IC B/IC C/IC C/IC AB AB B/B
Campus deTafira
TA1 C/IC C/IC AIA DD BB BB AA AA 0/0 DIE AIA C/IC CIC ?I? DD AIA AB AA
TA2 AIC C/IC A/A C/D BB BB AA AA 00 DIE AIA CIC CIC AB DD AIA AB AA
TA3 AIC C/IC AA C/D BB BID AA AA 60 BIE AIAA C/IC C/IC BB C/ID AIA AB AB
TA4 AIC C/IC AAA C/ID BB BB AA AA 00 BE AA CIC CIC BB CID AA AB AB

TA5 C/C BB AA CID BB BB AA AA 00 CE AA C/IC CIC AA CID AA AB AB
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266

Poblacion /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGl-1 PGl-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
TAG °? CIC A/A DD BB BB AA AA 00 BE AA CIC CIC AB CD AA AB BB
TA7 C/IC BB AA BB BB BD AA AA 00 CE AA CIC CIC BB BD AA AB AB
TA8 C/IC CIC AA CD BB BB AA AA 00 CE AA CIC CIC AA DD AA AB AA
TA9 C/IC BB AA CD BB BB AA AA 00 DE AA CIC CIC AB DD AA AB AA
TA10 C/IC CIC AA CD BB BB AA AA 00 CE AA CIC CIC AA DD AA AB AA
TA11 C/ICCIC AA CD BB BB AA AA 00 EE AA CIC CIC AA DD AA AB AB
TA12 AC C/C AA BB BB BB AA AA 00 BE AA CIC CIC AA DD AA AB AA
TA13 BIC BB AA CD BB BB AA AA 00 BE AA CC CIC AA DD AA AB AA
TA14 C/IC CIC AA CD BB BB AA AA 00 CE AA C/C CIC BB DD AA AB AA
TA15 C/IC CIC AA BB AA BB AA AA 00 CE AA CC CIC BB DD AA AB AA
TA16 27 CIC AA BB AA BD AA AA 00 BE AA CIC CIC AB DD AA AB AB
TA17 C/IC C/IC AA CD BB BB AA AA 00 AE AA CIC CIC AB DD AA AB AB
TA18 C/IC BB AA CD BB BB AA -AA 00 BE AA CIC CIC BB BD AA AB AB
TA19 22 C/IC AA BB BB BB AA AA 00 DE AA CC CIC AB CD AA AB AB
TA20 27 CIC AA BB BB BB AA AA 00 BE AA BB BB BB BD AA AB AA
TA21 CIC CIC AA BB BB BB AA AA 00 BE ANA BB BIC 27 BD AA AB AA
TA22 C/IC CIC AA BB BB BB AA AA 00 BE AA CC C/IC 27? DD AA AB AA
TA23 AC CIC AA CD BB BB AA AA 00 BE AA AB BIC 27 DD AA AB AB
TA24 AC CIC AA 27 727 BD AA AA 00 DE AA CIC CIC 27 22 AA AB AB
TA25 C/IC CIC AA BB BB BB AA AA 00 27 AA AB BIC BB DD AA AB AB
TA26 C/IC C/IC AA BB AA BB AA AA 00 27 AA CIC C/IC 27 DD AA AB AA
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Poblacion / LOCUS
individuo

ACO ADH GBPDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGl-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
TA27 C/IC BB AA BB AB BID AA AA 0/0 7?2/? AIA C/IC C/IC BB D/D A/A AB AB
TA28 ‘C/IC C/IC AA 2?27 2?7 BB AA AA 0/0 ?/? AIA B/IC B/IC B/B D/D A/A AB A/B
TA29 C/IC C/IC A/A B/B BB BB AA  AA 0/0 B/E A/A B/IC BIC AA BID A/A AB B/B
TA30 C/IC C/IC AIA BB BB BB AA ANA 0/0 B/E AIA B/IC B/IC B/B D/ID A/A AB AA
TA31 C/IC BB A/A C/ID BB BB AA AA 0/0 C/E AIA C/IC CI/IC B/B D/D A/A AB A/B
TA32 C/IC BB AA 21?7 217 BB AA AA 00 C/E AIA CIC CIC 2I? 220 AIA ?? B/B
TA33 C/IC BB AA C/D BB BB AA AA 00 C/IE AAA BIC BIC B/B DD A/A AIB AB
TA34 C/IC C/IC AIA CID BB BB AA AA 0/0 B/IE A/AA  B/IC BI/IC B/B D/D A/A AB A
TA35 CIC C/IC AA BB AB BB AA AA 0/0 B/[E AIA C/IC CI/IC B/B D/D A/A AB AB
TA36 AIC C/IC A/A BB AB B/ID AA AA 0/0 B/E AIA C/IC CI/IC AB BID A/A AB A/B
TA37 CIC C/IC AIA CID BB BB AA AA 00 BI[E AAA C/IC CI/IC B/B D/ID A/IA AB A/B
TA38 C/IC C/IC AA BB AA BB AA AA 0/0 B/[E AIA CIC C/IC AB DD A/A AB A/B
TA39 C/IC C/IC AA 2?7 21?7 BB AA -AA 0/0 B/E A/A BIC BIC AA DID AA AB AB
TA40 C/IC CIC AA 21?7 72?7 BB AA AA 00 BIE AJ/A. CIC CIC AA DID AA AB AB
TA41 C/IC CIC AA 21?7 2?7 BB AA AA 00 BIE AAA CIC C/IC AA DD A/A AB AB
TA42 C/IC BB AA D/ID BB BB AA AA 0/0 C/IE AAA. C/IC C/IC A/A DD AA AB AB
TA43 ??7 C/IC AIA C/ID BB BB AA AA 00 CE AA C/IC CIC AA DID AA AB AB
TA44 ?? C/IC AA BB BB BID AA AA 00 C/E AAA CIC CIC AA DID ANA AB AB
TA45 7 27 A/A C/ID B/B BB AA AA 0/ B/IE AIA C/IC CIC B/B DID A/A AB AA
TA46 ?/?7 BB AA C/D BB B/IB AA AA 0/0 BIE AIA C/IC CIC BB D/ID A/A A/B A/B
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ANEXO
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Poblacion/
individuo

LOCUS
ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGl-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

Vega de Rio Palma

RP1 217 CIC AA C/D BB BB AA AA 00 7?7 AA BB BB AA DD AA AB AA
RP2 27 CIC AA 217 27 BB AA AA 00 BD AA BB BB AA DD AA AB 77
RP3 2/ CIC A/A CD BB BB AA AA 00 BD AA BB BB AA DD AA AB AA
RP4 21 C/IC AA C/ID BB BB AA ANA 00 BE AA BB BB BB DD AA AB AA
RP5 2/ C/IC AA C/ID BB BB AA AA 00 BE AA BB BB BB DD AA AB AB
RP6 212 CIC AA 2?7 27 BB AA AA 00 CE AA BB BB AA DD AA AB AB
RP7 217 CIC AA 7217 217 BB AA AA 00 CE AA BB BB 2?7 DD AA AB AB
RP8 21 CIC ANA 27 ?21? BB AA AA 00 DE AA BB BB 7?27? DD AA AB AB
RP9 21 C/IC AIA DD BB BB AA AA 00 BE AA BB BB AA DD AA AB AA
RP10 217 C/C AA DD BB BB AA AA 00 CE AA BB BB BB DD AA AB AA
RP11 217 CIC AA 7?17 7217 BB AA AA 00 2?27 A/A BB BB AB DD AA AB AB
RP12 217 CIC AA C/D BB BB AA -~AA 00 27 AA BB BB BB DD AA AB AA
RP13 217 CIC AA 2?7 2?7 BB AA AA 00 DE AA BB BB AA DD AA AB AB
RP14 21 C/IC ANA 27 2?7 BB AA AA 00 BE AA BB BB BB DD AA AB AA
RP15 21?2 CIC AA 7?17 27 BB ANA ANA 00 ?/7 AA BB BB BB DD AA AB AA
RP16 212 CIC AA 727 7?17 BB AA AA 00 BE AA B/IC B/C BB DD AA AB AA
RP17 217 CIC AA 21?7 2?7 22?7 NA AA 00 7?7 ANA BIC B/IC BB BD AB AB 77?
RP18 27 BB AA 27°° 727 22?7 AA AA 00 CE AA AB BB AA BB AB AB 77
RP19 cicC 27 AA DD BB BB AA ANA 00 7?27 ANA AB AB AB DD 7?27 77 ?27?
RP20 C/IC C/IC AA DD BB BB AA ANA 00 AE AA BB BB BB DD AA AB AA
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Poblacion / LoCUS
individuo

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
RP21 C/IC C/IC A/A B/B B/B B/B A/A A/A 0/0 AIE A/AA. B/B B/IB BI/B D/ID A/A A/B A/B
RP22 C/IC C/IC A/A 227 27 B/B A/A A/A 0/0 AIC AIA. BB B/B A/A DD A/A ?1? ?7?
RP23 C/IC CIC A/A D/D B/B B/B A/A A/A 0/0 AIC A/AA B/B B/B A/A D/ID A/A ?/? ?17?
RP24 Cc/IC C/C A/A D/D B/B B/B A/A A/A 0/0 B/[E A/A. BB B/B A/B D/D A/A A/B A/A
RP25 C/IC C/IC A/A ?qA?7 27 B/B A/A A/A 0/0 B/[E A/AA BB B/IB AA D/ID A/A 7?7 ?17?
RP26 C/IC C/IC A/A 2?27 B/B AJA A/A 00 AlIE AJ/A. B/B B/B A/A D/ID A/A ?1? ?17?
RP27 C/IC C/IC A/A DD B/B B/B A/A A/A 0/0 B/[E A/AL B/B B/B A/B B/D A/A 2?7 207
RP28 AIC C/IC A/A ?2? 2?07 B/B A/A A/A 0/0 DIE A/A B/B B/B A/B DID A/A 7?/? ?07?
RP29 A/A B/B A/A ?/? B/B B/D A/A A/A 0/0 C/IE A/A C/IC CIC A/B D/D A/A A/B A/B
RP30 c/iC AAA  A/A B/D A/A B/D A/A A/A 0/0 C/IE AIA A/lB B/B A/B D/D B/B A/B ?[7?
RP31 A/A AIA A/A B/D A/A B/ID A/A A/A 0/0 C/IE A/A B/IC BB A/B B/D A/B A/B A/B
RP32 C/IC C/IC AIA DD B/B B/B A/A A/A 0/0 B/IE A/ AL B/B B/B A/A D/ID A/A 27 A/A
RP33 C/IC C/IC AIA C/ID B/B B/B A/A  -A/A 0/0 B/IE A/IA B/B B/B B/B D/ID A/A ?2/? B/B
RP34 C/IC C/IC AIA C/D B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E A/IA B/B B/B AA D/D A/A A/B A/A
RP35 C/IC C/IC A/A DD B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E A/IA B/B B/B A/A D/ID A/A ?1? 2?07
RP36 C/IC C/IC AIA DD B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E A/IA A/IB A/B ?7? ?2?  AIA ?[? ?07?
RP37 C/IC C/IC A/A D/D B/B B/B A/A AJA 0/0 B/E A/A B/B B/B AA D/ID A/A A/B A/A
RP38 C/IC C/C A/A DD B/B B/B A/A A/A 0/0 B/IE A/A. B/B B/B B/B D/ID A/A ?[? ??

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



ANEXO

270

Poblacién /
individuo

LOCUS
ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

Haria
HA1
HA2
HA3
HA4
HAS
HAG
HA7
HAS8
HA9
HA10
HA11
HA12
HA13
HA14
HA15
HA16
HA17
HA18
HA19
HA20
HA21
HA22

B/B
B/B
B/B
B/B
A/B
?27?
B/B
?20?
B/B
A/B
B/B
A/B
B/B
B/B
B/B
?7?
?2?
?0?
C/C
ciC
CIC
C/IC

CIC
C/IC
B/B
C/IC
C/IC
C/C
C/IC
C/iC
?7?
CIC
CIC
CIC
CiC
C/C
B/B
CIC
??
?20?
C/C
?0?
?1?
CIC

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AA
AA
A/A
AA
A/A
AA
A/A
AJA
A/A
AJA
AlA
A/A

B/B
B/B
B/B
B/B
C/D
?17?
C/D
B/B
C/D
??
?1?
B/B
C/D
?217?
B/B
?7?
?1?
?17?
B/B
?17?
?1?
B/B

B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
17?
B/B
B/B
B/B
?27?
?27?
A/A
27
27?
B/B
A7
7?
U7?
B/B
A7?
?2°?
B/B

B/B
A/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/D
B/B
B/D
B/B
B/B
B/B
B/B
?217?
?20?
B/B
?/?
B/B
B/B

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

A/A
AIA
A/A
A/A
A/A
A/A
AIA
A/A
AA
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A

0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0

D/E
D/E
C/E
D/E
C/E
A/E
AJE
B/E
E/E
B/E
C/E
C/E
B/E
B/E
B/E
B/E
AJE
B/E
?207?
?07?
?207?
?27?

A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
AJA
AJA
AJA
AJA
AJA
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
AJA
AJA
A/A
AJA

B/B
?27?
C/C
C/C
C/C
C/C
C/C
CiC
C/C
C/C
C/IC
B/C
C/IC
B/C
C/C
C/C
C/IC
B/B
C/C
C/C
B/B
B/B

B/IC
?07?
C/IC
C/C
C/C
CIC
CIC
CIC
CiIC
C/C
C/IC
B/C
C/IC
B/C
C/IC
CIC
C/IC
B/C
C/IC
CIC
B/C
B/C

B/B
B/B
B/B
AJA
B/B
B/B
B/B
A/B
A/B
AJA
B/B
?07?
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

D/D
D/D
D/D
D/D
B/D
D/D
D/D
D/D
D/ID
C/D
C/C
C/D
D/D
D/D
D/D
D/ID
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/ID

AJA
A/A
A/A
A/A
AJA
?[7?
AJA
A/A
AJA
A/A
A/A
AJA
A/A
AJA
AJA
A/A
AJA
AJA
AJA
A/A
AJA
AA

A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
7?
?7?
27
A/B
A/B
A/B
A/B

A/B
A/B
A/B
B/B
A/B
B/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
27?
?27?
?27?
?/7?
?7?
?7?
A/B
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ANEXO
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Poblacion’/ LOCUS
individuo ~
ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
HA23 C/IC C/IC AIA C/ID BB BB AA AA 00 7?2? AJA C/C CI/IC B/B DD AA AB AB
HA24 C/IC CIC AA 7?7 1?7 BB AIA AA 00 4/?7 AIA C/IC CI/IC B/B D/D A/A AB A/B
HA25 CIC CIC AA  i1?  iI?7 i I? AIA A/A 00 /7 AJ/A B/B B/IC B/B D/D A/A A/B o7
HA26 C/IC CIC A/A 7?7 7 BIB AIA AA 00 BI[E AIA C/IC CIC AA D/ID AIA AB A/B
HA27 C/IC CIC AIA BB BB BB AA AA 0/0 B/E A/A C/IC C/IC BB DID A/A AB B/B
HA28 C/IC C/IC AIA C/ID BB AB AA AA 0/0 B/E A/A B/C B/IC BB D/ID A/IA AB A/B
HA29 C/IC CIC AA 7?7 1?7 BB AA  AA 00 1?7 AAA C/IC C/IC B/B D/D A/A AB B/B
HA30 C/IC CIC AA 7?7 1?7 BB  AIA AA 0/0 B/IE AIA  C/IC C/IC BB DID AIA ABB A/B
HA31 C/IC CIC AA /7?7 7 BB AIA  AA 00 ¢/?7 A/AL C/IC C/IC B/B D/D 1?7 A/B o7
HA32 C/IC C/IC AIA BB BB BB AA AA 0/0 B/[E A/A C/IC C/IC B/B D/D A/A AB A/B
HA33 C/IC C/IC AIA BB BB BB AA AA 00 AIE A/AA C/IC C/IC B/B DID A/IA AB AB
HA34 CIC CIC AIA  iI?  il? il1? AIA  AA 0/0 ¢/?7 AIAL B/IC B/IC B/B DD /7 AB B/B
HA35 C/IC CIC AA 7 il? BB  AA -AA 0/0 BIE AIA C/IC CI/IC B/B DID A/A AB B/B
HA36 C/IC CIC AA 7?7 /7 BB AIA AA 00 AIE AIA C/IC CIC B/B D/D A/A AB A/B
HA37 C/IC CIC AA 7?7 7?7 BB AA AA 00 4/?7 AJA C/IC C/IC B/B D/D A/A AB o?
HA38 C/IC CIC AA i? 1?7 BB AA  AA 0/0 A/IE A/AA B/B B/IC B/B D/D A/A A/B o?
HA39 CIC CIC AIA 1?7 p 07 ul? AJA  AIA 0/0 A/IE A/A B/IC B/IC B/B DD A/A AB oI?
HA40 C/IC CIC AA 217 727 BB AA AA 00 BE AIA C/IC C/IC BB D/D A/A AB ?0?
HA41 C/IC C/IC AA 21?7 7217 BB AA AA 0/0 B/[E A/A B/C B/IC B/B DID A/A AB ?217?
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ANEXO 272

Poblacién /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
Pheonix theophrasti
Pht1 ?1? CIC 2?7 BB AA DD AA AA AA BE AA BIC C/IC BB C/IC AA AB B/IC
Pht2 ?/? CIC 2?7 BB AA DD AA AA AA BID AA BIC C/IC BB C/IC AA AB B/IC
Pht3 ?/? CIC ?7 BB AA DD AA AA AA BD AMA BIC C/IC BB C/IC AA AB BIC
Pht4 ?1? CIC 2?7 BB AA DD AA AA AA BE AA B/IC C/IC BB C/IC AA AB B/IC
Pht5 ?/? CIC ?7? BB AA DD AA AA AA B/IC AAA BIC C/IC BB CIC AIA AB B/IC
Pht6 ?/? CIC 2?7 BB AA DD AA AA AA BE AA BIC C/IC BB CIC AA AB B/G
Elche
EL1 ?? CIC 217 27 217 CIC AA AA oo 27 AJAA C/IC C/IC B/B BB AA AB A/E
EL2 71?7 C/IC AIA BB AA C/C AA AA o0 27 AA C/IC C/IC C/IC B/ID AB AB A/E;f
EL3 ?1?7 CIC AA 27 217 CIC AA AA o0 7?17 AA CIC CIC C/IC B/D AB AB BIE
EL4 ?1? CIC 7?7 BB AA CIC ANA AA 0o/0 77 AJA. AB B/IC BB B/ID AA AB A/EE
ELS 7 2?7 AA BB AA CIC AA AA 0/6 C/IE AAA . AB BB BB B/D AB AB AE
EL6 ?0?7 72?7 AIA BB AA CIC AA  AA 00 C/E A/A ?/? ?2? CIC BID AB AB AE
EL7 7 2?2?17 BB AA CIC AA AA oo 727 AJA C/IC C/IC C/IC BB AA AB 77
EL8 ?? 2?27 BB AA CIC AA  AA o0 7217 AMA BB B/IC BB B/ID AA AB AB
EL9 27 72?7 AIA BB AA CIC AA  AA o0 27 ANA BB B/IC C/IC B/ID BB AB AB
EL10 A7 27 AA ?? ?1?7 CIC O AA AA o0 7?7 AA BB B/IC BB BB AB AB 77
EL11 200 0?7 AA 2?7 27 CIC AIA AA o0 27 AJA BB B/C BB BIC AB AB 77
EL12 200 2?7 AIA 2?7 27 BID  AA AA o/6 27 AIA C/IC C/IC C/IC BB AB AB AB
EL13 ? A7 2?7 22?217 CIC AA AA 0/0 27 AA CIC CIC 721? ?2?7 AB AB 7?7
EL14 A7 2?7 AA 2?7 217 C/IC AIA AA oo 727 AJA C/IC C/IC C/IC BB AB AB ?/?

EL15 07 27 ANA U7 A7 CIC. AIAL AA 00 217 ANA C/IC C/IC C/IC BB AB AB 7?7
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Poblacién /
individuo LOCuS
ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

EL16 A7 2?7 AA 7?7?7217 CIC A/A AJA 0/0 2?7 AIA C/IC CIC CIC BB AB AB ?/?
EL17 7 2?7 AA AIC AA C/IC AA A/A 0/0 ?2/? AJA A/B B/IB C/C BB BB AB ?/?
EL18 2?7 2?7 AA AIC AA  C/IC AA AJA 0/0 27 AIA AIB B/B C/C BB B/B AB 7?7
EL19 ? 2?7 AA 2?17 7?7  CIC AJA A/A 006 ?2/? ANAL AJB B/B C/C BB BB AB 7?7
EL20 2?7 AIA 2?7 2?7 CIC AJA A/A 00 ?2? ANA- AB B/B C/C BB BB AB ??
EL21 A7 27 AA 2?7 21?7 CIC AA A/A 00 7?2? ANAAL A/B B/B C/C BB BB AB 7?7
EL22 A7 A7 ANA 7?1?77 CIC AA A/A 0/0 72/? AJA  AB B/B CIC BB BB AB ??
EL23 7 A7 ANA 2?7217 CIC A/A A/A o0 7?7 AA AB BB C/C BB BB AB 7?7
EL24 2?7 2?7 ANA 7?7 71?7  CIC AJA A/A 0/0 21?7 AA 7?21?7217 CIC BB BB AB 7?7
EL25 ?? CIC AA AC AA C/IC AJA A/A 00 BlE AAA. AB BB C/IC AB B/B AB AB
EL26 ?1?7 CIC AA AIC AA CIC AJA A/A 0/0 BE AAA AB BB C/IC AB B/B AB BB
EL27 ?1?7 CIC AA AIC AA C/C AA A/A 0/0 BE AAA . AB BB C/IC AB B/B AB AB
EL28 ?1?7 CIC AIA AIC AA C/C AA - AIA 00 BI[E AAA AB BB C/IC AB BB AB AB
EL29 ?07 CIC 21?7 AIC AA CIC AJA A/A 00 BIE AAA . AB BB C/IC AB BB AB AB
EL30 ?? CIC AA AC AA CIC AJA AJA 00 BIE AAA. AB BB C/IC AB B/B AB B/B
EL31 ?1?7 CIC AIA AIC AA CIC A/A A/A 0/0 BlE A/AA ANNB BB C/IC AB B/B AB B/B
EL32 ?? CIC  ?? B/B A/A C/C AJA A/A 0/0 B/E AJ/A B/B B/IC B/B B/ID B/B AB AB
EL33 ?1?7 CIC ANA BB AA CIC AJA A/A 00 B/E AJ/A B/B B/IC B/B BID BB AB 77
EL34 ?1? C/IC AIA BB AA CIC AJA A/A 0/0 BIE AAA AlB BB C/IC AB BB AB AB
EL35 ?1?7 C/IC AA BB AA C/C A/A A/A 0/0 B/[E AJA  B/B B/IC B/B B/D B/B AB A/B
EL36 ??7 CIC AA AC AA CIC A/A A/A 00 BIE AAA. AlB BB C/IC AB B/B AB BB
EL37 ??7 CIC AA AC AA CIC AJA A/A 0/0 B[E AA/A. AAB BB C/IC AB BB AB BB
EL38 ?? C/IC AIA AC AA C/IC AJA A/A 0/0 BIE AAA. AlB BB C/IC AB B/B AB BB
EL39 ?27 CIC ANA AC AA C/IC AJA A/A 00 BIEE AAA  AB BB C/C AB B/B AB B/B
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Poblacion /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
EL40 ?1?7 CIC AIA AC AA C/IC A/A AlA 0/0 BIE AAAL AB BB C/IC AB BB AB B/B
Magarza
MA1 ?1?7 CIC A/IA BB AA ?2? A/A AJA 00 AIE AIA  B/IC B/IC A/B DD A/A AB AA
MA2 2?7 2?7 AA 7?1?77 BB A/A A/A 00 AlE A/A B/IC B/IC B/B DD AIA AB A/B
MAS3 207 2?7 AIA 2?7 7?7 BB AJA AJA 00 AIE AIA CIC C/IC B/B DD AIA AB A/A
MA4 ?1?7 CIC A/A BB A/A BB A/A AJA 0/0 AlE AJAA C/IC CI/IC BI/B DID A/A AB A/B
MAS ?1? BB A/A BB AA BB A/A AA 0/0 A/E A/A B/B B/IC B/B DD A/A AB B/B
MAG6 ?1? C/IC A/A C/ID AA BID A/A A/A 00 AlE AJ/A C/IC CIC B/B D/ID A/A AB A/B
MA7 20?7 27 AIA 2?7?17 DD A/A AJA 00 AE A/A C/IC C/IC B/B DD AIA AB ?/?
MAS8 ?1? C/IC A/A CID AB D/ID A/A A/A 00 B/E A/AA B/B B/B B/B DD A/A AIB AA
MA9 ?? C/IC A/A DID B/B D/ID A/A A/A 00 AIE AIA C/IC C/IC B/B DID A/IA AB AA
MA10 ?/? CIC AIA C/ID A/A BB A/JA - A/A 0/0 AIE A/A B/IC B/IC B/B DID A/A AB A/B
MA11 21?7 C/IC A/A C/D AB DI/ID AJA A/A 00 AIE AIA C/IC CIC A/B DD A/IA AIB A/B
MA12 ?1? C/IC A/A BB AA DD A/A AJA o0 2?7 AA B/IC B/IC B/B DD AIA AIB A/B
MA13 ?? 27 A/A DID B/B D/D A/A AJA o/0 71?7 AIA C/IC C/IC B/B DID 2?7 AB ??
MA14 20?7 ?21?7 AA DD BB BD  AA AIA o0 217 A/A BIC BIC B/B DID 7?7 AB 7?/?
MA15 ?1? CIC A/A BB AA DD A/A AlA 00 AIE A/A B/IC B/IC B/B DD ?/? A/B B/B
MA16 ?/? C/IC A/A BB AA DID A/A AJA 0/0 AIE A/A BIC B/IC B/B DD AIA AB A/B
MA17 ?21? C/IC A/A DID B/B 7?7 A/A AJA 00 AIE AAA C/IC CI/IC BI/B DID AIA AB A/B
MA18 ?1?7 C/IC A/A DD BB DID A/A AIA 0/0 AlIE A/A. BIC B/IC B/B DD AA AB AB
MA19 ?/? C/IC A/A DD B/B D/ID AJA AlA 00 A/JE A/A BIC BIC 2I? DD A/A AIB A/B
MA20 ?/?7 BB A/A CID BB D/D A/A AIA 0/0 B/[E A/AA. BIC B/C B/B DD ?2/?7 AB A/A
MA21 ?/? C/C AA BB B/B DD A/A AJA 00 B/IE AIA C/IC C/C BI/B DD 7/?7 AB A/B
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Poblacion /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
MA22 ?/? C/IC ANA CID BB DD AJA AJA 0/0 A/IE A/A B/IC B/IC B/B DD 7?7 AB A/B
MA23 ?1? CIC ANA 2?7 2?7 DD AIA AIA 0/0 A/IE AIA C/IC C/IC B/B DD ?1?7 AB AB
MA24 ?1?7 CIC ANA 2?07 27? ?[? A/A AlA 0/0 B/E A/A B/IC B/IC B/B DD ?/?7 AB AB
MAZ25 27 2?7 ANA 7?7 B/B A/A A/A o0 2/?7 AIA C/IC C/IC B/B DD 7?17 727 ?07?
MA26 ?/? ?1?7 ANA DD B/B B/B AJA A/A 00 A/E AIA C/IC C/IC B/B DD 7?7 AB AB
MA27 2?7 2?7 ANA 2?7 A? B/B AJA A/A 00 A/E A/A C/IC C/IC B/B DID 2?7 20?7 AA
MA28 21?7 21?7 ANA DID BB DD A/A AJA 0/0 ?/? AJA B/IC B/IC A/B DD ?? AB AB
MA29 27 2?7 ANA 2?27 DD AJA A/A 0/0 ?/?7 AIA B/IC B/IC AB DD ?/? AB A/B
MA30 217 21?7 ANA 7?7 27 BB AJA A/A 00 AIE AIAA B/B B/B B/B DID 2?17 AB AA
MA31 21?7 21?7 ANA BB BB BB AIA A/A 00 AJE AJAA C/IC C/IC A/B DID A/IA AB A/B
MA32 7?7 217 AA BB BB DD A/A A/A 0/0 AJE AJAA C/IC CI/IC B/B DD AIA AB AA
MA33 ?/? C/IC A/A BB BB DD AIA A/A 0/0 AJE A/A BIC C/IC B/B DID A/A AB AA
MA34 ?/? CIC A/A DD BB B/B A/A  -AA 0/0 A/E AIA BIC C/IC B/B DID AIA AB A/B
Gran Tarajal
GT1 ?/? CIC AA BID AA 7?7 AJA A/A 00 C/E AJ/A BIC BIC AA CIC AB AB AA
GT2 ?1? CIC AA BID AA 7?7 AJA AIA 0/0 CIE AAA C/IC C/C B/B C/IC BB AB A/B
GT3 2/? CIC ANA BID AA 727? A/A AJA 0/0 C/E A/A B/IC B/IC B/B C/ID BB AB A/A
GT4 ?1? CIC ANA BID AA 2?7 AJA AJA 00 BIE AIA CIC CIC C/IC CIC ?21?7 AB AA
GTS 21?7 CIC AA 2?07 27 ?U? AJA A/A 0/0 CI/IE AIA C/IC CIC 7?2I? ci/iC 727? 72? ?07?
GT6 ?/? C/IC AA CID BB 7?7 AJA AIA 0/0 BIE AAA A/B BB C/IC CIC 7?1? AB AB
GT7 21?7 CIC AA 2?07 27 ?107? A/A A/A 00 C/E AIA. AJB BB C/IC CIC ?? AB AB
GT8 ?1? CIC AA 7?27 27 17?7 AJA AJA 00 B[E AMA AB BB C/IC CIC 2?27 AB 7?1?
GT9 21?7 CIC AA 27 27 ?20? AIA AIA 00 7?/? AJ/A AB BIC CIC CIC 207 AB 727
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Poblacion /
individuo

LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

GT10
GT11
GT12
GT13
GT14
GT15
GT16
GT17
GT18
GT19
GT20
GT21
GT22
GT23
GT24
GT25
GT26
GT27
GT28
GT29
GT30
GT31
GT32
GT33

??
?20?
??
??
?10?
?27?
?20?
?7?
?2?
?20?
?7?
?2?
?20?
?7?
?[7?
?27?
?7?
?7?
?/?
?27?
?7?
?27?
?207?
?0?

C/IC
C/IC
C/C
C/IC
C/C
C/C
C/C
C/C
C/IC
?0?
7?
?20?
??
?/?
?7?
?2?
?2?
??
?27?
?0?
?2?
?7?
?0?
C/IC

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
AJA
A/A

AJA

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

B/D
B/D
B/D
B/D
B/D
B/D
B/D
?27?
?7?
B/D
B/D
?27?
?27?
?27?
B/B
D/D
C/D
B/B
B/B
C/D
C/D
B/B
?27?
A/C

A/A
AJA
AJA
AJA
AJA
AA
A/A
?7?
?217?
A/A
A/A
?27?
?7?
?7?
AJA
B/B
AA
A/A
A/A
B/B
B/B
A/A
?°7?
AJA

?7?
?1?
?1?
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
?0?
D/D
?
?27?
D/D

CA?

?1?
D/D
1?
D/D
D/D

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

- AA

AIA
A/A
AA
A/A
A/A
AA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0

- 0/0

0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0

B/E
B/E
B/E
C/E
C/E
B/E
C/E
C/E
C/E
?07?
?7?
°7?
?20?
?7?
?7?
?20?
?7?
?17?
?°17?
7?
?7?
7
A7?
?27?

A/A
AJA
A/A
AJA
AJA
A/A
AJA
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
AA
AJA
AJA
AJA
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A

C/C
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
C/C
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
B/B
?7?
A/B
A/B
C/C
CiC
B/IC
B/C
CIC

CIC
B/B
B/B
B/C
B/C
B/B
B/C
B/C
B/B
CIC
B/B
B/IC
B/C
B/C
B/C
B/B
?27?
B/C
B/IC
CIC
CIC
B/C
B/C
CIC

B/B
?7?
B/B
?1?
B/B
C/C
C/IC
C/C
B/B
?1?
7?
B/B
B/B
C/IC
B/B
AJA
?27?
B/B
B/B
C/C
??
B/B
B/B
B/B

CIC
?07?

C/C

2U?

B/D
B/D
C/D
B/B
B/B

B/B
?27?

' B/B

CiC
B/B
B/B
C/IC
B/B
B/B
C/IC
B/B
?0?
C/IC
D/D
D/D

27
?0?
?0?
??
A/A
A/A
A/B
??
A/B
A/B
?7?
B/B
?20?
B/B
A/B
AJA
?/?
A/B
?2?
??
AJA
?20?
27
?27?

A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
27
A/B
A/B
2A7?
A/B
2?
22
A7
A/B
22
A/B
22
22
27

A/B
B/B
B/B
?7?
?1?
?207?
A/B
?2?
B/B
B/B
?20?
A/B
A/B
27
?20?
?7?
?0?
?0?
?217?
?0?
A/B
??
?2?
?27?
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Poblacion /'
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
GT34 ??7 7?7 AIA AIC AA  ?? A/A AIA 0/0 ?2/? A/A B/IC B/IC B/B CID 20?7 2/? ?07?
GT35 22?7 207 AIA BB A/A  AA A/A A/A 06 7/7 AJA B/IC B/IC B/B CID 72?7 2? ?20?
GT36 ?? 7?7 AA BB AA  ?? A/A AJA 0/06 7/7 A/A B/IC B/IC B/B CD AIA AB A/B
GT37 207 207 AA ?? 21?7  DID A/A A/A 00 7?17 A/A B/IC BIC ?? 77 BIB ?1? 217
GT38 ?? 27 A/A BB AA D/D A/A A/A 0/0 72/7 AIA B/IC BIC ?? 22 AB  ?? ?0?
GT39 ?A? 27 AIA BB AA D/ID AIA A/A 00 7217 AJA . AlBB BB C/IC B/B A/B 7? ?0?
GT40 2?7 7?7 A/A BB A/A B/B A/A A/A 00 7?17 AJA  AlB B/B C/C BB 7?7 721? ?07?
GT41 A7 2?7 AA 27 ?U? B/B AlA A/A 00 21?7 AJAA . AlB B/B B/B BB 7?27 7?? ?[7?
GT42 ?2 27 AA BB BB B/B AJA AJA 00 21?7 A/AA . AlB BB ?I? 0?0 2A° 27 ?17?
Acantialdo Culata
TF1 ??7 2?7 A/A B/B B/B B/B A/A A/A 00 C/IE AIA C/IC CI/IC B/B DD AIA AB AA
TF2 ?7 2?27 A/A BB B/B B/B AIA _AA 00 C/E AIA C/IC C/IC B/B DD A/A AIB AA
TF3 A A? O AIA 7?7 ?? B/B A/A AJA 00 C/IE AIA C/IC C/IC B/B D/ID A/A AB A/B
TF4 ?A? 2?7 AIA 2?7 ?? B/B A/A AJA 0/0 7?7 AIA C/IC C/IC B/B DD 2?7 AB ??
TFS A7 2?7 AA 2?7 ?A7? B/B AJA A/A 00 2?27 AIA C/IC C/IC B/B DID AIA AB ?1?
TF6 A? 2?7 AIA 217 27 B/B A/A AIA 0/0 B/IE AAA C/IC C/IC B/B DD AIA AB ?1?
TF7 A7 2?7 AIA 2?7 2? B/B A/A A/A o0 7?27 AA C/IC C/IC B/B DD AA AB ?21?
TF8 A7 2° AIA A7 2? B/B A/A AJA 00 B/IE AAA C/IC C/IC B/B DD 2?7 AB ?/?
TF9 A7 27 AIA 2?0 A? B/B A/A AJA 00 27 AIA CIC C/IC B/B DD 21?7 AB ?2/?
TF10 ?07 21?7 A/A B/B B/B B/B A/A AIA 00 B/E AAA C/IC CI/IC B/B D/D A/A AB A/B
Tamargada
TAM1 ??7 21?7 A/A D/ID B/B B/B A/A A/A 00 2?7 AIA C/IC C/IC B/B D/ID AIA AB AA
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ANEXO 278
Poblacion /
individuo LOCUS

ACO ADH GB6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGl-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
TAM2 ?0? 21?7 AIA BB AA BB - AA A/A 0/0 B/E AIA C/IC C/IC B/B DID 72?7 AB AA
TAM3 ?0? ?1?7 AA DD 7?? B/B A/A A/A 00 72/? AJA C/IC C/IC B/B DD 2?7 AB AA
TAM4 ?/1? CIC A/A B/D A/A BI/B A/A A/A 0/0 B/IE AIA C/IC C/IC B/B DID A/A AB A/B
TAMS ?/1? C/IC A/A DD B/B B/B A/A A/A- 0/0 BIE AIA C/IC C/IC B/B D/ID A/A AB A/B
TAMG ?/1?7 CIC A/A DD 7?1? B/B A/A A/A 0/0 B/E AIAL C/IC C/IC B/B DD ?21?7 AB AB
TAM7 ?0?7 21?7 AA DID 7?? B/B A/A A/A 0/0 B/IE AIA  C/IC C/IC B/B DID ?/7? AB AB
TAM8 ??2 2?7 AIA DID ?1? B/B A/A A/A 0/0 21?7 AIA C/IC C/IC B/B DID ?1?7 AB AA
TAMS 20?7 21?7 A/A DD B/B B/B A/A A/A 00 7/? AIA CIC CIC B/B DID 71?7 AB A/B
TAM10 21 21?7 AA D/ID B/B B/B A/A A/A 0/0 A/IE A/ A B/IC B/IC B/B DID AIA AB A/B
TAM11 21?7 21?7 AA D/ID B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA  C/IC C/IC B/B DID 21?7 AB AA
TAM12 ??° 207 AA ?0?7  ?7? B/B A/A A/A 0/0 A/E AIA C/IC C/IC B/B DID A/A AB AB
TAM13 ?/1? C/IC A/A  D/ID BI/B B/B A/A A/A 00 7?7 AIA C/IC CIC B/B DD A/A AB A/B
TAM14 ?7 2?7 A/A D/ID B/B B/B A/A . AA 0/0 ?21?7 AIA C/IC C/IC B/B DID A/A AB A/B
TAM15 ?/1?7 C/IC A/A DID 7?1? B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA C/C C/IC B/B DID A/A ABB A/B
TAM16 ?/?7 C/IC A/A D/ID B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA C/IC C/IC B/B DID A/A AB A/B
TAM17 ?1?7 CIC A/A ?7? 27 B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA  C/IC C/IC B/B DD A/A AB A/B
TAM18 ?/1? CIC A/A D/ID B/B B/B A/A A/A 00 7?/? AJA CIC C/IC B/B D/ID A/A AB A/B
TAM19 A7 2?7 AA 7 7? B/B A/A A/A 0/0 A/IE AIA C/IC CIC BI/B DID 72?7 AB AA
TAM20 ?1?7 21?7 A/A DD BB B/B A/A AJA 00 AE AIA C/IC C/IC B/B DD 7?2/?7 AB AB
TAM21 ?0?7 21?7 AA DID BB BB A/A A/A 000 AIE AIA C/IC C/IC BI/B D/ID A/A AB ??
TAM22 2207 27 AIA ?/?7 BB B/B A/A A/A 0/0 AIE AIA C/IC C/IC BI/B DID 7?/1?7 AB ?07?
TAM23 220 21?7 AIA DID 7?1? B/B A/A A/A 00 A/E A/ AL C/IC CIC BI/B DID ?/?7 AB AA
TAM24 21?7 7?17 A/A DD B/B BB A/A A/A 0/0 AIE A/ AL C/IC C/IC B/B DID ?/?7 AB AB
TAM25 217 21?7 A/A DD B/B B/B A/A A/A 000 AIE AIA. AIB B/IC B/B DID ?/?7 AB AA
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Poblacion /
individuo

LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

TAM26
TAM27
TAM28
TAM29
TAM30
TAM31
TAM32
TAM33
TAM34
TAM35
TAM36
TAM37
TAM38
TAM39
TAM40
TAMA41

Mirca
Mi1
Mi2
Mi3
Mid
Mi5
Mi6

?°7?
27
?/7?
?7?
?27?
27
?07?
?27?
?0?
?20?
?07?
?27?
??
?0?
?7?
?27?

?207?
?20?
?07?
?27?
?0?
?2?

?27?
?27?
?7?
?07?
?7?
?27?
?27?
?217?
?27?
?27?
?27?
?27?
?27?
?27?
?27?
27?

?17?
?20?
?0?
?20?
?27?
?0?

AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
AJA
A/A
A/A

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

D/D
?207?
?7?
D/D
D/D
27
?207?
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/ID
D/ID
D/D

C/D
D/D
B/B
?20?
D/D
?0?

B/B
?7?
?7?
B/B
B/B
?27?
217
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

A/B
B/B
27
?07?
B/B
?[?

B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

AJA
AJA
AlIA
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AIA
A/A

A/A
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A

AJA
AJA
AIA
AIA
AJA
AIA
A/A
AJA
AJA
AIA
AA
AA

-AIA

A/A
A/A
AIA

AA
A/A
A/A
A/A
A/A

AA

0/0

0/0

0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0

0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0

AJE
AJE
B/E
B/E
AJE
B/E
B/E
AJE
B/E
B/E
B/E
AJE
?207?
?7?
°7?
?[7?

B/E
C/E
B/E
?[7?
27
?0?

A/A
AJA
AJA
AJA
AA
AJA
AJA
AJA
AJA
A/A
AJA
AA
AJA
A/A
AJA
A/A

A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
AJA

C/IC
CIC
C/IC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
C/C
CiC
CIC

CIC
CiIC
C/C
C/IC
C/C
CIC

CIC
C/IC
CIC
CIC
C/IC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
CIC
C/IC
CIC
CIC
CIC

CIC
C/IC
C/IC
CIC
C/IC
C/IC

B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

D/D
D/D

D/D

D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D

D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D

?07?
27?7

2A?

?7?
207
?207?
27?7
?07?
?07?
?7?
?2?
27?
27
?7?
°?
27?

AJA
?27?
A/A
27?7
?20?
AJA

A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
AB
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B

A/B
A/B
A/B
??
?07?
?20?

A/B
B/B
A/A
A/B
AIA
A/A
A/A
?20?
?20?
27
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
A/A

A/A
?0?
A/A
?2?

A/A
207
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280

Poblacion /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
Mi7 21?7 20?7 AA C/ID 7?/?7 BB A/A AJA 0/0 21?7 A/A CIC C/IC BB DID AA AB AB
Mi8 ?? 21?7 AA CID 7?17 BB AJA AJA 0/0 BIE /A C/IC C/IC BB DD AA AB AB
Mi9 ?1? 21?7 AA DD B/B B/B A/A AJA 0/0 BIE A/A C/IC C/IC BB DID AA AB AB
Mi10 2?7 217 AA BB 7?7 B/B A/A A/A 0/0 BIE AJAA  C/IC C/IC BB DD AA AB AB
Mi11 2?7 2?7 ANA BB AA BB A/A AJA 0/0 B/IE A/A  C/IC C/IC BB DID AIA AB AA
Mi12 2?7 ?1?7 ANA CID AA B/B A/A AJA 00 C/IE A/A C/IC C/IC BB DD AIA AB AA
Mi13 27 2?7 ANA 7?7 7?17 B/B AJA AJA 0/0 C/E AA/A C/IC C/IC BB DD 2?7 AB AA
Mi14 ?A? 21?7 AA BB 7?7 B/B A/A AJA 00 DIE MA C/IC C/IC BB DD 7?7 AB AA
Mi15 7 2?7 AA 27 7??  BB AJA AJA 0/0 ?/? AN/A C/IC C/IC BB DID AA AB AA
Mi16 A7 27 AA 2?7 7?7 BB A/A A/A 00 ?2/? ANA C/IC C/IC BB DD 7?7 AB AA
Mi17 2?7 20?7 ANA 21?7 7?7 B/B A/A AJA o/0 2?7 A/A C/IC C/IC BB . DID 27 72? ??
Mi18 A7 2?7 ANA 2?1?77 BB A/A AJA 00 ?2/? ANA C/IC C/IC BB DID AA ?27? 27
Mi19 2?7 21?7 AA CID 7217 AB A/A - AIA 0/0 B/IE AIA C/IC C/IC BB DD AB AB AB
Mi20 2?7 7217 AA BB B/B B/B AJA AJA 0/0 BIE AJ/A C/IC C/IC BB DD ?/? AB B/B
Mi21 ?2? 71?7 AA DD BB BB AJA AJA 0/0 B/E AAA  C/IC C/IC BB DID AIA AB AB
Mi22 ?1? 217 AA BB B/B B/B AJA AJIA 00 B/E AJ/A C/IC C/IC BB DD AIA AB AB
Mi23 2?7 21?7 AA DD B/B BB A/A AJA 0/0 B/IE AJ/A C/IC C/IC BB DD AA 7?7 AA
Mi24 21?7 7?17 AA BB BB AB A/A AJA 00 21?7 NA C/IC C/IC BB DID 207 27?207
Mi25 ?? 217 AA BB BB B/B A/A AJA 0/0 2?7 ANA C/IC C/IC BB DD AA AB BB
Mi26 ?f? 71?7 AA BB BB BB A/A AJA 0/0 AIE A/A CIC CI/IC ?1? 27 27 AB AA
Mi27 ?1? 71?7 A/A BB BB BB AJA AJA 0/0 AJE AIA C/IC C/IC BB DD A/IA AB BI/B
Las Hayas
HY1 21?2 2?7 AA DID BB AA AA AJA 00 AJE AAA C/IC C/IC BB DID AA AB AA
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Poblacion /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGIl-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
HY2 2?7 27 AIA C/ID B/B AA AJA AJA 00 AIE AAA C/IC C/IC B/B DD A/A AB AB
HY3 2?7 2?7 A/A DID B/B AA A/A A/A 00 AE AIA C/C C/IC B/B DID A/A AB AB
HY4 20?7 207 AIA 2?7 2? AJA AJA AJA 00 A/E A/A C/IC C/IC B/B B/ID AA ?? 07
HYS ?? 27?7 AIA A7 27?7 AA AlA AJA 0/0 AJE A/A C/IC C/IC B/B DD A/A 7?/? ?7?
HY6 7 2?7 AIA A7 U? A/A A/A AIA 0/0 B/IE A/A C/IC C/IC B/B DD AA ?/? ?7?
HY7 2?7 2?7 AIA 7 A7 AA A/A AJA o6 2/?7 AIA C/IC C/IC B/B DD A/A ?1? ?07?
HY8 2?7 207 A/IA DID B/B AA AJA AJA 0/0 BIE A/AL C/C C/IC BI/B D/D A/A AB A/B
HY9 ??° 207 AIA DID B/B AA A/A AA 0/0 B/E AIA C/IC C/IC B/B DID A/IA AB AB
HY10 2?7 27 AIA 7 A7 AJA AIA AJA 0/0 BIE AAA C/IC C/IC B/B DD AIA AB AB
HY11 ?? 207 A/IA DD BB AA AJA AJA 0/0 2/? AIA C/IC CI/IC B/B DID 7?17 A/B B/B
HY12 20?7 27 AIA A7 A7 A/A AJA AJA 00 2?7 AA C/IC C/IC B/B DD ?1?7 AB AB
HY13 2?7 2?7 AA DID BB AA A/A A/A 00 AIE AAA C/IC C/IC B/B DID AIA AB AB
HY14 20?27 AIA A7 A/A AIA - AIA 00 AIE A/A. C/C CI/IC B/B DID AIA AB AB
HY15 A7 7217 AA 2?7 2A7? AJA AJA AA 00 AlE AAA  C/IC C/IC BI/B D/ID A/A AB A/B
HY16 ?2? 207 AA DID BB AA A/A AJA 00 AE A/A C/IC C/IC B/B DID AIA AB AB
HY17 ?2° 2?7 AIA ?A? 7 A/A A/A A/A 00 72?7 AAA CIC C/IC B/B DID 2?7 AB A/B
HY18 7 27 AIA 7 ?A? AJA A/A AIA 00 AIE AAA C/IC C/IC B/B DID A/IA AB AA
HY19 2?7 2?7 AA A7 A7 A/A AJA AJA 0/0 A/E AJ/A C/IC C/C BI/B DD A/A AB B/B
HY20 7 A7 AA 7?7 A/A A/A AJA 0/0 AIE AAA C/IC CI/IC B/B DID A/IA AB A/A
HY21 2?7 A7 AIA w7 A7 AA A/A AA 00 AIE A/A C/IC C/IC B/B DD A/A AB A/B
HY22 ?? 20?7 AA w7 2U? A/A A/A AJA 00 AE A/A C/IC CI/IC B/B DD A/A AIB AB
HY23 A7 A7 AIA ?A? 27 A/A AJA AJA o0 27 AIA C/IC CIC B/B DID 2?7 AB AB
HY24 22?7 27 AA DD B/B AA AJA AJA 0/0 A/E A/IA C/C C/IC B/B DID A/A 7?21? B/B
HY25 207 2?7 AIA ??  ?7? A/A AJA AJA 00 217 AIA C/IC C/C BI/B DID ?2[? 2? ?2/7?
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Poblacién /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
HY26 ?° 27 AIA 2?7 217 AA AJA AA 0o/0 7217 AAA C/IC CIC BB DID 217 AB 777
HY27 2?7 A7 AA 2?27 AA AJA A/A 0/0 AlE AAA C/IC C/IC BB DID AIA AB AA
HY28 20?7 2?27 AA DID BB AA A/A AJA 0/0 AlE AAA C/IC C/IC BB DID AA AB 7?27
HY29 ?2? 2?17 A/A DD BB AA A/A AJA 0/0 AJE AIAA C/IC C/IC BB D/ID ??7 AB AA
HY30 ?A? 2?7 AIA 7?7 2?7 AA A/A AJA o0 2?7 AAA C/IC C/IC BB DD ?27? AB AB
HY31 ?A? 2?7 AIA 7?7?27 AA A/A AJA o0 2?27 AA C/IC C/IC BB DD AA AB 77?
HY32 20 20?7 AIA 7 2?7 AA A/A A/A 00 27 AA C/IC C/IC BB DID AIA AB 777?
HY33 A7 A7 AIA 2?7 2?7 AA A/A AIA 00 AE A/A C/IC C/IC BB DD AIA AB AA
HY34 A7 27 AIA ?? ??7 AA A/A AJA 000 AIE AAA . AlB B/IC BB DID A/A AB AB
HY35 A2 2?7 ANA A7 2?7 AA AJA A/A 000 AlE AA/A CIC C/IC BB DD A/A AB AB
HY36 A7 27 AIA 7?7 27 AA A/A AJA 00 AEE AAA C/IC CIC BB DID AA AB BB
HY37 ?1?7 BB A/A DID BB AA A/A A/A 00 BE AAA C/IC C/IC BB DD AIA AB 7?21?
HY38 20?7 CIC AA 7?27 2?7 AA A/A . AIA 00 C/IE AAAM C/IC C/IC BB DD AIA AB 7?21?
HY39 ?1?7 C/IC A/A DID BB AA A/A AJA 00 AE AAA C/IC C/IC BB DD A/A AB B/B
HY40 ?1?7 BB AA C/D B/B AA AJA A/A 00 AIE AIA C/IC C/IC BB DD A/A AB AA
Barranco Angostura
BA1 ?20° ?? A/A BB A/A  B/D AJA AJA 00 BIE AAA C/IC C/IC BB DD AIA AB AA
BA2 ?1? C/IC A/A BB AA BB AJA AJA 00 BIE A/ A BB B/IC BB DD A/A AB AA
BA3 ?1? CIC A/A CID BB B/B A/A AJA 00 B[E AAA BB BIC AB DD AIA AB AB
BA4 ?? 7217 A/A BB AA BB AJA AJA 0/0 BIE AAA BIC B/IC AA DID A/IA AB B/B
BAS ?21?7 CIC AA 21?7 727 BB A/A A/A 00 21?7 AA ?1? 27 AB DID AIA AIB B/B
BAG ?21?7 CIC AIA BB AA B/B A/A A/A 00 B/IE AAA B/IC B/IC BB DD AIA ABB A/B
BA7 ?1? C/C A/A DD B/B B/B A/A A/A 00 BIE AA B/IC BIC AB DD ?/1?7 AB AB
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Poblacién /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
BAS8 ?7 BB AA C/ID B/B B/B AIA A/A 0/0 B/E A/A B/IC B/C B/B DD 2?7 AB AA
BA9 207 21?7 A/A D/ID B/B B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA B/IC BIC A/A DID AIA AB A/B
BA10 ?1?7 CIC A/A 2?7 2?7 B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA 21?7 ?2? AB DD A/A AB A/B
BA11 ??7 BB A/A BB AA B/B A/A A/A 0/0 AlE A/A B/IC B/IC B/B D/ID A/A AB A/B
BA12 ?2? 7?7 AIA B/B A/A B/B A/A A/A 0/0 B/E AIA B/B B/IC A/B DD AA A/B ?07?
BA13 A7 2?7 AA 7?7 ?? B/B A/A A/A 0/0 B/E A/A B/B B/IC B/B DD ?/7 AB AA
BA14 20?7 7?7 AIA BB A/A B/B A/A A/A 0/0 727 AIA B/B B/C AB DID AIA AB A/B
BA15 ?0?7 CIC AA A2 2? B/B A/A A/A 0/0 B/[E AAA C/IC C/C B/B DD A/IA AB A/B
BA16 ?1?7 CIC A/A A2 2? B/B A/A A/A 0/0 B/IE AIA C/IC C/IC AB DID AIA AB AB
BA17 ??7 C/IC A/A BB AA B/B A/A A/A 0/0 B/E A/IA B/IC B/IC B/B DD AIA AB AB
BA18 ?2? 207 AIA C/ID B/B B/B A/A A/A 0/0 AIE A/A B/IC B/IC B/B DD 72?7 AB AB
BA19 2?7 207 AA A°  27? 2U? A/A AJA o/0 27 AIA C/IC C/IC B/B DID 2?7 A/B A/B
BA20 ?2° 21?7 AA A 2? ?07? A/A - AIA 0/0 7?17 AIA B/B B/B AB DD AIA AB AB
BA21 22 21?7 AA C/ID B/B ?217? A/A A/A 0/0 27 AIA C/IC C/IC AB DID 2?7 AB ?/7?
Vegaipala
VP1 ?1?7 C/IC AA DID BB AA A/A A/A 0/0 A/IE A/IA C/C CI/IC B/B D/ID A/A A/B ?/7?
VP2 ?1?7 C/IC AA DID BB AA A/A AJA 00 AlE A/IA C/IC C/IC B/B D/ID A/A AB A/A
VP3 ?2?7 C/IC AA D/ID BB AA A/A A/A 0/0 AE AIA C/IC C/IC B/B D/D A/A AB A/B
VP4 2017 C/IC AIA DD BB AA A/A A/A 00 AlE AIA C/IC C/IC B/B DID A/A AB A/B
VP5 ?21?7 C/IC A/A DD BB AA A/A A/A 0/0 AIE AIA C/C C/IC B/B D/ID A/A A/B A/B
VP6 ?67 CIC AIA . 2?7 7?? AA A/A A/A 0/0 A/IE A/IA C/C C/IC B/B D/ID A/A AIB A/B
VP7 ?2? 20?7 AA D/D BB  AA A/A A/A 0/0 AIE AIA  C/IC C/IC B/B D/D A/A AB AA
VP8 ??7 2?7 A/A D/ID B/B AA A/A A/A 0/0 A/E C/IC C/IC B/B DID AIA AB AA

AA
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Poblacion /
individuo

LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 |DH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2

VP9

VP10
VP11
VP12
VP13
VP14
VP15
VP16
VP17
VP18
VP19
VP20
VP21
VP22
VP23
VP24
VP25
VP26
VP27
VP28
VP29
VP30
VP31
VP32

?2?
?27?
?27?
?/7?
?1?
?27?
?0?
?27?
?7?
?7?
?7?
?°°7?
?27?
?27?
7
?27?
?7?
?27?
?2A7?
7?
°7?
?27?
?7?
?7?

?207?
?27?
?/7?
?27?
U?
CIC
C/IC
C/C
C/IC
C/IC
CIC
C/IC
?107?
C/IC
??
C/C
C/IC
C/C
C/C
C/C
C/C
C/IC
?217?
?0?

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

A/A

A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AZA
AJA
AJA
A/A

D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/ID
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D

D/D
?07?

B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

B/B
?2/7?

AJA
A/A
A/A
AJA
AJA
AJA
AJA
AJA
A/A
A/A
A/A
AJA
AJA
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AJA
AJ/A
A/A
A/A

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

A/A

A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A

A/A
AIA
AJA
AJA
AIA
AIA
A/A
AJA
AJA
AJA
A/A
AJA
A/A
AIA
A/A
AJA
A/A
A/A
AJA
AJA
AIA
A/A
AA
AJA

0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0
0/0

?7?
?7?
A/E
AJE
?7?
A/E
AJE
AJE
A/E
A/E
AJE
A/E
?7?
A/E
?7?
AJE
B/E
B/E
A/E
?0?
?7?
A/E

A/E
?0?

AJA
A/A
AJA
AJA
AJA
A/A
AJA
AJA
AJA
AJA
AJA
AJA
AJA
A/A
AJA
A/A
AJA
AJA
A/A
AJA
AJA
AJA
AJA
AJA

C/C
C/C
C/IC
C/C
CIC
C/IC
C/C
C/IC
C/IC
C/IC
CIC
CiC
CIC
CIC
CIC
C/IC
CIC
CIC
C/C
C/IC
CiC
CiC
C/C
C/IC

CIC
CIC
C/IC
C/IC
CIC
C/IC
CIC
CIC
CIC
C/IC
CIC
C/IC
C/IC
CIC
CIC
C/C
C/IC
CIC
CIC
CIC
C/IC
CiIC
CiC
C/IC

B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
?7?
?7?
17?7
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B
B/B

D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/ID
D/D
D/D
?0?
217
217
D/D
D/ID
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D
D/D

A/A
A/A
A/A
B/B
A/A
A/A
AJA
AJA
A/A
AlA
A/A
AJA
AA
A/A
A/A
A/A
AJA
AJA
A/A
AIA
B/B
A/A
A/A
A/A

A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B
A/B

A/A
?20?
?07?
A/B
?7?
A/B
A/B
A/B
A/B
B/B
?20?
?20?
A/B
?20?
?27?
??
A/B
A/B
A/B
?0?
?0?
A/B

A/B
?/?
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ANEXO
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Poblacién /
individuo LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
VP33 ?7 C/IC A/A DD BB AA A/A AIA 00 AIE A/AL C/IC CIC B/B DID A/IA AB A/B
VP34 ?7 CIC A/A DID BB AA A/A AJA 00 72/?7 AJA C/IC C/IC B/B D/D A/A A/B ?7?
VP35 ?27 CIC A/A DD BB AA A/A AIA 00 27 AA C/IC C/IC B/B D/D B/B A/B ?7?
VP36 ?27 CIC A/A DID BB AA A/A A/A 00 2?7 AIA C/IC C/IC B/B DD A/A AB ?[?
VP37 ?/7 C/IC A/A DD B/B AA A/A A/A 00 27 AA C/IC C/IC B/B DD A/A A/B A/B
VP38 ?/?7 C/IC A/A DD BB AA A/A A/A 00 A/E A/A C/IC C/IC B/B DID AIA AB A/B
VP39 ?217 CIC A/A DD BB AA A/A AJA 00 AIE A/AA C/IC CI/IC BI/B DD A/A AB A/B
VP40 ?1?7 CIC A/A DID BB AA A/A AlA 00 2?7 AIA C/IC CIC B/B D/D A/A A/B A/B
VP41 ?1?7 2?7 AA DD BB AA A/A A/A 0/0 21?7 AJIA C/IC C/IC B/B D/ID A/A A/B ?07?
Zumacal
ZU1 20?7 21?7 A/A BB BB AB A/A A/A 00 7?7 AIA C/IC C/IC B/B DD 7?/?7 AB AB
ZU2 2207 2?7 A/A BB B/B AB A/A - AIA 00 7?27 AIA C/IC C/IC B/B DD A/A AB AA
ZU3 ?? 2?7 AA C/ID B/B AB A/A A/A 00 2?7 AIA C/IC C/IC B/B D/D A/A AB A/B
ZU4 ?° 2?7 A/A DID B/B B/B A/A A/A 0/0 21?7 AIA C/IC CI/IC B/B DD A/A ABB AA
ZU5 ?0?7 ?? AA ?? 2 B/B A/A A/A 00 7?7 AIA C/IC C/IC B/B DD 7?/?7 AB ?07?
ZU6 A7 2? A/A 227 27 B/B A/A AlA 00 2?7 AIA C/IC C/IC B/B DD 7?/? A/B ?/7?
ZU7 ?1?7 CIC A/A 7 2 B/B AJA A/A 00 AIE AIA C/IC C/C B/B D/D A/A A/B ?207?
ZU8 ?1?7 CIC A/A 2?0 2? A/B A/A AIA 00 A/E A/A C/IC C/IC B/B D/D A/A A/B 2?7
ZUS ??7 CIC AA DD BB A/B A/A A/A 00 C/IE A/AA  C/IC C/IC B/B D/D A/A A/B ?0?
ZU10 ?? 27?7 AIA A? 2U? B/B A/A A/A 0/0 72/?7 AIA C/IC C/IC B/B D/D A/A A/B ??
ZU11 ?/?7 C/IC A/A DD BB AB A/A A/A 00 A/IE AIA C/IC C/IC BI/B D/ID A/A AB A/B
ZU12 ??7 CIC A/A BB AA AB A/A AA 00 AIE AIA C/IC C/IC B/B D/ID A/A AIB A/B
ZU13 ?/?7 C/IC A/A ?0?7 71?7  AB A/A A/A 0/0 B/E A/A C/IC C/IC BI/B DID A/IA A/IB A/A
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Poblacion /
individuo

LOCUS

ACO ADH G6PDH IDH-1 IDH-2 MDH-1 MDH-2 MDH-3 MDH-4 ME PGI-1 PGI-2 PGI-3 PGM-1 PGM-2 SDH PGD-1 PGD-2
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ANEXO

Tabla 2. Matriz de presencia/ausencia de bandas obtenidas mediante
RAPDs para los cebadores OPM-8 y OPK-14 en las poblaciones de P.

canariensis y P. dactylifera analizadas. ?: datos perdidos, N: nimero de

individuos que presentan la banda, P: porcentaje de presencia de la banda

en la poblacién.
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OPK-14
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Tabla 2 (continuacion 1)
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ANEXO

Tabla 2 (continuacion Iil)
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ANEXO

Tabla 2 (continuacién V)
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Tabla 2 (continuacion V)
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