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RESUMEN

El presente proyecto se centra en aplicar técnicas de biologia molecular, demograficas y de biologia re-
productiva en cuatro endemismos canarios amenazados que se encuentran total o parcialmente loca-
lizados en los parques nacionales de Canarias: Silene nocteolens Webb & Berthel. (Parque Nacional del
Teide, Tenerife); llex perado ssp. lopezlilloi (G. Kunkel) A. Hansen & Sunding (Parque Nacional Garajo-
nay, La Gomera), Sorbus aria (L.) Crantz (Parque Nacional de la Caldera de Taburiente, La Palma) y
Bencomia exstipulata Svent. (parques nacionales del Teide y Caldera de Taburiente). Se estableci6 un es-
tudio genético a través de marcadores moleculares hipervariables, microsatélites, y se determiné para
cada taxoén la variacién genética de sus poblaciones, para su posterior aplicacién en la gestién en el 4m-
bito de la Biologfa de la conservacién de estos taxones.

En Ilex perado ssp. lopezlilloi se pudo comprobar que comparte el mismo acervo genético que 1. perado
ssp. platyphylla, mientras que I. canariensis e I. azorica se diferencian considerablemente.

Para Sorbus aria, el andlisis de los nueve microsatélites polimérficos caracterizados para la especie de-
tecté una baja variacién genética en las poblaciones Canarias. Por otro lado, se observé una diferen-
ciacién genética entre las muestras de La Palma y Tenerife, asi como entre estas y las poblaciones de la
Peninsula. Entre las poblaciones de la Peninsula destaca la alta diversidad genética del Parque Nacio-
nal de Sierra Nevada. Asi mismo, cabe resefiar el cardcter triploide detectado en los ejemplares de Ca-
narias, asi como de muchas de las muestras de la Peninsula.

Departamento de Biologia, Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Campus Universitario de Tafira, 35017,
Las Palmas de Gran Canaria. Islas Canarias, Espafia.

psosa@dbio.ulpgc.es

mgonzalez@proyinves.ulpgc.es

edna.gonzalez101@doctorandos.ulpgc.es

erivero@becarios.ulpgc.es

2Departamento de Geografia. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, C/Pérez del Toro, 1 (35017), Las Palmas
de Gran Canaria. Islas Canarias, Espafia.

anaranjo@dgeo.ulpgc.es

SInstitute for Biodiversity and Ecosystem Dynamics (IBED) University of Amsterdam Postal address: P.O. Box 94062,
1090 GB Amsterdam, Holanda.

Oostermeijer@science.uva.nl

tvanhengstum@gmail.com

“Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Fisiologfa. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Campus
Universitario de San Cristobal. Avda. Maritima Sur, s/n, 35016, Las Palmas de Gran Canaria. Islas Canarias, Espafia.
ipestano@dbbf.ulpgc.es

225



Sosa, P. Ay coLs. «Biologifa de la conservacién de endemismos vegetales de los P. N. canarios»

Los cinco microsatélites aislados y caracterizados para Silene nocteolens permitieron determinar los ni-
veles de diversidad y diferenciacién genética existente entre las dos tinicas poblaciones naturales de la
especie. Igualmente, estos marcadores moleculares revelaron la existencia de un alto grado de endo-
gamia, sobre todo en los primeros estadios vitales, fruto de la posible autofecundacién. Asi mismo, se
observé que el coeficiente de endogamia disminuye a lo largo de los distintos estadios vitales de la es-
pecie y que estd proporcionalmente relacionado con la tasa de mortalidad registrada.

Los experimentos de biologfa reproductiva en Bencomia exstipulata determinaron que el viento es el
principal dispersor del polen de la especie.

En general se discuten los resultados en el marco de la biologfa reproductiva para determinar un plan
de actuacién y manejo consensuado y coordinado bajo criterios cientificos dentro del contexto de la
biologia de la conservacién.

Palabras clave: Biologia de la Conservacién; Demografia Vegetal; Diversidad Genética; parques na-
cionales de Canarias; Plan de Recuperacién.

SUMMARY

The present project proposes apply and coordinate techniques of Molecular Biology, Demography and
Reproductive Biology on four vegetal threatened species from the Canary Islands: Silene nocteolens
Webb & Berthel. (Teide National Park, Tenerife); llex perado ssp. lopezlilloi (G. Kunkel) A. Hansen &
Sunding (Garajonay National Park, Gomera), Sorbus aria (L.) Crantz (Caldera de Taburiente National
Park, La Palma) and Bencomia exstipulata Svent. (Teide and Caldera de Taburiente National Parks).

A genetic study was carried out using a highly polymorphic molecular marker, microsatellite, genetic
variation of each population was determinate, in order to apply it in the management strategies within
the Conservation Biology context.

llex perado ssp. lopezlilloi and 1. perado ssp. platyphylla shared the same genetic pool; whereas I. canarien-
sis and I. azorica have strong genetic differentiation.

Genetic analysis of the nine polymorphic microsatellite loci characterized in Sorbus aria showed a low
genetic variation in the populations from the Canary Islands. On the other hand, there were genetic dif-
ferentiations among La Palma and Tenerife populations, as well as, among these and those popula-
tions from the Peninsula. In regard to peninsula populations, a high genetic diversity was detected in
the Sierra Nevada National Park. Also, a triploid pattern was recorded in the samples from the ca-
naries, as well as, many individuals from the Peninsula.

Genetic diversity and differentiation in the two natural populations of Silene nocteolens were estimated
using the five microsatellites loci isolated and characterized for the species. Equally, these molecular
markers showed a high inbreeding degree, mainly in the first stages, due to selfing. Also, we observed
that inbreeding coefficient decreases along the different vital stages of the species, and possibly is re-
lated with the mortality rate recorded.

Reproductive Biology analysis in Bencomia exstipulata showed that the wind is the principal pollen dis-
perser.
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In general, results are discussed within the reproductive biology context, in order to suggest manage-

ment strategies.

Key words: Conservation Biology, plant demography, genetic diversity, Canary Islands National Parks,

reinforcing strategies.

INTRODUCCION

Es un hecho ampliamente reconocido que las islas
ocednicas, como el archipiélago canario, son exten-
siones territoriales que atesoran una gran diversi-
dad bioldgica; muchas veces exclusiva de cada isla
en particular. Esa amplia diferenciaciéon biolégica
no evita que las poblaciones de especies singulares
y el nimero de individuos en cada poblacién sean
reducidos, razén por la cual se encuentran con
algin grado de amenaza y es inminente actuar
antes de que la erosion genética impida conservar
su riqueza alélica (FERNANDEZ-PALACIOS &
MARTIN ESQUIVEL 2001, FRANCISCO-
ORTEGA & SANTOS 2001, SOSA et al. 2002, BA-
TISTA et al. 2004, GONZALEZ-PEREZ et al. 2009,
GONZALEZ-PEREZ et al. 2009b).

En este sentido, en el Catdlogo de Especies Ame-
nazadas de Canarias (CEAC 2000) del Gobierno
de Canarias se han inscrito 262 taxones vegeta-
les, de los que 74 se han catalogado en su madxima
condicién de amenaza (peligro de extincion).

En estas circunstancias, el estado de alta vulne-
rabilidad de las poblaciones de buena parte de
estos endemismos canarios, no sélo es debido al
impacto antrépico, sino también consecuencia de
la propia dindmica de las poblaciones con un re-
ducido nimero de individuos. En ellas, los feno-
menos de aislamiento y consanguinidad son
muy acusados, siendo por tanto imprescindible
redoblar los esfuerzos y desarrollar programas y
proyectos de conservacién que eviten que la ero-
sién genética en estos endemismos se torne irre-
versible, exhiban procesos de regresién por
inestabilidad genética y/o demogréfica, dando
lugar de esta manera a la extincién local de sus
poblaciones (SILVERTOWN & CHARLES-
WORTH 2001, FRANKHAM et al. 2002, SOSA et
al. 2002, OOSTERMEIJER et al. 2003).

En un proyecto de conservacién es necesario por
un lado averiguar el grado y el nivel de la varia-
cién genética de las especies, al mismo tiempo
que determinar como esa diversidad se distri-
buye y se estructura en el espacio y en el tiempo.
También es fundamental precisar las causas rea-
les y potenciales que originan (o han originado)
esos niveles y estructuracién genética en las po-
blaciones estableciendo las medidas y pautas ne-
cesarias para maximizar el mantenimiento de
dicha diversidad genética en las poblaciones na-
turales, y minimizar las razones que originan su
disminucién (SOSA 2001, SOSA et al. 2002). Exa-
minar pues, la diversidad genética de las pobla-
ciones naturales e identificar y ordenar las
fuerzas y factores evolutivos responsables que
expliquen la arquitectura genética de las mismas
(seleccién natural, mutacién, deriva y flujo gené-
tico) constituye un aspecto fundamental en la
conservacion biolégica. Cualquier cambio en la
distribucién de la diversidad genética puede des-
truir adaptaciones locales o romper complejos y
asociaciones genéticas coadaptadas (SILVERS-
TOWN & CHARLESWORTH 2001, SOSA 2001,
SOSA et al. 2002).

Uno de los mds recientes instrumentos utilizados
en la conservacién genética de las poblaciones na-
turales son los marcadores moleculares, que nos
permiten medir la diversidad genética en una am-
plia variedad de especies mostrando en ocasiones
altos niveles de polimorfismo y numerosos alelos
por locus, como es el caso de los microsatélites.
Ademds, el cardcter codominante de los microsa-
télites desvela el genotipo completo de los indivi-
duos, sin encubrimientos a causa de caracteristicas
dominantes (GOLDSTEIN & SCHOLOTTERER
1999, FRANKHAM et al. 2002).

Son muchos los estudios que aplican esta técnica
en especies amenazadas y, de ellos, gran cantidad

se centra en el descubrimiento y comparacién de
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genotipos de especies vegetales. En las islas Ca-
narias esta metodologia se ha implementado
para la caracterizacion genética de especies ame-
nazadas como Bencomia exstipulata (GONZALEZ-
PEREZ et al. 2004a, GONZALEZ-PEREZ et al.
2009a), Myrica rivas-martinezii (GONZALEZ-
PEREZ et al. 2008) y Sambucus palmensis (SOSA et
al. sometido) entre otras.

Por otro lado, la determinacién de los aspectos re-
productivos y demogréficos constituyen los dos
pilares complementarios a la caracterizaciéon gené-
tica, mediante los cuales nos permitirdn disponer
de un método cientifico que contribuya a la con-
servacion biolégica de las especies amenazadas.

Taxones estudiados:

llex perado ssp. lopezlilloii (G. Kunkel) A. Hansen
& Sunding (Aquifoliaceae).

Ilex perado ssp. lopezlilloii es un endemismo exclu-
sivo de La Gomera donde se localizan escasos in-
dividuos en el interior del Parque Nacional de
Garajonay (BANARES ef al. 2003, 2004). Ademas,
y también en la Gomera, existe una segunda loca-
lidad (de 16 ejemplares), fruto de las actuaciones
de recuperacién del taxén que se han desarrollado
en el Parque Nacional, y que procede de indivi-
duos obtenidos mediante propagacién asexual
(BANARES et al. 2003, 2004). Las causas de la es-
casez de este taxén podrian relacionarse con su
aprovechamiento maderero y su interés forrajero
en el pasado. Asi mismo, el caracter dioico y la
existencia de solo tres pies femeninos en condi-
ciones naturales suponen una barrera en princi-
pio, insalvable para la reproduccién sexual, de tal
forma que las multiples colectas de frutos realiza-
das muestran una inexistencia de embriones. No
obstante, los ensayos de propagacién de estaqui-
llas exhiben mejores resultados, sobre todo
cuando han sido realizados sin tratamiento previo
hormonal (50% de éxito). El taxdn se encuentra
clasificado como “En Peligro de Extincién” en el
Catdlogo de Especies Amenazadas de Canarias
(CEAC 2000), en el Libro Rojo de la Flora Vascular
Amenazada de Espafia (BANARES et al. 2004), y
se propone su inclusién en la Directiva de Habi-
tats como especie prioritaria (VVAA 2000, BANA-
RES et al. 2004).
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Sorbus aria (L) Crantz (Rosaceae)

El peralillo de cumbre se distribuye en Canarias
exclusivamente en las islas de Tenerife y La Palma
debido a que estd presente en zonas de alta mon-
tafia. Su distribucién es amplia en la Peninsula
Ibérica y norte de Africa, con citas en todos los
macizos montafiosos. Crece casi siempre en forma
de individuos aislados, con pies separados entre
si grandes distancias y mds raramente en rodales
de unos pocos individuos. En Canarias se ha des-
crito un escaso nimero de ejemplares, contabili-
zédndose unos 50 individuos en La Palma muy
aislados y ocupando un drea considerablemente
amplia, dentro y cerca de los limites del Parque
Nacional (MMA 2003); mientras que en Tenerife,
entorno a menos de 10 ejemplares se localizan ex-
clusivamente en el interior del Parque Nacional
del Teide, estando también sus individuos consi-
derablemente aislados. Por ello, la especie se en-
cuentra catalogada en el Catédlogo de Especies
Amenazadas de Canarias (CEAC 2000) como “De
Interés Especial”. Desde un punto de vista repro-
ductivo florece en el mes de mayo y sus flores son
polinizadas por insectos, sobre todo por abejas y
dipteros, aunque posiblemente una parte impor-
tante de la produccién de frutos se lleve a cabo
por apomixis y partenocarpia a partir de primor-
dios seminales sin fertilizar. La dispersién de se-
millas es llevada a cabo por aves frugivoras,
siendo la tasa de germinacién en condiciones ex-
perimentales muy baja, no superando el 15%
(CABEZUDO et al. 2000, BANARES et al. 2004).
La especie se encuentra incluida en el Plan de
Conservacién del Habitat de Cumbre del Parque
Nacional de la Caldera de Taburiente y se consi-
dera de gran interés establecer un estudio gené-
tico que permita comparar sus poblaciones con
las del Teide (MMA 2003).

Silene nocteolens Webb & Berthel.
(Caryophyllaceae)

La conejera de risco es un endemismo de la isla de
Tenerife. Crece exclusivamente en el Parque Na-
cional del Teide donde se presenta solamente en
dos localidades en sectores de alta montafia con
un ntmero de efectivos relativamente bajo: Mon-
tafia Blanca con unos 756 individuos y Pico Viejo
con unos 60 (BANARES et al. 2004). La poblacién
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de Montafia Blanca se encuentra bajo una apa-
rente estabilidad, observdndose en los dltimos
afios un lento proceso expansivo de la misma. La
especie en estudio se encuentra catalogada como
“En Peligro Critico” por la UICN. Dispone ade-
mas de otras figuras de protecciéon en el Convenio
de Berna y en el Catdlogo de Especies Amenaza-
das de Canarias donde aparece como “Sensible a
la Alteracién del Héabitat”. También se incluye en
el Anexo I de la Orden del Gobierno de Canarias
20/02/91 (BANARES et al. 2004). Se cree que las
poblaciones se han visto mermadas debido a de-
predacién por los herbivoros (muflén y conejos)
que destruyen las plantas en bisqueda de sus ra-
ices rizomatosas (Informe técnico, Parque Nacio-
nal El Teide; sin publicar).

Bencomia exstipulata Svent.
(Rosaceae-Sanguisorbeae)

Pertenece a la seccion Bencomiella asociada a eco-
sistemas secos, constituye un endemismo relegado
a las cumbres de Tenerife y La Palma, en los par-
ques nacionales del Teide y Caldera de Taburiente,
donde se integra en las comunidades rupicolas de
Greenovio-Aeonietea Santos 1976 del matorral de alta
montafia canaria, por encima de los 2.000 metros
de altitud. El Rosal del Guanche se encuentra re-
presentado por tan s6lo dos poblaciones situadas
en piedemontes y escarpes practicamente inacce-
sibles, una con 52 individuos en la isla de Tenerife
(Tiro del Guanche; Parque Nacional del Teide) y; la
otra, con 21 individuos en La Palma (Barranco de
Tajodeque; Parque Nacional de La Caldera de Ta-
buriente). Se encuentra clasificada en Peligro de ex-
tincién en el Catdlogo Especies Amenazadas de
Canarias ademads de estar incluida en la Directiva
Habitat y el Convenio de Berna (BELTRAN et al.
1999). La especie ha sido estudiada genéticamente
mediante microsatélites (GONZALEZ PEREZ et al.
20044a, 2009a), encontrandose unos mayores nive-
les de diversidad genética en la poblacién natural
de La Palma que en la de Tenerife, a pesar de que
esta ultima alberga més del doble de individuos
naturales que en la primera. No obstante, los nive-
les de variabilidad genética disminuyen conside-
rablemente al analizar los individuos restituidos,
lo cual demuestra la existencia de un cuello de bo-
tella muy importante en dichas poblaciones, exis-
tiendo por tanto la necesidad de incluir individuos

genéticamente diferentes en nuevas restituciones
(GONZALEZ-PEREZ et al. 2009a).

Objetivos

El objetivo global del presente proyecto es deter-
minar la variabilidad, el grado de diferenciacién
y el nivel de estructuracién genética en las pobla-
ciones naturales de Ilex perado ssp. lopezlilloi, Silene
nocteolens y Sorbus aria del archipiélago canario.
Ademas de establecer un andlisis de la Biologia re-
productiva de Bencomia exstipulata del Parque Na-
cional del Teide. De esta forma, y con los
resultados obtenidos, se espera contribuir a la Bio-
logia de la Conservacién de estos endemismos ve-
getales incluidos en los dominios de los parques
nacionales canarios. Por otro lado, los objetivos es-
pecificos de este proyecto han consistido en:

1. Buscary desarrollar microsatélites que permi-
tan identificar y diferenciar con rapidez, de
forma objetiva y sin ambigiiedades la identi-
dad genética de los individuos de las especies
analizadas.

2. Analizar la relacién genética entre varias es-
pecies y subespecies del género Ilex de la Ma-
caronesia para verificar el grado de
diferenciacién existente entre Ilex perado ssp.
lopezlilloi y sus congéneres mds cercanos.

3. Determinar la diversidad genética poblacional
de Silene nocteolens y comparar los niveles de
variacién y diferenciacién genética entre sus
poblaciones naturales.

4. Conocer la dindmica reproductiva de Silene
nocteolens a través de la variacién molecular,
detectada por microsatélites, de los diferentes
estadios vitales de la especie.

5. Conocer el grado de diversidad genética entre
los individuos de Sorbus aria para establecer
su acervo genético existente.

6. Determinar los mecanismos y vectores que
estdn imperando en la Biologfa reproductiva
y demogréfica de Bencomia exstipulata en las
poblaciones naturales restituidas del Parque
Nacional del Teide.
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7. Contribuir, desde la perspectiva genética a la
aplicacién y desarrollo de los posibles planes
de recuperacién que se puedan establecer en
estos endemismos amenazados.

MATERIAL Y METODOS

Muestreo
llex perado. ssp. lopezlilloii

En el presente proyecto se recolectaron 126 ejem-
plares de todas las especies y subespecies de Ilex
en Canarias y Azores, y poder establecer asi un
andlisis genético comparativo entre las mismas.
Las muestras procedian de 16 localidades situa-
das en cinco islas e incluyen las cuatro especies o
subespecies descritas hasta el momento (tabla 1):
Ilex perado ssp. platyphyla, llex perado ssp. lopezli-
lloi, Ilex azorica e Ilex canariensis (tabla 1).

Sorbus aria

Para afrontar el estudio de Sorbus aria se ha reco-
lectado un total de 198 ejemplares procedentes
de 12 localidades distintas. Las muestras de Te-
nerife (4) constituyen todos los ejemplares des-
critos en la isla. En La Palma se han registrado
unos 49 ejemplares de seis localidades separadas

«Biologifa de la conservacién de endemismos vegetales de los P. N. canarios»

geogrédficamente. Finalmente, se recogieron
muestras de cuatro localidades de la Peninsula:
Parque Nacional de Cabafieros (Extremadura),
Parque Nacional de Aigtiestortes (Catalufia), Par-
que Nacional de los Picos de Europa y Parque
Nacional de Sierra Nevada (tabla 2).

Silene nocteolens

Se ha muestreado un total de 747 individuos pro-
cedentes de las dos poblaciones naturales existen-
tes, asi como de la germinacién de semillas
recolectadas en estas (tabla 3). El estudio en esta es-
pecie se ha encaminado desde dos enfoques dife-
rentes; por un lado se pretende analizar la
diversidad genética poblacional y comparar los ni-
veles de variacién y diferenciacién genética exis-
tente entre ambas poblaciones naturales, y en
segundo lugar, conocer la dindmica reproductiva
de la especie utilizando para ello la variacién mo-
lecular detectada en los microsatélites, ademads del
grado de endogamia de los mismos atendiendo al
genotipo de los progenitores y los de su descen-
dencia. Los diferentes estadios vitales considera-
dos para llevar a cabo este segundo enfoque
fueron; juveniles (Ju): individuos inmaduros, pe-
quefios; virginales (Vi): individuos vegetativos sin
rastro de previa floracién; vegetativos (Ve): indi-
viduos vegetativos con reminiscencia de floracio-

ESPECIE LOCALIDAD coDIGO ISLA N°
llex perado ssp. lopelilloi 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
Aparcamiento 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 San Miguel 10
Lago de Fogo LAFO-A San Miguel 10
20
llex canariensis La Galeria del Barbusano JACA-C Gran Canaria 8
y Valle Hermoso y La Gomera
8
TOTAL 126

Tabla 1. Poblaciones de Ilex analizadas por taxén, localidad e isla.

Table 1. Ilex populations analyzed by taxon, locality and island.
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ESPECIE LOCALIDAD cODIGO LUGAR N2
Sorbus aria Guajara GuT Tenerife 3
Los Cachorros CaT Tenerife 1
Curva del Observatorio cort La Palma 3
Espigén del Roque ERP La Palma 5
La Parcela Grande PGP La Palma 5
El Espigén EsP La Palma 1
Los Andenes AnP La Palma 32
El Espigon del Norte ENP La Palma 3
PN. Cabafieros PNC Peninsula 6
PN. Aigiestortes PNA Peninsula 36
P.N. Picos de Europa PNP Peninsula 51
PN. Sierra Nevada PNS Peninsula 52
TOTAL 198

Tabla 2. Poblaciones de Sorbus aria analizadas.

Table 2. Sorbus aria populations analyzed.

nes pasadas; reproductor joven (R]): individuos
con flores, sin vestigios de floraciones pasadas; re-
productor adulto (RA): individuos con flores y evi-
dencia de floraciones anteriores (tabla 3).

Bencomia exstipulata
Los estudios sobre la Biologfa reproductiva y

demografia de Bencomia exstipulata se estable-
cieron tanto en las poblaciones naturales como

en las restituidas dentro del parque Nacional
del Teide.

En mayo de 2008 se procedié a determinar los
mecanismos y actores que intervenian en la po-
linizacién de la especie. Para ello se prepararon
diferentes puntos de observacién en la pobla-
cién natural y restituida del Tiro del Guanche,
y a través de un monocular de gran amplitud
(Tasco 8 x 10) se procedié a contabilizar e iden-

ORIGEN ESTADIO TOTAL
Ju Vi Ve Rj Ra S/D
Montafia Blanca 0 0 0 0 124 124
Montafia Blanca 26 25 26 1 0 0 78
Pico Viejo 27 30 23 25 25 0 130
Montafia Blanca 0 0 0 25 25 0 50
Montafia Blanca 0 0 0 0 35 0 35
Pico Viejo 0 0 0 0 3 0 3
Montafia Blanca 63 0 0 0 0 0 63
Pico Viejo 1 0 0 0 0 0 1
Montafia Blanca 0 0 0 92 0 0 92
Pico Viejo 0 0 0 2 0 0 2
Pico Viejo 0 0 0 0 25 0 25
Montafia Blanca 20 0 0 0 0 0 20
Pico Viejo 24 0 0 0 0 0 24
Montafia Blanca 23 0 0 0 0 0 23
Pico Viejo 48 0 0 0 0 0 48
29 0 0 0 0 0 29
Total 261 55 49 145 113 124 747

Tabla 3. Numero de muestras recogidas de Silene nocteolens por fecha y poblacién. Muestras recogidas segtn estadio de vida (Ju:
Juvenil, Vi: Virginal, Ve: Vegetativo, Rj: Reproductor joven, Ra: Reproductor adulto, S/D: sin determinar). Plantas madres som-

breadas.

Table 3. Number of samples collected of Silene nocteolens by date and population. Specimens collected by stage of life (Ju: Juvenile,
Vi: Virginal, Ve: Vegetative, Rj: young player, Ra: adult player, S/D: indeterminate). Mother plants shaded.
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tificar los insectos que visitaban la zona. Se de-
terminé la tasa de visita de insectos siguiendo
el método estandarizado empleado por
ARROYO et al. (1985), que consiste en la obser-
vacién durante 10 min. de los diferentes indivi-
duos que visitan la zona en durante seis
espacios de tiempo al dia (comprendiendo el pe-
riodo desde las 9:00 hasta las 17:00 h).

Ademads, se determiné la proporcién de flores
masculinas y femeninas en los ejemplares vege-
tales muestreados en las poblaciones, a la vez que
el nimero total de inflorescencias, distinguiendo
por su morfologia floral si estas eran bisexuales,
masculinas o femeninas. Por otro lado, 23 indivi-
duos elegidos al azar se sometieron a tres trata-
mientos diferentes de polinizacién que consistia
en envolver las inflorescencias femeninas en bol-
sas especiales y de diferente tamafio de didmetro
de malla, de manera que segtn el tamafio de
poro (0,41 y 1,0 mm) impidiesen la entrada de
polen transportado por el viento o la polinizacién
por insectos respectivamente. El experimento
control se realizé con inflorescencias a las que no
se instalaron bolsa alguna, permitiendo en ellas
la accién de ambos tipos de polinizacién.

Analisis de microsatélites

En el caso de Ilex se llevé a cabo el estudio de la
variabilidad genética mediante cebadores carac-
terizados por TORIMARU et al. (2004) para este
género. Ocho de estos microsatélites amplifica-
ron correctamente en las muestras de Ilex perado,
I. azérica e I. canariensis (tabla 4).

Sin embargo, para Sorbus aria’y Silene nocteolens, los
microsatélites caracterizados en otras especies del
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género (Sorbus torminalis, Silene latifolia y Silene vul-
garis) no dieron lugar a amplificacion positiva e in-
terpretable para nuestras especies. Por este motivo,
se tuvieron que caracterizar e aislar nuevos micro-
satélites para ambas especies (tablas 5 y 6).

Las amplificaciones se realizaron a partir de 20 ng
de ADN, con 10 pmol de cada cebador y 24 ul de
solucién Master Mix para PCR (Reddy-Mix, AB-
gene, Surrey, UK), que incluye 0,625 unidades de
la enzima ADN Taq polimerasa, Tris-HCl 75mM,
(NH4)250* 20 mM, Tween20 0,01%, 0,2 mM cada
dNTPy 1,5 mM 6 2,5mM de MgCl, dependiendo
del cebador. Asi mismo las condiciones generales
de amplificacién fueron: 3 min de desnaturaliza-
cién a 94 °C; 30-35 ciclos de 45 s de desnaturaliza-
cion a 94 °C, 45 s de hibridacién a la Tm
correspondiente y 45 s de elongacién a 72 °C; se-
guidos de 5 a 30 min de elongacién a 72 °C.

Para los cebadores de Sorbus aria se encontré que
algunos de los individuos analizados presenta-
ron tres alelos para un mismo locus. Este patrén
triploide se observé en todos los microsatélites
analizados, a pesar de que las citas existentes
(NELSON et al. 2002) sefialan a Sorbus aria como
una especie diploide. Aunque el subgénero aria o
“agregado de Sorbus aria” (Sorbus aria, S. graeca,
S. wilmottiana, S. rupicola, S. lancastriensis, S. emi-
nens, S. leptophylla, S. porrigentiformis, S. vexans y
S. hibérnica) comprende especies triploides y te-
traploides apomiticas.

Para determinar si los tres productos de amplifi-
cacién que se obtuvieron en las muestras de Sor-
bus aria se correspondian con verdaderos alelos
o eran artefactos de las técnicas o debido a mu-
taciones en las secuencias flanqueantes de los mi-

NOMBRE REFERENCIA ESPECIE MOTIVO

ILE03-01 Torimaru et al., 2004 llex leucoclada (CT),

ILEO3-38 Torimaru et al., 2004 llex leucoclada (AG),,

ILE03-53 Torimaru et al., 2004 llex leucoclada (GA),,

ILE04-02 Torimaru et al., 2004 llex leucoclada (TA),,A(CA),,
ILEO4-06 Torimaru et al., 2004 llex leucoclada (CT),,

ILEO4-10 Torimaru et al., 2004 llex leucoclada (GA),,

ILEO3-86b Torimaru (Com. Pers.) llex leucoclada (GA),

ILE05-81 Torimaru (Com. Pers.) llex leucoclada (AG),,

Tabla 4. Microsatélites y motivos con amplificacién positiva y polimorfismo en el género Ilex.

Table 4. Polymorphic microsatellites and motifs characterized in Ilex genus.
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LOCUS | CEBADORES/SECUENCIA (5'-3') TAMANO (PB) | MOTIVO | TM () EMBL
SA :f i%gié?%ig%éggg&c 229 (GA13 60 FN563114
SA2 E é%gé%’éﬂg@ggfgg‘@ 293 (GAN6 60 FN563115
SA3 E éﬂ’ﬁgﬁ%@%@%ﬂ%‘? 384 (GA)12 60 FN563116
o | § o, | | o | e
SA7 E :%%éf;iﬁg&%%ﬁc 334 (GA15 60 FN563118
SA8 Rl rcag ilisco 249 (M6 60 FN563119
SA9 E %%Aéﬁgg&’gﬁﬁéﬁg 174 (AG)17 55 FN563120
SA14 :S S%%Tméﬁh%ﬁgﬁgﬁg 203 (TC)30 57 FN563121

SA19.1 l’f &%E%fgﬁéﬁg%%&fg 241 (GAJ24 58 FN563122

Tabla 5. Secuencia, motivo y tamario de los nueve cebadores caracterizados para las poblaciones naturales de Sorbus aria. EMBL:
cédigo correspondiente a cada loci en el Banco Europeo de Secuencias Nucleotidicas.

Table 5. Primer sequences and characteristics of nine microsatellite loci from natural populations of Sorbus aria. EMBL: Genebank
accession of each loci in the European Nucleotide Sequence Database.

LOCUS | CEBADORES/SECUENCIA (5'-3') TAMANO (PB) | MOTIVO | TM (%C) EMBL
SNOT S TATACT 190 (AG)15 60 FN563106
SN02 | B A AAOAAGT 143 (AC)35 55 FN563107
sNos | b S e 241 (N7 55 FN563111
SNII s alalasiliocil 194 (AG)37 55 FN563108
N1z | b aac 17 (AC)10 65 FN563109
sN14 | E A o 95 (GAJ22 60 FN563110
sN2o | E CTCCCTACARCTAToAACA 166 (GT)9 60 FN563112
SN21 sl g diSS s 156 (T4 60 FN56311

Tabla 6. Secuencia, motivo y tamafio de los ocho cebadores caracterizados para las poblaciones naturales de Silene nocteolens. EMBL:
cédigo correspondiente a cada loci en el Banco Europeo de Secuencias Nucleotidicas.

Table 6. Primer sequences and characteristics of eight microsatellite loci from natural populations of Silene nocteolens. EMBL:
Genebank accession of each loci in the European Nucleotide Sequence Database.

crosatélites, se llevé a cabo la secuenciacién de utilizé para transformar células competentes
estos productos de amplificacién.

(JM109). Las colonias resultantes fueron seleccio-
nadas por la resistencia en un medio con ampici-

Para ello, los productos de amplificacién fueron lina, que otorgaba el vector plasmidico y a la no
ligados a un vector plasmidico (pGEM-T) que se expresion del gen lacZ (colonias blancas) debido
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a la insercién de un fragmento de ADN en esta
regioén del vector pldsmido.

La secuenciacién de los diferentes productos de
amplificacién confirmé que los tres picos obser-
vados en los individuos de Sorbus aria se co-
rrespondian con verdaderos alelos y su
variacién se debe a un aumento o disminucién
del ntiimero de repeticiones del motivo dentro
del microsatélite y no a mutaciones en las se-
cuencias flanqueantes.

Anilisis de datos genéticos

Los datos genéticos obtenidos para cada indivi-
duo y locus amplificado se incluyeron en una
hoja de cdlculo ExceL (Microsoft), para poste-
riormente ser tratada con el programa TRANSFOR-
MER 3B.01 (CAUJAPE-CASTELLS & BACCARI-
ROSAS 2005), que permite exportar los valores a
otros programas de andlisis genético.

La estadistica elemental de los niveles de varia-
bilidad genética: nimero medio de alelos por
locus (A), heterocigosidad observada (H, ), hete-
rocigosidad esperada (H,) y el porcentaje de loci
polimérfico (P) fueron calculados en las pobla-
ciones y taxones utilizando POPGENE 3.2 (YEH et
al. 1997). Este programa también se utilizé para
obtener los valores de identidad y distancia ge-
nética de Nei (NEI 1972).

Para Sorbus aria y debido a que su caracter tri-
ploide no se pudo determinar el nimero exacto
de copias de cada alelo en los individuos hetero-
cigéticos, por lo que los andlisis se llevaron a
cabo basandose en el fenotipo (presencia/ausen-
cia) y también mediante el programa POPGENE
3.2 (YEH et al. 1997).

El dendrograma UPGMA de las poblaciones ba-

sado en la distancia genética de NEI (1972), asi
como el Neighbour-joining basado en la distancia
de alelos DAS (CHAKRAVORTY & JIN 1995)
entre individuos fueron obtenidos utilizando Po-
PULATION 1.2.30BETA (LANGELLA 2005) y los re-
sultados graficos fueron visualizados en MEGA4
(KUMAR et al. 2001).

234

«Biologifa de la conservacién de endemismos vegetales de los P. N. canarios»

Para evaluar la diferenciacién genética entre las
poblaciones, especies o subespecies de Sorbus aria
e Ilex perado se aplicé un andlisis Bayesiano im-
plementado en el programa STRUCTURE 2.2
(FALUSH et al. 2007). Se asumié un modelo de
mezcla de poblaciones y de frecuencia alélica in-
dependiente. Se obtuvo una serie de carreras in-
dependientes para cada valor de K (el nimero de
sub poblaciones) entre 1 y 10. El andlisis consis-
ti6 en 10° periodos de prueba y una longitud de
carrera 10° réplicas. Las poblaciones o los indivi-
duos fueron asignados a un “grupo” si su pro-
porcién de pertenencia (gi) a ese grupo era igual
o mayor que el umbral arbitrario de 0,800.

La tasa de mortalidad de los diferentes estadios
vitales de Silene nocteolens se estimé mediante vi-
sitas anuales a las dos poblaciones de la especie
(Montafia Blanca y Pico Viejo). En estas visitas se
contaba el nimero de individuos que estaban en
los diferentes estadios vitales. En sucesivos afnos
se realizaron recuentos en estas mismas pobla-
ciones para determinar el ndamero de individuos
que habian pasado al siguiente estadio vital y el
numero de individuos que habian muerto desde
la dltima visita.

RESULTADOS Y DISCUSSION

Ilex perado ssp. lopezlilloi

La matriz de datos genotipicos obtenidos para
los individuos naturales de Ilex perado ssp. lopez-
lilloii analizados reveld la existencia de 5 genoti-
pos distintos.

Diversidad genética

Los diferentes indices de diversidad genética esti-
mados detectan una considerable variacién gené-
tica en los cinco individuos de Ilex perado ssp.
lopezlilloii estudiados (ENGO-L, tabla 7). En gene-
ral y atendiendo a la clasificacion taxonémica Ilex
perado ssp. platyphylla alberga los mayores niveles
de variacién genética (He=0,60), situdndose I. azo-
rica como el taxén con menor grado de variacién
(He=0,35), inferior al observado en I. perado ssp.
lopezlilloi (He=0,48) e I. canariensis (He=0,42).
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POBLACION | N2 ESPECIE ISLA A Ho He P
ENGO-L 5 I. perado ssp. lopezlilloi La Gomera 2,13 0,50 0,48 | 100,00%
SUGO-P 4 I. perado ssp. platyphylla La Gomera 2,25 0,34 0,42 100,00%
PARC-P 5 I. perado ssp. platyphylla La Gomera 2,50 0,38 0,43 87,50%
APAT-P 8 I. perado ssp. platyphylla La Gomera 1,63 0,47 0,28 62,50%
MOQU-P 28 I. perado ssp. platyphylla Tenerife 3,25 0,42 0,50 100,00%
CAFO-P 17 I. perado ssp. platyphylla Tenerife 4,13 0,43 0,61 100,00%
CRTA-P 31 I. perado ssp. platyphylla Tenerife 3,00 0,44 0,48 100,00%
Media 923 5,37 0,42 0,60 | 100,00%
TROQ-A 10 |. azorica Sé&io Miguel 3,75 0,25 0,33 62,50%
LAFO-A 10 I. azorica Sé&io Miguel 4,13 0,28 0,36 75,00%
Media 20 5,62 0,26 0,35 | 75,00%
JACA-C 8 I. canariensis Gran Canaria

La Gomera 2,38 0,48 0,42 75,00%

Tabla 7. Parametros de diversidad genética para las poblaciones del género Ilex. Numero medio de alelos por locus (A), Hetero-
cigosidad observada (H 0), Heterocigosidad esperada (H e) y Proporcién de loci polimérfico (P). “N°” es el ntimero de muestras anal-

izadas por localidad.

Table 7. Genetic diversity index of Ilex populations and species analyzed. Average number of alleles per locus (A), Observed het-
erozygosity (H, ), Expected heterozygosity (H,) and Proportion of polymorphic loci (P). “N°” is the number of individuals analyzed

per location.

Estructuracion de la Diversidad Genética

La base de datos para el andlisis bayesiano in-
cluyé 126 individuos, 8 loci y 10 poblaciones del
género llex. Las pruebas se hicieron para valores
de K=1-10, obteniéndose la maxima probabilidad
de los datos en K=5. Esto sugiere niveles de es-
tructuracién adicionales al nimero de taxones (4)
en la muestra total. Segtin 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, in-
cluyendo muchos grupos. Dado que K toma va-
lores que incrementan de acuerdo a la diferencia
de los grupos y separa primero los grupos maés
divergentes en distintos racimos, en el caso de
datos muy estructurados una segunda opcién
para escoger K es considerar el incremento suce-
sivo de la probabilidad de datos posterior (PPD)
en el aumento de los valores de K. Al evaluar el
incremento de PPD se observa un alto valor para
K=3, mientras que para K>3 el incremento en in-
formacién se hace menor y va decreciendo pro-
gresivamente. Esto significa que la informacién
obtenida a partir del cuarto grupo no es tan rele-
vante como la de los tres primeros.

La asignacién de los miembros de cada poblacién
a uno de los tres grupos definidos anteriormente
se ilustra en un histograma para las proporciones

inferidas a partir del andlisis bayesiano (fig. 1) en el
que cada linea vertical representa a un individuo,
el cual tiene tantos segmentos coloreados como
fracciones de pertenencia tenga en los grupos K.

Puesto que en este estudio se analizaron cuatro
taxones, se prevefa que las poblaciones se estruc-
turarfan en cuatro grupos correspondientes. Em-
pero, tal como se observa en el diagrama de
barras, existe una gran diferenciacién entre las
poblaciones de 1. azorica e I. canariensis (aunque
se aprecia la tendencia de siete individuos de
CAFO-P en acercarse a esta ultima poblacién);
mientras que entre las poblaciones de I. perado ssp.
platyphylla e 1. perado ssp. lopezlilloi no se visuali-
zan diferencias significativas. De hecho, andlisis
posteriores (datos no mostrados) demuestran que
cuando se escoge K=4 la separacién de estos tlti-
mos individuos de I. perado obedece mads al lugar
de procedencia de las muestras (isla de origen)
analizadas que al orden taxonémico.

Distancia e identidad genética

La tabla 8 muestra los valores de identidad y dis-
tancia genética (NEI 1972) obtenidos para las di-
ferentes poblaciones del género Ilex analizadas.
El rango de la identidad genética varia amplia-
mente desde 1=0,972, entre las poblaciones de
I. azorica (TROQ-A y LAFO-A) y 0,008 entre las
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Figura 1. Diagrama de barras para los proporciones inferidas (K=3) en el andlisis bayesiano de las poblaciones de Ilex analizadas.
Cada individuo es representado por una linea vertical, que es dividida en tantos segmentos coloreados como fracciones de perte-
nencia tenga en los grupos K. Las lineas negras separan individuos de diferentes poblaciones.

Figure 1. Bar plots for proportion of inferred from Bayesian cluster analysis (K=3) of Ilex populations analyzed. Each individual is
represented by a thin vertical line, which is partitioned into K colored segments that represent the individual’s estimated member-
ship fractions in K clusters. Black lines separate individuals from different populations.

POBLACION ESGO-L SUGO-P PARC-P APAT-P MOQU-P CAFO-P CRTA-P TROQ-A LAFO-A JACA-C
ENGO-L 0,805 0,863 0,783 0,662 0,564 0,724 0,297 0,282 0,079
SUGO-P 0,217 0,899 0,726 0,491 0,368 0,581 0,196 0,187 0,081
PARC-P 0,148 0,107 0,670 0,507 0,429 0,642 0,177 0,167 0,074
APAT-P 0,244 0,320 0,400 0,516 0,376 0,537 0,233 0,229 0,046
MOQu-P 0,413 0,711 0,680 0,662 0,774 0,899 0,489 0,479 0,151
CAFO-P 0,574 1,000 0,847 0,980 0,256 0,803 0,258 0,270 0,437
CRTA-P 0,324 0,543 0,444 0,623 0,106 0,220 0,462 0,457 0,138
TROQ-A 1,213 1,631 1,729 1,455 0,716 1,353 0,772 0,972 0,008
LAGO-A 1,264 1,678 1,792 1,474 0,736 1,309 0,784 0,029 0,017
JACA-C 2,545 2,508 2,607 3,084 1,894 0,829 1,982 4,890 4,051

Tabla 8. Identidad (arriba) y distancia (abajo) de Nei (1972) entre las poblaciones naturales del género Ilex analizadas.

Table 8. Genetic identity (above) and distance (below) between natural population of Ilex populations analyzed.

poblaciones de JACA-C (Ilex canariensis) y LAFO-
A (Ilex azorica).

Los valores de la distancia genética de NEI (1972)
sirvieron de base para la construccién del den-
drograma UPGMA por poblacién (fig.2) en el
cual se observa la importante separacién de las
poblaciones de I. canariensis (con una fortaleza
del 92%) e I. azorica (con 76% de fortaleza) del
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resto de las poblaciones estudiadas; mientras que
la disgregacién entre I. perado ssp. platyphylla e I.
perado ssp. lopezlilloi no estd lo suficientemente
marcada.

De acuerdo con este dendrograma, las poblacio-
nes de I. perado ssp. lopezlilloi estdn mds relacio-
nadas con las poblaciones de I. perado ssp.
platyphylla de La Gomera, de donde la primera
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Figura 2. Dendrograma UPGMA basado en las distancias genéticas de Nei (1972) para las poblaciones del género Ilex analizadas.
En tonos verdes 1. perado ssp. platyphyla (La Gomera), en tonos azules I. perado ssp. platyphyla (Tenerife), I. perado ssp. lopezlilloi (rojo),
L. canariensis (amarillo) e I. azorica (tonos violetas). Los c6digos corresponden con la Tabla 1.

Figure 2. UPGMA dendrograme based on Nei genetic distance (1972) of Ilex populations analyzed. In shades of green I. perado ssp.
platyphyla (La Gomera), in blues 1. perado ssp. platyphyla (Tenerife), I. perado ssp. lopezlilloi (red), I. canariensis (yellow) and 1. azorica

(violet hues). Codes correspond to those of Table 1.

subespecie es endémica. Por lo tanto, parece que
la condicién geogréfica e insular condiciona
mucho mas las diferencias genéticas entre las po-
blaciones analizadas que el rango taxonémico
que a nivel de subespecie ha separado a I. perado
ssp. lopezlilloi e I. perado ssp. platyphylla.

Un segundo arbol (Neighbour-joining) basado en
las distancias individuales DAS (CHAKRA-
VORTY & JIN 1995) se presenta en la figura 3. Otra
vez es evidente la separacién de los individuos de
L. azorica (tridngulos violdceos) e Ilex canariensis
(rombos amarillos). También es visible la mayor
afinidad de las plantas de I. perado ssp. platyphylla
de acuerdo a su isla de procedencia. No obstante,
7 individuos de la poblacién de la Casa Forestal
de Tenerife (CAFO-P1, CAFO-P2, CAFO-P3,
CAFO-P4, CAFO-P8, CAFO-P9 y CAFO-P10)
identificados como I. perado ssp. platyphylla se
mezclan con los individuos de I. canariensis (fig. 3).

Esta aproximacion genética de los individuos de
L. perado ssp. platyphylla con I. canariensis consti-
tuye un resultado inesperado, sobretodo porque
son especies completamente distintas, y a priori

bien diferenciadas, tanto morfolégicamente
como genéticamente segtin el dendrograma
UPGMA anteriormente descrito; en segundo
lugar, porque los individuos analizados de
ambas especies pertenecen a diferentes islas
(I. canariensis de Gran Canaria y La Gomera, e
L perado ssp. platyphylla de Tenerife). Aunque es
necesario incrementar el nimero de individuos
de L. canariensis para poder determinar las causas
de esta similitud genética, es factible que estos
ejemplares tengan una naturaleza hibrida que
serfa necesario comprobar en futuras investiga-
ciones.

En cuanto a I. perado ssp. lopezlilloi, este diagrama
(con algunas pocas excepciones) coincide con el
anterior agrupando los individuos de ambas su-
bespecies atendiendo a la isla de origen.

Teniendo en cuenta el estrecho parentesco gené-
tico detectado entre Ilex perado spp. lopezlilloi e I.
perado ssp. platyphylla, ya que los diferentes anali-
sis estadisticos practicados (UPGMA, NJ, STRUC-
TURE) no separan las poblaciones e individuos de
estas subespecies, la estructura poblacional de Ilex
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Figure 3. Neighbour-joining basado en la distancia entre alelos compartidos DAS (Chakravorty and Jin, 1995) de los individuos de
Ilex analizados. Los c6digos de las poblaciones se indican en la Tabla 1.

Figure 3. Neighbour-joining based on shared allele distance DAS (Chakravorty and Jin, 1995) of Ilex individuals analyzed. Popula-

tions coded are as Table 1.

perado parece estar mas relacionada con la isla de
origen de las muestras analizadas que con su ca-
tegoria taxonémica. Estos resultados parecen in-
dicar que ambas subespecies comparten el mismo
acervo genético y probablemente pueden consi-
derarse el mismo taxén. No obstante, el ndimero
de ejemplares de I. perado ssp. lopezlilloi es consi-
derablemente bajo y la inexistencia de diferencia-
cién no asegura la igualdad de ambos taxones. Sin
embargo, esta escasa diferenciacién genética entre
estos dos supuestos taxones es corroborada por
WERNER et al. (2007). Mediante la secuenciaciéon
de las regiones ITS1 e ITS2, y de marcadores ISSR,
estos autores concluyen, como en nuestra investi-
gacion, que la subespecie lopezlilloi es de un valor
taxonémico bastante dudoso.
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Por otro lado, la clara separacién (con la excep-
cién de los 7 individuos de I. canariensis proce-
dentes de la Casa Forestal en Tenerife) de los dos
taxones de Ilex afines (I. canariensis e 1. azorica)
contribuye a considerar la similitud de I. perado
ssp. platyphylla e I. perado ssp. lopezlilloi. En este
sentido, otros investigadores utilizando distintos
marcadores moleculares, han encontrado resul-
tados similares y una gran diferenciacién gené-
tica entre las poblaciones de Ilex canariensis con
respecto a Ilex perado. En los diferentes estudios
filogenéticos realizados ambas especies son si-
tuadas en clados biogeograficos diferentes (CUE-
NOUD et al. 2000, MANEN et al. 2002, MANEN
2004, SELBACH-SCHNADELBACH et al. 2009).
La discrepancia entre las filogenias realizadas
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con marcadores moleculares plastidicos y nucle-
ares es la regla general en el género, sugiriendo
que la introgresién nuclear y/o plastidica inter-
especifica ha jugado un papel importante en los
procesos de evolucién en Ilex (MANEN 2004), 1o
cual podria explicar la asociacién de los 7 ejem-
plares de I. perado ssp. platyphylla en las casa fo-
restal con I. canariensis. Obviamente la similitud
genética de ambas subespecies de I. perado con-
dicionarfa su gestién, pudiendo ser una de las re-
comendaciones, el cruzamiento controlado de
ejemplares procedentes de ambos taxones y el
andlisis de los resultados obtenidos de estos cru-
ces controlados.

Sorbus aria

Diversidad genética

Los valores de diversidad genética estimados para
las muestras de Sorbus aria de los parques nacio-
nales de Canarias muestran en general una baja
variabilidad genética (tabla 9). La escasa diversi-
dad genética en las poblaciones del Parque Na-
cional del Teide se debe posiblemente al bajo
ntmero de individuos analizados (4 ejemplares).
En el caso de las poblaciones del Parque Nacional
de la Caldera de Taburiente, a pesar de haberse
analizado un ndmero de individuos similar al de

las poblaciones de los parques nacionales de la Pe-
ninsula la diversidad genética es mucho menor
(H=0,044 y H=0,149, respectivamente). Entre las
poblaciones peninsulares destacan los altos nive-
les de diversidad genética de Sierra Nevada y los
escasos niveles de Cabafieros, aunque en este tl-
timo caso solamente se analizaron 6 ejemplares
(tablas 2y 9). En este sentido, los valores de varia-
bilidad genética detectados en las poblaciones de
los parques nacionales de la Peninsula estdn sig-
nificativamente relacionadas con el tamafio de la
muestra (r?=0,93).

La base de datos para el andlisis bayesiano incluyé
198 individuos, 9 loci y 12 poblaciones de Sorbus
aria. Las pruebas se hicieron para valores de K=1-
10, obteniéndose la mdxima probabilidad de los
datos en K=6, sugiriendo que las 12 poblaciones
analizadas se pueden agrupar en 6 grupos.

La asignacién de los miembros de cada poblacién
a uno de los grupos definidos anteriormente se
ilustra en un histograma (fig. 4) para las propor-
ciones inferidas a partir del andlisis bayesiano en
el que cada linea vertical representa a un indivi-
duo, tal y como se describi6 anteriormente.
Como se muestra en dicho diagrama de barras
las poblaciones de Sorbus aria de Canarias se se-
paran claramente de las poblaciones de la Penin-

LOCALIDAD POBLACION cODIGO Ne NF P H
Tenerife Guaijara GuT 3 0 0,00 0,000
Los Cachorros CaT 1 0 0,00 0,000
Todos P.N. Teide 4 1 0,72 0,008
La Palma Curva del Observatorio CoP 3 2 1,45 0,004
Espigon del Roque ErP 5 6 4,35 0,015
La Parcela Grande PgP 5 5 3,62 0,015
El Espigén EsP 1 0 0,00 0,000
Los Andenes AnP 32 15 10,87 0,039
El Espigén del Norte EnP 3 0 0,00 0,000
Todos P.N. Caldera Taburiente 47 18 13,04 0,044
Ciudad Real PN. Cabafieros PNC 6 6 4,35 0,014
Lleida PN. Aigiestortes PNA 36 83 60,14 0,093
Asturias P.N. Picos de Europa PNP 51 97 70,29 0,097
Granada PN. Sierra Nevada PNS 52 63 45,65 0,119
TOTAL 198 138 100,00 0,149

Tabla 9. Diversidad genética de las poblaciones de Sorbus aria analizadas. N: tamaiio de la muestra, NF: niimero de fragmentos
polimérficos, P: porcentage de loci polimérfico, H: diversidad genética (Nei 1973).

Table 9. Genetic diversity of Sorbus aria populations analyzed. N: simple size, NF: number of polymorphic fragments, P: polymor-

phic loci percentage, H: genetic diversity (Nei 1973).
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Figura 4. Diagrama de barras para los proporciones inferidas (K=6) en el analisis bayesiano de las poblaciones de Sorbus aria anal-
izadas. Cada individuo es representado por una linea vertical, que es dividida en tantos segmentos coloreados como fracciones de
pertenencia tenga en los grupos K. Las lineas negras separan individuos de diferentes poblaciones.

Figure 4. Bar plots for proportion of inferred from Bayesian cluster analysis (K=6) of Sorbus aria populations analyzed. Each indi-
vidual is represented by a thin vertical line, which is partitioned into K colored segments that represent the individual’s estimated

membership fractions in K clusters. Black lines separate individuals from different populations.

sula. Mientras que Aigtiestortes y Picos de Eu-
ropa parecen compartir ancestros comunes, los
individuos analizados del Parque Nacional de
Cabarieros estdn completamente diferenciados
del resto de parques nacionales de la Peninsula.
Asi mismo, este andlisis revela a la poblacién del
Parque Nacional de Sierra Nevada como la mas
diversa, en concordancia con los valores obser-
vados en los diferentes indices de diversidad ge-
nética (tabla 9).

Distancia e identidad genética

El dendrograma UPGMA basado en la distancia
genética de NEI (1972) (fig. 5) muestra una clara
separacion de las muestras de Sorbus aria proce-
dentes del archipiélago canario con respecto a los
ejemplares de la Peninsula. Asi mismo, dentro de
Canarias, las diferentes localidades se agrupan
atendiendo a su isla de origen. Por otro lado, las
muestras de la Peninsula se agrupan conjunta-
mente, si bien Parque Nacional de Cabarieros se
separa ligeramente del resto dentro del mismo
agrupamiento (fig. 5). No obstante, es importante
sefialar que las diferencias genéticas entre las po-
blaciones de la Palma y Tenerife son superiores a
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las encontradas entre las distintas poblaciones de
la Peninsula.

Los andlisis genéticos llevados a cabo en las mues-
tras de Sorbus aria diferencian claramente las loca-
lidades presentes en el archipiélago canario con
respecto a aquellas analizadas de la Peninsula Ibé-
rica. Estd diferenciacion genética puede ser conse-
cuencia de un cuello de botella reciente que
posiblemente ha sufrido esta especie en Canarias y
que ha dado lugar a una separacién genética de las
mismas. No descartamos, no obstante, la posibili-
dad de que Sorbus aria haya sufrido la consecuen-
cia de un efecto fundador, aunque en un caso u
otro los resultados sobre las poblaciones son equi-
valentes dando lugar a una importante diferencia-
cién genética y depauperados niveles de variacién
genética (deriva genética), tal y como se ha detec-
tado. Resultados similares se han encontrado en
otras especies endémicas de Canarias (Bencomia
exstipulats, GONZALEZ-PEREZ et al. 2009a,
Anagyris latifolia; GONZALEZ-PEREZ et al. 2009b,
etc.). Sin embargo, llama la atencién los escasos va-
lores detectados en Sorbus aria, ya que en general
los niveles de variacién genética en especies vege-
tales endémicas en Canarias suelen ser superiores
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Figura 5. Dendrograma UPGMA basado en la distancia genética de Nei (1972) de las poblaciones de Sorbus aria analizadas.

Figure 5. UPGMA dendrogram based on Nei genetic distance (1972) of Sorbus aria populations analyzed.

a los descritos en otras islas ocednicas (SOSA et al.
2002, GONZALEZ-PEREZ et al. 2004b, GONZA-
LEZ-PEREZ et al. 2009a, GONZALEZ-PEREZ et al.
2009b).

La fuerte diferenciacién genética encontrada
entre los ejemplares de Tenerife y La Palma des-
aconsejan el movimiento de individuos de una
isla a otra, con el propésito de evitar la ruptura
de la cohesién y adaptaciones locales que pue-
dan haberse desarrollados en cada isla de forma
independiente.

Por otro lado, teniendo en cuenta que Sorbus aria
ha sido descrita como una especie diploide (NEL-
SON et al. 2002), aunque el denominado “agre-
gado de Sorbus aria” comprende especies
triploides y tetraploides apomiticas, no serfa de
extrafiar que en Canarias, como en algunas de las
muestras de la Peninsula que han mostrado un
cardcter triploide, no estemos frente a Sorbus aria
sensu stricto, sino mds bien delante de uno de los
miembros triploides de este agregado, o un hi-
brido entre los anteriores. Por todo ello, conside-
ramos que una revisién exhaustiva a nivel

taxonémico de los ejemplares de Sorbus aria pre-
sentes en los parques nacionales de Canarias es
imprescindible para afrontar cualquier estrategia
de conservacién que se fuese a emprender con
este taxén en el archipiélago canario.

Silene nocteolens

Diversidad genética

Las dos poblaciones naturales analizadas mues-
tran algunas diferencias genéticas. Asi, la diversi-
dad genética detectada en la poblacién de Pico
Viejo es superior a la detectada en Montafia
Blanca, a pesar de que en la primera se analiz6 so-
lamente la mitad de ejemplares que en la segunda
(tabla 10). También se detecta en la poblacién de
Montafia Blanca, que la variabilidad genética au-
menta a medida que nos desplazamos en los dife-
rentes estadios de la planta desde descendientes
hasta reproductores jévenes. Sin embargo, esta
tendencia no es tan evidente en la poblacién de
Pico Viejo, donde los valores de He varian arbi-
trariamente segtin el estadio. Los valores globales
de diversidad genética observados en ambas po-
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POBLACION ESTADIO cODIGO Ne A Ho He P
Montafia Blanca Descendientes Sd 132 10,80 0,516 0,634 100%
Juveniles Ju 26 7,00 0,525 0,639 100%
Virginales Vi 24 7,20 0,610 0,666 100%
Vegetativos Ve 26 7,40 0,637 0,685 100%
Reproductores jovenes Rj 26 6,60 0,693 0,709 100%
Reproductores adultos Ra 36 7,60 0,608 0,684 100%
Total Poblacién 270 7,70 0,598 0,669 100%
Pico Viejo Descendientes Sd 24 7,00 0,556 0,694 100%
Juveniles Ju 26 9,60 0,680 0,765 100%
Virginales Vi 30 11,20 0,721 0,756 100%
Vegetativos Ve 23 8,60 0,645 0,742 100%
Reproductores jévenes Rj 25 9,40 0,706 0,757 100%
Reproductores adultos Ra 25 9,80 0,677 0,740 100%
Total Poblacién 153 9,267 0,664 0,742 100%

Tabla 10. Parametros de diversidad genética para las poblaciones Silene nocteolens. Ntimero medio de alelos por locus (A), Hetero-
cigosidad observada (H,), Heterocigosidad esperada (H,) y Proporcién de loci polimérfico (P). “N°” es el ntimero de individuos

analizados por estadio de vida o poblacién.

Table 10. Parameters of genetic diversity of Silene nocteolens populatios. Average number of alleles per locus (A), Observed het-
erozygosity (H,), Expected heterozygosity (H,) and Proportion of polymorphic loci (P). “N°” is the number of individuals analyzed

by stage of life or population.

blaciones naturales de S. nocteolens (He=0,669 y He
=0,742) son ligeramente inferiores a los descritos
para su congénere S. flos-cuculi (He = 0.828), 1a cual
es una especie de amplia distribucién en el conti-
nente Europeo (GALEUCHET et al. 2005).

Distancia e identidad genética

El dendrograma UPGMA basado en la distancia
genética de NEI (1972) (fig. 6) muestra una sepa-
racién bien definida entre los diferentes estadios
de las poblaciones de Montaria Blanca y Pico
Viejo (con una fortaleza de 98%). Segtin este gra-
fico, los individuos de Montafia Blanca se en-
cuentran mds emparentados entre si que con los
de Pico Viejo (fig. 6). En esta tltima poblacién es
notable la fuerte diferenciacién genética de las
plantulas (100%) del resto de los estadios de vida.
Esta diferenciacién genética entre las plantulas
(descendientes) y el resto de estadios de vida de
la especie posiblemente es debida al exceso de
homocigéticos detectado en el primero.

Dindmica reproductiva

El coeficiente F, mide la magnitud de la homoci-
gosis en relaciéon con la expectativa al asumir el
apareamiento al azar dentro de una poblacién.
Para todos los estadios, excepto en los reproduc-
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tores jovenes de Montafia Blanca, y en ambas po-
blaciones los valores del coeficiente de endoga-
mia son positivos, lo que implica que existe un
defecto de heterocigéticos en cada uno de ellos.
Este defecto de heterocigéticos puede ser debido
al hecho de que existe cierto grado de autofe-
cundacién o fecundacién cruzada entre indivi-
duos genéticamente relacionados en Silene
nocteolens, incrementando la endogamia.

En este sentido, al comparar el coeficiente de en-
dogamia entre los diferentes estadios se observa
una tendencia descendiente a lo largo de los di-
ferentes estadios del ciclo de vida de la especie.
Asi, 1a homocigosis relativa al cruzamiento alea-
torio para la poblacién Montafia Blanca es mayor
en las pldntulas (Sd) y va disminuyendo a través
de los estadios sucesivos (Ju, Vi, Ve, Rj); sin em-
bargo, aumenta repentinamente en los reproduc-
tores adultos (Ra). En Pico Viejo, la magnitud de
homocigotos en la fase vegetativa (Ve) es mayor
y persiste la tendencia de un alto valor para los
reproductores adultos en esta poblacién (Fig. 7).
La disminucién del coeficiente de endogamia en
los sucesivos estadios del ciclo de vida de una es-
pecie estd relacionada con la seleccién natural y
la eliminacién del exceso de homocigosis y es ca-
racteristica de especies autocompatibles (selfing).
Ya que en especies autoincompatibles (outcros-
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Figura 6. Dendrograma UPGMA basado en la distancia genética de Nei (1972) de los diferentes estadios considerados en las pobla-

ciones de Silene nocteolens.

Figure 6. UPGMA dendrogram based on Nei’s genetic distance (NEI 1972) of the different state considered of Silene nocteolens popu-

lations.

sing) se ha detectado unos valores de endogamia
mds homogéneos a lo largo del ciclo de vida de la
planta. Sin embargo, el coeficiente de endogamia
observado en los reproductores adultos (Ra) de
Montafia Blanca y Pico Viejo, asi como los vege-
tativos (Ve) de esta dltima poblacién presentan
unos valores superiores a los esperados. Aunque
por el momento no tenemos una explicacién de-
finitiva para estos resultados, éstos parecen estar
relacionado con los indices de mortandad regis-
trados en la especie. En este sentido, cruzando los
valores de endogamia con la tasa de mortalidad
estimada en los diferentes estadios (fig. 8) obser-
vamos una importante correlacién entre ambas
variables.

Es factible que estemos observando el efecto de la
erosién de la depresién endogdmica segtn los di-
ferentes estadios. Asi, en las fases mds jévenes
existen un importante nimero de individuos ho-
mocigoticos (altos valores de Fis - tabla 11) que
albergan una escasa eficacia biolégica conse-

cuencia de su homocigosidad. Parte de estos in-
dividuos no alcanzan el siguiente estadio vital y
mueren, por lo que el grado de endogamia en el
siguiente estadio es inferior, relaciondndose con
el indice de mortalidad entre los estadios.

Bencomia exstipulata

Biologia Reproductiva

Los individuos de Bencomia fueron visitados de
manera muy frecuente por abejas obreras melife-
ras (Apis mellifera), detectdndose mds de 9.300 ob-
servaciones de visitas. La gran mayoria de las
abejas (77,4%) visitaron las inflorescencias mas-
culinas, y s6lo un 22,5% visité también las inflo-
rescencias mixtas masculinas y femeninas.

En el experimento de polinizacién se capturé un
ntimero importante de granos de polen de Ben-
comia en las placas de cristal instaladas en la po-
blacién y sometidas a diferentes tratamientos de
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Figura 7. Coeficiente de endogamia por estadio de vida para
las poblaciones de Silene nocteolens. (Sd: descendientes, Ju: Ju-
venil, Vi: Virginal, Ve: Vegetativo, Rj: Reproductor joven, Ra:

Reproductor adulto)

Figure 7. Inbreeding coefficient by stage of life in Silene nocte-
olens populations. (Sd: seedling, Ju: Juvenile, Vi: Virginal, Ve:

Vegetative, Rj: young player, Ra: adult player).

Figura 8. Correlacién entre la mortalidad y el coeficiente de
endogamia en Silene nocteolens.

Figure 8. Correlation between mortality and inbreeding coef-
ficient in Silene nocteolens.

ESTADIOS cODIGO HO HE FIS M
MONTANA BLANCA

Descendientes Sd 0,516 0,634 0,229 0,50
Juveniles Ju 0,525 0,639 0,215 0,31
Virginales Vi 0,61 0,666 0,088 0,31
Vegetativos Ve 0,637 0,685 0,048 0,13
Reproductores jévenes Rj 0,693 0,709 -0,036 0,13
Reproductores adultos Ra 0,608 0,684 0,091 0,24
Total 0,598 0,669 0,106 0,27
PICO VIEJO

Descendientes Sd 0,556 0,694 0,251 0,50
Juveniles Ju 0,68 0,765 0,084 0,31
Virginales Vi 0,721 0,756 0,028 0,31
Vegetativos Ve 0,645 0,742 0,131 0,13
Reproductores jévenes Rj 0,706 0,757 0,049 0,13
Reproductores adultos Ra 0,677 0,74 0,088 0,24
Total 0,664 0,742 0,105 0,27

Tabla 11. Diversidad genética, coeficientes de endogamia e fndices de mortalidad para Silene nocteolens. H = Heterocigosidad observada,
H, = Heterocigosidad esperada, F,_ = coeficiente de endogamia y M = tasa de mortalidad

Table 11. Genetic diversity, inbreeding coefficient and mortality index for Silene. H = observed heterozygosity, H, = expected het-
erozygosity, F, = inbreeding coefficient and M = mortality rate.
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envolvimiento. Asf, en las placas cubiertas por bol-
sas de pldstico con poros de 0,4 mm (pollen proof)
se pudieron contar en torno a una media de 10
granos de polen por cada porta, lo cual significé
un 90% menos que el valor medio capturado en
portas cubiertos por mallas de 1,0 (insect proof),
donde el ndmero de granos de polen capturado
alcanz6 una media de 100 granos por porta. El ex-
perimento control alcanzé una media de dos veces
superior a este tltimo tratamiento, llegando en
torno a 225 granos de polen por porta (fig. 9).

Dicho de otro modo, las bolsas de 1,0 mm de di&-
metro de malla (insect-proof) dejaron pasar una
media del 41% de los granos de polen respecto al
experimento control, mientras que las bolsas de
0,4 mm (pollen-proof) mantenian fuera la mayor
parte del polen (alrededor de un 96% de media
del experimento control). Por otro lado, destaca
el elevado ndmero de granos de polen que pa-
rece existir en el aire de las poblaciones de Ben-
comia, lo cual se traduce en que el viento

constituye el principal agente dispersor del polen
de Bencomia exstipulata en las poblaciones estu-
diadas. Aunque los tratamientos con las bolsas
que impedian la polinizacién por insectos man-
tenfan un 41% menos de polen que el experi-
mento control, no se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre la produc-
cién de semillas obtenidas mediante ambos sis-
temas de bolsas. De la misma forma, tampoco
hubo diferencias significativas entre los experi-
mentos de cruzamiento llevados a cabo con cru-
zamientos manuales, ya que las flores que se
encontraban completamente abiertas, y por tanto
expuestas a la polinizacién (cross 1 en fig. 10),
producian la misma cantidad de semillas (o al
menos no existian diferencias significativas) con
aquellas flores que no se habian abierto comple-
tamente (cross 2 en fig. 10). Ademds, las inflores-
cencias mixtas que albergaban flores masculinas
y femeninas a la vez que se cubrieron con bolsas
de pléstico de malla pequefia (mixed inflo en fig.
10). Esto permitia la autofecundacién, y dio lugar
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Figura 9. Numero medio de granos de polen de B. exstipulata capturados mediante portas de cristal cubiertos de un gel pegajoso.
Insect-proof: Placas envueltas con bolsas de 1 mm de didmetro; pollen-proof: Placas envueltas con bolsas de 0,4 mm. de didmetro;
Control: Placas situadas en las poblaciones totalmente expuestas y sin bolsas.

Figure 9. Average number of pollen grains of B. exstipulata caught using glass slides covered with a sticky gel. Insect-proof: plates
wrapped in bags of 1 mm in diameter, pollen-proof: plates wrapped in bags of 0,4 mm. diameter; Control: plates located in the

towns were completely exposed and without bags.
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a una produccién de semillas equivalente a la de
que aquellas inflorescencias exclusivamente fe-
meninas cubiertas por mallas de didmetro pe-
quefio (pollen proof en fig. 10).
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Figura 10. Media (+1 SE) de la produccién de semillas en cada tratamiento de polinizacién en B. exstipulata. Las diferentes letras en
la parte superior de cada barra indican las diferencias significativas obtenidas entre las medias (Bonferroni Posthoc test P<0.05).

Figure 10. Mean (+1 SE) seed set for each pollinition treatment for B. exstipulata. Different letters on top the bars indicate significant

differences between means (Bonferroni Posthoc test P<0.05).
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