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1.1. |ntroduccién

Los recursos biologicos sustentan practicamente todas nuestras
necesidades: alimentos, medicinas, prendas de vestir, materiales de
construccidn, oxigeno liberado por las plantas, control del clima, ciclado de
nutrientes por los bosques y las nuevas tecnologias van revelando muchos

usos potenciales dia a dia (Beattie, 1995).

Por desgracia parece que solo empezamos a apreciar nuestros recursos
cuando estos comienzan a mermar. Segun Frankel et al. (1995), en Inglaterra,
donde la industrializacion germiné antes que en otros paises europeos, se
podian reconocer los cambios en la vegetacion ya a finales del siglo XIX. De
ahi que desde entonces se haya atribuido gran parte de la pérdida de la
riqueza biologica a los efectos de las actividades humanas relacionadas con el
progreso industrial. Pese a todo, este también fue el génesis de los

movimientos de conservacion y de la percepcion de la biodiversidad.

El hito historico de la conservacion de la naturaleza fue el establecimiento
del Parque Nacional Yellowstone en Estados Unidos hacia 1874. Aunque en un
principio el énfasis estuvo en la preservacion de los ecosistemas; la aparicion
del concepto “biodiversidad”, mas de un siglo después, significé la integracion
de la ecologia y la genética en términos de conservacién, ya que vino a
representar la diversidad en todos y cada uno de los niveles de la organizacion
bioldgica: comunidades, especies, organismos y genes (CBD, 1992; Frankel et
al., 1995; Frankham et al., 2009). En este aspecto, los recursos genéticos estan
teniendo mas relevancia en la conservacion de los recursos naturales tal como
se ve reflejado en el propio Convenio sobre la Diversidad Biolégica (CBD,
1992; Comision Europea, 2006).

Por otro lado, es un hecho ampliamente reconocido que las islas
oceanicas, como las Canarias, son extensiones territoriales que atesoran una
gran diversidad bioldgica; muchas veces exclusiva de cada isla en particular.
Esa amplia diferenciacién biolégica no evita que las poblaciones de especies
singulares y el numero de individuos en cada poblacién sean muy bajos, razén

por la cual es imprescindible actuar antes de que la erosién genética nos
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impida conservar su riqueza alélica (Fernandez-Palacios y Martin Esquivel,
2001; Francisco-Ortega y Santos, 2001; Gonzalez-Pérez et al., 2009b; Sosa et
al., 2010a).

Sin embargo, la conservacion de la diversidad biolégica es un concepto
en el que se encuentran implicados aspectos cientificos, técnicos, sociologicos
y econdmicos con el objetivo de implementar acciones especificas que finalicen
en la reduccion de los niveles actuales de pérdida de la biodiversidad (Banares
et al., 2002; Primack & Ros, 2002; Heywood & Iriondo, 2003). Por ello, previo a
la planificacion de la recuperacion de una especie vegetal amenazada que se
encuentre en regresién y con escasos efectivos, se debe conocer su estado
bioldgico, identificar sus etapas criticas y averiguar las causas de las
variaciones en etapas de vida demograficamente sensitivas (Schemske et al.,
1994; Young & Clarke, 2000, Bafares et al., 2002; Banares et al., 2004;
Gonzalez-Pérez et al., 2008; Sosa et al., 2010b).

El estado de alta vulnerabilidad de las poblaciones de buena parte de los
endemismos canarios no se debe solamente al impacto antropogénico, sino
que también puede ser consecuencia de la propia dinamica de las poblaciones
que tienen un reducido numero de individuos; en las cuales, los fendbmenos de
aislamiento y consanguinidad son muy acusados. Por esto, se hace
imprescindible redoblar los esfuerzos y desarrollar programas y proyectos de
conservacion que eviten que el desgaste genético en estos endemismos se
torne irreversible, exhiba procesos de regresion por inestabilidad genética y/o
demografica y consecuentemente se produzca la extincion local de sus
poblaciones (Silvertown & Charlesworth, 2001; Sosa, 2001; Oostermeijer et al.,
2003; Frankham et al., 2009; Sosa et al., 2010b).

1.1.1. Conservaciéon (Genética de la Biodiversidad chctal

La imperante necesidad de descubrir la riqueza genética contenida en las
especies en riesgo ha dado paso al nacimiento de la Conservacion Genética;
una rama cientifica relativamente joven fundamentada en mas de un siglo de
avances en teoria evolutiva (incluyendo genética de poblaciones, genética

cuantitativa, cultivo de plantas y crianza de animales) que se ha constituido en
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una disciplina cuantitativa cuya fortaleza recae en la fiabilidad de sus

predicciones (Frankham et al., 2009).

Segun Frankham et al. (2009) la conservacién genética es la aplicacion
de la genética tedrica y técnica para reducir el riesgo de extincién en las
especies amenazadas, con el fin ultimo de preservar las especies como
entidades dinamicas capaces de hacer frente a los cambios ambientales. Sin
embargo, desde una perspectiva metodoldgica; es la poblacidn, mas que la
especie, la unidad funcional evolutiva y ecolégica donde deberian concentrarse
los esfuerzos multidisciplinarios para la conservacién genética porque es en
esta donde se producen los cambios genéticos y demograficos fundamentales
que determinaran la viabilidad y, por ende, la capacidad adaptativa de las
distintas especies (Schemske et al., 1994; Sosa et al., 2002). Ademas, la
cantidad de variacién genética en una poblacion puede jugar un importante
papel en el ecosistema por la relacién que existe entre las especies (Frankham
et al., 2009).

Las aplicaciones mas importantes de la genética de la conservacion se
derivan de la capacidad de ayudar a crear una imagen mas precisa de los
patrones y procesos de las especies en peligro de extincion. Particularmente, la
cuantificacion de la depresiéon endogamica, del tamafo efectivo de la poblacion,
de tamanio de la poblacién minima viable, de los niveles de variacion genética y
del flujo genético en poblaciones naturales; pueden proveer medidas
especificas y comparables de como las poblaciones en riesgo estan siendo
afectadas (DeSalle & Amato, 2004). Se ha considerado a la demografia como
el segundo pilar basico en el que se cimenta la biologia de la conservacién ya
que se encarga de ponderar los procesos de natalidad, mortalidad, migraciéon e
inmigracidon que permiten conocer la distribucion, estructura y dinamica
poblacional en cada poblacion para asi comprender y explicar la situacion
actual de la especie amenazada y proyectar su situacion previsible en el futuro.
La caracterizacion estructural de una poblacion toma como base la edad, el
tamafno o los estadios de vida y proporciona los datos que permiten hacer
aproximaciones matematicas sobre cuyos resultados pueden apoyarse futuras

actuaciones (Garcia & Iriondo, 2002; Oostermeijer et al., 2003).
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Por lo tanto, los aportes para la conservacion de las especies vegetales
amenazadas no deben limitarse al descubrimiento de la diversidad genética
existente en las poblaciones naturales, sino que también deben implementar la
concatenacion de esos resultados genéticos con la informacion generada en
investigaciones demograficas y de biologia reproductiva con el fin de poder
ampliar el campo de vision sobre la situacion especifica de cada taxon. De esta
manera se garantiza que la toma de decisiones y la planificacion de estrategias
de manejo en las especies vulnerables estén respaldadas de informacion

fehaciente y actualizada (Bafares et al., 2002).

Aunque se ha cuestionado la significancia de los factores genéticos para
la conservacion con base en que los factores demograficos, las fluctuaciones
ambientales (estocasticidad) y las catastrofes pueden llevar a las poblaciones
silvestres a la extincion antes que los factores genéticos tengan efecto; hay una
clara base tedrica y una creciente evidencia experimental de que los factores
genéticos intervienen en la extincidon porque pueden interactuar frecuentemente
con las fluctuaciones demograficas, precipitando a las especies hacia la

extincion (Frankham et al., 2009).

En las ultimas dos décadas la conservacion genética ha progresado
considerablemente de ser un campo meramente tedrico en la biologia de las
poblaciones a convertirse en wuna disciplina empirica completamente
desarrollada y esto ha sido gracias a los avances tecnoldgicos en genética
molecular que han permitido el uso de marcadores moleculares neutrales en la
biologia de la conservacién (Ouborg et al., 2010). Las emergentes técnicas
moleculares hacen que hoy sea posible el estudio de las diferencias en la
secuencia del ADN en si, en cualquier especie (Allendorf & Luikart, 2007). Los
marcadores moleculares han sido utilizados para una variedad de aplicaciones
que incluyen el analisis de las relaciones genéticas entre individuos, la
construccion de mapas de linaje, la seleccion asistida y los retrocruces, la
genética de poblaciones y los estudios filogenéticos (Kalia et al., 2011); de
hecho, su uso se ha extendido tan ampliamente a aspectos de conservacion de
especies amenazadas que algunos autores consideran que nos estamos
acercando a la era de la conservaciéon genomica (Allendorf et al., 2010; Ouborg
etal., 2010).
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’ 1.1.2. Marcadorcs Molccularcs

Los marcadores moleculares son fragmentos especificos del ADN que
pueden ser identificados dentro del genoma cuya expresion permite un efecto
cuantificable u observable que, ademas, puede detectarse faciimente. Sin
embargo, se habla de marcadores genéticos cuando estos se transmiten segun
las leyes basicas de la herencia mendeliana; por lo que no todos los
marcadores moleculares se consideran marcadores genéticos (Nuez y Carrillo,
2000). En otras palabras, los marcadores genéticos son regiones del ADN que
presentan variacion en su secuencia sin que, necesariamente, se aprecien
cambios sustanciales en las funciones del organismo. Por ello, se consideran
herramientas utiles que han servido de base para la identificacién de especies,
cepas, hibridos, analisis de diversidad, recursos genéticos, determinacion de
paternidad, mapeo gendmico con aplicacion a genética de poblaciones,
biologia evolutiva, ecologia molecular, genética de la conservacion, etc. (Avise,
1994; Goldstein y Schiétterer, 1999; Chybicki y Burczyk, 2008).

Un marcador molecular monomorfico es invariable en todos los
organismos estudiados; pero cuando un marcador presenta diferencias en el
peso molecular, actividad enzimatica, estructura o sitios de restriccion se dice
que es polimorfico. A veces el grado de variacion es tal que se denominan
hipervariables (Frankham et al., 2009). Los marcadores moleculares pueden
evaluarse desde que los individuos estan en sus primeros estadios de
desarrollo y se pueden aplicar usando a todo el individuo o solo parte de este.
En términos generales existen dos tipos de marcadores moleculares:

Marcadores Bioquimicos y Marcadores de ADN (Nuez y Carrillo, 2000).

Los marcadores de ADN son porciones especificas de ADN formadas de
secuencias cortas que se repiten. Ya que el numero de repeticiones en estos
marcadores es altamente variable entre los individuos, son efectivos para fines
de caracterizacion. Existen varias técnicas para identificar marcadores de ADN,
las cuales se pueden agrupar en tres categorias: las que aplican Hibridacion,
las que conllevan Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y las que
combinan ambas metodologias (Nuez y Carrillo, 2000; Picca et al., 2002).
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La PCR, o reaccion en cadena de la polimerasa, fue introducida por Mullis
(Mullis et al., 1986; Allendorf & Luikart, 2007) y es una tecnologia utilizada para
multiplicar (sintetizar) in vitro fragmentos especificos de ADN con la finalidad de
detectar una secuencia o gen conocido o desconocido en el genoma del
individuo en estudio. Se basa en la amplificacion de fragmentos de ADN a partir
de secuencias de nucleétidos denominadas “cebadores”, que son capaces de

reconocer una secuencia blanco para la cual el cebador es complementario.

Una vez extraido y purificado el ADN del material a utilizar, los principales

pasos del PCR son los siguientes:

1. Se separan las dos hebras (cadenas) de ADN; es decir, se promueve
su desnaturalizacion a través de altas temperaturas (comunmente 95
°C).

2. Se induce el alineamiento o reconocimiento del cebador con las
secuencias complementarias o molde del ADN. Esto se conoce como

hibridaciéon y ocurre al bajar la temperatura (p.e. 55 °C).

3. Por medio de la enzima Taq polimerasa se lleva a cabo la extension o
alargamiento de la molécula iniciadora (cebador); o sea, la sintesis de
la cadena complementaria. La temperatura de elongacion suele ser de
72 °C.

4. Los ciclos se repiten la cantidad de veces que sea necesario hasta

obtener el numero de copias de ADN que se requiere (Avise, 1994).

Los procesos anteriormente mencionados tienen lugar en un
termociclador, instrumento que se encarga de realizar los cambios de
temperatura necesarios para que se desarrollen las etapas o ciclos pertinentes.
Los RAPD' y los microsatélites (entre otros marcadores) utilizan esta
metodologia (Tautz, 1989; Williams et al., 1990).

Los microsatélites son secuencias repetitivas de nucledtidos con una
amplia ocurrencia, particularmente en organismos multicelulares; también se
les conoce como SSR (Simple Sequence Repeats). Los microsatélites fueron

descritos por Tautz en 1989 y se basan en regiones hipervariables constituidas
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por repeticiones en tandem de unos pocos pares de bases (1 — 6). El numero
de repeticiones puede variar, por lo que las diferencias o polimorfismos se
detectan con una disparidad de tamafos y han ganado considerable
importancia en la genética de la conservacion de plantas debido a la gran
cantidad de ventajas genéticas que poseen (Tautz, 1989; Engel et al., 1996;
Ramel, 1997; Hoelzen, 1998; Goldstein & Schdtterer, 1999; Silvertown &
Charlesworth, 2001; Kalia et al., 2011).

Los microsatélites se heredan siguiendo las leyes de Mendel y presentan
un alto polimorfismo por locus (multialelismo) superior al observado por otros
marcadores; por esto, por ser codominantes y genoma-especificos se les
considera los marcadores ideales para la identificacion genética individualizada
(Tautz, 1989; Engel et al., 1996; Jones et al., 2010). Otros atributos incluyen
hipervariabilidad, reproducibilidad, relativa abundancia, cobertura extensiva del
genoma, localizacion especifica en los cromosomas, docilidad en la
automatizacioén y alto grado de rendimiento de genotipado (Kalia et al., 2011).
No obstante, una de las grandes desventajas de estos marcadores es que las
regiones microsatelitales deben ser detectadas, secuenciadas y definidas para
cada especie antes de ser utilizados por primera vez; lo que incrementa los
tiempos y costes. Ademas, su implementacion en un laboratorio requiere

considerable infraestructura y presupuesto.

A pesar de ello, son muchos los estudios que han elegido a los
microsatélites para la investigacion en especies amenazadas y, de ellos, una
gran cantidad se centra en el descubrimiento y comparaciéon de genotipos de
especies vegetales. En las Islas Canarias, el uso de microsatélites es reciente.
Se han empleado para detectar los patrones de expresion fenotipica y la
heredabilidad de los rasgos relacionados con la luz en Olea europea (Garcia-
Verdugo et al., 2010a), asi como los efectos de la estructura de la poblacion en
la edad y el aislamiento por distancia en O. europea ssp. guanchica (Garcia-
Verdugo et al., 2010b). También han sido utilizados para detectar la diversidad
genética y los patrones de estructuracion entre adultos y reclutas de Pinus
canariensis (Lépez de Heredia et al., 2010).
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El empleo de microsatélites para la caracterizacion genética de plantas
endémicas y/o peligro de extincién también incluye estudios proyectados hacia
la conservacion genética de especies vulnerables y el mejor aprovechamiento
de los recursos economicos disponibles. En Bencomia exstipulata (Gonzalez-
Pérez et al., 2009a) el uso de microsatélites fue imperante en el descubrimiento
del bajo nivel de variabilidad y el alto grado de diferenciacidn genética existente
entre las dos unicas poblaciones naturales de esta especie. Esto puso de
manifiesto el riesgo de pérdida de diversidad por depresion endogamica en la
especie y permitio la identificacion de los genotipos que deberian ser elegidos
de forma prioritaria en las posteriores acciones de restitucion. Otro fue el caso
de Myrica rivas-martinezii que al ser comparada con su congénere M. faya
(Gonzalez-Pérez et al., 2009c) no reveld diferenciacion genética, razoén por la
cual se estipul6 que ambos taxones compartian un mismo acervo genético y
que fueran, probablemente, la misma especie. En este caso se recomendo el
cambio de enfoque y la reconsideracién de la categoria de “en peligro de
extincion” de M. rivas-martinezii. Por ultimo, la identificacion de los grados de
diversidad y diferenciacion genética a nivel interpoblacional en Sambucus
palmensis (Sosa et al., 2010b) han permitido descubrir que el concentrar los
esfuerzos de conservacion solo en aquellas pocas poblaciones de gran tamafio
se traducia en la posibilidad de la pérdida de la variabilidad genética de la

especie.
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1.2. (GQenética de Poblaciones

De acuerdo con Templeton (2006), la genética de poblaciones siempre ha
desempefiado un papel central en la biologia evolutiva ya que se ocupa de los
mecanismos por los cuales la evolucion ocurre dentro de las poblaciones y las
especies y este, al fin y al cabo, es el fundamento de todo cambio evolutivo. La
genética de poblaciones ofrece muchas herramientas basicas para la biologia
de la conservacion no solo porque involucra el estudio del origen, cantidad y
distribucion de la variacion genética en las poblaciones, sino que también se

interesa en el destino de esta variacion a través del tiempo y el espacio.

Cuando el énfasis de los estudios genéticos se trasladé de los individuos
a las poblaciones, los cambios evolutivos se contemplaron como consecuencia
de las variaciones genéticas en las poblaciones. Estos cambios también se
vislumbraron como resultado del estudio formal predictivo de las alteraciones
de las frecuencias alélicas y genotipicas basadas en el equilibrio de Hardy-
Weinberg. No obstante, debido a los cambios que ha sufrido la genética
molecular hasta convertirse en gendmica, la genética de poblaciones también
ha pasado de ser una disciplina que recibe nuevas técnicas a una que
proporciona los métodos basicos de analisis (Hartl & Clark, 1997; Fontdevila y
Moya, 1999; Templeton, 2006).

Segun Hartl & Clark (1997), en genética de poblaciones el término
“poblacion” viene referido a un grupo de organismos de la misma especie que
viven en un area geografica suficientemente restringida para que cada miembro
tenga la oportunidad potencial de aparearse con algun otro miembro. No
obstante, la definicion precisa de esta unidad es dificil y varia de especie en
especie debido a la presencia casi universal de algun tipo de estructuracién
geografica en las poblaciones. Debido a que muchos fendmenos importantes
surgen de las interpretaciones de dos o mas factores dentro de una poblacién,
la genética de poblaciones incluye el estudio de varias fuerzas que dan como
resultado los cambios evolutivos en las especies a través del tiempo. Como

consecuencia, la evolucion debe ser vista con una perspectiva multidimensional
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y no basta con examinar cada fuerza evolutiva individualmente (Templeton,
2006).

Uno de los aspectos principales en genética de poblaciones es,
precisamente, descubrir la arquitectura genética de las poblaciones naturales e

identificar las fuerzas y factores evolutivos que expliquen dicha variacién.

1.2.1. Variabilidad Genética

Aunque la genética de poblaciones es una disciplina considerablemente
reciente, en el estudio de la variabilidad genética de las poblaciones existen ya
varios estadisticos que han sido propuestos a fin de cuantificar y comprender
esta variable en términos mas exactos. Como cada estadistico aprecia
diferentes aspectos de la variabilidad genética, suelen utilizarse varios de
manera complementaria. Los mas empleados son la riqueza alélica (A), el
polimorfismo (P), la heterocigosidad observada (H,) y la heterocigosidad

esperada (H,).

1.2.0.1. Riqucza Alélica

La riqueza alélica (A) es el numero medio de alelos por locus y cuantifica
el numero total de alelos diferentes detectado en cada uno de los loci de una

poblacion.

Dependiendo de su historia, cada poblacion pudo haber sufrido mayor o
menor reduccion en su variacién genética original debido al “efecto fundador” o
‘cuello de botella”, fendbmeno natural que afecta principalmente a aquellos

alelos de mas baja frecuencia (Sytsma & Schaal, 1985; Bouzat, 2010).

A pesar de su importancia, estos alelos no tienen mucha influencia en la
medida de la heterocigosis (Zapata, 1987); asi que la riqueza alélica basa su
utilidad en la medicién de estas reducciones de variacion genética y en la

deteccion del efecto producido por la deriva genética (Sosa et al., 2002).

La expresion matematica para la riqueza alélica es:
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L
_ 1 _

A= ZZal 1 < A<maxq
=1

donde L es el numero total de loci analizados en la poblacion considerada y a;

es el numero de alelos detectados en el locus / (Caujapé-Castells, 2006).

1.2.1.2.  Polimorfismo

De acuerdo a Hedrick (1983), la definicidn mas util de polimorfismo fue
dada por Cavalli-Sforza y Bodmer en 1971 quienes propusieron que “el
polimorfismo genético es la ocurrencia en la misma poblacion de dos o mas

alelos en un locus, cada uno con frecuencia apreciable”.

El polimorfismo o la proporcion de loci polimérficos (P) es una medida del
numero de loci variable en una poblacion y se calcula dividiendo el numero de
loci polimérficos de esta entre el numero total de loci analizados (Sosa et al.,
2002).

_ N2 total de loci polimorfico
B N2 total de loci

Varios autores coinciden en que es necesario el uso de un criterio
arbitrario a fin de precisar el polimorfismo de un locus de acuerdo a su
frecuencia alélica; ya que, cuando se aumenta en numero de individuos
muestreados en una poblacion, la probabilidad de encontrar un nuevo alelo
también aumenta. Este criterio suele fijarse en 95% o 99% (cuando la
frecuencia del alelo mas comun es menor o igual que 0,95 o 0,99;
respectivamente); siendo la ultima opcién la mas utilizada, principalmente
cuando el numero de muestras se adecua al 100% (Ayala, 1982; Hedrick,
1983; Fontdevila y Moya, 1999; Sosa et al., 2002).

Los mayores inconvenientes de esta medida son — por un lado — la
subjetividad al momento de fijar el criterio de polimorfismo, lo cual puede influir
en los resultados; y — por el otro — que no se consideran las frecuencias

alélicas, asi que vale lo mismo que un locus sea ligeramente polimorfico y que
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otro lo sea mucho. No obstante, esta medida nos da un importante aspecto de

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

1.2.1.5. Hctcrocigosidad Observada

La heterocigosidad observada (H,) es simplemente el numero de
heterocigotos en un locus entre el numero total de individuos muestreados.
Estima la probabilidad, en organismos con cruzamiento al azar, de 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 autofecundacion (Ayala, 1982; Frankham et al.,
2009).

Para una poblacién, H, se calcula como la media inter-loci de la frecuencia
genotipica de los individuos heterocigotos mediante la expresion:
1

H, = Z%:l

(Nheterocigotos)
L

L (0 < Hy < 1)

donde L es el numero de loci analizado en poblacion objeto de estudio,
(Nheterocigotos)i €S €l numero absoluto de individuos heterocigotos para el locus iy
N; es el numero total de individuos analizados para el locus i (Caujapé-Castells,
2006).

1.2.1.4. Hctcrocigosidad Espcrada

Nei (1987) asegura que el promedio de heterocigosidad o diversidad
genética es el método de medicion mas adecuado de la variacion genética,
pues no depende de la arbitrariedad de la definicion de polimorfismo y puede

ser definida sin ambigledad en términos de frecuencias alélicas.

La heterocigosidad esperada de una poblacion (H) es la media de los
valores obtenidos para cada locus en dicha poblacion. Cuando las poblaciones
estan bajo equilibrio Hardy-Weinberg, la heterocigosidad puede ser calculada a
partir de la frecuencia alélica. Por lo tanto, la heterocigosidad esperada
cuantifica la igualdad o equitatividad de las frecuencias alélicas en los loci
(Hoelzel, 1998; Sosa et al., 2002).
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Segun Frankham et al., 2009 la heterocigosidad esperada (H.) es
reportada para especies exogamicas porque es menos sensible al tamafo
muestral que la heterocigosidad observada (H,). Ademas, la comparacion entre
la heterocigosis observada (H,) y la heterocigosis esperada (H.) permite

evaluar la estructura genética de las poblaciones (Nei, 1987).

Este parametro es una funcion de las frecuencias genéticas detectadas

que, para poblaciones grandes (mas de 50 individuos) se expresa como sigue:
1
He = - Yie(1— X7 Pi) (0 < Ho< 1)

donde P; es la frecuencia del alelo j en el locus /'y L es el numero total de loci
analizados. En el caso de que el numero de individuos en una poblacién sea
menos de 50, entonces el estimador no sesgado de la heterocigosidad
esperada es:

Ao = |pm2ia(1- S PR)] (0 < Ho< 1)

donde N es el tamafio de la poblacion (Hedrick, 2000).

1.2.2. [ structuraciéon (Genética de las Poblaciones

Los estudios realizados por Hamrick & Godt (1989) revelan que la
diversidad genética puede verse afectada de forma diferente por distintos
procesos evolutivos y ecoldgicos o reproductivos de acuerdo a la actuacion que
estos tengan al nivel de las poblaciones o de la especie. No obstante, la
particion del total de la diversidad genética de una especie en sus
componentes intra e interpoblacional nos permite conocer su organizacion en el
espacio (Sosa et al., 2002; Allendorf et al., 2010).

Debido a la que la diversidad total de una especie consta de componentes
intra e interpoblacional, se hace necesario analizar como se distribuye y se
estructura la variabilidad genética global en y entre distintas poblaciones
naturales (Sosa et al., 2002). En este caso, podemos cuantificar y determinar el
grado de diferenciacion genética y la distribucién de esta variacion a nivel

interpoblacional (Templeton, 2006).
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La estructura genética intrapoblacional consiste en los diferentes tipos de
alelos y sus frecuencias en dicha poblacidn. Existe una estructuracion genética
dentro de una poblaciéon cuando las frecuencias alélicas no se distribuyen al
azar, sino que siguen un determinado patron o arquitectura que bien puede ser
espacial o temporal. Por su parte, la estructura genética interpoblacional es el
resultado de la distribucion geografica y en el espacio de subpoblaciones entre
las cuales existen diferencias genéticas (Sosa et al., 2002; Frankham et al.,
2009).

1.2.2.1. E_quilibrio Harclg-Wcinbcrg

El principio de Hardy-Weinberg debe su nombre al famoso matematico
inglés Godfrey Harold Hardy y al fisico aleman Wilhelm Weinberg que
establecieron el teorema independientemente en 1908, aunque en realidad fue
utilizado por primera vez por el genetista estadounidense William E. Castle en
una descripcion de los efectos de la seleccion natural contra los alelos
recesivos en 1903 (Allendorf & Luikart, 2007). Este principio establece que en
una poblacion donde el cruzamiento es aleatorio, la composicion genética
permanece en equilibrio mientras no hayan mutaciones, migraciones o
seleccién natural. El equilibrio Hardy-Weinberg es simple y sin embargo
fundamental para la conservacion y la genética evolutiva (Frankham et al.,
2009).

La utilidad practica de este teorema reside en que podemos evaluar la
magnitud del cambio evolutivo en las poblaciones analizadas comparando las
frecuencias genotipicas estimadas en las poblaciones naturales que
estudiamos con las que esperariamos encontrar segun el equilibrio Hardy-
Weinberg. El teorema funciona como hipétesis nula y la genética de
poblaciones consiste en gran medida en investigar qué factores provocan la
desviacion significativa de esta hipétesis nula en las poblaciones naturales. Si
se detecta un exceso de heterocigotos, esto puede indicar seleccidn
sobredominante o eventos estocasticos. En cambio, un defecto de
heterocigotos puede deberse a seleccidn, a la presencia de alelos nulos que
den la impresion falsa de exceso de homocigotos, a la consanguinidad o al
efecto Wahlund por la existencia de estructura poblacional que no se ha
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tomado en cuenta (Linhart et al., 1981; Waser, 1987; Eguiarte et al., 1992;
Caujapé-Castells, 2006).

En este sentido, el coeficiente de endogamia o indice de fijacidon (F;s) es
una medida de la extensién de la endogamia en una poblacion debido al
apareamiento con individuos muy emparentados. F;s puede variar de 1 a -1,
siendo un valor positivo indicativo de un defecto en la heterocigosis y un valor
negativo considerado como un exceso de heterocigoéticos en la poblacion con
respecto a las proporciones esperadas en el equilibrio de Hardy-Weinberg
(Hartl & Clark, 1997; Caujapé-Castells, 2006).

Fir es la medida de la desviacion de la panmixia en el total de la
poblacion, es decir, la correlacién entre los pares de genes homologos en la
union de gametos con resto a la poblacion en su globalidad (Wright, 1951). Fis,
Firy Fst se conocen como los F-estadisticos y se relacionan mediante la

expresion matematica:

(1 - FIS)(l - FST) =1-Fyr

1.2.2.2.  Analisis de Autocorrelacion Espacial

La autocorrelacion espacial puede definirse como la relacion entre los
valores de una variable en funcion de la distribucién de los puntos del espacio
donde esa variable adquiere un valor determinado (Griffiths, 1987). El grado de
estructuracion genética intrapoblacional puede evaluarse gracias a la existencia
de la autocorrelacién espacial (Sokal, 1979; Vilches et al., 2004) que calcula la
correlacion a través del indice de Moran (Moran, 1948) existente entre las
distancias genéticas detectada entre los individuos de una poblacién y la

distancia geografica de los mismos.

Para ello se calcula la distancia genética existente entre cada par de
individuos y se compara con su separacion fisica. Autocorrelaciones positivas
(I > 0) obtenidas entre cada par de observaciones realizadas indican que los
individuos mas proximos geograficamente son también los de mayor similitud
genética, mientras que autocorrelaciones negativas (I < 0) indican lo contrario
(Sosa et al., 2002).
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Smouse y Peakall (1999) desarrollaron un nuevo enfoque para el analisis
de la estructura espacial aplicado a matrices multialélicas codominantes e
introdujeron un coeficiente de correlacion (r) que es equivalente al estadistico /
de Moran y, aunque ambos tienen similar comportamiento cualitativo, hemos
preferido el coeficiente r porque es a la vez completamente general

(multivariante) y brinda una correlacion adecuada.

1.2.3. Diferenciaciéon (Genética entre las Foblacioncs

Para establecer la diferenciacion genética entre las poblaciones es
necesario calcular la distancia genética y el coeficiente de diferenciacion

genética entre las mismas.

1.2.3.1. Distancia (Genética

El concepto de distancia genética fue desarrollado hacia 1953 por
Sanghvi en un estudio de diferenciacion genética de poblaciones humanas,
extendiéndose y ampliandose posteriormente por otros autores como Cavalli-
Sforza y Edwards en 1967; pero fue solo hasta que los experimentos con
electroforesis se hicieron populares que pudo desarrollarse una medida de esta

distancia, adecuada al estudio de la evolucién de las proteinas.

Uno de los indices mas utilizados es el de la distancia genética de Nei
que puede estimar el numero de genes o codones sustituidos por locus entre
poblaciones (Nei, 1987). Nei (1972) definié el concepto de “identidad genética”
entre dos poblaciones como la probabilidad de que dos alelos (uno de cada
poblacién) sean idénticos. Estos valores pueden variar entre cero (para
poblaciones completamente distintas) hasta uno (si son genéticamente
idénticas). Una vez calculado el valor para la identidad genética (/), la distancia
genética (D) se obtiene mediante el logaritmo negativo de la primera:

D = —-ILnl

De esta manera, la distancia genética toma valores que oscilan entre cero
y el infinito. Existe el inconveniente de que la distancia de Nei no es métrica, lo

que puede tener incidencia en la elaboracion de dendrogramas en los que no
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haga falta suponer que las tasas evolutivas sean homogéneas, como lo
presupone Nei. Chakravorty & Jin (1995) desarrollaron un método para medir la
distancia entre los alelos compartidos por los individuos de dos poblaciones,

DAS (Distance of Allele Shared) que se obtiene segun la expresion:
Di=1- [nb / (Mg + nwz)]

donde ny¢ y ny2 son el numero medio de alelos compartidos entre individuos en
las dos poblaciones y n, es el numero medio de alelos compartidos entre dos
individuos extraidos cada uno de las dos poblaciones. Se estima que las
medias de todos los posibles pares de individuos pueden mostrar una
evolucion dinamica similar a la distancia genética estandar de Nei sobre la
base locus-especifica de frecuencia de alelos cuando el tiempo de divergencia

entre dos poblaciones es pequefio.

1.2.3.2. (Coeficiente de Diferenciacion (Genética y AMOVA

Puesto que las especies raramente existen como sola unidad en la que
cada individuo tiene la misma probabilidad de cruzarse con cualquier otro de la
poblacién (panmixia), la existencia de algun nivel de diferenciacion genética
entre las distintas poblaciones es la regla general para la mayoria de las
especies. El coeficiente de diferenciaciéon genética (Fsy) cuantifica este
fendmeno natural y es también una medida indirecta del flujo genético a través
del numero de migrantes (N,) entre las poblaciones (Sosa et al., 2002,
Caujapé-Castells, 2006).

Partiendo de un locus con dos alelos, Fsr es la varianza (02) en las
frecuencias alélicas entre dos poblaciones normalizada por la frecuencia alélica

media (p), entonces:

Fsr = o /p(1—p)

y varia de 0 a 1. Un valor de cero indica que las frecuencias alélicas son
idénticas en la poblaciones estudiadas, mientras un valor de 1 representa
frecuencias alélicas fijadas y, por lo tanto, completamente distintas entre las

poblaciones analizadas (Neff & Fraser, 2010). En la practica, valores por
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debajo de 0,15 representan una escasa diferenciacion genética, entre 0,15 y
0,25 indican que las poblaciones se encuentran considerablemente
diferenciadas y si las cifras son superiores a 0,25 se consideran poblaciones
fuertemente diferenciadas genéticamente (Hartl & Clark, 1997; Sosa et al,,
2002). Curiosamente, el rango de distribucién geografica no se encuentra
relacionado con la distribucion de la variabilidad interpoblacional; asi que otros
factores como la capacidad de migracién de la especie o la existencia de
barreras geograficas y/o ecolégicas deben ser considerados como

responsables de esta variable (Hamrick & Godt, 1989; Frankham et al., 2009).

También suele utilizarse la metodologia desarrollada por Nei (1973) en
donde la diversidad total (Hr) esta subdividida en la diversidad genética para
cada poblacion (Hs) y la diversidad entre las subpoblaciones (Dsr), de manera

que:
HT = HS + DST

y el coeficiente de diferenciacion genética de la poblacién total viene

representado por:
Gsr = Dgr/Hr
que equivale al Fsrde Wright.

La diferenciacion genética de las poblaciones (Fsr) se ve limitada por la
tasa de migracion (N;;), de modo que cuanto mas flujo genético existe entre
dos poblaciones, menor es la diferenciacion genética existente entre ellas (Hartl
y Clarck, 1997). Asi pues, la relacién entre estos dos parametros se consigue

mediante la férmula:

™ 4 X Fep'

donde valores superiores a 1 son considerados como suficientes para evitar la

diferenciacion entre poblaciones (Wright, 1931).

Otra medida de diferenciacion que usa informacion sobre las relaciones

genealdgicas es el phi-st (Pst) que se calcula en el marco del AMOVA
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(Excoffier et al., 1992) y utiliza el grado de diferenciacion entre los alelos como
un factor de ponderacion que incrementa la métrica (por ejemplo Fsr) en
proporcion al numero de diferencias mutacionales entre alelos (Allendorf &
Luikart, 2007). EI AMOVA puede probar la proporcion de la variacion genética
en general atribuible a la variacion dentro de las poblaciones, entre las
poblaciones y entre los grupos de poblaciones en una regidn. Este analisis
también puede usarse para determinar la distribucion relativa a la variabilidad
genética entre grupos, entre poblaciones dentro de grupos o dentro de las
poblaciones; asi que la estructura jerarquica es frecuentemente cuantificada a
través del AMOVA (Allendorf & Luikart, 2007; DeWoody et al., 2010).

1.2.3.35. Dcndrogramas UFGMAg NJ

Los diagramas tipo arboles o dendrogramas pueden ser inferidos a partir
de diversos tipos de datos. En el caso de la filogenia molecular esos datos son
normalmente secuencia de genes o proteinas en forma de un alineamiento
multiple. Las metodologias utilizadas para la estimacion de arboles evolutivos
se dividen en cuatro categorias: matriz de distancias, parsimonia, invariantes y
maxima probabilidad (Swofford & Olsen, 1990; Salemi & Vandamme, 2003).

Los dendrogramas UPGMA y NJ son métodos de reconstruccion
filogenética basados en distancias genéticas como la de Nei; es decir, resumen
la informacién de un alineamiento multiple en una matriz de distancias entre
secuencias. Utilizan el alineamiento o diferenciacion genética para calcular las
distancias entre secuencias y posteriormente tratan de reconstruir un arbol

evolutivo a partir de dichas distancias.

El UPGMA (“Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic means”) es el
método mas sencillo de todos. Es un algoritmo de agrupamiento de abajo a
arriba que recibe una matriz de distancias y a partir de ella genera un
dendrograma. Inicialmente cada entidad de la matriz tiene su propio grupo.
Cuando se unen los dos grupos mas cercanos, se vuelven a calcular las
distancias y se define la distancia entre los grupos como la media (sin
ponderar) de las distancias que hay entre los miembros de cada grupo. Es

decir, el nivel de agrupamiento es determinado por la media aritmética de las
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distancias entre cada individuo y el grupo previo (Avise, 1994; Allendorf &
Luikart, 2007); de ahi su nombre.

El NJ (Neighbor-Joining) también es un algoritmo de agrupamiento de
abajo a arriba, pero no asume la existencia de un reloj molecular. Fue
desarrollado por Saitou y Nei en 1987, su base es el principio de la evolucion
minima en el cual el mejor arbol es aquel que minimiza la suma de las
longitudes de todas las ramas; ya que frecuentemente se logra minimizar la
longitud global del arbol al minimizarla a cada paso del analisis, aunque no
siempre (Swofford & Olsen, 1990; Avise, 1994; Allendorf & Luikart, 2007).

Esta técnica considera el concepto de vecinos en el cual para cada par
debe existir una cercania mutua y, a la vez, un alejamiento considerable hacia
el resto. Los dendrogramas NJ no tienen raiz, asi que para situar el ancestro
comun es necesario introducir un grupo externo como punto de referencia que
bien puede ser un gen homologo u otra familia o especie cercana, pero distinta

a la que se analiza (Swofford & Olsen, 1990; Salemi & Vandamme, 2003).

Sus virtudes mas apreciadas estan ligadas al hecho de ser
extremadamente rapido y a que suele dar buenos resultados como

aproximacion preliminar.

1.2.3.4.  Analisis de Coordenadas Principales

El analisis de coordenadas principales (PCoA) es una técnica multivariada
que permite encontrar y trazar patrones dominantes en un conjunto de datos
multivariados; estos datos pueden ser, por ejemplo, multiples loci (variables) y
multiples muestras (observaciones) (Peakall & Smouse, 2006). En genética de
poblaciones se utiliza para calcular una matriz de distancia y producir una
configuracion grafica en un espacio Euclidiano de pocas dimensiones (dos o
tres) de manera tal que, con la menor pérdida de informacion posible, puedan
determinarse las relaciones genéticas entre los individuos, las poblaciones y/o
las especies estudiadas.

El analisis de componentes principales (PCA) es un analisis estadistico

multivariante que se utiliza como un método de disminucién de las dimensiones
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de los datos de un estudio (Hernandez, 1992). El problema es que el PCA esta
basado en coeficientes de correlacion o covarianza y estos pueden no ser
siempre la medida mas apropiada de asociacién (Zuur et al., 2007). El PCoA es
un método que esta basado en una ecuacion de valor propio; pero puede usar
cualquier medida de asociaciéon. Como el PCA, los ejes se trazan uno contra el
otro en un espacio Euclidiano, pero el PCoA no produce un biplot (la

combinacion grafica de variables y observaciones) (Zuur et al., 2007).

1.2.3.5.  Analisis Baycsiano

Los algoritmos de agrupamientos bayesianos se han constituido en
importantes herramientas computacionales para inferir la estructura genética en
la ecologia molecular (Frantz et al., 2009), conservacion genética y la genética
de poblaciones (Corander y Marttinen, 2006; Patterson et al., 2006; Frangois &
Durand, 2010). En su mayoria, estos métodos asignan probabilisticamente
individuos a grupos en funcidon de sus genotipos multilocus minimizando los
desequilibrios Hardy-Weinberg y de ligamiento, sin asumir poblaciones
predefinidas (Pearse & Crandall, 2004).

Métodos de calculo intensivo con inferencia bayesiana a partir de
simulaciones del proceso de coalescencia con migracion, han sido
desarrollados recientemente para estimar el tamafio de los grupos y las tasas
de migracién (en escala de tasa de mutacion) a partir de los datos de
secuencia de variabilidad de ADN para los conjuntos de poblaciones locales
(Beerli, 2004; Hey & Nielsen, 2004). Cada poblacién esta caracterizada por un
conjunto de frecuencias alélicas (P) para cada locus, donde P es un vector
multidimensional con elementos py; que representan la frecuencia del alelo j

para el locus / en la poblacion k (Falush et al., 2007).

Dado un numero de grupos (K) y asumiendo tanto el equilibrio Hardy-
Weinberg como el equilibrio de ligamiento, pueden estimarse las frecuencias
alélicas en cada grupo y la proporcion de pertenencia como miembros de la
poblacién para cada individuo. En el modelo mas simple (sin mezcla) se asume
que cada individuo pertenece a un unico grupo, mientras que en el modelo mas

general (mezcla) se estiman las proporciones de mezcla para cada individuo.
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Se hace uso de la Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) para integrar
los parametros en el espacio y hacer la asignacién de grupos. Aunque el valor
de K debe ser proporcionado al algoritmo, un método heuristico para la
seleccidon de K es de uso frecuente y se basa en la comparacion penalizada del
logaritmo de las probabilidades sobre tandas independientes con diferentes
numeros de grupos. Considerando un grupo de datos con un numero N de
individuos en un loci L, se asume que los individuos muestreados tienen un
ancestro en grupos discretos K, donde los grupos corresponden a poblaciones
observadas. K es determinado por el investigador. Cada clado es caracterizado
por un grupo de frecuencias de los alelos para cada locus. El vector
tridimensional P contiene las frecuencias alélicas en cada grupo para cada
alelo de cada locus, las frecuencias alélicas son tipicamente desconocidas de
antemano. En el modelo sin mezcla, los algoritmos asignan cada individuo a un
grupo K (Hubisz et al., 2009).

El enfoque bayesiano incorpora la informacion previa y puede ser
especialmente util en la biologia de la conservacion ya que facilita la toma de
decisiones cuando se cuenta con pocos datos y se quiere integrar todo el
conocimiento disponible; y en la biologia de la conservacion a menudo se
deben tomar decisiones basadas en datos limitados. La principal desventaja del
enfoque bayesiano es que esta fuertemente influenciado por la informacién
previa y, por lo tanto, puede ser menos objetivo que el enfoque clasico
(Allendorf & Luikart, 2007).

1.2.4. Sistemas de Cruzamiento

Las inferencias sobre los sistemas de cruzamiento en plantas utilizan
cada vez mas marcadores moleculares altamente informativos e investigan las

mas finas facetas de estos (Ritland et al., 2002).

Los sistemas de apareamiento por endogamia en plantas han sido
tradicionalmente descritos por modelos de apareamiento mixto donde se
asume que las plantas se autofertilizan a una tasa s. La fraccion restante de la
progenie se deriva de cruzamiento, que es el caso mas simple, y se considera

que ocurre al azar en el resto de la poblacion. Algunas desviaciones de estos
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supuestos pueden ser modificados y ser tratados como aspectos adicionales
del sistema de apareamiento. Si el apareamiento ocurre entre organismos
emparentados (endogamia biparental), la tasa de autofecundacién mono-locus
(ts) debe ser superior a la tasa de autofecundacion multilocus () y la diferencia
entre estas dos (t, — f5) es una estimacion minima de la autofecundacién
aparente debido a la endogamia biparental. Ademas, se supone que las
matrices de progenie derivadas por cruzamiento estan compuestas por medios
hermanos y se asume que las tasas de autofecundacién son constantes entre
las matrices; pero en ambos casos el “‘modelo de apareamientos
correlacionados” puede caracterizar la medida en que los hermanos comparten
el mismo padre y la medida de la variaciéon entre las matrices de tasa de
fecundacion. La variacion en el sistema de apareamiento puede también

examinarse con estimaciones a nivel individual (Ritland, 2002).

El modelo de probabilidad subyacente en la estimacion multilocus del
sistema de apareamiento asume n loci no ligados. En el modelo mixto de
apareamiento, la progenie es tanto producto de autofecundacion como debida
al cruzamiento aleatorio. La fecundacién cruzada también ocurre al azar para
un acervo de polen en equilibrio de ligamiento. El efecto de estos supuestos ha
sido examinado en el caso de la heterogeneidad del acervo de polen (Smyth &
Hamrick, 1984) y de enlace (Hedrick y Ritland, 1990). Las estimaciones de la
tasa de autofecundacion se encuentran maximizando la probabilidad de los
datos con respecto a la tasa de autofecundacion (y las frecuencias de polen, si
también se estima) utilizando métodos numéricos como Newton-Raphson o el

método de maxima expectacion (EM; Cheliak et al., 1983).

La filiacion materna se puede deducir mediante el calculo de
probabilidades de matrices de descendencia a través de los posibles genotipos
maternos y se elige el genotipo paterno segun la mayor probabilidad dada; sin
embargo, esto requiere asumir tanto que las familias son de hermanos
completos (Schoen & Clegg, 1984) como de medios hermanos (Brown & Allard,
1970). Los errores de estimacion pueden encontrase mediante repeticiones
(bootstrap) donde las series totales de la progenie se vuelven a muestrear
(Ritland, 1990).
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2.1. Objctivo Gcncral

Determinar la variabilidad, el grado de diferenciacién y el nivel de
estructuracion genética mediante el uso de microsatélites en las poblaciones de
llex perado Aiton ssp. lopezlilloi (G. Kunkel) A. Hansen & Sunding, Silene

nocteolens Webb & Berthel. y Sorbus aria (L.) Cratz del archipiélago Canario.

2.2. Objctivos Espcci{:icos

1. Desarrollar las técnicas de analisis de microsatélites que permitan
identificar y diferenciar con rapidez, de forma objetiva y sin
ambigUedades la variabilidad genética de los individuos de las especies

seleccionadas.

2. Analizar la relacién genética entre varias especies y subespecies del
género llex de la Region Macaronésica y verificar el grado de
diferenciacion existente entre llex perado ssp. lopeZlilloi y sus

congéneres mas cercanos.

3. Determinar la diversidad genética poblacional de Silene nocteolens y
comparar los niveles de variacion y diferenciacion genética entre sus

poblaciones naturales.

4. Conocer la dinamica reproductiva de Silene nocteolens a través de la
variacion molecular, detectada por microsatélites, en diferentes

estadios de vida.

5. Conocer el grado de diversidad genética entre los individuos de Sorbus
aria en Canarias y comparar su variabilidad genética con poblaciones

de la Peninsula Ibérica.

6. Contribuir, desde la perspectiva genética, a la aplicacion y desarrollo de
los posibles planes de recuperacion que se puedan establecer en estos

taxones amenazados.
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3.1. DcscriPcién de las Espccics [ studiadas

El género llex L. (Aquifoliaceae) es un grupo subcosmopolita que consta
de aproximadamente 600 especies de arboles y arbustos dioicos, mayormente
perennes, que se encuentran en amplias zonas templadas y tropicales del
Mundo (Galle, 1997; Manen et al., 2010). Existen registros fosiles de cerca de
250 especies procedentes de distintas regiones geograficas, excepto de la
Antartica, que parecen indicar que los antecesores de este género debieron
tener su origen en Gondwana con subsecuentes migraciones a Eurasia y Norte
América y extensiones masivas en Africa y en Australia (Raven & Axelrod,
1974; Coelho y Mariath, 1996; Selbach-Schnadelbach et al., 2009).

De manera general, los miembros de esta familia poseen hojas simples y
alternas, venacion reticulada y pequefas estipulas libres. Las inflorescencias
son tirsos con cimas laterales. Comunmente ocurre dimorfismo entre flores
estaminadas y pistiladas; especialmente en el numero de flores por dicasio,
incluyendo flores laterales abortivas. Las flores son pequefas, regularmente
unisexuales con ovario supero (ausente de nectario) que produce un évulo por
l6culo y frutos tipo drupa (Woodson et al., 1967; Coelho y Mariath, 1996; Judd
et al., 1999). El numero de cromosomas en la mayor parte de las especies de
llex es 2n = 40, pero existen especies con un numero mayor (Selbach-
Schnadelbach et al., 2009).

En las islas de La Macaronesia, se han reportado varias especies y
subespecies distribuidas en los distintos archipiélagos. Asi, llex perado Aiton
aparece en las Azores, Madeira e Islas Canarias; llex canariensis Poir. es un
endemismo de las Islas Canarias y Madeira e llex azorica Gand. es propia de
las Azores. Kunkel (1977b) distinguié a llex platyphylla Webb & Berth. como
una forma muy parecida a llex perado en las Islas Canarias, aunque hoy se
considera una subespecie de esta. llex perado ssp. platyphylla, (Webb &
Berthel.) Tutin se distribuye en las Islas de La Gomera, La Palma y Tenerife e
llex perado ssp. lopeZzlilloi (G. Kunkel) A. Hansen & Sunding es un endemismo
exclusivo de la isla de La Gomera (lzquierdo et al., 2004). La principal

diferencia entre estas subespecies estriba en la longitud de los pedunculos de
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las inflorescencias, que suelen ser extremadamente largos en [. perado ssp.
lopezlilloi (Kunkel, 1977b; Andrews, 1983).

5.1.1. //cxpcrado sSp. /opcz/i//oi (G. Kunkel) A. Hansen & Sunding

El “Bojo” o “Naranjo salvaje”, llex perado ssp. lopezlilloi, ha sido
catalogado como un taxon fuertemente amenazado debido al bajo numero de
sus ejemplares. La causa de su escasez puede estar relacionada con su
aprovechamiento maderero e interés forrajero. Se encuentra incluido en el
Catalogo Canario de Especies Protegidas (CCEP, 2010) como “En Peligro de
Extincion”, en la Lista Roja de la Flora Vascular de Espafia (Moreno et al.,
2008) como “En Peligro Critico” y se propone su inclusion en la Directiva de
Habitats como especie prioritaria (VVAA, 2000; Banares et al., 2003).

llex perado ssp. lopezlilloi (Fig. 1) es
una subespecie cuyos individuos pueden ser
arbustos de gran tamafo o arboles de hasta
10 m de altura. Los troncos suelen ser cortos
y muy ramificados desde la base. Las ramas
son horizontales o ascendentes, de color
verde brillante con lenticelas cuando son

jovenes.

Las hojas son coriaceas, de color verde
oscuro brilante 'y con nervaduras
prominentes de color marfil. Tienen forma Fig. 1 lex perado ssp. lopezilof
oblonga, ovada o subespatulada; apice cortamente mucronado, base cuneada
y borde generalmente entero, incluso en los brotes basales y en los chupones.
Poseen peciolos de 1,5 — 2 cm de largo, ligeramente canaliculados (Banares et

al., 2004).

Florece de mayo a junio y fructifica de julio a septiembre. Las flores son
de color blanco y crecen en racimos axilares. Son plantas dioicas y su
reproduccion sexual esta limitada por el hecho de que los ejemplares naturales

que se conocen produzcan flores pistiladas. Los frutos son subglobosos, rojos,
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indehiscentes, de aproximadamente 9 — 10 mm de diametro (Kunkel 1977b;
Bafares et al., 2004).

Se ha observado que los frutos submaduros son consumidos por aves,
principalmente por las palomas endémicas del Monteverde; sin embargo, es
probable que exista una dispersion de las diasporas con la consecuente
escarificacion quimica de las semillas debido a los procesos gastricos de las
aves. Aunque la propagacion por semillas puede ser viable, dada la ausencia
de patrones estaminados fértiles, la mayor parte de estas son vanas (Bafares
et al., 2003).

El area de ocupacion real de I. perado ssp. lopezlilloi es muy reducida,
pues no alcanza los 1000 m? Hasta el momento se conocen solo pocos
individuos naturales dentro del Parque Nacional de Garajonay en la isla de La
Gomera (Fig. 2) donde es un endemismo exclusivo. No obstante, las
actuaciones de conservacion realizadas por el personal del Parque han logrado
incrementar el numero de efectivos mediante métodos de reproduccion asexual
hasta 21 individuos (Bafnares et al., 2004) en la poblaciones ubicadas en El

Bailadero y Pajarito-Las Cancelas.

Esta subespecie parece optar por ambientes con precipitaciones anuales

que rondan los 800 mm y consigue parte de la humedad requerida a partir de la

Fig. 2 Distribucién de llex perado ssp. lopezlilloi en el Parque Nacional de Garajonay
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lluvia horizontal propia del Monteverde mesofitico donde la humedad ambiental
es elevada casi todo el afio y las temperaturas son mas bien bajas (15 °C en
promedio anual). Requiere cierta luminosidad para progresar adecuadamente,

por lo menos en los primeros estadios de vida.

En cuanto a los requerimientos edaficos, prefiere suelos humicos de
caracter andico bien desarrollados y abundante materia organica, los cuales se
forman sobre sustrato geolégico de tipo basaltico; y casi siempre crece al borde

de los acantilados.

Es comun encontrar otras especies como Laurus novocanariensis
(Laurel), Myrica faya (Faya), Erica arborea (Brezo), llex canariensis (Acebifo),
Dryopteris oligodonta (Helecho macho), Asplenium onopteris (Chinobre),
Hereda canariensis (Hiedra canaria), Adenocarpus foliolosus (Codeso) e

Hypericum inodorum (Hipérico) como flora acompanante (Bafiares et al., 2004).

3.1.2. //cxPcrac/o ssp. P/aiy/:)/{y//a (chb & Bcrthcl.) Tutin

Esta subespecie es la mayor y mejor desarrollada dentro del grupo

perado. Fue descrita como llex platyphylla por Webb y Berthelot en 1836; pero
luego se uniod a las especies de Madeira y se denominé como llex perado var.
platyphylla por Loesener (Lems, 1968). En 1977 Kunkel vuelve a plantear la
posibilidad de que la subespecie platyphylla regresara al rango de especie,
aunque sin considerarla demasiado cercana a I. perado. De acuerdo a sus
observaciones, el autor concluyé que la principal diferencia entre ambos
taxones radica en el tamafio de la lamina foliar y en la aparicién de algunos
peciolos alados en la primera (Andrews,
1983). Recientemente se le ha incluido en la
Lista Roja de Flora Vascular Espaiola en la
categoria de “Vulnerable” (Moreno et al.,
2008).

Este acebo es un arbol de hasta 15 m
de altura, de corteza grisacea y ramas

horizontales. Hojas brillantes, Iaminas
Fig. 3 llex perado ssp. platyphylla
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maduras de 10 — 13,3 x 6 — 8,6 cm, de anchamente ovadas a orbiculares;
bordes ondulados con espinas de entre 1,5 — 3,5 mm de longitud que apuntan

hacia adelante o a veces mas o menos enteros, pero con espina apical (Fig. 3).

Peciolos de 0,8 — 1,6 cm, usualmente pubescentes y algunas veces
alados (Lems, 1968; Kunkel, 1977b; Andrews, 1983). Flores entre blanco y
rosado. Caliz de 1,3 — 2 mm de largo; sépalos de entre 0,7 — 1,1 x 1,5 — 2,2
mm; corola de 4,3 — 5,7 mm de longitud con pétalos de 4 — 5 x 2,6 a 3,5 mm;
estambres 4, filamentos de 2 — 4 mm, anteras de 1,3 — 1,8 mm, estaminoides
de 1,9 — 4 mm; ovario de 3 — 4 mm de largo, estigma de 1,6 —2,5x 0,6 — 1,4
mm, pistiloides de 0,9 — 1,3 mm (Andrews, 1983; Cabrera Garcia et al., 2005).
El fruto es entre rojo oscuro a negruzco cuando maduro, de 8 — 10 mm de
diametro, esféricos; pirenos 4, de 6,5 — 7,5 x 3 — 4 mm; pedicelos de 8 — 11 mm
(Andrews, 1983; Cabrera Garcia et al., 2005).

Aunque la especie tiene una mayor distribucion (Lems, 1968; Manen et
al., 2010); de acuerdo con Kunkel (1977b), esta subespecie esta restringida a
las Islas Canarias. Segun su opinién, las citas para Madeira hechas por
Loesener en 1901 necesitaban una revisién critica. En las Islas Canarias ha
sido reportado para Tenerife y La Gomera. En Tenerife, es bastante frecuente
en los bosques de Laurisilva de las laderas del Norte en la region de Anaga,
Las Mercedes y Agua Garcia. Rara en La Gomera (ElI Cedro) (Andrews, 1983;
Cabrera Garcia et al., 2005).

Segun Kunkel (1981) llex perado ssp. platyphylla es un elemento de la
Laurisilva con preferencia de elevacién entre los 500 — 900 msnm y es bastante
exigente en cuanto a la humedad disponible; también parece requerir un suelo
profundo en amplia sombra, pero ocasionalmente crece cerca de cumbres
expuestas y entonces las hojas son mas pequefas que lo usual (Andrews,
1983).

3.1.3. Jlex canariensis Foir.

Se le conoce como el Acebifio de Canarias (Canary Holly). Es un arbol de

la Laurisilva macaronésica que ha sido catalogado como “De Bajo Riesgo/Poco
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Amenazado” en la lista de especies amenazadas de la UICN (Lems, 1968;
IUCN, 2011).

Puede llegar a alcanzar los 15 — 20 m de altura. Desarrolla fuertes troncos
de hasta 50 cm de diametro con una corteza lisa y a veces escamosa, de color
gris palido u oscuro (Kunkel, 1977b). El acebifio se distingue facilmente de llex
perado por sus pequenas hojas ovales u oblongo-ovadas, apice redondeado o
un poco acuminado. Borde usualmente entero, aunque las hojas jovenes a
menudo presentan espinas (Lems, 1968; Kunkel, 1977b; UICN, 2011).

Las flores se producen en racimos que
brotan sobre la axila foliar (Fig. 4). Los frutos
redondeados pasan de verde a amarillo a
rojos y continuan oscureciendo hasta llegar a
ser negros. Cada fruto contiene entre 4 — 6
semillas de aproximadamente 35 mg (Lems,
1968; Kunkel, 1977b; Salvande et al., 2006).

Fig. 4 llex canariensis
llex canariensis ha sido reportado
exclusivamente para Madeira y cinco de las siete Islas Canarias (Gran Canaria,
Tenerife, La Gomera, La Palma y El Hierro) (Lems, 1968; Kunkel, 1977b). Esta
especie esta normalmente presente en las altitudes mas bajas y entre los
matorrales de los bosques de Laurisilva del tipo fayal/brezal y en la Laurisilva
de ladera (Arboal et al., 2005; IUCN, 2011); razén por la que se le considera
una de las especies dominantes de la Laurisilva canaria junto a otras especies
como Laurus novocanariensis (Laurel), Erica arborea (Brezo), Erica scoparia
(Tejo), Prunus lusitanica (Laurel portugués), Myrica faya (Faya) y Viburnum

tinus (Laurentilla) (Arévalo et al., 2007).

Los frutos del acebifio son consumidos por varias especies de aves
(Turdus merula, Erithacus rebecula, Columba spp.) que dispersan las semillas
a través sus excrementos (Martin et al., 2000). Por otro lado, Salvande et al.
(2006) han concluido que la predacién post dispersion de semillas por ratas
(Rattus rattus) puede tener un efecto importante sobre el reclutamiento de llex
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canariensis, especialmente en areas de sucesion iluminadas donde estos

arboles pueden establecerse naturalmente.

3.1.4. Jlex azorica (Gand.

Endemismo del archipiélago de Azores conocido como Azevihno y
considerado internacionalmente como una especie diferente de llex perado por
el IPNI (International Plant Names Index, http://www.ipni.org). No obstante, es
denominada como llex perado Aiton ssp. azorica (Loes.) en la Base de Datos
de Biodiversidad de Azores (http://www.azoresbioportal.angra.uac.pt) tal como
fue reportado por Tutin (1933); por lo cual, algunos autores hacen referencia a

esta ultima nomenclatura.

Se trata de arboles o arbustos
perennifolios. Los troncos adultos suelen
estar fuertemente desarrollados. Las
hojas son pequefias, de color verde-
oscuro lustrosas; las laminas de forma
oblongo-eliptica miden entre 3 — 6,6 x 2,5
— 5 cm; margen entero o con solo pocas
espinas, cuando presentes de 0,5 — 1,8 Fig. 5 llex azorica
mm. Los peciolos miden entre 0,3 — 0,9

cm, usualmente glabros (Fig. 5) (Andrews, 1983; Sjogren, 2001).

El caliz de las flores mide aproximadamente 0,8 — 1,5 mm con sépalos de
entre 0,3 — 0,8 x 1 — 1,5 mm; la corola tiene una longitud de 2,5 — 4,3 mm, con
pétalos de 2,3 — 3,9 x 2 — 3 mm, ciliados a poco glabros en la mitad superior.
Estambres de 4 a 5, de unos 1,5 — 2 mm, con anteras de 0,8 — 1,1 mm;
estaminoides de 1,1 — 1,9 mm; ovario de 1,5 — 2,5 mm de longitud con estigma
de 0,5-0,25 x 1,1 — 2,5 mm; pistiloides de 0,5 — 1,1 mm de longitud (Andrews,
1983). Los frutos son esféricos, ocasionalmente oblongos de 8 — 9 x 7 — 10
mm; pirenos 3 a 4,de 6,5-7,5x 3 -4 mm y pedicelos de 6 — 11 mm de largo
(Andrews, 1983).
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Segun Sjogren (2001), llex azorica estd presente en todas sus islas
excepto en Graciosa; sin embargo, la Base de Datos de Biodiversidad de
Azores (http://www.azoresbioportal.angra.uac.pt) no considera esta excepcion.
Se encuentra amenazado en Santa Maria y especialmente en la isla de Corvo

donde solo un espécimen ha sido reportado desde 1978.

llex azorica prefiere crecer sobre los 500 msnm, tanto en habitats
fuertemente sombreados como en aquellos con considerable exposicion solar.
Crece en barrancos, crateres, lapiaces y como arbol solitario en amplios
pastizales; pero es mas frecuente en la Laurisiiva donde los individuos
presentan una dispersion gregaria con otras especies. En este ambiente, los
troncos suelen tener una amplia cobertura de musgos y las hojas adultas

logran amparar gran cantidad de hepaticas epifitas (Sjogren, 2001).


http://www.azoresbioportal.angra.uac.pt/
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3.2. Materiales Yy Métodos

’5.2. 1. chogida de Muestras y Poblaciones

Se obtuvo un total de 393 individuos del género llex. Las muestras
provinieron de 26 localidades de seis islas distintas e incluyeron las cuatro
especies 0 subespecies de llex descritas hasta el momento para Canarias y
Azores: llex perado ssp. lopezlilloi (32), llex perado ssp. platyphylla (93), llex
azorica (39) e llex canariensis (229). El periodo de colecta oscilé entre marzo
de 2007 y marzo de 2009 (Tabla 1).

Tabla 1 Niumero de individuos de llex recolectados por especie, localidad e isla

TAXON LOCALIDAD ISLA Ne

llex perado ssp. lopezlilloi | Ancule La Gomera 12
Ancén de Pajarito La Gomera 8

Las Cancelas La Gomera 4

Lorito Plantado La Gomera 8

32

llex perado ssp. platyphylla | Ancule La Gomera 1
Bailadero La Gomera 2

Zona de Parcelas La Gomera 5

Reventdn Oscuro La Gomera 1

Apartacaminos La Gomera 8

El Moquinal Tenerife 28

Casa Forestal Tenerife 17

Cruz de Taganana Tenerife 31

93

llex azorica Troqueira Séo Miguel 10
Lagoa do Fogo Séo Miguel 10

Estrada do Mato Flores 10

Descida para Ponta Delgada | Flores 9

39

llex canariensis Vallehermoso La Gomera 7
Lomo de la Jara Tenerife 11

El Moquinal Tenerife 31

Las Calderetas Tenerife 23

Los Tilos La Palma 26

Punta Llana La Palma 31

Brefia Alta La Palma 33

La Galeria del Barbusano Gran Canaria 2

Tamadaba Gran Canaria = 26

El Brezal Gran Canaria = 39

229

ToTAL 393
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La totalidad de las muestras pertenecientes a llex perado ssp. lopeZzlilloi
son de La Gomera debido a su caracter endémico. De esta subespecie se
procurd tomar muestras de todos los arboles encontrados (a sabiendas de la
existencia de clones producto de restituciones) con el fin de identificar la mayor
cantidad de genotipos presentes. En algunos casos también se colectaron
hojas de varios posibles chupones cercanos a los troncos principales por si se
trataran de individuos diferentes. Los representantes de llex perado ssp.
platyphylla pertenecen a cinco localidades de la isla de La Gomera y tres de la

isla de Tenerife.

Fig. 6 Procedencia de las muestras recolectadas del género llex

Los individuos de llex azorica provinieron de dos localidades en la isla de
Sao Miguel y dos localidades de la isla de Flores (Azores) y las muestras de
llex canariensis proceden de una localidad de La Gomera, tres de Tenerife, tres

de La Palma y dos de Gran Canaria (Islas Canarias) (Fig. 6).

Las poblaciones de llex azorica de Estrada do Mato y Descida para Ponta
Delgada, asi como los individuos de llex canariensis de las poblaciones de La
Galeria del Barbusano, Punta Llana, Brefia Alta, Brezal y dos individuos de la

poblacién de Los Tilos no se consideraron en el analisis estadistico ya que
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presentaban un alto porcentaje de microsatélites sin amplificar y alelos

inciertos.

Por otro lado, las localidades de Ancule, Bailadero y Reventon Oscuro de
la subespecie I. perado ssp. platyphylla de La Gomera fueron reunidas en una
unica poblacién denominada SUGO-P. Analisis preliminares revelaron que
entre las 32 muestras catalogadas como /. perado ssp. lopezlilloi examinadas,
solo existian 5 genotipos distintos. Debido a esto, y dado que dichas muestras
proceden en su mayoria de restituciones realizadas a través de esquejes y, por
tanto, mediante reproduccion asexual por parte del personal del Parque
Nacional de Garajonay; no todas las muestras fueron consideradas en el
analisis genético pues podrian constituir una distorsion en los resultados. Asi,
los cinco genotipos encontrados de llex perado ssp. lopezlilloi fueron reunidos
en un mismo grupo de analisis que se denomind como la poblacién ENGO-L.
La reorganizacion establecida para efectos del analisis computacional se refleja

en la Tabla 2.

Tabla 2 Poblaciones de llex sometidas al andlisis estadistico

TAXON LOCALIDAD CoDIGO ISLA Ne

llex perado ssp. lopezlilloi La Gomera ENGO-L | La Gomera 5
5

llex perado ssp. platyphylla = Ancule, Bailadero y Reventén Oscuro = SUGO-P | La Gomera 4
Zona de Parcelas PARC-P | La Gomera 5

Apartacaminos APAT-P | La Gomera 8

El Moquinal MOQU-P | Tenerife 28

Casa Forestal CAFO-P | Tenerife 17

Cruz de Taganana CRTA-P | Tenerife 31

93

llex azorica Troqueira TROQ-A | Séo Miguel 10
Lagoa do Fogo LAFO-A | S&o Miguel 10

20

llex canariensis Vallehermoso VAHE-C | La Gomera 7
Lomo de la Jara LOJA-C  Tenerife 11

El Moquinal MOQU-C = Tenerife 31

Las Calderetas CALD-C  Tenerife 23

Los Tilos TILO-C La Palma 24

Tamadaba TAMA-C | Gran Canaria 26

122

ToTAL 240

N°: Nimero de individuos
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"‘,’7.2..2.. Analisis Genéticos

Las muestras fueron transportadas y conservadas en bolsas plasticas de
cierre hermético con gel de silice hasta la extraccion del ADN. Cada bolsa fue
etiquetada con el codigo correspondiente a cada individuo y poblacion de cada

taxon.

El ADN de las muestras se extrajo mediante la maceracion de
aproximadamente 1 c¢cm? de hoja deshidratada de cada individuo. En los
primeros casos este procedimiento se hacia con la ayuda una pequeia
cantidad de gel de silice, un mortero y un pistilo. Posteriormente se realizé en
un molinillo vibratorio (RETscH MM 301), directamente en los tubos de ensayo
de 1,5 ml de capacidad a los que también se les introducia un par de balines de
acero inoxidable que contribuian a la trituracion de la muestra. En ambos casos
el resultado fue un polvo de coloracion verde que se sometid al protocolo de
extraccion de Doyle & Doyle (1987) y en el caso de llex canariensis al de
Dellaporta et al. (1983) modificado por Corniquel & Mercier (1994).

Una vez extraido el ADN se procedid a su purificacion, esto se hizo
mediante kits de purificaciéon comerciales (SIGMA Gene Elute PCR Clean-Up

Kit) y utilizandose 150 ul del ADN total de cada muestra.

Las concentraciones y calidad del ADN fueron determinadas por
absorbancia. La concentracion de ADN fue medida espectrofotométricamente
(BECKMAN Coulter DU 530), pues se conoce que esta molécula presenta la
mayor absorciéon a una longitud de onda (A) de 260 nm. Para verificar la pureza
del ADN se hicieron lecturas a 230 nm, regién en la que se estima que se

encuentran las impurezas (fenol y urea).

Por ultimo, se calculd la tasa de absorcién a 260/280 nm para determinar
la proporcién ADN/ARN. La concentracion del ADN purificado de las muestras

oscil6 en el rango de 20 a 64 ng/ul.

Se probaron 18 cebadores en el género llex (Tabla 3). Doce fueron
descritos por Torimaru et al. (2004) para llex leucoclada y los seis restantes

fueron cedidos amablemente por el Dr. Torimaru para este estudio.
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Tabla 3 Microsatélites ensayados en el género llex.

Locus REFERENCIA ESPECIE MoTivo
ILE03-01-76  Torimaru (com pers.) llex leucoclada
ILE03-01-30  Torimaru (com pers.) llex leucoclada -
ILE03-01-47 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (CT)g
ILE03-01 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (CT)s
ILE03-38 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (AG)22
ILE03-53 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (GA)12
ILE03-65 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (TC)1s
ILEO3-86b  Torimaru (com pers.) llex leucoclada (GA)s
ILE04-02 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada  (TA)11A(CA)1o
ILE04-04 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (GA)7
ILE04-06 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (CT)2a
ILE04-10 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (GA)2
ILE04-17 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (CA)17
ILEO4-18 Torimaru et al.,, 2004  llex leucoclada  (GA)sGG(GA)11
ILE04-59 Torimaru (com pers.) llex leucoclada -
ILE05-81 Torimaru (com pers.) llex leucoclada (AG)22
ILE05-83 Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (AG)1s
ILE24 Torimaru (com pers.) llex leucoclada -

Las amplificaciones de ADN se hicieron en placas de PCR de 96 pocillos
de 200 pl. En cada pocillo se depositdé aproximadamente 20 ng de ADN, 10
pmol de cada cebador y 24 yl de mezcla maestra para PCR (Reddy-Mix,
ABgene, Surrey, UK) que incluye 0,625 unidades de la enzima ADN Taq
polimerasa, Tris-HCI 75 mM, (NH4),SO4 20 mM, Tween 20 0,01%, 1,5 mM (o
2mM) de MgCl, y 0,2 mM de cada dNTP.

3.2.%5. Anélisis de Datos

El analisis de los datos se circunscribe al genotipado de los productos de
amplificacion y al procesamiento estadistico de la matriz de datos obtenida a

partir mismo.

5.2.5.1. Gcnotipado

Los productos de la amplificacion fueron analizados usando un
Secuenciador Capilar ABI 3130XL y el genotipado; es decir, los alelos de cada
locus y su tamafio respectivo fueron identificados por los picos obtenidos a
través de los programas GENSCAN 2.02 y GENOTYPER 1.1 (Applied Biosystems,
Inc.). Los datos obtenidos para cada individuo y locus amplificado se incluyeron

en una matriz de doble entrada (hoja de calculo EXCEL). Se elabor6é entonces
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una base de datos en la que se incluian los individuos analizados y los alelos
identificados por poblacion y locus respectivos. Una vez completada la matriz
de datos se empled el programa TRANSFORMER 3B.01 (Caujapé-Castells y
Baccari-Rosas, 2005), el cual permitié exportar los valores a otros programas

de analisis genético.

3.2.5.2. Anélisis [ stadisticos

En el Anexo | se muestra un resumen de los programas informaticos
utilizados en la caracterizacion genética de las poblaciones vegetales

estudiadas.

La estadistica elemental de variabilidad genética de llex sp. corresponde
al numero medio de alelos por locus (A), la heterocigosidad observada (H,) y la
heterocigosidad esperada (He; Nei, 1973). Para todos los casos se considero
también el porcentaje de loci polimdrficos (P). Estos analisis fueron calculados
entre poblaciones y taxones utilizando PoOPGENE 3.2 (Yeh et al., 1999);
programa que también sirvid para obtener los valores de identidad y distancia
genética de Nei (Nei, 1972).

Para determinar si las poblaciones analizadas se encontraban en
equilibrio Hardy-Weinberg se calculo el indice de endogamia (Fis) y se realizé
un test de probabilidad de Fisher implementado en GENEPOP V4 (Rousset,
2008) en el que la hipdtesis nula (Hp) sefala la existencia de union al azar de

los gametos para ese locus.

Las distancias entre poblaciones para la construcciéon de un dendrograma
UPGMA con fortaleza en los agrupamientos (1000 repeticiones) para llex sp.
asi como la distancia DAS (Chakravorty & Jin, 1995) entre individuos para la
construccion de un arbol Neighbor-Joining (NJ) fueron calculadas utilizando
PopPuLATION 1.2.30BETA (Langella, 2005). Todos los arboles fueron visualizados
y editados en MEGA4 (Tamura et al., 2007) y TREEVIEW 1.1.6 (Roderic, 2001).

La obtencién de los coeficientes de diferenciacion (Fsr) fue hecha con

GENALEX 6.4 (Peakall & Smouse, 2006), programa con el que también se
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generaron el analisis de coordenadas principales (PCoA) y el analisis molecular
de varianza (AMOVA).

La estructura de las poblaciones fue inferida mediante un analisis
Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE 2.2 (Falush et al., 2007).
Se asumié un modelo de mezcla y frecuencias alélicas independientes
obteniéndose una serie de carreras independientes para cada valor de K (el
numero de grupos) entre 1 y 10. El analisis consistié en 10° periodos de prueba
y una longitud de carrera 108 réplicas. En total se corrieron 5 analisis con estas
especificaciones a fin de corroborar los resultados obtenidos. Los individuos
fueron asignados a un “grupo” si su proporcién de pertenencia (gi) a ese grupo

era igual o mayor que el umbral de 0,05.



3.3. Rcsultados

’5.5. 1. Cebadores y Protocolos Funcionales

Tras las pruebas de los 18 cebadores en el género llex (Tabla 3), ocho
(ILEO4-02, ILEO4-10, ILE03-38, ILE03-53, ILE03-01, ILE04-06, ILE05-81 e
ILEO3-86b) dieron resultados positivos y mostraron polimorfismo, por lo que

fueron seleccionados para analizar las muestras en su totalidad (Tabla 4).

Tabla 4 Microsatélites con amplificacion positiva y polimorfismo para el género llex.

Nombre Referencia Especie Motivo
ILE04-02  Torimaru et al., 2004  llex leucoclada  (TA)11A(CA)1o
ILE04-10  Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (
ILE03-38  Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (AG)22
ILE03-53  Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (
ILE03-01  Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (CT)g
ILE04-06  Torimaru et al., 2004  llex leucoclada (CT
ILE05-81  Torimaru (com pers.) llex leucoclada (AG
ILE03-86b Torimaru (com pers.) llex leucoclada (GA)s

Con excepcidén de los cebadores ILE04-02 e ILEO4-06 que requirieron

MgCl; 2,5 mM, las cargas fueron hechas con MgCl, 1,5 mM.

El protocolo de amplificacion (Fig. 7) fue el mismo para todos los
cebadores: 3 min de desnaturalizacion a 94 °C; 30 ciclos de 45 s de
desnaturalizacién a 94 °C, 45 s de hibridacién a 56 °C y 45 s de elongacion a
72 °C; seguidos de 5 min de elongacion a 72 °C y un periodo de espera
indefinido a 4 °C.

100 94°C

80 3min| 45s 72°C
o
E; 60 56 °C .
2 45s| 5min
c
g 4 45
£
2

20

30 Ciclos 4°C
0 7

Fig. 7 Perfil de amplificacién utilizado para el género llex
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”,’7.5.2. Niveles de Diversidad (Genética

3.5.2.1. Frecuencias A|é|ica5

En las muestras analizadas del género llex sp. se detectaron 94 alelos,
correspondientes a 8 loci, todos polimérficos. EI numero de alelos varié de 6
para el locus ILE03-86b, 7 alelos para el locus ILE03-53, 10 alelos para el locus
ILEO5-81, 11 alelos para los loci ILE0O4-10 e ILEO03-38, 12 para el locus ILEO4-
01, 14 para el ILEO4-06 y hasta 23 alelos para el locus ILE04-02 (Anexo lII).

El mayor porcentaje de alelos exclusivos fue detectado en las poblaciones
TROQ-A y LAFO-A (10,64%), seguidas de VAHE-C, TILO-C y TAMA-C
(3,19%), CALD-C (2,08%) y finalmente MOQU-P, CRTA-P y MOQU-C (1,04%).
No se encontré ningun alelo presente en todas las poblaciones; siendo ILE04-
10-231 el mas comun, pues solamente no se detect6 en la poblacion APAT-P.
En cuanto a los alelos fijados, se encontré uno en PARC-P (ILE03-86b-219),
CAFO-P (ILE04-02-94) y TAMA-C (ILE04-06-194); dos en LAFO-A (ILE03-38-
261 e ILE03-53-156) y VAHE-C (ILEO4-02-71 e ILE03-86b-213) y tres en
APAT-P (ILE04-10-243, ILE03-38-271, ILE04-06-199). LOJA-C, MOQU-C vy
CALD-C compartieron con VAHE-C la fijacion del alelo ILE03-86b-213.

Tabla 5 Proporcion de alelos exclusivos detectados en el género llex

TAXON N° Na Nex %Emmon  %E 1o
llex perado ssp. lopezlilloi 5 17 0 0,00 0,00
llex perado ssp. platyphylla 86 31 8 25,81 8,51

llex azorica 20 45 30 66,67 31,91
llex canariensis 122 48 25 52,03 26,59
Total llex sp. 233 94 63 67,02

N°: es el nimero de individuos analizados por taxén, Na: Nimero de alelos por taxén,
Nex: NUmero de alelos exclusivos, %Eraxsn: Porcentaje de alelos exclusivos en
proporcién al taxén y %Erota: Porcentaje de alelos exclusivos en proporcién al total.

Por taxones, la mayor proporcion de alelos exclusivos se encontré en llex
azorica (31,91%), seguida de [. canariensis (26,59%) e [. perado ssp.
platyphylla (8,51%). No se encontraron alelos propios para llex perado ssp.
lopezlilloi (Tabla 5, Anexo IllI). Cuatro alelos (ILE04-02-94, ILE04-10-231,
ILE03-38-261 e ILE03-53-156) fueron detectados en todas las especies y

subespecies analizadas.



EL COMPLEJO ILEX

3.3.2.2. Variabilidad (Genética

Las Tabla 6 y Tabla 7 muestran los diferentes indices de diversidad
genética obtenidos para las poblaciones, especies y subespecies del género
llex analizadas. En estos analisis no se tomaron en cuenta 7 individuos con
resultados inciertos de la Casa Forestal de Tenerife (muestras que si fueron
consideradas para la construccion del Neighbor-doining y en el analisis de

coordenadas principales, ver Fig. 10 y Fig. 11).

Tabla 6 Parametros de diversidad genética para las poblaciones del género llex

POBLACION  Ne TAXON ISLA A Ho He P

ENGO-L 5 | perado ssp. lopezlilloi ~ La Gomera 2,13 0,500 0,435 100,00%
SUGO-P 4 | perado ssp. platyphylla La Gomera 2,25 0,344 0,367 100,00%
PARC-P 5 | perado ssp. platyphylla ~ La Gomera 2,50 0,375 0,388 87,50%
APAT-P 8 | perado ssp. platyphylla La Gomera 1,63 0,467 0261 62,50%
MOQU-P 28 | perado ssp. platyphylla Tenerife 3,25 0,419 0,491 100,00%
CAFO-P 10 I perado ssp. platyphylla Tenerife 2,50 0,425 0,443 87,50%
CRTA-P 31 | perado ssp. platyphylla Tenerife 3,00 0,436 0,473 100,00%

TROQ-A 10 |. azorica Séo Miguel 3,75 0,247 0,314  62,50%
LAFO-A 10 |. azorica S&o Miguel 4,13 0,275 0,344  75,00%
VAHE-C 7 I. canariensis La Gomera 2,38 0,491 0,375 75,00%
LOJA-C 1 I. canariensis Tenerife 3,43 0,570 0,556  75,00%
MOQU-C 31 I. canariensis Tenerife 3,57 0,668 0,526 75,00%
CALD-C 23 I. canariensis Tenerife 3,86 0,596 0,476 75,00%
TILO-C 24 I. canariensis LaPalma 3,25 0,584 0,483 100,00%
TAMA-C 26 I. canariensis Gran Canaria 3,13 0,484 0,407 87,50%
llex sp. 233 11,63 0,459 0,725 100,00%

N°: es el nimero de individuos analizados por localidad, A: Numero medio de alelos por locus, Ho: Heterocigosidad observada,
He: Heterocigosidad esperada y P: Porcentaje de loci polimérficos.

Tabla 7 indices de diversidad genética por especie o subespecie del género llex

TAXON N A Ho He P

1. perado ssp. lopezlilloi 5 213 0,500 0,435 100,00%
I perado ssp. platyphylla 86 3,88 0,424 0,560 100,00%
| azorica 20 563 0,261 0,339 75,00%
I canariensis 122 5,88 0,598 0,551 100,00%

N°: es el nimero de individuos analizados por taxén, A: Numero medio de alelos por
locus, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad esperada y P: Porcentaje de
loci polimdrficos.

El numero medio de alelos por locus varia considerablemente entre las

poblaciones estudiadas. Los valores oscilaron entre 1,63 para la poblacion de
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Apartacaminos (APAT-P) y 4,13 para la poblacion de Lagoa de Fogo (LAFO-A);

poblaciones de llex perado ssp. platyphylla e llex azorica, respectivamente.

En general las poblaciones de llex perado ssp. lopeZlilloi e llex perado
ssp. platyphylla procedentes de la isla de La Gomera (ENGO-L, SUGO-P,
PARC-P y APAT-P) presentaron valores de diversidad inferiores a las
poblaciones de llex perado ssp. platyphylla de Tenerife (MOQU-P, CAFO-P y
CRTA-P), llex azorica (TROQ-A, LAFO-A) e llex canariensis (LOJA-C, MOQU-
C, CALD-C, TILO-C y TAMA-C); solo la poblacion de VAHE-C presenté un
valor similar. Esto es debido, probablemente, al bajo numero de ejemplares
estudiados en las poblaciones gomeras, las cuales no llegan a la decena por
poblacion. Por taxén, llex perado ssp. lopeZzlilloi e llex canariensis presentaron

la menor y mayor riqueza alélica, respectivamente (Tabla 7).

La variabilidad genética detectada por polimorfismo difiere un poco de los
resultados obtenidos con el numero medio de alelos por locus. En la
determinacion del porcentaje de loci polimoérficos de las poblaciones analizadas
se ha escogido el criterio del 99%. Segun este parametro, el mayor porcentaje
de loci polimérficos (100%) fue encontrado en cinco de las poblaciones
analizadas (Tabla 6): La poblacién de llex perado ssp. lopezlilloi (ENGO-L),
una de /. perado ssp. platyphylla en la isla de la Gomera (SUGO-P), dos de las
poblaciones de I. perado ssp. platyphylla de Tenerife (EI Moquinal, MOQU-P y
Cruz de Taganana, CRTA-P) y la poblacién de Los Tilos (TILO-C) de /.
canariensis. EI menor valor de polimorfismo se presentd en la poblacion de /.
azorica nativa de Troqueira (TROQ-A = 62,50%) y la poblacion de [. perado
ssp. platyphylla proveniente de Apartacaminos (APAT-P = 62,50%). Este ultimo
dato coincide con los resultados para la riqueza alélica expuestos con

anterioridad.

Observando los resultados del analisis por especie en la Tabla 7, es
notorio que llex perado ssp. lopeZlilloi, I. perado ssp. platyphylla e I. canariensis

muestran mayor polimorfismo (100%) que /. azorica (75%).

Los valores obtenidos para la heterocigosidad esperada (H,) varian desde
0,261 para la poblacion de APAT-P hasta 0,556 para LOJA-C. En general, la
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heterocigosidad esperada para el género es alta (0,725) y en todas las

poblaciones los valores fueron superiores a 0,314 con excepcion de APAT-P.

En cuanto al taxén, pueden apreciarse valores de 0,339; 0,435; 0,551 y
0,560 para llex azorica, I. perado ssp. lopeZzlilloi, I. canariensis e I. perado ssp.
platyphylla; respectivamente. llex azorica presenta los niveles mas bajos de

heterocigosidad (Tabla 7).

3.3.%, [T structura Gcnética en las Foblacioncs

3.5.5.1. E_quilibrio Harclg-Wcinbcrg

En la Tabla 8 se sefialan los valores del coeficiente de endogamia (Fis) y
el grado de significacion de los mismos para las diferentes poblaciones

analizadas en el género llex.

Tres loci (ILE03-38, ILE05-81 e ILE03-86b) se mostraron en equilibrio
Hardy-Weinberg para todas las poblaciones; el resto de los loci mostro
desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg con valores predominantemente
positivos, aunque en la mayor parte de los casos son valores no

estadisticamente significativativos.

Aunque globalmente llex azorica presenta un defecto de heterocigoticos
significativo, esto es sobretodo debido a las desviaciones encontrados en un
solo locus (ILE04-06). De manera similar, la desviacion global encontrada en
las poblaciones de MOQU-P y CRTA-P en llex perado ssp. platyphylla se
deben al locus ILE04-02, pero en general todas las poblaciones analizadas
estan en equilibrio. Finalmente, y para el caso de llex canariensis, nos
encontramos en una situacion muy similar ya que la mayor parte de los loci se
encuentran en equilibrio y aquellas poblaciones con exceso de heterocigoticos
(LOJA-C, MOQU-C y TAMA-C) este se debe al desvio encontrado en un solo

locus.

Al aplicar la correccion de Bonferroni (p < 0,00625) el 90% de las pruebas
y la mayor parte de las poblaciones (9 de 15) no mostraron desviacion de las

proporciones esperadas en equilibrio Hardy Weinberg.
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Tabla 8 Analisis de probabilidad de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg en poblaciones del género llex

TAXON PoBLACION|ILE04-02 ILE04-10 ILE03-38 ILE03-53 ILE03-01 ILE04-06 ILE05-81 ILE03-86b FISHER

I. perado ssp. lopezlilloi ENGO-L | 1,000" -0,143ns -0,143ns-0,143ns-1,000ms 0,6000s |-0,600ns| -0,143ns |-0,039ns

SUGO-P [1,000 - 0,571 0,333 - -0,600 - - 0,205ns

PARC-P ' 1,000" |0,172n - |-0,2801s/-0,0677s -0,391ns) - - 0,143ns

1. perado ssp. platyphyllaAPAT- - - - -0,714rs1 11,000 - |-0,750ms -0,750ns | -0,758"

MOQU-P 0,725™ | 0,223" -0,040ms 0,249 |-0,053"s 0,168 -0,180ns| -0,071ns  0,158™

CAFO-P - 0,163 |-0,059n 0,686 -0,385ns/-0,192ns 0,250ns | 0,149ns | 0,088ns

CRTA-P |0,744™ -0,060ns -0,250ns| 0,292" -0,209 0,318s| 0,112 | 0,130ms | 0,095™

) TROQ-A | 0,152 | - - - 0,182 0,333 - 0,460 | 0,268"

I. azorica " "
LAFO-A 10,276™ -0,143ns| - - - 0,412 - 0,301ns | 0,251

VAHE-C - -0,171rs)-1,000ns - -0,395ns 1,000ms -0,532ns - -0,240ms

LOJA-C - 0,068" |-0,071ns'-0,191ns 0,2007s | 0,568 -0,302ns - 0,070°

| canariensis MoQu-C. - |-0,714" -0,463rs-0,195"| -0,330"  0,118ns -0,002ns - -0,210™

CALD-C - -0,540" |-0,244ns-0,194ns -0,062ns| 0,106 -0,262ns - -0,221ms

TILO-C | 1,000ms -0,538ns -0,177ns|-0,267"s -0,441ns -0,1710s-0,189ns| -0,001ns -0,238ns

TAMA-C -1,000"-0,143ns 0,188 0,847 -0,081"s| - -0,375ms| -0,113ns -0,196™

ns: no significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001; - : locus monomorfico.

3.3.4. Di{:crcnciacién Gcnética entre las Foblacioncs

3.5.4.1. |dentidad y Distancia (Genética

En la Tabla 9 se muestran los valores de identidad y distancia genética
(Nei, 1972) obtenidos para las diferentes poblaciones analizadas del género
llex. El rango de la identidad varia ampliamente entre las poblaciones desde
0,972 entre las poblaciones de I. azorica (TROQ-A y LAFO-A) hasta 0,008 para
la relacion VAHE-C / TROQ-A (llex canariensis — llex azorica). Si solo se
consideran las poblaciones de llex perado ssp. platyphylla, los valores de
identidad genética varian desde |/ = 0,446 para CAFO-P / APAT-P (Casa
Forestal — Apartacaminos) hasta / = 0,916 para CRTA-P / CAFO-P (Cruz de
Taganana — Casa Forestal). Llama la atencion que el 93,33% de los valores de
identidad genética entre las poblaciones de . perado ssp. platyphylla sean
inferiores a 0,900 ya que se tratan de medidas intraespecificas; el valor de
identidad media en este taxon fue de 0,648 (Tabla 10).

En el caso de /. azorica la identidad genética entre las dos poblaciones
estudiadas es de / = 0,972; que como ya se menciono es la mas elevada de
todas las comparaciones realizadas. Para I. canariensis la identidad genética

con mayor valor es la presentada entre la poblacion del Moquinal y Las



EL COMPLEJO ILEX

Calderetas (MOQU-C / CALD-C), ambas de Tenerife, con | = 0,949; mientras
que el valor mas pequefo es el de Tamadaba (Gran Canaria) al compararse
con Vallehermoso (La Gomera) (TAMA-C / VAHE-C) donde / = 0,637 (Tabla 9).
En esta especie la [ = 0,787 (Tabla 10) y el 86,67% de los valores fueron
menores que 0,900. /lex perado ssp. lopeZzlilloi consta de una sola poblacion,
por lo que no son factibles comparaciones a nivel de taxon.

Tabla 9 Identidad y distancias genéticas de Nei (1972) entre las poblaciones analizadas del género llex

ENGO SUGO PARC APAT- MOQU CAFO CRTA- TROQ LAFO- VAHE- LOFA- MOQU CALD- TILO- TAMA
L P P P P P P A A c cC <€ ¢ cC -

ENGO-L 0,805 0,863 0,783 0,662 0,661 0,724 0297 0,282 0,080 0,124 0,156 0,149 0,125 0,190
SuGo-P 0,217 0,899 0,726 0491 0479 0,581 0,196 0,187 | 0,082 0,143 0,110 0,104 0,112 0,116
PARCP 0,148 0,107 0,670 0,507 0517 0642 0,177 0,167 0,075 0,121 0,104 0,105 0,121 0,154
APAT-P 0,244 0,320 0,400 0,516 0,446 0,537 0,233 0,229 0,046 0,095 0,085 0,095 0,084 0,166
mMoQu-P 0,413 0,711 0,680 0,662 0,894 0,899 0489 0479 0,148 0,231 0255 0,226 0,153 0,249
CAFO-P 0414 0,737 0,661 0807 0,113 0916 0,376 0379 0,137 0250 0,271 0254 0,161 0,235
CRTA-P 0,324 0,543 0444 0,623 0,106 0,088 0462 0457 0138 0,231 0229 0,215 0,166 0,256
TROQ-A 1,213 1,631 1,729 1455 0,716 0979 0,772 0,972 0,008 0,078 0,031 0,021 0,010 0,025
LAFO-A 1264 1,678 1,792 1474 0,736 0,970 0,784 0,029 0,018 0,089 0,044 0,033 0,038 0,040
VAHE-C 2530 2498 2593 3,079 1,910 1,985 1,984 4,863 4,036 0,737 0,791 0,676 0,782 0,637
LOFA-C 2,092 1,948 2,110 2,360 1,468 1,386 1,464 2552 2423 0,305 0,918 0,868 0,764 0,714
MOQU-C 1860 2,204 2,266 2467 1,365 1,305 1,476 3,482 3,131 0,234 0,086 0,949 0,843 0,783
CALDC 1902 2,268 2,253 2,356 1,486 1,373 1,536 3,843 3,402 0,392 0,141 0,053 0,780 0,813
TILO-C 2,078 2,186 2,113 2,475 1,878 1,830 1,794 4,636 3,266 0,246 0,269 0,171 0,248 0,755

TAMA-C 1,662 2,158 1,873 1,798 1,392 1,450 1,362 3,696 3,209 0,451 0,336 0,245 0,207 0,281
Identidad genética (arriba) y distancia genética (abajo). En rojo los menores valores y en verde los valores mas altos.

Al analizar los resultados de la identidad genética entre poblaciones de
distintas especies y subespecies se puede observar que el 100% de los valores
son inferiores a 0,900. Entre las poblaciones de llex perado ssp. lopeZzlilloi y las
de su simil I. perado ssp. platyphylla se encontré una identidad media de 0,750
(I = 0,750); en la relacion entre I. perado ssp. lopezlilloi y su congénere |.
azorica existe una mayor separacion (I = 0,290), mientras que entre llex
perado spp. lopezlilloi e llex canariensis los resultados muestran una media (/)
de 0,137. Al comparar las poblaciones de . perado ssp. platyphylla e I. azorica
encontramos una media de la identidad genética de 0,319 y entre llex perado
ssp. platyphylla e llex canariensis, la media fue de 0,159. Finalmente, entre /lex

azorica e llex canariensis I = 0,036 (Tabla 10).

Tabla 10 Valores de identidad genética media entre taxones

TAXON I. p. ssp. lopezlilloi 1. p. ssp. platyphylla . azorica I. canariensis
1. p. ssp. lopezlilloi - 0,750 0,290 0,137
I. p. ssp. platyphylia 0,648 0,319 0,159
|. azorica 0,972 0,036

|. canariensis 0,787
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3.3.4.2. Coeficiente de Diferenciacion (Genética Y AMOVA

Los analisis de la estructura genética interpoblacional de llex sp. se
establecieron a través del coeficiente de diferenciaciéon genética (Fsr) y el
computo de las proporciones inferidas mediante el analisis de agrupamiento
bayesiano. La Tabla 11 muestra los valores del coeficiente de diferenciacién
genética (Fsr) y el numero de migrantes (N;;) estimado para las poblaciones de
llex sp. analizadas. En la Tabla 12 se muestran los resultados del AMOVA para

la diferenciacién genética del complejo llex.

El valor de Fsr vario considerablemente entre las diferentes
comparaciones establecidas. EI minimo valor se encontré entre las poblaciones
de I. azorica (Fsr = 0,030), mientras que la mayor diferenciacién genética se
encontrd entre las poblaciones de I. perado ssp. platyphylla de Apartacaminos
y la de I canariensis de Vallehermoso (APAT-P / VAHE-C) ambas de La

Gomera, que revelaron un Fsr=0,524.

Si comparamos la diferenciacion genética media por especie y
subespecie, se obtienen valores de Fs; = 0,203; 0,173 y 0,030 para /. perado
sp. platyphylla, |. canariensis e |. azorica; respectivamente. Los valores indican
que [. perado ssp. lopezlilloi estd muy diferenciada de [. azorica e |I.
canarienses (Fgr = 0,382 y 0,371; respectivamente); sin embargo, existe una
menor diferenciacion genética con . perado ssp. platyphylla (Fsr = 0,134). Los
rangos de diferenciacion de [. perado ssp. platyphylla son similares con
respecto a sus congéneres; esto es, For = 0,371 comparada con /. azorica y
Fer = 0,384 en relacion a I. canariensis. Finalmente, la diferenciacion genética

entre estas dos Ultimas especies es considerable (Fg; = 0,461).
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La representacion grafica de los valores medios de Fsr encontrados en y
entre los diferentes taxones analizados del género llex se muestra en la Fig. 8.
Como puede observarse, la diferenciacion genética entre las subespecies de /.
perado de Canarias es bastante escasa y presentan cifras que son mas propias
para poblaciones de una misma especie (tal como queda reflejado); mientras
que los valores superiores a 0,25 se reservan predominantemente para las

relaciones interespecificas donde la diferenciacidn genética es mas fuerte.

055
1. azorica vs I. canariensis
050 - . I. perado ssp. platyphylla vs I. canariensis IA4-1Cq
1. perado ssp. lopezlilloi 1A4-1Cc
vs IPPg-1Cq
045 I. canariensis IPPg- 1A,
IPPg- IC; 1A4-1C;
IPLg- ICo IPPs-1Cr A, 1C,
040 -
IPLg-IC . .
PLe- 1A, Le-ICr IPPg - 1G5 IPP;-ICq
IPLs - IC
035 S IPP;-1C;
u_; IPLs- IGp IPP;-IC;
g 030 - IPP;-1Cp
g IPPs- IPP; IPP; - 1A,
B 025 Jmmmimimimimiminisimemimimenim E e R e R R R R R R SIS EIE R RN R R R R R R RS R B0RISI3I8 RIS R R R R R R e i minnne s
E 1. perado ssp. lopezlilloi IC - ICr
vs
g 020 - ICq - ICc
2" . perado ssp. platyphylla IC,-1C,
= IPLg- IPP; . I‘;
045 - IPPg o
ICr-ICp
010  |pL,- PP, ICg - ICo ICe-ICe
llex canariensis
0,05 - ]
IPP; °
A,
0,00 - A

IPLg: llex perado ssp. lopezlilloi (La Gomera), IPP: llex perado ssp. platyphylla (La Gomera), IPPy: llex perado ssp. platyphylla (Tenerife), IAx: llex azorica (Azores),
IC;: llex canariensis (La Gomera), IC;: llex canariensis (Tenerife), ICp: llex canariensis (La Palma)e IC¢: llex canariensis (Gran Canaria)

Fig. 8 Representacion gréfica de los valores medios de Fsr obtenidos entre las poblaciones y taxones estudiados.
En verde comparaciones intraespecificas de la misma isla.



Tabla 11 Coeficiente de diferenciacion genética (Fsr) y numero de migrantes (Nm) para las poblaciones de llex

ENGO-L SUGO-P PARC-P APAT-P MOQU-P CAFO-P CRTA-P TROQ-A LAFO-A VAHE-C LOJA-C MOQU-C CALD-C TILO-C TAMA-C

ENGO-L 2,198 2596 1,338 1,341 1286 1582 039 0415 0361 0428 0426 0393 0477 0472
SUGO-P 0,102 3369 0891 0,722 0,71 0905 0,290 0,305 0306 0372 0,341 0,317 0,400 0,359
PARC-P 0,088" 0,069"s 0,789 0695 0,753 0954 0288 02% 0307 035 0338 0315 0405 0,383
APAT-P 0,157 0,219 0,241 0632 0523 0623 025 0279 0,227 0297 0278 0,251 0,311 0,287
MOQuU-P 0,157 0,257 0,264™ 0,283™ 3670 4440 0,757 0,780 0440 0525 0,531 0477 0,553 0,565
CAFO-P 0,163™ 0,260 0,249 0,324™ 0,064™ 5091 0552 0581 0429 0563 059 0519 058 0,579
CRTA-P 0,136 0,216™ 0,208™ 0,286™ 0,053™ 0,047 065 0676 0397 0501 0488 0446 0533 0,539
TROQ-A 0,387 0,463 0465" 0,495" 0,248" 0312 0,276™ 8076 0251 0316 028 0265 0310 0,266
LAFO-A 0376™ 0451 0458 0473" 0,243" 0,301 0,270™ 0,030 0272 0337 0307 028 0341 0,292
VAHE-C 0,409" 0,449 0,449" 0,524™ 0,362 0,368™ 0,387 0,499™ 0,479™ 0910 1,043 0,753 1,795 1,075
LOJA-C 0369 0,402 0411 0457 0,323" 0,307" 0,333" 0,442™ 0,426™ 0,215 1,208 1,033 1,359 1,027
MoQu-C 0,370 0,423 0425" 0473”7 0320 0,305 0,339 0467 0449™ 01193 0,171n 1,255 1,680 1,173
CALD-C 0,389" 0,441™ 0,442™ 0,499 0,344 0,325" 0,359" 0,486™ 0,467 0,249” 0,195 0,166" 1,361 1,321
TILO-C 0,344™ 0,385" 0,382" 0,446™ 0,311 0301 0,319" 0446™ 0423" 0,122 0,155 0,130™ 0,155™ 1,884

TAMA-C 0,346 0411 0,395 0,465~ 0,307 0302 0,317 0485" 0461 0,189" 0,196™ 076" 0,159 0,117

Numero de migrantes (sobre la diagonal) y coeficiente de diferenciacion genética (bajo la diagonal). En rojo los menores valores y en verde los valores mas altos. ns: no significativo; *: p < 0,05;
*%k . kkk.
p <0,01; *** p<0,001.
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Los resultados del AMOVA (Tabla 12) revelaron que todas las pruebas de
diferenciacion para los distintos niveles jerarquicos considerados fueron
altamente significativas. La mayor parte de la varianza se encontré entre los
taxones (44,83%), seguidos muy de cerca por la diferenciacion en las
poblaciones (42,12%) y por ultimo entre las poblaciones de los distintos
taxones (13,05%).

Tabla 12 Andlisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) de la diversidad genética de llex sp.

SUMA DE VARIANZA EN LOS PORCENTAJE

FUENTE DE VARIACION GL CUADRADOS COMPONENTES DE VARIACION
Entre taxones 3 788,578 5,232 44,83 Fer=0,448"
Entre las poblaciones en los 1 317,634 1523 13,05 Fso= 0237 ™
taxones
Dentro de las poblaciones 220 1081,542 4,916 42,12
Total 234  2187,753 11,671 100,00 Fsr=0,579™

GL: grados de libertad, Fer: coeficiente de diferenciacion genética entre regiones, Fsc: coeficiente de diferenciacion genética
entre poblaciones en las regiones, Fsr: coeficiente de diferenciacion genética entre todas poblaciones, ***: p < 0,001.

3343 (UFGMA yNJ

Los valores de la distancia genética de Nei (1972) sirvieron de base para
la construccion del dendrograma UPGMA establecido sobre las poblaciones
(Fig. 9) y en el cual se observa claramente la disgregacion de las mismas en

tres grupos bien definidos.

En primera instancia se separa . canariensis del resto de las especies del
género con una fortaleza del 86%; la siguiente rama distingue las poblaciones
de I perado e [|. azorica con un 84% de fortaleza. Sin embargo, el
distanciamiento a nivel de las subespecies (/. perado ssp. platyphylla e |I.

perado ssp. lopezlilloi) no esta lo suficientemente marcado.

Segun este dendrograma, las poblaciones de ambas subespecies se
agrupan de acuerdo a su localidad de procedencia y, por tanto, la poblacion de
I. perado ssp. lopezlilloi estd mas relacionada con las poblaciones de I. perado

spp. platyphylla de La Gomera (de donde la primera subespecie es endémica).
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Distancia Genética de Nei

Fig. 9 Dendrograma UPGMA basado en las distancias genéticas de Nei (1972) para las poblaciones del género llex
analizadas. Los codigos de las poblaciones provienen de la Tabla 2.

Un segundo arbol (Neighbor-Joining; Fig. 10) basado en las distancias
individuales DAS (Chakravorty & Jin, 1995) muestra otra vez la evidente
separacion de los individuos de I. azorica (triangulos violaceos) e I. canariensis
(circulos). También es visible la mayor afinidad de los ejemplares de I. perado
ssp. platyphylla de acuerdo a su isla de procedencia. No obstante, existen siete
individuos pertenecientes a I. perado ssp. platyphylla de la poblacién de Casa
Forestal de Tenerife que aparecen incluidos entre los ejemplares de |

canariensis.

Esta aproximacion genética de los individuos de I. perado ssp. platyphylla
con [. canariensis constituye un resultado inesperado considerando que son
especies completamente distintas, a priori bien diferenciadas tanto
morfolégicamente como genéticamente segun el dendrograma UPGMA
previamente descrito. En cuanto a I. perado ssp. lopeZlilloi (rombos rojos), este
diagrama coincide con el anterior situando a los individuos de esta subespecie
mas proximos a algunos de /. perado ssp. platyphylla de su propia isla.
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Fig. 10 Neighbor-Joining individual para las poblaciones del género llex analizadas. Los codigos de las
poblaciones provienen de la Tabla 2

3.3 4.4. Annalisis de Coordenadas Frincipa|cs

El analisis de coordenadas principales (PCoA) separa claramente las
poblaciones de llex azorica (TROQ-A y LAFO-A) e I. canariensis (VAHE-C,
LOJA-C, MOQU-C, CALD-C, TILO-C y TAMA-C) de las demas poblaciones
analizadas. Las diferencias entre los individuos de I. perado ssp. lopeZlilloi e |.
perado ssp. platyphylla son practicamente imperceptibles; mientras que los
mismos siete individuos de la poblacion de Casa Forestal de Tenerife vuelven a
mezclarse con la poblacion de I. canariensis (Fig. 11). Este agrupamiento
puede deberse a un error en la identificacion de las muestras o a un proceso de
hibridacién (ver discusion). Dos aspectos son destacables en este analisis; por
un lado, la separacién a nivel de especie dentro del género (con la excepcion
de los individuos de CAFO-P) y la similitud entre las subespecies I. perado ssp.
platyphylla e I. perado ssp. lopezlilloi que se integran en el mismo espacio. Las
dos coordenadas principales de este analisis explican el 70,84% de la variacion

encontrada.



EL COMPLEJO ILEX

llex canariensis
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Fig. 11 Analisis de coordenadas principales para los individuos de las poblaciones analizadas del género llex. Los
cddigos de las poblaciones corresponden a los presentados en la Tabla 2

3.5.4.5. Annalisis Bagcsiano

La base de datos para el analisis bayesiano del género llex incluyé 240
individuos, 8 loci y 15 poblaciones. Las pruebas se hicieron para valores de K =
1 — 10 obteniéndose la maxima probabilidad de los datos en K = 5, lo que
sugiere niveles en estructuracion adicionales al numero de taxones (4) en la
muestra total. La asignacién de cada poblacion a uno de los grupos definidos
anteriormente se ilustra en un histograma para las proporciones inferidas a
partir del analisis bayesiano (Fig. 12) en el cual cada linea vertical representa
un organismo que tiene tantos segmentos coloreados como fracciones de
pertenencia tenga en los grupos K. Las lineas negras separan las distintas

poblaciones.

En el grafico puede observase que el primer grupo incluye a los individuos
de llex perado ssp. lopezlilloi e llex perado ssp. platyphylla de La Gomera,
mientras el segundo grupo inferido concentra las muestras de llex perado ssp.

platyphylla de Tenerife. Todas los individuos de llex azorica analizados fueron
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asignados al grupo lll, mientras parece existir una estructuracion intraespecifica
en los individuos de llex canariensis ya que mostraron signos de mezcla entre
los grupos inferidos IV y V que llega a involucrar también a los siete individuos
de Casa Forestal (Tenerife) a los que se hizo referencia en secciones
anteriores. Pese a ello, es interesante ver que esta bipolaridad casi no afecte a
la poblacion de Tamadaba (TAMA-C, Gran Canaria) que se muestra mucho
mas definida hacia un grupo, lo cual se traduce como una diferenciacién

genética mas elevada.

Esta diferenciacion utilizando los algoritmos bayesianos coincide con los
resultados anteriores, demostrando el considerable aislamiento (y

diferenciacion genética) presente entre las islas.
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Fig. 12 Diagrama de barras para las proporciones inferidas con el analisis bayesiano en las poblaciones de llex.
Los cadigos de las poblaciones corresponden a la Tabla 2.
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’ 3.4.1. Naturaleza Clénica de //cxpcraa’o ssp. /olocz/i//o/

Tal como se ha descrito en la seccion anterior, en este estudio fueron
examinadas 32 muestras de la subespecie llex perado spp. lopeZzlilloi a través
de microsatélites, encontrandose unicamente 5 genotipos distintos; por lo tanto,
ha podido comprobarse la naturaleza clonica de la mayor parte de los
individuos estudiados. Es muy probable que algunos de los individuos
analizados de este taxdn sean el resultado de las labores de repoblacion por
propagacion asexual efectuadas entre 1989 y 1993 por los miembros del
Parque Nacional de Garajonay (Banares et al., 2003). Ademas, en la poblacién
natural de Ancule se procedid a recoger diferentes muestras (hojas) de un
ejemplar gigantesco que entremezcla sus ramas entre numerosas especies de
la Laurisilva. La posicion de las ramas y el enorme tamano del ejemplar
impedian determinar donde acababa el individuo. El analisis de las 8
submuestras demostré que todas eran idénticas genéticamente. Nuestros
resultados mostraron que factiblemente se trataba del mismo arbol; sin
embargo, no descartamos la posibilidad de que también la subespecie esté
recurriendo a la reproduccion asexual como respuesta natural a su restriccion

sexual reproductiva.

La produccién de clones es un fendmeno ya reportado para su congénere
I. leucoclada que también es dioca y compensa la presién a la que se ve
sometida cuando es confinada a terrenos con fuertes nevadas con la formacién
de agregados por estratificacion de tallos (Torimaru et al., 2003; Torimaru y
Tomaru, 2005; Torimaru et al., 2007). Segun Torimaru y Tomaru (2005), la
estratificacion puede ser una manifestaciéon de plasticidad fenotipica que facilita
la ocupacion bidimensional del terrero e incrementa la captura de recursos.
Estos autores sugieren que el crecimiento clonal contribuye mas que el
reclutamiento de juveniles al desarrollo de las poblaciones por ellos estudiadas,
un fendmeno que puede estar sucediendo también en la especie canaria;

aunque con otros condicionantes ambientales.
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En otro de sus estudios enfocado en la fenologia de llex leucoclada,
Torimaru y Tomaru (2006) revelan que las gotas de lluvia pueden remover las
flores estaminadas (ya de por si escasas en I. perado ssp. lopeZzlilloi) y que las
limitaciones de polen afectan al rendimiento reproductivo de las plantas
pistiladas, mas que las limitaciones de recursos. Si extrapolamos esta
circunstancia a . perado ssp. lopeZlilloi, es posible que la incapacidad de este
taxon para producir juveniles por recombinacion sexual sea debida a la
escasez de patrones estaminados. La distancia entre estos y los pistilados, asi
como la dificultad tanto en la produccién de polen como en su distribuciéon en
un habitat con precipitaciones anuales de hasta 800 mm, son razones que
pueden estar empujando a este taxdn a regenerar sus poblaciones por

meétodos vegetativos.

3.4.2. Diversidad (Genética

De acuerdo con Conner & Hartl (2004), la heterocigosidad es la medida
mas consistente de diversidad genética porque incorpora tanto la diversidad
alélica como la distribucién de los alelos entre individuos. En general, y
atendiendo a la clasificacion taxondémica, llex perado ssp. platyphylla alberga
los mayores niveles de variacién genética (H, = 0,560), mientras que I. azorica
muestra los niveles mas bajos (He = 0,339); por debajo de los obtenidos para /.
perado ssp. lopezlilloi (He = 0,435) e I. canariensis (H, = 0,551). Es probable
que los menores niveles de diversidad genética en ambas poblaciones de /.
azorica sea consecuencia del relativamente bajo tamano muestral (10

individuos por poblacién).

La mayoria de las poblaciones de llex analizadas se encontraron en
equilibrio Hardy-Weinberg; de hecho el 90% de las pruebas realizadas después
de aplicar la correccién de Bonferroni no mostré desviacion de las proporciones
esperadas en equilibrio (Tabla 8). En general; las especies perennes, diocas y
alégamas (como es el caso de las diferentes especies de llex analizadas)
suelen presentar un porcentaje de individuos heterocigéticos acorde con la Ley

o el equilibrio de Hardy-Weinberg.
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A pesar de que el género ha sido ampliamente estudiado, son pocas las
aportaciones hechas a partir del uso de microsatélites; razon por la cual hasta
el momento solamente /. leucoclada nos brinda parametros estrictamente
comparables con los obtenidos en este estudio. llex leucoclada es una especie
asiatica ampliamente distribuida y relativamente comun en bosques
caducifolios de zonas frias para la cual Torimaru et al. (2004 y 2007) han
reportado elevados valores promedios de heterocigosidad esperada (H. =
0,822 y H, = 0,804; respectivamente); asi mismo, la riqueza alélica promedio
obtenida por estos autores (A = 15,53 y 14,00; respectivamente) ha sido muy
superior a la encontrada en las diferentes especies analizadas en este estudio
(Tabla 7).

Es bien sabido que las especies con una amplia distribucion exhiben una
elevada diversidad genética con respecto a especies con distribucion reducida,
debido posiblemente al escaso numero de individuos que colonizaron vy
formaron dichas poblaciones (Sosa, 2001). Desde este punto de vista es
comprensible que llex leucoclada presente mayor diversidad genética que las
especies analizadas en este estudio, ya que todas ellas proceden de regiones
insulares y, por lo tanto, con distribucidon mas restringida que una especie

continental.

Segun nuestros resultados, llex canariensis presenta una mayor
diferenciacion genética; separandose considerablemente de [. azorica e |I.
perado, las cuales estan mas relacionadas entre si (Fig. 9 y Fig. 11). Este
distanciamiento de [ canariensis con respecto a sus congéneres
geograficamente mas cercanos ha sido reportado reiteradamente en estudios
filogenéticos (Cuénoud et al., 2000; Manen et al., 2002; Manen, 2004; Selbach-
Schnadelbach et al., 2009; Manen et al., 2010). La especiacion de llex perado e
llex azorica en la Macaronesia pudo haber partido de /. perado del Norte de
Africa. De hecho, desde el punto de vista morfolégico llex azorica ha sido
considerada como I. perado ssp. azorica (Kunkel, 1977b; Andrews, 1983) y asi
es presentada en la Base de Datos de Biodiversidad de Azores
(http://www.azoresbioportal.angra.uac.pt); sin embargo, la evolucién divergente
de I. perado entre Canarias y Azores ha sido lo suficientemente importante

como para reflejar diferenciacion genética a nivel de especie. Por su parte /.
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canariensis parece estar mas relacionada con especies de América del Norte
como /. opaca e I. glabra (Lems, 1968; Manen et al., 2010) y esto advierte la
posibilidad de que las especies canarias (I. perado e I. canariensis) tengan
diferentes origenes, estando relacionadas con distintos linajes asiaticos tal

como Selbach-Schnadelbach et al. (2009) lo han considerado.

Desde la perspectiva genética, los diferentes analisis estadisticos
practicados (UPGMA y NJ) reflejan una estrecha relacion entre llex perado ssp.
lopezlilloi e I. perado ssp. platyphylla. De la misma manera, los resultados
obtenidos a partir del analisis bayesiano y el PCoA para estas muestras
tampoco separan a las subespecies y, ademas, establecen que la
estructuracion genética de I. perado esta vinculada a la procedencia geografica
de las muestras; fendbmeno que se ha sido reportado en otras especies del
archipiélago canario (Chamaecytisus proliferus, Francisco-Ortega et al., 1992;
Dactylis glomerata, Sahuquillo & Lumaret, 1995; Lobularia canariensis, Borgen,
1996). De esta forma, parece que es el origen insular de los individuos lo que
condiciona las diferencias genéticas entre las poblaciones analizadas mas que
el rango taxondmico. Ademas, considerando los resultados de este estudio y
basados en la escasa diferenciacion genética hallada entre las subespecies
canarias de /. perado las cuales presentan valores de Fy; por debajo incluso de
los encontrados intraespecificamente para I. perado ssp. platyphylla en la
misma isla y entre La Gomera y Tenerife (Fig. 8), se sugiere la revision
taxonodmica en estas poblaciones a fin de corroborar los datos genéticos aqui

encontrados y poder actuar de manera eficiente en su manejo.

Por otro lado, la escasa diferenciacion genética que hemos encontrado
entre las dos subespecies de llex perado presentes en Canarias se
corresponde con los resultados obtenidos por Werner et al. (2007) que
mediante la secuenciacion de las regiones ITS1 e ITS2, asi como con
marcadores ISSR, concluyen que la subespecie lopezlilloi es de un valor
taxondmico bastante dudoso. Por el contrario, Jaén Molina et al. (2010) han
encontrado diferenciacion genética entre estos taxones al utilizar secuencias de
rbcL 'y matK en el analisis molecular. Es posible que las conclusiones

contrastantes de estos estudios tenga mucho que ver con el tipo de marcador



EL ComMPLEJO ILEX

utilizado y con diferencias en la cantidad y/o procedencia de muestras de /.
perado ssp. platyphylla tomadas en consideracion. También sera necesario
determinar si las diferencias genéticas detectadas en las secuencias rbcL y
matK por Jaén Molina et al. (2010) se encuentran dentro del rango de la propia

especie y sean, por tanto, parte de la variacion intraespecifica.

De acuerdo a nuestros resultados llex perado ssp. lopeZzlilloi e I. perado
ssp. platyphylla comparten un mismo acervo genético y es posible que se trate
de un mismo taxon. Desde el punto de vista molecular se esperaria que el
pequefio tamafo poblacional y la restringida distribucion geografica de un taxon
endémico se reflejara en bajos valores de diversidad genética; no obstante, /.
perado ssp. lopezliloi muestra niveles de diversidad genética
considerablemente altos y muy similares a los encontrados en sus congéneres
macaronésicos aqui estudiados. llex perado ssp. lopezlilloi no alberga alelos
exclusivos y todos los alelos detectados en este taxon se presentan con
frecuencias similares a los encontrados en [. perado ssp. platyphylla (Anexo Il).
Resultados similares se han obtenido al analizar las diferencias genéticas entre
Myrica faya y M. rivas-martinezii mediante microsatélites (Gonzalez-Pérez et
al., 2009c). Los autores llegaron a la misma conclusion y consideraron que
ambos taxones comparten un mismo acervo genético y posiblemente
pertenecen a un mismo rango taxondémico, siendo morfotipos de la misma

especie.

Siguiendo con la misma argumentacion, se entiende que la importante
diferenciacion genética encontrada entre I. azorica e I. perado con agrupacion
diferenciada en todos los analisis establecidos y con valores del coeficiente de
diferenciacion genética superiores a 0,25 (Fig. 8) hagan pensar que ambos
taxones constituyen especies diferentes y no subespecies de /. perado como se
contempla en la Base de Datos de la Biodiversidad de Azores. Un aspecto que
debe estudiarse con mas profundidad y que no constituia un objetivo de este

estudio.

A pesar de que la separacion de los taxones es bastante clara, la
persistente agrupacion de 7 individuos de llex perado ssp. platyphylla

procedentes de la Casa Forestal de Tenerife (CAFO-P) junto a las poblaciones
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de I. canariensis en los dendrogramas y el PCoA, el alto grado de pertenencia
que los identifica con las poblaciones de [I. canariensis y la estructuracion
intraespecifica de esta ultima especie encontrada en el analisis bayesiano para
las poblaciones gomeras y tinerfefias (no asi en la de Gran Canaria); nos
conducen a deducir la posibilidad de que se estén llevando a cabo eventos de
hibridacion e introgresion entre estos dos taxones en La Gomera y Tenerife
donde ambas especies coexisten (Lems, 1968; Kunkel, 1977b; Andrews, 1983;
Manen, 2004; Cabrera Garcia et al., 2005), lo cual no sucede en Gran Canaria.
Inicialmente, no creemos que haya sido un error de muestreo o una
equivocacion en la identificacion o catalogacién de estos 7 ejemplares como /.
perado siendo [|. canariensis, ya que las hojas recogidas presentan las
caracteristicas morfolégicas propias de I. perado ssp. platyphylla tales como la
presencia de espinas en el borde de las mismas. La revision morfoldgica de las

muestras (conservadas en gel de silice) asi lo vuelve a confirmar.

Cuando en 1942 Loesener establecia las separacion entre I. perado e |.
canariensis basado en caracteristicas anatomicas y morfolégicas relacioné a /.
canariensis con la especie americana I. opaca. Basado en estas deducciones
Lems (1968) consideré a [. canariensis como una especie de conexion
trasatlantica, al mismo tiempo que citaba la capacidad de /. perado para formar
hibridos con [. aquifolium; también Baas (1978) asociaba la variacion
anatomica del género llex con la existencia de importantes procesos de
hibridacion en su evolucion. Asi pues, ni la disgregacion de . perado e |I.
canariensis ni la capacidad de hibridacion entre las especies del género son

conceptos novedosos.

En este sentido, recientes investigaciones realizadas con distintos
marcadores moleculares han demostrado la diferenciacion genética entre I.
perado e |. canariensis y, como resultado, son varios los estudios filogenéticos
que sittan a estos taxones en grupos biogeograficos disimiles. Las
publicaciones coinciden en la dificultad de definir una posicion filogenética
determinada para [ canariensis y sugieren que las débiles barreras
reproductivas han podido permitir eventos de hibridacién e introgresion nuclear

y/o plastidica interespecifica unilateral con I. perado como donador masculino
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(Cuénoud et al., 2000; Manen et al., 2002; Manen, 2004). La hibridacion e
introgresion entre varias especies ocurre frecuentemente en regiones de
simpatria o en los limites de las zonas donde las especies se distribuyen y se
ponen en contacto unas con otras; por esto, su ocurrencia en islas oceanicas
provee buenos ejemplos de especiacion y diferenciacion vegetal, razén de mas
para considerar el importante papel que ha jugado en los procesos de
evolucion en llex (Setoguchi & Watanabe, 2000; Selbach-Schnadelbach et al.,
2009; Manen et al., 2010).

Seria importante abrir una linea de investigacion en Canarias en este
sentido, intentando averiguar y confirmar la existencia de elementos hibridos en
el archipiélago, la extension del fenobmeno y el grado de recuperaciéon que
puede alcanzar en los ecosistemas a fin de determinar si es un proceso
reciente o por el contrario un fendmeno que se remonta en el pasado evolutivo

del género.

3.4.3. ]mPIicacioncs para la Conservacion (Genética

Con base en los resultados obtenidos en el analisis de llex perado spp.
lopeZzlilloi e I. perado ssp. platyphylla mediante de microsatélites puede
sostenerse que ambas subespecies comparten el mismo acervo genético y que
son probablemente el mismo taxén. Teniendo en cuenta que llex perado spp.
lopezlilloi esta clasificada como “en peligro de extincion”, se recomienda la
revision taxonémica de estas poblaciones y un posible cambio de enfoque en

las acciones actuales de gestidn para la conservacion de estos efectivos.

No obstante, es probable que esto no ocurra ya que resultados similares
se encontraron entre los acervos genéticos de Myrica rivas-martineziiy M. faya
(Gonzalez-Pérez et al., 2009c) y a pesar de los mismos, M. rivas-martinezii
sigue considerandose una especie fuertemente amenazada e incluida en el
Catalogo Canario de Especies Protegidas (CCEP, 2010).

Al parecer, en Tenerife (y posiblemente también La Gomera) se esta
llevando a cabo la hibridacion e introgresion entre llex perado e I. canariensis.

El monitoreo de las consecuencias de este fendmeno en lo referente a la




EL COMPLEJO ILEX

evolucion del genoma de ambas lineas genéticas a lo largo de las sucesivas
generaciones deberia ser considerado en futuros planes de manejo en la

conservacion genética de ambas especies.

Sera necesario también confirmar el grado de diversidad genética de llex
azorica, a la vez que el importante numero de alelos exclusivos detectados en
las poblaciones analizadas. Los resultados encontrados en este estudio
parecen mostrar que /. azorica es una especie diferenciada de /. perado por lo
que, desde el punto de vista de la conservacion, adquiriria una mayor
relevancia este rango taxonémico. /. perado ssp. azorica se encuentra entre los
37 taxones incluidos en el Top100 de Azores siendo prioritaria en términos de

futuras acciones de conservacion en Azores (Cardoso et al., 2008).
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4+.1. 5/’/cnc nocteolens Webb & Berthel

El género Silene L. (Caryophyllaceae) contiene cerca de 700 especies
alrededor del mundo, distribuidas en las regiones templadas del hemisferio
norte. El principal centro de su diversidad es el Mediterraneo (donde crece
cerca de la mitad de las especies) y también el suroeste de Asia;
especialmente Turquia, que cuenta con 135 especies (Melzheimer, 1988;
Oxelman & Lidén, 1995; Duran & Menemen, 2003).

En el género (incluyendo Lychnis y Melandrium) se exhibe una gran
variedad de caracteres ecolégicos y morfolégicos (Chater & Walters, 1964),
pudiéndose encontrar una amplia diversidad de sistemas reproductivos: dioecia
(machos y hembras), ginodioecia (coexistencia de hembras y hermafroditas),
trioecia (coexistencia de machos, hembras y hermafroditas) y hermafroditismo

(Desfeux et al., 1996); por hablar en términos generales.

Desfeux et al. (1996) compararon los resultados filogenéticos con la
informacion compilada sobre los sistemas reproductivos y los ciclos de vida de
las especies de Silene estudiadas hasta ese entonces y algunos géneros mas
cercanos (Tabla 13). Concluyeron que es poco probable que el
hermafroditismo fuera el sistema de cruzamiento ancestral, aunque este parece
haber derivado al menos dos veces de un estado de ginodioecia y estar
asociado con la evolucién hacia la autogamia. Opinan que la dioecia también
pudo haber surgido dos veces (o0 quiza tres), bajo muy diferentes condiciones

ecoldgicas.

Aluden a la existencia de evidencias que sugieren que la determinacion
del sexo en varias especies de Silene esta relacionada con genes tanto del
nucleo como del citoplasma y esto, a su vez, apunta fuertemente a que la
dioecia en Silene pueda provenir de una ginodioecia nucleo-citoplasmica
original. No obstante, confirman que es ampliamente posible que los sistemas
reproductivos (tipos sexuales) y de cruzamiento (nivel de autogamia) sean
variables no solo dentro del género sino también dentro de algunas especies, a

nivel intra e interpoblacional.



Tabla 13 Sistemas reproductivos y ciclos de vida en el género Silene y similares

SILENE NOCTEOLENS

. SISTEMA SISTEMA DE

EsPECIE SECCION REPRODUCTIVO CRUZAMIENTO REFERENCIAS
Silene coronaria P) Lychniformes chiy St 1. Knuth, 1908
S. flos-cuculi (P)  Lychniformes 632(133“1/'51 ’ o g 33?232?%213924
S viscaria P) Lychniformes GD-GM! 4. Marsden-Jones & Turill,

' GD-AM" 1957

S. italica (P)  Siphonomorpha GD-GM17.210) 5. Heslop-Harrison & Heslop-
S. nutans (P) Siphonomorpha GD-GM! 7817 Harrison, 1958
S. fruticosa (P) Siphonomorpha 6. Chater & Walters, 1964
S. otites (B,P)  Ofites D20, SDS§ 0 7. Pomonarev &
S. pseudotites . Demyanova,1975
2 Slene oties (B,F)  Ottes D, S0¢ 0 8. Bock, 1976
S. roemeri (B,P) Otites GD-AM38 0 9. De Bilde, 1984
S. vulgaris (P) Inflatae GDA410.1423() 10. Dulberger & Horovitz, 1984
S. uniflora * Inflatae GD-GM?' 11. Jennersten et al. 1988
S. saxifraga (P) Suffruticosae A'\éﬁw 1% glf;yrléoqugw
S. acaulis ssp. . 14. Pettersson, 1992
longiscapa P (P) Nanosilene T 0 15. Hauser & Loeschcke, 1994
S. acaulis ssp. . 16. Harmanutz & Innes, 1994
bryoides P () Nanosilene be 0 17. Maurice & Desfeux (Obs.
S. acaulis (P) Nanosilene GD-T1216 ] Per.)
S. acaulis ssp. exscapa () Nanosilene SD2 18. Menges, 1995
S. acaulis ssp. . N i sp2 19. Talavera et al., 1996
longiscapa () anosiiene 20. Soldaat et al., 1997
S. armeria (A,B)  Compactae GD'17 21. Pettersson, 1997

. . H? 22. Maurice et al., 1998
S. noctiflora (A) Elisanthe GM-GD'7 S 23. Andersson, 1999
S. latifolia [(A)-P] Elisanthe D6.24() 0 24. Lardon et al., 1999
S. dioca (] Cordifolia D6.25() 0 25. Hemborg & Karlsson, 1999
S. diclinis P) Elisante D8 0 26. Kephart et al., 1999
S. inaperta (A)  Rigidulae H clt 27. Buide & Guitian, 2002
S. coeli-rosa (A) Eudianthe GD"
S. pendula (A)  Erectorefractae GD517 H= Hermafroditismo
S. stockenni (*)  Erectorefractae GD-GM'® GD= Ginodioecia
S. dichotoma (A)  Dichotomae GD3 GM= Ginomonoecia
S. nocturna (A)  Scorpioideae H S, Cls AM= Andromonoecia
S. gallica (A) Silene H! S, clt g; Disoeg(ijq ‘
S. cerastioides = . = Subdioecia
S. sclerocarpa (A)  Silene H! crL T= Trioecia
S’o;.acﬁggf;ns (A) Dipterosperma H ClI A= Anual
S. conica (A)  Conoimorpha H St17 B= Bianual
S. conoidea (A)  Conoimorpha H7 ci7 P=Perenne
S. acutifolia *) Cordifolia H27
S. regia * H18 S=Autopolinizante (Self-
S. douglassi () H26 pollination)
Dianthus seguieri P) GD! O=Exogamia (Outcrossing)
Saponaria ocymoides P) GD! Cl= Cleistégama
ggfi::z;n; aii(t;’;fzgo Eé; gg: S (*) Referencia afiadida sobre la tabla

original

Adaptado de Desfeux et al. 1996 con anotaciones del Dr. Santos-Guerra.

Shykoff (1988), que probd la ginodioecia de S. acaulis, encontré que las

plantulas que habian sido el resultado de una autopolinizacion pura exhibian

depresion endogamica en las primeras etapas del cultivo. Las plantas

hermafroditas fueron autocompatibles con flores protandricas. Segun Eguiarte

et al. (2007) en las especies hermafroditas autocompatibles una elevada tasa
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de entrecruzamiento podria estar determinada, en parte, por la depresion
endogamica. De hecho, los autofecundantes tienden a expresar mas depresién
endogamica tardia en sus ciclos de vida, mientras las especies con
fecundacion cruzada tienden a expresar la depresion por consanguinidad de
manera substancial a lo largo del ciclo de vida. No obstante, las especies
definido como hermafroditas y aquellas especies en las que no se han descrito
flores femeninas, como S. gallica y S. conica, han sido reportadas como

autégamas e incluso cleitbgamas (Tabla 13; Desfeux et al., 1996).

En la especie hermafrodita Silene douglasii, Kephart et al. (1999)
encontraron altos niveles de depresion endogamica por familias maternas; al
hacer uso de medias poblacionales, encontraron altos niveles en las primeras y
postreras etapas del ciclo de vida y bajos niveles de supervivencia. Otros
autores también han detectado depresion por consanguinidad en la produccion
de semillas (Husband & Schemske 1995, Kittelson & Maron 2000). Segun
Buide & Guitian (2002) el hermafroditismo no debe ser tan frecuente en el
genero Silene como se sugiere por muchas floras en las cuales no se hace
referencia a la ginodioecia. Silene acutifolia es autocompatible y se ha
comprobado que la dicogamia no constituye una barrera a la autofecundacion;
por esto, los autores sugieren que S. acutifolia ha surgido hace relativamente

poco dentro del género.

En Canarias se han reportado 26 especies del género Silene, 8 de las
cuales son endémicas; a saber: S. berthelotina Webb (Tenerife y el Hierro), S.
bourgeaui Webb ex Christ (La Gomera), S. canariensis Willd. (Gran Canaria),
S. lagunensis C. Sm ex Christ (Tenerife), S. nocteolens Webb & Berthel
(Tenerife), S. pogonocalyx (Svent.) Bramwell, S. sabinosae Pit. (El Hierro) y S.
tamaranae Bramwell (Gran Canaria) (Izquierdo et al., 2004; Arechavaleta et al.,
2010).

La “Conejera de risco”, Silene nocteolens, es un endemismo
exclusivamente tinerfeno y se encuentra catalogada como “En Peligro Critico”
por la UICN. Dispone, ademas, de otras figuras de proteccion en el Convenio
de Berna y en el Catalogo Canario de Especies Protegidas donde aparece
como “Vulnerable” en el Anexo Il de la Ley 4/2010 (Moreno et al., 2008; CCEP,
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2010). Se cree que las poblaciones se han visto mermadas debido a la
depredacion por los herbivoros (muflén y conejos) que destruyen las plantas en
busca de sus raices rizomatosas (Informe técnico, Parque Nacional El Teide;

sin publicar).

Silene nocteolens es una
planta herbacea con base lefiosa
(Fig. 13); hemicriptofita de raiz
perenne y tallos floriferos de unos
50 cm de largo, vellosos hacia sus
extremos y pegajosos. Caducifolia
o con follaje subpersistente. Hojas
de estrechamente lanceoladas a
linear-lanceoladas, de hasta de 10 Fig. 13 Slene nocteolens
cm de largo, agudas, tomentosas, agrupadas o subverticiladas, formando

rosetas en la base.

Florece de mayo a junio y fructifica en agosto. Las inflorescencias son
largas, con 2 a 12 flores blancas o ligeramente rosaceas, hermafroditas, que
exhalan durante la noche un suave perfume propio de un sistema de
polinizacién por insectos nocturnos (el epiteto de la especie hace referencia a
esta particularidad). Los frutos son capsulas ovadas, de 8 — 10 mm,

dehiscentes por 6 dientes y contiene una media de 35 semillas.

Las semillas son muy pequefas (1 — 1,4 x 1 — 1,5 mm), reniformes; con
caras reticuladas ligeramente convexas y con la zona basal cdéncava.
Normalmente la dispersion es anemdfila y las semillas no se alejan mas de 10
m de la planta madre. No presentan problemas en la germinacion (Kunkel,
1977a; Bafares et al., 2004).

La distribucidon de Silene nocteolens se circunscribe a dos localidades de
alta montafia dentro del Parque Nacional del Teide. Segun el censo realizado
en 2008, el numero de efectivos en Montafia Blanca asciende a 1100

individuos en tanto en Pico Viejo se han detectado unos 1713 ejemplares
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aproximadamente (Eduardo Carqué, comunicacion personal). Entre una y otra

poblacion existe una distancia de 6,2 km en linea recta (Fig. 14).

Fig. 14 Distribucion de Silene nocteolens en el Parque Nacional del Teide

Ambas poblaciones se encuentran sobre los 2500 msnm y en ambientes
donde los piroclastos constituyen el sustrato dominante. Es esta capa de piedra
pomez, de varios centimetros de espesor sobre suelos mas o menos
profundos, la que le facilita a las plantas el mantenimiento de la humedad
edafica; ya que sufren heladas en invierno y se mantienen en ausencia de

lluvias hasta entrado el verano.

Los factores abioticos anteriormente expuestos hacen de este ambiente
un lugar inhéspito para la mayor parte de la vegetacion. De hecho, estos
habitats pueden describirse como matorrales laxos en donde la especie
dominante es la violeta del Teide (Viola cheiranthifolia). También prosperan
otras especies acompanantes como Erysimun scoparium (Alheli del Teide),

Argyranthemun teneriffae (Margaza), etc. (Bafares et al., 2004).

Silene nocteolens esta descrita como una especie hermafrodita (Bafiares
et al., 2004); pero sus habitos reproductivos no han sido objeto de un analisis
profundo. Siguiendo la directriz demostrada en sus congéneres (S. inaperta, S.

nocturna, S. gallica, S. cerastioides, S. apelata, S. conica y S. conoidea) se
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esperaria que S. nocteolens fuera también autopolinizante y/o cleistdgama,
incluso puede que presente ginomonodioecia-ginodioecia como S. noctiflora
(Desfeux et al., 1996). Pero si el hermafroditismo estricto fuera el caso, el
régimen de polinizacion estaria afectando los patrones demograficos de las
poblaciones ya que la progenie de los cruzamientos entre individuos
hermafroditas se establece significativamente mejor que la de los individuos

producidos por autofecundacion (Schaal, 1984).
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4.2. Materiales Yy Métodos

"%.2.1. chogida de Muestras y Poblaciones

La recogida de muestras de S. nocteolens se establecidé en tres fases
distintas. En la primera fase, que tuvo lugar entre junio y julio de 2007, se
tomaron muestras al azar en la localidad de Montafia Blanca para ponderar la
efectividad de los microsatélites a utilizar. La segunda fase se llevd a cabo
entre agosto y octubre del 2007 estableciéndose las colectas en dependencia
de los estadios de vida mostrados en la Tabla 14 y procurando obtener en
cada poblacion unos 25 individuos para cada uno de los estadios descritos
(excepto el de “plantula”) con el fin de analizar la diversidad genética en las

poblaciones a través del ciclo de vida de las plantas.

De esta primera etapa se obtuvo un total de 420 muestras pertenecientes
a las dos unicas poblaciones conocidas: Montana Blanca (287) y Pico Viejo
(133) (Anexo IV).

Tabla 14 Estadios del ciclo de vida considerados en Silene nocteolens

ESTADIO  ABREVIATURA DESCRIPCION
Plantula PL Individuos germinados a partir de semillas colectadas
Juvenil JU Individuos inmaduros, pequefios
Virginal VI Individuos sin flores ni reminiscencia de previa floracidn
Vegetativo VE Individuos sin flores, pero con rastros de floraciones pasadas
Reproductor Joven RJ Individuos con flores, pero sin vestigios de floraciones previas
Reproductor Adulto RA Individuos con flores y evidencia de floraciones anteriores

La tercera fase de muestreo correspondi6 a la obtencion de las plantulas
que fueron cultivadas en el invernadero del Parque Nacional del Teide a partir
de las semillas colectadas en la fase anterior (Fig. 15). El muestreo de estas
plantulas (F1) se hizo entre junio del 2008 y diciembre del 2009,

consiguiéndose un total de 302 individuos.
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Fig. 15 Plantulas de Silene nocteolens (F1) germinadas a partir de semillas procedentes de Montafia Blanca
(izquierda) y Pico Viejo (derecha)

En resumen, se obtuvo un total de 747 muestras de Silene nocteolens

(Tabla 15), aunque no todas fueron objeto de analisis genético.

Tabla 15 Niumero de muestras recogidas de Silene nocteolens por fecha, estadio y poblacion

COLECTA FECHA ORIGEN INDIVIDUOS EsTADIO TOTAL
Pl Ju Vi Ve Rj Ra SID

1 05-jun-07  Montafia Blanca 1—126 0 0 0 0 0 124 124

2 12-ul-07  Montafia Blanca 127—204 0 26 25 26 1 0 0 78

3 16-jul-07  Pico Viejo 205—334 0 27 30 23 25 25 0 130

4 22-ago-07 Montafia Blanca 335—384 0 0 0 0 25 25 0 50

5 18-oct-07  Montafia Blanca 384—419 0 0 0 0 0 35 0 35

Pico Viejo 420—422 0 0 0 0 O 3 0 3

6 11-jun-08 MontafiaBlanca 423—486 63 0 0 0 0 0 0 63

Pico Viejo 425 1 0 0 0 O 0 0 1

7 05-ago-08 MontafiaBlanca 487—578 92 0 0 0 0 0 0 92

Pico Viejo 579—580 2 0 0 0 O 0 0 2

8 01-oct-08  Pico Viejo 581—605 0 0 0 0 0 25 0 25

9 03-dic-08 MontafiaBlanca 606—625 20 0 O 0 O 0 0 20

10 06-jun-09  Pico Viejo 626649 24 0 0 0 O 0 0 24

Montafia Blanca 650—672 23 0 0 0 O 0 0 23

11 17-dic-09  Pico Viejo 673—720 48 0 0 0 O 0 0 48

7219—-749 29 0 0 0 O 0 0 29

Total 302 53 55 49 51 113 124 747

Muestras recogidas segun estadio de vida (PI: Plantulas; Ju: Juvenil; Vi: Virginal; Ve: Vegetativo; Rj: Reproductor joven; Ra:
Reproductor adulto; S/N: sin determinar). Plantas madres sombreadas.

En el caso de las plantulas, se le dio mayor énfasis al analisis de aquellas
que en su conjunto alcanzaran o superaran las cinco (5) muestras por
progenitor. De esta manera, se definié un total de 17 plantas madres (12 de
Montafia Blanca y 5 de Pico Viejo) las que junto a sus respectivos
descendientes (195) se detallan en la Tabla 16.
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La reorganizacion de los individuos para efectos de analisis estadistico se
detalla en la Tabla 17.

Tabla 16 Progenies de Silene nocteolens por poblacion

MADRES | COD. DESCENDIENTES TOTAL
MBO01/07 385 441 442 443 444 482 487 488 489 490 491 10
MB06/07 390 473 474 475 476 506 507 508 509 510 511 512 513 514 515 516 15
MB09/07 393 438 439 440 536 537 538 539 540 609 610 652 653 654 13
MB13/07 396 469 470 471 472 502 503 504 505 667 668 669 670 671 672 14
MB15/07 398 448 449 450 541 542 543 544 545 546 611 612 613 655 656 14
MB17/07 400 428 553 554 555 556 557 614 615 616 9
MB23/07 406 445 446 447 547 548 549 550 551 552 617 618 657 743 13
MB25/07 408 477 478 479 531 532 533 534 535 619 620 658 11
MB28/07 411 464 465 466 467 468 492 493 496 497 498 10
MB33/07 416 456 457 517 518 519 520 521 522 523 524 525 622 623 659 660 661 16
MB34/07 417 526 527 528 529 530 451 452 453 624 662 663 664 665 666 14
MB35/07 418 564 724 725 726 727 728 729 730 731 732 733 734 735 13
12 Sub total 152
PV09/08 589 628 629 630 631 632 633 634 679 680 681 682 683 684 685 686 15
PV11/08 591 635 636 637 689 690 5
PV12/08 592 638 639 640 691 692 5
PV13/08 593 641 642 693 694 695 696 697 698 699 700 701 702 12
PV15/08 595 643 644 645 703 704 705 6
5 Sub total 43
17 Total 195

Tabla 17 Individuos de Silene nocteolens sometidos a analisis estadistico

POBLACION ESTADIO Coépico = N°
Montana Blanca | Plantulas MB-PL @ 152
Juveniles MB-JU 26

Virginales MB-VI 24

Vegetativos MB-VE | 26

Reproductores Jovenes = MB-RJ = 26
Reproductores Adultos = MB-RA = 37

Sub Total MB 291
Pico Viejo Plantulas PV-PL | 43
Juveniles PV-JUu 26

Virginales PV-VI 30

Vegetativos PV-VE @ 23

Reproductores Jévenes = PV-RJ 25

Reproductores Adultos |« PV-RA = 30

Sub Total pv 177
TOTAL 468

N°: Nimero de individuos
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’4-.2..2.. Analisis Genéticos

Las muestras fueron transportadas y conservadas en bolsas plasticas de
cierre hermético con gel de silice hasta la extraccion del ADN. Cada bolsa fue

etiquetada con el cédigo correspondiente a cada individuo.

Para la extraccion de ADN se macerd aproximadamente 1 cm? de hoja
deshidratada de cada individuo con la ayuda de un molinillo vibratorio (RETSCH
MM 301); esto se hizo directamente en los tubos de ensayo de 1,5 ml de
capacidad y con la ayuda de un par de balines de acero inoxidable que

contribuian a la trituracion de la muestra.

El material triturado se sometié al protocolo de extraccion de Doyle &
Doyle (1987). Para asegurar la consecucion de ADN a partir de la poca
cantidad de tejido recuperado de las plantulas, la extraccion en estas se hizo
mediante el protocolo de Dellaporta et al. (1983) modificado por Corniquel &
Mercier (1994).

Una vez extraido el ADN se procedié a su purificacién, esto se hizo
mediante kits de purificaciéon comerciales (SIGMA Gene Elute PCR Clean-Up

Kit), utilizandose150 ul del ADN total de cada muestra.

Las concentraciones y calidad del ADN fueron determinadas por
absorbancia. La concentraciéon de ADN fue medida espectrofotométricamente a
260 nm (BEcKmMAN Coulter DU 530), debido a que esta molécula presenta la
mayor absorcion a esta longitud de onda. Para verificar la pureza del ADN se
hicieron lecturas a 230 nm, donde se estima que se encuentran las impurezas
(fenol y urea). Por ultimo, se calcul6 la tasa de absorcién a 260/280 nm para
determinar la proporcidon ADN/ARN. La concentracién del ADN purificado de las

muestras oscil6 en el rango de 20 a 64 ng/ul.

Los ensayos de prueba para Silene nocteolens se realizaron con
cebadores desarrollados para S. /atifolia (Teixeira & Bernasconi, 2007) y S.
vulgaris (Juillet et al., 2003). Pese a que se ensayaron diferentes condiciones

de laboratorio (concentracion de MgCl,, temperaturas, tiempos de PCR y
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diluciones de trabajo), ninguno de estos cebadores dio resultados satisfactorios
(Tabla 18).

Tabla 18 Microsatélites ensayados en Silene nocteolens (ninguno positivo).

Locus REFERENCIA ESPECIE MoTivo

A2 Julliet et al., 2003 Silene vulgaris (CA)TA(CA)s

A5 Julliet et al., 2003 Silene vulgaris (CA)21CT(CA).
A11 Julliet et al., 2003 Silene vulgaris (CA)A(CA)24
B12  Jullietetal., 2003 Silene vulgaris  (CTT),C(CTT).T(CTT)2(CATT)s
B17  Jullietetal.,, 2003 Silene vulgaris (GA)22AA(GA)2AA(GA)g
B29  Jullietetal, 2003 Silene vulgaris (GA)1s

G3 Julliet et al., 2003 Silene vulgaris (GA)20

SI1 Teixeira & Bernasconi, 2007  Silene latifolia (CA)s1

SI14  Teixeira & Bernasconi, 2007  Silene latifolia (GT)as

SI15  Teixeira & Bernasconi, 2007  Silene latifolia (GT)s

SI8 Teixeira & Bernasconi, 2007  Silene latifolia (GA)sr

Tabla 19 Descripcion de los microsatélites desarrollados para Silene nocteolens

Locus CEBADOR/SECUENCIAS (5'2>3’) TAMANO (PB) Mortivo Tm (°C)
o FOSATCCOCTETTET w0 gon
MO £ oorcoammacaceaTeTeT 99 (s g
oz FETOTCICITIO L W o 8
o BNTCCOCUTIO o5 o
N5 £ cconcrecmoarratcere 21 (O g
s FCTICMITIOISTMT gy gy
N CrcaccorcacTeTIATATe 2 PO g
o [ESCMOTMOINS o 2
N1 £, AGACTOGACCCACGCACTC Mo g
vz FOMCICIGLICSOS g,
vy FESMMCTIOTONS o o
oy JSSHOCCTMNTRMIETS  a onens &
N [ CTocTACACATATOMGA P T g
o FOCICCIMCING o &
N2 AGGACAGATOGATGAGGS 16 (CANCT g

F: Forward, R: Reverse, pb: pares de bases, Tm: Temperatura de hibridacion
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Como consecuencia de la carencia de resultados positivos obtenidos con
los microsatélites descritos en S. vulgaris y S. latifolia, se procedié a
desarrollarlos de manera especifica para S. nocteolens. La caracterizacion y
aislamiento de estos microsatélites fue encargada a la empresa ATG-GENETICS

(Canada) cuyas especificaciones originales se detallan en la Tabla 19.

Las amplificaciones de ADN se hicieron en placas de PCR de 96 pocillos.
En cada pocillo se depositd aproximadamente 20 ng de ADN, 10 pmol de cada
cebador y 24 pl de mezcla maestra para PCR (Reddy-Mix, ABgene, Surrey,
UK) que incluye 0,625 unidades de la enzima ADN Taq polimerasa, Tris-HCI 75
mM, (NH4),SO4 20 mM, Tween 20 0,01%, 1,5 mM (o 2mM) de MgCl, y 0,2 mM
de cada dANTP. Los diversos protocolos de amplificacion del ADN obedecen a

ciertas particularidades que se ajustan en dependencia del cebador utilizado.

4.2.2. Analisis de Datos

4.2.2.1.  (Genotipado

Los productos de la amplificacion fueron analizados usando un
Secuenciador Capilar ABI 3130XL y el genotipado; es decir, los alelos de cada
locus y su tamafio respectivo fueron identificados por los picos obtenidos a
través de los programas GENESCAN 2.02 y GENOTYPER 1.1 (Applied Biosystems,
Inc.). Los datos obtenidos para cada individuo y locus amplificado se incluyeron
en una matriz de doble entrada (hoja de calculo Microsoft EXCEL). Se elaboro
entonces una base de datos en la que se incluian los individuos analizados y
los alelos identificados por poblaciéon y locus respectivos. Una vez completada
la matriz de datos se empled el programa TRANSFORMER 3B.01 (Caujapé-
Castells y Baccari-Rosas, 2005), el cual permite exportar los valores a otros

programas de analisis genético.

54—.2.2.2. Dinamica chrocluctiva

Para el analisis de la dinamica reproductiva de Silene nocteolens se

calculo el coeficiente de endogamia (F;s) segun la ecuacion:
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F]g (T) —1— H:I(eestadios)
(total)

La tasa de mortalidad de los diferentes estadios vitales de Silene
nocteolens se estimdé mediante visitas anuales a la poblacion de Montafa
Blanca realizadas por el personal del Parque Natural del Teide. En las primeras
visitas se censo a los individuos en dependencia a su estadio de vida y en afios
sucesivos se realizd el recuento para determinar tanto el numero de individuos
que habian pasado al siguiente estadio vital como la cantidad de especimenes
muertos desde la visita inmediatamente anterior. No se tienen datos

semejantes para Pico Viejo.

De esta manera puede decirse que la tasa de mortalidad por estadio (mg)
para la poblacién de Silene nocteolens de Montana Blanca obedece a la

siguiente igualdad:

F
my = P—Ex 100
E

en donde Fg es el numero de defunciones por estadio de vida y Pg el numero

total de individuos para ese determinado estadio.

é‘hl.l.}. Analisis [ stadistico

El Anexo | muestra un resumen de los programas informaticos utilizados

en la caracterizacion genética de las poblaciones vegetales estudiadas.

La estadistica elemental de variabilidad genética de Silene nocteolens
corresponde al numero medio de alelos por locus (A), la heterocigosidad
observada (H,), la heterocigosidad esperada (H,; Nei, 1973) y se considerd
también el porcentaje de loci polimdrficos (P). Estos analisis fueron calculados
entre poblaciones y estadios de vida utilizando POPGENE 3.2 (Yeh et al., 1999),
programa que también sirvid para obtener los valores de identidad y distancia
genética de Nei (Nei, 1972).

Para determinar si las poblaciones analizadas se encontraban en

equilibrio Hardy-Weinberg se calculd el indice de fijacion (Fs) y se realizd un
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test de probabilidad de Fisher implementado en el GENEPOP V4 (Rousset,
2008) en el que la hipodtesis nula (Hp) sefiala la existencia de union al azar de
los gametos para ese locus. La prueba de alelos nulos se hizo a través de
MicrRo-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004).

En el anadlisis de la dinamica reproductiva en Silene nocteolens, el
coeficiente de endogamia [F;s(T)] se calcul6 adicionando los datos de las
plantas madres y las plantulas de modo que se generaron nuevos valores de
Ho y He. Los analisis de correlacion entre el coeficiente de endogamia y la tasa
de mortalidad (mg) se calcularon segun el método de Pearson para un intervalo
de confianza del 95% mediante PASW STATISTICS 18 (anteriormente SPSS
STATISTICS, IBM Company, Chicago, IL).

Se ha utilizado el método de autocorrelacién espacial de Smouse y
Peakall (1999) implementado en GENALEX 6.4 (Peakall & Smouse, 2006) para
generar los autocorrelogramas. Se prob¢ la significancia de los coeficientes de
correlacion sobre la hipotesis nula de una estructura al azar utilizando 1000

permutaciones, 1000 repeticiones y un intervalo de confianza del 95%.

Las distancias entre poblaciones para la construcciéon de un dendrograma
UPGMA con fortaleza en los agrupamientos (1000 repeticiones) para Silene
nocteolens fueron calculadas utilizando POPULATION 1.2.30BETA (Langella,
2005). Todos los arboles fueron visualizados y editados en MEGA4 (Tamura et
al., 2007) y TREEVIEW 1.1.6 (Roderic, 2001).

La obtencién de los coeficientes de diferenciacion (Fst) se realizé con
GENALEX 6.4 (Peakall & Smouse, 2006). Este programa fue utilizado también
para generar el analisis de coordenadas principales (PCoA) y el analisis
molecular de varianza (AMOVA).

La estructura de las poblaciones fue inferida mediante un analisis
Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE 2.2 (Falush et al., 2007).
Se asumié un modelo de mezcla y frecuencias alélicas independientes. Se
obtuvo una serie de carreras independientes para cada valor de K (el numero
de grupos) entre 1 y 10. El analisis consistié en 10° periodos de prueba y una

longitud de carrera 10° réplicas. En total se corrieron 5 analisis con estas
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especificaciones a fin de corroborar los resultados obtenidos. Los individuos
fueron asignados a un “grupo” si su proporcién de pertenencia (gi) a ese grupo

era igual o mayor que el umbral de 0,05.

El sistema de cruzamiento de Silene nocteolens se evalu6 mediante el
modelo de apareamiento mixto descrito por Ritland & Jain (1981) utilizando el
programa MLTR (Ritland, 2002). Este procedimiento estima el coeficiente de
endogamia materno por locus (Fn), la tasa de cruzamiento (f,), la tasa media
de cruzamiento en un locus (), la tasa de cruzamiento entre individuos
emparentados [(t,, — ts) # 0] y la correlacion del cruzamiento paterno dentro
de la progenie (es decir, la probabilidad de que al escoger aleatoriamente un
par de descendientes compartan ambos progenitores, r,). A partir de este
ultimo parametro puede obtenerse la paternidad efectiva (Ngp, = 1/rp). De esta
manera, la informacién de los loci detectados con microsatélites ha servido
para estimar los patrones de transmisidbn genética entre progenitores y
descendientes; a la vez que confirma la identidad genética de las plantas
madres y su progenie. Se utilizé el método numérico de Expectacion-
Maximizacion (EM) y el error estandar (SE) fue estimado por repeticiones (10%)

sobre las familias.
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4.3. Rcsultados

"%.5. i. Cebadores y Protocolos Funcionales

Aun cuando se desarrollaron 15 cebadores especificos para Silene
nocteolens (Tabla 19), unicamente seis de estos (SNO1, SN0O2, SN0O6, SN14,
SN20 y SN21) mostraron un caracter polimérfico aceptable y fueron utilizados

en el resto de las muestras (Tabla 20).

Tabla 20 Secuencia de los seis cebadores funcionales en Silene nocteolens

Locus CEBADOR/SECUENCIAS (523 RANGO (pb) MoTivo Tm(C) EMBL

R: GGAGATGCGCGTGGTTTCT
SNO1 F- CTAAGGACCACTAGATCATACT 176-213  (AG)ss 60  FN563106
R: AACTGTTTGTACTCATCTTGTC

SN0z R AT TG AT oTC 114221 (CAls 55 FNS63107
SNl b lisadlls 171231 (AG)y 55  FN563108
SN14 3 S A e T o 66100  (GA). 60  FN563110
SN2 T o, 162234  (GT)y 60  FN563112
sNg1 N GTCTCOCOTTWMSCTOAATC. 143206 (CT)w 60 FNSB3113

F: Forward, R: Reverse, pb: pares de bases, Tm: Temperatura de hibridacién, EMBL: codigo correspondiente a cada locus
en el Banco Europeo de Secuencias Nucleotidicas

Los cebadores SNO1, SN14, SN20 y SN21 presentaron mejores
resultados en las condiciones basicas de amplificacion (Fig. 16): 3 min de
desnaturalizacion a 95 °C; seguidos de 35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30 s de
hibridacién a 60 °C y 1 min 30 s de elongacién a 72 °C; luego, otros 5 min de
elongacion a 72 °C y culmina a 4 °C por tiempo indefinido; estas condiciones de
amplificacion se abreviaron como el perfil SASN60 (el numero hace referencia

a la temperatura de hibridacion).

100 95°C
— 80 3min| 30s 72°C
e 60°C
s 60
g 90s | 5min
2 40 30s
£
2

20 . 49C

35 Ciclos
0 < 0

Fig. 16 Perfil de amplificacion SASNGO
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Por su parte; SNO2 y SNOG difirieron de los primeros en la temperatura de
hibridacién, mostraron mejores resultados a 55 °C (Perfil SASN55, Fig. 17).
SNO2 necesitdé otros requerimientos en la mezcla de amplificacion (3 mM
MgCl,, BSA y DMSO) y SNO6 requirio MgCl, 2,5 mM.

100 95°C
— 80 3min| 30s 72°C
o
s 60 55°C
g 90s | 5min
;%’ 40 30s
@
2 . 4°C
. 35 Ciclos

Fig. 17 Perfil de amplificacion SASN55

Los requerimientos especificos para cada uno de estos cebadores se
resumen en la Tabla 21.

Tabla 21 Condiciones especificas ensayadas para los cebadores de Silene nocteolens

NomBRE Tm  MgCl. BSA DMSO
SNO1 60°C 15mM - -
SN02 55°C 3,0mM + +
SN06 55°C 25mM - -
SN14  60°C 1,5mM
SN20 60°C 1,5mM
SN21 60°C 1,5mM

Tm: Temperatura de hibridacion; +: requiere adicién.

4.5.2. Niveles de Diversidad (Genética

54'.5.2.1. Frecuencias Alélicas

En las poblaciones naturales de Silene nocteolens (sin considerar las
muestras para los anadlisis parentales) se detectaron 96 alelos,
correspondientes a 6 loci, todos polimorficos. EI numero de alelos varié entre
27 para el locus SNO2 y 5 alelos para el locus SN20. Existe una mayor
proporcion de alelos exclusivos en la poblacion de Pico Viejo (40,63%) que los
hallados en Montafia Blanca (13,54%), aunque la mayor parte de los alelos
(45,83%) estaban presentes en ambas poblaciones (Anexo V).
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Por otro lado, al considerar las frecuencias alélicas de acuerdo al estadio
de vida de los individuos y a su poblacion de procedencia (Anexo VI), el mayor
numero de alelos exclusivos se encontrod en los virginales de Pico Viejo (PV-VI)
que presentaron 5 alelos exclusivos (5,21%); en los vegetativos vy
reproductores jévenes de Pico Viejo (PV-VE y PV-RJ) se encontraron 3 alelos
exclusivos (3,13%); en los virginales de Montafa Blanca y en los reproductores
adultos de Pico Viejo (MB-VI y PV-RA), 2 alelos exclusivos (2,08%) y para los
vegetativos y reproductores de Montafa Blanca (MB-VE, MB-RJ y MB-RA) solo
se reportd un alelo exclusivo (1,04%). En total, 18 alelos exclusivos; 5 para
Montafia Blanca y 13 en Pico Viejo. No se encontraron alelos exclusivos en los

estadios juveniles de ninguna de las poblaciones.

Dieciséis alelos (SN01-184, SNO1-186, SN01-188, SN02-154, SN02-156,
SNO06-187, SN06-189, SN14-66, SN14-68, SN14-78, SN14-90, SN20-228,
SN20-230, SN20-232, SN21-170 y SN21-194) fueron detectados en todos los
estadios de vida para ambas poblaciones analizadas. Sin embargo, no se

reportaron alelos fijados ni en las poblaciones ni por estadio de vida.

§+.§.2.2. Variabilidad (Genética

Las Tabla 22 y Tabla 23 detallan los niveles de diversidad genética en
Silene nocteolens segun los estadios de vida por poblacion y considerando solo

los diferentes estadios, respectivamente.

En general, la poblacion de Pico Viejo mostré una mayor riqueza alélica
(A =13,67) que la encontrada para la poblacion de Montafia Blanca (A = 9,50);
siendo la media entre las poblaciones A = 11,83. Al tomarse en cuenta la
poblacion de procedencia y el estadio de vida, el rango oscila de 6,17 para los
reproductores adultos de Montafa Blanca (MB-RA) a 10,67 para las plantas

virginales de Pico Viejo (PV-VI).

Cuando se analizaron todos los individuos de S. nocteolens agrupandolos
segun su estadio de vida sin tener en cuenta la poblacién de procedencia
(Tabla 23), el valor mas pequefio del numero medio de alelos por locus
correspondié a las plantas del estado vegetativo (10,83) mientras que los

virginales presentaron el valor mas alto (12,83).
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Tabla 22 Parametros de diversidad genética de Silene nocteolens segun el estadio de vida y poblacion

POBLACION EsTaDiO N° A Ho He P
MB-JU 26 700 0546 0,667 100%
MB-VI 24 750 0574 0,686 100%
MontafiaBlanca MB-VE 26 7,33 0,616 0,701 100%
MB-RJ 26 6,33 0615 0,667 100%
MB-RA 25 6,17 0,582 0,705 100%
Media MB 127 9,50 0590 0,707 100%
PV-JU 26 950 0,680 0,782 100%
PV-VI 30 1067 0,719 0,771 100%
Pico Viejo PV-VE 23 833 0,636 0,756 100%
PV-RJ 25 950 0,693 0,768 100%
PV-RA 25 983 0,652 0,754 100%
Media PV 129 13,67 0,679 0,778 100%
Total 256 1583 0,636 0,784 100%

N°: es el nimero de individuos analizados por poblacién y estadio de vida, A: Nimero
medio de alelos por locus, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad
esperada y P: Porcentaje de loci polimérficos. Estadios de vida segin Tabla 14.

Tabla 23 indices de diversidad genética por estadios en Silene nocteolens

Estapio N° A Ho He P

JU 52 11,83 0,613 0,774 100%
Vi 54 12,83 0,656 0,781 100%
VE 49 10,83 0,626 0,776 100%
RJ 51 11,67 0,663 0,774 100%
RA 50 12,17 0617 0,779 100%
Total 256 1583 0,636 0,784 100%

N°: es el nimero de individuos analizados por estadio de vida,
A: Numero medio de alelos por locus, Ho: Heterocigosidad
observada, He: Heterocigosidad esperada y P: Porcentaje de
loci polimérficos. Estadios de vida segun Tabla 14.

Desde cualquier punto de vista (bien sea por estadios de vida, en cada
poblacién o en el total de ambas poblaciones analizadas) se obtuvo un 100%

de polimorfismo en esta especie.

De manera general, la especie muestra una alta heterocigosidad
esperada ya que revela valores en torno a 0,784. En concordancia con los
resultados para la riqueza alélica, la poblaciéon de Pico Viejo presentd mayor
heterocigosidad esperada (H. = 0,778) que la de Montana Blanca (He = 0,707).

Si tenemos en cuenta los resultados al analizar solamente los estadios de
vida, independientemente de la poblacion de procedencia, la heterocigosidad
esperada varia desde H, = 0,774 en los juveniles y reproductores jovenes

hasta He = 0,779 en los reproductores adultos (Tabla 23). Pero al separar los
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estadios por poblacion (Tabla 22), los juveniles y reproductores jovenes de
Montana Blanca registran una H, = 0,667 mientras que los juveniles de Pico

Viejo alcanzan una H, = 0,782; siendo estos los valores extremos.

4.3.3, [T structura Gcnética en las Foblacioncs

4.3.5.1. Equilibrio Harcly—Wcinberg

En la Tabla 24 se muestran los valores del coeficiente de endogamia (Fs)
y sus respectivos grados de significacién para los estadios de vida de ambas

poblaciones analizadas de Silene nocteolens.

En ambas poblaciones tres loci (SNO2, SNO6 y SN14) mostraron
desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg, siendo ademas valores positivos
en su mayor parte. Por el contrario, dos de los loci (SN20 y SN21) se
encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg en las dos poblaciones estudiadas;
mientras que SNO1 se encontré en equilibrio Hardy-Weinberg en la poblacién
de Pico Viejo, pero con un defecto de heterocigotos (F;s > 0) en Montafa
Blanca. De manera global el valor de F;s fue positivo y altamente significativo
en todos los estadios y poblaciones al considerar conjuntamente todos los loci
(Tabla 24).

Tabla 24 Andlisis de probabilidad de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg segin
estadios de vida y poblaciones de Silene nocteolens

ESTADIO  SNO1 SNO02 = SN06 SN14 | SN20 SN21 | FISHER
MB-JU | 0,265 | 0,257° | 0,271™ | 0,168™ | 0,205 | 0,007 | 0,200™
MB-VI 0,372rs | 0,174 | 0,134" | 0,401™  -0,064» -0,037"  0,183™
MB-VE | 0,459" | -0,012» | 0,019  0,130™ | 0,452 | -0,011"  0,136™
MB-RJ | 0,190 | 0,061 | 0,034  0,381™ | -0,124~ 0,176 | 0,077
MB-RA  0,451™ | 0,240 | 0,261" @ 0,163 -0,112» 0,130 | 0,199™

MB 0,351 0,150 0,145 0,388 -0,006" 0,027 0,163™
PV-JU | 0,039~ | 0,213™ | 0,062 | 0,324™ 0,037~ | 0,062 | 0,151™
PV-VI 0,094 | 0,063 | 0,205 | 0,337  -0,007 0,002  0,088™
PV-VE | 0,276~ | 0,321° | 0,283" | 0,326™  -0,276™ 0,062 | 0,178™
PV-RJ | 0,076~ | 0,111° | 0,023 | 0,158™ | 0,373 | -0,004  0,118™
PV-RA 0,042 | 0,075 @ 0,250" @ 0,310 0,358 0,005 | 0,158™

PV 0,095° 0,140™ 0,165 0,275 0,045 0,052°  0,132™
ns: no significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

Ahora bien, en la poblacion de Montaha Blanca existen parcelas de
seguimiento definidas por el personal del Parque Nacional del Teide, las cuales

estan constituidas en dos grupos separados geograficamente. En el primer
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grupo se encuentran 6 parcelas muy proximas la una de la otra (menos de 5 m
de separacion entre ellas) y en el segundo grupo se encuentran otras tres;

separados ambos grupos por aproximadamente 50 m (Fig. 18).

Un segundo analisis de probabilidad de desviacion del equilibrio Hardy-
Weinberg fue realizado para las muestras naturales de Silene nocteolens de
acuerdo a su agrupacion por parcelas. La Tabla 25 muestra los valores de Fisy
sus respectivos grados de significacién para estas muestras en los distintos loci
estudiados. El locus 14 presentd desviacion para el equilibrio Hardy-Weinberg
con valores de F;s > 0, lo que indica un defecto de heterocigotos. El resto de los
loci estuvo predominantemente en equilibrio Hardy-Weinberg a nivel de
parcelas (40 de los 54 casos, 74,07%); pero a nivel de grupo al juntar las
parcelas los loci SNO1, SN02, SNO6 y SN14 se desviaron significativamente del
equilibrio, debido probablemente al efecto Wahlund en esta poblacion.

Tabla 25 Analisis de probabilidad de desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg segun
parcelas en la poblacion de Silene nocteolens de Montafia Blanca

PARCELA = SNO1 SNO02 SNO06 SN14 SN20 SN21 | FISHER
1 0,118 | -0,021ns | 0,125ns - -0,195ns | -0,195m | -0,045ns
2 0,414 | 0,358 | 0,200n  -0,037 | 0,125 @ 0,125" | 0,161
3 0,394 | 0,217° | 0,143 | 0,357 | 0,274 | 0,274 | 0,269™
4 0,190 | -0,042ns | 0,881ns | 0,333" | -0,154ns | -0,154ns | 0,058ns
5 0,472" | 0,427~ | 0,310 0,514 | -0,055» -0,055" 0,213™
6 0,500 | -0,111ns | 0,000ns | 0,333 | -0,103"  -0,103s | 0,000ms
1A6 0,355 0,433" 0,2196™ 0,359 0,004 0,005 0,177
7 -0,105" | 0,082 | -0,091ns | 0,059 | -0,217ms | -0,217ns | -0,049ns
8 0,525" | 0,152» | -0,112ns | 0,342™ | 0,087  0,087° | 0,171™
9 0,271 | 0,166 | 0,197 0,487 | -0,302" -0,302n 0,115™
7TA9 0,340 0,162 0,050 0,406 -0,072 0,034~ 0,131

ns: no significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

Analisis posteriores con el software MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et

al., 2004) manifestaron que los loci SN02, SNO6 y SN14 mostraban evidencia
de alelos nulos en ambas poblaciones, mientras que el locus SNO1 los mostro
s6lo para Montafia Blanca; sugiriendo la posibilidad de que estos loci también

estén en el equilibrio Hardy-Weinberg.

54—.5.5.2. Analisis de Autocorrelacion Espacial

El analisis de autocorrelaciéon espacial fue aplicado uUnicamente a los

individuos naturales de la poblacion de Montafa Blanca, excluyendo a las
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plantas “madre”. Las muestras analizadas corresponden a los individuos
situados dentro y alrededor de las parcelas de seguimiento de Silene

nocteolens definidas por el personal del Parque Nacional del Teide (Fig. 18).

Fig. 18 Distribucion geogréfica de los individuos de Silene nocteolens segun parcelas

Los calculos de autocorrelacion espacial se establecieron en ambos
grupos por separado. En cada correlograma (Fig. 19 y Fig. 20) la linea azul es
el coeficiente de autocorrelacion (r), las lineas punteadas rojas representan los
limites superior e inferior para intervalos de confianza del 95% (999
permutaciones) sobre la distribucion aleatoria de los genotipos y las barras
representan el error estandar a intervalos de confianza de 95% calculado a

partir de 1000 repeticiones.

En ambos casos el resultado fue la existencia de una importante
correlacién positiva entre las distancias genéticas y geograficas de los
individuos analizados para la primera clase de distancia (0 — 5 m). Para el resto
de las clases los valores no se alejaron significativamente de la distribucion
aleatoria esperada para los genotipos en cada grupo. Los interceptos con el eje

de las abscisas fueron de 7,7 m y 8,1 m para cada grupo, respectivamente;
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estos valores pueden interpretarse como la delimitacion espacial en la cual los

individuos de cada grupo mantienen una relacion genética.
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Fig. 19 Correlograma para las muestras de Silene nocteolens del grupo uno (parcelas 1-6) de Montafia Blanca
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Fig. 20 Correlograma para las muestras de Silene nocteolens del grupo dos (parcelas 7-9) de Montafia Blanca
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4.3 4. Diferenciaciéon (Genética entre las Foblacioncs

4.3.4.1. |dentidad Yy Distancia (Genética

El rango de la identidad genética entre los diferentes estadios de vida en
ambas poblaciones oscil6 entre 0,964 entre los virginales y vegetativos de
Montafia Blanca (MB-VI / MB-VE) y 0,587 entre los reproductores jévenes de
Montafia Blanca y los vegetativos de Pico Viejo (MB-RJ / PV-VE) (Tabla 26).

Tabla 26 Identidad y distancias genéticas de Nei (1972) entre estadios por poblacién de Silene nocteolens

MB-JU MB-VI MB-VE MB-RJ MB-RA| PV-JU PV-VI PV-VE PV-RJ PV-RA

MB-JU 0910 0,933 0885 0943 065 0,643 0,604 0,697 0,657
MB-VI 0,094 0,964 0911 0924 0,680 065 0,633 0,712 0,682
MB-VE 0,070 0,037 0932 0944 0654 0,646 0,621 0,711 0,695
MB-RJ 0,122 0,093 0,071 0,922 0,605 0,594 0,587 0,660 0,668
MB-RA 0,058 0,079 0,058 0,081 0,653 0,628 0,605 0,680 0,651
Pv-JU 0422 0,38 0425 0503 0,426 0,957 0932 0,938 0,923
PV-VI 0442 0421 0436 0521 0465 0,044 0,936 0,939 0,938
PV-VE 0,504 0457 0476 0,533 0,502 0,070 0,066 0,939 0,940
PV-R) 0,361 0,339 0342 0416 0,385 0,064 0,062 0,062 0,944

PV-RA 0,421 0,382 0,364 0404 0429 0,081 0,064 0,061 0,058

Identidad genética (encima de la diagonal) y distancia genética (debajo de la diagonal). En rojo los menores
valores y en verde los valores mas altos.

Al analizar cada poblaciéon por separado, el mayor valor se encontr entre
los virginales y vegetativos de Montana Blanca (MB-VI / MB-VE) como ya se
menciond anteriormente (/ = 0,964), siendo el mas bajo el correspondiente a la
relacion entre juveniles y reproductores jovenes (MB-JU / MB-RJ = 0,885). En
esta poblacion el 90% de los valores fueron superiores a 0,900 con una media
de 0,927. En el caso de Pico Viejo los valores variaron desde 0,923 entre los
juveniles y los reproductores adultos (PV-JU / PV-RA) hasta 0,957 entre el
estadio virginal y los juveniles (PV-VI / PV-JU), estando todos los valores por

encima de 0,920 y siendo la media para la poblacion I = 0,939 (Tabla 26).

Cuando se revisan los resultados entre las poblaciones, se encuentra que
la identidad genética desciende considerablemente, variando de 0,587 entre los
reproductores jovenes de Montafia Blanca y los vegetativos de Pico Viejo (MB-

RJ / PV-VE) a 0,712 entre las plantas virginales de Montafia Blanca y los
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reproductores jévenes de Pico Viejo (MB-VI / PV-RJ). En esta ocasién ningun

valor superd el 0,720 y la media (/) fue de 0,651.

E‘I-‘},‘I-,Z, Coeficiente de Diferenciacion (Genética Y AMOVA

En la Tabla 27 se muestran los valores del coeficiente de diferenciacion
genética (Fsr) y el numero de migrantes (N,;) para las poblaciones naturales de
Silene nocteolens segun estadios de vida y poblacion.

Tabla 27 Coeficiente de diferenciacién genética (Fsr) y nimero de migrantes (Nm) para las poblaciones
de Silene nocteolens segun estadio de vida

MB-JU MB-vI MB-VE MB-RJ MB-RA PV-JU PV-VI PV-VE PV-RJ PV-RA

MB-JU 11,842 14925 8,490 18,301 3,587 3,427 2,997 4,004 3,448
MB-vI 0,021 30,601 11,588 15,982 4,013 3,685 3,356 4,396 3,857
MB-VE 0,016 0,008 15,009 21,477 4,026 3,876 3,485 4,745 4,360
MB-RJ 0,029 0,021 0,016" 13,339 3172 3,013 2,877 3,575 3,575
MB-RA 0,013 0,015 0,0127 0,018 4,079 3,710 3,368 4,327 3,816
PV-JU 0,065 0,059 0,058 0,073™ 0,058™ 41,105 24,186 28,184 21,437
PV-VI - 0,068™ 0,064™ 0,061™ 0,077 0,063™ 0,006 26,071 28,615 26,625
PV-VE 0,077 0,069™ 0,067 0,080 0,069™ 0,010 0,009 26,447 26,104
PV-RJ (,059™ 0,054™ 0,0560™ 0,065™ 0,055™ 0,009 0,009 0,009 28,212

PV-RA  (0,068™ 0,061 0,054™ 0,065™ 0,061 0,012 0,009 0,009 0,009
Numero de migrantes (encima de la diagonal) y coeficiente de diferenciacion genética (debajo de la diagonal). En rojo
los menores valores y en verde los valores mas altos. ns: no significativo; ***: p < 0,001.

En general, la diferenciacion genética media entre las dos poblaciones de
Silene nocteolens fue bastante baja (0,053). El valor de Fsr varié desde 0,006
entre los juveniles y los virginales de Pico Viejo (MB-JU / MB-VI) hasta 0,080
entre reproductores jovenes de Montafia Blanca y vegetativos de Pico Viejo
(MB-RJ / PV-VE). Los datos medios obtenidos confiere a los ejemplares de
Montafia Blanca un mayor coeficiente de diferenciacién genética (Fg; = 0,017)
que el encontrado entre los de Pico Viejo (Fsy = 0,009). En todos los casos las
diferencias entre los estadios dentro de cada poblacién no fueron significativas,

mientras que si lo fueron interpoblacionalmente.

Segun el AMOVA (Tabla 28), todas las pruebas de diferenciacion para los
distintos niveles jerarquicos fueron significativas. La mayor parte de la varianza
fue encontrada dentro de los estadios de vida (85,47%), luego entre
poblaciones (13,45%) y finalmente entre los estadios de vida dentro de las

poblaciones (1,08%).
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Tabla 28 Analisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) de la variacién genética de Silene nocteolens

SUMA DE VARIANZAENLOS ~ PORCENTAJE

FUENTE DE VARIACION 6L CUADRADOS COMPONENTES  DE VARIACION
Entre poblaciones 1 116,187 0,852 13,45 Fer=0,134"
Entre las estadios de vida en 8 57.352 0,069 1,08 Foo=0,013"

las poblaciones
332"0 de los estadios de 246 1331186 5.414 85,47
Total 255 1505355 6,334 100,00  Fsr=0145"

GL: grados de libertad, Fer: coeficiente de diferenciacion genética entre regiones, Fsc: coeficiente de diferenciacion genética entre
poblaciones en las regiones, Fsr: coeficiente de diferenciacion genética entre todas poblaciones, **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

§+.6.+.6. UFGMA

El dendrograma UPGMA construido a partir de las distancias genéticas
entre individuos de todos los estadios y poblaciones separé claramente (97%)

los ejemplares (y estadios) de las mismas (Fig. 21).
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Fig. 21 Dendrograma UPGMA basado en las distancias genéticas de Nei (1972) entre estadios por poblacién de
Silene nocteolens

En Montana Blanca los reproductores jévenes se separan del resto de los
estadios (con 57% de fortaleza), los juveniles se agrupan con los reproductores
adultos (55%); mientras los virginales y vegetativos se acercan mas entre ellos
(64%). En Pico Viejo los juveniles y virginales son los que se disgregan del
resto de los individuos y con mayor fuerza (72%), también se observa un mayor
acercamiento entre los vegetativos y los reproductores (47%) en esta

poblacion.
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En cualquier caso, las diferencias entre los diversos estadios de vida no
fueron consideradamente elevadas, existiendo mayor diferencia genética entre

las poblaciones que entre los estadios.

é‘hﬁ.‘h‘h Anélisis de Coorclcnaclas FrinciPa|cs

El analisis de coordenadas principales ejecutado para los ejemplares de
Silene nocteolens a partir de las distancias de Nei (Nei, 1972) explica el

45,41% de la variacion detectada en sus dos primeras coordenadas (Fig. 22).
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Fig. 22 Analisis de coordenas principales para los individuos naturales de Silene nocteolens a partir de las distancias
genéticas de Nei (1972) por estadios y poblacion. Codigos de las poblaciones segin Tabla 17.

El PCoA individual muestra areas exclusivas para ejemplares de Montana
Blanca y Pico Viejo, a la vez que existen zonas de solapamiento de
determinadas muestras de ambas poblaciones; sin embargo, la mezcla entre
los individuos de las dos poblaciones no parece estar relacionada con ningun
estadio de vida en especial ya que en esa franja comun se aprecian ejemplares
de todos los estadios. Por otro lado, el PCoA establecido entre las poblaciones

a partir del coeficiente de diferenciacion genética (Fsr) logra disgregar
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completamente las muestras pertenecientes a cada poblacién con un 84,77%

de relacion con los dos primeros ejes (Fig. 23).
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Fig. 23 Analisis de coordenadas principales basado en los valores de Fsr para los distintos estadios de vida de las
poblaciones naturales de Silene nocteolens. Codigos de las poblaciones segun Tabla 17.

§+.§.+.5. Annalisis Bagcsiano

En el caso de Silene nocteolens, la base de datos para el analisis
bayesiano incluyé 256 individuos, 6 loci y 2 poblaciones. También se hizo el
analisis a nivel de estadio de vida por poblacion considerando cada uno de
estos grupos como una poblacion independiente (10 en total). Las pruebas se
hicieron para valores de K =1 — 10 y se obtuvo la maxima probabilidad de los
datos en K = 4 para ambos casos. Esto sugiere niveles de estructuracion
adicionales al numero de poblaciones (2), pero inferiores al numero de estadios
de vida (5).
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Fig. 24 Graficos para la determinacién del valor mas probable de K
siguiendo el analisis bayesiano. LnPPD vs K (arriba) e Incremento
de LnPPD vs K (abajo)

Segun Rosenberg et al., (2002), escoger un valor de K que maximice la
probabilidad posterior de datos (PPD) puede ser dificil para un conjunto de
datos complejos, incluyendo muchos grupos. Dado que K toma valores que
incrementan de acuerdo a la diferencia de los grupos y separa primero los
grupos mas divergentes en distintos racimos. En el caso de datos muy
estructurados una segunda opcion para escoger K es considerar el incremento
sucesivo de la probabilidad de datos posterior (PPD) en el aumento de los
valores de K. Esto es, considerar el acrecentamiento de la informacion para

cada adicién de un conjunto de frecuencias de alelos.

Al considerar las poblaciones naturales el PPD incrementé de K=1aK =
4 (Fig. 24) siendo este ultimo su maximo valor promedio, notandose un
decrecimiento posteriormente. No obstante, al evaluar el incremento de PPD se
observo un alto valor para K = 2, mientras que para K > 2 el incremento en

informacion se hace menor y va decreciendo progresivamente. Esto significa




SILENE NOCTEOLENS

que la informacién obtenida a partir del tercer grupo no es tan importante como
la de los dos primeros; asi que se ha determinado que K = 2 y cada individuo
de las distintas poblaciones sera asignado de manera asimétrica a uno de

estos dos grupos.

La asignacién de los miembros de cada poblacion a uno de los grupos
definidos anteriormente se ilustra en un histograma para las proporciones
inferidas a partir del analisis bayesiano (Fig. 25). Cada linea vertical representa
a un individuo, cada color ilustra la fraccion de pertenencia a uno u otro grupo K

y la linea negra es el limite entre las poblaciones.

Montafia Blanca Pico Viejo

Fig. 25 Diagrama de barras para las proporciones inferidas (K = 2) con el analisis bayesiano en las poblaciones de
Silene nocteolens

Se observa claramente que las poblaciones naturales de Silene nocteolens
estan bien definidas. De la misma manera que se observd en el PCoA vy el
UPGMA, algunos individuos parecen mantener una relacién muy estrecha con

la poblacion adyacente; lo cual no es de extrafiar al tratarse de una misma

especie.
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’4-.5.5. Dinamica KcProductiva

Los valores obtenidos para los coeficientes de endogamia segun estadios
para la poblacion de Silene nocteolens en Montafia Blanca se muestran en la
Tabla 29. ElI numero de individuos utilizados para estos analisis varia con
respecto a los realizados en apartados anteriores (Tabla 22) debido, por un
lado, a la incorporacién de la categoria “Plantulas” y, por otro, a la adicion de
las plantas “madre” en la categoria de “Reproductores Adultos”.

Tabla 29 Numero de individuos, indices de variacion genética, coeficiente de endogamia y tasa de
mortalidad para la poblacién natural de Silene nocteolens de Montafia Blanca

POBLACION EsTADIO Cobico  N° Ho He  Fs(T) me
Plantulas MB-PL 152 0,555 0,653 0,186 0,503
Juveniles MB-JU 26 0,546 0,667 0,200 0,313
Montafia Virginales MB-VI 24 0,574 0,686 0,159 0,308
Blanca Vegetativos MB-VE 26 0,616 0,701 0,098 0,237

Reproductores Jovenes MB-RJ 26 0,615 0,667 0,100 0,129
Reproductores Adultos MB-RA 37 0,630 0,699 0,078 0,129
Total 291 0,578 0,683 0,154

N°: es el nimero de individuos por estadio de vida, Ho: Heterocigosidad observada, He: Heterocigosidad
esperada, Fis (T): Coeficiente de endogamia considerando He total y me: tasa de mortalidad por estadio de vida

Pudo observarse un defecto de heterocigotos en todos los estadios de
vida con un valor promedio de F;s (T) = 0,154 (Tabla 29). El valor mas alto del
coeficiente de endogamia se encontré en los juveniles [Fis (T) = 0,200], en tanto
que el menor valor fue para los reproductores adultos [F;s (T) = 0,078]. Los
datos de mortalidad por estadio (m,) proporcionados por el personal del Parque
Nacional del Teide para Montafia Blanca mostraron un decrecimiento a lo largo

de los sucesivos estadios de vida de la especie.

La Fig. 26 muestra como la homocigosis relativa al cruzamiento aleatorio
para la poblacion de Silene nocteolens en Montana Blanca presenta una
tendencia a disminuir a través de los estadios de vida (MB-VI, MB-VE y MB-
RA). Ademas, se observé una relacion entre estos resultados y los indices de
mortalidad registrados en la poblacién, ya que al cruzar los valores de
endogamia con la tasa de mortalidad puede notarse una importante y
significativa correlacion (Pearson = 0,826; R = 0,681; p < 0,05) entre estas
variables.
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Fig. 26 Coeficiente de endogamia por estadio de vida (izquierda) y correlacién entre la mortandad y el coeficiente de
endogamia (derecha) en la poblacion de Silene nocteolens de Montafia Blanca

Los parametros del sistema de cruzamiento que fueron estimados
utilizando el programa MLTR (Ritland, 2002) tomaron en consideracion
solamente los datos genéticos de las 12 familias de Montafia Blanca (Tabla

16), ya que los datos de Pico Viejo se consideraron insuficientes.

Tabla 30 Parametros del sistema de cruzamiento para Silene nocteolens

PARAMETRO VALORES
Numero de familias 12
Numero de individuos 164
Fn 0,000 (0,024)
tn 0,678 (0,074)
ts 0,596 (0,066)
tn-ts 0,082 (0,025)
I 0,152 (0,034)
Neo (1/rp) 6,579

Fm: coeficiente de endogamia materno por locus, tm: tasa de cruzamiento
multilocus, ts: tasa media de cruzamiento por locus, tm-ts. tasa de
cruzamiento entre individuos emparentados, rp: correlacién de paternidad y
Nep: nimero de paternidad efectiva. Valores de la desviacion estandar (SE)
basados en 10 000 repeticiones, entre paréntesis.

De acuerdo a estos resultados (Tabla 30), no se registra endogamia
inherente a las plantas madres en la poblacién de Montafia Blanca (F, =
0,000). La tasa media de cruzamiento por locus (ts) fue menor que la tasa de
cruzamiento multilocus (t,) y muestra la presencia de endogamia biparental. La
estimacion de la tasa de cruzamiento multilocus (¢, = 0,678) indica que S.
nocteolens se reproduce predominantemente por cruzamiento alégamo y, por
lo tanto, que la proporcion de autofecundacion (1 — ¢,) es de aproximadamente
32,2%.

La paternidad efectiva (Nep, = 1/rp) fue de 6,579; lo cual sugiere que para

cada planta madre de esta poblaciéon existen aproximadamente 6 padres
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distintos que logran una fecundacion efectiva, ya que r, es la probabilidad de
que dos plantulas compartan ambos progenitores (es decir, que dos 6vulos de
un mismo ovario sean fecundados por polen del mismo donante). Por lo tanto,
cuanto mas alto es el valor de Ng, mayor es la probabilidad de un numero
superior de donantes y menor la contribucién de cada uno de ellos en la

fecundacion de los 6vulos de la planta madre.

Finalmente, se registrd una baja probabilidad de correlacion en el
parentesco paternal entre los descendientes de las familias analizadas
(hermandad completa; r, = 0,152). Consecuentemente, los resultados para la
endogamia biparental (apareamiento entre parientes) fue bajo (¢, — ts = 0,082);
por lo cual, parece existir una mayor proporcion de eventos de fertilizacion
cruzada. Para todos los parametros de cruzamiento obtenidos se han obtenido

bajos valores de error estandar (SE < 0,080).
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4.4. Discusién

’+.+.I. Diversidad (Genética

Gracias al desarrollo, optimizacién y amplificacion de seis pares de
cebadores especificos para este endemismo tinerfefio, se han detectado
niveles de variabilidad genética considerablemente altos en las dos unicas
poblaciones naturales descritas de Silene nocteolens. Los resultados han
mostrado una mayor diversidad genética en la poblacién de Pico Viejo (A =
13,67 y H, = 0,778) que en la de Montafia Blanca (A = 9,50 y H. = 0,707)
(Tabla 22); asi como un mayor porcentaje de alelos exclusivos (40,63%) en la

primera (Anexo V).

En comparacién con otras especies del género analizadas con el mismo
tipo de marcador, la diversidad genética encontrada en Silene nocteolens (A =
15,83 y He = 0,784; Tabla 22) es mayor que la reportada para su congénere
amenazado S. tatarica (A = 5,00 y H, = 0,455; Tero & Schlétterer, 2005) y se
acerca a los niveles descritos en otras especies de Silene continentales de
amplia distribucion como S. flos-cuculi (A = 8,71 y He = 0,825; Galeuchet et al.,
2002), S. vulgaris (A = 22,10 y H, = 0,816; Teixeira & Bernasconi, 2007) y S.
latifolia (A = 35,17 y He = 0,912; Juillet et al., 2003). De hecho, las poblaciones
naturales de S. nocteolens ostentan una diversidad genética incluso mayor que
la reportada para otras especies endémicas amenazadas del archipiélago
canario analizadas mediante microsatélites entre las que se pueden citar a
Bencomia exstipulata (H, = 0,440; Gonzalez-Pérez et al., 2009a), Sambucus
palmensis (He = 0,500; Sosa et al., 2010b) y Myrica rivas-martinezii (Hs = 0,560;
Gonzalez-Pérez et al., 2009c); las cuales ya se consideraban con niveles de
variacion genética superiores al de otros endemismos en islas oceanicas (Sosa
et al., 2010a).

Estos niveles de diversidad genética tan elevados son sorprendentes
dado que la especie tiene un area de ocupacion real de apenas 10 000 m?

(Banares et al., 2004) y esta situada en un habitat tan especifico como lo es la
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alta montafia (Pico Viejo: 3000 — 3100 msnm y Montafa Blanca: 2400 msnm;

Eduardo Carqué, comunicacion personal).

Generalmente, los niveles de variacién genética estan correlacionados
con el tamafo poblacional, el sistema de cruzamiento y las relaciones
filogenéticas de las especies (Weller et al., 1996; Sosa, 2001). De hecho, las
especies de reducida distribucién tienden a mantener menores niveles de
diversidad genética que las especies de amplia distribucion geografica
(Hamrick & Godt, 1989); no obstante, se conocen numerosas excepciones
tanto en Canarias (Gonzalez-Pérez et al., 2008; Gonzalez-Pérez et al., 2009c;
Rigueiro et al., 2009; Garcia-Verdugo et al., 2010b; Lépez de Heredia et al.,
2010; Sosa et al., 2010) como en la Peninsula Ibérica (Palop-Esteban &
Gonzalez-Candelas, 2002; Ruas et al., 2009; Segarra-Moragues & Catalan,
2010).

Una posible explicacion de los mayores niveles de diversidad genética en
los endemismos canarios, comparados por ejemplo con los de las islas del
Pacifico, es que algunos de ellos representen antiguos linajes que se
refugiaron en la Macaronesia durante la glaciacién y desertificacién en Europa
y el norte de Africa después del Mioceno; sin embargo, estudios filogenéticos
de varios grupos no son compatibles con grandes edades en estos
endemismos (Kim et al., 1996; Francisco-Ortega et al., 1997; Watson et al.,
2000). Por otro lado, dado que la distancia entre Fuerteventura y la costa
africana en ciertos periodos del Cuaternario se estima que llegd a ser de tan
solo 60 km; otra posibilidad es que los endemismos canarios hayan sido
originados de multiples introducciones a partir de taxones continentales y que
los fendmenos de deriva génica asociados con la colonizacién en las islas
Canarias fueran menos extremos que el experimentado en archipiélagos mas

alejados de tierras continentales como Hawaii (Francisco-Ortega et al., 2000).

La revisidon de los datos referentes a las especies de Canarias realizada
por Francisco-Ortega et al. (2000) no encontré una tendencia consistente de
alta diversidad en especies endémicas de reproduccion cruzada en
comparacion con aquellas que se reproducen por autofecundacion; parece ser

que otros factores distintos al sistema de cruzamiento y el tamafio poblacional
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son responsables de los altos valores de diversidad genética en las islas
Canarias. Es dificil, por tanto, concretar las razones que han hecho que Silene
nocteolens disponga de tan elevados niveles de diversidad genética ya que su
ubicacion geografica en una isla oceanica, ser una especie endémica con
poblaciones reducidas aisladas en la alta montafia y con bajo numero de sus
efectivos; son condiciones en las cuales se esperaria que una especie
dispusiera de niveles inferiores a los detectados. Es posible, no obstante, que
su sistema reproductivo (ver mas adelante) y su habitos perennes (las plantas
resisten de manera latente las nevadas bajo el suelo y vuelven a brotar tras el
cambio estacional) contribuyan a mantener estos elevados indices de variacion

genética.

Tanto el analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en el
coeficiente diferenciacion genética (Fig. 23) como el dendrograma UPGMA
basado en las distancias genéticas de Nei (Fig. 21) y el diagrama de
proporciones inferidas con el analisis bayesiano (Fig. 25) son categoricos en la
separacion de ambas poblaciones. Sin embargo, la diferenciacién genética
encontrada entre ambas poblaciones de Silene nocteolens fue baja (Fst =
0,053) y, en consecuencia, se calcula que el numero de migrantes sea
considerablemente alto (N, = 4,5); lo que significa que las poblaciones
comparten informacion genética a pesar de su distanciamiento geografico.
Cabe destacar que aunque la distancia de separacion entre ambas poblaciones
sea tan sélo de aproximadamente 6 km en linea recta; entre ellas se alza el
volcan del Teide en toda su plenitud, lo cual constituye una relevante barrera
geografica que disminuiria el flujo genético interpoblacional. No obstante, se
sabe de plantas que crecen de manera esporadica entre ambos nucleos
(Eduardo Carqué, comunicacién personal) que pudieran estar actuando como
peldafios y piedras de paso (stepping stones) en el intercambio genético entre
las poblaciones y/o que ambas poblaciones estén mas comunicadas entre ellas
de lo que parece, geograficamente hablando.

Otras especies congéneres endémicas con flores hermafroditas vy
polinizacion a través de insectos como S. tatarica (Fsr = 0,369; Tero et al.,
2003) o polinizadas por colibries como S. rotundifolia (Fst = 0,831; Moyle,

2006) que fueron analizadas con marcadores nucleares y citoplasmicos,
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respectivamente; han mostrado mayor diferenciacion genética que S.
nocteolens. También S. latifolia (especie dioca, polinizada por polillas y de
amplia distribucion) ha mostrado valores superiores (Fsr = 0,110; Barluenga et
al., 2011) mediante analisis realizado con microsatélites. Aunque S. diclinis,
especie endémica dioca también poliniza por insectos, presentd valores
inferiores a los de S. nocteolens (Fsr = 0,006; Prentice, 1984) en analisis con

aloenzimas; esto puede deberse al tipo de marcador utilizado.

Es bien sabido que el flujo genético en las plantas superiores ocurre via
dispersion de semillas y/o dispersion del polen (McCauley et al., 1996; Gehring
& Delph, 1999; Ingvarsson & Giles 1999; Barluenga et al., 2011). De acuerdo
con McCauley et al. (1996) e Ingvarsson & Giles, (1999), la baja dispersion de
las semillas implica que los miembros de una misma cohorte pueden crecer
muy cerca unos de los otros y este mecanismo no solamente crea una
estructura familiar sino que, ademas, puede mantenerla pese al flujo genético.
Adicionalmente, la dispersion de semillas determina la ubicacién final de los
genotipos; lo cual tiene un fuerte impacto sobre la estructura genética local,
algunas veces a pesar del potencial de la dispersion del polen a grandes
distancias (Grivet et al., 2009). Por su parte, la dispersion de polen a grandes
distancias permite que la reproduccion ocurra de manera aleatoria y esto se
refleja en un bajo nivel de endogamia (como se vera mas adelante en lo
referente a la dinamica reproductiva). Hanson et al. (2008) concluyeron que la
dispersion de polen a grandes distancias ayudaba a mantener el flujo genético
en Dipterix panamensis incluso en paisajes fragmentados del neotrépico,
mientras que Lowe et al. (2005) afirman que puede aumentar la cercania
genética de arboles en areas fragmentadas y contrarrestar algunos efectos

negativos de la degradacion del habitat.

Silene nocteolens ha mostrado un leve patron espacial en sus genotipos
ya que los correlogramas (Fig. 19 y Fig. 20) muestran una distribucion aleatoria
de estos con la excepcion de la primera clase de distancias. En este sentido,
Williams (1994) comprobd que plantas herbaceas con dispersion de semillas
por gravedad (caso del género Silene) presentan mayor estructuracion genética
a pequefas escalas espaciales que aquellas especies con zoocoria. Esta

deduccion coincide perfectamente con los reportes biolégicos hechos para S.
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nocteolens en los cuales se ha definido que las semillas no son dispersadas
mas alla de los 10 m de la planta madre (Bafares et al., 2004) y esta apoyado,
ademas, por los resultados obtenidos en la poblacion de Montana Blanca a
través del analisis de autocorrelacion que fue positivo para la primera clase de
distancias (0 — 5 m), cortando el eje de las abscisas a los 8 m; asi que puede
verse claramente que existe una relacidbn genética entre las plantas que
coexisten a una distancia menor de 10 m. Lo anterior, sumado al elevado flujo
genético, puede ser interpretado como un patrén espacial que se limita a la
reorganizacion de los genotipos en cada generacion debido al movimiento de
polen entre las poblaciones. De esta manera, la estructura familiar puede

mantenerse por varias generaciones (Ingvarsson & Giles, 1999).

Patrones de estructura genética similares a los encontrados en S.
nocteolens han sido reportados también para poblaciones de S. dioca del
archipiélago Skeppsvik al norte de Suecia (Giles et al., 1998) y S. acaulis
(Gehring & Delph, 1999) al ser analizadas con aloenzimas. En estos estudios
se ha propuesto que el flujo genético puede estar ocurriendo en dos escalas
espaciales diferentes; por un lado la dispersion localizada de semillas que dan
lugar a la distribucién gregaria de plantas emparentadas y, por el otro, la
dispersion de polen a larga distancia con una frecuencia lo suficientemente alta

como para que el flujo genético pueda contrarrestar la deriva genética.

En cuanto a este ultimo aspecto, Banares et al. (2004) han interpretado
que el suave aroma producido por las flores de S. nocteolens durante las
noches puede estar relacionado con una polinizacion efectuada por insectos
nocturnos; muy probablemente polillas como ocurre en S. /latifolia (Barluenga et
al., 2011) y en S. lagunensis, otro endemismo tinerfefio (Greg Anderson,
comunicacién personal). No obstante, sera necesario un analisis exhaustivo de
los agentes polinizadores y los patrones especificos de dispersiéon de polen

entre las poblaciones naturales de S. nocteolens en futuros estudios.

Una explicacion alternativa para la falta de diferenciacion genética entre
las poblaciones de Silene nocteolens podria ser que las mismas hayan sido
separadas hace relativamente poco tiempo o fueran recientemente fundadas

por individuos con la misma poblacion ancestral. Consecuentemente, las
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poblaciones no habrian podido tener suficiente tiempo como para que la deriva
genética pudiera haber generado diferencias entre ellas (Gehring & Delph,
1999; Luan et al., 2006). De hecho, valores de diferenciacion genética similares
a los de Silene nocteolens han sido encontrados entre las poblaciones
tinerfenas de Sambucus palmensis (Fsr = 0,066; Sosa et al., 2010); especie
para la cual se ha propuesto un decrecimiento en el tamafo poblacional o
incluso la extincion de algunas poblaciones que pudieron haber existido entre
las actuales, haciendo de puentes entre las mismas y contribuyendo a los bajos

valores de Fsrdetectados.

El volcan del Teide es en si una barrera geologica natural entre las
poblaciones de Silene nocteolens. ElI complejo activo formado por el
estratovolcan Teide — Pico Viejo, que incluye también el cono pumitico de
Montana Blanca, representa el sistema volcanico mas reciente de Tenerife. De
acuerdo con la informacion geoldgica, el Teide pudo haber terminado su
desarrollo hace unos 30 000 afios y todo parece indicar que la construccion del
Pico Viejo se inicié con la culminacién de la construccion del Teide (Carracedo,
2006). Segun Carracedo (2006), el volcan Pico Viejo mantuvo actividad
residual que se prolongé hasta épocas recientes, posiblemente con erupciones

de escasa entidad coetaneas de Montana Blanca.

Las ultimas erupciones fonoliticas del Pico Viejo (hace 17 525 afios)
establecieron su recubrimiento final, mientras que hace sé6lo 2000 afos
poderosas erupciones (también de naturaleza fonolitica) formaron los depdsitos
piroclasticos en Montafia Blanca; con lo cual, cabe la posibilidad de que la
poblacién de Silene nocteolens en Pico Viejo, al ser mas antigua, haya logrado
mantener mayor diversidad genética mientras que la poblacién de Montafia
Blanca vio diezmada su diversidad genética debido a una actividad volcanica

mas reciente.

4.4.2. Dinamica KcProductiva

Dada la magnitud de la evolucion de los mecanismos de cruzamientos,
como la ginodioecia y la dioecia, que basados en la morfologia se han

encontrado en el género Silene (Desfeux et al., 1996); es razonable suponer
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que las especies hermafroditas de este género son autocompatibles y, por lo
tanto, potencialmente autofecundantes (Meager & Costich, 2008). Tanto Silene
nocteolens como el resto de sus congéneres endémicos de Canarias
pertenecen a la seccidon Siphonomorpha de la familia Caryophyllaceae (Arnoldo
Santos-Guerra, comunicacion personal). De acuerdo con Meager y Costich
(2008) la unica especie de la seccion Siphonomorpha que ha sido estudiada en
lo relativo a su sistema de cruzamiento es S. nutans, la cual ha mostrado

evidencia de ser localmente endogamica (Van Rossum & Prentice, 2004).

El coeficiente de endogamia encontrado en la poblacién de Montafa
Blanca de Silene nocteolens presenta una tendencia descendente a lo largo de
los diferentes estadios del ciclo de vida de la especie (Fig. 26). La disminucién
del coeficiente de endogamia en los sucesivos estadios del ciclo de vida de una
especie ha sido relacionada con la seleccién natural y la eliminacion del exceso
de homocigosis; siendo esto wuna caracteristica de las especies
autocompatibles (selfing), ya que en las autoincompatibles (outcrossing) se han
detectado valores de endogamia mas homogéneos a lo largo del ciclo de vida
de la planta (Barrett & Harder, 1996; Alvarez-Buylla et al., 1996).

De esta manera, es factible que estemos observando un efecto de erosion
de la depresion endogamica segun diferentes estadios de vida de la especie,
puesto que en las fases mas jovenes existe una mayor proporcion de
individuos homocigoéticos (altos valores de Fis, Tabla 29) que albergan una
escasa eficacia biolégica derivada de su homocigosidad. Por consiguiente, una
parte de estos individuos no alcanza el siguiente estadio vital y mueren; razén
por la cual el grado de endogamia va decreciendo en los estadios de vida
sucesivos. De ahi que los indices de endogamia se relacionen con la tasa de
mortalidad entre estadios en la poblacion de Montafia Blanca (Fig. 26). Estos
datos se ven reforzados por los resultados del analisis del sistema de
cruzamiento de Silene nocteolens que no reflej6 endogamia inherente a los

reproductores en la poblacién de Montana Blanca (F,, = 0,000; Tabla 30).

La forma mas extrema de endogamia en organismos que se reproducen
sexualmente es la autofecundaciéon que puede favorecerse en condiciones

ecologicas particulares como cuando hay baja densidad de polinizadores,
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recurrentes cuellos de botella o efecto fundador (Loyd & Webb, 1992; Barrett &
Harder, 1996; Eguiarte et al., 2007). Conforme a esto, los parametros del
sistema de cruzamiento obtenidos para Silene nocteolens utilizando el software
MLTR (Ritland, 2002) otorgan valores de autofecundacion del orden del 32,2%
en Montana Blanca; es decir, la mayor parte de la descendencia en Silene
nocteolens se produce por apareamiento entre individuos no emparentados.
Por lo tanto, podemos deducir que el sistema de cruzamiento de S. nocteolens
refleja un caracter mixto con posibilidades de autofecundacién, pero con
preferencia al entrecruzamiento; patron que también se registr6 en S.
lagunensis, especie que ha sido reportada como altamente protandrica (Greg

Anderson, comunicaciéon personal).

Los resultados obtenidos sugieren que el apareamiento entre individuos
emparentados (t, — fs) existe a pequefia escala y puede estar ocurriendo como
resultado de una dispersion limitada de la progenie y polinizacion entre vecinos
o pares de plantas que florecen sincrénicamente, como sucede en Picea
mexicana (Thomas Ledig et al., 2002) y en Sinojackia xylocarpa (Zhang et al.,
2010). Este dato concuerda con resultados del analisis de autocorrelacion
espacial y los valores positivos de F;s previamente discutidos para S.
nocteolens; todo lo cual presupone una intensa seleccidon contra individuos
endogamicos y homocigoticos que explican a su vez la pérdida de endogamia a

través de los estadios de vida de la especie.

Con tan amplio abanico de posibilidades seria aventurado proferir
conclusiones fehacientes sobre la biologia reproductiva de Silene nocteolens,

maxime en ausencia de estudios respectivos a este ambito.

La presencia de alelos exclusivos entre las plantulas y la ausencia de
estos en sus respectivos progenitores (Anexo VII) puede deberse
principalmente a la herencia paterna no analizada en este estudio, la cual tiene
una gran proporcion si se toma en cuenta que los individuos analizados
representan el 12,64% de la poblacion de Montafa Blanca; pero no puede
descartarse la posibilidad de que los alelos exclusivos en las plantulas puedan

ser producto de mutaciones en los nuevos descendientes.
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’4-.4-.}. ]mPIicacioncs para la Conservacion (Genética

Ya que ambas poblaciones de Silene nocteolens en el Teide han logrado
mantener de manera natural tan altos niveles de diversidad genética (H.), se
presume que existe cierto grado de flujo genético entre las mismas y que este
sea responsable, al menos en parte, de los altos niveles diversidad genética
(McCauley et al., 1995); por lo tanto, no se hace necesario el incremento de los
niveles de variabilidad mediante introducciones de nuevos efectivos y no se
esperan procesos de depresion endogamica debido a las proporciones de

heterocigoéticos detectadas.

Existen alelos exclusivos en ambas poblaciones; aunque se encontraron
en mayor proporcién en Pico Viejo que, ademas, presenta la mayor diversidad
genética. Consecuentemente, los esfuerzos en la conservacion de los recursos
genéticos deberian concentrarse principalmente en esta poblacion. Claramente
la mejor estrategia para la conservacion in situ en Silene nocteolens es la
preservacion de su habitat natural y la eliminacién de las especies introducidas
(Francisco-Ortega et al.,, 2000). En cuanto a la conservacion del acervo
genético en bancos de germoplasma; se recomienda considerar la recoleccion
de semillas a partir de plantas separadas por al menos 10 m que, de acuerdo
con los resultados de autocorrelacion espacial, estarian genéticamente menos

emparentadas.

Aun cuando se ha detectado que alrededor del 32% de los cruces en la
especie ocurren por autofecundacion, debe recordarse que estos resultados se
han obtenido a partir de semillas que germinaron en invernadero y que las
plantulas posiblemente no hubieran podido establecerse en su habitat natural.
Ademas, se ha podido observar una correlacién significativa entre el
decrecimiento del coeficiente de endogamia y la tasa de mortalidad por
estadios de vida sucesivos en Montafia Blanca (Fig. 26); de manera que en la
poblacién natural parece existir una reduccion del numero de homocigéticos
por seleccién natural en los primeros estadios de vida, lo cual se traduce en
una mayor proporcion de adultos heterocigéticos que podrian sustentar los
altos niveles de diversidad genética (H,) encontrados en la poblaciones

naturales.
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Es de imperante necesidad el estudio preciso de los habitos reproductivos
de Silene nocteolens, lo que incluye la identificacion de los agentes polinizantes
y la medicion directa de la dispersion del polen en y entre las poblaciones.
También se recomienda el monitoreo de los indices de mortalidad en la
poblacién de Pico Viejo y la determinacion de la ocurrencia de patdégenos
asociados a esta especie en ambas poblaciones, ya que en algunos de sus
congéneres ha sido vinculada con procesos de endogamia (Ouborg et al.,
2000). Todos estos factores deben ser considerados en futuros planes de
gestion y manejo de Silene nocteolens para poder preservar la alta variabilidad

genética encontrada en esta especie.
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Sorbus aria
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5.1. 5or5u5 aria (| ) Crantz

El género Sorbus L. (Rosaceae) esta constituido por arboles de pequefio
a mediano tamafio de las zonas templadas del hemisferio norte (Robertson et
al., 1991). Son miembros de la subfamilia Maloideae y estan relacionados con
los géneros comerciales Malus y Pyrus (Campbell et al., 1995). En el género,
que incluye mostajos y serbales; la hibridacion, poliploidia, autopoliploidia y
apomixis (tanto obligada como facultativa) han contribuido a los complejos
patrones de variacion que se han visto entre los taxones intermedios en Europa
(Nelson-Jones et al., 2002; Robertson et al., 2004a y b; Chester et al., 2007;
Robertson et al., 2010). Los estudios embriolégicos han demostrado, ademas,
que la apomixis en Sorbus es una aposporia gametofitica donde el desarrollo
del embrion depende de la polinizacion para producir el endosperma; es decir,

una pseudogamia (Robertson et al., 2004a, Robertson et al., 2010).

Existen tres principales centros de diversificacion y especiacion del
género Sorbus en Europa: Escandinavia, el Sureste de Europa y Gran Bretafa
(Warburg & Karpati, 1968); continente para el cual se han descrito cinco
especies diploides (Sorbus aria, S. aucuparia, S. torminalis, S. domestica y S.
chamaemespilus) clasificadas en cinco subgéneros distintos (Nelson-Jones et
al., 2002). En la mayor parte de estas especies diploides (las primeras cuatro)
ha sido descrita la reproduccion sexual por cruzamiento y la auto-
incompatibilidad; mientras que los citotipos poliploides suelen ser apomicticos
(Raspé & Kroh, 2007; Robertson et al., 2010). Los grupos taxondmicamente
complejos, como Sorbus, encierran importante informacion evolutiva sobre las
interacciones entre la hibridacion, la multiplicacion del genoma vy los sistemas
de cruzamiento entre los taxones paternos y sus derivados (Robetson et al.,
2010).

El “Peralilo de cumbre”, Sorbus aria, se distribuye por las zonas
montafiosas de casi toda Europa y parte de Asia; desde la Peninsula Ibérica e
Irlanda, hasta el Himalaya. También esta presente en Argelia, Marruecos y
Canarias (Cabezudo et al., 2000). A pesar de su amplia distribucién,

generalmente se le encuentra de forma escasa y aislada. Es esta la principal



razon por la que se le haya incluido como “Vulnerable” por la UICN (Cabezudo
et al., 2000) y en el Anexo lll del Catalogo Canario de Especies Protegidas

(CCEP, 2010) como “De Interés para los Ecosistemas Canarios”.

Son arboles que pueden alcanzar los 20 m de altura, aunque su porte
suele ser menor. Las ramas jovenes son tomentosas, con abundantes
lenticelas; la corteza es lisa y gris con yemas de 5 — 16 mm, cénico ovoideas
(Cabezudo et al., 2000). Las hojas
son simples (Fig. 27), obovadas u
ovado-lanceoladas de entre 4 — 12 x 2
— 9 cm; bordes serrados con dientes
irregulares, I6bulos laterales
marcados, base cuneada o]
redondeada, no coriaceas, verdes
oscuras y glabras en el haz y blanco
tomentosas en el envés donde la
nerviacion es destacable. Flg. 27 Sorbus aria

Florece entre abril y mayo, los frutos maduran entre septiembre y octubre.
Produce inflorescencias corimbiformes terminales con ramas densamente
pelosas en la floracion y casi glabras en la fructificacion. Las flores
hermafroditas, blancas de cinco pétalos con tricomas, sufren polinizacion
entomdfila (sobre todo abejas, dipteros y coledpteros) (Cabezudo et al., 2000).
El fruto es un pomo subgloboso de aproximadamente 10 — 17 x 8 — 15 mm, a
veces periforme, rojo, con lenticelas y agrupaciones de células taniferas muy
evidentes. Es posible que algunos frutos se formen por apomixis y
partenocarpia (Cabezudo et al., 2000). Semillas de 5 — 8 x 2 — 4,5 mm; de
seccion transversal anchamente elipticas, lisas, pardo rojizas. La dispersion de
semillas se lleva a cabo por aves frugivoras. La tasa de germinacién en

condiciones experimentales no supera el 15% (MMA, 2003).

En Canarias se distribuye exclusivamente en las islas de Tenerife y La
Palma, por su preferencia a las zonas de alta montafia. En ambas islas el
numero de ejemplares es muy escaso, siendo mas abundante en La Palma

(Fig. 28) donde hasta ahora se conocen unos 49 individuos muy aislados y
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ampliamente separados tanto dentro como cerca del Parque Nacional de la
Caldera del Taburiente (MMA, 2003). En Tenerife (Fig. 29), los individuos estan
muy separados unos de otros y se localizan dentro del Parque Nacional del
Teide.

Sorbus aria, es caracteristica de los bosques frondosos de altura (entre
2000 y 3000 msnm) pudiendo soportar temperaturas por debajo de los 3 °C.
Prefiere suelos calizos, frescos y profundos; pero que sean sueltos y no
demasiado humedos. A veces crece en lapiaces, en zonas mas rocosas Yy
secas, en ocasiones como rupicola en roqueados. Soporta el pleno sol y la

semisombra.

Fig. 28 Ubicacion de Sorbus aria en el Parque Nacional de la Caldera de Taburiente (La Palma). Fuente: Parque
Nacional de la Caldera de Taburiente.
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Fig. 29 Ubicacion de Sorbus aria en el Parque Nacional del Teide (Tenerife). Fuente: Parque Nacional del
Teide.
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5.2. Materiales Yy Métodos

’5.2. 1. chogida de Muestras y Poblaciones

En Sorbus aria se analizaron 195 muestras: 145 de la Peninsula Ibérica y
50 que procedian de las dos unicas islas del archipiélago Canario en las que se
ha descrito la especie (Tenerife y La Palma) (Tabla 31). Los individuos

colectados datan desde junio de 2007 a octubre de 2008.

De La Palma se recogieron 46 ejemplares procedentes de seis
localidades separadas geograficamente (Fig. 28). Las cuatro muestras de
Tenerife provienen de las dos unicas localidades descritas en esta isla: Los
Cachorros y Guajara (Fig. 29). Finalmente, dispusimos de muestras
provenientes de la Peninsula Ibérica y recogidas en los Parques Nacionales de
Cabafieros (Castilla La Mancha), Aiguestortes (Cataluia), Picos de Europa

(Asturias-Cantabria-Castilla-Leodn) y Sierra Nevada (Andalucia) (Tabla 31).

Tabla 31 Poblaciones y muestras de Sorbus aria sometidas a andlisis estadistico

LOCALIDAD CODIGO LUGAR Ne

Guajara y Los Cachorros GYCT | Tenerife 4
4

Curva del Observatorio COBP | LaPalma 3
El Espigon y Espigdn del Roque de Los Muchachos = EYMP  La Palma 6
La Parcela Grande PAGP | LaPalma 5
Los Andenes LANP | LaPalma 29
El Espigdn del Norte EPNP | LaPalma 3
46

Parque Nacional Cabafieros PNCA | Castilla La Mancha 6
Parque Nacional Aigliestortes PNAI Catalufa 36
Parque Nacional Picos de Europa PNPE | Asturias-Cantabria-Castilla-Leén = 51
Parque Nacional Sierra Nevada PNSN | Andalucia 52
145

TOTAL 195

N° Nimero de individuos

5.2.2. Analisis Genéticos

Las muestras fueron transportadas y conservadas en bolsas plasticas de
cierre hermético con gel de silice hasta la extraccion del ADN. Cada bolsa fue
etiquetada con el cédigo correspondiente a cada individuo de cada especie y

poblacion.



Se maceré aproximadamente 1 cm? de hoja deshidratada de cada
individuo en un molinillo vibratorio (RETSCH MM 301) a fin de realizar la
extraccion del ADN. El tejido se coloco directamente en los tubos de ensayo de
1,5 ml de capacidad a los que también se les introducia un par de balines de
acero inoxidable que contribuian a la trituracion de la muestra y el producto
triturado fue sometido al protocolo de extraccion de ADN de Doyle & Doyle
(1987).

Una vez extraido el ADN se procedié a su purificacion, esto se hizo
mediante kits de purificacién comerciales (SIGMA Gene Elute PCR Clean-Up

Kit) y utilizandose 150 ul del ADN total de cada muestra.

Las concentraciones y calidad del ADN fueron determinadas por
absorbancia. La concentracion de ADN fue medida espectrofotométricamente
(BECKMAN Coulter DU 530) ya que el ADN presenta la mayor absorcién a una
longitud de onda (A) de 260 nm. Para verificar la pureza del ADN se hicieron
lecturas a 230 nm, regidn en la que se estima que se encuentran las impurezas
(fenol y urea). Por ultimo, se calculd la tasa de absorcién a 260/280 nm para
determinar la proporcidn ADN/ARN. La concentracién del ADN purificado de las

muestras oscilé en el rango de 20 a 64 ng/pl.

En la busqueda de marcadores para Sorbus aria se analizaron individuos
con 6 cebadores desarrollados para Sorbus torminalis y recomendados para S.
aria (Oddou-Muratorio et al., 2001). De la misma manera se probaron 7
cebadores desarrollados para los géneros comerciales Malus (Gianfranceschi
et al., 1998; Liebhard et al., 2002) y Pyrus (Yamamoto et al., 2002) (Tabla 32).
Solo dos de los desarrollados para S. torminalis (MSS 05 y MSS 06) reflejaron

un caracter polimorfico aceptable en las muestras de S. aria.

Debido al poco éxito detectado con estos microsatélites y de manera
similar al caso de Silene nocteolens, para Sorbus aria también hubo que aislar
y caracterizar microsatélites especificos; labor que fue encargada a una
empresa especializada (ATG GENETICS, Canada) la cual desarrollé un total de
18 pares de microsatélites cuyas especificaciones originales de amplificaciéon

de detallan en la Tabla 33.
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Tabla 32 Microsatélites ensayados en Sorbus aria

NOMBRE REFERENCIA ESPECIE MoTivo
BGT23b Yamamoto et al., 2002 Pyrus spp. (TC)18s
CHO1HO1  Gianfranceschi et al., 1998 Malus x domestica ~ (AG)2s5
CHO1H10  Gianfranceschi et al., 1998 Malus x domestica (AG)21
CHO02B03b  Gianfranceschi et al., 1998 Malus x domestica (GA)22

CHO02c09  Liebhard et al., 2002 Malus x domestica  (AG)/(CT)
CH02d08  Liebhard et al., 2002 Malus x domestica  (AG)/(CT)
MS14h03  Liebhard et al., 2002 Malus x domestica  (GA)/(GT)
MSS1 Oddou-Muratorio et al., 2001  Sorbus torminalis (GA)15
MSS3 Oddou-Muratorio et al., 2001  Sorbus torminalis (CA)12
MSS5 Oddou-Muratorio et al., 2001 Sorbus torminalis (GA)19
MSS6 Oddou-Muratorio et al., 2001  Sorbus torminalis ~ (GT=CA)14

MSS13 Oddou-Muratorio et al., 2001  Sorbus torminalis (CA)12
MSS16 Oddou-Muratorio et al., 2001 ~ Sorbus torminalis ~ (CT=GA)2s
Marcadores con amplificacion aceptable subrayados

Tabla 33 Descripcion de los microsatélites desarrollados para Sorbus aria

Locus CEBADORES/SECUENCIA (5'-3") TAMANO (PB) Mortivo Tm (°C)
W areaerreasciccacae 20 O g
SN2 [ Cracoratoatcrcoeacea X0 O g
S foamerreerecreree 24 e g
S £ CoreamcaTroaermace % (@AnGA G
5L Cmecomomomonmes 1 O g
N6 arroacoarcrecoacteca %7 M
ST L pcormoaerateatecee %4 s g
B L Coascactochcrecer X9 € g
so SOMTCTOCHLTS gy poy
i DEMCIGMOTOTOOA (o O
iz EMTATCTICSIONSS o, 2
o SSSTACOONONITO g o
e FOSSIMMCTCOCIIS  m ow
s FOCHTICOCSNSMSS  w ow O
s SSICKIIMOCMEIE o o
o FTCOTTICONOM s oy
oy DOMTCIGWEISTIIS o O
s SCMCHAMCIOMACE  m o 3

F: Forward, R: Reverse, pb: pares de bases, Tm: Temperatura de hibridacion



Las amplificaciones de ADN se hicieron en placas PCR de 96 pocillos. En
cada pocillo se depositdé aproximadamente 20 ng de ADN, 10 pmol de cada
cebador y 24 pl de mezcla maestra para PCR (Reddy-Mix, ABgene, Surrey,
UK) que incluye 0,625 unidades de la enzima ADN Taq polimerasa, Tris-HCI 75
mM, (NH4),SO4 20 mM, Tween 20 0,01%, 1,5 mM (o 2 mM) de MgCl, y 0,2 mM
de cada ANTP.

5.2.%5. Clonacién

La clonaciéon de Sorbus aria se realizd con el propoésito de verificar la
ploidia de esta especie en las muestras analizadas, ya que los primeros
ensayos con los microsatélites preseleccionados parecieron revelar una
naturaleza triploide en Sorbus aria detectada en diferentes individuos y distintos

loci y, con ello, la posibilidad de encontrarnos ante muestras triploides.

Con el propésito de confirmar ese caracter triploide reflejado en los
perfiles de los productos de amplificacion por la deteccion de tres fragmentos
en el mismo individuo, se procedio a la secuenciacion de dichos productos de
amplificacion para verificar si los picos se correspondian realmente con

mutaciones.

Se selecciond el ADN de algunos individuos en los que los productos de
amplificacion analizados previamente mostraban tres alelos para un
determinado locus, escogiéndose las siguientes muestras y condiciones (Tabla
34):

Tabla 34 Cebadores y temperatura de hibridacion de los individuos clonados

INDIVIDUO CEBADOR ™ (°C)
1 SA19,1 55
4 SA08 61
7 SA07 60
8 SA14 57
Tm: temperatura de hibridacion, los detalles de los cebadores se describen
en la Tabla 33

Se procedié a la amplificacion de estas muestras en las condiciones
especificas de cada cebador (la adicion de 1ul de DMSO por cada individuo es
recomendable). Los productos de amplificacion fueron purificados y una
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fraccion de ellos se sometio a electroforesis en gel de agarosa (1,8%) para
corroborar la presencia de ADN. Se midié la absorbancia a 260 nm de otra

fraccion para determinar la concentracion de ADN mediante espectrofotometria
(Tabla 35).

Tabla 35 Datos espectrofotométricos de las muestras

MUESTRA 260nm 280nm 230nm 260/280 nm 260/230 nm

1 0,013 0,011 0,009 1,184 1,358
4 0016 0,012 0,022 1,349 0,719
7 0,019 0,015 0,063 1,295 0,309
8 0,012 0,007 0,010 1,762 1,206

Los microlitros de ADN de Sorbus aria requeridos de cada muestra para el
ligado con el vector dependen del tamafio promedio de los fragmentos (kb) que
se desean verificar y se obtuvo a través de la siguiente formula:

_ 50 NGvector X kbinserto 3

ng = X —
g 3 kbyector 1

Una vez obtenido este valor se determinaron los microlitros necesarios de

cada producto de amplificacion mediante la ecuacion:

NGinserto x1 p—l

NGmuestra

p-lmuestra -

Los resultados se muestran en la Tabla 36.

Tabla 36 Resumen de los valores utilizados en la clonacién de Sorbus aria en células competentes

_ ALELOS DE - INSERTO  INSERTO
MUESTRA A=260nm ng/pul  CEBADOR REFERENCIA (pb) x/1000 (Kb) (ng) (M)

1 0,013 13 SA19/1 212,236,248 232/1000 0,232 11,60 0,89

4 0,016 16 SA8 248,258,266 ~ 257,33/1000 0,257 12,85 0,80

7 0,019 19 SA7 329,337,349  338,33/1000 0,338 16,90 0,89

8 0,012 12 SA14 198,203,208,  205,75/1000 0,206 ~ 10,30 0,85
214

55.2.1.1. Ligado

Se conoce como ligado a la insercion de una fraccion de ADN a un vector
bacteriano. En esta etapa se procedié a una breve centrifugacion del vector

(PGEM-T) y el inserto de ADN control a fin de colectar el contenido de las tapas
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y paredes de los tubos que los contenian. Por otro lado, se agité el tampdn de

ligado antes de su uso.

Estas soluciones se mezclaron por pipeteo y se incubaron toda la noche a
4 °C para un numero maximo de transformaciones. Los volumenes utilizados
tanto para los insertos de S. aria preparados como para el inserto control se

muestran en la Tabla 37.

Tabla 37 Proporciones utilizadas para el ligado en vector

REACCION CONTROL

REACTIVO ESTANDAR  POSITIVO
2X Tampoén de Ligado Rapid 5l 5ul
pGEM-T (50 ng) 1l 1ul
Producto PCR Xl -
Inserto Control - 2 ul
T4 DNA Ligasa (3 Weiss U/pl) 1 ul 1l
H,O dd para un volumen final de 10 10 pl

5.2.1.2. Trans{:ormacién en Cé|ulas Compctcntcs

Una vez ligados los productos de amplificacién al vector, se procedié a la
transformacién de las células competentes (JM109). Para ello se requirio la
elaboracién previa de un medio de cultivo SOC (Hanahan et al., 1991) y de
placas de agarosa con medio de Luria-Bertani (LB) suplementado con
ampicilina y enriquecido con IPTG (lsopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) y X-

Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido).

Las cepas bacterianas se retiraron de su almacenamiento criobiolégico a
— 80 °C y mantuvieron en cama de hielo hasta su uso. Estas células se trataron
con sumo cuidado, evitando los movimientos bruscos al manipularlas.
Implementos tipicos de procesos microbiolégicos (mechero, placas petri, asas

microbiolégicas, campafna de aislamiento, etc.) también fueron necesarios.

Para la elaboracion de 100 ml del medio SOC se mezclaron bactotriptona,
bacto levadura (bactoyeast), NaCl 1 M, KCI 1 M y agua doble destilada para un
volumen final de 97 ml. La solucién se agité hasta lograr su homogeneizacion,
seguidamente se esterilizé mediante autoclave a 1 atmosfera de presion y
temperatura de 121 °C. Cuando la temperatura disminuyé a aproximadamente

30 - 40 °C, se le afadido Mg® 2 M y glucosa 2 M para alcanzar una
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concentracion final de 20 mM, respectivamente. Por ultimo, se enras6 a 100 ml
con agua destilada y estéril, se filtré y se ajusté el pH a 7. La Tabla 38 muestra

un resumen de este procedimiento.

Tabla 38 Requerimientos para el medio SOC

REACTIVO 100 ml
Bactotriptona 29
Bacto levadura 05¢
NaCl 1M 1ml
KCI1 M 0,25 ml

Esterilizado por autoclave
Mgr2 M 1ml
Glucosa2 M 1ml

Filtracion, esterilizacion y ajuste a pH 7

Los reactivos y sus cantidades particulares para la elaboracién del medio

de cultivo LB se detallan en la Tabla 39.

Tabla 39 Requerimientos para la elaboracion del medio de cultivo "LB"

REACTIVO 200 ml

Bactotriptona 2¢

Bacto levadura 19

NaCl 19

Ajustar a pH (NaOH 10 N) pH 7

1,5% Agar 39
Esterilizar con autoclave 121 °C (20 minutos)
Ampicilina (T° < 50 °C) 1 ml

Se aplicéd la ampicilina al medio luego de su esterilizacidon con autoclave,
cuando la temperatura estuvo por debajo de los 50 °C debido a que este
antibiodtico tiende a degradarse con el calor excesivo. El medio de cultivo se
distribuyd en placas de petri bajo las condiciones de asepsia tipicas para todo
proceso microbiologico. Una vez el agar polimerizo, las placas con medios de
cultivo fueron almacenadas (pueden resistir hasta un mes a 4 °C o por una

semana si se decide dejarlos a temperatura ambiente).

Unos 30 minutos antes del sembrado se afadié en cada placa, con la
ayuda de un asa de vidrio previamente esterilizada con etanol y flameada, 100
pl de IPTG (0,1 M) primero y después 20 ul de X-GAL (50 pg/ul). Los detalles
para la preparacion de las soluciones madres de estos reactivos se describe en
la Tabla 40.
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La transformacion de células competentes propiamente dicha se inici6
centrifugando 2 pl de cada reaccidn de ligado en un nuevo microtubo
esterilizado. Los microtubos que contenian las células competentes
permanecian en cama de hielo donde se descongelaban lentamente; este
proceso puede durar aproximadamente 5 minutos. Dentro del halo de inhibicion
de un mechero, se transfirieron 50 ul de la cepa JM109 a aquellos tubos que se
habian centrifugado previamente. Los tubos se agitaron cuidadosamente
(apenas con el toque de un dedo) y se dejaron en reposar en hielo durante 20

minutos.

Tabla 40 IPTG y X-GAL (Soluciones madres de los reactivos de sembrado)

IPTG SOLUCION MADRE (0,1 M)
1249 Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
50ml H20 dd (Volumen final)

Filtrar y guardar a 4 °C

X-GAL (2 ml)
100 mg  5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido
2ml NsN’-dimetil-formamida (disolvente)

Cubrir el envase y almacenar a -20 °C

A continuacion, las células competentes junto con los ligados se
sometieron a choque térmico (42 °C) durante 45 a 50 segundos e
inmediatamente se retornaron al hielo por 2 minutos mas. En esta etapa debe
evitarse la agitacion de las muestras. Posteriormente, se afadié 950 ul de
medio SOC a cada tubo de reaccién de transformacion y los mismos fueron
incubados a 37 °C con agitacion moderada durante 1,5 horas. Una vez
finalizada la incubacion las soluciones fueron centrifugadas por 10 minutos a
1000 g.

De cada tubo se descarté un volumen de 800 ul de sobrenadante, el resto
se utilizé para resuspender suavemente el precipitado producido por la
centrifugacion. Estos 200 ul de cada reaccion de transformacion fueron
depositados en las placas con medio LB suplementado con IPTG y X-Gal. La
ampicilina impidio el crecimiento de todas aquellas células que no se hubiesen
transformado con el vector, ya que este presenta un gen de resistencia al

antibiodtico.
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Por otro lado, el IPTG y el X-Gal separarian a las colonias formadas por
células competentes en las que el vector plasmidico habia incorporado un
fragmento de ADN de la especie en estudio (blancas) de aquellas células
competentes donde no se produjo un inserto en el vector plasmidico (azules).
Esto se debe a que la region donde se inserta cada fragmento de ADN que
hemos ligado se corresponde con el gen de la B-galactosidasa (gen lacZ). Por
esto, en las colonias que presenten un inserto de Sorbus aria, el gen lacZ
estara interrumpido y no se expresara, dando lugar a colonias de color blanco;
mientras que en aquellas colonias donde las células han sido transformadas
con un vector sin inserto, el gen estara operativo produciendo colonias de color

azul (Fig. 30, esquema en el Anexo VIII).

5.2.1.%5. AmPli{:icacién de Colonias

Se desecharon aquellas placas
que tras su incubacion no tenian
colonias blancas y de las restantes se
seleccionaron aquellas colonias
blancas mas proximas a las azules y
una colonia azul que funcioné como
control negativo; puesto que se
corresponde con aquellas colonias que
han incorporado el vector plasmidico,
pero no portan el inserto del ADN Fig. 30 Placa mostrando colonias de células
genémico de Sorbus aria. Nos competentes tras la clonacion
interesaban aquellas colonias con un
inserto que fuera lo suficientemente grande como para albergar un

microsatélite.

Para determinar el tamano del inserto se realizaron reacciones de
amplificacion del ADN utilizando el par de cebadores M13 (forward y reverse),
los cuales reconocen las secuencias del vector que se encuentran flanqueando
la region donde se ha introducido el inserto. Cada una de las colonias
escogidas se retird de la placa bajo condiciones de asepsia con una punta de

pipeta estéril (se recomienda la creacion simultanea de placas madres para
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futuras pruebas) y se deposité en un tubo preparado para amplificacion segun
la Tabla 41. Los tubos fueron sometidos a la técnica PCR segun las

condiciones mostradas en la Fig. 31.

Tabla 41 Reactivos para amplificacién de colonias

REACTIVO SECUENCIA CANTIDAD
Mezcla maestra para PCR 24
Cebador pUC/M13 Forward (17-mer) 5"-d(GTTTTCCCAGTCACGAC)-3" 0,25 pl
Cebador pUC/M13 Reverse (17-mer)  5°-d(CAGGAAACAGCTATGAC)-3" 0,25 ul
BSA 0,25 pl
100 94°C
80 72°C
e
% % 420 s
:% 40 60's
[
20
4°C
0 < 23 Ciclos *

Fig. 31 Perfil de amplificacién para colonias

A continuacion se realizé una electroforesis en gel de agarosa (1,8%) de
esas amplificaciones para verificar la presencia y calidad del ADN. Todas las
muestras escogidas fueron purificadas y se reamplificaron utilizando ahora 2 pl
de ADN.

5.2.1.4. Secuenciacién de los Fragmcntos de ADN

Se secuenciaron aquellas colonias con mayor probabilidad de contener un
inserto del ADN gendmico de Sorbus aria en busca de microsatélites. Esto
requirid otra amplificacion constituida por 1 ul de mezcla maestra; 1,7 ul de
agua; 0,8 ul de cebador (M13-F); 3 ul de tampdn de secuenciacién y 3,5 ul

ADN para un volumen total de 10 pl por muestra.

La mezcla maestra (como en los casos de las PCR anteriores) contenia la

Taq polimerasa, los nucledtidos y el magnesio. El cebador M13-F tiene un
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punto de unién muy cercano al de insercidon de los fragmentos de ADN, de tal
forma que la secuenciacion siempre empieza a partir de este. El perfil de
amplificacion para la secuencia de ciclos (cycle sequence) se muestra en la
Fig. 32.

Posteriormente, los productos de PCR fueron purificados. En este caso la
purificacion se consiguio precipitando con acetato sédico 3 M y alcohol al 100%
para, seguidamente, lavarlos con alcohol al 70%. Las muestras se dejaron

secar y luego se cargaron en el gel de un secuenciador capilar ABI 3130 XL.

100 95°C

60°C

©
S

N

]

D
o

50°C 4

~
o
(3]

Temperatura (°C)

N
o

4°C

0 26 Ciclos

Fig. 32 Perfil de amplificacién para la secuenciacion de fragmentos de ADN

5.2.4. Analisis de Datos

5.2.4.1. Gcnotipaclo

Las secuencias obtenidas como resultado de la clonacion del ADN de
Sorbus aria fueron leidas y alineadas con el programa informatico BIOEDIT 5.0.6
(Hall, 2001).

Los productos de la amplificacion fueron analizados usando un
Secuenciador Capilar ABI 3130XL y los alelos de cada locus y su tamafio
respectivo fueron identificados por los picos obtenidos a través de los
programas GENESCAN 2.02 y GENOTYPER 1.1 (Applied Biosystems, Inc.). Los
datos obtenidos para cada individuo y locus amplificado se incluyeron en una
matriz de doble entrada (hoja de calculo Microsoft EXCEL). Se elaboré entonces
una base de datos en la que se incluian los individuos analizados y los alelos
identificados por poblacion y locus respectivos. Una vez completada la matriz
de datos se empled el programa TRANSFORMER 3B.01 (Caujapé-Castells y
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Baccari-Rosas, 2005), el cual permiti6 exportar los valores a otros programas

de analisis genético.

5.2.4.2. Analisis [ stadisticos

El Anexo | muestra un resumen de los programas informaticos utilizados

en la caracterizacion genética de las poblaciones vegetales estudiadas.

A raiz de los resultados de la clonacion (ver seccion 5.3.3) fue necesario
recurrir a la utilizacion del programa GENODIVE 2.0820 (Meirmans y Van
Tienderen, 2004) el cual admite datos para individuos con diferentes ploidias.
En el resto de los analisis estadisticos la matriz de genotipos de Sorbus aria
tuvo una formacion de presencia/ausencia; de esta manera, los datos fueron

adaptados a las limitaciones del resto de los programas utilizados.

La estadistica elemental de variabilidad genética para Sorbus aria se
refiere al numero medio de alelos (Na), la heterocigosidad observada (H,) y
heterocigosidad dentro de las poblaciones (Hs) calculados a través del
programa GENODIVE (Meirmans y Van Tienderen, 2004). El porcentaje de loci
polimorficos (P) se obtuvo utilizando el POPGENE 3.2 (Yeh et al., 1999).

Para determinar si las poblaciones analizadas se encontraban en
equilibrio Hardy-Weinberg se utilizé el test de probabilidad implementado en el
GENODIVE 2.0820 (Meirmans y Van Tienderen, 2004) que calcul6 el coeficiente
de endogamia (Gjs) y también las probabilidades (valores P) correspondientes

para cada poblacion y locus.

La obtencién de los valores de identidad y distancia genética de Nei (Nei,
1972) en Sorbus aria se logr6 mediante el programa GENODIVE 2.0B20
(Meirmans y Van Tienderen, 2004). Analisis equivalentes para la obtencion del
UPGMA con 1000 repeticiones fueron hechos con POPTREE 2 (Takezaki et al.,
2010), programa que hace uso de las frecuencias genéticas entre poblaciones
para calcular la distancia genética estandar de Nei (Nei, 1972). El NJ fue
calculado con RapDPLOT 3.0 (Black, 1995) y luego procesado con la opcién
“‘Neighborg” del PHILIP 3.5C (Felsenstein, 1993). Todos los dendrogramas
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fueron visualizados y editados en MEGA4 (Tamura et al.,, 2007) y TREEVIEW
1.1.6 (Roderic, 2001).

Con el programa GENALEX 6.4 (Peakall & Smouse, 2006) se genero el
anadlisis molecular de varianza (AMOVA) y el analisis de coordenadas
principales (PCoA) mientras que la obtencidon de los coeficientes de
diferenciacién estandarizados (F’s7) se logré a través de GENODIVE 2.0820

(Meirmans y Van Tienderen, 2004).

La estructura de las poblaciones fue inferida mediante un analisis
Bayesiano implementado en el programa STRUCTURE 2.2 (Falush et al., 2007).
Se asumié un modelo de mezcla y frecuencias alélicas independientes. Se
obtuvo una serie de carreras independientes para cada valor de K (el niumero
de grupos) entre 1 y 10. El analisis consistié en 10° periodos de prueba y una
longitud de carrera 10° réplicas. En total se corrieron 5 analisis con las mismas
especificaciones a fin de corroborar los resultados obtenidos. Los individuos
fueron asignados a un “grupo” si su proporcién de pertenencia (gi) a ese grupo

era igual o mayor que el umbral de 0,05.
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5.3. Kcsultados

’j.}.z. Cebadores Funcionales Sorbus aria

Si bien es cierto que dos de los microsatélites desarrollados para otras
especies (MSS 05 y MSS 06) reflejaron un caracter polimérfico admisible en las
amplificaciones hechas para Sorbus aria, se prefirid utilizar aquellos cebadores
desarrollados concretamente para esta especie. Los ensayos preliminares
revelaron que de los 18 cebadores desarrollados (Tabla 33), solamente 9

resultaron ser polimérficos y utiles para las pruebas posteriores (Tabla 42).

Tabla 42 Secuencia de los nueve cebadores funcionales en Sorbus aria

Locus CEBADOR/SECUENCIA (5" > 3') RANGO (pb) MoTtivo Tm(°C)  EMBL
F: ATGGAGTTGAGCTCCACATC
SA01 R GGTGGAGGGACAATTGTGTC 212-254  (GA)13 60  FN563114

F: CTAGGTATCATCTCCGACCA

SA02 R ACGTAGCACTGAATGGTATAG 270-325  (GA)s 60  FN563115
F: CACTTCTTCCTGCTGTTTGG

SA03 R ACTACTGCTACTTCTGTGGG 206-249  (GA)r 60  FN563116

SA06 F: ATTTGATCCATGTGCGACTGCA 248297 (GA) 60  EN563117

R: TGCAGCGGTTGCAGATTGCA

F: ACGTTTTCAGTATGATGGCC
SA07 R CTTCGCAGTTCATTAAGCAC 325-349  (GA)ss 60  FN563118

F: CAGAGAGAGTGCACTGCCT
SA08 R GAATTCTTGGCAGTTTGCCT 233-287  (CT)se 60  FN563119

F: CTTGTTGGACGGATTTCTTC

SAOS o A ATACTTOAGTAGCATAG 161197  (AG)y 55  FN563120
F: ATGGATTTAGGTTAACAGTTGTC

SA4 L annra i ceTACCAGTATAC, 197232 (TCko 57 FN563121

SAt1gq [ AAGTTTACAAGAGTGTGTTCAG »1) 55h (A, 58 FNSG3122

R: GAATTCATGAAAGCAGCTAATG

F: Forward, R: Reverse, pb: pares de bases, Tm: Temperatura de hibridacion, EMBL: codigo correspondiente a cada locus
en el Banco Europeo de Secuencias Nucleotidicas

SA01, SA02, SA03, SA06, SA07 y SA08 mostraron mejores resultados en
las condiciones basicas de amplificacion (SASN60, Fig. 16); sin embargo, para

SA02 y SA08 se requirié una concentracion final de 2,5 mM de MgCl..

Por otro lado, SAQ9 precisé una temperatura de hibridacion de 55 °C y
una extension final de 30 s a 72 °C ademas de 2,5mM de MgCl; (Fig. 33). Para
SN14 la temperatura de hibridacién necesaria fue de 57 °C (Fig. 34) y en

SA19.1 fue de 58 °C (Fig. 35) acompanada de otros requerimientos en la
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mezcla de amplificacion (3 mM MgCl,, BSA y DMSO). Los detalles se muestran
en la Tabla 43.
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Fig. 33 Perfil de amplificacion SASN5572
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Fig. 34 Perfil de amplificacion SASN57
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Fig. 35 Perfil de amplificacion SASN58
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Tabla 43 Condiciones especificas ensayadas para los cebadores de Sorbus aria

NomBre Tm MgCl. BSA DMSO
SA01  60°C 15mM - -
SA02 60°C 25mM - -
SA03 60°C 15mM - -
SA06  60°C 1,5mM - -
SA07 60°C 15mM - -
SA08 60°C 25mM - -
SA09" 55°C 25mM - -
SA14  57°C 15mM - -

SA191 58°C 30mM + +

Tm: Temperatura de hibridacion, *: extension final de 30
min a 72 °C; +: requiere adicion.

5.3.3. (lonacién

Pese a que se utilizaron 4 individuos para la clonacion del ADN de Sorbus
aria en células competentes, no se encontraron colonias viables (blancas) en la
placa sembrada con las amplificaciones de la primera muestra y, por ende, los
resultados que se detallan a continuacion se basan en los productos de las
muestras 4, 7 y 8 (Tabla 34).

Para la amplificacion de las colonias se utilizé en primer lugar el cebador M-13;
sin embargo, y a pesar de haberse reamplificado a partir de ADN amplificado
en lugar de ADN puro, los fragmentos detectados en gel de agarosa
presentaban muy baja intensidad, lo que refejaba una baja amplificacion.
Debido a esto, se hicieron amplificaciones con los cebadores caracterizados
particularmente para esta especie (SA07, SA08 y SA14), obteniéndose los
mejores resultados con este ultimo procedimiento (Fig. 36) en el cual el

cebador M-13 solo se aplicé a la muestra control (Blue).

Fig. 36 Foto del gel de electroforesis para la reamplificacién de colonias. L: escalera de pesos moleculares; P4, P7 y
P8: muestras de colonias de células clonadas con los indiviuos 4, 7'y 8, respectivamente; SA8, SA7 y SA14;
cebadores especifcos para Sorbus aria; M13: cebador “Forward” y Blue: control negativo.
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Siguiendo el procedimiento correspondiente, las muestras que registraron
el mejor bandeado en gel fueron purificadas y sometidas a secuenciacion
haciendo uso del cebador “Forward” especifico y el M-13 como control
negativo. La secuenciacion de los diferentes productos de amplificacion
confirmé que los tres picos observados en los individuos de Sorbus aria se
correspondian con verdaderos alelos y su variacion se debia a un aumento o
disminucion del numero de repeticiones del motivo dentro del microsatélite y no

de mutaciones en las secuencias flanqueantes.

En la Fig. 37 se muestran los resultados de secuenciaciéon de ADN de
células clonadas con Sorbus aria para el locus SA07 de un individuo y la Fig.
38 resume las secuencias halladas, demostrando el caracter triploide de la

especie.

Fig. 37 Secuencias de las colonias (células clonadas con Sorbus aria) para el microsatélite SAQ7. Cada nombre a la
izquierda corresponde a una colonia y los picos inferiores representan los alelos encontrados en cada
secuencia.



Fig. 38 Perfil de fragmentos del microsatélite SAQ7 observado en Sorbus aria y secuencias correspondientes de
la clonacion de estos fragmentos que confirman la naturaleza triploide de esta especie en Canarias

Sin embargo, el caracter triploide no se detecté en todos los ejemplares
de Sorbus aria analizados. Asi, mientras que las poblaciones canarias
presentan un caracter triploide, al igual que los individuos del Parque Nacional
de Cabaneros (PNCA) y el Parque Nacional de Sierra Nevada (PNSN); los
ejemplares del Parque Nacional de Aiguestortes (PNAI) fueron diploides.
Finalmente, en el Parque Nacional de Picos de Europa (PNPE) se observé una

mezcla de ambas ploidias, con un 21,56% de individuos triploides (Fig. 39).

Fig. 39 Distribucién de la ploidia y ocurrencia de alelos exclusivos (Ex) en Sorbus aria
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’5.5.4-. Niveles de Diversidad (Genética

5.3.4.1. Frecuencias A|é|ica5

En las muestras analizadas del género Sorbus aria se detectaron 141
alelos, correspondientes a 9 loci, todos polimérficos (Anexo IX). SA02, con 19
alelos, resulté ser el locus con mayor numero de alelos y en orden descendente
se encontraron 18 alelos para los loci SA06 y SA08, 17 alelos para los loci
SAO01 y SA09, 15 alelos para el locus SA14, 14 para el locus SA03, 12 para el
locus SA19,1 y 11 para el SA07. Todos los ejemplares de Tenerife fueron
genéticamente idénticos, mientras que en La Palma la proporcion de genotipos
idénticos alcanz6 el 86,96%. Por el contrario, los 6 individuos del Parque
Nacional de Cabafieros fueron genéticamente diferentes; asi como el 92,16%,
el 83,83% y el 23,08% de los individuos analizados en los Parques Nacionales
de Picos de Europa, Aiguestortes y Sierra Nevada, respectivamente (Tabla 44).

No se encontraron genotipos compartidos entre Canarias y la Peninsula.

Tabla 44 Porcentaje de genotipos idénticos encontrados en Sorbus aria por poblacion

POBLACION ConiGo N°  N°Gl %
Guajara y Los Cachorros GYCT 4 4 100,00
Tenerife 4 4 100,00
Curva del Observatorio COBP 3 3 100,00
El Espigon y Espigon del Roque de Los Muchachos EYMP 6 4 66,67
La Parcela Grande PGAP 5 3 60,00
Los Andenes LANP 29 27 93,10
El Espigon del Norte EPNP 3 3 100,00
La Palma 46 40 86,96
Canarias 50 44 88,00
Parque Nacional de Cabafieros PNCA 6 0 0,00
Parque Nacional de Aigiiestortes PNAI 36 6 16,67
Parque Nacional de Picos de Europa PNPE 51 4 7,84
Parque Nacional de Sierra Nevada PNSN 52 40 76,92
Peninsula 145 50 34,48
Total 195 94 48,21

N°: nimero de individuos analizados por localidad, N° Gl: nimero de individuos genéticamente idénticos.

La mayor proporcion de alelos exclusivos en las poblaciones se encontro
en PNPE (7,80%), seguida de PNAI (7,09%), PNSN (4,26%), GYCT (1,42%) y
PNCA (0,71%). Tres alelos (SA01-254, SA07-349 y SA08-287) estuvieron
presentes solamente en poblaciones de La Palma y dos alelos (SA01-226 y

SA08-249) aparecieron en todas las poblaciones analizadas (Anexo IX). Al



separar en dos grupos las muestras peninsulares y canarias (Anexo X), la
mayor proporcidon de los alelos exclusivos se detectd en las muestras
peninsulares (74,47%) y un porcentaje bastante menor (3,55%) en las canarias.
Treinta y un alelos estuvieron presentes en ambas regiones. No se hallaron
alelos fijados ni por poblacién ni por region. Si se consideran solamente las
poblaciones de la peninsula, la ocurrencia de alelos exclusivos (Ex) decrece

progresivamente desde Picos de Europa hacia Cabarferos (Fig. 39).

5.2.2.1.  Variabilidad (Genética

La Tabla 45 muestra los diferentes indices de diversidad genética

obtenidos para las poblaciones de Sorbus aria.

Tabla 45 Diversidad genética detectada en las poblaciones de Sorbus aria

POBLACION PROCEDENCIA Ne N, Ho, Hs P
GYCT Tenerife 4 289 1,000 0,745 0,72%
COBP La Palma 3 289 1,000 0,790 1,45%
EYMP La Palma 6 300 0981 0,687 7,25%
PAGP La Palma 5 289 0978 0,684 3,62%
LANP La Palma 29 3,33 0,99 0,660 10,87%
EPNP La Palma 3 2,67 1,000 - 0,00%
Canarias 50 279 0993 0,718 20,29%
PNCA Castilla La Mancha 6 2,78 0889 0,615 4,35%
PNAI Catalufia 36 956 0,646 0814 60,14%
PNPE Asturias-Cantabria-Castilla-Leon 51 11,11 0,621 0,831 70,29%
PNSN Andalucia 52 7,22 0,856 0,759 45,65%
Peninsula 145 3,86 0,753 0,762 94,93%
Total 195 15,667 0,897 0,742 100,00%

N°: es el nimero de individuos analizados por localidad, Na: Nimero medio de alelos, Ho: Heterocigosidad
observada, Hs: Heterocigosidad en las poblaciones y P: Porcentaje de loci polimérficos.

El nimero medio de alelos en Sorbus aria varié desde Ny = 2,67 para la
poblacion del Espigdn del Norte en La Palma (EPNP) hasta Ny = 11,11 para las
muestras del Parque Nacional de Picos de Europa (PNPE). En general, las
poblaciones de la Peninsula mostraron mayor numero de alelos que las
poblaciones canarias; no obstante, el mayor numero de alelos en Canarias (Na
= 3,00) que corresponde a la poblacion del Espigon del Roque de los
Muchachos de La Palma (EYMP) fue mayor que el encontrado en la poblacién
del Parque Nacional de Cabaneros (PNCA, Ny = 2,78), siendo este ultimo el

minimo valor en las poblaciones peninsulares.
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A nivel de poblacién, El Espigobn del Norte (EPNP) en La Palma y el
Parque Nacional de Picos de Europa (PNPE) presentaron los valores extremos
de variabilidad genética, correspondientes al 0% de loci polimérficos para
ESNP frente al 70,29% de PNPE; resultados que concuerdan con los del
acapite anterior. A nivel regional, la Peninsula muestra un 94,93% de loci

polimorficos, frente a un 20,29% hallado en Canarias.

Al igual que en los parametros anteriores, la poblacion del Espigon del
Norte de La Palma (EPNP) mostré el minimo valor de variacidn genética con H;
= 0 y la poblacion del Parque Nacional de Picos de Europa (PNPE) ocupé el
primer lugar en cuanto a los valores de heterocigosidad (Hs = 0,831). De
acuerdo a la region, fue mayor la heterocigosidad en las muestras peninsulares
(Hs = 0,762) que las canarias (Hs = 0,718) (Tabla 45).

5.3.5. E_structura Gcnética en las Foblacioncs

5.3.5.1. Equilibrio Hardy—Wcinbcrg

En la Tabla 46 se muestran los valores del coeficiente de endogamia G;s
y sus respectivos grados de significacion para las poblaciones de Sorbus aria

analizadas con los distintos loci.

Todos los loci mostraron desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg. En las
poblaciones canarias, practicamente todos los valores fueron negativos,
reflejando un exceso de heterocigéticos (G;s < 0). Esta situacion se repite entre

las poblaciones peninsulares solamente para el locus SA02.

En términos generales, solamente dos poblaciones (PNAI y PNPE) se
encontraron en equilibrio Hardy-Weinberg (precisamente aquellas que
contenian organismos diploides); el resto de las poblaciones mostraron
desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg con valores negativos y altamente
significativos (G;s < 0), con excepcion de la poblacién del Espigon del Norte de
La Palma (EPNP) donde se hallé un valor positivo y de menor significancia

(defecto de heterocigéticos, Gjs > 0).



Tabla 46 Analisis de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg de Sorbus aria segun poblaciones y loci

PoBLACION | SA01 SA02 SA03 SA06 SA07 SA08 SA09 SA14 SA19 TOTAL
GYCT -0,286° -0,315" -0,286" -1,000° -0,286" -0,286" -0,286" -0,286" -0,286" -0,342™
COBP -1,000 -0,200 -0,200" -1,000" -0,200" -0,200" -0,200" -0,200" 0,100 | -0,266™
EYMP -0,697" -0,364" -0,286" -0,667" -0,333" -0,697" -0,364" -0,364" -0,298" -0,430™
PAGP -0,641" -0,333" -0,200° -1,000" -0,192" -1,000" -0,333" -0,333" -0,333" |-0,429™
LANP -0,933™ -0,474™ -0,415" -0,703™ -0,262™ -0,681™ -0,474™ -0,386™ -0,474™ -0,510™
EPNP -1,000" -0,200 -0,200 -1,000"s -0,200 -1,000" -0,200" -0,200™ 1,000 1,000
PNCA -0,364" -1,000" -0,100" -0,330" -1,000" 0,216 -0,364" -0,364" -0,364" -0,446™
PNAI 0,465~ -0,020™ 0,344 0,650~ 0,280 -0,022™ -0,058™ 0,019” 0,243 0,207"s
PNPE 0,394 -0,054™ 0,434 0,571 0,219 0,449~ 0,082 -0,107 0,270 (,252ns
PNSN 0,377 -0,291™ -0,165" -0,116™ -0,219™ 0,282 -0,175™ -0,210™ -0,431™ -0,128"™
Total -0,212" -0,286™ -0,165" -0,266™ -0,178™ -0,191" -0,225™ -0,237™ -0,127"" -0,208™
ns: no significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

5.3.6. Di{:crcnciacién Gcnética entre las Foblacioncs

5.%.6.1. |dentidad y Distancia (Genética

La identidad genética en Sorbus aria (Tabla 47) fluctu6é de 0,116 entre las
muestras de Tenerife y las del Parque Nacional Cabafieros (GYCT — PNCA) a
1,000 para la mayor parte de las comparaciones entre las poblaciones de La
Palma (EYMP — COBP, PAGP — COBP, PAGP — EYMP, LANP — PAGP, EPNP
— COBP, EPNP — EYMP, EPNP — PAGP y EPNP - LANP), lo cual es un reflejo

de la gran proporcion de genotipos idénticos encontrados en estas poblaciones.

Al analizar los datos de acuerdo a la procedencia de las muestras se
observd que los valores para las muestras de la Peninsula oscilaron entre
0,362 y 0,751; no hubo valores iguales o superiores que 0,900. Por su parte,
las muestras de Canarias variaron desde 0,670 hasta 1,000; con un 66,66% de

valores superan el 0,900 (todos entre las poblaciones palmeras).

La identidad media fue mayor para La Palma [ = (0,997) y en general
para las muestras procedentes de Canaria (I = 0,911) que para las de los
Parques Nacionales de la Peninsula (I = 0,469). Finalmente, al comparar los
registros entre localidades se encontraron medias por debajo de 0,900; esto es,
I = 0,738 entre Tenerife y La Palma; I = 0,239 entre La Palma y la Peninsula e
I = 0,209 entre Tenerife y la Peninsula, en orden descendente. Entre Canarias

y La Peninsula la identidad media fue I = 0,234.



SORBUS ARIA

Tabla 47 Identidad y distancia genética de Nei (1972) entre las poblaciones de Sorbus aria

GYCT COBP EYMP PAGP LANP EPNP PNCA PNAI PNPE PNSN
GYCT 0,868 0,758 0,670 0,694 0,703 0,416 0,184 0,186 0,352
COBP 0,142 1,000 1,000 0,978 1,000 0,140 0,168 0,174 0,347
EYMP 0,277 -0,124 1,000 0,990 1,000 0,153 0,168 0,196 0,429
PAGP 0,401 -0,036 -0,094 1,000 1,000 0,158 0,186 0,201 0,448
LANP 0,365 0,022 0,010 -0,011 1,000 0,144 0,177 0,216 0,423
EPNP 0,353 -0,118 -0,169 -0,246 -0,109 0,159 0,198 0,213 0,488
PNCA 2157 1967 1,877 1,844 1938 1,838 0,399 0,371 0,486
PNAI 1,695 1,784 1,782 1,680 1,734 1,622 0,919 0,751 0,362
PNPE 1,680 1,750 1,631 1,606 1,532 1545 0,991 0,287 0,444
PNSN 1,044 1,057 0,846 0,802 0,861 0,717 0,722 1,016 0,811

Identidad genética (encima de la diagonal) y distancia genética (debajo de la diagonal). En rojo los menores valores y
en verde los valores mas altos. Los valores negativos de las distancias genéticas son equivalentes a cero.

5.%3.6.2. Coeficiente de Diferenciacion (Genética Y AMOVA

La Tabla 48 muestra los valores del coeficiente de diferenciacion genética
(F’st) con sus respectivos valores P para las poblaciones naturales de Sorbus

aria de acuerdo a su localidad de procedencia.

El coeficiente de diferenciaciéon genética en las poblaciones de Sorbus
aria vari¢ desde F’st = 0,887 (p < 0,05) entre los individuos provenientes de la
poblacién de La Curva del Observatorio en La Palma y los del Parque Nacional
Cabarneros (COBP / PNCA) hasta F'st = -0,227 (siendo un valor negativo, es
equivalente a 0,00; p > 0,05) entre las muestras de La Curva del Observatorio
(COBP) y del EI Espigén de los Muchachos (EYMP), ambas de La Palma.

Si consideramos la procedencia de las muestras, puede reportarse una

F'sy = -0,034 (que equivale a 0,00) para las poblaciones de La Palma y F'g; =
0,448 para las peninsulares. Puesto que solamente se cuenta con una
poblacién de Tenerife, no es posible obtener una media interpoblacional para la

isla; sin embargo, al integrarla con las poblaciones de La Palma para formar el

conglomerado “Canarias” se obtuvo un valor de F'g; = 0,084.

En cuanto la media del coeficiente de diferenciacién genética entre las
poblaciones, se han obtenido valores de F's; = 0,320 entre Tenerife y La

Palma; F'g; = 0,696 entre Tenerife y la Peninsula y F's; = 0,638 entre La



Palma y la Peninsula. La diferenciacion genética entre las muestras de

Canarias y las de la Peninsula fue de F'g; = 0,646.

Tabla 48 Coeficiente de diferenciacion genética (F’s) para las poblaciones de Sorbus aria

GYCT COBP EYMP PGAP LANP EPNP PNCA PNAI PNPE PNSN

GYCT

COBP 0,123

EYMP 0,237** -0,227"

PGAP 0,387** -0,084* -0,175*

LANP 0,404** 0,140*** 0,073*** 0,064**

EPNP 0,448* 0,051 -0,108* -0,147" 0,068"

PNCA 0,880** 0,887* 0,790** 0,804 0,866™* 0,865

PNAI ' 0,661** 0,550** 0,580*** 0,594*** 0,657*** 0,5692*** 0,496™**

PNPE 0,615** 0,436™* 0,531*** 0,554*** 0,615*** 0,5610*** 0,508™** 0,107***

PNSN 0,631** 0,598** 0,564*** 0,571*** 0,606™* 0,583*** 0,552*** 0,548*** 0,474***

En rojo el menor valor y en verde el valor mas alto. ns: no significativo; *: p < 0,05; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

En el AMOVA (Tabla 49) se encontré que todas las pruebas de
diferenciacion para los diferentes niveles jerarquicos fueron significativas. La
mayor parte de la varianza fue encontrada dentro de las poblaciones (42,56%),
luego entre las regiones (36,57%) y finalmente entre las poblaciones dentro de

las regiones (20,86%).

Tabla 49 Andlisis jerarquico de varianza molecular (AMOVA) de la diversidad genética de Sorbus aria

SUMA DE VARIANZA EN LOS PORCENTAJE

FUENTE DE VARIACION GL CUADRADOS COMPONENTES DE VARIACION
Entre regiones 1 490,560 5,441 36,57 Fcr=0,366
Entre las poblaciones en las 8 455 757 3104 20,86 Fec= 0328
regiones
Dentro de las poblaciones 185  1171,499 6,332 42,56
Total 194 2117,815 14,877 100,00 Fsr=0,574""

GL: grados de libertad, Fer: coeficiente de diferenciacion genética entre regiones, Fsc: coeficiente de diferenciacion genética
entre poblaciones en las regiones, Fsr: coeficiente de diferenciacion genética entre poblaciones; **: p < 0,01; ***: p < 0,001.

53.63. UPGMA 3 NJ

El dendrograma UPGMA obtenido a partir de las distancias genéticas
entre las poblaciones (Fig. 40) muestra una evidente agregacion de las
poblaciones de Sorbus aria analizadas segun su lugar de procedencia. Pueden
observarse dos grupos claramente definidos, el primero constituido por las

muestras procedentes del archipiélago canario y el otro formado por las
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poblaciones peninsulares. Ademas, las muestras canarias de diferentes

localidades se agrupan atendiendo a su isla de origen.

La definicion del dendrograma es elevada puesto que, con excepcion de
la separacion entre los parques nacionales de Sierra Nevada (PNSN) y de
Picos de Europa (PNPE) que presentan una fortaleza de 74%, todas las
agrupaciones manifiestan una fortaleza del 100%. Destaca en cada grupo la
separacion de las poblaciones de Tenerife (GYCT) y del Parque Nacional de
Cabafieros (PNCA), respectivamente; posiblemente debida al bajo numero de

individuos analizados en las mismas.

B GYCT ] Tenerife
100 WCcoBP |

100 — @ EYMP
100 100_E MPAGP  |LaPalma

EPNP
10 (anp
M PNCA
100 100 — M PNA

100

Peninsula

0.08 0.06 0.04 0.02 0.00

Fig. 40 Dendrograma UPGMA basado en las distancias genéticas de Nei (1972) entre las
poblaciones de Sorbus aria. Los codigos provienen de la Tabla 31
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Fig. 41 Neighbor-Joining individual para las poblaciones de Sorbus aria. Los c6digos provienen de la
Tabla 31

Por su parte, el dendrograma NJ (Fig. 41) confirmé a nivel individual los
resultados que el UPGMA ha mostrado a nivel de poblaciones. Puede
observarse que los individuos de Tenerife (GYCT), La Palma (COBP, EYMP,
PAGP, EPNP y LANP) y del Parque Nacional Cabaneros (PNCA) se apartan
del resto. Este diagrama también aporta una vision mas clara de la relacion
genética existente entre los individuos de la Peninsula Ibérica. Por un lado, se
corrobora la estrecha relacion entre el Parque Nacional de Aiguestortes y el
Parque Nacional de Picos de Europa (PNAI / PNPE) y por otro lado se aprecia
nuevamente la diversidad genética de las muestras del Parque Nacional de
Sierra Nevada (PNSN) cuyos individuos se relacionan en mayor o menor grado
con el resto de las poblaciones peninsulares e incluso se acercan a las

canarias.
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5.%3.6.4. Anélisis de Coordenadas Frincipa|cs

El analisis de coordenadas principales separa en general las muestras
canarias de las procedentes de la Peninsula. Igual que en los analisis previos,
los individuos del Parque Nacional de Sierra Nevada (PNSN) despliegan una
amplia variabilidad genética. Las dos primeras coordenadas del analisis

explican el 57,91% de la variacion (Fig. 42).

Canarias

2do Componente (26,15%)

1er Componente (31,76%)

* Peninsula

EGYCT WCOBP MEYMP HMPGAP HLANP L/EPNP EPNCA HPNAl HPNPE HPNSN

Fig. 42 Analisis de coordenadas principales para las poblaciones naturales de Sorbus aria. Codigos de las
poblaciones segun la Tabla 31

5.%3.6.5. Analisis Baycsiano

La base de datos para el analisis bayesiano de Sorbus aria consistié en
195 individuos, 10 poblaciones y 9 loci. Como en los casos anteriores, las
pruebas se hicieron para valores de K = 1 — 10 y se obtuvo la maxima
probabilidad de los datos en K = 5 (Fig. 43). Como puede apreciarse en el
histograma de barras, en el primer grupo inferido se han concentrado todas la
poblaciones de Sorbus aria estudiadas de Canarias (GYCT, COBP, EYMP,
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PAGP, EPNP y LANP), las muestras del Parque Nacional de Cabanferos
(PNCA) se agrupan en el segundo grupo inferido; mientras que en el tercer
grupo se reunen los ejemplares de S. aria los Parques Nacionales de
Aiguestortes (PNAI) y Picos de Europa (PNPE). Los individuos del Parque
Nacional Sierra Nevada (PNSN) fueron asignados a los grupos IV y V. Estos
resultados son congruentes con los encontrados tanto en el analisis de

coordenadas principales como con el dendrograma NJ.

= oo o o o =
SN T :
53L& 3 wa o

PNPE
PNSN

Fig. 43 Diagrama de barras para las proporciones inferidas con el analisis bayesiano para las poblaciones de
Sorbus aria.Coédigos de las poblaciones segun la Tabla 31
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’ 5.4.1. Triploidl’a en Sorbus aria

Si bien es cierto que Sorbus aria ha sido descrita como una especie
diploide (Nelson Jones et al., 2002; Robertson et al., 2010), también se han
definido en el denominado “agregado de Sorbus aria” (Robertson et al., 2004b)
taxones triploides y tetraploides apomicticos. Dickinson et al. (2007) describen
especies dentro de la familia Rosaceae, entre las cuales se cita a S. aria,

constituidas por “microespecies”

diploides, triploides y tetraploides; las cuales,
de acuerdo con Aldasoro et al. (2004), no estan reproductivamente aisladas a
pesar de ser apomicticas. La complejidad taxondmica de estas “especies
intermedias” en el género Sorbus se deriva de los efectos combinados de la
hibridacion, la poliploidia y la apomixia que muchos de sus miembros
experimentan de manera natural (LepSi, et al., 2008; Del Rio et al., 2009;
Robertson et al., 2010). Estudios de este género en la Peninsula Ibérica y las
islas Baleares (Del Rio et al., 2009) han reportado a S. aria como una especie
diploide que participa en la formacién de todas las “especies hibridas”
triploides o tetraploides conocidas en este territorio. De modo que Sorbus aria
es una especie ampliamente variable, con una serie de microespecies
emparentadas que pudieron haberse derivado a través de la poliploidia e
hibridacién y para las cuales se ha sugerido a S. aria como progenitor paternal,
ya que existe uniformidad maternal en muchos de los taxones poliploides
(Robertson et al., 2004a).

Ha sido ya ampliamente demostrado que tanto la haploidia como la
apomixis son fendmenos muy comunes en la subfamilia Maloideae (Dickinson
& Campbell, 1991; Campbell et al., 1995). La apomixis es la habilidad natural
de al menos 440 géneros de angiospermas para reproducirse asexualmente a
través de semillas (Nogler, 1984; Asker & Jerling, 1992; Carman, 1997,

1 Existe cierta discrepancia en cuanto a la denominacién de individuos que surgen como resultado de la introgresion
entre especies muy cercanas y taxondmicamente reconocidas del género Sorbus. Dichos taxones muestran
caracteristicas intermedias a las de sus predecesores, presentan poliploidia y se reproducen por apomixia. De aqui
en adelante se utilizara el término “microespecie” para referirse a ellos.
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Cosendai & Horandl, 2010). De acuerdo con Carman (1997), la familia
Rosaceae ocupa el segundo lugar en numero de géneros (12) que presentan
apomixia dentro de las angiospermas dicotileddneas; superada unicamente por
los 35 géneros de similar condicion en la familia Asteraceae. Sin embargo, la
proporcion de géneros apomicticos relativa al total de géneros en la familia es
mayor en las Rosaceas (12 de 85 = 14,1%) que en las Asteraceas (22 de 1600-
1700 = 1,3% - 1,4%) (Noyes, 2007). Estas dos familias dicotiledéneas y la
familia Poaceae (monocotiledénea) abarcan el 75% de todos los géneros

apomicticos en las angiospermas (Carman, 1997).

Segun Cosendai & Horandl (2010) en poblaciones mixtas un donador
apomictico puede fertilizar una planta con reproduccién sexual, de modo que
se transfiere la apomixia a la descendencia de esta ultima; sin embargo, el
polen de una planta de reproduccion sexual no fertiliza a una apomictica debido
a la formacion partenogénica de la ovocélula. Esta hibridacion
unidireccionalidad puede resultar en una introgresion de la apomixis a partir de
las poblaciones apomicticas en las poblaciones de reproduccion sexual; lo cual
coincide con los hallazgos de Chester et al. (2007) en los que ninguno de los
taxones agrupados como S. anglica y S. latifolia, tienen a S. aria como
progenitor femenino sino que S. aria suele ser el donante y no receptor de

polen en los procesos de hibridacion.

De acuerdo con Robertson et al. (2004a y b), un pequeio numero de
clones puede justificarse en taxones recientemente derivados por apomixia;
pero debe comprobarse la habilidad de los taxones para generar diversidad
genética y asi determinar si el comportamiento en las poblaciones naturales
obedece a una apomixia obligada o facultativa. Si estuviéramos frente a una
apomixia facultativa, entonces la especie deberia ser capaz de generar una
proporcion de su descendencia por métodos sexuales y garantizar asi la
variabilidad genética. En caso contrario (apomixis obligada), es muy improbable
la generacion de nuevos genotipos en el mismo nivel de ploidia a partir del
taxén apomictico existente, puesto que no se producen évulos disponibles para

ser fecundados.
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Horandl (2010) afirma que Ila poliploidia y la apomixis estan
estrechamente ligadas y que plantas con apomixis gametofitica (como las
rosaceas) son casi exclusivamente poliploides. Sefiala la existencia de so6lo dos
casos bien documentados de apomixia en plantas diploides: Boecchera
holboellii (Koltunow & Grossniklaus, 2003) y algunas especies del género
Paspalum (Siena et al., 2008). En su estudio, Hérandl (2010) también asegura
que tanto la autofecundaciéon como la apomixia aparecen frecuentemente como
estrategias alternativas en la evolucion de las plantas con flores porque
resultan favorables en los escenarios de colonizacion y en situaciones de cuello
de botella. Al parecer, la autofecundacion es mas comun en plantas pioneras
(Barrett, 1996; Bernardello et al., 2001) mientras que la apomixia es una forma
frecuente de reproduccién en las especies que colonizaron previamente zonas

glaciales y grandes altitudes (Bierzychudek, 1985; Horandl, 2006).

Prematuramente podriamos deducir que debido a la gran proporcion de
individuos genéticamente idénticos en Canarias, S. aria puede estar sufriendo
apomixis facultativa tal y como lo afirman Del Rio et al. (2009); aunque lo mas
comun suele ser la apomixis obligada en las especies triploides (Antonius &
Nybon, 1995). Por esto, en el caso de S. aria seria aventurado tomar una u otra
posicion sin el analisis previo de progenitores y descendientes que nos revelen
si las semillas que se estan produciendo en el ambiente tienen idéntico fenotipo
multilocus que sus progenitores (apomixia) o si, efectivamente, existe evidencia
de reproduccion sexual. No obstante, los resultados obtenidos parecen
confirmar el caracter apomictico en las poblaciones canarias y algunas
peninsulares; principalmente por la elevada proporcion de individuos
genéticamente idénticos en las mismas (Tabla 44) y por el hecho de que tanto
las poblaciones canarias como las poblaciones de los Parques Nacionales de
Cabarfieros (PNCA) y Sierra Nevada (PNSN), donde todos los individuos son

triploides, albergan también un exceso de heterocigoéticos (Tabla 46).

El caracter apomictico de las poblaciones triploides (PNSN y Canarias,
sobre todo) ha provocado que el numero de ejemplares iguales sea elevado vy,
consecuentemente, que no se genere la diversidad genética propia de una
recombinaciéon genética, promoviendo el no incremento de la diversidad

genotipica en las poblaciones; pero manteniendo la heterocigosidad de los



SORBUS ARIA

genotipos hibridos al evitar la segregacién meidtica y, por lo tanto, la variacion
alélica a nivel individual (H6randl, 2010). La asociacion entre la poliploidia y la
apomixis ha sido ampliamente documentada y se ha sugerido que la primera
actua como un estimulo para la segunda, como un prerrequisito para su
mantenimiento o ambos (Grimanelli et al., 2001; Whitton et al., 2008). En el
caso de las poblaciones canarias es posible que el caracter apomictico vaya
unido a un proceso de efecto fundador y deriva genética dando lugar, por un
lado, a una fuerte disminucién de la variabilidad genética y, por el otro, al
desarrollo de divergencia genética muy relevante. Por el contrario, las
poblaciones de los Parques Nacionales de Aiguestortes (PNAI) y de Picos de
Europa (PNPE) presentan un elevado numero de ejemplares diploides y se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg; albergando un escaso porcentaje de
individuos genéticamente idénticos (Tabla 44) y esto ultimo se ve reflejado en

sus mayores niveles de diversidad genética.

Por lo tanto, los resultados obtenidos parecen mostrar la existencia de
diferentes mecanismos reproductivos que tienen lugar en las distintas
poblaciones. Las poblaciones de los parques nacionales de Aiguestortes
(PNAI) y de Picos de Europa (PNPE) disponen de un sistema reproductivo
sexual y posiblemente se trate de ejemplares autoincompatibles en los cuales
la fecundacién cruzada da lugar elevados niveles de diversidad genética (tanto
en numero medio de alelos por locus como en la heterocigosidad (Tabla 45),
consecuencia de su capacidad de recombinacion genotipica. Este fenomeno no
seria extrafo ya que es bien conocido que los relativos sexuales de las plantas
apomicticas son usualmente autoincompatibles y de apareamiento cruzado
obligatorio (Asker & Jerling, 1992; Horandl, 2010), un aspecto que a su vez se
ve reflejado porque se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg. Mientras que
en las poblaciones canarias y la de los Parques Nacionales de Cabaferos
(PNCA) y Sierra Nevada (PNSN), la imposibilidad de recombinacién genética
que viene como resultado de la reproduccién apomictica, los niveles de

diversidad son menores.

Estos resultados coinciden con los descritos recientemente por Robertson

et al. (2010), quienes en un analisis de las poblaciones de 10 especies nativas,
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4 introducidas y 4 microespecies presumiblemente hibridas del género Sorbus
en Avon Gorge (Reino Unido); encontraron que los individuos de taxones con
reproduccion sexual eran diploides y mostraban valores de diversidad genética
mayores que aquellos con reproduccion apomictica (poliploides) y cuyos bajos
niveles de diversidad genética sugerian un origen monofilético. También
demostraron que la aparicién de novedad genética en el complejo agamico de
este género en Avon Gorge ha sido impulsada principalmente por una serie de
hibridaciones interespecificas y cruces entre los taxones cercanamente
relacionados en donde cada nuevo genotipo se fija y se propaga a través de
reproduccion apomictica. No obstante, en el caso de las islas Canarias no se
han reportado otras especies del género Sorbus; por lo que los fendbmenos de
hibridacién e introgresion en las islas (al menos recientemente) estan

descartados.

El origen de Sorbus aria en Canarias es mas dificil de determinar, sobre
todo porque seria necesario analizar las poblaciones mas cercanas (las del
norte de Africa) que no pudieron recolectarse. Existen varias teorias que tratan
de explicar la aparicion de una microespecie triploide. En su estudio del género
Taraxacum sp. (Asteraceae), Meirmans et al. (2003) han descrito la posibilidad
de que un linaje triploide procediera de un antecesor diploide capaz de producir
citotipos diploides (que seguian produciendo ambos citotipos) y triploides
(incapaces de producir diploides); con la reduccidn progresiva y posterior
desaparicion del citotipo diploide. Chester et al. (2007) que estudiaron el
género Sorbus sp. en las islas Britanicas, han sugerido que los gametos
femeninos producidos asexualmente de un antecesor tetraploides pseudégamo
pudieron originar un linaje triploide al ser fecundados por polen normalmente
producido. En el caso de S. arranensis, Robertson et al. (2004b) han propuesto
el origen de esta microespecie triploide a partir de la reduccion del polen de
otra microespecie tetraploide del “agregado S. aria” que llegd a fertilizar una

especie diploide.

De cualquier modo, lo mas probable es que el linaje triploide encontrado
en Canarias haya tenido su origen previamente a su llegada a las islas; debido,
como ya se ha sefialado, a la ausencia de otras especies del género en el

archipiélago y ademas a que, segun Crawford et al. (2006), la evolucion de
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poliploides a partir de ancestros diploides in situ en islas oceanicas es poco
comun. En la peninsula, sin embargo, el citotipo triploide de S. aria pudo haber
surgido a partir de hibridaciones interespecificas entre S. aria sensu stricto (2n)
y S. torminalis (4n); esta ultima un autotetraploides. Esta seria una adaptacion
de la teoria que sostienen Robertson et al. (2004a) para el origen de S.

arranensis (3n) en Arran.

La partenogénesis geografica sostiene que los individuos asexuales
usualmente tienen mayor distribucién y esta es mas septentrional (al menos en
el hemisferio norte) que la de sus relativos sexuales (Horandl et al., 2008). Ya
que el fendbmeno ocurre tanto en plantas como en animales, en el caso de las
plantas superiores Bierzychudek (1985) concluyé que los grupos de plantas
apomicticas tienden, ademas, a ocupar mayores altitudes y colonizar areas que
han sufrido glaciacion previamente. Las poblaciones de Sorbus aria estudiadas
mostraron un cierto partrén geografico, ya que las poblaciones triploides
resultaron ser las mas meridionales y aquellas que se constituian parcial o
totalmente de individuos diploides estaban situadas en el norte (Fig. 39); por lo
tanto, es posible que en S. aria, como también ocurre con Boechera holboellii
(Brassicaceae), la apomixis sea una ventaja para la colonizacion territorios
hacia el sur, mientras que los diploides prevalecen en el norte (DobeS et al.,
2004; Sharbel et al., 2005).

Ademas, parece haber una correspondencia entre la ploidia y la altitud de
las poblaciones analizadas ya que la poblacion del Parque Nacional de
Aiguestortes (PNAI), de donde todas las muestras resultaron ser diploides, la
altitud promedio fue 691 msnm; en tanto que en el resto de las poblaciones
supera los 848 msnm. Sin embargo, esta circunstancia no se aprecia en el
Parque Nacional de Picos de Europa (PNPE) en relacién con la distribucién de

los citotipos dentro de la poblacion.

En el estudio de Taraxacum, seccion Ruderalia; Meirmans et al. (2003)
encontraron un predominio del citotipo triploide (66,4%) frente al citotipo
diploide (33,6%) en el total de plantas analizadas. Estos autores hallaron
también una diferenciacién ecoldgica entre los citotipos, siendo los diploides

mas frecuentes a mayores elevaciones y los triploides a bajas; pero este
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parametro explicaba solo una pequefa parte de la variacién en el nivel de
ploidia. En un estudio anterior Meirmans et al. (1999) habian reportado que las
frecuencias relativas a triploides en las poblaciones de Suiza aumentaban en la

medida que lo hacian las perturbaciones por la actividad humana.

De acuerdo con Meirmans et al. (2003), si los triploides son estrictamente
asexuales y estan reproductivamente aislados de los diploides, los patrones
genéticos espaciales de los citotipos pueden ser independientes; esto es
debido a que en los diploides la estructura esta restringida tanto a la dispersién
de polen como de semillas, mientras que los triploides dependen unicamente
de la ultima opcién. La reproduccién asexual a través de apomixis ofrece un
metodo seguro de perpetuacion de nuevas microespecies y genotipos
alopoliploides adaptados a condiciones ambientales especificas y permite de
manera inmediata, y muchas veces total, el aislamiento reproductivo de los
taxones parentales (Robertson et al.,, 2010). Asociada con los procesos de
hibridacion y poliploidia, la apomixia contribuye al establecimiento de la
novedad taxondmica que surge como consecuencia de estos procesos al fijar
las combinaciones exitosas de genes y propagar esos genotipos a través de
generaciones (Barcaccia et al., 2006; Horandl & Paun, 2007; Whitton et al.,
2008).

5.4.2. Diversidad (Genética

A pesar de la extension de los estudios genéticos a través de
microsatélites en plantas dicotiledoneas triploides, la mayor parte de los
resultados se corresponden con cultivares (Pyrus spp., Kimura et al., 2002;
Solanum tuberusum, Ghislain et al., 2006; Malus pumila, Ramos-Cabrer et al.,
2007; Malus X domestica, Cannava et al., 2008; Eriobotrya japonica, Watanabe
et al., 2008; Dianthus caryophyllus, Yagi, 2009; Rosa damascena, Kiani et al.,
2010; entre otros). Estos reportes agrolégicos suelen omitir los datos de
diversidad genética con excepcidon (en algunos casos) del numero medio de
alelos por locus (A) obtenido en la caracterizacion de los marcadores

moleculares en cuestion.
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Cuando se han abordado estudios de poblaciones vegetales naturales y
las muestras analizadas resultan tener distintos niveles de ploidia, los
investigadores suelen optar por restringir el analisis de diversidad a los
individuos diploides (Oddou-Muratorio et al.,, 2001; Anderssen et al., 2005;
Kloda et al.,, 2008); esto se debe a la mayor dificultad para cuantificar la
diversidad genética y la diferenciacion entre poblaciones de organismos
poliploides que para poblaciones exclusivamente diploides (Obbard et al., 2006;
Kloda et al., 2008) y una vez descartados otros niveles de ploidia se utilizan los
estadisticos estandares de diversidad genética (A, H,, H., P) para
microsatélites nucleares. No obstante, otros estudios han evaluado la variacion
genética al cuantificar la diversidad de genotipos multilocus, tal como lo
recomiendan Robertson et al. (2004b) para especies triploides apomicticas v,
siendo que de esta manera se analizan las poblaciones poliploides (Refoufi &
Esnault, 2006; Andreakis et al., 2007; Vinson et al., 2009; Gonzalez-Gonzalez,

2010), los indices de medicién suelen ser distintos aunque analogos.

Investigaciones realizadas a través de microsatélites en poblaciones
naturales de Sorbus torminalis en Francia (Oddou-Muratorio et al., 2001,
Oddou-Muratorio et al., 2003) y en Dinamarca (Rasmussen y Kollman, 2008)
han revelado un numero medio de alelos por locus (A) de 10,7 - 13,5 y 10,
respectivamente; mientras que en los analisis de S. domestica en Suiza (Kamm
et al., 2009) se encontro A = 6,89. Todos estos valores son menores que el
encontrado para Sorbus aria a nivel de especie (Na = 15,66; Tabla 45). Al
considerar las poblaciones individualmente, el niumero medio de alelos fue
mayor en la poblacion con ambas ploidias (PNPE; Ns = 11,11) y en la diploide
(PNAI; Na = 9,56) que en las poblaciones triploides de Canarias (Na = 2,79); lo
cual coincide con los hallazgos de Robertson et al. (2010) en donde los valores
del numero total de alelos diferentes a través de los loci (A’) fueron menores en
los taxones poliploides (A’ = 10 — 17) que en los diploides (A’ = 26 — 38),
sugiriendo un origen monofilético (eventos de hibridacién simple) y el
subsecuente aislamiento por reproducciéon a través de apomixis en los citotipos

triploides.
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Por otro lado, Robertson et al. (2004a) encontraron valores de diversidad
genética mas bajos para la especie triploide S. arranensis (Hg = 0,09) que para
la tetraploide S. psedofennica (Hy= 0,63). En Sorbus aria la diversidad genética
fue menor para las poblaciones canarias (Hs = 0,718) que para las peninsulares
(Hs = 0,762) donde existen diferentes grados de ploidias. En general, se ha
demostrado mediante el uso de isoenzimas y RAPD’s que las especies
vegetales endémicas de canarias disponen de unos grados de diversidad
elevados (Francisco-Ortega y Santos, 2001; Sosa et al., 2002; Gonzalez-Pérez
et al., 2008); sin embargo, esta generalizacion esta por demostrarse al utilizar

microsatélites.

Contrariamente, la diversidad genética encontrada en S. torminalis (He =
0,691; Oddou-Muratorio et al., 2001) y en S. domestica (H. = 0,547; Kamm et
al., 2009) fue menor que la registrada para S. aria a pesar de que en el estudio
de S. torminalis solo se tomaron en cuenta los individuos diploides y que S.
domestica ha sido reportada como una especie diploide que no participa en
fendmenos de hibridacion (Del Rio et al., 2009; Robertson et al., 2010). En otro
extremo se encuentran los resultados arrojados por los andlisis realizados con
microsatélites para S. milensis (3n) en la Republica Checa en los cuales no se
reveld variacion genética, suceso que fue atribuido a la singularidad del origen

evolutivo y a la reproduccion apomictica de esta especie (LepSi et al., 2008).

Ahora bien, los analisis genéticos llevados a cabo en Sorbus aria

diferencian claramente las localidades presentes en el archipiélago canario con

respecto a aquellas analizadas de la Peninsula Ibérica (F's; = 0,646; Tabla
45). Esta elevada diferenciacion genética es probablemente fruto del
aislamiento geografico que puede estar actuando en combinacion, quizas, con
un efecto fundador que S. aria haya sufrido en su aparicion en las islas;
diferenciandose genéticamente de las poblaciones peninsulares (KuCerova et
al., 2010). Consecuentemente, se pudo haber propiciado una separacion
genética entre las mismas (F's; = 0,320) y es posible que por ello dispongan
de menores niveles de variacion genética. En cualquiera de los casos, los
resultados sobre las poblaciones son equivalentes y se reflejan en una

importante diferenciacion genética y bajos niveles de variacién genética (deriva



genética); tal y como se ha detectado. Valores de diferenciacion genética muy
similares a los encontrados entre las poblaciones de S. aria de Tenerife y La
Palma fueron detectados en pruebas realizadas con microsatélites para S.
torminalis (Fg; = 0,341; Rasmussen & Kollmann, 2008 y Fsr = 0,228; KuCerova
et al, 2010) que también ocurre en poblaciones muy pequefas, con
distribucion dispersa y bajos niveles de flujo genético entre sus poblaciones
(Bednorz et al., 2006). Los valores detectados con aloenzimas para esta misma
especie fueron mucho menores (Fs; = 0,067; Hoebee et al., 2007), lo que no
sorprende ya que suele detectarse mayor variabilidad con el uso de

microsatélites (Bakker et al., 2001; Nagamitsu et al., 2004).

En Canarias, la relacion entre los ejemplares de ambas islas es relevante
segun se observa en las diferentes agrupaciones espaciales (UPGMA, NJ y
Structure), hasta el punto de que podemos considerar que pueden proceder de
un unico ancestro o de una unica introduccion. No obstante; el bajo numero de
ejemplares de Tenerife (GYCT) y el hecho de que sean todos idénticos
genéticamente condiciona mucho las conclusiones al respecto, pudiéndose
considerar como el resultado de un conjunto mas numeroso de ejemplares
diferenciados de La Palma o que su diferenciaciéon genética sea consecuencia
de la deriva, un proceso muy dificil de discernir. A pesar de todo, sorprende
que existan 2 alelos exclusivos (de 30 en total) en los cuatro individuos de
Tenerife. Entre las muestras de La Palma no se encontré ningun alelo exclusivo
a una sola poblacidn; pero tres alelos estuvieron presentes solo en poblaciones
palmeras (Tabla 44). La existencia de individuos con el mismo genotipo en
Tenerife también se encontré en Bencomia exstipulata, otra especie poliploide
de la alta montafia canaria, para la que se identificé un total de 14 genotipos
procedentes de La Palma y tan solo 7 para Tenerife a pesar de que el numero
de muestras analizadas procedentes de Tenerife fue el doble que las de La
Palma (Gonzalez-Pérez et al., 2009a). Las pruebas realizadas por Garcia-
Verdugo et al. (2009) con AFLP en diferentes subespecies de Olea europea
entre las cuales se cuenta una subespecie canaria (Olea europea ssp.
guanchica) revelaron mayor diversidad genética a nivel poblacional en Tenerife
que La Palma; se ha relacionado este fendmeno con la actividad volcanica de

las islas, sustentando que los eventos volcanicos en La Palma han podido



SORBUS ARIA

propiciar una mas reciente colonizacion, patrones de diversidad
intrapoblacional y diferenciacion interpoblacional determinados por la edad

geologica.

En las poblaciones peninsulares, los resultados de heterocigosidad para
las poblaciones (Tabla 44) coinciden con los obtenidos mediante el numero
medio de alelos por locus ya que los valores mas elevados fueron los
encontrados en la poblacion con varios niveles de ploidia (PNPE; Hs = 0,831) y
la diploide (PNAI; Hs = 0,814). Esto parece indicar que si bien en una poblacion
diploide la reproduccién sexual permite un mayor nivel de diversidad genética
que el de una poblacion triploide debido a la reproduccidon apomictica de esta
ultima; la coexistencia de ambos citotipos en una misma poblacién garantiza
una diversidad genética todavia mayor a la obtenida cuando los citotipos se

desarrollan de manera independiente.

Por otra parte; la diferenciacion genética entre las poblaciones

peninsulares fue alta (F's; = 0,448; Tabla 45), aunque en menor proporcion a

la diferenciacién que existe entre estas con Tenerife (F'g; = 0,696) o La Palma

(F'sy =0,638). El andlisis de estructuracion genética de Sorbus aria de la
Peninsula Ibérica (Fig. 43) muestra que las poblaciones de Aigliestortes (PNAI)
y Picos de Europa (PNPE) podrian estar compartiendo ancestros comunes,
posiblemente relacionado con el citotipo diploide, ausente en las demas
poblaciones. Basados en lo anterior, todo parece indicar que en las
poblaciones ubicadas al norte de la Peninsula Ibérica (PNPE y PNAI) la
diversidad genética fue mayor gracias a la presencia de individuos diploides
que pueden reproducirse sexualmente y propician la existencia de un mayor

numero de alelos exclusivos (11 y 10, respectivamente; Fig. 39).

5.4.3. Consideraciones para la Conservaciéon (Genética

Tomando en cuenta el valor de la diferenciacion genética encontrado
entre las poblaciones de Sorbus aria de La Palma y Tenerife (F's; = 0,320), el
movimiento de individuos de una isla a otra podria involucrar la ruptura de la

cohesién y adaptaciones locales que se han desarrollado en cada isla de



manera independiente. Por lo tanto, en términos de conservacién genética, las

traslocaciones a Tenerife podrian ser desaconsejables.

La ocurrencia de individuos exclusivamente triploides en las poblaciones
canarias y la gran proporcion de genotipos genéticamente idénticos tanto en
Tenerife (100%) como en La Palma (86,96%) hace muy probable que los
procesos de reproduccion de esta especie en el archipiélago canario involucren
la apomixia; sin embargo, seran necesarios analisis entre progenitores y
descendientes a fin de revelar el grado en que la produccion de semillas en
cada poblacién hace uso de la apomixia obligada (dando lugar a genotipos
idénticos a sus progenitores) o si ademas de la apomixis, las poblaciones

también recurren a procesos de reproduccion sexual (apomixis facultativa).

Si se comprobara la apomixia facultativa en las poblaciones de canarias,
serian factibles los reforzamientos interpoblacionales dentro de cada isla, bien
a través de cruzamientos controlados o por la implementacion de bancos de
semilla para la conservacion de la variabilidad genética en bancos de
germoplasma. En caso contrario, y debido a la existencia alelos exclusivos
tanto en Tenerife como en La Palma, los esfuerzos deberian concentrase en la
conservacion de estos alelos propios de cada isla con el propésito de mantener
la diversidad genética existente. La deteccion de nuevos efectivos que pudieran
aportar otros genotipos seria de mucha importancia en el incremento de la

variabilidad de S. aria en las islas.

Finalmente, siendo que las poblaciones mas septentrionales de la
peninsula presentaron mayor riqueza genética; esta informacion puede ser una
herramienta importante en el establecimiento de estrategias de conservacion y
futuros planes de manejo. Identificar y salvaguardar a las poblaciones que
contengan individuos diploides podria representar la conservacion de la mayor
variabilidad genética. Es posible que la revisién taxonémica del citotipo triploide
analizado en este estudio también pueda dar mas luces acerca de la

microespecie de S. aria presente en Canarias.
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1. Se han analizado un conjunto de cebadores moleculares que amplificaron 8
microsatélites polimorficos en tres especies de llex: I. perado, I. canariensis
e . azorica. Ademas, se han caracterizado y aislado cebadores especificos
que amplificaron 6 microsatélites variables en Silene nocteolens y 9

microsatélites polimérficos en Sorbus aria.

2. Para el caso de llex, la matriz de genotipos obtenida con los 8
microsatélites revelé que la mayoria de las muestras catalogadas como llex
perado ssp. lopezlilloi eran genéticamente iguales, existiendo solo 5

genotipos diferentes entre todos los ejemplares analizados.

3. Todos los sistemas de agrupamiento e indices de diferenciacién genética
utilizados, y basados en los marcadores moleculares, separan claramente
los individuos y poblaciones de llex perado, llex azorica e llex canariensis;
por lo que constituyen entidades genéticamente diferentes. Sin embargo,
los marcadores moleculares no diferencian los individuos de ambas
subespecies de llex perado, compartiendo el mismo acervo genético; a la
vez, sus poblaciones muestran una variabilidad genética mas relacionada

con su isla de origen que con su categoria taxondmica.

4. Las dos unicas poblaciones de Silene nocteolens existentes albergan unos
elevados niveles de variabilidad genética, superiores a los detectados en
otros endemismos vegetales del archipiélago Canario. Unos niveles
sorprendentes dado su reducida distribucion, su caracter endémico y su
aislamiento geografico. Posiblemente, el grado de perennidad de los
individuos y una reproduccion mayoritariamente aldégama explicaria, al

menos parcialmente, estos elevados niveles de variabilidad genética.

5. Existe un escaso nivel de diferenciacion genética entre las poblaciones de
Silene nocteolens, sugiriendo la existencia de un considerable flujo
genético entre las mismas. No obstante, se detectaron alelos exclusivos en
ambos nucleos poblacionales, lo cual puede ser debido a la existencia de

una estructuracion genética a pequefna escala.
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6. En la poblacion de Silene nocteolens de Montafna Blanca se ha detectado
correlacion entre la distancia geografica y el nivel de diferenciacion
genética a menos de 10 m; esto se puede explicar mediante la existencia
de una limitada dispersion de semillas en la poblacién. La recoleccion de
semillas para la formacion de bancos de germoplasmas deberia considerar
esta distancia de separacion para garantizar la preservacion de una mayor

diversidad genética.

7. La dinamica reproductiva de Silene nocteolens detectada a través de
microsatélites indica unos niveles de endogamia que rondan el 32%. Sin
embargo, la mayor parte de los individuos homocigdticos parecen morir en
los primeros estadios de la vida de la especie, ya que existe una importante
relacion entre el grado de endogamia y la tasa de mortalidad; asi que no se
esperan fenomenos de depresién endogamica sino un mantenimiento de la

diversidad genética.

8. Las poblaciones analizadas de Sorbus aria presentan diferentes niveles de
ploidia, siendo diploides los individuos analizados del Parque Nacional de
Aiguestortes, mientras que el resto de las poblaciones analizadas (incluidas
las poblaciones canarias) fueron triploides; a excepcion de la poblacion del
Parque Nacional de Picos de Europa donde coexisten individuos de ambas
ploidias en proporciones de 78,44% y 21,56% de diploides y triploides,

respectivamente.

9. EI grado de diversidad genética detectado en las poblaciones canarias de
Sorbus aria fue mucho menor que el encontrado en las poblaciones
peninsulares. De hecho, las poblaciones enteramente triploides mostraron
menor diversidad genética que aquellas donde el citotipo diploide estuvo
presente, posiblemente consecuencia de la apomixis en las poblaciones

triploides.

10. A pesar de la diferenciacion genética entre las poblaciones de Sorbus aria
en Canarias, se encontré una mayor diversidad genética en Tenerife que
en La Palma; sin embargo, existen alelos exclusivos en cada isla. Por lo

tanto, la movilidad de individuos de La Palma a Tenerife deberia evitarse;
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pero en caso extremo (dado el reducido numero de efectivos en Tenerife)
debe llevarse con sumo cuidado, a fin de evitar la reduccion de la variacion

genética local.

11. Todos los resultados y conclusiones obtenidas se basan en el analisis y
variabilidad de microsatélites, los cuales han demostrado su caracter
neutral. Por ello, las recomendaciones sefialadas deben ser consideradas
con precaucion en los programas de conservacion genética que se

desarrollen en las diferentes especies o poblaciones.
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” Frecuencias al¢licas en las Poblacioncs de //cx

s 232 %5 %% 335333828893
8 o o 1G] [v4 <C (<} e = o L = - [«} = et =
- 2§ 3 £ ¥ 8 3§ &8 g 5 £ 2 ¢ 8 F g

ILE04-02 N 5 4 5 8 26 9 31 9 10 3 0 0 0 5 23

7 1,000 0,200
74 0,750 0,400 0,077
76 0,100
86 0,016 0,050
90 0,278 0,050
94 0,600 0,400 0,063 0,577 1,000 0,935 0,050 0,500
95 0,056 0,050
96 0,400 0,250 0,200 0,938 0,346 0,048 0,500
98 0,056 0,200
100 0,050
103 0,056
113 0,050
117 0,167 0,050
119 0,056
121 0,050
123 0,100 0,800
127 0,050
129 0,056
137 0,056
140 0,056
143 0,050
145 0,111 0,100
158 0,056
ILE04-10 N 5 4 5 8 27 10 31 10 10 7 9 19 17 14 26
218 0,444 0,400 0,306 0,714 0,444 0,579 0,500 0,607 0,750
220 0,222 0,029
221 0,071
223 0,071 0,056 0,036 0,192
226 0,150
228 0,950 0,800
229 0,056 0,050 0,081
231 0,200 0,125 0,200 0,093 0,350 0,387 0,050 0,050 0,143 0,278 0,421 0,471 0,357 0,058
237 0,037 0,200 0,065
243 0,800 0,875 0,400 1,000
255 0,400 0,370 0,161
ILE03-38 N 5 4 5 8 27 10 31 10 10 3 7 17 14 1 8
259 0,100 0,500 0,214 0,324 0,214 0,545 0,625
261 0,200 0,375 0,100 0,944 0,800 0,790 1,000 1,000 0,286 0,088 0,071
267 0,500 0,500 0,500 0,571 0,273 0,125



s 232 %5 %% 335333828893
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271 0,800 0,625 0,900 1,000 0,056 0,100 0,210 0,182
279 0,071
283 0,063
285 0,063
289 0,125
291 0,059 0,036
295 0,029
299 0,036

ILE03-53 N 5 4 5 7 26 9 31 10 10 2 6 18 15 20 24
156 0,400 0,250 0,400 0,429 0,154 0,306 | 1,000 1,000 0,083
159 0,200 0,500 0,500 0,571 0,058 0,333 0,290 0,417 0,111 0,167 0,042
161 0,056 0,750 0,333 0,472 0,533 0,775 0,854
164 0,154 0,167 0,065
167 0,400 0,250 0,100 0,538 0,444 0,323 0,250 0,250 0,417 0,300 0,225 0,021
17 0,016
172 0,096

ILE03-01 N 5 4 5 8 28 10 31 10 10 6 3 12 13 16 26
199 0,050
208 0,050 0,050
210 0,100
212 0,800 0,950
214 0,050 0,417 0,500 0,333 0,154 0,438 0,154
216 0,500 0,875 0,800 0,500 0,286 0,250 0,661 0,333 0,167 0,208 0,231 0,313 0,442
218 0,500 0,100 0,500 0,643 0,700 0,339 0,167 0,167 0,417 0,462 0,156 0,192
220 0,071 0,167 0,077 0,031 0,212
227 0,083
229 0,063
247 0,125 0,100
256 0,042 0,077

ILE04-06 N 5 4 5 7 28 8 31 10 10 3 9 25 22 19 20
189 0,050
191 0,036 0,375 0,016 0,023
193 0,050 0,023
194 0,389 0,500 0,864 0,474 1,000
199 0,400 0,500 0,300 1,000 0,518 0,438 0,548
201 0,600 0,375 0,600 0,429 0,188 0,435 0,500 0,350
203 0,150 0,100
205 0,050
211 0,150
213 0,100 0,200
215 0,667 0,167 0,200 0,068 0,263
217 0,125 0,100 0,100 0,100 0,333 0,056 0,200 0,211
219 0,018 0,050 0,056 0,060 0,023 0,053

221 0,050 0,333 0,040



: 83 3 523333 3 igz28 g ¢
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ILEO5-81 N 5 4 5 8 28 10 31 10 10 7 9 20 18 12 23
242 0,050
244 0,400 0,125 0,100 0,563 0,607 0,400 0,484 1,000 0,950
246 0,600 0,875 0,900 0,438 0,393 0,500 0,516
250 0,357 0,333 0,325 0,139 0,458 0,239
252 0,050 0,571 0,556 0,500 0,500 0,250 0,543
254 0,025 0,109
256 0,050 0,056 0,075 0,278 0,083 0,109
258 0,208
260 0,056 0,075 0,083
262 0,071
ILE03-86b N 5 4 5 8 28 10 31 10 10 7 " 31 23 24 26
205 0,050
209 0,200 0,125 0,563 0,643 0,450 0,677 0,600 0,550
213 0,100 0,050 1,000 1,000 1,000 1,000 0,958 0,885
215 0,350 0,400 0,021 0,115
219 0,800 0,875 1,000 0,438 0,357 0,450 0,323
236 0,021

Nota: en marrén alelos exclusivos. En verde alelos fijados. “N” es el nimero de individuos que presentaron alelos del locus en cada
poblacion. Cadigos de las poblaciones segun la Tabla 2.



Anexoll

lll. Frecuencias al¢licas por taxones del género //cx

) A |. PERADO |. PERADO | L
OCUS LELO SSP. SSP. . AZORICA
LOPEZLILLOI PLATYPHYLLA CANARIENSIS
ILE04-02 N 5 84 19 31
71 0,129
74 0,083
76 0,053
86 0,006 0,026
90 0,158
94 0,600 0,673 0,026 0,371
95 0,053
96 0,400 0,238 0,371
98 0,132
100 0,026
103 0,026
113 0,026
117 0,105
119 0,026
121 0,026
123 0,053 0,129
127 0,026
129 0,026
137 0,026
140 0,026
143 0,026
145 0,105
158 0,026
ILE04-10 N 5 85 20 92
218 0,294 0,614
220 0,027
221 0,005
223 0,071
226 0,075
228 0,875
229 0,053
231 0,200 0,235 0,050 0,283
237 0,059
243 0,800 0,159
255 0,200
ILE03-38 N 5 85 20 60
259 0,375
261 0,200 0,718 1,000 0,075
267 0,425
271 0,800 0,282 0,033

279 0,017



ANEXO Il

) A I. PERADO I. PERADO | L
OoCUs LELO SSP. SSP. . AZORICA
LOPEZLILLOI  PLATYPHYLLA CANARIENSIS
283 0,008
285 0,008
289 0,017
291 0,025
295 0,008
299 0,008
ILE03-53 N 5 82 20 85
156 0,400 0,244 1,000 0,024
159 0,200 0,262 0,094
161 0,659
164 0,091
167 0,400 0,366 0,224
171 0,006
172 0,030
ILE03-01 N 5 86 20 76
199 0,025
208 0,050
210 0,050
212 0,875
214 0,276
216 0,500 0,500 0,322
218 0,500 0,465 0,263
220 0,023 0,099
227 0,007
229 0,013
247 0,012
256 0,020
ILE04-06 N 5 84 20 98
189 0,025
191 0,060 0,005
193 0,025 0,005
194 0,653
199 0,400 0,548
201 0,600 0,375 0,425
203 0,125
205 0,025
211 0,075
213 0,150
215 0,153
217 0,012 0,100 0,107
219 0,006 0,025 0,036
221 0,025 0,041
ILE05-81 N 5 86 20 89
242 0,025

244 0,400 0,494 0,975



Anexoll

) A I. PERADO I. PERADO | L
OoCUs LELO SSP. SSP. . AZORICA
LOPEZLILLOI ~ PLATYPHYLLA CANARIENSIS
246 0,600 0,506
250 0,267
252 0,489
254 0,034
256 0,118
258 0,028
260 0,039
262 0,006
ILE03-86b N 5 86 20 122
205 0,025
209 0,200 0,570 0,575
213 0,025 0967
215 0375 0,029
219 0,800 0430
236 0,004

Nota: en marrén alelos exclusivos. En verde alelos fijados. “N” es el nimero de individuos que presentaron
alelos del locus en cada taxon.



]\/ Dcta”cs de la toma de muestras de 51’/cnc nocteolens

Colecta N°: 1 Integrantes:  Pedro Sosa
Fecha: 5 de junio del 2007 Agustin Naranjo
Edna Gonzalez
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju [Vi|Ve |Rj | Ra |ND
1 | Montafia Blanca (La parcela) 11 1520 4 19 19
2| 21—40 20 20
3| 4154 28 13 13
Ncleo 1 55—59 5 5
Trans. 60—72 13 13
Sub-Total 70 0] 0 0| 0] 0] 70
2 | Montafia Blanca (Carretera) Sub-Total 73—112 40 0|l 0| 0] 0| 0| 40
3 | Montafia Blanca (Est. Sism) Sub-Total | 113—126 14 0l 0| 0| 0] 0] 14
Total 124 0] 0| 0| 0] 0] 124
Colecta N°: 2 Integrantes:  Pedro Sosa
Fecha: 13 de julio del 2007 Gerald Oostermeijer
Edna Gonzalez
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju [Vi|Ve |Rj | Ra |ND
4 | Montafia Blanca (La parcela) 127—204 78] 2601 25| 26] 1] O] O
ColectaN®: 3 Integrantes:  Gerald Oostermeijer
Fecha: 16 de julio del 2007 Eduardo Carqué
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta. .. Exc. | Total Ju [ Vi [ Ve | Rj | Ra [ND
5 | Pico Viejo (interior del crater) 205—334 130 27| 30| 23| 25| 25 0
Colecta N°: 4 Integrantes:  Edna Gonzalez
Fecha: 22 de agosto del 2007 Eduardo Carqué
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta. . Exc. | Total Ju [Vi[Ve |Rj | Ra |ND
6 | Montafa Blanca (La Parcela) 335—384 50 0| 0] 0] 25| 25 0




ColectaN°®: 5 Integrantes: Eduardo Carqué
Fecha: 18 de octubre del 2007
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju | Vi [ Ve | Rj | Ra [NID
7 | Montafa Blanca (La Parcela) 385—419 35/ 0/ 0] 0] 0] 3] 0
8 | Pico Viejo 420—422 3] 0] 0 0] 0 3] O
Total 38| 0| 0] 0] 0] 38| 0
Colecta N°: 6 Integrantes: Eduardo Carqué
Fecha: 11 de junio del 2008 Pedro Sosa
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju | Vi [ Ve | Rj | Ra |[NID
9 | Montafa Blanca (La Parcela) 423—486 63| 63| 0] 0/ 0] 0] O
10 | Pico Viejo 425 1 11 0] 0] 0] 0] O
Total 64| 64| 0] 0] 0] 0] O
Colecta N°: 7 Integrantes: Eduardo Carqué
Fecha: 5 de agosto del 2008 Pedro Sosa
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju [ Vi Ve | Rj [ Ra [NID
11 | Montafia Blanca (La Parcela) 487—578 92| 921 0] 0] 0] 0] O
12 | Pico Viejo 579 —580 2| 2/ 0] 0 0] 0 O
Total 94| 94| 0] 0] O] 0] ©
ColectaN°: 8 Integrantes: Eduardo Carqué
Fecha: 1 de octubre del 2008
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta. .. Exc. | Total Ju [ Vi| Ve | Rj | Ra [NID
13 | Pico Viejo 581 —605 25| 0| 0] 0] 0] 25| 0
Total 25| 0| 0] 0] 0] 25| ©
Colecta N°: 9 Integrantes: Eduardo Carqué
Fecha: 3 de diciembre del 2008 Pedro Sosa
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju [ Vi Ve | Rj [Ra [NID
14 | Montafia Blanca (La Parcela) 606—625 200 20 0] 0 O] 0] O
Total 20 20| 0] 0] O] 0] ©




ColectaN°: 10 Integrantes: Eduardo Carqué
Fecha: 6 de junio del 2009 Pedro Sosa
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju [ Vi| Ve | Rj | Ra [NID
15| Pico Viejo 626—649 24| 24| 0] 0] 0] 0] O
16 | Montafia Blanca 650—672 23] 23 0 0] O] 0] O
Total 47| 471 0| 0] O] 0] O
Colecta N°: 11 Integrantes: Eduardo Carqué
Fecha: 17 de diciembre del 2009 Edna Gonzélez
Desde ... Estadios
Pobl. Nombre Trans. hasta... Exc. | Total Ju [ Vi Ve | Rj | Ra |NID
15| Pico Viejo 673—720 48| 48| 0| 0, 0] 0] ©
16 | Montafia Blanca 7215749 29 29| 0 0] O] 0] O
Total 770 771 0] 0] 0] 0] O
Total Estadios
Gran Total a la fecha: (12 de enero del 2010) Ju | Vi|Ve|Rj|Ra|ND
747 | 355| 55| 49| 51113124

* Muestras 8 y 48 extraviadas!



V. Frecuencias alélicas en 5/’/cnc nocteolens por Poblacic’m

Montaiia Pico

Locus Alelos Blanca Viejo

SNO01 N 118 129
176 0,027
182 0,016

184 0,119 0,357
186 0,653 0,190
188 0,157 0,341

190 0,050
201 0,013 0,012
207 0,008
211 0,004

213 0,055

SN02 N 126 126

114 0,008 0,060
130 0,012
138 0,012
142 0,151 0,012
144 0,012
147 0,004

149 0,044

152 0,079 0,056
154 0,369 0,417
156 0,238 0,095
158 0,067 0,004

160 0,028
162 0,004
164 0,008 0,012
168 0,004
172 0,004 0,016
174 0,016

176 0,004 0,016
178 0,004 0,044

180 0,040
182 0,008 0,008
185 0,024
187 0,004 0,052
189 0,016
191 0,044

193 0,004

221 0,004



Montaiia Pico
Locus Alelos

Blanca Viejo
SNO06 N 127 128

171 0,059
173 0,012
175 0,004
179 0,004
181 0,039
183 0,023

185 0,035 0,027
187 0,453 0,434
189 0,102 0,145
191 0,004 0,012
195 0,027
197 0,106 0,020
199 0,055 0,012
201 0,063
203 0,150 0,066
205 0,020 0,066

207 0,004
209 0,031
211 0,004
227 0,008
229 0,008
231 0,008
SN14 N 106 123
66 0,061 0,073
68 0,236 0,244
70 0,033 0,024
74 0,033 0,004
76 0,085 0,089
78 0,142 0,191
86 0,008
88 0,146
90 0,401 0,207
92 0,009
100 0,012
SN20 N 126 129

226 0,448 0,043
228 0,091 0,252
230 0,139 0,221
232 0,321 0,481
234 0,004

SN21 N 120 112
156 0,429



Montana Pico
Blanca Viejo

158 0,104 0,009
160 0,000 0,018

Locus Alelos

168 0,063

170 0,058 0,036
172 0,116
174 0,033 0,134
176 0,156
178 0,018
182 0,049

184 0,004 0,027
186 0,029 0,156
188 0,076
190 0,108

192 0,046 0,004
194 0,063 0,054
196 0,018
198 0,029 0,022
201 0,033 0,045
204 0,054

206 0,009

Nota: en marron alelos exclusivos. “N” es el nimero de individuos
que presentaron alelos del locus en cada poblacién.




V). Frecuencias alélicas en 5/’/cnc nocteolens por estadios

Locus  Alelo MB-JU MB-VI MB-VE MB-RJ MB-RA PV-JU PV-VI PV-VE PV-RJ PV-RA
SNO1 N 24 22 23 24 25 26 30 23 25 25
176 0,058 0,033 0,020 0,020
182 0,050 0,020
184 0042 0136 0130 0,167 0,120 0,365 0,317 0,348 0,360 0,400
186 0,771 0682 0565 0625 0620 0250 0,150 0,430 0,260 0,160
188 0125 0,159 0,152 0,167 0,180 = 0,308 0,383 0,391 0,280 0,340

190 0,019 0067 0,065 0060 0,040
201 0,021 0,040 0,065

207 0,040
211 0,022

213 0,042 0023 0130 0,042 0,040
SN02 N 26 24 26 26 24 26 30 20 25 25

114 0,019 0,021 0,068 0,083 0,00 0,040 0,020
130 0,020 0,040
138 0,075

142 0,192 0,104 0135 0231 0,083 @ 0,019 0,017 0,020
144 0,033 0,020
147 0,021

149 0,058 0,067 0,060 0,020
152 0,09% 0042 0058 0019 0,188 = 0,038 0,067 0,060 0,100

154 0250 0542 0404 0346 0313 038 0400 0500 0420 0,400
156 0269 0229 0250 0231 0208 @ 0,077 0,083 000 0,00 0,120

158 0,058 0,021 0058 0,09 0,104 0,020
160 0,038 0,017 0,050 0,020 0,020
162 0,017
164 0,019 0,021 | 0,019 0,017 0,020
168 0,017
172 0,019 0,040 0,040
174 0,017 0,020 0,040
176 0,021 0,017 0,025 0,020 0,020
178 0,019 0,077 0,017 0,050 0,060 0,020
180 0,115 0,060 0,020
182 0,019 0,019 0,025 0,020
185 0,019 0,083
187 0,019 0,068 0,050 0,075 0,040 0,040
189 0,038 0,040
191 0,077 0,021 0,058 0,063
193 0,019
221 0,019

SN06 N 26 24 26 26 25 25 30 23 25 25

171 0,038 0,021 0058 0,038 0,140



Locus  Alelo MB-JU MB-VI MB-VE MB-RJ MB-RA PV-JU PV-VI PV-VE PV-RJ PV-RA
173 0,038 0,021

175 0,022

179 0,021

181 0,040 0,033 0,043 0,080
183 0,067 0,040

185 0,063 0019 0,058 0,040 | 0,020 0,033 0,043 0,040

187 0538 0438 0558 038 0340 | 0320 0433 0391 0480 0,540
189 0,09% 0063 0077 009 0180 = 0180 0,067 0,261 0,20 0,120

191 0,019 0,017 0,022 0,020
195 0,040 0,017 0,022 0,040 0,020
197 0,115 0,167 0077 0,115 0,060 0,017 0,022 0,060
199 0,038 0,063 0038 0077 0,060 | 0,040 0,022

201 0,080 0,067 0,043 0,060 0,060
203 0115 0125 0135 0192 0,180 | 0,080 0,083 0,022 0,140

205 0019 0021 0019 0,038 0,100 0,083 0,043 0,080 0,020
207 0,020

209 0,040 0,017 0,043 0,020 0,040
211 0,017

227 0,020 0,017

229 0,020 0,017

231 0,020 0,017

SN14 N 25 24 26 15 16 26 30 17 25 25
66 0060 0021 0058 0067 01125 0,09 0,083 0,088 0,020 0,080
68 0300 0271 0212 0,100 0250 @ 0,269 0,283 0,206 0,280 0,160

70 0,060 0,021 0,058 0,038 0,033 0,020 0,020
74 0020 0,104 0,019 0,019
76 0,080 0,125 0,135 0,031 01135 0,100 0,059 0,040 0,100
78 0,180 0,083 0,35 0400 0,219 K 0173 0217 0,176 0220 0,160
86 0,033
88 0,154 0,083 0,206 0,180 0,140
90 0300 033 038 0,733 0375 0115 0167 0206 0,220 0,340
92 0,042
100 0,059 0,020

SN20 N 26 24 26 26 24 26 30 23 25 25
226 0288 0542 0519 0442 0458 0,077 0,033 0,060 0,040

228 0,173 0063 0077 009 0042 0192 0233 0304 0320 0,220
230 009 01104 0173 0192 0125 0212 0,200 0,217 0,200 0,280
232 0442 0292 0231 0209 0375 0519 0517 0478 0420 0,460

234 0,017
SN21 N 26 24 26 25 19 23 25 16 25 23
156 0,538 0,292 0423 0,400 0,500
158 0,058 0,167 0115 0,00 0,079 0,040
160 0,022 0,020 0,043

168 0,058 0,042 0,038 0080 0,105



Locus  Alelo MB-JU MB-VI MB-VE MB-RJ MB-RA PV-JU PV-VI PV-VE PV-RJ PV-RA
170  0,09% 0063 0058 0040 0026 0,043 0,020 0,063 0,020 0,043

172 0,152 0,180 0125 0,080 0,043
174 0,063 0,077 0026 0152 0,100 0,094 07140 0,174
176 0,130 0,160 0,188 0,140 0,174
178 0,020 0,040 0,022
182 0,022 0,020 0,063 0,100 0,043
184 0,019 0,022 0,040 0,031 0,043
186 0,038 0,042 0,060 0239 0,220 0,094 0,060 0,152
188 0,065 0120 0,063 0,060 0,065
190 0058 0125 009 0,160 0,105

192 0,058 0042 0019 0040 0,079 0,031

194 0,058 0,083 0038 0060 0079 | 0022 0020 0,094 0060 0,087
196 0,022 0,031 0,020 0,022
198 0,042 0,038 0,060 0,022 0,020 0,031 0,020 0,022
201 0,038 0,042 0,077 0,022 0,020 0,094 0,080 0,022
204 0,065 0,020 0,120 0,043
206 0,040

Nota: en marron alelos exclusivos. “N” es el nimero de individuos que presentaron alelos del locus en cada estadio por poblacion.



ANEXO VI

\/” Frecuencias al¢licas en Parcntclas de 5 nocteolens

Madres Plantulas = Madres Plantulas
MB MB PV PV

SNO01 N 12 149 5 40
184 0,042 0,074 0,600 0,613
186 0,875 0,836 0,100 0,250
188 0,083 0,091 0,300 0,113

Locus Alelos

190 0,013
201 0,013
SN02 N 12 140 2 23
114 0,250 0,196
142 0,250 0,211 0,022
144 0,004
147 0,007
149 0,042 0,025
152 0,029

154 0,417 0,429 0,250 0,391
156 0,125 0,139 0,250
158 0,042 0,029

160 0,022
172 0,004
178 0,196
180 0,065
182 0,042 0,007
185 0,022
187 0,022
189 0,250 0,065
191 0,042 0,064
193 0,007
221 0,042 0,046
SN06 N 12 146 5 38
171 0,083 0,079
173 0,007
175 0,013
185 0,042 0,045 0,500 0,118
187 0,542 0,568 0,400 0,632
189 0,083 0,048 0,013
191 0,003
195 0,003
197 0,042 0,010
199 0,007
201 0,013
203 0,125 0,151 0,100 0,132
205 0,034 0,039
207 0,013

217 0,003



Ao VI

Madres Plantulas = Madres Plantulas

Locus Alelos MB MB PV PV
219 0,083 0,031
221 0,007
227 0,003 0,013
229 0,013
SN14 N 12 130 2 27
66 0,083 0,058 0,093
68 0,292 0,277 0,130
70 0,125 0,127
74 0,042 0,015
76 0,125 0,127 0,093
78 0,167 0,181 0,019
86 0,019
88 0,500 0,389
90 0,167 0,215
92 0,500 0,259
SN20 N 12 145 1 37
226 0,458 0,428 0,122
228 0,083 0,097 0,500 0,149
230 0,083 0,100 0,081
232 0,375 0,372 0,500 0,554
234 0,003 0,095
SN21 N 11 134 1 23

143 0,045 0,049
156 0,455 0,429
158 0,091 0,093

164 0,011
168 0,034
170 0,182 0,104 0,065
172 0,500 0,304
174 0,007 0,130
176 0,004 0,500 0,435
186 0,045 0,060 0,022
188 0,004
190 0,045 0,052
192 0,045 0,052
194 0,045 0,060 0,022
196 0,011
198 0,045 0,030
201 0,022

Nota: en marron alelos exclusivos. “N” es el nimero de individuos que presentaron alelos del locus
en cada grupo.



ANEXO VIlI

V”] Dia rama del protocolo de clonacién
8 P

Crear las reacciones de ligado e incubar a temperatura ambiente

por una hora o a 4 °C toda la noche.

Descongelar las células competentes sobre hielo. Afiadir 50 ul de
células competentes a 2 pl de la reaccion de ligado. Incubar en hielo

por 20 minutos.

Llevar a choque térmico por 45 — 50 minutos a exactamente 42 °C.

Incubar en hielo por 2 minutos.

Afadir el medio SOC. Incubar por 1,5 horas a 37 °C con agitacion.

Sembrar en platos con medio LB enriquecido con IPTG y X-Gal.

Seleccionar las colonias blancas.



ANEXO IX

IX. Frecuencias alélicas en las Poblacioncs de Sorbus aria

Locus ALELo GYCT COBP EYMP PGAP LANP EPNP PNCA PNAI PNPE PNSN TotAL
SA01 N 12 4 13 11 59 6 18 68 87 141 419

212 0,103 0,046 0,026
216 0,147 0,012 0,026
218 0,046 0,010
222 0,333 0,029 0,012 0,106 | 0,053
226 0,333 0,500 0,615 0,636 0,525 0,500 0,333 0,191 0,115 0,114 | 0,239
228 0,333 0,059 0,092 0,043
230 0,333 0,221 0,230 0,660 | 0,320
232 0,059 0,046 0,121 | 0,060
234 0,103 0,022
235 0,333 0,103 0,046 0,036
236 0,044 0,069 0,022
238 0,035 0,007
4 0,015 0,002
242 0,029 0,103 0,026
250 0,035 0,007
252 0,012 0,002
254 0,500 0,385 0,364 0,475 0,500 0,100
SA02 N 11 9 18 15 87 9 12 70 109 156 | 496
270 0,057 0,138 0,038
274 0,114 0,019 | 0,022
276 0,043 0,220 0,054
284 0,229 0,101 0,054
287 0,129 0,028 0,006 | 0,026
289 0,364 | 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,100 0,110 0,128 | 0,179
291 0,086 0,147 0,314 | 0,143
293 0,273 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,099
295 0,364 0,029 0,012
297 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,009 0,282 0,184
300 0,057 0,008
301 0,500 0,071 0,119 0,032 | 0,059
305 0,043 0,006
307 0,014 0,002
309 0,029 0,004
3N 0,500 0,028 0,192 | 0,079
313 0,026 | 0,008
323 0,018 0,004
325 0,083 0,018
SA03 N 12 9 12 9 85 9 12 70 104 148 | 470
206 0,500 0,169 | 0,066
210 0,189 | 0,060
218 0,500 0,203 | 0,077
222 0,357 0,337 0,034 | 0,138
224 0,048 0,020 0,017
225 0,333 0,333 0,333 0,333 0,318 0,333 0,122 | 0,132
229 0,043 0,019 0,011
231 0,333 0,333 0,333 0,333 0,341 0,333 0,143 0,010 0,122 | 0,160
233 0,047 0,020 | 0,015
237 0,106 0,122 | 0,062
239 0,343 0,087 0,070
243 0,043 0,058 0,019
245 0,333 0,333 0,333 0,333 0,294 0,333 0,019 0,094

249 0,071 0,317 0,081



Locus ALELo GYCT COBP EYMP PGAP LANP EPNP PNCA PNAI PNPE PNSN ToTAL
SA06 N 6 6 10 10 56 6 15 66 93 118 | 386

248 0,030 0,086 0,026
250 0,022 0,005
254 0,133 0,212 | 0,070
255 0,061 0,022 0,016
257 0,867 0,303 0,161 0,124
259 0,500 0,500 0,100 0,107 0,030 0,054 0,052
261 0,400 0,500 0,393 0,500 0,030 0,194 0,339 | 0,244
263 0,054 0,068 0,034
267 0,318 0,151 0,119 | 0,127
269 0,030 0,065 0,021
271 0,186 | 0,057
273 0,097 0,025 | 0,031
275 0,500 0,008
27117 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500 0,022 0,119
281 0,022 0,051 | 0,021
283 0,011 0,003
285 0,197 0,022 0,039
287 0,022 0,005
SA07 N 12 9 15 15 87 9 12 72 104 122 | 457
325 0,500 0,125 0,144 0,205 | 0,120
327 0,500 0,208 0,135 0,180 | 0,125
329 0,333]0,333 0,333 0,067 0,149 0,069 0,212 0,230 | 0,177
33 0,267 0,184 0,333 0,208 0,192 0,221 | 0,186
333 0,306 0,154 0,016 | 0,088
335 0,056 0,144 0,042
337 0,333 0,333 0,333 0,067 0,149 0,010 0,066 0,077
339 0,267 0,184 0,333 0,082 | 0,072
345 0,028 0,010 0,007
347 0,333 0,009
349 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,099
SA08 N 12 9 13 10 58 6 16 72 110 150 | 456
233 0,069 0,300 0,083
243 0,014 0,002
247 0,125 0,042 0,147 | 0,059
249 0,333 0,333 0,462 0,500 0,500 0,500 0,375 0,069 0,018 0,527 | 0,311
251 0,250 0,083 0,164 0,061
253 0,125 0,004
255 0,125 0,036 0,033 | 0,024
257 0,083 0,027 0,160 | 0,072
259 0,333 0,379 0,064 0,072
261 0,333 0,462 0,500 0,121 0,500 0,028 0,055 0,070
263 0,027 0,007
265 0,056 0,118 0,007 0,040
267 0,333 0,069 0,055 0,120 | 0,072
269 0,007 | 0,002
271 0,056 0,118 0,037
272 0,431 0,009 0,070
274 0,009 0,002
287 0,333 0,077 0,009
SA0S N 12 9 18 15 87 9 18 71 105 151 | 495
161 0,010 0,002
163 0,333 0,225 0,210 0,089
165 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,119 | 0,137
167 0,172 | 0,053
169 0,333 0,192 | 0,071

173 0,056 0,008



ANEXOIX | ~235¢6~

Locus ALELo GYCT COBP EYMP PGAP LANP EPNP PNCA PNAI PNPE PNSN ToTAL

175 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,019 0,105
177 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,028 0,038 0,113
179 0,056 0,019 0,012
183 0,099 0,181 0,139 | 0,095
185 0,056 0,229 0,057
187 0,296 0,067 0,152 | 0,103
189 0,042 0,010 0,020 | 0,014
191 0,333 0,014 0,057 0,185 0,083
193 0,010 0,020 | 0,008
195 0,099 0,124 0,040
197 0,028 0,029 0,010
SA14 N 12 9 18 15 86 9 18 72 109 151 | 499
197 0,125 0,101 0,020 | 0,046
199 0,014 0,002
203 0,333 02333 0,333 0,333 0,081 0,333 0,208 0,101 0,108
205 0,256 0,306 0,349 0,164
208 0,333 0,333 0,333 0,333 0,337 0,333 0,100
210 0,014 0,055 0,053 | 0,030
212 0,119 | 0,036
214 0,333 | 0,333 0,333 0,333 0,326 0,333 | 0,333 0,037 0,139 | 0,160
216 0,018 0,007 | 0,006
218 0,097 0,046 0,199 | 0,084
220 0,184 0,159 0,088
224 0,153 0,009 0,024
226 0,333 0,069 0,101 0,285 0,130
230 0,013 | 0,004
232 0,333 0,014 0,007 | 0,016
SA191 N 12 6 18 15 87 3 18 72 101 143 | 475
212 0,333 | 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,020 0,343 | 0,206
215 0,333 0,181 0,020 0,044
222 0,028 0,004
224 0,021 0,006
230 0,014 0,002
232 0,333 0,056 0,021
234 0,333 0,333 0,505 0,238 | 0,242
236 0,333 | 0,333 0,333 0,333 0,333 0,333 0,028 0,099 0,364 | 0,234
242 0,014 0,002
246 0,167 0,278 0,333 0,333 0,333 0,014 0,088
248 0,333 | 0,167 0,056 0,028 0,069 0,032
250 0,306 0,287 0,035 0,118

Nota: en marrdn alelos exclusivos, “N” es el numero de individuos que presentaron alelos del locus en cada poblacion.



ANEXO X

X. Frecuencias alélicas de 5or17us aria segun regiones

Locus ALELO CANARIAS PENINSULA

SA01 N 105 314
212 0,035
216 0,035
218 0,013

222 0,038 0,057
226 0,524 0,143

228 0,057
230 0,427
232 0,080
234 0,029
235 0,038 0,035
236 0,029
238 0,010
4 0,003
242 0,035
250 0,010
252 0,003
254 0,400
SA02 N 149 347

270 0,055
274 0,032
276 0,078
284 0,078
287 0,038
289 0,336 0,112
291 0,205
293 0,329

295 0,027 0,006
297 0,309 0,130

300 0,012
301 0,084
305 0,009
307 0,003
309 0,006
3N 0,112
313 0,012
323 0,006
325 0,026
SA03 N 136 334
206 0,093
210 0,084
218 0,108
222 0,195
224 0,024
225 0,324 0,054
229 0,015
231 0,338 0,087
233 0,029 0,009
237 0,087
239 0,099
243 0,027
245 0,309 0,006

249 0,114



Locus ALELO CANARIAS PENINSULA

SA06 N 94 292
248 0,034
250 0,007
254 0,093
255 0,021
257 0,164

259 0,138 0,024
261 0,362 0,206

263 0,045
267 0,168
269 0,027
271 0,075
273 0,041
275 0,032

277 0,468 0,007
281 0,027
283 0,003
285 0,051
287 0,007

SA07 N 147 310

325 0,177
327 0,184

329 0,177 0,177
33 0,157 0,200
333 0,129
335 0,061
337 0,177 0,029
339 0,157 0,032

345 0,010
347 0,027
349 0,306
SA08 N 108 348
233 0,109
243 0,003
247 0,078
249 0,463 0,264
251 0,081
253 0,006
255 0,032
257 0,095
259 0,241 0,020
261 0,222 0,023
263 0,009
265 0,052
267 0,037 0,083
269 0,003
271 0,049
272 0,092
274 0,003
287 0,037
SA09 N 150 345

161 0,003
163 0,128
165 0,333 0,052
167 0,075
169 0,101

173 0,012



ANEXO X

Locus ALELO CANARIAS PENINSULA
175 0,333 0,006
177 0,333 0,017

179 0,017
183 0,136
185 0,081
187 0,148
189 0,020
191 0,119
193 0,012
195 0,058
197 0,015
SA14 N 149 350
197 0,066
199 0,003

203 0,188 0,074
205 0,148 0,171

208 0,336

210 0,043
212 0,051
214 0,329 0,089
216 0,009
218 0,120
220 0,126
224 0,034
226 0,186
230 0,006
232 0,023

SA19,1 N 141 334

212 0,333 0,153
215 0,063
222 0,006
224 0,009
230 0,003
232 0,030
234 0,344
236 0,333 0,192
242 0,003
246 0,291 0,003
248 0,043 0,027
250 0,168

Nota: en marrdn alelos exclusivos, “N” es el nimero de individuos
que presentaron alelos del locus en cada region.



X]. Listado de siglas Yy abreviaturas

A Numero medio de alelos por locus.
PCoA Analisis de Coordenadas Principales.
AELP Tipo de marcador nuclear basado en una combinacion de la variacion de los sitios de

restriccion y amplificacion de PCR (Amplied Fragment Lenght Polimorfism).
Albumina de Suero Bovino. A concentraciones superiores a 0,8 ug/ul, el BSA

BSA incrementa la eficiencia de la PCR ya que actlia como una proteina captadora de iones
que pueden ser inhibidores de la Taq polimerasa.

D Distancia genética de Nei.

DAS Distancia de alelos compartidos (Shared Alelle Distance).

Dimetilsulféxido. Sustancia que facilita la separacion de las hebras de ADN (dificil
DMSO cuando existe abundancia de enlaces GC) interrumpiendo el apareamiento de las
bases, lo cual mejora la eficiencia de la PCR.
Codigo correspondiente a cada locus en el Banco Europeo de Secuencias

EMBL N o
ucleotidicas.

Fis Coeficiente de endogamia.

Fig Coeficiente de endogamia promedio

Fsr Coeficiente de diferenciacion genética.

Fer Coeficiente de diferenciacién genética promedio.

Fsr Coeficiente de diferenciacion genética estandarizado para poblaciones de diferentes
ploidias (GenoDive).

7 Coeficiente de diferenciacion genética estandarizado promedio para poblaciones con

ST varias ploidias (GenoDive).
Gis Coeficiente de endogamia en poblaciones de diferentes ploidias (GenoDive).
c Coeficiente de diferenciacién genética promedio en poblaciones con varias ploidias
Is (GenoDive).

Ho Hipotesis nula.

He Heterocigosidad esperada.

Ho Heterocigosidad observada.

Hs Heterocigosidad en poblaciones con varias ploidias (GenoDive).

| |dentidad genética de Nei.

I Identidad genética media.

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

ISSR Marcador molecular genético (Inter-Simple Sequence Repeat).

ITS Marcador molecular genético (Internal Transcribed Spacers).

JM109 Cepa de células competentes de Escherichia coli utilizadas para clonacién de Sorbus
aria.

K NUmero de grupos inferidos en el analisis bayesiano.

LB Medio de cultivo de Luria-Bertani.
Previamente conocido como ORF (por "open reading frame"), es una regién del ADN

matK cloroplastico que esta en el intron que separa las regiones codificantes del trnK. Su
tasa de mutaciones es mas alta que el rbclL.

Na Numero medio de alelos en poblaciones de diferentes ploidias (GenoDive).
Algoritmo de agrupamiento basado en el principio de la evolucion minima en el cual el

NJ mejor arbol es aquel que minimiza la suma de las longitudes de todas las ramas
(Neighbor Joining).

P Proporcidn de loci polimérficos (porcentaje).




ANEXO XII

pb Pares de bases.

PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa (Polimerase Chain Reaction).

pGEM-T  Vector bacteriano utilizado en la clonacion de Sorbus aria.

Region del ADN cloroplastico (ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigena subunidad

rbcl
Larga).

S0C Medio de cultivo utilizado para la recuperacion de células competentes tras el choque
térmico.

SSR Microsatélites (Simple Sequence Repeats).

Tm Temperatura de hibridacion en la PCR.

Algoritmo donde el nivel de agrupamiento es determinado por la media aritmética de la
UPGMA  distancia entre cada individuo y el grupo previo y con cuyas distancias se genera un
dendrograma (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mean).
X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactopiranosido.




