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SOBRE LA DESORIENTACION

Creo que nadie se consideraria experto en fendmenos que cambiaran sin cesar, que pudieran
desaparecer en cualquier momento (muchas veces sin motivo aparente) y cuya aparicion fuera
imposible de observar o predecir. Y eso es exactamente lo que pasa con los organismos vivos y con
los procesos que los generan e incrementan o disminuyen su nimero. Cada una de las especies que
conforman la manifestacién visible de la biodiversidad es una singularidad, un fenémeno irrepetible
que ha surgido una sola vez en la historia de la vida en nuestro planeta. Y el comportamiento de las
singularidades no es predecible porque, como indica su nombre, no podemos observarlas un nimero
de veces estadisticamente razonable. Existen muchas especies desconocidas porque se extinguen
antes de que la ciencia las descubra, nadie ha observado nunca cémo ha surgido una especie de las
que conocemos, y algunos de los métodos que se consideran mas fiables para investigarlas
cuantitativamente se basan en variables que son invisibles (por ejemplo, los marcadores moleculares).
La impredicibilidad y nuestra ignorancia envuelven a la biodiversidad con un denso velo, y los intentos
de la investigacién para levantarlo un poquito y ver lo que oculta pueden considerarse auténticas
expediciones a la naturaleza de una realidad que se nos presenta necesariamente misteriosa.

No hay “expertos”, y nuestra situacién de partida es aproximadamente la siguiente: apenas
tenemos una vaga idea del nimero de seres vivos que habitan el planeta con nosotros, no sabemos
de cuantas maneras pueden producirse la especiacion o la extincion, solamente estamos empezando a
atisbar como interaccionan los genomas de los diferentes seres vivos, y ninguna de nuestras maneras
de representar la estructura de la diversificacion biologica refleja la multidimensionalidad del
problema. Y por si esta biodiversa miopia fuera poca, nuestras inferencias siempre parten de un
muestreo muy limitado en el espacio, en el tiempo y en los genomas. Por todo esto y por mas, no
deja de ser sorprendente que nos atrevamos a elaborar teorias sobre el origen, la evolucion y la
estructura de la biodiversidad. Pero mas sorprendente todavia es el hecho de que algunas teorias
funcionen considerablemente bien, al menos durante un tiempo. La genética de poblaciones es una de
ellas.

¢Cémo podemos llegar a saber algo partiendo de tan poco? Tal vez uno de los resultados mas
sélidos que ha producido la historia de la investigacidon bioldgica es que la biodiversidad solamente
puede comprenderse a través de una diversidad de aproximaciones. Por esto, cuando describo la
actividad del Departamento de Biodiversidad Molecular del Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”,
siempre digo que utilizamos la informacion que contiene la molécula de ADN, pero también la
multidisciplinariedad y la creatividad, para solucionar problemas que afectan al origen, diversificacion
y conservacion de la Flora Canaria. Sin informacién molecular, los genéticos de poblaciones no
tendriamos datos que discutir. Sin aproximaciones multidisciplinares (que implican muchos otros tipos
de datos valiosos), no podriamos interpretar adecuadamente esa informacion y las conclusiones de
muchas investigaciones moleculares serian pura delicuescencia. Sin creatividad, no imaginariamos
nuevas teorias que nos permitan saltar mas alla de los datos y propongan otras vias de investigacion
molecular que las corroboren o refuten. La triada informacion-multidisciplinariedad-creatividad da
lugar a un circulo virtuoso, que no se cierra donde empezo, sino que se aleja a cada vuelta al menos
un poco mas alld de su punto de inicio. Y, gracias a esa permanente expansion, explora lo
desconocido.

En realidad, todos estamos desorientados en la biodiversidad de la que somos parte, porque
nadie es capaz de integrar todos los campos requeridos para comprenderla y gestionarla: genética,
biologia reproductiva, demografia, ecologia... pero también (especialmente en lo que afecta a la
conservacion) economia, sociologia y, cdmo no, politica. Aunque una de mis lineas de investigacién
molecular desde mis inicios en la Estacid Internacional de Biologia Mediterrania de Blanes (alla en
1990) ha sido la genética de poblaciones, hay muchas razones de peso para evitar considerame un
experto en un tema de por si tan amplio y tan rapidamente expansivo. Por ello, esta brujula
solamente puede ser una explicacidon muy sencilla de las dificultades mas comunes de las que he sido
testigo a través de la parte de mi trabajo que implica interactuar con botanicos y botanicas que usan
las herramientas de la genética de poblaciones para sus investigaciones. Y ya que no puede ser un
tratado, una de mis mayores esperanzas es que contribuya a desarrollar la multi-disciplinariedad y la
creatividad en alguna de las personas que la usen.
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PREFACIO

El cientifico hungaro Albert Szent-Gyorgyi Nagyrapolt, premio Nobel de
Fisiologia y Medicina en 1937 por sus descubrimientos sobre los procesos de
combustion bioldgica v el ciclo del acido fumarico, contribuyd también al mundo
del pensamiento al escribir que “el descubrimiento cientifico consiste en ver lo
que todos han visto pensando lo que nadie ha pensado” (ver Good 1962).

Pero la tecnologia ha evolucionado mucho desde la época del eminente
fisidlogo hlngaro y, hoy en dia mas que entonces, también es cierto que los
cientificos podemos ver cosas que nadie ve, tal vez pensando lo que mucha
gente pensaria si tuviera acceso a esa informacién. Los marcadores moleculares
estan dentro de ese conjunto de “visiones exclusivas”.

Szent Gyorgyi

Puesto que la actividad cientifica consiste esencialmente en explicar las cosas, muchas veces
me he propuesto encontrar las palabras adecuadas para describirle brevemente a alguien sin nociones
de biologia (por ejemplo, un nifio) de qué trata la parte molecular de mi trabajo. A pesar de mi
obstinacion para conseguir una definicién sencilla y a la vez rigurosa, lo mejor que me ha salido suena
algo asi como

“Estimado nifo, investigo fendmenos que han ocurrido una sola vez en la historia de la vida en la
tierra usando la informacién que reside en elementos invisibles que contienen los organismos”

Esotérica frase que parece transportarnos a épocas legendarias en que hechiceros y druidas
eran los Unicos que podian atravesar la oscuridad del mundo terrenal mediante su “magica”
comprension de sefiales esquivas para el resto de mortales. No obstante, a pesar de lo que pueda
parecer, los marcadores moleculares no son una piedra filosofal, sino una realidad palpable que, con
sus defectos y limitaciones, puede ofrecer aplicaciones tan poco esotéricas como ayudar a
comprender la realidad ya disefar estrategias para en la conservacién de la biodiversidad.

Si quedan aun personas (incluidos algunos bidlogos) a quienes les puede
parecer que la actividad molecular tiene un punto de hechiceria, mucha de la culpa
puede ser nuestra, de los que nos dedicamos a la interpretacion de la naturaleza )
utilizando informacion molecular. En una parte (afortunadamente cada vez mas ' *
pequefia), porque se fomenta todavia cierta corriente de pensamiento que
defiende que lo que tiene trascendencia cientifica debe parecer también dificil de
entender. Para los cientificos que adoptan esta actitud criptica (frontalmente o]
incompatible con su trabajo de explicar las cosas), hacer que su quehacer parezca L
incomprensible tiene claras ventajas: a costa de asustar sin motivo, se aseguran un E S
estatus privilegiado. Son druidas disfrazados.

Druida

Otra parte de culpa la tiene sin duda la necesidad imperiosa de reciclarse continuamente,
publicar en revistas especializadas de impacto internacional, asistir a congresos, buscar financiacion
para proyectos, dirigir tesis y otras muchas actividades relacionadas. Estos quehaceres,
imprescindibles e inexcusables para cualquiera que se llame cientifico hoy en dia, exigen el
conocimiento de lenguas extranjeras, jergas especializadas y
técnicas complejas cuyo estudio, dominio y aplicaciéon quita tiempo
y ganas para dedicarse, entre otras cosas, a la divulgacion. Pero
algunos de los investigadores que adquieren cierta reputacion por
los éxitos cientificos obtenidos en su campo de conocimiento
utilizan a veces su curriculum vitae como un sofa: como no pueden
dejar de publicar articulos de impacto, se procuran una cémoda
excusa para no tener que divulgar. Son vagos prestigiosos.

Vagos en un sofa
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Seguramente haya muchas mas razones para evitar dar explicaciones no especializadas sobre
nuestro trabajo, pero lo cierto es que todos los cientificos moleculares que conozco tienen mucho mas
de “vago” que de “druida”. Cualquiera de ellos seria capaz de (aunque quizas por lo visto deberia
estar obligado a) explicar con palabras sencillas y rigurosas las bases de su actividad, sus aplicaciones
y sus logros. El desarrollo de nuestras capacidades divulgativas es una forma de dejar de alejarnos de
la sociedad a la que pertenecemos y, a la vez, conseguir transmitirle la importancia de lo que
hacemos. Al fin y al cabo, como dice Ramon Folch (1998), la ciencia surgid para explicar las cosas, y
no para convertirse en una especie de esoterismo de precision.

Aunque esta brijula no sea una obra de divulgacion sensu stricto, y seguramente muchos de
los conceptos que en ella se tratan no estén explicados de la mejor manera posible, si es un intento
de librarme de parte de mi vagancia social para orientar a botanicos interesados en genética de
poblaciones en algunos de sus aspectos basicos, desde el muestreo genético y la estimacion de
parametros hasta algunas aplicaciones en la conservacion ex situ y la taxonomia. No significa mucho,
pero es ése primer paso que hace mas facil dar los siguientes. Puesto que mi trabajo en los Ultimos
ocho afos se ha desarrollado en Canarias, esta obra se ha inspirado en mi interaccion con la
espectacular biodiversidad de este archipiélago y con (sobre todo) el personal cientifico y técnico del
Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo” (JBCVC). Por ello, la mayoria de ejemplos de aplicacion han
sido elaborados pensando “en Canario”.

La redaccién de una brdjula de este tipo es muy diferente a la de un articulo cientifico, ya que
por definicién la brGjula va dirigida a boténicos con formacién molecular inexistente o incipiente, y
debe explicar aspectos que se dan por sentados en foros especializados. Por ello, su intencion de
partida fue (y sigue siendo) poner el estandar de conocimientos lo mas bajo posible, para que las
explicaciones sean accesibles a casi cualquier persona con formacidon universitaria en botanica e
interés en la aplicaciéon de técnicas de genética de poblaciones.

Como tantas cosas en la vida, el origen de esta brujula se debe a una singularidad. En Abril
de 2003 fui convocado junto con otros colegas a una reunién en la que se discutio sobre el uso de las
técnicas moleculares para la caracterizacion de organismos vivos, y la persona que convoco esa
reunion me instd a que elaborara unas indicaciones de muestreo de poblaciones de plantas vasculares
para la estimacion de su variabilidad genética con técnicas moleculares. Debia estar listo en un mes.
Por motivos ajenos a mi persona, aquellas indicaciones nunca fueron requeridas, y el resultado de mi
injustificada prisa se parece mucho a la primera parte de este texto, que da unas orientaciones para
muestrear poblaciones de plantas vasculares en ausencia de informacion sobre su variabilidad
genética. Vaya pues mi mas sincero agradecimiento a la persona que me propuso el reto de gestar las
ideas que contiene esta primera parte ya que, sin su estimulo, es muy posible que este texto nunca
hubiera nacido.

Como casi todos los partos prematuros del siglo XXI, aquel pequefio texto pudo crecer y
desarrollarse, en gran medida gracias a las investigaciones que el Departamento de Biodiversidad
Molecular del JBCVC desarrolla en colaboraciéon con los diferentes departamentos del centro. Asi, la
segunda parte de la brdjula, dedicada a la explicacion de los parametros y tests mas utilizados en
genética de poblaciones vegetales, esta sobre todo motivada por mi interaccion con el equipo del
departamento de biologia reproductiva y micromorfologia del JBCVC, dirigido por las Dras. Julia Pérez
de Paz y Rosa Febles, gracias a quienes inicié mi actividad en el JBCVC en 1999 colaborando desde la
perspectiva molecular en varios de sus proyectos multidisciplinares de investigacion. No obstante, a lo
largo de este tiempo, también han hecho aportaciones a esta parte de la brdjula muchos/as otros/as
bidlogos/as con los que he tenido la fortuna de poder interaccionar.

La tercera parte trata de una aplicacion especifica para el muestreo de variabilidad genética
para conservacién ex situ en bancos de germoplasma, y hubiera sido imposible sin la colaboracion e
interés de la responsable del Banco de Semillas del JBCVC (Alicia Roca) y su grupo, cuya mision (la
conservacion de la diversidad genética de las poblaciones naturales de plantas Canarias fuera de sus
areas de distribucion) entronca perfectamente con una de las posibles aplicaciones practicas de los
marcadores moleculares. En esta tercera parte se propone un método para disefiar estrategias de
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conservacion ex situ de la biodiversidad vegetal, asumiendo un muestreo que siga las directrices
expuestas en la primera parte.

Finalmente, la cuarta parte de la brijula estd motivada por mis incursiones en la complejidad
taxondmica de la biodiversidad vegetal Canaria, que he aprendido a conocer a través de mi
interaccion con los/as investigadores/as antes mencionados/as, pero sobre todo con Aguedo Marrero
(responsable del herbario del JBCVC e inmenso conocedor de las floras Macaronésicas), David
Bramwell (impulsor de la biogeografia Canaria y actual director del Jardin Botanico Canario) y José
Naranjo y Bernardo Navarro (artifices del Atlas de Flora Amenazada de Gran Canaria). En esta parte
se propone una aplicacion de las técnicas moleculares poblacionales para resolver dudas taxondmicas
cuando los caracteres morfoldgicos no son suficientemente resolutivos, lo cual sucede con frecuencia,
y no solo en Canarias.

Como todos los seres vivos, este texto estd sujeto a variaciones en el tiempo, que intentaré
que solamente contribuyan a mejorarlo. Sin duda, muchas de estas modificaciones tendran su origen
en las investigaciones moleculares que estamos llevando a cabo actualmente en el Jardin Botanico
Canario “Viera y Clavijo”. Pero también es probable que surjan nuevas técnicas y metodologias de
andlisis estadistico que superen, o incluso ridiculicen, muchos de los apartados actuales. Por el
momento, me conformaria con que esta brdjula cumpla su objetivo y oriente a los intrépidos
botanicos que en ocasiones se pierden en la selva de la genética de poblaciones, cada vez mas densa.

Juli Caujapé Castells
Las Palmas de Gran Canaria
Marzo de 2004
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1. ANTES DE ESTIMAR LA VARIABILIDAD GENETICA POBLACIONAL
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INTRODUCCION

La estructura genética es la huella heredable que la interaccién continuada entre factores
estocasticos (asociados a la contingencia histdrica) y bioldgicos imprime en las poblaciones
de organismos. A partir de esta definicion, es obvio que para una correcta estimacion de la
estructura genética de las poblaciones naturales de plantas hemos de partir de un muestreo
representativo; de otra forma, nos arriesgamos a que las inferencias que desarrollemos
ofrezcan una estimacion sesgada de la diversificacion poblacional. El muestreo es una parte
crucial de cualquier investigacion sobre diversificacion poblacional, de manera que la calidad
de nuestro muestreo determinara el grado de bondad de nuestras estimaciones.

A menos que nuestros organismos de trabajo sean virus o bacterias, el muestreo para la
estimacion de la variabilidad genética parte siempre de la importante limitacién de no tener
acceso a una misma poblacidén en diferentes momentos de su tiempo de existencia. Pero,
incluso situandonos en el presente, seriamos afortunados si esta fuera nuestra Unica fuente
de incertidumbre. Unas veces desconocemos totalmente los factores historicos que han
influido en la variacion genética de una especie, otras veces no tenemos informacion sobre
sus atributos bioldgicos (ploidia, sistema reproductivo, relaciones filogenéticas),
frecuentemente nuestras estimaciones del tamafio poblacional son erréneas (por la
extension de la poblacion, la incidencia de la reproduccion clonal o la existencia de bancos
de semillas en el subsuelo) y, en muchas ocasiones, ni siquiera conocemos bien el area de
distribucién actual de las especies que estamos investigando.

Aungue después de leer este parrafo nos sintamos como naufragos ciegos, el objetivo de
estimar la variacién genética no significa navegar a la deriva; simplemente nos debe obligar
a ser conscientes de las muchas fuentes de error que amenazan a nuestras estimaciones y a
trabajar en la peor de las hipdtesis: que la variabilidad genética se puede hallar en el sitio
mas inesperado. Solamente concibiendo asi el muestreo podemos estar minimamente
seguros de poner las bases adecuadas para estimar adecuadamente la variacién genética de
las poblaciones de interés.

Como es facil imaginar, todo lo anterior significa también que es muy dificil dar indicaciones
de validez universal para muestrear poblaciones naturales con el fin de cuantificar su
variabilidad genética a través de técnicas moleculares. Las poblaciones de plantas vasculares
(especialmente las Canarias!) son inherentemente variables y, ademas, existen muy pocas
especies o familias para los que los conocimientos moleculares podrian darnos ciertas pistas
para el muestreo. No obstante, si es posible ofrecer algunas directrices para intentar
muestrear los individuos de manera que las estimaciones de diversidad genética resultantes
sean fiables.

Esta primera parte de la brdjula trata de ofrecer algunas generalizaciones para conseguir
representar la variabilidad genética de las poblaciones. Seguir estas directrices es importante
para aplicar correctamente la metodologia de conservacién genética desarrollada en la
segunda parte.

JULI CAUJAPE CASTELLS %g ;
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1.1. ANTES DE IR A LA POBLACION

Es conveniente coordinarse con el laboratorio de analisis molecular para saber qué tipo
de técnica va a emplearse con las plantas a muestrear; el tipo de técnica molecular
condiciona el material que hay que llevar al campo, la conservacién de las muestras y la
rapidez de su transporte al laboratorio de andlisis. Se debe consultar con la persona
responsable del analisis genético cualquier duda o cuestion que se tenga sobre el muestreo.

Es asimismo conveniente recopilar informacion sobre la especie diana (especialmente
si esta publicada en revistas de impacto o libros) porque nos sera de gran ayuda para la
interpretacion de los datos genéticos que se obtengan y para su publicacion en revistas de
impacto. Disponer de un mapa de distribucién de la especie a muestrear (aunque sea
preliminar) ayuda a planificar la ruta de recogida de material.

Cuando ir a la poblacion?

Aunque hay diferencias dependiendo de si las muestras van a analizarse mediante
isoenzimas o mediante técnicas de DNA, es siempre preferible visitar las poblaciones diana
cuando la planta se halla en su pico productivo previo a la floracion. Como fechas
orientativas generales para Canarias, se puede decir que el muestreo podria empezar en
Octubre-Noviembre después de las primeras lluvias y finalizar en Febrero-Marzo.

Isoenzimas

Muestrear antes de la floracion es imprescindible, ya que es en esta fase
cuando las hojas son jévenes y verdes, la planta se halla en su pico productivo y los niveles
de los enzimas del metabolismo basal se hallan a la maxima concentracién y, por tanto, se
visualizan mejor en los geles.

Si el muestreo se realiza durante la época de floracién o fructificacion, la resolucion de
la mayoria de los isoenzimas puede verse muy atenuada o incluso suprimida, con lo cual se
hace imposible la caracterizacidn genética de las poblaciones mediante esta técnica. De
manera general, esto es asi porque cuando las plantas florecen dedican todos los recursos a
la reproduccion, y muchos de los enzimas del metabolismo basal que se producen en
abundancia antes de este estadio fenoldgico dejan de producirse (o se producen en mucha
menor cantidad) a partir de su inicio.

DNA

Es aconsejable realizar los muestreos para DNA en el estadio fenologico
previo a la floracion. Aunque hay que admitir que la época de muestreo no es de
importancia tan critica en DNA como en isoenzimas, se da el caso de que algunos
endemismos canarios producen metabolitos secundarios que luego acumulan en las hojas y
otras partes vegetativas. Para los taxones con estas caracteristicas, retrasar el muestreo de
hojas hasta la época de floracién o la fructificacion de las plantas suele ir en menoscabo del
rendimiento de la extraccion de DNA, puesto que los mencionados metabolitos interfieren en
el proceso de extraccidon o incluso se acomplejan con el DNA, dificultando los posteriores
analisis.

Siempre que sea posible, muestrear hojas adultas. Seguin la experiencia del
Banco de ADN de Kew (Mark Chase y Michael Fay, comunicacion personal) el ADN de las
hojas jovenes de algunos grupos de plantas es imposible de amplificar debido a la presencia
de compuestos quimicos que no se hallan en otros tejidos. Estos compuestos probablemente
impidan la predacion por parte de insectos o animales antes de que las hojas se hayan
endurecido.

JULI CAUJAPE CASTELLS 5 E
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| Qué llevar?

Ahorra mucho tiempo y esfuerzo tener todo el material necesario para el muestreo
preparado (Tabla 1) desde el dia anterior. Aparte de esto, es también aconsejable:

1. Ordenar correlativamente las bolsas que contendran las muestras de hoja por el
cddigo correspondiente (que debe estar ya dentro de cada bolsa en sitio visible desde
el exterior) y disponerlas en un recipiente que facilite su extraccion individual en
orden. A estos efectos, puede servir un chaleco o un bolso de cintura (como los que
utilizan algunas personas para llevar el dinero) que tenga al menos dos
compartimentos separados: uno para las bolsas vacias y otro para las bolsas con
muestras.

2. La mejor alternativa de las que hemos ideado en el JBCVC hasta el momento para
preparar las bolsas de muestreo es la que se ejemplifica en las Figuras Oa y Ob. Las
bolsas (de plastico transparente, con cierre hermético) se preparan con antelacion
introduciendo las etiquetas de papel con los cddigos individuales en el fondo de la
bolsa, que luego se sella por calor. Posteriormente, con la ayuda de un troquelador
adecuado, se pueden hacer unos agujeros flanqueando el cddigo que nos pueden
servir para almacenar las bolsas en orden en una libreta del tipo Multifin. Esta libreta
puede llevarse al campo y, después del muestreo, introducirse directamente en el
ultracongelador (en caso de que la muestra sea para isoenzimas), en el congelador
de -20° C o almacenarse a temperatura ambiente, si esta opcidon es la adecuada.
Una ventaja de este método es que las hojas que se introduzcan en la bolsa nunca
nos impediran ver el cddigo, al estar sellado el compartimento que lo contiene. Otra
ventaja de este sistema es que la tinta con la que esta escrito el codigo de cada
planta no va a deteriorarse, ya que nunca entrara en contacto con el hielo o la
escarcha que se forma en el interior del ultracongelador o la nevera. Este sistema de
almacenamiento se ided en el Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo” (JBCVC)
gracias a la colaboraciéon de Eugenio Reyes y Juan Luis Sanchez con el autor de esta
brdjula.

ETIQUETA coy
EL CODIGO OE

=) =] [er=e

HERVETICO

1 2 3 4

Figura Oa. Las cuatro fases para la elaboracion de las bolsas de muestreo. (1) tener a mano las etiqueta con los
codigos y las bolsas de plastico con cierre hermético en uno de sus extremos; (2) introducir la etiqueta en el
fondo de la bolsa; (3) sellar al calor el espacio que contiene la etiqueta; y (4) troquelar dos agujeros a la
separacion adecuada para ordenar las bolsas en una libreta de anillas tipo Multifin (ver Figura 0Ob).

a) b)

)

LIBRETA TIPO HULTIFIN ETIQUETA CON EL RANGO DE
MUESTRAS ALMACENADAS

FUNDA DE PLASTICO TRANSPARENTE

Figura Ob. Almacenamiento de las bolsas de muestreo ordenadas correlativamente en una libreta de anillas tipo
Multifin. a) Libreta de anillas abierta. Una libreta mediana de 4 anillas puede almacenar dos filas de 25 bolsas
conteniendo hojas; b) esquema de las libretas Multifin ordenadas correlativamente segun el rango de muestras
que contienen. Las libretas pueden ser almacenadas vertical u horizontalmente en el ultracongelador de —80° C,
congelador, frigorifico o a TA, facilitando considerablemente la localizacién de un individuo cualquiera en un
tiempo minimo.
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3. En caso de muestrear para técnicas de DNA, poner el gel de silice necesario dentro
de las bolsas antes del muestreo. También puede verterse dentro de las bolsas segun
vayan utilizandose, dependiendo de lo que la(s) persona(s) que realice(n) el
muestreo considere(n) mas cémodo.

4. Es conveniente confeccionar una libreta con hojas de muestreo cuyo anverso y
reverso sea como se muestra en las Figuras 1 y 2, respectivamente. Esta libreta
facilita mucho la recopilacion sistematica de informacién y evita tener que ir por ahi
con hojas sueltas, que son facilmente extraviables.

BRUJULA GENETICA PARA BOTANICOS 13

Tabla 1. Material necesario y aconsejable para el muestreo de hojas de plantas vasculares para analisis con técnicas
moleculares. Cuando el material es especifico para isoenzimas o DNA, se simboliza mediante [ISO] o [DNA], respectivamente.

MATERIAL NECESARIO

UTILIDAD

O Permiso de muestreo (en caso de necesitarse)
O DNI

O Brdjula

O GPS

O Altimetro

O Mapa detallado de la zona a muestrear

O Prismaticos

O Tijeras pequefias

O Cinta métrica

O Claves de determinacion (si se tienen)

O Nevera de campo [ISO]

O 3 6 4 bloques refrigerantes (en la nevera) [1SO]
O Gel de silice [DNA]

O Libreta de muestreo (ver Figs. 1y 2)

O Bolsas de plastico con cierre hermético!

O Bolso conteniendo las bolsas en orden

O Etiquetas de papel para pliegos (ver Fig. 3)

O Bolsas herméticas sin marcar

O Prensa de campo con periddicos viejos 2

O Boligrafo

MATERIAL ACONSEJABLE

O Teléfono mavil o "walkie" (1 por persona)
O Libreta de campo personal

O Botella o cantimplora con agua
O Algo de comida

O Chaleco y chubasquero

O Navaja de campo

O Botas

O Jersey

O Gorra o sombrero

O Crema protectora solar

O Algo de dinero

Certificacion de la autorizacion legal de recolecta
Confirmacién del permiso de muestreo
Orientacion de la poblacién

Ubicacion de la poblacion

Medida de la altitud de la poblacién
Localizacién de la poblacion

Supervision de los alrededores, delimitacion
Corte de hojas o ramas (en caso necesario)
Medida de las distancias para mapa (Fig. 2)
Resolucidn de posibles dudas taxonémicas
Almacenamiento de muestras

Enfriamiento y conservacion de muestras
Secado de muestras para evitar su deterioro
Sistematizacion de los datos poblacionales
Almacenamiento de las hojas muestreadas
Agilizacion de las recolecciones

Designacion de los pliegos testigo
Recoleccidn de posibles muestras adicionales
Recoleccidn de pliegos testigo

Anotaciones

1: en orden correlativo para agilizar la colecta
2: Si se prefiere por comodidad, pueden llevarse bolsas para introducir el material recolectado para este fin, y hacer los pliegos
al llegar al edificio de trabajo.
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FECHA: T e
ESPECIE: :
POBLACION: CODIGO:
ALTITUD: UTM:

PENDIENTE (APROX.):

TIPO DE TERRENG:
ORIENTACION DE LAS PLANTAS: e
RECOLECTOR. /A: Localizacidn apruximada|

BREVE DESCRIPCION DE LA POBLACION (plantas acompafiantes, etc...)

TAMARIO POBLACIONAL ESTIMADO
()< 100 (100 a 500 ()500 & 1.000 ()1.000 4 5000 (O »5.000 O »10.000

INDIVIDUOS EN FLOR

O Minguno O 1096-50% O S50%-80% O @100%
INDIVIDUOS CON FRUTO
O Ninguno O 10%-50% (O 50%-80% () @100%

DISTRIBUCION GENERAL DE LOS INDIVIDUOS
() cantinua con niclens fieicos comentarios adicionales sobre la distribucion?

() Continua sin nicleos fisicos
D Discontinua en nicleos
O Discontinua sin nlcleos

D Sin patrdn definido

HAY HETEROGENEIDAD AMBIENTAL VISIBLE? (O sl (O nO

NUMERO DE MUESTRAS RECOLECTADAS PARA ANALISIS| |
OBSERVACIONES:

Figura 1. Anverso de la hoja de muestreo. Todos los apartados de esta hoja, excepto el nimero de muestras
recolectadas para andlisis, han de rellenarse al final de la fase I del proceso de muestreo (ver Fig. 4),
correspondiente al reconocimiento de la poblacion. Aunque el ejemplo es para Gran Canaria, el recuadro
superior derecho esta pensado para insertar la silueta de la isla o regién correspondiente.
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Figura 2. Reverso de la hoja de muestreo. Este entramado es ideal para utilizarlo para hacer el mapa del
muestreo. Las subdivisiones se han dejado sin unidades para que el responsable del muestreo las seleccione
en funcion de la extensidn ocupada por la poblacion. El dibujo no ha de ser exacto, pero si tiene que mostrar
de manera fidedigna la posicion relativa de las plantas muestreadas.
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ESPECIE: ESPECIE:

FECHA: FECHA:

LOCAL TDAD: LOCAL TDAD:

ALTITUD: UTM: AL TITUD: UTM:
PENDIBENTE (APROX.): PENDIBENTE (APROX.):

TIPO DE TEHRRENO: TIPO DE THRRENO:
RECOLECTOR /A: RECOLECTOR. /A:

ESPECIE: ESPECIE:

FECHA: FECHA:

LOCALIDAD: LOCALIDAD:

A TITUD: UTM: Al TITUD: UTM:
PENDIBENTE (APROX. ): PENDIENTE (APROX.):

TIPO DE THRRENOD: TIPO DE THRRENO:
RECOLECTOR /A: RECOLECTOR. /A:

ESPECIE: ESPECIE:

FECHA: FECHA:

LOCALIDAD: LOCALIDAD:

ALTITUD: UTM: ALTITUD: UTM:
PENDIBENTE (APROX.): PENDIENTE (APROX.):

TIPO DE TERRENO: TIPO DE TEHRRENQ:
RECOLECTOR. /A: RECOLECTOR./A:

Figura 3. Hoja de etiquetas para pliegos de herbario. Estas etiquetas facilitan la sistematizacion de la

informacion correspondiente a las poblaciones visitadas. Pueden llevarse en hojas separadas troquelables

para incluirlas en el pliego correspondiente.

JULI CAUJAPE CASTELLS



BRUJULA GENETICA PARA BOTANICOS 17

1.2. EN LA POBLACION

Una vez puesto a punto todo lo anterior, ya podemos desplazarnos a la poblacién y
ejecutar el muestreo. Dependiendo del nimero de efectivos estimados en la poblacion diana
y de su distribucién espacial, tal y como se ejemplifica en el organigrama de la Figura 4.

si ¢ES LA POBLACION MENDR DE 100 INDIVIDUGS?
MUESTREARLOS TODOS %

&COMO

ESLA
DISTRIBUCICN
DELOS
INDIVIDUS
ENEL

EN GRUPCS DE INDIVIDUODS

MAS 0 MENCS SEPARADOS

ESPACIO?,

HAY
MUCHCS
GRUROS?,

HACER LN TRANSECTO
DE LOS GRUPOS

CONTINUA, FORMANDO AL AZAR, SIN SEGLIR
UNA PRADERA UN PATRON REGULAR

MESTREAR LI
INDIVIDUO DE l
CADA GRURO SELECCIONAR HASTA 100 GRUPOS HACER LI TRANSECTO
E QUE REFRESENTEN LA DISTRIBUCION DE LA POBLACION
ESPACIAL DE LA POBLACION
MUESTREAR MUESTREAR MUESTREAR REPRESENTANDO
CADA GRUP CACA GRLIPD LA DISTRIBUCICN ESPACIAL
PROPORCICIALMENTE PROPORCIONALMENTE DE LAS PLANTAS PROPORCICNALMENTE

——

‘ HACER LN MAPA DEL MUESTREC QUE CONTEMPLE LA DISTRIBUCICN ESPACIAL DE LOS INDIVIDUCS
‘ MUESTREADOS ASIGNANDO COORDENADAS CARTESIANAS (X, V) A CADA PLNTO

I

‘ ALMACENAR. LAS MUESTRAS SEGUN SU DESTING DE ANALISIS ‘

Figura 4. Organigrama de muestreo segln seis posibles tipos poblacionales (codificados de A a F e inscritos
en cuadrados) segun el tamafio poblacional y a la distribucion de los individuos en las poblaciones. Los tipos
poblacionales denominados B, C, D, E y F se ilustran en las Figs. 8 a 12.

Fase I: Reconocimiento espacial de la poblacion

Llegados a la poblacion diana, lo primero que hemos de hacer es reconocerla para
estimar su extension y el nimero de individuos que la componen, tomando todo el tiempo
que se considere necesario en estas apreciaciones. Hay que tener en cuenta que en muchas
ocasiones se dan nlcleos de individuos (alejados del nicleo principal) que pueden contener
variacién genética diferente (especialmente si existe heterogeneidad ambiental). Por otro
lado, a veces las poblaciones son muy extensas y solamente nos restringimos a una pequefia
area de accién por “pereza”, lo cual puede ir en detrimento de la estimacién de los niveles
de variacion genética (ver las Figuras 4 y 5). Por estos motivos, esta es quizas la fase mas
importante, puesto que condicionara la bondad de la caracterizacién genética de la poblacion
segln los marcadores moleculares seleccionados. Hay que hacer hincapié en que, para las
finalidades del trabajo que nos ocupa, debemos representar bien toda la extension de la
poblacién con objeto de estimar de manera consistente su variabilidad genética.

Durante esta fase conviene rellenar todos los apartados de la hoja de muestreo (ver
Figura 1) excepto, como es logico, el nimero de muestras recolectadas, que sélo se podra
rellenar al final del muestreo.
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Debemos determinar si hay menos de cien individuos visibles (en cuyo caso se
muestrearan todos) o si la poblaciéon consta de un nimero mayor de efectivos (ver apartado
2.2.1). En este ultimo caso, deberemos identificar a grandes rasgos la distribucion de los
individuos en el espacio poblacional (ver los ejemplos graficos en las Figs. 8 a 12) para tener
una idea del muestreo a realizar en la Fase III.

Realizaremos siempre un pliego testigo recogiendo varias plantas
representativas de los diferentes morfologias y tamafios que se hallan en la
poblacion e indicando todos los datos que se requieren en la etiqueta (Fig. 3). Si las
plantas no estuvieran en flor (este sera el caso mas frecuente si muestreamos para
aloenzimas), seria conveniente regresar al lugar en la época adecuada para recoger plantas
con flor y fruto, especialmente si las poblaciones muestreadas plantean dudas a nivel de
reconocimiento morfoldgico.

Fase II: Diseifo del muestreo

Cuando la poblacién sea mayor de 100 individuos, el muestreo que realizaremos
obedecera a un modelo estratificado. En esta técnica de muestreo aleatorio, la poblacion se
divide primero en grupos mutuamente exclusivos y posteriormente se seleccionan individuos
al azar dentro de cada grupo. En nuestro caso, los criterios para delimitar los grupos estaran
basados, en primer término, en la distribucion espacial de los individuos en la poblacion
segun las Figuras 4, 9, 11 y 12 (en grupos, continua, o sin seguir un patron determinado).
En segundo término, nuestro criterio de delimitacion se basara en la densidad relativa de los
individuos dentro de cada grupo (en lineas generales, muestrearemos mas en los grupos que
contengan mas individuos).

No hay que olvidar que nuestro muestreo estratificado estara orientado a maximizar la
probabilidad de capturar una porcién significativa de la variacién genética de la poblacién.
Por tanto, intentaremos abarcar toda el area de la poblacidn, para lo cual es conveniente
trazar uno o varios transectos para recoger las muestras. En las Figuras 10, 11 y 12 se
ejemplifican algunos transectos posibles para las poblaciones de tipo D, E y F. Si las
poblaciones ocupan una franja amplia de terreno (como se quiere ejemplificar en estas
figuras), se aconseja realizar transectos en cruz como los dibujados, muestreando
predominantemente a lo largo de ellos, pero también incorporando en la muestra algunos de
los individuos que queden fuera (ver Figs. 10, 11 y 12). En caso de que la poblacion siga una
tendencia de direccion en el espacio (por ejemplo a lo largo de una carretera, del cauce de
un barranco o de los margenes de un rio) se muestreara a intervalos regulares a lo largo de
ella, representando toda su extension visible. Si la poblacion es muy extensa, es conveniente
muestrear a intervalos regulares (de tamafio proporcional a la extensién de cada poblacion).

Hay que admitir que raramente encontraremos en el campo situaciones exactamente

iguales a las ejemplificadas mediante los esquemas. No obstante, si es muy probable que
podamos interpretar la conformacion espacial de la poblacion con su ayuda.
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ZCuantas poblaciones?, éCuantos individuos?

Los niveles de variacién genética de las poblaciones naturales vienen condicionados
por muchos factores extrinsecos que ademas presentan un impacto diferente dependiendo
de su interaccion con (entre otros factores intrinsecos) la historia evolutiva, la biologia
reproductiva y la antigliedad del linaje de los organismos, y no existen unas normas
estandar para saber el nUmero de muestras idoneo para cada tipo de organismo. El poder
diversificador de la naturaleza se manifiesta con gran fuerza también a este nivel y es dificil
de traducir en unas indicaciones de muestreo claras y concisas.

Ante la diversidad de interacciones posibles entre factores extrinsecos e intrinsecos, el
volumen de muestras a recolectar dependera en gran medida de nuestros objetivos y del
conocimiento que tengamos del organismo diana y de su contexto ecolégico. Es muy
importante tener presente que objetivos diferentes exigen muestreos también diferentes, y
gue un mismo muestreo no es adecuado para responder a todas las cuestiones que puede
plantear la diversificacién o la conservacién de un grupo de poblaciones.

En la mayoria de los casos, partiremos de una ignorancia total en cuanto a los niveles
y distribucién de la variabilidad genética en las poblaciones diana. Por ello, hemos de
procurar representarlas de la mejor manera posible en prevision de que contuvieran mayor
heterogeneidad genética de la que pudiéramos prever a través de indicadores poco fiables
como el tamafio poblacional o la distribucion geografica restringida. Esto es tanto mas asi
cuanto que la caracterizacion de estas poblaciones y su eventual diferenciacion pueden
depender en gran medida de los datos genéticos que obtengamos.

Como punto de partida general, puede establecerse que, en igualdad de condiciones,
la diversidad genética de una muestra es proporcional al logaritmo del tamafo de la muestra
(Brown y Briggs 1991). La Figura 5A ilustra esta relacion, que significa que muestras mas
grandes tenderan a contener mayores niveles de variacién genética hasta alcanzar un punto
de inflexion (sefialado mediante una flecha en la Fig. 5B), a partir del cual se necesitaran
incrementos muy grandes en el tamafio de la muestra para aumentar significativamente la
variacién genética detectada. En el ejemplo de la figura, incrementar solamente en una
unidad de xla variacidon genética detectada a partir del punto de inflexion (correspondiente a
una variacion genética de 4x) implica cuadruplicar el nimero de muestras (4n). Este aspecto
tan importante del muestreo se comenta en relacion a la Figura 6.

Esto significa que si todas las poblaciones a muestrear fueran muy grandes, la
incidencia de incrementos de muestreo (o de tamafo poblacional) en la deteccién de
variacién genética adicional serian poco sustanciales a partir del punto de inflexién. No
obstante, puesto que muchas de nuestras poblaciones seran de tamafio pequefo, se
traslucen dos implicaciones muy importantes para la Fase III del muestreo:

1. Puesto que el impacto del incremento del nimero de muestras en la proporcién de
variabilidad capturada es mucho mayor cuantos menos individuos contiene la poblacién, el
nimero de muestras a recolectar en poblaciones pequeiias ha de ser el maximo
posible y guardar estricta relacion con el tamaifio estimado de la poblacion.

La consideracién de este aspecto se hace especialmente importante cuando nuestras
poblaciones diana son endémicas o estan amenazadas. La Figura 6 muestra que la
deteccion de variacion adicional en poblaciones pequefias implica muy poco esfuerzo (13
muestras mas en una poblaciéon de 50 individuos o 24 mas en una de 100 individuos).
Ademads, vemos que solamente las poblaciones de tamafio igual o menor a 1.000
individuos nos permitirian coger una muestra de 100 individuos que representara una
proporcién de al menos el 60% de la variacion genética poblacional.
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Figura 5. A: Nimero esperado de alelos en una muestra de tamano 7 (ordenadas) en funcién del logaritmo del
tamafo muestral (abscisas) en una poblacion (1) que dista 0.4 generaciones de ser monomorfica, (2)
estacionaria y (3) compuesta de un numero elevado de alelos con frecuencias idénticas (adaptado a partir de
Brown y Briggs 1991). B: Representacion abstracta de la relacion entre el tamafio de la muestra (abscisas) y el
incremento de variacion genética detectada (ordenadas).

2. En poblaciones muy grandes, no tiene sentido aumentar el tamafo de la muestra mas alla
de cierto limite, ya que no conseguiriamos incrementar sustancialmente la proporciéon de
variabilidad genética detectada aunque doblaramos el nimero de muestras. Por tanto, para
poblaciones mayores de un cierto tamaiio, es conveniente establecer un nimero
de muestras umbral, siempre y cuando se represente bien la distribucion espacial
de las plantas en el area que ocupa la poblacion.

Por un lado, la Figura 6 muestra que incluso los tamafios de muestra necesarios para
representar solo el 60% de variacién en poblaciones grandes quedarian fuera del rango
que es factible recolectar y analizar para la mayoria de trabajos de investigacion. Por otro
lado, una muestra de 100 individuos en estas poblaciones muestrearia una proporcion de
solamente el 20% de la variabilidad genética total (en poblaciones de 10.000 individuos)
y de menos del 10% (en poblaciones de un millén de individuos), lo cual significa que el
tamafio de muestra minimo debe ser superior a 100 individuos (en la Figura 7 se sugiere
un maximo orientativo de 400 individuos).
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<
b=}
e
é 0.8x+
8 A Tamafio A B
g 0.6x1 poblacional
° 100 8 32
(] 500 40 160
o 4
s L 1.000 80 320
S 10.000 800 3200
<
= 0.2x 1.000000 80.000 320000
g - @ -
0 f f f f
0 0.2N 0.4N 0.6N 0.8N N

Tamafio muestral

Figura 6. Proporcién de variacién genética capturada (x = variacién genética total) en funciéon del tamafio
muestral (N = tamafio de la poblacién). En la tabla del interior del grafico se muestra el nimero absoluto de
individuos a muestrear para capturar el 60% (A) y el 80% (B) de la variabilidad genética en funcién del tamafio
poblacional.
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Estas consideraciones son importantes a nivel general, ya que el tamafio poblacional
tiene la ventaja de ser estimable por observacién directa (a menos que no haya bancos de
semillas en el subsuelo, elevada incidencia de la dormancia o niveles considerables de
reproduccién vegetativa). No obstante, en la naturaleza Canaria la homogeneidad es
excepcional y, aunque en ocasiones el tamafo poblacional puede ser casi determinante del
tamafio de la muestra, la mayoria de veces habremos de atender a otros factores que
también tienen impacto en la variabilidad genética poblacional, pero que no son estimables
de manera tan directa.

Dependiendo de la combinacién de estos factores, especies diferentes (o poblaciones
con-especificas) que compartan un mismo tamafo poblacional pueden tener niveles de
variacion muy dispares. A nivel general, estos factores pueden dividirse en intrinsecos
(dependientes del linaje evolutivo de los taxones diana y de sus caracteristicas bioldgicas) y
extrinsecos (es decir, relacionados con el ambiente que les ha tocado vivir y con su historia,
ya sea reciente o pasada). Dado que muchas veces los factores intrinsecos y la historia
lejana de los taxones son desconocidos o poco conocidos, es conveniente considerar al
menos los factores extrinsecos estimables antes de decidir cuantos individuos muestrear.
Partiendo de las indicaciones generales del organigrama de muestreo (Fig. 4), solamente
evaluando estas caracteristicas de las poblaciones en conjuncién con su tamafo estimado
podremos decidir cuantas muestras recolectar. La Figura 7 pretende ser una sintesis
orientativa de la influencia de estas caracteristicas en la cantidad de muestras (poblaciones e
individuos) a recolectar.

Autofecundacion elevada Poblacion recientemente rara

Dispersicn por animales, por Poblacion fragmentada
gravedad o explosiva
Reproduccion cruzada
Dispersicn por viento
Semilla dispersada por

Reproduccion cruzada cbligaca animales o viento

Pablacicres muy agrupadas Autofecundacion elevada

en el espacia . 7 !
Digpersidn explosiva o
por gravedad

POBLACIONES INDIVIDUOS

Figura 7. Jerarquia de indicadores extrinsecos (e) e intrinsecos (i) para determinar el nimero de poblaciones y
numero de individuos a muestrear en los taxones diana que consten de mas de una poblaciéon con mas de 100
individuos. La convergencia de dos o mas factores situados en el extremo superior de la flecha (color rojo mas
intenso) determinara un muestreo mas amplio. En caso de que en una misma poblacion diana converjan varios
factores, prevalecera el mas critico (es decir, el que obligue a recolectar un mayor nimero de muestras). Para
decidir cuantos individuos muestrear, conviene considerar al menos los factores extrinsecos. Los recuadros
rellenos de negro con las letras de color rojo indican los factores mas influyentes. Los nimeros arriba y debajo de
las flechas son, respectivamente, el nimero maximo y minimo de poblaciones e individuos a recolectar
(orientativo). Inspirado en la Tabla A.2 del Center for Plant Conservation (1991).
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| Fase III. Recoleccién de muestras

En esta fase, iremos recolectando hojas de los individuos seleccionados a lo largo de
los transectos. Agilizaremos mucho la colecta de muestras si tenemos las bolsas ordenadas
correlativamente (ver los apartados 1.1 y 1.2), de manera que el muestreo consista
simplemente en sacar las bolsas, abrirlas, llenarlas de hojas (un individuo por bolsa),
cerrarlas herméticamente y depositarlas en el sitio asignado al almacenamiento de las
muestras.

La hoja a recolectar debe satisfacer los requisitos cualitativos y cuantitativos explicados
en los apartados 2.3.1, 2.3.2 y 2.3.3. Si hay dos personas encargadas del muestreo, es muy
conveniente que una de ellas se dedique a recoger las hojas y la otra a dibujar la distribucion
de los individuos recolectados en las coordenadas que estaran en el reverso de la hoja de
muestreo correspondiente (ver Figura 2). Este dibujo no tiene porqué ser exacto (es decir,
las distancias entre los individuos no tienen que medirse con precision milimétrica), pero si
debe mostrar de manera fidedigna la distribucidn relativa de los individuos en el espacio
poblacional.

Aunque alguien podria pensar que el dibujo no es imprescindible, conocer la
distribuciéon de los individuos en el espacio poblacional es fundamental si el intercambio de
genes no es regular, o si una poblacién consta de varias subpoblaciones con dinamicas
independientes (esto es, poco flujo génico y poco intercambio de propagulos). Ninguno de
estos aspectos tan relevantes seria revelado por los datos moleculares en ausencia de esta
informacion espacial tan facil de obtener. Por otra parte, dibujar el mapa de los individuos
colectados no consume mucho tiempo adicional aunque sea una sola persona la que lo lleve
a cabo, puesto que muchas de las poblaciones diana a las que se refiere esta brujula
genética son endémicas o amenazadas y presumiblemente contienen pocos individuos.

Al final del muestreo se almacenaran las muestras segun estas vayan a ser analizadas
con isoenzimas (ver apartados 2.3.1 y 2.3.2) o técnicas de DNA (ver apartados 2.3.1y 2.3.3)
y se rellenara la celda de la hoja de muestreo (Figura 1) correspondiente al nimero de
muestras recolectadas.
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Normas practicas de muestreo de aplicacion general (DNA e ISOENZIMAS)

a) Seguir las indicaciones generales de los apartados 2.1, 2.2y 2.3.

Probablemente encontraremos en el campo situaciones intermedias entre dos o mas de las que se
contemplan, pero es importante tener estas indicaciones como pauta de actuacion.

b) Fijarse bien en que todas las hojas recolectadas corresponden a la especie diana y en que
no haya insectos u otros organismos pequefios adheridos a las hojas.

Es muy facil que una aguja de pino o algun trozo de otra planta se cuele en la bolsa de muestreo. Si
todas las hojas de la poblacién mostraran sintomas de infeccién por parasitos o virus, limpiarlas con un
pano limpio empapado en agua destilada y secarlas bien con un trozo de papel higiénico antes de
almacenarlas.

c) No muestrear exclusivamente las plantas mas sanas y vistosas de la poblacion.

Aunque las plantas sanas y robustas llaman siempre mas la atencién, las plantas macilentas e
inconspicuas también forman parte de la poblacién y deben de ser muestreadas en aras de una
correcta representatividad. Con frecuencia, las plantas deformes o menos atractivas poseen también
alelos raros, por lo cual infra-representarlas podria provocar una estimacién sesgada de los niveles de
variacion genética de la poblacion.

d) Nunca muestrear una planta si la recoleccién de las hojas que necesitemos puede poner
en peligro su supervivencia.

La mayoria de plantas transforman la energia solar en energia metabdlica en las hojas, por lo que no
debemos menoscabar su capacidad para desarrollar la fotosintesis hasta extremos que dificulten su
supervivencia (especialmente en caso de plantas amenazadas o con muy bajos tamanos
poblacionales).

e) Seleccionar siempre las hojas mas verdes y limpias de entre las disponibles en la planta.

Esta manera de proceder minimizara los posibles problemas de contaminacién en las muestras.

f) La cantidad de hoja a muestrear por individuo varia, pero es aconsejable coger de 1 a 5
gramos (peso fresco).

g) En caso de tener que coger mas de una hoja para asegurar la cantidad minima de
material por espécimen, debemos asegurarnos de que se muestrea siempre el mismo
individuo.

Frecuentemente varios pies de diferentes plantas se hallan entremezclados, lo cual hace muy facil
equivocarse y representar la variacion genética de dos plantas diferentes en una misma muestra. Este
error tan simple invalidaria los datos genéticos obtenidos de esa muestra.

h) Procurar recolectar las hojas enteras, sin causarles heridas

El tamafo de las hojas de la mayoria de plantas permite depositarlas enteras dentro de la bolsa de
muestreo. Hay que procurar desprenderlas del tallo o de la rama causando el minimo de heridas, ya
que en caso contrario se deteriorarian mas rapidamente por los factores mencionados en el punto 7.

i) Siempre que el tamafio de la planta lo permita, coger al menos un duplicado de cada una
de las muestras.

Este proceder se hace muy aconsejable especialmente en prevision de posibles deterioros de las
muestras o accidentes en el laboratorio de analisis.

j) Si las plantas son lefiosas o perennes, es conveniente marcar los individuos colectados en
el campo con el mismo codigo que el que se les asigna para los analisis moleculares (en
el JBCVC utilizamos cinta Dymo, pero hay métodos mas seguros).

De esta manera nos aseguramos eventuales re-muestreos y disponemos de una informacién
valiosisima para la gestion de los datos moleculares individuales. En efecto, con esta sencilla técnica de
marcaje, las poblaciones naturales pueden actuar como auténticos archivos de variabilidad genética.
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Normas practicas de muestreo de aplicacion especifica para ISOENZIMAS

a) Nunca utilizar gel de silice para conservar las muestras de hoja, con independencia de si
estas son crasas o suculentas.

b) Llevar siempre una nevera de campo de tamafio adecuado para el volumen de muestras
que se pretenda recolectar, con dos o mas bloques refrigerantes congelados dentro para
preservar las muestras frescas hasta que lleguen al laboratorio de analisis.

c) La rapidez de transporte de las muestras al laboratorio de analisis es crucial. En ningin
caso deben transcurrir mas de tres dias desde que la muestra de hoja se recoge hasta
que llega al laboratorio de andlisis. La visualizacion de los isoenzimas se basa en que
estos conserven su capacidad catalitica. Si las hojas pasan mas de tres dias en
condiciones infra-Optimas (ya sea en la nevera de campo, a temperatura ambiente o en
un frigorifico convencional), los enzimas se deterioran y pierden totalmente sus
capacidades cataliticas. El transporte se realizara en neveras de campo con bloques
refrigerantes congelados para preservar el frescor.

Normas practicas de muestreo de aplicacion especifica para DNA

a) Recoger siempre hojas adultas que no hayan empezado la senescencia.
Segun la experiencia del Banco de DNA de Kew (Mark Chase y Michael Fay, comunicacién personal) el
DNA extraido de las hojas jovenes de algunos grupos de plantas es imposible de amplificar debido a la
presencia de compuestos quimicos que no se hallan en otros tejidos. Estos compuestos probablemente
impidan la predacién por parte de insectos o animales antes de que las hojas se hayan endurecido.

b) Asegurarse de que las hojas estan completamente secas después de 24 horas.
En caso contrario, la experiencia de la mayoria de laboratorios dicta que es muy probable que el DNA
que se extraiga esté muy degradado. Quizas el requisito mas importante para la buena preservacion y
amplificacién del ADN sea un secado rapido de las hojas. Segulin Savolainen et al. (1995), si el secado
se prolonga demasiado, la planta (que aun esta viva) estara sujeta a un estrés hidrico, a la carencia de
nutrientes y a heridas (entre ellas, las que hemos ocasionado al desprender la hoja de la planta, al
doblarla para introducirla en la bolsa, etc...). Las heridas inducen rapidamente la produccién de
compuestos fendlicos y radicales libres, que pueden influenciar muy fuertemente el ambiente celular vy,
en consecuencia, perjudicar la calidad del ADN obtenido en la extraccién (McKersie et al. 1988).
Ademas, se ha visto que existe una disminucion del contenido en ADN durante los primeros estadios
de la senescencia foliar, que puede representar hasta el 20% del ADN total (Scott y Possingham
1983). Las respuestas metabdlicas y celulares a la preparacion de pliegos de herbario son similares a
las debidas a la senescencia. Por todos estos motivos, si no estamos seguros de poder realizar la
extraccion de este tipo de hojas cuando aun estan frescas, es preferible prescindir de muestrearlas.

¢) Si las hojas no son crasas ni suculentas, depositar cada muestra en una bolsa cerrada

herméticamente que contenga gel de silice libre de humedad y el minimo de aire posible.
Estas muestras se conservan bien a temperatura ambiente, siempre y cuando se almacenen en un sitio
fresco resguardado de la humedad y de la luz. Si el color del gel de silice virara a azul palido (indicador
de presencia de humedad) es necesario sustituirlo por gel de silice seco (es decir, de color azul
intenso).
d) Si las hojas son crasas o suculentas, es muy aconsejable realizar la extraccion el mismo
dia de la recoleccién.
En caso de que esto no sea factible, hay dos opciones para conservarlas:
d1) Procurar que pierdan la mayoria del liquido antes de pasarlas al gel de silice (se puede utilizar
papel secante y una prensa para acelerar el proceso).
d2) En caso de que d1 no fuera posible por razones técnicas o de tiempo, habria que preservar las
hojas en el gel de silice dentro de una nevera de campo mientras dure el muestreo, pero
almacenarlas en un congelador entre —20°C y —40°C (quitando antes el gel de silice) en cuanto
lleguen al primer lugar de destino.
e) Si el primer lugar de destino no es el laboratorio de analisis genético, el transporte a este

se realizara procurando que transcurra el menor tiempo posible desde la recoleccion.
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1.3. DESPUES DE IR A LA POBLACION

A efectos de agilizar el trabajo y facilitar el almacenamiento en los laboratorios de
destino, es conveniente ordenar todas las muestras correspondientes a una misma poblacién
y agruparlas dentro de una bolsa hermética de volumen adecuado o en una fiambrera de
plastico de cierre hermético. En ambos casos, hay que etiquetar convenientemente el
recipiente que contiene las muestras para que la identificacién de la especie y poblacion se
produzcan sin ambigiiedades en el laboratorio de andlisis.

En caso de que el destino de las muestras sea el analisis con DNA, el transporte al
laboratorio de analisis no tiene porqué ser urgente, aunque se hace aconsejable la maxima
rapidez posible.

Los protocolos analiticos para estimar la variacion genética no se incluyen en esta
brdjula, ya que se explican exhaustivamente en los manuales que ha elaborado el
Departamento de biodiversidad Molecular del JBCVC para aloenzimas (Caujapé-Castells et al.
1999) y para el Banco de ADN de la Flora Canaria que reside en esta institucion (Caujapé-
Castells, Jaén-Molina y Cabrera-Garcia, 2006).
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Figura 8. Ejemplificacion de las tres fases temporales del muestreo esquematizadas en la Figura 4 para una poblacién de tipo B
(plantas distribuidas en pocos grupos, con menos de 11 individuos por grupo). Los circulos vacios simbolizan las plantas de la
poblacion y los circulos rellenos corresponden a las plantas muestreadas. En la ultima representacion se muestra el mapa que
corresponderia a este muestreo, con los codigos numéricos de cada planta al lado del circulo que la representa.
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Figura 8. Ejemplificacion de las tres fases temporales del muestreo esquematizadas en la Figura 4 en una poblacion de tipo C
(plantas distribuidas en pocos grupos, con mas de 10 individuos por grupo). Los circulos vacios simbolizan las plantas de la
poblacién y los circulos rellenos corresponden a las plantas muestreadas. Como se indica en el organigrama de la Figura 4, el
muestreo de cada uno de los grupos se realizaria en proporcion a su tamafio y representando el area que ocupan. En la Ultima
representacion se muestra el mapa que corresponderia a este muestreo, con los cddigos numéricos de cada planta al lado del
circulo que la representa.
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Figura 10. Ejemplificacion de las tres fases temporales del muestreo esquematizadas en la Figura 4 en una poblacion de tipo D
(plantas distribuidas en muchos grupos, con menos de 11 individuos por grupo). Los circulos vacios simbolizan las plantas de la
poblacion y los circulos rellenos corresponden a las plantas muestreadas. Los rectangulos dibujados en linea discontinua en la
segunda representacion se refieren a uno de los transectos posibles para muestrear la poblacién. Notese que aunque el
muestreo se realiza eminentemente a lo largo del transecto, también se muestrean algunas plantas fuera de ellos, en aras de
una correcta representacion de la distribucion espacial de los individuos. En la Ultima representacion se muestra el mapa que
corresponderia a este muestreo, con los codigos numéricos de cada planta al lado del circulo que la representa.
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Figura 11. Ejemplificacion de las tres fases temporales del muestreo esquematizadas en la Figura 4 en una poblacién de tipo E
(plantas distribuidas de manera continua, formando una especie de pradera). Los circulos vacios simbolizan las plantas de la
poblacion y los circulos rellenos corresponden a las plantas muestreadas. Los rectangulos dibujados en linea discontinua en la
segunda representacion se refieren a uno de los transectos posibles para muestrear la poblacién. Notese que aunque el
muestreo se realiza eminentemente a lo largo del transecto, también se muestrean algunas plantas fuera de ellos, en aras de
una correcta representacion de la distribucion espacial de los individuos. En la Ultima representacion se muestra el mapa que

corresponderia a este muestreo, con los codigos numéricos de cada planta al lado del circulo que la representa.
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Figura 12. Ejemplificacion de las tres fases temporales del muestreo esquematizadas en la Figura 4 en una poblacion de tipo F
(plantas distribuidas sin seguir un patrén regular). En este ejemplo, la poblacién consta de zonas con distribucién continua y
gran densidad de individuos (parte superior derecha), grupos de tamafo variable (parte inferior derecha), plantas aisladas
dispersas (especialmente en la mitad superior) y de un nlcleo de individuos muy alejados del resto (parte inferior izquierda).
Los circulos vacios simbolizan las plantas de la poblacion y los circulos rellenos corresponden a las plantas muestreadas. Los
rectangulos dibujados en linea discontinua en la segunda representacion se refieren a uno de los transectos posibles para
muestrear la poblacion. Notese que aunque el muestreo se realiza eminentemente a lo largo del transecto, también se
muestrean algunas plantas fuera de él, en aras de una correcta representacion de la distribucion espacial de los individuos. En
la Ultima representacion se muestra el mapa que corresponderia a este muestreo, con los codigos numéricos de cada planta al

lado del circulo que la representa.
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2. SOBRE LOS PARAMETROS Y TESTS MAS USADOS EN GENETICA DE
POBLACIONES
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INTRODUCCION

No le falta razén a Jorge Wagensberg cuando dice que la evolucién de la vida es posible gracias a
cierta capacidad para acumular innovaciones superfluas (Wagensberg 2006, reflexion 376).
Efectivamente, en las poblaciones naturales de organismos lo delicuescente se puede transformar en
trascendente con sélo que se produzca un cambio (no necesariamente drastico) en el ambiente.
Entonces, algunas de las innovaciones que en el estado anterior eran “superfluas” pueden dejar de
serlo, y ofrecer soluciones efectivisimas a los nuevos problemas de supervivencia que el nuevo
ambiente plantea (problemas que, antes del cambio, no existian). Es como si los organismos
invirtieran parte de su energia vital en generar diversidad “a fondo perdido”, como anticipo a lo
impredecible, como un capital de riesgo evolutivo que puede dar increibles réditos si el ambiente
cambia y la suerte acompaiia, pero que no supone ningln trastorno para su supervivencia en caso de
que todo contindie como antes.

MUIEACIEN Seleccidn
Seleccidn Recombinacian \ )
\ Deriva \ GYULOS (M) Seleccidn

ESFORGFITO
MADURG (2M)

mtacion <&

Recombinacion
Ceriva

FECUNDACION SEMILLA (ZM)

Seleccion
Migracion
Migracicn

Ceriva \

Esquematizacion del ciclo vital de las angiospermas, incluyendo la incidencia de las cinco fuerzas evolutivas que interactian
para generar la estructura genética de las poblaciones naturales de plantas.

Las innovaciones en la estructura genética de las poblaciones naturales se generan a través de cinco
fuerzas evolutivas: mutacién, recombinacion, seleccion, migracion y deriva. Como muestra el esquema
superior, algunas de ellas actlian solamente en una de las fases del ciclo bioldgico de los organismos y
(aunque no lo muestre el esquema superior) otras predominan sobre las demas en determinadas
zonas geograficas, o en situaciones particulares.

Puesto que las innovaciones se producen al azar, es inevitable que algunas de ellas afecten
drasticamente a genes que regulan funciones vitales. Lo mas probable es que este tipo de
innovaciones no aporten ventajas incuestionables, sino mas bien todo lo contrario, por lo que el
organismo que las hereda muere sin remision, ya sea antes o después de nacer. Pero cuando las
innovaciones no afectan a la supervivencia, tienden a comportarse como neutrales (esto es, no
aportan grandes ventajas ni inconvenientes al organismo que las posee), y pueden expandirse en el
espacio y en el tiempo, esperando a través de las generaciones a que llegue una oportunidad donde
(quizas) poder demostrar su valor.

En la naturaleza, en las plantas vasculares, la heterogeneidad genética es una garantia, una especie
de seguro de vida que otorga a las poblaciones que la poseen mayores posibilidades de sobrevivir a
un cambio ambiental o a muchas catastrofes (siempre, claro estd, que los cambios no sean en forma
de una agresion fisica que aniquile todos los sistemas fisioldgicos de los individuos, como una
inundacién, una erupcion volcanica o una plaga).

La genética de poblaciones estudia las implicaciones del cambio genético en el tiempo evolutivo (a lo
largo de las generaciones) y en el espacio (dentro y entre poblaciones en un momento puntual del
tiempo). Para este cometido se sirve de formulaciones matematicas que, en la practica, se aplican a la
informacién molecular obtenida para las poblaciones naturales sujeto de estudio.
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Estas formulaciones se apoyan en modelos que nos otorgan un cierto poder de prediccion a cambio
de asunciones sobre la complejidad de la naturaleza. Y como cualquier modelo de cualquier ciencia es
por definicion una simplificacion, antes de interpretar los parametros resultantes de su aplicacion
hemos de ser conscientes de las limitaciones que imponen las asunciones que hemos aceptado.
Nunca hay que olvidar que los pardmetros en que nos fijamos para establecer los modelos se refieren
a organismos Vvivos y a procesos inacabados cuya complejidad nunca puede ser descrita totalmente
por una perspectiva reduccionista.

A lo largo de esta parte de la brdjula, veremos que la informacidén genética poblacional nos puede
servir para inferir la historia de las poblaciones y también para hacer predicciones sobre su futuro.
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2.1. CONCEPTOS BASICOS

Este capitulo introductorio trata de nueve conceptos basicos que seran recurrentes a lo largo
de las partes 3 y 4 de esta brujula y cuya comprension es imprescindible para la correcta
interpretacion de los valores de los parametros mas cominmente usados en genética de
poblaciones. Estos nueve conceptos son:

e El teorema de Hardy-Weinberg

e La deriva genética

¢ El efecto fundador

e El efecto cuello de botella

e La paradoja del tamafio poblacional

e El efecto Wahlund

* El tamafio poblacional efectivo

¢ El modelo de estructura poblacional en isla

¢ El modelo de estructura poblacional en pasadera (del inglés “stepping stone”)
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EL TEOREMA DE HARDY-WEINBERG es una formulacion matematica que muestra que las
frecuencias de los diferentes alelos en poblaciones ideales de tamafio infinito no cambian en el tiempo a menos
que actlen fuerzas evolutivas

La mayoria de inferencias sobre la diversificacién de las poblaciones se realizan en base al
sentido de las desviaciones de las frecuencias génicas observadas respecto de las esperadas
bajo el equilibrio que define el teorema de Hardy-Weinberg. Por ello, comprender el teorema
de Hardy-Weinberg es fundamental para empezar a comprender muchos aspectos de la
genética de poblaciones de los organismos.

Por definicién, el equilibrio Hardy-Weinberg describe la genética de una poblacién que no
evoluciona. Esta informacion proporciona la base comparativa necesaria para detectar
cambios genéticos que pueden tener significacion evolutiva en las poblaciones naturales.

Conceptos preparatorios

Asumamos que estamos estudiando un locus dialélico (alelos Ay a) en una poblacién natural
compuesta por N individuos diploides. Las frecuencias genotipicas de esta poblacién tipo
pueden expresarse segun la Tabla 1.

Tabla 1. Estimacion de las frecuencias genotipicas poblacionales de cada uno de los posibles genotipos en un locus
dialélico. ‘N’ indica el tamafio poblacional total, y ‘n’ es el nimero de individuos de un genotipo determinado (entre
paréntesis).

Genotipos posibles

AA Aa aa
Numero de individuos n(AA) n(Aa) n(aa)
Frecuencia genotipica n(AA)/N =D n(Aa)/N = H n(aa)/N = R

Segun la Tabla 1, notaremos la frecuencia relativa de los individuos homocigotos A4 como D
(por Dominantes), la de los heterocigotos Aa como H (por Hetetrozigotos) y la de los
homocigotos aa como R (por Recesivos). Por la definicién de frecuencia relativa, tenemos
que D+H+R=1.

La frecuencia alélica es la proporcion de un tipo particular de alelo en relacion a todos los
alelos detectados en la poblacién en el locus al que pertenece y se estima mediante la
frecuencia relativa. En la poblacidon descrita en la Tabla 1, pueden calcularse las frecuencias
alélicas de Ay a a partir de las frecuencias genotipicas de manera que, si notamos p como la
frecuencia del alelo Ay g como la frecuencia del alelo g, entonces

[2n(AA) + n(Aa)]/2N = D + V2H
[2n(@a) + n(Aa)]/2N = R + V2H

p = NO de alelos A/ N° total de alelos
g = NO de alelos a/ N° total de alelos

(puesto que asumimos que los individuos son diploides, el nimero total de alelos analizados

es 2/N)

Por la definicién de frecuencia relativa, tenemos que p + g = 1.
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La probabilidad de que todas las posibles combinaciones de los alelos Ay a ocurran al azar
es

(p+gP=1

y, por tanto,
P +2pg+ ¢ =1

Fijémonos que, en esta ecuacion,
[/ = frecuencia de los homozigotos dominantes (AA)
2pq = frecuencia de los heterocigotos (Aa)
¢ = frecuencia de los homozigotos recesivos (aa)

Formalizacion del teorema de Hardy-Weinberg

- Consideremos una poblacién monoica de individuos diploides con apareamiento aleatorio (o
panmixia), cuyo tamafno es lo suficientemente grande como para que la influencia de los
fendmenos estocasticos no sea apreciable.

- Asumamos que esta poblacion no se ve afectada por la mutacién, la migracién o la
seleccién natural y que las generaciones no se solapan en el tiempo.

- Consideremos un locus genético dialélico de esta poblacion en el cual los alelos Ay a
presentan las probabilidades de detecciéon P(A) = py P(a) = 4.

Siempre que todas las asunciones postuladas se mantengan, podemos enunciar el siguiente
teorema:

“Después de una generacién de apareamiento aleatorio, una poblacién con frecuencias
genotipicas D (para AA), H (para Aa) y R (para aa), llega a una situacién de frecuencias
génicas estables p? 2pq, > donde p = D + "2 Hy q = R + %2 H. Si las frecuencias
genotipicas iniciales ya son de la forma p? 2pq, g% entonces esas frecuencias ya son
estables para todas las generaciones siempre y cuando las condiciones iniciales prevalezcan”.

Esta formulacién es conocida como el teorema de Hardy-Weinberg porque fue probada
por primera vez (y casi simultdneamente) por el matematico inglés Godfrey Hardy (1908) y
el médico aleman Wilhelm Weinberg (1908). En una poblacion ideal que satisfaga las
condiciones postuladas, se cumpliran las proporciones Hardy-Weinberg. 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 segun el equilibrio Hardy-Weinberg,

La Tabla 2 ofrece una ilustraciéon grafica de este teorema mediante la descomposicion de las
frecuencias genotipicas esperadas en la descendencia de cada uno de los apareamientos que
tendrian lugar en una poblaciéon panmictica.

Cualquier persona minimamente observadora que reflexione un poco acerca del
funcionamiento de la naturaleza se dara cuenta de que las condiciones asumidas para definir
la poblacion ideal en el teorema de HW son extremadamente irreales: las poblaciones
naturales jamas mantienen un tamafio constante, las generaciones si se solapan en el
tiempo y el apareamiento nunca es totalmente aleatorio. A lo largo del libro veremos
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numerosos ejemplos donde las desviaciones que detectemos de estas condiciones irreales
nos orientaran en nuestras inferencias sobre la diversificacion evolutiva y la estructura
genética de los organismos.

Empezar esta parte de la brdjula hablando del teorema de Hardy Weinberg no es una
casualidad, ya que el teorema de Hardy Weinberg funciona como una hipétesis nula, y la
genética de poblaciones consiste en gran medida en investigar qué factores provocan la
desviacidn significativa de esta hipotesis nula en las poblaciones naturales de organismos.

Tabla 2. Frecuencias de apareamientos y frecuencias genotipicas esperadas en la descendencia de una poblacién infinita de
individuos diploides con apareamiento al azar. Notemos que la frecuencia de cada uno de los genotipos permanece constante
después de una generacion de panmixia. Este es el resultado mas destacable del teorema de Hardy-Weinberg.

Frecuencias genotipicas esperadas en la descendencia

Apareamiento  Frecuencia AA Aa aa
AA x AA D’ = D’ + 0 + 0
AAxAa y AaxAA 2DH = 2DH=DH + /2 2DH = DH + 0
AAxaa y aaxAA 2DR = 0 + 2DR + 0
AaxAa H? = WH=H/4 4+ 1 H = H/2 + Ve H=HY4
Aaxaa y aaxAa 2HR = 0 + 2 2HR = HR + % 2HR =HR
aaxaa R? = 0 + 0 + R?
D?+DH+H?*/4 = DH+(H?/2)+2DR+HR = H?/4+HR+R? =
SUMAS (D+H+R)*> = [D+(H/2)]>  + 2[D+(H/2)][(H/2)+R] + [(H/2)+R]?
v v v v
v v v v

Para saber qué causas han actuado para provocar estas desviaciones, la ecuacién de Hardy
Weinberg es obviamente insuficiente, por lo cual tendremos que aplicar las formulaciones
matematicas que se discuten en esta brdjula e interpretar sus resultados segin nuestro
conocimiento de la biologia, ecologia e historia del organismo en cuestién. Este proceso de
exégesis es el nucleo de accion de la genética de poblaciones.

Es importante advertir que, a pesar que las violaciones de las condiciones del modelo de HW
son muy frecuentes, a veces las proporciones HW se cumplen en (algunos loci de) algunos
organismos. No obstante, es asimismo fundamental hacer hincapié en que el hecho de que
una poblacion natural cumpla las proporciones HW no implica directamente que esté en
equilibrio HW. Notemos que afirmar que una poblacién esta en equilibrio HW implica el
cumplimiento de todas las condiciones implicitas al modelo, mientras que la mera adecuacién
a las proporciones HW puede ser debida a factores aleatorios o relacionados con un mal
muestreo. La confusion entre factores asociados al muestreo y factores asociados a
caracteristicas de los organismos emana directamente de nuestra ignorancia (o de la
incompletitud de nuestros datos), y serd un tema recurrente a lo largo de esta brdjula. Es
extremadamente improbable que el teorema de Hardy Weinberg se cumpla en condiciones
naturales y, si las proporciones esperadas HW se adaptan a las frecuencias génicas
observadas, es muy posible que se trate de un artefacto estadistico que de una realidad
genética.

Si se detecta un exceso de heterozigotos, esto puede indicar seleccién sobredominante o
reproducciéon cruzada obligada. En cambio un defecto de heterocigotos puede deberse a
seleccién, a la presencia de alelos nulos que den la impresion falsa de defecto de
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heterocigotos, consanguinidad o efecto Wahlund por la existencia de estructura poblacional
que no hemos tenido en cuenta.

A modo de introduccién de lo que se desarrollara en el resto de esta parte de la brdjula, la
Tabla 3 considera las perturbaciones mas frecuentes de las condiciones de equilibrio Hardy-
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Weinberg y los posibles indicadores para su diagndstico que se tratan en esta brijula.

Tabla 3. Perturbaciones naturales de las asunciones del Teorema de Hardy Weinberg (THW) y capitulos de la brijula
donde se explican estas violaciones.

ASUNCION THW

PERTURBACIONES DE LAS ASUNCIONES

VER EN LA BRUJULA...

La poblacion es infinita

Existe panmixia

No hay mutacion

No hay migracion

No hay seleccién

No hay error de muestreo

Las poblaciones naturales tienen tamafios finitos. Este
hecho se traduce (especialmente en las poblaciones
pequefias) en una pérdida generalizada de variabilidad
genética y, en ocasiones, una alta incidencia de la
consanguinidad.

Existen ciertos tipos de apareamientos predominantes,
diferencias en los tiempos de floracion, u otros factores
atribuibles al sistema reproductivo de los individuos (p.
e., plantas no hermafroditas o existencia de sistemas de
autoincompatibilidad) o al muestreo.

La diferenciacion por mutacion es tanto mayor cuanto
mas tiempo ha pasado desde la divergencia evolutiva
entra las poblaciones consideradas.

El intercambio de migrantes (en forma de granos de
polen o semillas) es frecuente entre las poblaciones
naturales de plantas vasculares.

Diferenciacion ecoldgica o predominio de algunos de los
genotipos de la descendencia mas que otros.

Mezcla de individuos de mas de una poblacién (por
ignorancia), mayor probabilidad de que ciertos
genotipos se incluyan en la muestra, muestreo poco
representativo.

eDeriva genética
eLa paradoja del tamafio poblacional
eTamafio poblacional efectivo

eEfecto Wahlund

eTamafio poblacional efectivo
eEstructura genética
eConsanguinidad

eDistancias genéticas
eAlelos raros

eEstimacion del intercambio genético
entre poblaciones

eLa depresion por consanguinidad

Seccion 1 de la brajula
eEfecto Wahlund
eDeriva genética
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LA DERIVA GENETICA &s Ia alteracion de la composicion genética de las poblaciones debida a factores
aleatorios.

Los cambios de frecuencias génicas en las poblaciones, ya sea en una dimensiéon temporal (a
través de las generaciones) o espacial (en la distribucion intra- e inter-poblacional de la
variabilidad genética), son a la vez causa y efecto de la diversificacion bioldgica. Sus efectos
principales son el aumento de la diferenciacion inter-poblacional, la pérdida de variabilidad
genética y la predominancia de factores estocasticos en el proceso de diversificacién de los
organismos.

LA DERIVA GENETICA EN EL ESPACIO

Notemos que una de las asunciones fundamentales del teorema de Hardy-Weinberg es que
las poblaciones son de tamafio infinito. No obstante, las poblaciones naturales tienen
siempre un tamano finito (aunque éste pueda llegar a ser muy grande). Este detalle es
importante ya que, simplemente por el error asociado al muestreo, un conjunto de gametos
provenientes de una poblacion finita raramente tendra las mismas frecuencias génicas que
las de la poblacién que los origind. Cuando el cambio de frecuencias génicas es debido
exclusivamente al azar, se engloba bajo la definicién de deriva genética.

Es importante entender que en todas las poblaciones existen fluctuaciones aleatorias de
frecuencias génicas y genotipicas a lo largo de las generaciones. En general, la magnitud de
cambio evolutivo asociado a la deriva esta inversamente relacionada con el tamafio
poblacional (N). La probabilidad de fijacion de un alelo selectivamente neutral en una
poblacion es 1/2N, y la probabilidad de pérdida de ese mismo alelo es de 1-1/2N. Esto
significa que la deriva genética es mas efectiva como fuerza diferenciadora en las
poblaciones pequeiias, ya que es en ellas donde las desviaciones aleatorias de las
frecuencias génicas presentan mayor posibilidad de amplificacion.

La Figura 1 ilustra la magnitud de los cambios dependiendo del tamafio poblacional inicial y
de la frecuencia alélica inicial. La deriva genética modifica la composicion genética de las
poblaciones a través del tiempo y muestra que es muy dificil que las condiciones del
equilibrio Hardy-Weinberg se mantengan, especialmente cuando las poblaciones son finitas.
Si, ademas de finitas, las poblaciones son extremadamente pequefas, la deriva genética
puede constituir una fuerza de diferenciacion mas fuerte que las variables bioldgicas
intrinsecas, que son las que determinan el cambio evolutivo en las poblaciones de gran
tamano (Figura 2).

N=5000

Figura 1. Efecto del tamafio poblacional en la magnitud de las desviaciones causadas por la deriva genética en 20 poblaciones
con tamafo poblacional N a lo largo de 25 generaciones. Las regiones sombreadas muestran el grado de perturbacion
provocado por cada una de las situaciones simuladas. Todas las simulaciones asumen un locus dialélico con frecuencias
p=q=0,5.
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Tamairio poblacional
f N=5 N=50 N=500 N=5000

Tamafio poblacional
f N=5 N=50 N=500 N=5000

wirie
A

Figura 2. Efecto de la frecuencia alélica en la magnitud de las desviaciones causadas por la deriva genética. N y f son,
respectivamente, los tamafos poblacionales y las frecuencias alélicas que se utilizaron para realizar las simulaciones. Las areas
sombreadas muestran el grado de perturbacién provocado por cada una de las situaciones simuladas.

LA DERIVA GENETICA EN EL TIEMPO

Cuando las poblaciones son pequefias, las desviaciones de frecuencias provocadas por la
deriva tienden a amplificarse con el paso de las generaciones. Puesto que la mayoria de
poblaciones naturales que estudiamos bajo la perspectiva de la genética de poblaciones
tiene cierta antigliedad (especialmente si son endémicas), es conveniente saber como influye
la deriva en la diferenciacién poblacional en el tiempo. En ausencia de otros estimulos como
la seleccion natural, los factores estocasticos pueden adquirir un gran protagonismo en las
diferencias genéticas observadas en las poblaciones naturales.

Aungue no es posible predecir cuando un determinado alelo se perdera, la probabilidad de
que en un locus dialélico los alelos A y a se fijen en una poblacién son iguales a sus
frecuencias de partida p, y g, (Fisher 1930, Wright 1931). Por consiguiente, una proporcion
Py de las poblaciones contendran solamente el alelo 4, mientras que una proporcién g,
contendran solamente el alelo a. De esta manera, es sencillo entender que si cualquiera de
los dos alelos esta a una frecuencia mucho menor que el otro, entonces su pérdida es mas
probable (siempre y cuando la deriva genética sea la Unica fuerza que opera).

En relacidn a este punto, Watterson (1962) postula que el tiempo medio para la fijacion de
un alelo (¢, también conocido como tiempo medio de absorcidn) viene dado por la formula

t = -4N(pologe PO + G0 109e G0)
Aungue desarrollar matematicamente la formulacién que da lugar a esta ecuacién queda
fuera del objetivo de esta brujula, si es importante entender que esta expresion nos esta

diciendo que el tiempo medio de absorcidon depende de la frecuencia inicial de un alelo y del
tamano de la poblacién donde se encuentra.
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Las Figuras 3 a 5 ponen de relevancia algunas de las propiedades generales mas
importantes de la deriva genética en el tiempo.

1. La deriva genética no tiene direccion. A partir de una misma frecuencia de
partida, un alelo bajo el influjo de la deriva puede incrementar su frecuencia hasta
fijarse, disminuir su frecuencia hasta desaparecer o permanecer en la poblacion a
una frecuencia diferente de la de partida. En la Figura 3, este efecto se muestra con
un alelo con frecuencia de partida 0.5. Mientras que en b) se manifiesta una
direccionalidad clara hacia la fijacion (que se alcanza en todos los casos antes de la
quinta generacion), la distribucion de frecuencias alélicas en a) después de 25
generaciones es totalmente aleatoria, con alelos fijados, alelos desaparecidos y alelos
a frecuencias intermedias.

Nimero de pablaciones
- N @
[

Generaciones 0.0 020406 08 1.0
Frecuencia alglica ent = 25

wi=032
wi=00
wi=01

2 —

Nimero de poblaciones

T T T
0.0 020406 08 1.0

Frecuencia alélica en t = 25

Generaciones

Figura 3. Simulaciones de cambio de frecuencia alélica en un locus influido solamente por la deriva genética (a) o por la accién
de fuerzas selectivas (b). En la simulacién (a) no se ha asignado peso a ninguno de los tres alelos considerados
(wl=w2=w3=0). En cambio, en (b) se asignaron pesos arbitrarios. Ambas simulaciones consideraron 10 réplicas poblacionales
con dos alelos cada una que partieron de una frecuencia de 0.5.

2. Los efectos de la deriva genética son acumulativos. La magnitud de las
desviaciones se incrementa con el tiempo hasta que un alelo se fija (alcanza
frecuencia 1) o desaparece (alcanza frecuencia 0). Como puede verse en la Figura 1,
el proceso de fijacion es tanto mas rapido cuanto mas pequeia es la poblacidon sobre
la que opera la deriva. Cuando el alelo se ha perdido o se ha fijado, la actuacion de la
deriva genética ya no es posible a menos que se origine una mutacién nueva en la
poblacién.

0
w2

a) R b)

Frecuencia

MNUmero de poblaciones

Generaciones Frecuenciaent =25

Figura 4. Simulaciones de cambio de frecuencia alélica en poblaciones de cinco individuos en un locus dialélico con frecuencia
de partida 0,5 a lo largo de 25 generaciones. En a) se muestra el trayecto de cada poblacién simulada, en b) el drea de
influencia de las perturbaciones provocadas por la deriva, y en c) la distribucion de frecuencias después de las 25 generaciones.
La simulacion considerd 25 réplicas poblacionales con dos alelos cada una que partieron de una frecuencia de 0,5.
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3. La deriva causa la pérdida de variacion genética dentro de las poblaciones
debido a que las poblaciones tienden a fijarse para un alelo u otro, con la
particularidad de que el tiempo de fijacidén es tanto menor cuanto mas cercanas sean
las frecuencias alélicas de partida a cero y a uno. La figura 5 ilustra este fendmeno
mostrando que solamente en el caso de frecuencia de partida 0.5 existen unas pocas
poblaciones donde el alelo no se ha fijado o ha desaparecido. La tasa de pérdida de
variabilidad genética por deriva es de 1/(2N) (donde N es el tamafio poblacional).

a) .. b) .

Generaciones Generaciones Generaciones

Figura 5. Simulaciones de cambio de frecuencia alélica por deriva partiendo de una frecuencia inicial de 0.1 (a), 0.5 (b) y 0.9
(c). Las simulaciones corresponden la evolucion de 10 réplicas poblacionales a lo largo de 25 generaciones.

4. Por su naturaleza aleatoria, la deriva genética tiene como efecto un
incremento de la diferenciacion genética entre poblaciones.

La consanguinidad y la deriva genética suelen ser fendmenos interrelacionados, puesto que
la deriva genética resulta en una pérdida de variacidn que acarrea un incremento en la
probabilidad de que dos genes derivados de un ancestro comin se junten en un zigoto.

DERIVA GENETICA Y ADAPTACIONES

El trabajo empirico de las Ultimas décadas ha demostrado que la estructura genética
poblacional significativa que exhiben muchos organismos puede fomentar las oportunidades
de actuacion de la deriva genética.

Aungue las condiciones en que la deriva influye en la evoluciéon de los organismos han sido
postuladas tedricamente (Fenster y Galloway 2000), hay solamente unos pocos casos bien
documentados donde se demuestre que la deriva ha contribuido a la evolucion de
adaptaciones. Asi pues, tenemos una comprension limitada de cémo la deriva interactta con
la seleccion y de si la seleccion actlia en las interacciones génicas.

Aungue la deriva actla en todas las poblaciones de organismos, existen dos casos extremos
en los cuales su manifestacién es particularmente notoria y puede tener implicaciones de
gran calado para la diversificacion bioldgica: el efecto fundador y el efecto cuello de botella.
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EL EFECTO FUNDADOR es la pérdida de variacion genética que se produce cuando una nueva
poblacién se forma a partir de un nimero muy pequeio de individuos provenientes de una poblacién mas grande

Este concepto fue propuesto por primera vez por Ernst Mayr (1963) para referirse al
“establecimiento de una poblacién nueva a partir de unos pocos fundadores ... que poseen
solamente una pequena fraccion de la variacion genética de la poblacion suministradora”. A
corto plazo, el impacto de un efecto fundador dependera de la cantidad de variabilidad que
posee la poblacion suministradora, del nimero de efectivos que intervienen en el efecto
fundador y del nimero de veces que se producen eventos fundadores hacia la misma
poblacién receptora. A nivel general, la diferenciacion entre la poblacién suministradora y la
receptora sera maxima cuando la poblacion suministradora sea muy variable, el evento
fundador sea Unico y conste de muy pocos individuos. A largo plazo, los efectos
diferenciadores de un evento fundador se amplificaran con el tiempo (por la aparicién de
mutaciones independientes) y cuanto mas diferentes sean las condiciones en la poblacion
receptora (por el posible estimulo de la adaptacion y la seleccién).

Obviamente, los efectos fundadores son de maxima importancia en el estudio de la
diversificaciéon de organismos insulares. Si unos pocos individuos fundan una nueva
poblacién, entonces (suponiendo que no hay extinciéon) debe de producirse una expansion
en unas pocas generaciones. La deriva genética causada por el efecto fundador tiene dos
efectos relacionados.

En primer lugar, una reduccién de la varianza genética y la heterozigosidad que llevara a una
acumulacién de consanguinidad y a un incremento de la homozigosidad.

En segundo lugar, un cambio aleatorio en las frecuencias alélicas (incluyendo la pérdida y la
fijacion de alelos) y en las medias de los caracteres cuantitativos de las poblaciones
fundadas que conllevara la divergencia genética respecto de la poblacién suministradora y
una reduccidén de la variabilidad.

Los eventos fundadores pueden causar también desviaciones de las proporciones Hardy-
Weinberg vy fluctuaciones aleatorias de los desequilibrios de ligamiento, pero ambos efectos
son transitorios (Barton 1989). Si diferentes poblaciones poseen un diferente conjunto de
alelos, entonces habra una diferenciacién genética que puede conducir al aislamiento.

Para Mayr (1954) la acumulacion de consanguinidad en la poblacién fundadora era la
consecuencia mas importante del efecto fundador, porque incrementa la probabilidad de
cambio en los complejos génicos adaptativos. El razonamiento de Mayr (1954) es que, al ser
los homocigotos mas frecuentes en la poblacion fundadora, estaran mucho mas expuestos a
la seleccion, que favorecera especialmente a aquellos alelos que sean mas viables en
homozigosis. Este hecho llevd a este autor a postular que el mero cambio del ambiente
genético puede variar el valor selectivo de un gen, y puede significar a la postre una
auténtica revolucidon genética cuyas consecuencias afecten a la totalidad del genoma (y no
solamente a los genes que la desencadenan).

La definicion de Mayr establece una diferencia fundamental entre la especiacion por efecto
fundador y la especiaciéon alopatrica. En la especiacion por efecto fundador, el aislamiento
conlleva una alteracion del ambiente genético que provoca la especiacion. Por el contrario,
en la especiacion alopatrica el aislamiento solamente permite que la especiacién ocurra como
un sub-producto de los procesos microevolutivos ordinarios (Templeton 1980).

JULI CAUJAPE CASTELLS %g ;




BRUJULA GENETICA PARA BOTANICOS 44

Posteriormente, Carson (1975) amplia la definicién de revolucién genética al considerar que
el genoma puede descomponerse en un sistema cerrado y un sistema abierto, y que la
revolucion genética solamente incumbiria al sistema cerrado. Este constaria de unos pocos
loci (del orden de magnitud de 10) que regulan los procesos fundamentales del desarrollo, la
fisiologia y la historia vital de los organismos. Segun esta teoria, los loci aloenzimaticos
pertenecerian al sistema abierto y, por lo tanto, no serian los desencadenantes de las
revoluciones genéticas sino solamente agentes pasivos que reciben y manifiestan sus
consecuencias.

Mas adelante, Templeton (1979) sustituye el término revolucion genética por el concepto de
transiliencia genética, que define como el cambio rapido de un complejo multilocus con
influencia adaptativa en respuesta a una perturbacién subita del ambiente genético.
Templeton (1979) muestra que la transiliencia genética puede conllevar aislamiento pre- y
post apareamiento respecto de la poblacién ancestral y que puede por tanto desencadenar la
especiacion.

Aungue los trabajos de Mayr establecen una conexion clara entre el efecto fundador y la
especiacion, Templeton (1980) nota que la teoria de Mayr no puede predecir qué efectos
fundadores conllevan especiacion y cuales no.

Segun Templeton (1980), la transiliencia genética ocurrird con mayor probabilidad cuando

(1) el incremento del tamano efectivo de consanguinidad en la poblacion fundadora
(ANef) sea lo suficientemente grande como para crear un cuello de botella selectivo,

Y

(2) la varianza del tamafo efectivo de la poblacion ancestral [Nev(A)], del tamafio
efectivo de la poblacion fundadora [Nev(F)] y el tamafo de la poblacién fundadora
(N) son tan grandes como sea posible siempre y cuando se cumpla que el incremento
del tamafio efectivo de la consanguinidad en la poblacién fundadora [ANef] sea lo
suficientemente grande para que la poblacién fundadora tenga suficiente variacion
genética como para responder al cuello de botella selectivo.

La mayor probabilidad de revolucién genética se da cuando la poblacién suministradora es
grande y panmictica, con tamafo efectivo y tamano efectivo de consanguinidad grandes.
Templeton (1980) también ofrece una tabla en la que lista los atributos de la poblacion
fundadora que favoreceran o disminuiran la probabilidad de transiliencia genética. Los
parametros de interés para poblaciones de plantas vasculares se reproducen en la Tabla 4.

ATRIBUTOS RELACIONADOS COM LA TRANSILIEMCIA

517 NO?
a Alto nlymero de descendientes o

=] Estructura poblacional subdividida o
a Alto valor reproductiva de los fundadares o
O Nicho ahierta que permite la expansian poblacional O
=] Densidad inicial baja o
a Aparsamiento selectivo o
o Generaciones solapadas o
o Mimero cromasdmica alo o
a Longitud del mapa gendmico grande: o

=] Pocos supresares de la recombinacion o
Tabla 4. Factores que pueden estimular (en caso de estar presentes) o dificultar (en caso de no presentarse) la transiliencia de

un efecto fundador en poblaciones de plantas vasculares [adaptada a partir de la Tabla 2 de Templeton (1980)]. Cuantos mas
factores converjan en la columna ‘SI’, mas probable es la transiliencia genética.
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EL EFECTO CUELLO DE BOTELLA es Ia variacion aleatoria de frecuencias alélicas que se produce

en respuesta a una brusca reduccién del tamafio poblacional

Un cuello de botella genético es un caso extremo de deriva genética porque la variacion
genética remanente dificilmente representara a la variacién genética que la poblacién poseia
antes de experimentar el cuello de botella (excepto si la poblaciéon presentaba niveles muy
bajos de variacion genética).

Segun Nei (1975) los efectos de un cuello de botella en la variabilidad se aprecian mejor
a través de los cambios operados en el valor de la heterozigosidad. En sus simulaciones, Nei
(1975) encuentra que la reduccion de heterozigosidad asociada a un cuello de botella no
depende solamente del tamafio del cuello de botella, sino también de la tasa de crecimiento
poblacional después del cuello de botella: a mayor tasa de crecimiento, mas rapidamente se
recuperara la poblacién de la reduccion de la heterozigosidad.

Es sencillo pronosticar que cuando se produce un cuello de botella genético, la
disminucion en el nimero de alelos por locus sera mucho mas significativa que la reduccion
de la heterozigosidad, ya que cualquier alelo constituye una unidad de diferenciacion
genética, pero los alelos que primero se perderan seran los menos frecuentes (que
contribuyen poco al valor de la heterozigosidad).

Por el contrario, si los tamafios poblacionales originales se restauran, el nimero medio
de alelos por locus incrementara mas rapidamente que la heterozigosidad media. Esto es asi
porque cuando se incorpore un nuevo alelo (ya sea por mutacion, seleccién o migracion) a la
poblacién “convaleciente”, éste estara a baja frecuencia. Por ello, mientras el nimero de
alelos por locus se incrementard en una unidad (lo cual es un incremento bastante
significativo), la heterozigosidad asociada a esa poblacién apenas aumentard, puesto que el
valor de este parametro apenas se ve alterado por los alelos poco frecuentes (como son
todos los de nuev aparicién).

Para ejemplificar este aspecto, imaginemos una poblacién de 100 individuos con tres
alelos g, by ¢ Si hay 50 copias de g, 49 de by 1 de ¢, tendremos que p(a) = 0.50, p(b) =
0.49 y p(¢) = 0.01.

Segun la formula de la heterozigosidad esperada, (ver capitulo de parametros)

n
He=1- % x?
. /
i=1
, donde x; representa la frecuencia de cada alelo detectado. Por lo tanto, la contribucién al

valor de heterozigosidad esperada del alelo ¢ es solamente de 0.10* = 0.0001 frente a 0.50°
= 0.2500 del alelo @ y 0.49% = 0.2401 del alelo /. A partir de este ejemplo imaginario,
resulta obvio que la desaparicion del alelo ¢ afectaria muy poco al valor de heterozigosidad
esperada (He con el alelo c es He = 0.5098 vy sin el alelo ¢ es He = 0.5099) y, en cambio,
seria importante para el valor del nimero de alelos por locus, que se reduciria en un 33%
(pasaria de 3 a 2).

El efecto cuello de botella tiene profundos efectos en la heterozigosidad promedio de la
poblacién. Basandose en simulaciones matematicas basadas en el modelo de pasadera,
Chakraborty y Nei (1977) predicen que la restauracién del nivel original de heterozigosidad
no se producira hasta que hayan transcurrido ¢ = 2A/(4/Nv + 1) generaciones.

Es conveniente precisar que las reducciones de nimero de individuos en las poblaciones
naturales no siempre van acompafnadas de una brusca reduccion de su variabilidad genética.
Los cuellos de botella poblacionales solamente crean un cuello de botella genético si
conducen a una reduccién drastica de variabilidad genética. En este caso, la teoria elemental
de genética de poblaciones predice que la adaptabilidad de la poblacién y de sus individuos
se vera reducida (Lande 1988). Por esta razon, los cuellos de botella genéticos son de gran
trascendencia para la biologia de la conservacion.
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LA PARADOJA DEL TAMANO POBLACIONAL muestra que los niveles de variacion genética

detectados empiricamente no concuerdan con las predicciones de la teoria neutral

Los tamafos poblacionales de las especies contemporaneas difieren en varios érdenes
de magnitud. En consecuencia, la teoria de la genética de poblaciones predice que esas
diferencias de tamafos poblacionales deberian reflejarse en los patrones de diversidad
genética. Si la mayoria de la variacion genética en las poblaciones naturales es neutral
(Kimura y Ohta 1971), las fuerzas principales que la modulan son la deriva y la mutacién. En
esta situacion, la deriva elimina variabilidad a una tasa de 1/2N (donde N es el tamafo
poblacional) y la mutacién afade variacién a una tasa 2MVu (donde v es la tasa de mutacion
asociada a los alelos neutrales). Con el tiempo, se alcanzara un estado de equilibrio entre
estas dos fuerzas opuestas en el cual la heterozigosidad puede ser descrita como

H = (4Nw)/(1 + 4Nw)

Es facil darse cuenta de que esta expresion es extremadamente sensible al tamafio
poblacional, de forma que si 4Nu es pequefio, entonces no se espera ninguna
heterozigosidad y, si 4N es grande, entonces se espera heterozigosidad total.

No obstante, los datos empiricos no muestran ninguna evidencia de esta influencia
esperada del tamafo poblacional en los niveles de variacion genética. En efecto, el rango de
niveles de heterozigosidad de los taxones para los que se dispone de datos solamente va del
5% al 18% (que corresponderian “en teoria” a diferencias de tamafo poblacional de
solamente en un orden de magnitud) a pesar de que las diferencias entre los tamafios
poblacionales son de varios 6rdenes de magnitud. Lewontin (1974) fue el primero que se dio
cuenta de esta discrepancia entre la teoria y los datos, y la llamé la paradoja del tamafio
poblacional. Desde hace un tiempo, también se la conoce como la paradoja de Lewontin.

Segun Lewontin (1974), la Unica explicacion a esta paradoja es que la teoria de la deriva
genética estocastica estda gravemente incompleta y que, en la teoria correcta, la
heterozigosidad predecida seria independiente del tamafio poblacional. Esencialmente, falta
una explicacion acerca de la pérdida de la heterozigosidad esperada.

SOLUCIONES PROPUESTAS A LA PARADOJA DEL TAMANO POBLACIONAL
El autoestop genético (del inglés “genetic hithchhiking”)

Maynard-Smith y Haigh (1974) reaccionaron a las evidencias presentadas por Lewontin
ofreciendo la explicacion del autoestop genético, segun el cual un alelo neutral (o, en
algunos casos, incluso deletéreo) podria expandirse en una poblacion si estuviera ligado a
una mutacién selectivamente ventajosa. Segun los autores de esta teoria, el hitchhiking
elimina variabilidad genética mas rapido que la deriva cuando el tamafio poblacional
aumenta. No obstante, uno de sus puntos débiles es que depende de la asunciéon de que
debe existirr un elevado desequilibrio en el ligamiento.

El reclutamiento genético (del inglés “genetic draft”)

La teoria del reclutamiento genético (Gillespie 2001, 2004) es una reformulacion de la
teoria del hitchhiking que usa un modelo estocastico con variables aleatorias para predecir la
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ocurrencia de un evento de hitchhiking y para calcular la probabilidad de que un alelo
neutral esté ligado a una mutacion selectivamente ventajosa.

Esta teoria ofrece el tipo de explicacién que pide Lewontin a través del proceso evolutivo
denominado reclutamiento genético. El reclutamiento produce una dindmica poblacional que
se parece a la inducida por la deriva en que elimina variabilidad genética de las poblaciones
(aunque a mayor velocidad). No obstante, una diferencia importante es que, mientras la
capacidad de la deriva para eliminar variabilidad genética disminuye a medida que el tamafio
poblacional aumenta, el reclutamiento genético no exhibe dependencia respecto del tamafio
poblacional. En consecuencia, seguin esta teoria, el efecto del reclutamiento en la variacion
genética eclipsa al de la deriva en poblaciones a partir de un cierto tamafio poblacional.

El reclutamiento soluciona la paradoja del tamafo poblacional al eliminar la variacion

genética de forma mas rapida que la deriva. En esta teoria, la expresion para describir la
heterozigosidad es

H = (4M)/(1 + 2ME{)})
, donde
L= 4Nus (s es el coeficiente de seleccion)

y = frecuencia final del alelo reclutado.

Cuando E{)*} > 1/2N, el reclutamiento serd mas importante que la deriva para explicar
la disminucion de la heterozigosidad. Esto sucedera cuando el tamafio poblacional N es lo
suficientemente grande (por ejemplo &/ > 10.000).

Segun ha expresado John Gillespie en varios foros cientificos, la dinamica de los alelos
raros es tan radicalmente diferente de la de los alelos comunes que se justificaria una
denominacion para la dindmica estocastica de los alelos comunes y otra para la de los alelos
raros.

Por ejemplo, la varianza en el niUmero de copias (X) de un alelo raro con frecuencia p en
un locus dialélico de un organismo diploide es

Var{X} = 2Npg
Si hay j copias de este alelo, p = j/2/N debe ser muy préximo a ceroy g = 1, y entonces
Var{X} = 2N x (j/2N) = j,

gue es independiente de M.
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EL EFECTO WAHLUND es Ia reduccién de la heterozigosidad observada que se produce cuando, por
ignorancia o por error de muestreo, consideramos poblaciones independientes como si fueran una sola poblacidn.

No siempre tenemos conocimiento de si una poblacion en estudio esta subdividida y, a
veces, incluso desconocemos si los organismos muestreados pertenecen a una o varias
poblaciones. De hecho, si existe subdivision poblacional pero el grado de divergencia entre
las subpoblaciones es pequefio, la distorsidon producida por efecto Wahlund sera minima. No
obstante, a partir de ciertos niveles de divergencia genética entre sub-poblaciones, el hecho
de no tener en cuenta la subdivision tiene como consecuencia el incumplimiento del
equilibrio HW por un exceso de homocigotos (o un defecto de heterocigotos) observados
que parece causado por consanguinidad.

El efecto Wahlund no es un producto de la deriva, sino que esta causado por nuestra
ignorancia de la estructura genética espacial de las poblaciones naturales y de los niveles de
flujo génico entre ellas. Su consecuencia principal es la deteccion de un exceso de
homocigotos (o un defecto de heterocigotos). Si lo consideramos en este apartado es porque
algunos de sus efectos pueden confundirse con los de la deriva genética. El impacto del
efecto Wahlund sera tanto mayor cuanto mas diferenciadas genéticamente estén las
subpoblaciones.

Si muestreamos en poblaciones que han divergido suficientemente por la ausencia de
flujo génico entre ellas, observaremos un defecto de heterocigotos. Mientras la
heterozigosidad esperada sera elevada y reflejard la presencia de numerosos alelos, la
mayoria de esos heterocigotos esperados nunca llegara a observarse porque la ausencia de
flujo génico entre las subpoblaciones que hemos unido artificialmente impedira su formacion.
Por ello, la heterozigosidad observada sera significativamente menor que la esperada.

La nocion de efecto Wahlund se percibe de forma mas intuitiva imaginando que cada
subpoblacidn esta fijada para un alelo diferente y que no existe intercambio genético entre
estas subpoblaciones. Si, por ignorancia, muestreamos todas las subpoblaciones como si
fueran una sola subpoblacién, observaremos que la diferencia entre la heterozigosidad
esperada y la observada es significativa. Dicho de otra manera, observaremos un exceso de
homocigotos, porque habra heterocigotos esperados que nunca se observaran por la
ausencia de intercambio genético.

Obviamente, cuando todas las subpoblaciones tienen exactamente los mismos alelos y
las mismas frecuencias génicas, el efecto Wahlund es indetectable, aunque haya
subpoblaciones “cripticas” que no matengan intercambio genético.

Para un locus dialélico con frecuencias p y (Z-p), la proporcién de heterocigotos
observados en todas la subpoblaciones puede expresarse como la heterozigosidad media

1 d
Hs = i X Hsk
k=1
donde des el numero de subpoblaciones y Hgx es la heterozigosidad en la poblacién «.
Si existe equilibrio HW en el interior de cada subpoblacién, entonces Hsx =2px(1-pk);
luego
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1 1 g 2 f1Z o - 1 & 5] o
Hs=3k22pk(1—pk)=g/;(2pk—Zpk)=2 ?/(Z:Pk—,ﬂk =2 p—ngpk =2(p—pj

Pero como var(X) = E(XZ) —E(X)z, entonces
s =2 p-var(p)-p? | = 25~ p) - 2var(p)

Vemos pues que, si ignoramos la presencia de subdivisiones, observaremos un déficit de
heterocigotos (o, lo que es lo mismo, un exceso de homocigotos) en una proporcién igual a
2 var(p). Por la definicién de varianza, este efecto serd tanto mas pronunciado cuanto mas
diferenciadas estén las subpoblaciones [la fuente de estas formulaciones puede consultarse
en Elseth y Baumgardner (1981)].

El fendmeno contrario al efecto Wahlund consistiria en la llamada rotura de aislamiento

(Misolate breaking”), que se produce cuando poblaciones aisladas contactan y se reproducen,
después de lo cual puede producirse un exceso temporal de heterocigotos.
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EL TAMANO POBLACIONAL EFECTIVO es el nimero de individuos reproductores que son

responsables de la composicion genética de la generacion siguiente.

En cualquier poblaciéon natural de casi cualquier tipo de organismos (quizas los virus
serian la Unica excepcion) hay individuos que mueren jovenes sin alcanzar la edad minima
de reproduccién, individuos que se reproducen normalmente, individuos que se reproducen
mas de lo normal e individuos que mueren a edad avanzada sin haberse reproducido.

Es facil ver que, puesto que no todos los individuos de una poblacién se reproducen con
el mismo éxito, el tamafio poblacional efectivo sera siempre menor o (solamente en casos
muy excepcionales) igual al tamafio censal. Las condiciones en las cuales el tamafo
poblacional efectivo se aproximaria mas al tamano real se darian cuando la proporcién de
cada sexo fuera igual, el tamafo poblacional constantemente elevado y cada individuo
produjera el mismo nimero de descendientes.

Por estos motivos, resulta obvio que el concepto de tamafio poblacional efectivo y su
estimacion numérica son de importancia central en genética de poblaciones. Diferentes
organismos (o los mismos organismos en situaciones diferentes) presentaran distribuciones
de frecuencias alélicas también diferentes. Por poner dos ejemplos contrapuestos, un mismo
tamafio poblacional real # no sera igualmente efectivo para la persistencia de un alelo en
una poblacién con apareamiento aleatorio que en otra con alto indice de autogamia y
reproduccidn vegetativa.

Estadisticamente, el tamafio poblacional efectivo (Ng) cuantifica el tamafio de la

poblacién ideal en el que la varianza de la frecuencia alélica se mantendra constante. A nivel
estrictamente numérico, puede también definirse como el tamafo de una poblacién ideal
que nos daria el mismo valor para alguna propiedad cuantificable interesante que la
poblacién real que estamos analizando.

El tamafio poblacional efectivo es extremadamente importante para la conservacion, ya
que influye en la tasa de pérdida de heterocigosidad por generacion.
En una generacion dada, la proporcién de variacién genética que subsiste es

p-1-_L_
2We

donde N, es el tamafio poblacional efectivo.

Por lo tanto, si el tamafo poblacional efectivo es muy pequefio, la proporcion de
variaciéon genética que se perderda en una sola generacion serd muy grande. En
contraposicion, tamafios poblacionales muy grandes no llevaran asociado un decremento
sustancial de variacion genética por generacion.

Para una buena comprension de la estimacion del tamafio poblacional efectivo se hace
necesario comprender la nocidn de varianza de la frecuencia alélica.
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VARIANZA DE LA FRECUENCIA ALELICA [a partir de Gale (1990)]

La mayoria de simulaciones se han desarrollado para el caso de un locus dialélico en una
poblacién infinita donde el cambio de frecuencias alélicas es solamente atribuible al azar.
Para no entretenernos en la gran variedad de situaciones que se han estudiado a través de
modelos matematicos (lo cual no es el objeto de este libro), diremos solamente que existe
un amplio abanico de férmulas para cuantificar la varianza de la frecuencia alélica (Vp"). Cual
de ellas es la de uso mas apropiado dependera del tipo de planta (émonoica?, édioica?,
éanual?, éperenne?) y de otras circunstancias bioldgicas basicamente asociadas a su biologia
reproductiva (ées el apareamiento aleatorio?, ése solapan las generaciones?, éhay
reproduccién clonal?).

Dependiendo de la concurrencia de unas u otras circunstancias bioldgicas, la distribucion
de las frecuencias alélicas variara, y con ella, la estimacion del tamafio poblacional efectivo.
No obstante, dentro de esta heterogeneidad, estas diferentes formulaciones comparten
propiedades comunes, y es a éstas a las que nos referiremos para introducir el concepto de
tamano poblacional efectivo.

V(P'/p) es en general inversamente proporcional al tamafio poblacional y, por tanto, sera
en principio muy pequefio (a menos que el tamafio poblacional no sea extremadamente
pequefio). Por consiguiente, las desviaciones grandes de p’ del valor esperado de Ep’/p son,
por horma general, improbables.

Todas las distribuciones condicionales de frecuencias alélicas tienen la misma media vy,
de manera bastante aproximada, los mismos momentos estadisticos. Asi pues, la diferencia
entre las diferentes distribuciones reside en la diferencia entre sus varianzas. Para
poblaciones con apareamiento aleatorio y fecundidad desigual de alelos parentales, la
varianza puede obtenerse tomando la llamada “varianza de Wright-Fisher”

' pPq
v(p) =2
»") W
y reemplazando N/ por una constante, que notaremos N, y que se conoce como el tamafio

poblacional de varianza efectiva 0, mas cominmente, tamafio poblacional efectivo.

El concepto de tamafio poblacional efectivo se debe a Wright (1931). Su utilidad es que
permite, para muchas situaciones bioldgicas diferentes, calcular un valor de N tal que la

varianza de la distribucién de frecuencias alélicas sea siempre

V(p) =21
e

Es decir, es el valor para el cual la varianza de la distribucion de frecuencias alélicas es la
misma. El valor de Ve adquiere expresiones diferentes segun la situacion bioldgica de los

organismos. Por poner solamente unos ejemplos ilustrativos,

Cuando hay desigualdades de fecundidad potencial debidas a causas genéticas,
entonces, en la generacion (t+1)
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Ng = Mk (Nei y Murata 1966)

14+ (1+3R2)V(K) [ EL

donde #2 es el coeficiente de heredabilidad asociado a la fecundidad.

Cuando en una poblacién de tamafio constante & la proporcidn de sexos es desigual,
entonces

Ne , (Wright 1931, 1939; Ewens 1979),

_4MMN
N

donde M es el nimero de individuos masculinos y N> el nimero de individuos femeninos.

En términos generales, N es siempre inferior a Ny sera tanto menor cuanto mas
desigual sea la proporcién de sexos.

Cuando existe autofecundacion,

_ N :NZ—S
1+5/(2-5) 2

Ne (Wright 1969),

donde s es la proporcién de semillas provenientes de autofecundacion.

Cuando tenemos grados diferentes de autofecundaciéon y fecundacion cruzada en la
misma poblacion, entonces

NEK

Ne =—
(s EK)L+F)+(1-F)

(Crow y Kimura 1970),

_ MV(k)
NUEY

donde N y £ son los valores de estos parametros en la poblacion parental y 52
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EL MODELO DE ESTRUCTURA POBLACIONAL EN ISLA describe la situacion ideal de un
conjunto de poblaciones del mismo tamafio en que cualquier poblacién puede intercambiar igual nimero de
migrantes por generacién con cualquier otra poblacidn.

Asunciones:
- No hay seleccién
- No hay mutacion
- Todas las poblaciones tienen el mismo tamafo (/) y cada una de ellas intercambia un
numero m de estos individuos con las otras poblaciones (esto es, cada una de las
poblaciones contribuye con /m individuos al conjunto de migrantes)
- En todas las poblaciones, m de sus individuos llegan como migrantes por cada
generacion
- No hay aislamiento por distancia

Figura 7. Esquematizacion del modelo de estructura poblacional en islas para el caso de una sola dimension. Los circulos indican
poblaciones (todas de tamafio N), y las flechas indican todas las direcciones posibles de intercambio de migrantes entre cada
una de las poblaciones.

Figura 8. Esquematizacion del modelo de estructura poblacional por isla en el caso de dos dimensiones. Los circulos indican
poblaciones (todas de tamafio A), y las flechas indican todas las direcciones posibles de intercambio de migrantes entre cada
una de las poblaciones.

No obstante, la naturaleza no responde al modelo de isla: las poblaciones son muy
variables en tamano tanto en el espacio como en el tiempo, las tasas de migracion son
también variables dependiendo de la poblacién (y en la misma poblaciéon dependiendo del
momento), la mayoria de las veces la dispersién esta estrechamente relacionada con la
distancia, hay continuas extinciones y recolonizaciones, hay inmigracién que afecta a las
frecuencias alélicas, casi siempre hay seleccion y (dependiendo de la region del DNA
considerada), la mutacién puede ser significativa (p. e., en los microsatélites). A veces ni tan
siquiera el modelo responde bien ante si mismo en algunas situaciones (ver Whitlock y
McCaulay 1999 y el capitulo sobre flujo génico para mas detalles).
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EL MODELO DE ESTRUCTURA POBLACIONAL EN PASADERA describe la situacién
ideal de un conjunto de poblaciones del mismo tamafio en que los migrantes solo se intercambian con las
poblaciones mas cercanas.

Wright (1943) propuso un modelo de estructura poblacional en que la poblaciéon se
distribuye de manera uniforme en un territorio grande, pero en que los padres de cualquier
individuo provienen de una pequefia region adyacente. Puesto que el gran tamafio de la
poblacién impide que ciertos individuos alejados puedan ser los padres de la generacion
siguiente, este modelo se denomina de aislamiento por distancia.

En las poblaciones naturales, los individuos se distribuyen con frecuencia de manera
discontinua, formando colonias que intercambian inmigrantes segin su distancia de
separacion. Para analizar este tipo de situaciones, Kimura (1953) propuso el modelo de
estructura poblacional en pasadera (del inglés “stepping stone”).

Asunciones

-Un solo locus dialélico

-Tiempo generacional discreto

-La frecuencia alélica cambia por mutacion migracion y deriva

-No hay seleccion

-Hay aislamiento por distancia

-El efecto de la dispersion a larga distancia se asume analogo al de la mutacion

En su vertiente unidimensional, este modelo considera un entramado infinito de
poblaciones en el cual cada generacién un individuo puede migrar como maximo un paso en
cada sentido mientras esa migracién se restrinja exclusivamente a colonias adyacentes.

Figura 9. Representacion esquematica del modelo de estructura poblacional en pasadera para el caso de una sola dimension
(adaptado de Kimura y Weiss 1964). Los circulos representan poblaciones, m; es la tasa de migracion a colonias adyacentes por
generacion, y my/2 es la proporcion de individuos intercambiados entre colonias adyacentes cada generacion.

Figura 10. Representacion esquematica del modelo de estructura poblacional en pasadera para el caso de dos dimensiones
(adaptado de Kimura y Weiss 1964). Los circulos representan poblaciones, m;s y m;g representan las tasas de migracion a
colonias adyacentes en sentido horizontal y vertical (respectivamente) por generacion, y mia/2 mig/2 son las proporciones de
individuos intercambiados entre colonias adyacentes en direccion horizontal y vertical (respectivamente) cada generacion.
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Aunque Kimura y Weiss (1964) modelan la pasadera para tasas de migracion de un paso
por generacion, los resultados pueden extenderse a mas de un paso por generacion
sustituyendo m; por la varianza de la distancia de migracidén por generacion. En el caso de
una sola dimension, si my/2 es la proporcion de individuos que intercambian dos colonias que
estan separadas por jpasos, entonces

05- = X J'zmj
J=1

de manera que el coeficiente de correlacién de las frecuencias génicas entre dos colonias
separadas por & pasos viene dado por

2m.,, P

rky=e V °m  (Kimura y Weiss 1964)

En el caso de dos dimensiones, si /77,/2 es la proporcion de individuos intercambiados por
dos colonias, entonces las varianzas a,znj se usarian en lugar de cada una de las mj para
calcular los coeficientes de correlacion, con

2 [e/e] 00.2 2 oo [ee] .2
o= 2 Xitmg Y oL p= 3% XJTmj
mA i=0 j=0 4 mB i=0 j=0 4

Segun los calculos de Kimura y Weiss (1964), el coeficiente de correlacién entre
frecuencias alélicas decae con la distancia, especialmente cuando esta es grande y de
manera mucho mas rapida cuanto mayor es el nimero de dimensiones del modelo de
pasadera.

El paso del modelo de pasadera al modelo de poblacién continua se obtiene cuando la
distancia entre los grupos adyacentes tiende a cero, de forma que el modelo de poblaciones

continuas se obtiene sustituyendo en el modelo de pasadera o2 pormyy (Ne/n)d por Ne,
donde

o2es la varianza de la distancia de migracion por individuo por generacion, Ne /N €s el

cociente entre el tamafio poblacional efectivo y el nimero de individuos real por poblacion, y
é es la densidad de individuos.
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2.2. CALCULOS Y TESTS MAS USADOS EN GENETICA DE POBLACIONES

Figura 2.1. Esquematizacion de un sistema de 4 poblaciones (codificadas s1, s2, s3 y s4) consideradas para ejemplificar los
célculos de las frecuencias génicas, la heterozigosidad observada, la heterozigosidad esperada y los parametros asociados a la
estructura genética poblacional segin Wright (1951) y Nei (1973). Todos los individuos (representados por circulos) se
consideran diploides. La poblacion S1 consta de 23 individuos, s2 de 6, s3 de 12 y s4 de 20. Los circulos negros simbolizan
individuos con genotipo A4, los blancos el aay los grises el Aa.
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2.2.1 DESCRIPTORES DE LA ESTRUCTURA GENETICA DENTRO DE LAS
POBLACIONES

NUMERO DE ALELOS POR LOCUS ( A)

A=a; VIl =1,.,0) (Az1)

a, es el nimero de alelos detectados en el locus / En el ejemplo que se ilustra en la Figura
2.1, este parametro tendria el valor A= 2 para cada una de las poblaciones consideradas.

NUMERO MEDIO DE ALELOS POR LOCUS (4)

donde L es el nimero total de loci analizados en la poblacion considerada. Para el ejemplo
de la Figura 2.1, su valor seria el mismo que el de A, puesto que solamente se considera un
locus.

NUMERO EFECTIVO DE ALELOS POR LOCUS (4.)

El estimador original de este parametro fue propuesto por Kimura y Crow (1964) a
través de la férmula

A =1+4N,u
, donde N es el tamano poblacional efectivo y v la tasa de mutacion.

Mas adelante, Ohta y Kimura (1973a, b) propusieron otro estimador que tiene en cuenta
el hecho de que no todos los alelos presentes en una muestra poblacional son detectados
mediante electroforesis. Este estimador adquiere la forma

A = 1+8N.u

La reformulacion obedece al razonamiento de que los aloenzimas solamente nos
revelan una fraccion del nimero total de cambios de aminoacidos presentes en la poblacién,
ya que las alteraciones de aminoacidos con carga opuesta se anulan en términos de
movilidad en el gel.

No obstante, parece que la vision de que un cambio positivo y otro negativo se
cancelan mutuamente conduciendo al alelo al estado ancestral es extremadamente limitada
y representa solamente una alternativa a las multiples posibilidades bioquimicas. Segun
Johnson (1974), las dos formulaciones mencionadas representarian los limites del espectro
de posibilidades de identificacion alélica. En el primer caso, los cambios de carga opuesta no
se anulan, y todos los alelos son detectados; en el segundo caso, todas las cargas opuestas
se anulan, y solamente un nimero minimo de alelos pueden identificarse. Por lo tanto,
segln este autor, la ausencia de una formulacion satisfactoria para estimar A, lleva a la
conclusion de que este parametro ostentara un valor intermedio entre 1+4N.u vy

J1+ 8N, u y que, cuanto mayor sea la diferencia genética entre las poblaciones, mayor sera
la diferencia entre estos dos estimadores de A..
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LA DIVERSIDAD GENOTIPICA (también llamada riqueza genotipica) es la proporcion de genotipos

diferentes que hay en una muestra poblacional

La riqueza genotipica (R, Dorken y Eckert 2001) se estima con la férmula

R=(G1)/(W1)

, donde G es el nimero de genotipos diferentes y /el tamafo muestral.

LA PROBABILIDAD DE PERDIDA ALELICA es la probabilidad de que una muestra de &

poblaciones no contenga un alelo con frecuencia poblacional p

Esta probabilidad se estima mediante la expresién
L=(1-p*

solamente para los alelos que satisfagan un criterio adecuado de rareza (Bengtsson et al.
1995). Este proceder selectivo de partida es légico, ya que si se incluyen también en los
calculos los alelos mas ubicuos, su bajisima probabilidad de pérdida enmascara a las
estimaciones correspondientes a los alelos raros, que son los elementos que nos interesan a
este nivel de analisis.

Aunqgue Bengtsson et al. (1995) recurren a las técnicas estadisticas multivariantes para
seleccionar los alelos a analizar mediante esta metodologia, es mas practico (y seguramente
igual de efectivo) establecer un umbral de distribucion y de frecuencia, como por ejemplo
seleccionar los alelos que (1) tengan una frecuencia media menor que 0.5, y (2) estén
presentes como maximo en el 50% de las poblaciones consideradas (Vilches et al. 2002,
Caujapé-Castells y Pedrola-Monfort 2004, Sanchez et al., en prensa). La Tabla 1 ilustra este
proceso de seleccidén, que esta implementado en el programa informatico Transformer-3
(Caujapé-Castells y Baccarani-Rosas 2004) con la denominacién “Viera y Clavijo”.

Una vez culminado el proceso de seleccion de alelos, deben calcularse las
probabilidades de pérdida observada (L,) y esperada (L.) para los alelos seleccionados
(deberian ser un minimo de 10 para garantizar la robustez de los datos).

La probabilidad de pérdida observada, L, , se obtiene sustituyendo en la formula la
frecuencia media de cada alelo en todas las poblaciones consideradas (p) y el nimero de
poblaciones donde ha sido detectado (V). En este caso, pues, tanto p como A son variables
para cada uno de los alelos analizados.

La probabilidad de pérdida esperada, L., es la probabilidad de pérdida que tendria un
alelo si ostentara su frecuencia media p en todas y cada una de las poblaciones
consideradas. Por lo tanto, para estimarla se fija el valor de &/ como constante (igual al
numero total de poblaciones consideradas), y la Unica variable es el valor de p para cada
uno de los alelos incluidos en el analisis.

Los valores de L, y L. asi obtenidos se utilizan posteriormente para hacer una
regresion lineal donde las frecuencias medias de cada alelo incluido en el andlisis se
representan en el eje x y -log L, and -log L. se representan en el eje y (ver figura 2). De
acuerdo con Bengtsson et al. (1995), puede obtenerse un valor de representatividad (R) de
una poblacion de ese grupo en relacién a los alelos raros detectados dividiendo la pendiente
de la linea de regresion observada (basada en los valores de L,) por la pendiente de la linea
de regresion esperada (basada en los valores de L.). Ver la seccién III de la brdjula para una
aplicacion de la probabilidad de pérdida en conservacion de semillas.
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LA HETEROZIGOSIDAD OBSERVADA (#H,) es la proporcién de individuos heterocigotos en

una muestra poblacional

Para una poblacion, se calcula como la media inter-loci de la frecuencia genotipica de
los individuos heterocigotos mediante la expresion

Ha _ % 2 (Nhete;/z/gotos)/‘ (0 < HO < 1)
i=1 j

/

donde

L es el nimero de loci analizados en la poblacién objeto de estudio,
(N peterozigotos )i €S €l numero absoluto de individuos heterocigotos para el locus j y

N; es el nimero total de individuos analizados para el locus i

La heterozigosidad observada representa la probabilidad de que un individuo escogido
al azar de la poblacidn sea heterocigoto. Es un parametro simple porque su estimacion
requiere conocer Unicamente los genotipos de los individuos analizados. Para el Unico locus
representado en el ejemplo de la Figura 2.1, las heterozigosidades observadas por poblacion
son:

4
Ho(s1) = -~ 0.174
o(s1) >
Ho(s52) = é ~0.167
Hp(s3) = = = 0.250
0 12

3
He(54) = — = 0.150
o(s4) >0

Estos valores se hallan en la columna (H,); de la Tabla 1. Si dispusiéramos de datos
para mas de un locus con mas de dos alelos (como es la norma habitual), el valor operativo
de A seria el promedio de este parametro teniendo en cuenta todos los loci analizados.
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LA HETEROZIGOSIDAD ESPERADA ( H, ) estima la probabilidad de que dos alelos extraidos al

azar del conjunto de genes de una poblacién sean diferentes.

Este parametro es una funcion de las frecuencias génicas detectadas que, para
poblaciones grandes (>50 individuos) tiene la expresion

He:zz 1— z P// (OSHegl)
/=1 j=1

donde Py es la frecuencia del alelo jen el locus /y L es el nimero total de loci analizados. Si

el nimero de individuos de la poblacién es <50 (como es el caso del ejemplo de la Figura 1),
entonces el estimador no sesgado de la heterozigosidad esperada es

L n
2—"’2[1— > p},ﬂ (0< He <1)

~

1
rlav-15 4

donde Nes el tamafio de la poblacion (Hedrick 2000). Para las cuatro subpoblaciones
representadas en la Figura 2.1,

(He)sy =0.420 e )oq = 0420
(He)gy =0.375 (e )5 = 0.409
(He)g3 =0.497 (A )o3 = 0519
(He)gq =0.490 (e )4 = 0.502

Este parametro se interpreta, para cada locus analizado, como la probabilidad de
muestrear dos genes diferentes en un muestreo con reemplazamiento del total de genes en
una poblacion. Se le denomina también “diversidad génica”, aunque esta denominacién se
hace desaconsejable porque puede inducir a malinterpretar que estamos refiriéndonos a
variacién genética “en general” y no solo al valor de H..

Es facil imaginar que las estimaciones de la heterozigosidad media varian de
organismo a organismo. Chakraborty y Nei (1977) estimaron que 0< He <0,3y que no

parecia haber ningin organismo bisexual que mostrara valores superiores a He = 0,31 (Nei

1975, Selander 1976), a pesar de las grandes variaciones en el tamafo poblacional de
diferentes organismos. La existencia de un limite superior para la heterozigosidad hizo que
muchos autores cuestionaran la validez de la hipétesis de mutaciéon neutral formulada por
Kimura (1983): si las mutaciones no tienen valor selectivo (como arguye esta hipdtesis),
entonces no tiene porqué existir un limite superior de variacién genética. Para explicar esta
paradoja, Ohta (1973, 1974) propuso la hipdtesis de que la mayoria de mutaciones no eran
neutrales, sino ligeramente deletéreas, lo cual limitaba el valor de la heterzigosidad. No
obstante, Chakraborty y Nei (1977) argumentan que el (hipotético) limite superior de la
heterozigosidad puede también explicarse por las fluctuaciones del tamafio poblacional a lo
largo del proceso evolutivo: si una poblacion experimenta cuellos de botella ocasionalmente,
la heterozigosidad media nunca sera elevada.

H. ofrece una medida indirecta de heterogeneidad genética que se ve menos afectada
por el error de muestreo que el nimero de alelos por locus (4) porque su valor estd mucho
menos influenciado por las frecuencias de los alelos raros (Nei 1983).
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EL INDICE DE FIJACION cuantifica la disminucién de la heterozigosidad en una poblacién natural a
consecuencia de apareamientos consanguineos

Wright (1933) definio el indice de fijacidn ( F7s) segln la expresion

H,
Frs =1--9
IS Heo

o bien, seglin vimos en el apartado de subdivision poblacional, como

Frs :l—i
Hs

en todos los casos, -1 < F <1, de manera que, cuando existe un exceso de heterocigotos,

H0>2pq:>@>1:>F]5<0
He

cuando la poblacién cumple las proporciones de Hardy-Weinberg,

H0=2pq:He:>@:1:>F]5:0
He

cuando existe un defecto de heterocigotos,
Ho
Hp <2pg = —=<1= Fjs >0
He
y, finalmente, cuando no hay heterocigotos en la poblacion,

HO:O:@:O:F[};:I
He

Por tanto, es claro que valores positivos de Fzg indican la posible existencia de

consanguinidad, que serd tanto mayor cuanto mas se aproxime este valor a uno. La
interpretacién de consanguinidad a partir solamente del valor de Fjgrequiere precaucion

(ver el apartado de deriva genética).
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LA TASA DE REPRODUCCION CRUZADA es una transformacion simple del valor del indice de

fijacion que estima el grado de intercambio genético intra-poblacional.

El movimiento de genes dentro del espacio poblacional se relaciona sobre todo con el
sistema reproductivo de los organismos y presenta implicaciones para la tasa de
consanguinidad en una poblacion natural. En la mayoria de poblaciones naturales no existe
panmixia; no obstante, cuando la incidencia de apareamientos consanguineos es elevada,
entonces las condiciones del equilibrio HW se alteran de manera que las proporciones de
homocigotos observadas son mayores que las proporciones esperadas. Este fendmeno, cuya
explicacion es la misma que la del efecto Wahlund, se produciria aunque todos los
apareamientos consanguineos se dieran entre individuos heterocigotos, ya que en este caso
(asumiendo ausencia de seleccion) la proporcion de heterocigotos esperada en la siguiente
generacion siempre seria la mitad de la existente en la generacion parental.

Weir (1990) define el indice de alogamia o tasa de outcrossing (#) a partir de la
formulacién de Wright del indice de consanguinidad. La expresion matematica de este
parametro es

el 0<t<1
1+Frs

, donde F es el indice de fijacion.

Si todos los individuos son homocigotos, entonces F;g = 1 =2 % =0 £t=0.
+rIs

Si hay apareamiento aleatorio, entonces F;¢ = 0 =& t = 1 (este es el valor que indica
maxima alogamia).

Si hay exceso de heterocigotos, entonces Fig < 0 = % >1= > 1.
1S

Por tanto, la interpretacion de este indice es que una poblacion se aproxima al apareamiento
aleatorio a medida que el valor de ¢se acerca a 1.
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LA CONSANGUINIDAD es la probabilidad de que los dos genes de un individuo diploide sean idénticos
por descendencia

También puede ser definida como la proporcion probable de los loci de un individuo
que contienen genes que son idénticos por descendencia.

La consanguinidad puede medirse por la reduccién de heterozigosidad segun la férmula

(H,-H,)
H

o

F =

donde, como vimos en otro apartado de la brdjula, H, es la heterozigosidad observada.

En presencia de consanguinidad, las frecuencias genotipicas en un locus dialélico (que
simbolizaremos D, H y R como en el capitulo de conceptos basicos), pueden expresarse
segun las ecuaciones

D=p2+ Fpg
H = 2pg(1-F)
R=qg2+ Fpg

Estas expresiones matematicas muestran que la frecuencia de heterozigotos disminuye
respecto de la esperada segun las proporciones de Hardy Weinberg en favor de cada uno de
los dos tipos de homocigotos, y que esa disminucién es tanto mas ostensible cuanto mayor
sea la consanguinidad. Por lo tanto, la consanguinidad conduce a una reduccién de la
heterozigosidad en comparacion con lo esperado en una poblacién con apareamiento
aleatorio, donde H = Zpgq. Es claro, pues, que el coeficiente F mide a la vez una probabilidad
y una reduccion en la heterozigosidad respecto de lo esperado por el teorema de Hardy-
Weinberg.

En una poblacion de tamafio A, la probabilidad media de que dos alelos escogidos al
azar sean idénticos por descendencia respecto de la generacién t-1 es

_
" 2N

Por definicion, esta es la tasa de consanguinidad debida a la deriva por generacion.

Por definicion, la heterozigosidad esperada después de una sola generacién de
consanguinidad es

H=H(-F)

Por extension, después de ¢ generaciones de deriva,

1 1Y
Hr :Hr—l _E(Hr—l):‘“:HO(l_ﬁj

Vemos pues que la heterozigosidad se rebaja (como promedio) en un factor 1/2N por
generacion. No obstante, hay que tener en cuenta dos factores:
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i) F puede también estar midiendo la consanguinidad como resultado de una subdivision
poblacional que no hemos tenido en cuenta por nuestra ignorancia de la estructura
poblacional (efecto Wahlund), y

i) puede haber ventaja genética que prevenga la recombinacion entre loci sometidos a
seleccion (aunque normalmente se asume que la seleccion ha eliminado los alelos
deletéreos)

El tamaiio poblacional y la consanguinidad

El nivel de consanguinidad (F) en una poblacién aumenta en el tiempo a una tasa que
se relaciona con el tamafo poblacional efectivo por generacion segun la ecuacién (Wright
1922):

1

AF =——
2Ne

donde N, es el tamafio poblacional efectivo.

Segun Falconer y Mackay (1996) en poblaciones con apareamiento aleatorio, la
consanguinidad y la pérdida de variabilidad genética ocurren como consecuencia del tamafio
poblacional finito. En ausencia de mutacion o seleccidn la tasa de consanguinidad F puede

predecirse por la expresion
1 t
F=|1-—
2Ne

, donde tes el tiempo en generaciones.

Una implicacion directa de estas relaciones cuantitativas es que las poblaciones mas
pequefias tenderan a ser mas consanguineas y que, ademas, la consanguinidad crecera en
ellas mas rapidamente que en las poblaciones grandes. Notemos que, para poblaciones
extremadamente pequefas, el efecto del tamafio poblacional por si solo puede enmascarar
la influencia de otras variables bioldgicas que si son de gran importancia en las poblaciones
grandes (por ejemplo, el sistema reproductivo). Es esperable que una tasa lenta de
consanguinidad favorezca mas la eliminacidn selectiva de los alelos deletéreos que una tasa
rapida de consanguinidad. Por ello una consanguinidad lenta tiende a ser menos deletérea
que una consanguinidad rapida (Reed et al. 2003). Extrapolando alin mas, esperariamos que
menores tasas de consanguinidad den lugar a menores tasas de extincién. Por estos
motivos, evitar la consanguinidad es un objetivo primario en el manejo de especies
amenazadas o en peligro (Frankham et al. 2002).

Implicaciones para la conservacion

Las mayores amenazas para el mantenimiento de la viabilidad de poblaciones de
especies raras son la pérdida de variabilidad por efecto de la deriva genética y los efectos
deletéreos de la consanguinidad. Los contrastes entre la distribucion espacial y el tamafio
poblacional probablemente den lugar a patrones diferenciados de estructura genética. No
obstante, aunque hace algin tiempo se asumia que las plantas raras tendian a presentar
niveles depauperados de variabilidad genética, hoy en dia la relacion entre rareza y
variabilidad genética no se considera ni mucho menos directa (Stebbins 1980, Nickrent and
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Wiens 1989). Los ultimos trabajos publicados (Bataillon y Kirkpatrick 2002, Hedrick 2002)
indican que las consecuencias genéticas del pequefio tamaino poblacional dependen en gran
medida de las caracteristicas histdricas y reproductivas de las especies y, en especial, de su
linaje evolutivo. En un trabajo relativamente reciente, Gitzendanner y Soltis (2000) muestran
que cuando las comparaciones de niveles de variabilidad genética en términos de
caracteristicas bioldgicas (sistema reproductivo, mecanismos de dispersién, habito de
crecimiento) se realizan fuera de un contexto filogenético, las predicciones que nos ofrecen
tienen un menor poder.

Hay linajes que son mas propensos a perder o amplificar su variabilidad genética, ya
sea por su antigliedad, por su sistema reproductivo, por su facilidad para la hibridacion o por
otras caracteristicas intrinsecas o extrinsecas. En otras palabras, no vale decir que una
poblacién pequefa presenta niveles depauperados (o elevados) de variacién genética si para
establecer la comparacién solamente nos basamos en especies o poblaciones que solamente
comparten su pequefiez con la que es objeto de nuestro estudio. Las comparaciones con
sentido son las que se realizan con poblaciones o especies filogenéticamente cercanas,
porque solo en ellas las variables bioldgicas intrinsecas tendran un comportamiento
comparable. Por ello, a efectos de evaluacidn comparativa de los niveles de variabilidad en
poblaciones pequefias, es indispensable incluir poblaciones congenéricas (o conespecificas)
ampliamente distribuidas. Es también de gran importancia comprender el concepto de deriva
genética y sus implicaciones para la diversificacion de poblaciones extremadamente
pequefas.
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LA DEPRESION POR CONSANGUINIDAD es el decremento en el valor de una caracteristica,

normalmente relacionada con la adaptabilidad o la supervivencia, como resultado del apareamiento entre
individuos emparentados

La intensidad de este fendmeno se mide normalmente mediante el coeficiente de
depresidn por consanguinidad, 8, cuya estimacion viene dada por

6=1-X1/X0,

donde X; y Xo son las valores medios de caracter resultantes después de una generacion de
inbreeding y outbreeding, respectivamente. Experimentalmente se han observado altos
niveles de & en plantas con alto indice de autofecundacién (Roff 1997, 2002).

CAUSAS DE LA DEPRESION POR CONSANGUINIDAD

Mientras los efectos de la depresion por consanguinidad parecen estar claros y bien
investigados por trabajos empiricos y tedricos, las causas que la provocan son aldn poco
claras, en gran medida porque su investigacion requiere conocimientos genéticos profundos
de los que aun carecemos. Actualmente, existen dos hipdtesis contrapuestas para explicar la
depresidn por consanguinidad.

La hipdtesis de la sobredominancia arguye que los heterocigotos poseerian una
fithess mas elevada. Por consiguiente, la consanguinidad causaria una disminucién de la
fithess por su efecto de llevar a la homozigosidad. Parece ser que esta hipdtesis fue
propuesta por primera vez por East (1908). En cambio, la hipotesis de la dominancia
parcial supone que la depresidon por consanguineidad resulta de un incremento en la
frecuencia de de alelos deletéreos recesivos o parcialmente recesivos en homozigosis
(Davenport 1908, Jones 1917).

Aungue han existido discrepancias histéricas entre los proponentes de cada uno de
estos modelos, la dominancia parcial es la explicacion favorecida por los trabajos mas
actuales (Crow 1993, Charlesworth y Charlesworth 1999, Byers y Waller 1999), a pesar de
gue existen aun pocas pruebas empiricas de su validez.

No es el objeto de esta brijula dar una vision exhaustiva de las pruebas que llevan a
apoyar la hipétesis de la dominancia parcial, son solamente orientar. Lo que nos interesa de
todo lo dicho hasta aqui es que todas las evidencias experimentales apuntan a que existen
alelos letales cuyo afloramiento en homozigosis provoca la muerte de los individuos y, por
tanto, el empobrecimiento demografico y genético de la poblacién. A tenor de este
resultado, parece claro que para comprender el impacto de la depresion por
consanguineidad en las poblaciones naturales hemos de preguntarnos cémo influye el
tamafio poblacional en la frecuencia de homocigosis de los alelos letales.

LA FRECUENCIA DE LOS ALELOS LETALES EN UNA POBLACION NATURAL
Wright fue el primero en percibir la problematica del tamafio poblacional y, para
intentar esclarecerla, estudid la distribucion esperada de alelos letales en una poblacion
(Wright 1937) planteando un modelo matematico sencillo en el cual asumio:
- Un locus con dos alelos, A; y A, de frecuencias relativas py g
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- Adaptabilidad (fitness) relativa de los genotipos A;A;, AjA; y A A, de 1, 1-Asy 1-s
(respectivamente), donde A mide el nivel de dominancia de A; y s la desventaja
selectiva (s = 1 indica que el alelo es letal).

- Una tamafio poblacional efectivo de N, una tasa de mutacidon 't/ desde A; a A, y
completa recesividad del alelo deletéreo (4 = 0).

Segun Wright (1937), si 2Mu > 1, entonces la frecuencia de A; en el equilibrio sera de

2
()

s

Por el contrario, si 2Mu << 1 para una poblacién de tamafio A, entonces la frecuencia
de A, en el equilibrio vendra dada por

GN = U 27N 172
N S

Segun esta expresidn matematica, cuando el tamafo poblacional es pequefio, la
frecuencia media de un alelo recesivo puede ser también muy pequefa. Para percibir mejor
este efecto, es mas ilustrativo expresar el cociente entre las expresiones en el caso finito e
infinito

= (27rNU)1 /2

IS

Asi pues, si tomamos Mu = 0.001, tendremos que 9N _ 0.025.

[e5e)

Fijémonos que este sencillo ejemplo cuantitativo nos dice que la frecuencia de un letal
completamente recesivo en una poblacion de tamano finito equivaldria solamente al 2.5% de
la frecuencia que presentaria en una poblaciéon de tamaio infinito.

Mas adelante, Nei (1968, 1969) utiliza la férmula general de Wright para obtener una
aproximacion para g que es independiente del tamafio poblacional efectivo, pero que apenas

varia el alcance de las conclusiones ya comentadas y que, por tanto, no vamos a desarrollar.

Basandose en las formulaciones de Wright y Nei, Hedrick et al. (1998) calculan que el
nlimero esperado de letales equivalentes en un individuo es, aproximadamente

Nje = 2gn

donde n es el nUmero de loci de un organismo que pueden llevar un alelo letal.

CONSECUENCIAS DE LA DEPRESION POR CONSANGUINIDAD

Quizas la mayor importancia de estas formulaciones tedricas reside en mostrar que, en
las condiciones asumidas, el nUmero esperado de equivalentes de letales es una funcién
directa de la frecuencia alélica en el equilibrio. Esta relacion general es importantisima para
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comprender la relacion de la consanguinidad con la viabilidad poblacional, y presenta
implicaciones en diferentes areas de la biologia. Probablemente las dos mas importantes
sean las siguientes:

1. Los alelos letales seran mas frecuentes cuanto mayor tamaio tengan las
poblaciones. Comprender esta conclusién es en extremo importante, no solamente
porgue es la base de las demas implicaciones, sino también porque es contraintuitiva. La
relacion existente entre el tamafio poblacional y la incidencia de la consanguinidad podria
llevarnos a pensar (erréneamente!) que las poblaciones mas pequeias seran también mas
propensas a manifestar depresioén por consanguinidad. Sin embargo, la relacion entre las
frecuencias de los letales en una poblacién finita e infinita (Wright 1937), habria de
ayudarnos a entender que los caminos de la consanguinidad y de la depresion por
consanguinidad no tienen porqué ser paralelos.

2. Puesto que el nimero esperado de equivalentes de letales es funcién directa de la
frecuencia alélica en el equilibrio, el impacto esperado de la consanguinidad en la
viabilidad solamente estara en funcion del tamaiio poblacional en el pasado.
Batailllion y Kirkpatrick (2000) muestran que cuando el tamafio poblacional se mantiene
pequefio durante mucho tiempo, el nivel esperado de depresién por consanguinidad
causada por alelos letales puede reducirse mucho. Ademas, Hedrick (2002) afiade que la
frecuencia de los letales con cierto nivel de dominancia también se ve muy reducida por
un tamafo poblacional pequefio.

Notemos, pues, que para pronosticar la posible incidencia de la depresion por
consanguinidad en poblaciones pequefias, es imprescindible conocer si han sido pequehas
histoéricamente o si, por el contrario, su tamafio ha sufrido una reduccidn reciente. Este
aspecto pone de manifiesto que ciertamente el tamano importa, pero no de manera tan
determinante ni tan directa como podria pensarse. Ya en 1991, Barrett y Kohn argiiian que
es probable que los niveles y distribucion de variabilidad genética en plantas dependan de si
la especie ha sido siempre rara o de si ha devenido rara subitamente (por ejemplo, a
consecuencia de la influencia humana). Las especies que viven en sistemas poblacionales
pequefios y poco distribuidos en el espacio pueden poseer adaptaciones que reduzcan los
efectos potencialmente deletéreos de la consanguinidad y de la rareza en general que les
permitan distribuirse bien en el tiempo. Un ejemplo conocido lo constituye la especie
Oenothera organensis que, a pesar de poseer una sola poblacién de tamafo muy pequefio,
tiene mas de 100 alelos de incompatibilidad diferentes. Por el contrario, las especies que han
experimentado reducciones subitas de su tamafio poblacional pueden ser mas susceptibles al
stress genético impuesto por un tamafio poblacional inhabitualmente pequefio. Estas
evidencias empiricas y tedricas indican que las poblaciones que han sido
pequeiias durante toda su historia pueden haber desarrollado mecanismos para
compensar las desventajas inherentes a su pequeiiez.

Lo que estos modelos ponen de manifiesto es que si los tamanos poblacionales son
crénicamente bajos, entonces esperariamos que una menor proporcion de la variacion
genética estuviera influyendo la depresidon por consanguinidad. Para el caso particular de las
especies amenazadas, este corolario implica que muchos planes para purgar la variacién que
influye en la depresion por consanguinidad probablemente sean fltiles, puesto que la mayor
parte de los letales habran sido ya eliminados por medios “naturales”. Esto es tanto mas asi
cuanto que la reduccién de la frecuencia de letales puede ocurrir en unas pocas decenas de
generaciones (Hedrick 1994).
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IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION

Las mayores amenazas para el mantenimiento de la viabilidad de poblaciones de
especies raras son la pérdida de variabilidad por efecto de la deriva genética y los efectos
deletéreos de la consanguinidad. Los contrastes entre la distribucion espacial y el tamafio
poblacional probablemente den lugar a patrones diferenciados de estructura genética. No
obstante, aunque hace algin tiempo se asumia que las plantas raras tendian a presentar
niveles depauperados de variabilidad genética, se admite ya desde hace algln tiempo que la
relacion entre rareza y variabilidad genética no es ni mucho menos directa (Stebbins 1980,
Nickrent and Wiens 1989), y que, por tanto las consecuencias genéticas del pequefio tamafio
poblacional dependen en gran medida de las caracteristicas historicas y reproductivas de las
especies y, en especial, de su linaje evolutivo. En un trabajo relativamente reciente,
Gitzendanner y Soltis (2000) muestran que cuando las comparaciones de niveles de
variabilidad genética en términos de caracteristicas bioldgicas (sistema
reproductivo, mecanismos de dispersion, habito de crecimiento) se realizan fuera
de un contexto filogenético, su poder de prediccion queda atenuado.

Hay linajes que son mas propensos a perder o amplificar su variabilidad genética, ya
sea por su antigliedad, por su sistema reproductivo, por su facilidad para la hibridacion o por
otras caracteristicas intrinsecas o extrinsecas. En otras palabras, no vale decir que una
poblacién pequefia presenta niveles depauperados (o elevados) de variacién genética si para
establecer la comparacidn solamente nos basamos en especies o poblaciones que solamente
comparten su pequefiez con la que es objeto de nuestro estudio. Las comparaciones con
sentido son las que se realizan con poblaciones o especies filogenéticamente cercanas,
porque solo en ellas las variables bioldgicas intrinsecas tendran un comportamiento
comparable. Por ello, a efectos de una evaluacién comparativa de los niveles de variabilidad
en especies de distribucion restringida con poblaciones pequefias, es indispensable incluir
poblaciones congenéricas (o conespecificas) ampliamente distribuidas. Es también de gran
importancia comprender el concepto de deriva genética (ver el apartado correspondiente de
esta brujula) y sus implicaciones.

Las consecuencias genéticas del pequefio tamafio poblacional solamente pueden
comprenderse desde una perspectiva histdrica que tenga en cuenta (entre otras variables) la
evolucién demografica de las poblaciones; por lo tanto, existe una estrecha relacién entre la
demografia y la genética de poblaciones en el ambito de la biologia de la conservacion.
Fijarse solamente en el tamafo actual de las poblaciones puede tener graves consecuencias
para la viabilidad de los planes de conservacion sugeridos.

En biologia de conservacion se hace indispensable averiguar el grado de
consanguinidad dentro de las poblaciones, ya que en caso de ser elevado, podria ser
necesario adoptar medidas para compensar una posible depresioén por consanguinidad. En
muchas ocasiones, los organismos amenazados presentan pocas poblaciones de tamafo
pequefio, lo cual, segin hemos visto, puede acentuar las consecuencias negativas de la
consanguinidad.

Es también importante averiguar si la reduccion del tamafio poblacional reducido ha
sido reciente o se ha mantenido durante generaciones. Cuando la depresion por
consanguinidad tiene lugar por causa de tamafios poblacionales pequefios, es probable que
los alelos deletéreos se fijen, de manera que el peligro real para estas poblaciones es que la
depresidon por consanguinidad se fije por deriva genética (Templeton et al. 1991). Cuando
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esto ocurre, es posible que se observe muy baja eficiencia reproductiva en las poblaciones
afectadas.

Notemos que en muchos organismos una gran proporcion de apareamientos
consanguineos no conlleva necesariamente una depresion por consanguinidad. Es mas, en
numerosas ocasiones se da el fendmeno inverso, es decir una depresién por reproduccion
cruzada (outbreeding depression), definida por Templeton (1986) como la disminucién en la
adaptabilidad de los descendientes de reproduccién cruzada entre individuos no
emparentados por la disrupcion (mediante recombinacion) de complejos génicos co-
adaptados.

Puesto que la accidn génica no es aditiva, los mismos genes pueden tener efectos muy
diferentes en sustratos genéticos diferentes (de ahi que los complejos génicos co-adaptados
puedan poseer valor selectivo). Si la depresién por outbreeding es severa, entonces las
probabilidades de extincion de las poblaciones afectadas pueden incrementarse de manera
muy dramatica. Por lo tanto, comprobar si existe depresién por reproduccion cruzada es
fundamental antes de disefar estrategias de reintroduccion en poblaciones naturales de
organismos amenazados. En caso de existir evidencia de este fendmeno, se hace
desaconsejable repoblar una poblacidn con individuos provenientes de otra localidad.

Aunque las plantas auto-incompatibles y dioicas no pueden autofecundarse, aln
pueden generar consanguinidad a través de apareamientos entre parientes. Cualquier forma
de consanguinidad aumenta la homozigosidad por encima de los niveles que esperariamos si
hubiera apareamiento aleatorio. No obstante, el exceso de homocigotos no es exclusivo de la
consanguinidad, y puede deberse a muy diversas causas, como por ejemplo una alta
incidencia de la reproduccion vegetativa (es decir, clonal), o a efectos fundadores (ver el
correspondiente apartado de la brdjula), por lo cual hay que ser extremadamente cautos en
las interpretaciones bioldgicas de estos parametros.

EL TAMANO DE LA MINIMA POBLACION VIABLE es el nimero de individuos necesario

para reducir a un nivel aceptable la pérdida de variacidn genética y de heterozigosidad causadas por la
consanguinidad a través de la deriva genética

Puesto que una reduccion significativa de la viabilidad es un efecto indeseable para las
poblaciones naturales necesitamos tener una medida del tamafio poblacional a partir del cual
podemos estar (casi) seguros de que la consanguinidad por deriva no afectara
ostensiblemente a nuestra poblacién. Los criadores de animales encontraron por
experimentacién que un incremento de la consanguinidad del 2-3% por generacion puede
ser absorbido por las poblaciones sin efectos colaterales graves. Por tanto, un tamano
poblacional que limite la consanguinidad al 1% por generacién seria mas que adecuado para
que la poblacion perdure, y definira el tamano de la poblacién minima viable. Aunque, por
razones obvias, esta estimacidbn no deberia hacerse extensiva a plantas, el uso del
porcentaje calculado para animales de crianza se ha generalizado mas alld de su ambito
original de aplicacion.

Puesto que, como vimos anteriormente, la heterozigosidad se reduce generacién a
generacion segun la expresion

1
Hy =|1—— |H¢_
(i
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resulta que, si aceptamos un decremento maximo de la heterozigosidad de % = 0.01 por

generacion, entonces el tamafio de la minima poblacion viable sera de 50 individuos.

Estos calculos ignoran deliberadamente la mutacién, porque no tiene sentido
considerarla en un intervalo de una sola generacion y para un solo gen (su tasa, que se
asume del orden de 10™ a 10, es muy baja).

Si aceptamos este razonamiento, entonces la tasa de mutacion para un caracter
cuantitativo podria elevarse a 10° por generacién de forma que, sustituyendo en la
ecuacion anterior,

1

— =0.001
2N

con lo cual se obtiene que un MVP de 500 individuos seria suficiente para que la variacion
gue surja por mutacion reemplace a la que se pierde por deriva genética. El resultado de
estos calculos se conoce en Biologia de la Conservacién como la “regla del 50/500".

Antes de considerar esta regla, tengamos en cuenta sus limitaciones y el hecho de que
estos calculos no son validos si trabajamos con caracteres cuantitativos. Estos caracteres
estan controlados por multitud de genes, de manera que la tasa de mutacion espontanea en
todos los loci que controlan un caracter cuantitativo podria ser 100 veces mas grande que la
de un solo gen.

EL DESEQUILIBRIO EN EL LIGAMIENTO es la asociacién no aleatoria de alelos en dos o mas

loci (no necesariamente en el mismo cromosoma)

En poblaciones grandes con apareamiento aleatorio, se espera que los alelos de diferentes
loci estén asociados al azar (esto es, que exhiban equilibrio en el ligamiento). No obstante, a
veces se observa una desviacion de las combinaciones aleatorias de las frecuencias génicas,
a la que nos referimos como desequilibrio en el ligamiento y que puede estar causado por
una variedad de fendmenos (azar, cuellos de botella, consanguineidad, estructura
poblacional, seleccidn,...). La desviacion de las frecuencias gaméticas observadas respecto
de las esperadas en equilibrio se cuantifica mediante el parametro de desequilibrio en el
ligamiento (D), denominado asi por primera vez por Lewontin y Kojima (1960) [aunque fue
introducido por Robbins (1918)] y que, para dos loci, obedece a la férmula:

D= x1—-pqi

, donde p1 y gl son las frecuencias de los alelos en los dos loci y x; es la frecuencia
observada del haplotipo que contiene a los dos alelos.

Si no hay equilibrio en el ligamiento, D = 0.
Si hay desequilibrio en el ligamiento, entonces D # 0.

Si se consideran células diploides, debe tenerse también en cuenta la tasa de recombinacién
(¢) entre los dos loci evaluados. Segun Falconer y Mackay (1996), después de ¢ generaciones
el desequilibrio remanente es

D =D(1-0
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Este parametro tiene la desventaja de que depende de la frecuencia de los alelos evaluados.
Si son 0 o 1 en un locus, entonces D no puede ser evaluado, y D es maximo cuando las
frecuencias son 0.5. Para paliar este problema, Lewontin (1964) sugirid normalizar D
dividiéndolo por el maximo tedrico para las frecuencias alélicas observadas segun la
expresion

D = D/ Drax
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EL TEST DE CUELLO DE BOTELLA determina, en funcién de un modelo, si una poblacién ha
sufrido una disminucién brusca de tamafio recientemente a partir de los valores de la heterozigosidad esperada
por locus.

La identificacion de poblaciones que han experimentado cuellos de botella es importante
para el estudio de la diversificacion y para la Biologia de la Conservacion, porque los cuellos
de botella pueden incrementar la estocasticidad demografica, la tasa de consanguinidad, la
pérdida de variacién genética, la fijacion de alelos deletéreos y (cuando dos o mas de estos
factores convergen) pueden también reducir la probabilidad de supervivencia poblacional
(Frankel y Soulé 1981, Luikart y Cornuet 1998).

Cornuet y Luikart (1996) desarrollan un test estadistico para detectar cuellos de botella
recientes a través del exceso de heterocigotos. Este test tiene la ventaja de que solamente
requiere frecuencias génicas para entre 5 y 20 loci polimdrficos en una muestra de
aproximadamente 20 a 30 individuos por poblacion.

El test del cuello de botella se basa en que los cuellos de botella generan un exceso de
heterocigotos temporal porque al disminuir bruscamente el tamano poblacional, los alelos
raros se pierden a una tasa mucho mayor que la heterozigosidad, como se comentd en el
ejemplo de efecto cuello de botella del cap 'titulo de “Conceptos basicos”. Asi, en una
poblacién que haya sufrido un cuello de botella reciente, la heterozigosidad esperada
calculada (H.) es mayor que la esperada en el equilibrio (H;), que se obtiene a partir del
numero de alelos observado (k) asumiendo que la poblacidon mantiene un tamafio constante
(Luikart et al. 1998).

Segun Luikart y Cornuet (1998), en poblaciones que no han sufrido cuellos de botella
esperariamos que aproximadamente el 50% de los loci tuvieran un ligero exceso de
heterocigotos (He > Heq), y el otro 50% manifestara un ligero defecto de heterocigotos (He
< Heg) a consecuencia de la deriva genética y del error de muestreo. En cambio, la mayoria
de los loci polimoérficos en las poblaciones que han experimentado un cuello de botella
reciente presentaran con un exceso sustancial de heterozigosidad, lo cual constituye la base
del test.

Luikart y Cornuet proponen tres tests para determinar si una poblacion exhibe un
numero significativo de loci con exceso de heterozigosidad: un test de los signos, un test
estandarizado de diferencias y un test de signo de Wilcoxon (Cornuet y Luikart 1996, Luikart
y Cornuet 1997). Segun estos autores, el primer test tiene bajo poder estadistico y el
segundo requiere al menos 20 loci polimoérficos. En cambio, el test de Wilcoxon puede usarse
a partir de cuatro loci polimoérficos y con cualquier nimero de individuos, aunque se
recomiendan 15-40 individuos y 10-15 loci polimérficos para conseguir poder estadistico. En
su programa, estos autores también implementan un descriptor cualitativo de distribucion de
la frecuencia alélica (*mode shift” indicator) que discrimina poblaciones con cuello de botella
y poblaciones estables (Luikart et al., 1997). No obstante este método cualitativo no es un
test estadistico apropiado, ya que el error de tipo I varia con el tamafo de la muestra y no
es apropiado para menos de 30 individuos.

El programa Bottleneck (Piry et al. 1999) calcula por cada muestra poblacional y por
cada locus la distribucién de la diversidad génica esperada a partir del niUmero observado de
alelos (k) dado el tamafio muestral (n) bajo la asuncidon de equilibrio mutacién-deriva. Esta
distribucién se obtiene mediante procesos de coalescencia para tres modelos de mutacién:
alelos independientes (IAM), en dos fases (TPM) y en pasadera (SMM).

La heterozigosidad esperada seguin cada uno de estos modelos (Hey,) Se compara con la
heterozigosidad calculada segun las proporciones Hardy-Weinberg (H.) para establecer si
existe un exceso o defecto de heterozigosidad en los loci incluidos en los andlisis. La
diferencia entre los dos valores se estandariza dividiendo la resta de estos valores por la
desviacidn tipica (SD) de la distribucién de la heterozigosidad segin el modelo de mutacién-
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deriva [(He-Hexp)/SD]. La distribucion obtenida por simulacion también permite el calculo de
un valor de probabilidad (P) para la heterozigosidad calculada en el contexto de cada modelo
de mutacién empleado. Una vez procesados todos los loci polimérficos incluidos para una
muestra, se ejectuatn los tres tests y se establece si la distribucion de la frecuencia alélica
tiene forma de L (como se espera en un modelo de equilibrio mutacién deriva) o no (como
se espera en poblaciones que han sufrido un cuello de botella reciente).

No todos los cuellos de botella pueden detectarse mediante este test, dado que el
exceso de heterozigosidad inducido es transitorio y las poblaciones se recuperan de sus
consecuencias genéticas en un tiempo relativamente corto que depende de su tamafio y que
Luikart y Cornuet (1998) sitian entre 0.2/A, y 4.0V, generaciones. A parte de esta limitacion
“cronoldgica”, el test tiene algunas limitaciones formales importantes. Por ejemplo, los loci
que no estan en equilibrio Hardy-Weinberg pueden sesgar los resultados del test y han de
usarse con precaucion (Luikart y Cornuet 1998). El test puede ser desorientador en
ocasiones porque puede dar falsos negativos o falsos positivos. En los casos que utilizaron
estos autores, el test solamente identifico el 50-75% de las poblaciones naturales que habian
sufrido un cuello de botella reciente (normalmente aquellas en que los cuellos de botella
habian sido severos y habian inducido un considerable exceso de heterocigotos). Por otro
lado, unos pocos datos de poblaciones que no habian sufrido cuellos de botella daban
valores significativos en el test (falsos positivos), especialmente bajo el modelo de alelos
infinitos. En este aspecto, Luikart y Cornuet (1998) aconsejan utilizar tanto el IAM como el
SMM porque arguyen que el verdadero modelo de mutacién para la mayoria de los loci debe
de ser intermedio entre estos dos. También recomiendan el modelo de mutaciéon en dos
fases (TPM) para su test, ya que es intermedio al IAM y SMM (Di Rienzo et al. 1994) y
consiste mayormente en mutaciones de un solo paso, pero incluye un porcentaje (5-10%)
de cambios en pasadera (Luikart et al. 1998). También aconsejan un minimo de 10 loci
polimdrficos en aras de la resolucion estadistica. La Tabla 2.1 ejemplifica los resultados del
test de cuello de botella para los endemismos de Gran Canaria Lotus genistoides, L.
holosericeusy L. spartioides.

El exceso de heterozigosidad (He>Heq) en poblaciones que han sufrido un cuello de
botella se ha demostrado solamente para loci que evolucionan seglin el modelo de alelos
infinitos (IAM) segin Maruyama and Fuerst (1985). Bajo el modelo de mutacion por
pasadera (SMM), pueden darse situaciones de cuello de botella en las que el exceso de
heterozigosidad no se observa (Cornuet and Luikart 1996).

Tabla 2.1. Resultados del test de cuello de botella para diferentes poblaciones de las especies Lotus genistoides, L. holosericeus
y L. spartioides (a partir de Oliva et al. 2004). PL: nimero de loci polimérficos usados en los tests. Hd/He: nimero de loci con
defecto de heterocigotos y exceso de heterocigotos segln el modelo de alelos independientes (IAE, independent allele model) y
de mutacion por pasadera (SMM, stepwise mutation model).

Tests de cuello de botella

IAM SMM

Taxdn/ poblacién PL Hd/He P Hd/He P
Lotus genistoides

1. LGCJ 11 9/2 0.021 9/2 0.005
Lotus holosericeus

2. LHAR 15 15/0 0.000 15/0 0.000

3. LHCU 13 1172 0.002 11/2 0.001

4. LHPI 15 12/3 0.010 12/3 0.001

5. LHPP 8 5/3 0.641 6/2 0.074

6. LHRO 12 11/1 0.008 11/1 0.002

7. LHTE 8 5/3 0.250 5/3 0.250
Lotus spartioides

8. LSBE 11 8/3 0.831 8/3 0.365

9. LSTA 11 8/3 0.123 11/0 0.000
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EL TEST DE NEUTRALIDAD DE EWENS-WATTERSON permite decidir, en funcién de un

modelo, si un locus se desvia de la homozigosidad esperada bajo la hipdtesis de neutralidad

Existe una controversia entre los que defienden que la mayoria de variabilidad genética
se mantiene por el efecto combinado de la presidon de mutacion y la deriva genética
(neutralismo) y los que defienden que la mayoria de variacién se mantiene por seleccion
natural (seleccionismo), de manera que se han desarrollado muchos tests estadisticos para
comprobar si se cumple la teoria de la mutacion neutral (Kimura 1968), que postula que
todos los alelos son selectivamente neutrales. La mayoria de estos tests se basan en la
teoria muestral de alelos neutrales desarrollada por Ewens (1972).

La teoria muestral de Ewens asume una poblacién panmictica de individuos diploides con
tamano efectivo & con una tasa de mutacion ¢ que da lugar a mutantes diferentes de los
alelos ya existentes (este es el modelo de alelos infinitos de Kimura y Crow 1964). Ewens
(1972) demostré que si cogemos una muestra de 7 alelos de una poblacién de este tipo, el
numero de alelos diferentes (k) de la muestra es un estadistico suficiente para estimar el
parametro

0 =4Nu

Ewens (1972) también mostré que, para un valor fijo de @, la distribucion de las
frecuencias alélicas en una muestra de tamafo 7 viene determinada completamente por el
valor de 4. Por lo tanto, si usamos & para estimar ¢, entonces la distribucion de frecuencias
puede usarse para construir un test y determinar si la muestra de frecuencias alélicas es
consistente con el modelo de alelos infinitos neutrales. Posteriormente, Watterson (1977,
1978) demostrd que la homozigosidad

(donde x;es la frecuencia alélica del alelo / en la muestra) puede usarse como estadistico

del test de neutralidad.

Para cada locus, el test de Ewens-Watterson calcula la homozigosidad esperada (F)
asumiendo equilibrio de Hardy-Weinberg y la compara con el valor de la homozigosidad
esperada bajo la hipdtesis de neutralidad para el mismo tamafio muestral (2n) y el mismo
numero de alelos (k) [el valor de la homozigosidad esperada se obtiene por simulacion]. La
diferencia entre la homozigosidad observada y esperada se denomina “desviacion normal de
la homozigosidad”, y también se obtiene mediante simulaciones (Salamon et al. 1999). Si su
valor es negativo, la homozigosidad observada es mas baja que la esperada y la desviacién
de la neutralidad se interpreta como selecciéon balanceadora. Si el valor de la diferencia es
positivo, se atribuye a la seleccién direccional. En su forma mas estandar, el test usa una
implementacion de Monte-Carlo escrita por Slatkin (1994, 1996), y un método basado en
cadenas de Markov para obtener la probabilidad de la homozigosidad bajo la hipdtesis de
neutralidad. El valor p es la probabilidad de la homozigosidad observada bajo la hipétesis
nula de neutralidad y se puede interpretar como un test de dos colas.

En el ejemplo de la Tabla 2.2, los valores del test de neutralidad se han obtenido
mediante el programa Popgen version 1.32 (1997). Este programa calcula un intervalo de
confianza al 95% del valor medio de la homozigosidad esperada bajo la hipotesis de
neutralidad. Si el valor promedio de la homozigosidad esperada segun las proporciones
Hardy-Weinberg (columna “Promedio”) entra dentro del intervalo, el test no es significativo y
el locus en cuestidon puede considerarse neutral. Si el promedio queda fuera del intervalo de
confianza, entonces hay motivos para pensar que la seleccién podria estar actuando en el
locus implicado.
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Tabla 2.2. Valores del test de neutralidad (obtenidos con el programa Popgene version 1.32 (1997) para 14 loci polimérficos del
endemismo canario Lotus spartioides (segun Oliva-Tejera et al. 2004). SE es el error estandar, y L95 y U95 son los extremos
superior e inferior del intervalo de confianza al 95% de la homozigosidad esperada asumiendo neutralidad. En este caso, todos
los loci analizados podrian ser considerados neutrales.

Test de neutralidad de Ewens-Watterson

Locus Promedio SE L95 u95s

EST-3 0.680 0.034 0.367 0.969
IDH-1 0.815 0.028 0.502 0.984
MDH-2 0.816 0.028 0.502 0.984
MDH-4 0.813 0.028 0.503 0.984
ME-1 0.811 0.028 0.502 0.984
6PGD-1 0.690 0.036 0.361 0.969
6PGD-2 0.825 0.026 0.505 0.984
6PGD-3 0.678 0.034 0.363 0.969
6PGD-4 0.675 0.034 0.370 0.969
PGI-1 0.498 0.027 0.265 0.850
PGM-1 0.575 0.032 0.308 0.923
PGM-2 0.683 0.035 0.358 0.969
PGM-3 0.684 0.034 0.370 0.969
SKD-2 0.820 0.027 0.502 0.984

LA AUTOCORRELACION ESPACIAL es una metodologia estadistica no paramétrica que permite

detectar y testar la asociacion de los valores de un conjunto de variables en el espacio

La autocorrelacién espacial puede definirse como la relacion entre los valores de una
variable en funcidn de la distribucion de los puntos del espacio donde esa variable puede
expresarse (Griffith 1987). En el caso de datos genéticos poblacionales, las variables son
cada uno de los genotipos detectados en los individuos analizados, y las unidades espaciales
son las coordenadas que definen la posicion relativa de esos individuos en las poblaciones
donde fueron muestreados.

A partir de esta definicion, se desprende que para llevar a cabo los andlisis de
autocorrelacion espacial se necesitan en primer lugar matrices de conectividad entre los
individuos de una misma poblacidn. Estas matrices de conectividad son en realidad matrices
de distancia inter-individual que calcula el programa SAAP (Wartenberg 1983) a partir de las
coordenadas cartesianas poblacionales que habremos asignado a cada individuo muestreado
usando el esquema de la Figura 1.2. Para su implementacion en SAAP, estas coordenadas
deben consignarse (en un archivo de texto) en dos columnas separadas por al menos un
espacio, donde la primera columna represente el valor del eje X y la segunda columna el
valor del eje Y.

Se necesitan asimismo los valores de las variables a utilizar para cada uno de los
individuos incluidos en el analisis, en el mismo orden en el que aparecen en la matriz de
coordenadas. Para ello, los genotipos individuales se re-codifican de manera que, para cada
alelo considerado, los individuos homozigotos reciban un valor de frecuencia de 1.0, los
heterozigotos que contienen el alelo una frecuencia de 0.5 y los individuos que carezcan del
alelo una frecuencia de 0.0 (Heywood 1991). Esta forma de codificacion no es gratuita, sino
que es la Unica que nos permitira asimilar el coeficiente de autocorrelacion al coeficiente de
parentesco de Wright (1922).

Hay una serie de precauciones elementales que deben tomarse antes de generar las
matrices de variables para autocorrelacién espacial. En primer lugar, los loci monomorficos
en una poblacién no deben de ser considerados porque obviamente no contienen ninguna
informacion relevante para este tipo de analisis. De la misma manera, solamente debemos
utilizar aquellos alelos de los loci polimorficos con frecuencia poblacional mayor que 0.05 y
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menor que 0.95, ya que no es probable que los alelos que se salen de esos umbrales de
frecuencia aporten informacion relevante. En los loci dialélicos que cumplan este requisito,
hay que considerar solamente uno de los alelos, ya que el otro provee informacion
redundante (su vector de genotipos codificados podria ser deducido simplemente por
comparacion con el del otro alelo). En los loci con tres o mas alelos, se consideraran todos
menos uno, ya que su vector de genotipos también podria ser deducido a partir de los
vectores de los demas alelos y aportaria también informacién redundante.

Una vez culminado este proceso de criba de variables, crearemos un archivo
conteniendo los nombres de las variables seleccionadas, separados por un espacio que
también ha de introducirse en SAAP.

El estadistico I de Moran

Por las razones notadas en el parrafo anterior, es conveniente usar el estadistico
denominado ‘I de Moran’ (Moran 1948) como coeficiente de autocorrelacion espacial. Este
indice se calcula en base a la co-variacion en el mapa de muestreo poblacional de los valores
de cada una de las variables utilizadas y varia de —1 a +1, con un valor esperado de E(IM)=
-1/(n-1) [Oden 1984], donde 'n’ es el tamafio de la muestra correspondiente.

Cuando IM > 0 para una variable, se dice que ésta exhibe autocorrelacién espacial
positiva, lo que significa que los puntos que presentan valores similares para esa variable
tienden ser cercanos en el espacio poblacional. Cuando IM < 0, se dice que la variable
presenta autocorrelacién espacial negativa. En este caso, los puntos con valores similares
para la variable tienden a estar separados en el espacio. Con la codificacion de genotipos
utilizada, IM es idéntica al coeficiente de relacion p de Wright (1922), segin Cockerham
(1969) y Barbujani (1987). Todos estos calculos son también llevados acabo por el programa
SAAP (Wartenberg 1983).

Como ilustra la Figura 2.2, las representaciones de la I de Moran para los alelos cuyos
correlogramas resultan significativos acostumbra a ser diferente del correlograma medio
para todos los alelos incluidos en el analisis (raramente todos los alelos resultan en
correlogramas significativos). Por ello, es bueno disponer de ambas representaciones.
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Figura 2.2. Correlogramas medios para todos los alelos (arriba) y para los alelos que dieron correlogramas significativos (abajo)
en las poblaciones LL (circulos negros), MP (circulos blancos) y EC (cuadrados blancos). Modificado a partir de Vilches et al.

(2004).
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EL TEST DE MANTEL es una metodologia no paramétrica que permite evaluar la significacion de la
correlacion entre matrices de distancia

La correlacidon entre matrices de distancia no puede testarse de la forma paramétrica, ya
que la mayoria de distancias convencionales violan el requisito de independencia exigido (en
general, cuando un elemento de una matriz de distancia estd muy alejado de un segundo,
un tercer elemento muy proximo al primero tendera también a estar alejado de aquel
segundo). Mantel (1967) desarrolld un test para evaluar el grado de correlacion entre
matrices de distancia referidas a las mismas poblaciones pero basadas en diferentes
variables que empez6 a aplicarse en geografia y medicina y que luego encontro aplicacion en
biologia poblacional gracias a Sokal (1979).

La hipotesis nula es que la relacién observada entre las dos m,atrices de distancia
consideradas podria deberse al azar (es decir, que no hay relaciéon entre las dos variables a
las que se refieren las dos matrices de distancia). Para testarla, el test de Mantel compara el
valor del determinante resultante del producto de dos matrices de distancia en su orden real
(2 con los valores de la distribucion de valores generada permutando aleatoriamente el
orden de elementos en una de estas matrices.

Si las dos matrices A y B estan significativamente correlacionadas, entonces el valor
observado de | estadistico Ztendra que ser grande en comparacién con lo que se espera por
azar. Si no estan correlacionadas, entonces el valor de Z se confundird con un porcentaje
elevado de los valores que se han generados permutando el orden de una de las matrices al
azar. El estadistico Ztiene la expresion

H M

Z:EZ"/L}EU

i=l j=1
, donde A;y B;son cada uno de los elementos de las matrices de distancia A y B.

El estadistico Z puede normalizarse mediante una transformacion estandar, donde la
media de la matriz se resta de cada uno de sus elementos y luego cada elemento se divide
por la desviacion tipica de la media. La ventaja de este método es que las unidades
estandarizadas son mas comparables y faciles de comprender (Smouse et al. 1986). Este
procedimiento da lugar a un estadistico r que tiene la forma:

> > stdd stdB,
F= : -

-1

La significacion del estadistico Z (ver Hubert 1987 para los valores aproximados de su
media y varianza) puede testarse mediante un test de permutaciones (recomendado para
pequefios tamafnos muestrales (n < 20) o con una aproximacion asintdtica mediante un
estadistico £ Aunque pueden calcularse tests de significacion de normalidad y éstos se
ofrecen como opcion en muchos de los programas que realizan el test de Mantel, el mayor
poder del test se obtiene comparando el valor observado de Z con su distribucion
permutacional. Resultados significativos indican relacion entre las dos variables a las que se
refieren las matrices de distancia. Un ejemplo de su aplicacion en biologia puede verse en
Malhotra y Torpe (1997).
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Segun los comentarios del programa NTSYS-pc (Rohlf 1988), el grado de ajuste puede
interpretarse subjetivamente como muy bueno (0.9 < r), bueno (0.8< r < 0.9), bajo (0.7 <
r < 0.8) o muy bajo (r < 0.7).

Lapointe y Legendre (1992) ofrecen tablas de valores criticos para valores de correlacion
matricial cuando las dos matrices corresponden a dos cladogramas independientes (distancia
patristica), a dos fenogramas (matrices de distancias ultramétricas), o a un fenograma y un
cladograma.

El test parcial de Mantel

Mientras el test de Mantel convencional solamente puede comparar dos variables, el test
parcial de Mantel puede comparar tres o mas variables (Fortin y Gurevitch 1993). En
esencia, el test parcial de Mantel crea una tercera matriz (C) que puede ser una matriz de
distancia referida a otra variable o una matriz de distancia referida al disefio experimental.
En este caso el test se calcula construyendo una matriz de residuos (A’) de la regresion entre
Ay C, y otra matriz de residuos de la regresion entre B y C (B"). Estas dos matrices de
residuos se comparan mediante el test de Mantel estandar.
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2.2.2. DESCRIPTORES DE LA VARIABILIDAD GENETICA ENTRE LAS
POBLACIONES

Las poblaciones naturales de organismos muestran casi siempre diferencias de
frecuencias génicas y genotipicas en el espacio geografico. Si esas diferencias llegan al
extremo de ser significativas y las subpoblaciones no intercambian genes (en forma de
migrantes, o de granos de polen que fecunden a individuos de otras subpoblaciones),
entonces cada una de ellas puede evolucionar independientemente y, con tiempo, dar lugar
a nuevas especies. Verificar la existencia de estructura genética poblacional es importante
porgue en ese caso las poblaciones pueden diversificar y diferenciarse genéticamente.

Aunque la estructuracién espacial de la variabilidad genética puede tener consecuencias
evolutivas muy importantes, hay que tener en cuenta el impacto de nuestra ignorancia en su
estimacion antes de entrar en materia. Cuando no somos conscientes de que la entidad
colectiva a la que nos referimos como “una Unica poblacidon” puede estar estructurada o
subdividida, podemos estar interpretando evolutivamente un fendmeno que no tiene nada
que ver con la evolucion y que encuentra explicacion en nuestra incapacidad de definir con
precision los aspectos mas basicos de la naturaleza. Hacer esta consideracion tiene sentido,
ya que (como hemos visto en el capitulo de conceptos basicos), todos los tests estadisticos
sobre predicciones tedricas en genética de poblaciones (por ejemplo, la bondad de ajuste a
las proporciones de Hardy-Weinberg) asumen que estamos describiendo adecuadamente las
poblaciones. Ademas, segun Slatkin (1982), ignorar la subdivision poblacional puede sesgar
muy fuertemente los resultados de los tests de neutralidad de Ewens-Watterson (ver la
seccion correspondiente).

El andlisis de un nimero grande de loci incrementara nuestro poder de deteccién de
estructura poblacional porque cada locus contendra informacion, en principio independiente,
sobre los niveles de deriva, mutacién y migracion que han afectado a nuestro sistema de
estudio. Si los loci analizados estan ligados genéticamente, entonces esta informacion no es
independiente y nuestros resultados se referirdan mas al grupo de ligamiento que a la
poblacién de individuos. Por lo tanto, es también importante testar si existe desequilibrio de
ligamiento mediante el andlisis correspondiente.

Una vez definidos nuestros sistemas poblacionales (un proceso que, en la mayoria de
casos, se realiza a priori), existen dos metodologias para estimar la distribucion de la
variabilidad genética en el espacio. Los estadisticos £ fueron desarrollados originalmente por
Wright (1931) para un locus con solo dos alelos y extendidos al caso de alelos multiples por
Nei (1973).
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LOS ESTADISTICOS DE ESTRUCTURA POBLACIONAL DE WRIGHT estiman

el grado de diferenciacion genética basandose en la comparacion entre las heterozigosidades a diferentes
niveles espaciales del sistema poblacional considerado.

Los estadisticos de Wright (1931) miden la estructuracién genética a diferentes
niveles espaciales. Ante un conjunto de poblaciones de una misma especie (o también
en una poblacion dividida en varias subpoblaciones) podemos distinguir tres niveles de
complejidad: el de los organismos individuales (que notaremos I), el de las diferentes
poblaciones o subpoblaciones (S), y el de la poblacion total (T). Atendiendo a esta
jerarquizacion, podemos definir 4y como el promedio de la heterozigosidad observada

para todas las subpoblaciones.

Si notamos (Ho)/- como la heterozigosidad observada en la subpoblaciéon ™ ;
(J =1,..k), entonces este parametro se calcularia simplemente como

1 k
Hr =% Y (Ho)
/=1

/
Por otra parte, si Pjj es la frecuencia del alelo “/"” (7 =1,...s ) en la subpoblacion
" (j=1,,k) Y (He) ; €s la heterozigosidad esperada segun las proporciones Hardy

Weinberg en la poblaciéon * j ”, entonces

M

S 5 N = 1
(He); =1~ X p5 vy, porconsiguiente,  Hs =% (He);
=1 7 K j=1

Hs es, por tanto, el promedio de las heterozigosidades esperadas (He) ; por

subpoblacidn segun el equilibrio Hardy Weinberg

A\ /4
/

Finalmente, si p;es la frecuencia del alelo
las subpoblaciones, entonces:

(7 =1,..k) promediada para todas

de manera que Hres la heterozigosidad esperada considerando las poblaciones
analizadas como un todo virtual.

Esta jerarquizacion de la heterozigosidad es necesaria para calcular los tres

indicadores basicos del grado de subdivision poblacional que se describen a
continuacién.

i) El indice de fijacion ( F;s) cuantifica la consanguinidad de los individuos en
relacion a las subpoblaciones a las que pertenecen

Segun la formulacién de Wright (1931) y las definiciones anteriores,
_Hr

Hs  Hs
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Este parametro también se conoce como coeficiente de consanguinidad, porque
ofrece una medida de la reduccién de heterozigosidad de un individuo debida al
apareamiento consanguineo no aleatorio dentro de una poblacion. Aunque Fjgse calcula

para cada locus analizado, su valor operativo es la media a través de los loci.

- Si Fges positivo, las poblaciones tienen un defecto de heterocigotos, que puede ser
debido a la consanguinidad o a la seleccién.

- Si las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg, Hs= Hy entonces Fyg= 0.
- Si Frges negativo, las poblaciones presentan un exceso de heterocigotos, que puede
haber sido provocado por una inmigracion importante conducente a la heterogamia.

El indice de fijacion Fjses el Unico parametro de estructuracion poblacional que

interviene en el cdlculo de la tasa de reproduccion cruzada (ver el capitulo
correspondiente).

i) Fs7 cuantifica la proporcion de variacion atribuible a la diferenciacion
inter-poblacional

El parametro Fg7 mide la subdivision poblacional, que se interpreta normalmente

como el efecto combinado de un flujo génico reducido y de deriva genética. Su
expresion matematica (Wright 1951) obedece a la férmula

For =TT Hs 4 Hs
HT HT
Fs7 cuantifica la consanguinidad de las subpoblaciones en relacién a la poblacién

total de la cual forman parte, y se interpreta como la proporcion de la variacion total que
es atribuible a la diferenciacién entre poblaciones (el concepto es analogo al que define
el parametro Gg7 de Nei, que se expone en el siguiente apartado). Fs7 corresponde a

la reduccion de la heterozigosidad dentro de las poblaciones y estd ligado a las
diferencias de las frecuencias alélicas medias entre poblaciones.

Como Hg corresponde a una parte de la variabilidad que representa H7 ,
tendremos que siempre Hr > Hgy por tanto Fg7> 0 en cualquier caso. Si todas las
poblaciones tienen la misma frecuencia alélica y estan en equilibrio, entonces Fg7 = 0
porque en ese caso Hr = Hs.

Fs7 refleja la accion conjunta de la deriva (que tiende a diversificar las

poblaciones) y la migracion (que tiende a homogeneizarlas). Por ello es un indicador de
la cohesién genética de las poblaciones (valores altos implican poca cohesion vy
viceversa). Como la diferencia entre Hgy Hyincrementa a medida que las frecuencias

génicas se desvian, Fg7 se usa también como una medida de distancia genética entre
poblaciones.
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iii) 777 cuantifica la proporcion de variacion atribuible a la diferenciacion
inter-individual

La cantidad F77 mide la reduccion de heterozigosidad de un individuo en relacién

al total de poblaciones. Su expresion matematica es
_Hr-Hr _,_Hr
- Hr M

Este parametro cuantifica la consanguinidad de los individuos en relacion a la
poblacién total de la que forman parte. Puede considerarse la medida mas global de
consanguinidad, puesto que tiene en cuenta los efectos del apareamiento no-aleatorio
dentro de las sub-poblaciones y el efecto de la subdivisién poblacional.

FIT

Tabla 2.3. Ejemplificacion del calculo de la heterozigosidad observada (Ho )/- , de las frecuencias génicas (P4, Pg ), dela

heterozigosidad esperada, (He ) iy de los parametros H;, Hr, y Hs en el locus dialélico del sistema poblacional representado en

la Figura 2.1.
Poblaciones (Ho); PA Pa (He);
sl 4/23 = 0.174 14/46 = 0.30 32/46 =0.70 9 1-(0.30?+0.70%) = 0.420
s2 1/6 = 0.167 9/12=0.75 3/12=0.25 & 1-(0.75%+0.25%) = 0.375
s3 3/12 = 0.250 11/24 = 0.46 13/24=0.54 9 1-(0.46°+0.54°) = 0.497
s4 3/20 = 0.150 23/40 = 0.57 17/40 = 0.43 > 1-(0.572+0.43%) = 0.490
¥ ¥ ¥ 7
v pa- 0520 pz- 0.480 | v
Vv v Vv
1 n n _2 11
Hr == % (Hp); =0.185 Hr =1- ¥ p7 =0.501 Hs == 3 (He); =0.446
izt =1’ =1

La Tabla 2.3 ejemplifica de forma sencilla los calculos implicados en la obtencién del
valor de los parametros de subdivision poblacional para el sistema de cuatro poblaciones
considerado en la Figura 2.1. En el caso de disponer de varios loci con mas de dos alelos por
poblacién (como suele ser habitual), se hacen los célculos para cada locus, pero se usan
como referencia para la discusion los valores promedio de estos parametros.Sustituyendo los
calculos de la Tabla 1 en las ecuaciones de cada uno de los parametros, los valores de los
indices de Wright para cuantificar la subdivisién poblacional serian:

Frs = (Hs- Hp/Hs = (0.446-0.185)/0.446 = 0.585 (corresponde a la reduccion global de
heterozigosidad observada del individuo respecto a lo esperado en su poblacién)

FsT= (HT- Hs)/H7= (0.501-0.446)/0.501 = 0.110 (corresponde a la reduccién global de
heterozigosidad de la poblacion respecto a lo esperado en el total de poblaciones)

Frr= (H7- Hp/H7 = (0.501-0.185)/0.501 = 0.631 (corresponde a la reduccion global de
heterozigosidad del individuo respecto a lo esperado en el total de poblaciones)

El bajo valor de Fst obtenido en este sistema de cuatro poblaciones delataria una
considerable cohesion genética, que podria ser efecto de la existencia de niveles moderado-
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altos de flujo génico o de una fragmentacion reciente. Cualitativamente, esta homogeneidad
se manifiesta en el hecho de que los tres alelos considerados se detectan en las cuatro
poblaciones y, ademas, ninguna de ellas posee alelos exclusivos.

Relacion entre los estadisticos F

Aunque todos los estadisticos £ cuantifican la consanguinidad, su célculo y su
interpretacion bioldgica difieren dependiendo del nivel de subdivision espacial que
consideremos. Por lo tanto, su estimacion es imprescindible para comprender la
diferenciacién genética espacial en sistemas multi-poblacionales.

Puesto que, como hemos visto, Fj7 = Hr =Hr _4 —ﬂ, tendremos que
HT HT
Hr [ Hr Y Hs
1-Frr = DL | BLVOS | _4_ Fre)i-F
T =4 [ s }{ jres (U-Frs)1-FsT)

Por lo tanto, los valores de los tres parametros se relacionan segun la formula
A-Frr)=QA-F15)A-Fs7)

Si todas las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg, entonces F;¢= 0y Fs7= FIT:

Si todas las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg y tienen las mismas frecuencias
alélicas, Ff¢ = Fs7 = Frr= 0, por lo cual la subdivisidn poblacional es nula. Cuando los

sistemas estudiados tienen mudltiples loci y alelos, entonces se utiliza la aproximacion
multilocus para la estimacién de la subdivisién poblacional, debida a Nei (1973).

Los estadisticos £ pueden estimarse a partir de las frecuencias génicas observadas, aunque
este no parece ser el mejor método, especialmente cuando los tamafios muestrales son
pequenos. Las estimaciones deberian corregirse para los efectos de muestrear un nimero
limitado de subpoblaciones y un nimero limitado de individuos por subpoblacion siguiendo el
desarrollo de Weir y Cockerham (1984), pero estas correcciones solamente estan disponibles
para los estadisticos de Nei (1973) en el programa Genstat PC (Lewis 1993). Por ello, si
queremos comparar los valores de los estadisticos Fy de los estadisticos de Nei, es mejor
cefirse a los valores sin modificar que calcula el programa Genstat.

Frecuentemente se utiliza el valor de Fs7 en el equilibrio para estimar el nimero medio de

migrantes por generacién (Am) entre poblaciones, segun las consideraciones del apartado
correspondiente de esta brijula.

El tamafo poblacional efectivo de una poblacién subdividida depende también del grado de
diferenciacién entre los demos (o subunidades de relacidn genética) en una relacion
cuantificada por la formula (Whitlock et Barton 1996)

Nd
No=—"0
¢ {-Fs7)

donde N es el tamafio de cada demo, que se asume fijo.
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El parametro Fg7 ha sido durante mucho tiempo el método tradicional para medir el

grado de variacidon genética atribuible al componente inter-poblacional. No obstante, existen
fuertes controversias acerca de cdmo deberiamos estimar este parametro. Ademas, la
estimacion de los estadisticos F también se hace mas complicada con multiples alelos y
multiples genes. Weir y Cockerham (1985) sugieren el uso de técnicas de re-muestreo en la
matriz de datos de alelos y genes para obtener una distribucién empirica de los estadisticos
Fusando muchas sub-muestras de la base de datos completa.
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LOS ESTADISTICOS DE ESTRUCTURA POBLACIONAL DE NEI estiman el grado de
diferenciacion genética a diferentes niveles jerarquicos dentro y entre las poblacio-nes a través de una
descomposicion de la variacion genética basada en una aproximacion para multiples loci.

Nei (1973, 1987) desarrollé las formulaciones de Wright de forma que Fg7 pudiera ser

calculado a partir de datos de varios loci. El estimador multilocus de Nei (1973) analogo a
Fs7 se conoce como Gg7 Y puede calcularse a partir de la heterozigosidad promedio en la

poblacion global (#7)y la heterozigosidad media en cada poblacién (#g ) como

Hr -H D
GsT = T S _ st
Hr HT
o, alternativamente, como
Hg
Ggr =1-—=2
ST Hr ’

donde Hgy Hr se calculan como en el apartado anterior para los estadisticos Fde Wright,
y Dsr es la heterozigosidad total distribuida entre las poblaciones, que se calcula mediante

Dst =d%s 3 (pj - py P, con
I j>J'

d; = numero de poblaciones consideradas, y
pjj = frecuencia del alelo /en la poblacién J.

Como Hg representa un subconjunto de la heterozigosidad total que se encuentra en
Hr , nunca puede superar a 47y, por tanto, Gy siempre sera positivo.

Gst:ﬂzl_ﬁﬁgst:%_r 0<Gg <1)

HT HT Hr
Tomando los valores calculados en la Tabla 4, la estimacion de Gsren el sistema poblacional
del ejemplo seria

Gop = 050170446 _ g 4
0.501

Segun la discusion de este parametro en la seccién correspondiente, el bajo valor
delataria una considerable homogeneidad genética en el sistema de cuatro poblaciones
considerado (solamente el 11% de la variabilidad total detectada es atribuible a Ia
diferenciacion entre poblaciones). Cualitativamente, este resultado se manifiesta en el hecho
de que los tres alelos considerados se detectan en las cuatro poblaciones y ninguna de ellas
posee alelos exclusivos.

En la practica habitual, Dg7y H7 se promedian para todos los loci considerados y se
usan para estimar Gs7 (segun el método de Nei), de forma que
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N
ZHS/

G, (Nei)=1-L

Gsr es equivalente a Fg7 cuando hay solamente dos alelos en un locus. En caso de
multiples alelos, Gs7 es el promedio ponderado de Fs7 para todos los alelos (Nei, 1973).
Gsr es también similar al parametro 8 de Weir y Cockerham (1984), con la excepcién de

que ¢ tiene en cuenta tamafios de muestra desiguales y numero de poblaciones
muestreadas. Ademas, ¢ puede adquirir valores negativos (Weir 1996).

No obstante, Hamrick y Godt (HG) calculan primero los valores para cada locus y
después promedian estos valores teniendo en cuenta solamente los loci polimérficos (Berg y

Hamrick 1997), de manera que
N)
Z Hsi
i=1 [ Hﬁ j
N

p

G,(HG)=1-

Como es evidente, G, (Nei)# G, (HG), por lo cual los valores de Gs7 dependeran

también del método utilizado para calcularlos. Culley et al. (2002) notan este fendémeno y
resaltan que estos dos métodos dan el mismo valor solamente en dos casos que se dan
muy raramente en la realidad.

Primero, si todas las poblaciones estan completamente diferenciadas genéticamente en
todos los loci o los valores de H; son idénticos en todos los loci, toda la diversidad genética
residira entre poblaciones (4 = 0). En este caso, ambos métodos de estimacién daran
valores de Gs7 =1. En segundo lugar, si la diversidad genética total se halla dentro de cada
poblacién para cada locus analizado (Hs = H), tendremos que Gsr= 0 en ambos métodos de
estimacion. Por ultimo ambas estimaciones daran el mismo valor si el cociente H/H; es el
mismo para todos los loci.

Relaciones con otros aspectos de la dinamica poblacional

Frecuentemente los estimadores de Gt 0 de K se usan para predecir otros
fendmenos genéticos como el flujo génico (Aerm = (1 - Gst)/4Gst; Wright, 1951) o el nimero
de poblaciones necesario para muestrear un cierto nivel de variacion genética (P =1 - G’s7;
Hamrick et al. 1991). Aunque la aplicabilidad de estas aproximaciones es objeto de debate
(Bossart y Prowell 1998, Whitlock y McCauley 1999 sobre la estimacion del flujo génico),
they representan aplicaciones de Gsr importantes y relativamente comunes. La ecuacion de
Hamrick et al (1991), por ejemplo, se usa para muestrear y preservar germoplasma de
especies amenazadas.

Implicaciones para la conservacion
Hamrick et al. (1983) recomiendan que la consistencia ideal para conservacion se

consigue cuando al menos el 99% de la variacion genética se preserva en bancos de
semillas. La estimacion del nimero de poblaciones a muestrear (/) para representar una
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proporcién P de la variacion genética detectada viene dada por la relacion P = 1- Gsr”
(Hamrick et al. 1991). Esta féormula mostré su robustez frente a diferentes métodos de
calculo de Gsren las simulaciones llevadas a cabo por Culley et al. (2002). No obstante, un
inconveniente potencial a la aplicacién de esta ecuacidon es que asume niveles parecidos de
variacion genética en las poblaciones consideradas. Esta asuncion no presenta implicaciones
en el caso de taxones sin subdivisiones significativas, donde estimariamos 7 utilizando el
valor de Gsr calculado juntando todas las poblaciones. Pero si la subdivision poblacional se
sustenta a nivel genético, debemos estimar » para todas las poblaciones y para cada una de
las subdivisiones. En este caso, es muy probable que la suma de las 77 estimadas para cada
subdivision sea ostensiblemente diferente del valor de n estimado para las poblaciones
agrupadas. Una consecuencia practica de esta heterogeneidad genética es que
necesitaremos muestrear mas poblaciones para asegurar la captura de la proporciéon de
diversidad genética sugerida. Esto significa que, en poblaciones subdivididas, es aconsejable
optar por la estimacién de 7 que implica un mayor nimero de poblaciones, en aras de una
buena representatividad genética (ver Caujapé-Castells 2004 para mas detalles y un ejemplo
practico).

El nlimero de poblaciones a muestrear para capturar una proporcion determinada
de la variacion genética detectada

Hamrick et al. (1983) recomiendan que la consistencia ideal para conservacion se
consigue cuando al menos el 99% de la variacion genética se preserva en bancos de
semillas. La estimacion del nimero de poblaciones a muestrear (/) para representar una
proporcién P de la variacion genética detectada viene dada por la relacion P = 1- Gs;”
(Hamrick et al. 1991). Esta féormula mostré su robustez frente a diferentes métodos de
calculo de Gsren las simulaciones llevadas a cabo por Culley et al. (2002). No obstante, un
inconveniente potencial a la aplicacién de esta ecuacidon es que asume niveles parecidos de
variacion genética en las poblaciones consideradas.

Esta asuncion no presenta implicaciones en el caso de taxones sin subdivisiones
significativas, donde estimariamos 7 utilizando el valor de Gsr calculado juntando todas las
poblaciones. Pero si la subdivisién poblacional se sustenta a nivel genético, debemos estimar
n solamente dentro de los grupos genéticamente homogéneos. Este parametro se aplica
eminentemente a efectos de conservacion genética y es tratado en mayor profundidad en el
apartado 3 de esta brujula.
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LA IDENTIDAD DE NEI (75 ) Y DISTANCIA DE NEI ( Dy ) miden el grado de

proximidad genética entre pares de poblaciones de organismos.

Imaginemos dos poblaciones X e Y, donde disponemos de frecuencias alélicas para un locus
isoenzimatico con /alelos (i = 1,...,n). Sea

x; = frecuencia del alelo "i" en la poblacion X
y,; = frecuencia del alelo "i" en la poblacién Y .

Nei (1972) define la nocién de identidad genética (77 ) entre las poblaciones X e Y
mediante la expresién matematica

J
INET = 24— 0< Iyer <1
VIxJy
donde
n 2 n
Ix=X xi;  Jy=XVyii Jxy= ZIXiyi
i=1 i=1 i=1

y /=1, ..., nes el nimero de alelos detectado en el locus considerado.

La identidad de Nei (1972) se interpreta como la probabilidad de que, al extraer un
alelo al azar de la poblacion X y otro alelo al azar de la poblacion Y, estos alelos sean
iguales.

En caso de disponer de datos un nimero de loci L >>1 (como nomo normalmente
sucede) la identidad de Nei (1972) se calcula mediante:

n
S XXV
Iy ===
222 2
> \/z X2 3y

L 121

/

Si extrapolamos al total de loci analizados, /g7 representa la probabilidad de que dos

poblaciones X e Y sean genéticamente idénticas por descendencia, y es una medida del
grado de afinidad genética entre dos conjuntos de organismos.

A partir de la formulacion de identidad, Nei (1972) define la distancia genética como
Dyer =-InIyer 0 < Dygr < e

Posteriormente, Nei (1978) propone una estimacidn no sesgada de su distancia
genética de 1972 que tiene la misma forma general, pero en la cual el cilculo de 7y y Jy

se realiza mediante las expresiones

2.2
JX:ZnXZX/. -1
=1

no2
Jy:Zny_Z Vi -1
/= =

/=1

donde ny y ny son los tamafios poblacionales en la poblacion X e Y, respectivamente.
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El uso de la distancia de Nei (1978) se prefiere cominmente al de otras distancias
porque las simulaciones de Nei et al. (1983) mostraron que este estimador da mejores
resultados que otros métodos de calculo de distancia.

A pesar de esta idoneidad, Hillis (1984) detectd una inconsistencia en la aplicacion de
la distancia de Nei (1978) a ciertos casos extremos de distribucion de frecuencias alélicas
entre poblaciones y sugiere una correccion estadistica que puede expresarse de la siguiente
manera:

Hillis (1984) muestra que el valor de Dy; no se ve tan afectado por posibles casos
extremos de distribucién de frecuencias alélicas como Dys. Hasta hace poco, uno de los
mayores inconvenientes de la distancia de Hillis era que no se hallaba a disposicién en los
programas de genética de poblaciones al uso. La version mas reciente de NTSYS PC (Rohlf
1988) incorpora una opcién para calcularla. En caso de disponer de este programa, es
aconsejable utilizar la correccidn de Hillis a la distancia de Nei.

Aunque aqui nos hemos restringido la discusién a dos distancias genéticas, existen
muchas otras formulaciones, como por ejemplo Wright (1969), Cavalli-Sforza y Bodmer
(1971), Moran (1975), Dubois y Prado (1980), Reynolds et al. (1983), Goldstein et al (19953,
b), Tomiuk y Loesche (1991), Weber y Wong (1993), Bowcock et al. (1994), Slatkin (1995),
Shriver et al. (1995) o Bruvo et al. (2004).

El término "distancia genetica" también se usa en estudios cromosomicos para
designar a la distancia entre dos marcadores genéticos en un cromosoma, y se define como
el promedio de recombinaciones que tienen lugar entre ellos medida en “unidades de mapa”.
No hay que confundir ambas nociones.
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ESTIMACION DEL INTERCAMBIO GENETICO ENTRE POBLACIONES

La ley de Hardy Weinberg se aplica a sistemas poblacionales cerrados, que no reciben
ni exportan migrantes y donde los padres de todos los individuos de la generacion siguiente
se hallan ya en la poblacién. Estas condiciones raramente se cumplen en la realidad ya que,
salvo excepciones, las poblaciones naturales acostumbran a ser sistemas abiertos que
intercambian genes.

Existen notables diferencias entre dispersion y flujo génico que debemos tener claras
para no malinterpretar los resultados de las formulaciones que se discuten en este apartado.
Esencialmente, para que un evento de dispersion afecte al flujo génico entre poblaciones, los
migrantes (polen o semillas en el caso de plantas) han de dar lugar a descendencia y al
menos algunos individuos de esa descendencia han de alcanzar el estado adulto y a su vez
reproducirse.

Aunque tener una estimacidn numérica del flujo génico es importante, en este
apartado veremos que sabemos mas acerca de las implicaciones tedricas de la existencia de
niveles elevados o bajos de flujo génico que sobre como estimarlo correctamente.

El movimiento de genes fuera del espacio poblacional como consecuencia de la
dispersion de gametos (polen), zigotos (semillas) o individuos afecta a muchas propiedades
ecoldgicas y evolutivas de los organismos. Entre ellas, quizds la mdas importante sea la
integridad de la especie, ya que el flujo génico contrarresta la divergencia que puede llevar
al aislamiento reproductivo que da lugar a la especiacion (Whitlock y Mccauley 1999).

Desde que Wright propuso su modelo de estructura poblacional en isla, todos los
métodos indirectos para estimar el flujo génico se basan en que, si se cumplen una serie de
asunciones, la variancia de las frecuencias génicas entre poblaciones esta relacionada con el
numero de migrantes que llegan a la poblacién cada generacion (Nm).

Las medidas de flujo génico entre poblaciones basadas en frecuencias génicas usan
marcadores genéticos para estimar el producto Am, y son una manera de caracterizar el
aislamiento reproductivo y la diferenciacion genética de las poblaciones. Recientemente,
también se estan usando datos moleculares sobre sitios de restriccion y secuencias de DNA,
pero este tipo de aproximaciones son aldn minoritarias.

Antes de proseguir es necesario advertir que los patrones de frecuencias génicas
poblacionales no detectan solo diferencias atribuibles a flujo génico, sino también aquellas
que son debidas a otras fuerzas evolutivas como la seleccién natural o la deriva genética. No
existe en el presente ningiin método que permita estimar solamente la contribucion del flujo
génico a la diferenciacion inter-poblacional. Por lo tanto, es indispensable un minimo
conocimiento bioldgico del organismo para interpretar el valor de flujo génico inter-
poblacional.

La estimacién del flujo génico interpoblacional puede llevarse a cabo mediante dos
métodos: el estadistico Fg7 de Wright y el método de Slatkin (1985a, b), basado en las

frecuencias de los alelos raros.
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EL NUMERO MEDIO DE MIGRANTES POR GENERACION es el promedio de individuos

que intercambian dos o mas poblaciones en una generacion

Estimacion del flujo génico basada en Fgr

Si disponemos de datos para varios loci multialélicos, Wright (1931) mostré que,
asumiendo que los alelos son neutrales

1
F P
ST =W+ anm)

Donde N es el tamafo poblacional local y m es la tasa media de inmigracién en un
modelo de estructura poblacional de isla. Despejando de esta expresion podemos estimar
indirectamente el nimero medio de inmigrantes por generacion (Nm).

La evaluacidn del flujo génico poblacional segin el método de Wright solamente puede
realizarse después de determinar la estructura genética poblacional mediante los estadisticos
de estimacién de la subdivisién poblacional (ver el capitulo correspondiente).

Como norma, se establece que valores de Nm > 1 son tipicos de especies con elevado
flujo génico (a mayores valores de Nm, mayores niveles de flujo génico) que, en ausencia de
fuerzas opositoras (como ciertas formas de seleccion natural), tenderan a volverse
genéticamente homogéneas. La accidn de esas posibles fuerzas opositoras debe evaluarse
concienzudamente, ya que pueden mantener la diferenciacién poblacional pese a la
existencia de niveles elevados de flujo génico.

Aungue el valor de /Nm nos da una estimacién cuantitativa, su utilidad es mas bien
comparativa, ya que con frecuencia las asunciones del modelo de islas en que se basa
(especialmente la inexistencia de seleccidn, la ausencia de mutacién y la igual contribucién
de todas las poblaciones al conjunto de migrantes) son violadas por las poblaciones
naturales con demasiada frecuencia.

La utilidad de este parametro para estimar el flujo génico inter-poblacional ha sido
criticada duramente por Whitlock y McCaulay (1999). Segun estos autores, la mutacion no
presenta muchos problemas para la estimacion del flujo génico a través de Arm a menos que
se produzca a una tasa mucho mayor que la de migracién (lo cual es ciertamente improbable
en condiciones naturales). No obstante, las demas asunciones del modelo de estructura
poblacional en isla son muy poco realistas. Por ejemplo, Whitlock y McCaulay (1999) arguyen
que si la tasa de migracion no es demasiado elevada, el valor esperado de Fsr dependera
solo del producto Mmy no de los valores de Ny m por separado. En consecuencia, aunque NV
y m varien, no se producira ningun efecto en el valor de Fsr mientras el valor del producto
Nm se mantenga constante.

Otro punto importante que consideran Whitlock y McCaulay (1999) es que una forma
bastante frecuente de variacion en el tamafo poblacional es la recurrencia de la extincion
local y la colonizacidon de poblaciones. En muchas especies, la tasa de reemplazo de
poblaciones es lo suficientemente alta como para afectar al valor de Fsr (Slatkin 1977, Giles
y Goudet 1997).

Finalmente, la asuncién del modelo de isla de que no existe estructura espacial es
violada en la mayoria de ocasiones, puesto que con frecuencia las tasas de migracion estan
correlacionadas con la distancia entre poblaciones (Wright 1943, 1946; Neigel 1997): en
ausencia de barreras geograficas, las poblaciones mas alejadas entre si tienden a
intercambiar menos migrantes. Por estos problemas asociados al modelo de isla de Wright,
Kimura y Weiss (1964) introdujeron el modelo de pasadera (stepping stone), donde el
intercambio de migrantes es mas probable en las poblaciones adyacentes (ver el
correspondiente apartado de la brujula).
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Estimacion del flujo génico basada en los alelos privados

A diferencia del método de Wright (1931), que tiene en cuenta a todos los alelos para
el calculo de Nm, el método de Slatkin (Slatkin 19853, b) se basa solamente en la frecuencia
de aquellos alelos que se encuentran solamente en una subpoblacion. El modelo asume que
estos “alelos privados” han surgido por mutacion y que su frecuencia estd modulada
exclusivamente por la deriva genética. Los modelos de Slatkin (1985a) establecen que la
frecuencia media de los alelos privados es una funcién simple de N

Ln[p(1)] = aIn(Nm) + b
, donde

p(1) es la frecuencia media de los alelos encontrados en una sola poblacién, y
ay bson constantes que dependen del nimero de individuos muestreados por poblacion.

En general, la relacion entre p(1) y Nm estd poco afectada por la geometria
poblacional, por el nimero de poblaciones o por el nimero de individuos por poblacion
(Slatkin y Barton 1989). Segun Slatkin (1985a), pueden obtenerse resultados fiables
muestreando tan solo entre tres y cinco poblaciones.

Aunque esta aproximacion asume que los alelos privados tienen un solo origen,
Whitkus y Crawford (1987) apuntan que si los alelos ancestrales estan restringidos a una
sola poblacién, su frecuencia puede no estar relacionada con Nm de la misma forma que los
que se derivan independientemente. Por esta razdn, estos autores desarrollanun método de
“alelos privados Unicos” en el que los alelos privados detectados en taxones relacionados no
se tienen en cuenta. Esta aproximacion se ha usado en algunos trabajos sobre flujo génico
(Wolf y Soltis 1992).

Reflexiones sobre el movimiento de genes en el espacio

Cualquier nivel de flujo génico entre poblaciones impedira una diferenciacién completa
entre ellas, pero el flujo génico ha de sobrepasar ciertos niveles para evitar la diferenciacion
debida a la deriva genética (Wright 1931). Segun Slatkin (1987), la estimacion de Nm es
ventajosa precisamente porque nos da una idea de la fuerza relativa del flujo génico y la
deriva genética, de manera que (atendiendo a los resultados de las simulaciones llevadas a
cabo por este autor), la deriva resultara en diferenciacién genética local si Nm < 1, pero no
si Nm >1.

Aunque la validez de estos umbrales es solamente comparativa y no absoluta, han
servido para hacer inferencias funcionales sobre la diferenciacion poblacional. Si el flujo
génico es infrecuente (para Slatkin 1987 esta situacion se produce cuando Nm < 1),
entonces las poblaciones tenderan a perder la cohesidon genética y a evolucionar de manera
independiente. No obstante, la ldgica no siempre es aplicable a las poblaciones de
organismos, y el hecho de que haya poco flujo génico no debe inducirnos a inferir
directamente una divergencia evolutiva rapida. Los niveles de flujo génico requeridos para
prevenir la especiacion dependeran siempre de la intensidad de actuacion de las otras
fuerzas evolutivas. Tengamos también en cuenta que la seleccién natural puede producir
adaptaciones a condiciones locales y diferenciacion evolutiva incluso en presencia de
abundante flujo génico. Lo que parece claro es que un flujo génico abundante puede inhibir
la diferenciacion genética impidiendo que la seleccion natural y la deriva establezcan y
amplifiquen diferencias locales y que, a igualdad de otros factores, esta inhibicion sera tanto
mas efectiva cuando mayores sean los niveles de flujo génico.
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Tabla 2.4. Algunos de los programas de analisis de datos mas utilizados en genética de poblaciones,
localizaciones de sus sitios web y autores. Los asteriscos sefialan las rutinas de transformacion de datos que son
operativas en Transformer-3 (Caujapé-Castells y Baccarani-Rosas 2005). Los archivos de entrada de todos estos
programas podran ser generados por Transformer-4, actualmente en desarrollo a ravés de la colaboracion entre
EXEGEN software y el Departamento de Biodiversidad Molecular del Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”

(Caujapé-Castells y Baccarani-Rosas, in prep.).

PROGRAMA Sitio web Referencia bibliografica
AFLPsurv* http://www.ulb.ac.be/sciences/lagev/aflp-surv.html Vekemans (2002)
Arlequin* http://Igb.unige.ch/arlequin/ Schneideret al. (1997)
BAPS http://www.rni.helsinki.fi/~jic/bapspage.html Corander et al. (2003)
BAYESASS http://www.rannala.org/labpages/software.html Wilson y Rannala (2003)
BIOSYS* Pedir informacion a swofford@csit.fsu.edu Swofford y Selander (1989)
Bottleneck* http://www.montpellier.inra.fr/CBGP/softwares/ Piry et al. (1999)

FSTAT http://www.unil.ch/izea/softwares/fstat.html Goudet (1995)

GDA* http://alleyn.eeb.uconn.edu/gda/ Lewis y Zaykin (1999)
Genalex* http://www.anu.edu.au/BoZo/GenAlEx/ Peakall y Smouse (2005)
GENECLASS-2  http://www.montpellier.inra.fr/URLB/geneclass/geneclass.html Piry et al. (2004)
GenePop* http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/ Raymond y Rousset (1995)
GeneStat* http://lewis.eeb.uconn.edu/lewishome/software.html Lewis (1993)

GEODIS http://darwin.uvigo.es/software/geodis.html Posada et al. (2000)
IMMANC http://www.rannala.org/labpages/software.html Rannala y Mountain (1997)
MIGRATE http://popgen.csit.fsu.edu/ Beerli y Felsenstein (2001)
NEWHYBRIDS http://ib.berkeley.edu/labs/slatkin/erig/software/software.htm#NewHybs  Anderson y Thompson (2002)
NTSys-pc* Comprar en http://www.exetersoftware.com/ Rohlf (1998)

PARTITION http://www.genetix.univ-montp2.fr/partition/partition.htm Dawson y Belkhir (2001)
PASSAGE* http://www.passagesoftware.net/ Rosenberg (2002)
PopGene* http://www.ualberta.ca/~fyeh/ Yeh, Yang y Boyle (1997)
SPAGeDi* http://www.ulb.ac.be/sciences/ecoevol/spagedi.html Hardy y Vekemans (2002)
STRUCTURE http://pritch.bsd.uchicago.edu/software.html Pritchard et al. (2000)
TFPGA http://www.marksgeneticsoftware.net/tfpga.htm Miller (1997)

WHICHRUN http://www-bml.ucdavis.edu/whichrun.htm Banks y Eichert (2000)
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3. UNA APLICACION PARA MAXIMIZAR EL MUESTREO DE VARIABILIDAD
GENETICA EN COLECCIONES EX SITU
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INTRODUCCION

El conocimiento de los niveles y distribucidn de la variacion genética en las poblaciones
naturales de especies de interés es un requisito importante para disefiar estrategias de
muestreo que garanticen la captura de una proporcién representativa de la variacion
genética (Hamrick et al. 1991; Frankel et al. 1995; Chamberlain 1998; Francisco-Ortega et
al. 2000; Batista et al. 2001, Fay 2003), ya sea con destino a su almacenamiento en bancos
de semillas o de genes. Ninguna estrategia de muestreo de material bioldgico que pretenda
ser representativa puede dejar de tener en cuenta las indicaciones de variabilidad genética,
ya que ésta es crucial para restaurar habitats destruidos, reforzar poblaciones en declive o
establecer micro-reservas para un monitoreo adecuado.

Hasta hace bien poco, la practica habitual de muchos bancos de germoplasma
consistia en acumular grandes volimenes de semillas sin disponer siquiera de una
estimacion basica de la variacién genética de las especies diana. Este proceder tiene al
menos una consecuencia indeseable, puesto que el gran esfuerzo humano y econémico que
representa la recoleccion de germoplasma se muestra de escaso valor efectivo para la
conservacion: al desconocer cuanta variacion genética esperamos recolectar, tampoco
podemos disponer de una estimacion de la representatividad de nuestro muestreo.

Ciertamente, la estrategia general de basar la conservacion ex-situ en el analisis
espacial de la variacion genética demora la recoleccion de material. No obstante, esta
metodologia es mucho mas ventajosa al menos por tres razones. En primer lugar, porque
nos ofrece una mayor garantia de que nuestras recolecciones representan la variacion
genética de la especie. En segundo lugar, porque minimiza la probabilidad de muestrear
individuos relacionados. Y, en tercer lugar, porque reduce el esfuerzo de recoleccion.

Ademas, con los avances técnicos actuales, la demora temporal desde que empezamos
a generar datos genéticos hasta que adoptamos una decision de muestreo no tiene porque
ser grande. La consecucion del programa de analisis de datos 7ransformer-3 (Caujapé-
Castells y Baccarani-Rosas 2005) ha representado recientemente una gran ayuda, ya que
permite la implementacion efectiva de urgencia y la reduccién del error humano en el
creciente nimero de aplicaciones de los marcadores moleculares poblacionales polimorficos.

La colaboracion del Banco de germoplasma del Jardin Botanico Canario “Viera y
Clavijo” (hoy en dia el recurso de conservacion vegetal ex situ mds importante de
Macaronesia) ha sido crucial para esta segunda parte de la brdjula. Puesto que la mision de
un departamento de este tipo no consiste meramente en “acumular semillas”, sino en
garantizar la representacion de la variabilidad genética de las poblaciones naturales de
plantas, parece claro que la estimacion de los niveles de variacion genética debe ser un
cometido inherente a su actividad. En consecuencia, se pensé que complementar la
experiencia de este Banco de Germoplasma con las aproximaciones del Departamento de
Biodiversidad Molecular podria enriquecer ain mas la aportacion de estas dos areas de
investigacion a la conservacidn ex situ de la biodiversidad vegetal Canaria.

Mi linea de investigacion molecular se habia concentrado hasta entonces solamente en
el estudio del origen filogenético, la diversificacion poblacional y la conservacion in situ de
diversos grupos de plantas vasculares. Por ello, la consideracion de un enfoque totalmente
practico suponia también un reto para mostrar que los resultados de las técnicas moleculares
poblacionales (isoenzimas, microsatélites, RAPDs, AFLPs) pueden también ser utilizados para
representar la variacion genética en bancos de genes. Si esta oportunidad se ha
aprovechado, su grado de éxito solamente podra evaluarse en el futuro. No obstante, la
publicacion de nuestras primeras aplicaciones en revistas cientificas de considerable impacto
internacional solo puede interpretarse como una buena sefial.

La estrategia de muestreo resultante (esquematizada en la Figura III.1) propone una
evaluacion sistematica de los resultados de los andlisis genéticos poblacionales con
marcadores moleculares que contribuye a acelerar el proceso de toma de decisiones

JULI CAUJAPE CASTELLS %g ;



BRUJULA GENETICA PARA BOTANICOS 97

concretas y a minimizar el error humano en el muestreo ex situ. La consecucion de este
método es un hito importante, ya que la mayoria de investigaciones moleculares con
aplicaciéon a la conservacion daban siempre orientaciones muy generales en cuanto a las
preguntas basicas del muestreo genético para conservacion ex situ. No obstante, pienso
también que esta es solamente la primera etapa de una nueva via de accion, que pronto nos
habra de permitir incorporar otros tipos de informacion bioldgica o histérica a las
indicaciones que obtenemos a través de las técnicas moleculares.

En esencia, la mayor novedad del método resultante reside en su manera de relacionar
los resultados de algunos desarrollos tedricos independientes (Bengtsson et al. 1995,
Hamrick et al. 1991, Sokal 1979) y las indicaciones de algunos estimadores basicos de
polimorfismo genético poblacional para dar respuestas concretas a tres preguntas cruciales
en el muestreo genético para conservacion ex situ.

1) ¢Cudntas poblaciones habrian de muestrearse intensivamente para capturar un
porcentaje significativo de la variacion genética de una especie?

2) ¢Qué poblaciones habrian de considerarse para cumplir este objetivo con un minimo
esfuerzo?

3) ¢Como tendria que llevarse a cabo el muestreo en las poblaciones diana para
minimizar la probabilidad de muestrear individuos emparentados?

Partiendo de un muestreo de individuos que haya seguido las directrices del apartado I
de esta brdjula, el método esta vertebrado en torno a la respuesta secuencial a las tres
preguntas antes formuladas, segin las consideraciones que siguen, y que estan
esquematizadas en el diagrama de flujos de la Figura 3.1.
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Figura 31. Diagrama de flujos representativo de las etapas del método de muestreo genético desarrollado por el autor de esta
brdjula (a partir de Caujapé-Castells, in mss.). Las definiciones de los parametros implicados se dan en la Tabla 3.0. Los
nimeros 1, 2 y 3 designan las tres posibles rutas de seleccion de poblaciones diana para muestreo bajo este método,
dependiendo de si hemos detectado suficientes alelos raros (1) o no (2) en grupos con diferencias significativas entre sus
valores de Fs7, 0 de si no hemos detectado diferencias significativas entre los valores de Fsrde los grupos (3).

Tabla 3.0. Definiciones basicas de los parametros que aparecen en la Figura 3.1 (a partir de Caujapé-Castells, in mss.).

Parametro Definicion genérica

Neot Numero total de poblaciones

Kk Numero de grupos considerados

N; Numero de poblaciones incluidas en la subdivision “i”

Gsr Proporcién de variacién explicada por el componente inter-poblacional (Nei 1973)

Neot Numero de poblaciones a muestrear en el grupo compuesto por todas las poblaciones
n; Numero de poblaciones a muestrear en la subdivision “i”

L Probabilidad de pérdida alélica para cada alelo que satisfaga las condiciones de rareza
R Numero de alelos que satisfacen las condiciones de rareza

PSA; Numero de alelos raros para los que la subdivision “i” es el area de muestreo preferida
P Proporcién de poblaciones a muestrear en la subdivision “i”

S Numero de poblaciones a muestrear en la subdivision “i”

A Numero medio de alelos por locus

He Heterozigosidad media por locus

Fsr Proporcién de variacién explicada por el componente inter-poblacional (Wright 1951)
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éCuantas poblaciones muestrear para maximizar la variabilidad genética
capturada?

Generalidades

A pesar del consenso unanime sobre la importancia del conocimiento de los niveles y
distribucién de la variacion genética en las poblaciones naturales (Hamrick et al. 1991;
O’Brien 1994, Frankel et al. 1995; Chamberlain 1998; Pritchard 1999, Shrader-Frechette y
McCoy 1999, Francisco-Ortega et al. 2000; Batista et al. 2001, Caujapé-Castells y Pedrola-
Monfort 2004, Pearse y Crandall 2004), muchas estrategias de conservacion ex situ todavia
no incorporan consideraciones genéticas. Esta situacion es triplemente paraddjica: primero,
porque contradice el mencionado consenso; segundo, porque ignora el énfasis del primer
articulo del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica acerca de la importancia de preservar los
recursos genéticos de los organismos vivos (http://www.biodiv.org/convention); y tercero,
porque existe una gran cantidad de parametros y tests genéticos que pueden utilizarse para
orientar decisiones de muestreo. Acumular semillas sin disponer de una estimacion basica de
la variacion genética de las especies de interés tiene al menos una consecuencia indeseable,
puesto que el gran esfuerzo humano y econdémico que representa la recoleccion de
germoplasma se muestra de escaso valor efectivo para la conservacion: al desconocer los
niveles de variacion genética en el taxdn de interés, tampoco podemos saber ddonde
recolectar, ni disponer de una estimacion de la representatividad de nuestra coleccion.

Ciertamente, la estrategia general de basar la conservacion ex-situ en el analisis
genético molecular es inviable a gran escala y, cuando es viable, demora la recoleccién de
material. No obstante, si es factible y conveniente aplicar los métodos de la genética a las
especies mas amenazadas, que son precisamente las que requieren mayor esfuerzo de
conservacion ex situ (Fay 2003). Este proceder presenta al menos tres puntos de interés. En
primer lugar, nos puede ofrecer una mayor garantia de que nuestras recolecciones
representan la variacion genética del organismo a conservar. En segundo lugar, minimiza la
probabilidad de muestrear individuos emparentados. Y, en tercer lugar, reduce el esfuerzo
humano y econémico que implica la recoleccién. Ademas, la demora temporal desde que
empezamos a generar datos genéticos hasta que adoptamos una estrategia de muestreo no
tiene porque ser grande hoy en dia.

Como la misién de un banco de germoplasma no consiste meramente en “acumular
semillas”, sino en garantizar la representacion y conservacion a largo plazo de la diversidad
de las poblaciones naturales de plantas, parece que la estimacion de los niveles de variacion
genética debe ser un cometido inherente a su actividad. El objetivo de este capitulo es
mostrar que la informacién sobre los niveles y distribucién de la variabilidad genética puede
usarse para disefiar estrategias de muestreo de semillas que representen un maximo de
variacion genética minimizando el esfuerzo de muestreo, los gastos de recoleccion y el
espacio del banco dedicado al almacenamiento de esas muestras.

Puesto que los alelos mas comunes se capturan casi sin querer, cualquier estrategia de
muestreo genético deberia procurar incluir el maximo nimero de alelos raros. A efectos de
conservacion, los alelos raros son productos evolutivos Unicos que podrian conferir
propiedades ventajosas a la poblacion que los posee frente a eventuales cambios
ambientales (Schonewald-Cox et al. 1983; Richter et al. 1994, Bengtsson et al. 1995). Por lo
tanto, los disefios de recoleccion orientados al muestreo de alelos raros ofrecen una
herramienta adecuada para reforzar las poblaciones en declive o ayudar a la supervivencia
de las plantas reintroducidas.

Estas consideraciones preliminares dejan claro que, cuando se detectan en nimero
suficiente, los alelos raros son importantes en si mismos en biologia de la conservacion. Pero
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en el caso de taxones con subdivisiones significativas, los alelos raros también pueden
ofrecernos indicaciones sobre la proporcion de poblaciones a muestrear en cada una de las
subdivisiones (ruta 1 de la Fig. 3.1).

Un primer tema relacionado con este tipo de muestreo consiste en saber si una sola
poblacion seria suficiente para representar el total de variacion estimada en un taxon. Esta
consideracion puede obviarse en el caso de taxones no subdivididos, ya que la seleccion de
poblaciones a muestrear siempre perseguira la captura de la mayoria de alelos,
especialmente los raros. No obstante (como se plasma en la Figura 3.1) enfocar el problema
de la representatividad genética de las poblaciones en términos de alelos raros es
indispensable cuando existen subdivisiones, ya que estas consideraciones pueden
permitirnos (entre otras cosas) alcanzar una estimacion de la proporcion de poblaciones de
cada subdivisién que deben incluirse en el muestreo total.

Metodologia

Como ilustra la Figura 3.1, una consideracion preliminar importante es si deberiamos
juntar todas las poblaciones o, por el contrario, considerarlas en grupos separados. Aunque
la decision final siempre vendra orientada por el método de andlisis que aqui se expone, es
importante establecer subdivisiones de partida, para testar si nuestros criterios para
establecerlas tienen un reflejo a nivel genético, que es el que realmente importa cuando se
trata de disefiar una estrategia de muestreo de variabilidad.

En la practica, puede haber multiples criterios de subdivision a priori, dependiendo del
tipo de taxon y de la informacién de que dispongamos sobre él. Por ejemplo, Soltis &
Gitzendanner (1999) muestran que la conservacién de la Biodiversidad tiene mas sentido si
las unidades bioldgicas se identifican univocamente con grupos monofiléticos. Por lo tanto, si
disponemos de filogenias moleculares para el grupo considerado, uno de estos criterios
podria basarse en si hay uno o varios grupos monofiléticos diferenciados a este nivel. Testar
la asuncién de monofilia es un punto importante, ya que frecuentemente las filogenias
moleculares revelan multiples linajes en sistemas de poblaciones que se habian asumido
monofiléticos (ver Soltis et al. 1997 para una revision).

Otro criterio de subdivision a priori podria ser la separacion geografica (siempre y
cuando vaya asociada a un accidente geografico abrupto o a un tiempo de aislamiento
prolongado). Por ejemplo, las poblaciones del endemismo Canario Matthiola bolleana (ver
ejemplo de aplicacion) solamente estan descritas en las islas de Fuerteventura y Lanzarote.
En principio, es conveniente considerarlas como grupos separados bajo un criterio
exclusivamente geografico y ver si los analisis posteriores confirman esta separacion.

Para determinar si las subdivisiones realizadas en base a estos criterios (0 quizas a
otros que se juzguen adecuadamente objetivos para el caso en cuestion) tienen reflejo a
nivel genético, una opcién practica es basarse en las diferencias en el valor del parametro
Gst (Nei 1973). Este estadistico varia entre 0 y 1 y cuantifica la proporcion de la variabilidad
genética total que se explica por la diferenciacién entre poblaciones. Valores muy elevados
indican una pronunciada subdivision genética poblacional, mientras que un valor muy bajo
indica una considerable cohesién genética entre las poblaciones. Aunque existen otros
métodos para estimar la distribucion inter-poblacional de la variacion genética (ver por
ejemplo Hamrick y Godt 1989), el procedimiento de Nei (1973) parece tener mas sentido
bioldgico por ser mas sensible a la diferenciacion poblacional estimada a través de la
variacion de frecuencias alélicas entre poblaciones (Culley et al., 2002).

El principio légico sobre el que nos vamos a apoyar es que si existen diferencias
significativas entre el valor de Gsr calculado para todas las poblaciones de un taxoén y el
valor de este parametro calculado para cada una de las subdivisiones que hemos definido,
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entonces podemos argliir que la subdivision realizada tiene un trasfondo genético y que, por
tanto, los grupos deberian considerarse separadamente bajo esta perspectiva. Por el
contrario, la existencia de diferencias no significativas entre los valores de Gsr nos ofrece un
argumento robusto para considerar a los grupos conjuntamente.

En términos practicos, si las Gsr parciales no difieren de la Gsr total, estd justificado
agrupar a todas las subdivisiones como una sola unidad de conservacion. Por el contrario, si
los valores de Gsr parciales si difieren de la Gsrtotal, las subdivisiones consideradas existen
también a nivel genético y se sustenta su consideracion de manera separada.

Es necesario recordar que, a pesar de que estas indicaciones cuantitativas tienen
validez a nivel general, son simplemente pautas orientativas de actuaciéon; en muchas
situaciones reales, puede darse el caso de que sea aconsejable mantener las subdivisiones a
pesar de que las diferencias genéticas entre ellas no sean significativas. Seria el caso, por
ejemplo de taxones con grupos de poblaciones en diferentes zonas ecoldgicas o en zonas
geograficas con dificil intercambio genético entre ellas (diferentes islas, islas y continente,
etc...). Hemos de tener presente que los métodos de estimacion de la variabilidad genética
se basan en un muestreo muy poco significativo del acerbo genético total de los organismos
(solamente unas pocas zonas del genoma) y, por tanto, siempre estiman la variacion
genética por defecto. Por ello, es posible que taxones con marcadas diferencias ecoldgicas, o
que hayan permanecido aislados mucho tiempo (esto es, sin intercambiar genes), hayan
desarrollado también diferenciaciones genéticas a niveles que no detectemos con nuestro
examen de variabilidad. Por estos motivos, mientras solamente hay una trayectoria posible
en el organigrama de la Figura 3.1 en caso de detectar diferencias significativas entre los
valores de Gs7, parece preferible dejar la opcidn de escoger entre dos trayectorias si no se
detectan diferencias a este nivel (ver Figura 3.1).

En taxones con subdivisiones significativas siempre debemos calcular los valores de
Gst para cada una de las subdivisiones y también para el conjunto de las poblaciones (esto
es, como si no hubiera subdivisiones). En taxones sin subdivisiones significativas, bastara el
valor de Gsrtotal.

Hamrick et al. (1983) recomiendan que la consistencia de muestra ideal para
conservacion se consigue cuando al menos el 99% de la variacion genética se preserva en
bancos de semillas. La estimacion del nimero de poblaciones a muestrear (n7) para
representar una proporcion P de la variacién genética detectada viene dada por la relacion P
= 1- Gsr” (Hamrick et al. 1991). Esta formula mostrd su robustez frente a diferentes
métodos de célculo de Gsren las simulaciones llevadas a cabo por Culley et al. (2002). No
obstante, un inconveniente potencial a su aplicacién generalizada es que asume niveles
parecidos de variacion genética en las poblaciones consideradas.

Esta asuncién no presenta implicaciones en el caso de taxones sin subdivisiones
significativas, donde estimariamos » utilizando el valor de Gsr calculado juntando todas las
poblaciones. Pero si la subdivision poblacional se sustenta a nivel genético, entonces es
preferible estimar 7 para todas las poblaciones y para cada una de las subdivisiones. En este
caso, es muy probable que la suma de las n estimadas para cada subdivision sea
ostensiblemente diferente del valor de n estimado para las poblaciones agrupadas. Una
consecuencia practica de esta heterogeneidad genética es que necesitaremos muestrear mas
poblaciones para asegurar la captura de la proporcion de diversidad genética sugerida (ver
los ejemplos de Androcymbium gramineum y de Matthiola bolleana para dos casos
practicos). Esto significa que, en poblaciones subdivididas, es aconsejable optar por la
estimacion de n que implica un mayor nimero de poblaciones, en aras de una buena
representatividad genética.
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La probabilidad de pérdida alélica

En los taxones con subdivisiones significativas donde se hayan detectado alelos raros,
es conveniente tener a estos alelos en cuenta en el disefio del muestreo. El razonamiento
que subyace a este proceder es que las poblaciones donde hayamos detectado mas alelos
raros neutrales a través de la técnica molecular aplicada probablemente contendran también
mas alelos raros con valor selectivo, que son los que realmente interesan para la
conservacion de la biodiversidad. Es una asuncién discutible (el salto Iégico que plantea no
tiene por que ser cierto), pero hemos de considerarla operativa dada nuestra ignorancia
sobre el numero de los alelos con potencial selectivo y sobre su distribucién en los genomas
y poblaciones.

Para llevar a cabo este objetivo, es imprescindible comprender la nociéon de
probabilidad de pérdida alélica (ver el capitulo correspondiente en el apartado 2 esta
brdjula). Para taxones sin subdivisiones, el analisis de la probabilidad de pérdida es opcional,
ya que, como se vera mas adelante, las poblaciones que tengan mas alelos (sean estos raros
0 no) estaran siempre entre las seleccionadas para el muestreo intensivo.

La probabilidad de pérdida es la probabilidad de que una muestra de tamano N no
contenga un alelo con frecuencia poblacional p, y se estima mediante la expresion

L=(-p*"

solamente para los alelos que cumplan un criterio adecuado de rareza (Bengtsson et
al. 1995). Este proceder selectivo de partida es ldgico, ya que si se incluyen también en los
calculos los alelos mas ubicuos, su bajisima probabilidad de pérdida enmascara a las
estimaciones correspondientes a los alelos raros, que son los elementos que nos interesan a
este nivel de andlisis. Dicho de otra forma, los alelos cuya frecuencia es moderadamente alta
tienen una probabilidad de pérdida muy baja, por lo que se capturan casi sin querer y no
necesitan de tratamientos estadisticos especiales. Por el contrario, para muestrear los alelos
raros hay que “perseguirlos”.

Aunque Bengtsson et al. (1995) recurren a las técnicas estadisticas multivariantes para
seleccionar los alelos a analizar mediante esta metodologia, personalmente creo que es mas
practico (e igualmente efectivo) establecer un umbral de distribucién y de frecuencia, como
por ejemplo seleccionar los alelos que (1) tengan una frecuencia media menor que 0.5, y (2)
estén presentes como maximo en el 50% de las poblaciones consideradas (Vilches et al.
2002, Caujapé-Castells y Pedrola-Monfort 2004, Sanchez et al., in prep.). La Tabla 3.1 ilustra
este proceso de seleccion. La rutina de célculo de la probabilidad de pérdida alélica del
programa Transformer-3 (Caujapé-Castells y Baccarani-Rosas 2005) sigue este criterio,
aunque pueden implementarse otros facilmente.
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Tabla 3.1. Frecuencias alélicas para los 11 loci isoenzimaticos interpretados en las 8 poblaciones del endemismo canario
Matthiola bolleana. Los asteriscos marcan los alelos que cumplieron los criterios de rareza expuestos en el texto. Los alelos
enmarcados simbolizan los aleclos exclusivos de Fuerteventura (relleno gris) y Lanzarote (sin relleno). Los niimeros enteros son
los tamafios muestrales por locus por poblacion. El locus PGD-1 fue excluido de la tabla por ser monomorfico.

Fuerteventura Lanzarote
Locus/alelo FAJA. CRUZ OVE] TALA PSBR CAB1 CAB2 FAMA

MDH1-1A 0,833 0,735 0,775 0,769 0,591 1,000 1,000 1,000
MDH1-1B* 0,000 [0,029] 0,000 [0,038] 0,000 0,000 0,000 0,000
MDH1-1C 0,167 0,235 [0,225] [0,192] [0,409] 0,000 0,000 0,000
MDH-2A 0,033 0,067 [0,031] [0,038] [0,050] 0,000 0,000 0,000
MDH-2B 0,233 0,100 [0,188] [0,135] [0,250] 0,000 0,000 0,000
MDH-2C* 0,000 0,000 [0,188] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MDH-2D 0,733 0,833 0,594 0,827 0,700 0,875 0,917 1,000
MDH-2E¥* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 [0,125] [0,083] 0,000
IDH-1A* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
IDH-1B 0,933 0,941 0,975 0,038 0,000 0,125 0,000 0,038
IDH-1C [0,033] [0,059] [0,025] [0,192] [0,409] 0,000 0,000 0,000
IDH-1D* 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0,688 0,583 0,846
IDH-1E* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 [0,188] [0,417] [0,115]
PGI-2A 0,800 0,912 0,900 0,846 0,955 1,000 1,000 1,000
PGI-2B [0,200] [0,088] [0,100] [0,154] [0,045] 0,000 0,000 0,000
GOT-1A 0,000 0,567 0,667 0,280 0,455 1,000 1,000 0,900
GOT-1B* 0,000 [0,067] [0,111] [0,520] [0,364] 0,000 0,000 0,000
GOT-1C 0,250 0,367 0,167 0,200 0,182 0,000 0,000 0,100
GoT-1D*  [0,750] 0,000 [0,056] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GOT-2A 0,000 [0,118] [0,200] [0,208] [0,091] 0,000 0,000 0,000
GOT-2B 1,000 0,882 0,900 0,792 0,909 1,000 1,000 1,000
PGM-1A*  [0,179] [0,214] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-1B 0,500 0,536 0,000 0,000 0,100 0,143 0,083 0,000
PGM-1C 0,321 0,179 05500 0,808 0,550 0,643 0,500 0,538
PGM-1D 0,000 0,071 0,500 0,192 0,350 0,214 0,333 0,462
PGM-1E* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 [0,083] 0,000
PGM-2A* 0,000 0,000 0,025 0,019 0,000 0,000 0,083 0,154
PGM-2B 0,000 0,000 0,625 0,038 0,000 0563 0,917 0,846
PGM-2C 1,000 1,000 0,350 0,923 1,000 0,438 0,000 0,000
PGM-2D* 0,000 0,000 0,000 [0,019] 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-3A*  [0,233] 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-3B 0,100 0,500 0,125 0,039 0,050 0,875 0,833 0,923
PGM-3C 0,667 0,500 0,875 0,961 0,900 0,125 0,167 0,077
PGM-3D* 0,000 0,000 0,000 0,000 [0,050] 0,000 0,000 0,000
PGD-2A*  0.000 0.000 0.000 [0,019] [0,050] 0.000 0.000 0.000
PGD-2b 1,000 0,882 0,947 0,923 0,800 1,000 1,000 1,000
PGD-2c*  0.000 [0,118] [0,053] [0,058] [0,150] 0.000 0.000 0.000
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EJEMPLO PRACTICO DE APLICACION

El endemismo bético-rifefio Androcymbium gramineum Cav. McBride (Colchicaceae)

La especie A. gramineum es un endemismo exclusivo del area Bético-Rifefia cuyas poblaciones conocidas
solamente se distribuyen en la provincia de Almeria y en el interior y la costa atlantica de Marruecos (Fig. 3.2).
Aunque estos dos conjuntos disjuntos de poblaciones habian recibido denominaciones diferentes (A. europacum
para las poblaciones almerienses y A. gramineum para las marroquies), una filogenia molecular de fragmentos de
restriccion (RFLPs) de DNA cloroplastico (Caujapé-Castells et al. 1999) mostré que deben ser considerados bajo la
misma denominacion a pesar de la discontinuidad geografica que representa el estrecho de Gibraltar (Fig. 3.2).
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Figura 3.2. Distribucién geogréfica de A. gramineum en Almeria (relleno negro) y Marruecos (relleno gris) y filogenia de RFLPs
de A. gramineum (modificado a partir de Caujapé-Castells y Jansen 2003). Los nimeros encima de las ramas son cambios de
sitios de restriccion y los nimeros debajo de las ramas, valores bootstrap. Se observa que las poblaciones marroquies se
insieren dentro de un grupo derivado (apoyado por un valor bootstrap del 100%) en el que también hay poblaciones espaiolas.
Esta topologia apoya la consideracion de las poblaciones espafiolas y marroquies bajo la misma denominacion taxonomica.

Mas alld de este resultado, Caujapé-Castells y Jansen (2003) apoyan con tiempos de divergencia
calculados a partir de los datos moleculares que las poblaciones marroquies son probablemente mas modernas
que sus congéneres espafiolas, y que A. gramineum pudo colonizar Marruecos aprovechando la desecacion
Mesiniense del Mediterraneo (hace unos 5.5 millones de afios), que establecid un puente terrestre entre Europa y
Africa a través de lo que hoy es el estrecho de Gibraltar. En consonancia con este hecho, las poblaciones
almerienses poseen niveles mucho mas altos de variabilidad genética (Caujapé-Castells y Jansen 2003, Caujapé-
Castells y Pedrola-Monfort 2004) que las marroquies.

A pesar de que las evidencias filogenéticas instan a considerar estas poblaciones como un solo grupo, los
indicadores de variabilidad genética poblacional (isoenzimas) son muy diferentes en sus dos regiones geograficas
de distribucion. Como se explica en Caujapé-Castells y Pedrola-Monfort (2004) Almeria posee 20 alelos
exclusivos, mientras que en Marruecos solamente se detectaron cuatro alelos exclusivos. Ademas de estas
diferencias cualitativas, los valores de Gs; en los dos compartimentos geograficos son muy diferentes entre si
(Gsr = 0.413 para Almeria y Gsr = 0.240 para Marruecos) y respecto del valor de Gsr estimado para A.
gramineum sensu lato (Gsr = 0.371). Por si fuera poco, el valor de Gsr en Almeria es bastante superior al
calculado para la totalidad de la especie, lo cual enfatiza el hecho de que las poblaciones de esta region
geografica son mucho mas heterogéneas a nivel genético (presumiblemente como consecuencia de su mayor
antigtiedad) que las marroquies.

Al aplicar la formula de Hamrick et al. (1991) para estas subdivisiones geogrdficas (fijando P = 0.99),
resultan valores de n = 5 para Almeria y n = 3 para Marruecos. Para A. gramineum sensu lato (es decir,
considerando todas las poblaciones como un solo conjunto), resulta un valor de 7 = 5 (4.63 en numeros
exactos).

Estas cifras nos hacen ver que si tomamos el valor conjunto de 7 como referencia cuantitativa para el
muestreo, tendriamos que muestrear 3 poblaciones menos que si tomaramos como referencia el valor de la suma
de n para Almeria y Marruecos consideradas independientemente. Notemos que si los niveles de variacion
genética hubieran sido similares en los dos compartimentos geograficos, el valor de n estimado para A.
gramineum sensu /ato hubiera sido igual a la suma de los valores de n estimados para cada subdivision
geografica. En conclusion, la heterogeneidad genética encontrada en cada una de las areas de distribucion de A.
gramineum hace mas adecuado elegir el estimador de 77 que implica mayor nimero de poblaciones. Este nimero
esn=5+3=8.

He seleccionado este ejemplo intencionadamente porque las evidencias filogenética y genética poblacional
dan indicaciones antagdnicas. Segun la filogenia molecular habriamos de considerar conjuntamente las
poblaciones almerienses y marroquies; segin las estimaciones de subdivision genética (y la geografia!)
habriamos de tenerlas en cuenta por separado. En caso de conflictos como el ilustrado, parece siempre mas
practico resolver a favor del criterio que implique existencia de subdivisién. De esta forma, se preservara el
objetivo de esta metodologia de muestreo para conservacidn ex sitv: la captura de una representacion
consistente de la variabilidad genética.
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Una vez culminado este proceso, deben calcularse las probabilidades de pérdida
observada (L,) y esperada (L.) para los alelos seleccionados (deberian ser un minimo de 10
para garantizar la robustez de los datos).

La probabilidad de pérdida observada, L, , se obtiene sustituyendo en la férmula la
frecuencia media de cada alelo en todas las poblaciones consideradas (p) y el nimero de
poblaciones donde ha sido detectado (A). En este caso, pues, tanto p como A son variables
para cada uno de los alelos analizados.

La probabilidad de pérdida esperada, L., es la probabilidad de pérdida que tendria un
alelo si ostentara su frecuencia media p en todas y cada una de las poblaciones
consideradas. Por lo tanto, para estimarla se fija el valor de &/ como constante (igual al
numero total de poblaciones consideradas), y la Unica variable a considerar es el valor de p
para cada uno de los alelos incluidos en el analisis.

Los valores de L, y L. asi obtenidos se utilizan posteriormente para hacer una
regresion lineal donde las frecuencias medias de cada alelo incluido en el andlisis se
representan en el eje x y -log L, and -log L. se representan en el eje y (ver figura 3.3). De
acuerdo con Bengtsson et al. (1995), puede obtenerse un valor de representatividad (R) de
una poblacion de ese grupo en relacion a los alelos raros detectados dividiendo la pendiente
de la linea de regresion observada (basada en los valores de L,) por la pendiente de la linea
de regresion esperada (basada en los valores de L).

En el caso de taxones con grupos de poblaciones claramente heterogéneos, estos
calculos son obligatorios para poder estimar la proporcion de poblaciones de cada
subdivisién que habrian de incluirse en el muestreo total. En este tipo de casos es necesario
hacer estos andlisis tanto con el conjunto de las poblaciones (como si no hubiera
subdivisién) como para cada una de las subdivisiones (para saber en cual de ellas los alelos
raros tienen menos probabilidad de pérdida).

En caso de hallarnos ante un caso de taxones subdivididos, el ultimo paso que hay que
llevar a cabo es consignar al lado de cada alelo raro seleccionado cual es la subdivision en la
que seria mas probable muestrearlo [esto es, aquella en la que la probabilidad de pérdida
observada (L,) sea menor]. Al final de este proceso contamos con una estimacion de las
proporciones que deben guardar los nimeros de poblaciones de cada subdivision a incluir en
el muestreo (dividiendo el nimero de veces que la subdivisién correspondiente es
seleccionada por el total de alelos incluidos en el analisis). Para una ilustracion practica, ver
la Tabla 3.2.

Para estimar cuantas poblaciones debemos muestrear dentro de cada subdivision
basta con multiplicar esta proporcidn por la 7 maxima resultante de aplicar la formulacion de
Hamrick et al. (1991).
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£Qué poblaciones muestrear?

Los numeros resultantes de la aplicacion de las formulaciones anteriores no contienen
ninguna indicacion sobre qué poblaciones debemos muestrear para representar la proporcion
de variacion genética sugerida. La teoria basica de la genética de poblaciones indica que es
aconsejable considerar tanto el nimero medio de alelos por locus (4) como el valor de la
heterozigosidad esperada (H.) para la seleccion de los puntos de muestreo. Aunque en
muchos casos existe una relacion directa entre los valores de estos dos parametros, éstos
ofrecen tipos diferentes de informacién. Mientras 4 da una indicacion grosera de la cantidad
de variacion genética por poblacién, H. ofrece una medida indirecta de heterogeneidad
genética que esta menos afectada por el error de muestreo (es decir, su valor no se ve
influenciado por las frecuencias de los alelos raros). Ademas, H. tiene mas sentido para la
conservacion, ya que su relacién con caracteres relacionados con la adaptabilidad es
cominmente aceptada (Mitton & Grant 1984; Zouros & Foltz 1987) y se reveld
estadisticamente significativa en un meta-analisis (Britten 1996).

En prevision de una falta de resolucién en la ordenacion suministrada por Ay H,,
resulta conveniente incluir como tercer criterio un pardmetro que nos informe sobre la
singularidad genética de cada poblacion, esto es, de su grado de diferenciacion genética
respecto de las demas. A este nivel, es muy informativo el valor de Fs; (Wright 1951). Por la
interpretacion bioldgica de este parametro (explicada en el apartado correspondiente de esta
brdjula), mayores valores de Fsr indican mayor diferenciacion genética. Por lo tanto, la
prioridad a este nivel inter-poblacional sera muestrear las poblaciones que ostenten un
mayor valor promedio de Fsr respecto a todos los pares de poblaciones incluidas en el
andlisis.

Metodologia

Ordenar las poblaciones de mayor a menor tomando como referencia los valores de A
Yy H. En caso de tener varios valores iguales de A, siempre prevalecera(n) la(s)
poblacion(es) que ostente(n) un mayor valor de H.y mayor valor promedio de Fsr con las
otras poblaciones. En caso de taxones con subdivisiones significativas, hay que desarrollar
este proceso para cada una de ellas. Una vez terminado este proceso, debemos seleccionar
las n primeras poblaciones de cada grupo, segun indiquen los resultados de los analisis
anteriores. Estas poblaciones seran las candidatas a muestreo intensivo para capturar la
variabilidad genética del taxon.

£Como muestrear los individuos en las poblaciones?

Interpretar los atributos bioldgicos de los organismos en funcion de consideraciones
espaciales asociadas a su variacion genética parece una forma consistente de sugerir disefos
de recoleccion que maximicen la variabilidad capturada y, a la vez, minimicen la probabilidad
de incluir en la muestra individuos emparentados.

En base a esta premisa, una vez han sido clarificados los aspectos anteriores del
muestreo genético, es también importante saber cdmo muestrear los individuos dentro de
las poblaciones seleccionadas. En caso de no tener en cuenta este factor, podriamos incluir
en las colecciones solamente a unos pocos individuos genéticamente distintos, lo cual podria
poner en riesgo el éxito a largo plazo de eventuales reforzamientos poblacionales o
reintroducciones. Con frecuencia, la consanguinidad menoscaba la capacidad de
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supervivencia de las poblaciones naturales (por ejemplo, por la accién de la depresion por
consanguinidad) y debe evitarse en la medida de lo posible. Aunque la comprobacion de si la
consanguinidad da lugar a una depresion por consanguinidad no puede obtenerse a través
de marcadores moleculares, estos si pueden ofrecernos algunas orientaciones para minimizar
la probabilidad de muestrear individuos emparentados.

La autocorrelacion espacial (ver Sokal 1979 para sus aplicaciones generales en
biologia y Caujapé-Castells y Pedrola-Monfort 1997 o Caujapé-Castells et al. 1999 para sus
aspectos de genética de poblaciones) es una metodologia estadistica no paramétrica
adecuada para este proposito por dos razones.

En primer lugar, uno de los coeficientes de autocorrelacion espacial (la “I de Moran”,
que notaremos IM a partir de ahora) puede equipararse al coeficiente de relacion genética p
de Wright (1922). Por lo tanto, la autocorrelacion espacial nos proporciona una estimacion
del grado de parentesco entre los individuos muestreados.

En segundo lugar, cuando se detecta autocorrelacion espacial positiva (es decir, una
disminucion aproximadamente mondtona desde valores positivos a valores negativos de IM a
medida que la distancia entre individuos aumenta), puede estimarse el didmetro de las areas
genéticamente homogéneas (dentro de las cuales la probabilidad de muestrear individuos
emparentados es maxima). En virtud de esta propiedad de la autocorrelacién espacial,
podemos establecer distancias minimas de muestreo a partir de las cuales la probabilidad de
muestrear individuos emparentados es minima. Veamos mas detalladamente cuales son los
requisitos para la aplicacion y la interpretacion de los resultados de esta técnica.

Si hemos detectado autocorrelacion espacial positiva, la primera intercepcion del
correlograma medio con el eje de abscisas nos da una estimacion del tamano de las areas
genéticamente homogéneas. Esta interseccion se calcula por interpolacion simple, ya que
conocemos las equivalencias en metros para cada clase de distancia.

En caso de no detectar autocorrelacion espacial, hemos de asumir que la variacion
genética se distribuye al azar dentro de la poblacién, con lo cual la separacién entre los
individuos de los que recolectemos semillas puede ser la que consideremos oportuna. En
cualquier caso, es adecuado que quede constancia de las distancias de recoleccién por si en
el futuro observaramos anomalias en las eventuales reintroducciones que se realizaran con
estas semillas.
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EJEMPLO PRACTICO DE APLICACION 1

El endemismo canario Matthiola bolleana (Cruciferae)

Matthiola bolleana (Brassicaceae) es un endemismo canario que hoy en dia esta distribuido
exclusivamente en las islas de Fuerteventura y Lanzarote (Fig. 3.3). Aunque esta especie endémica no esta
protegida ni amenazada y goza de unos niveles de variacién genética moderado-altos (Sanchez et al. 2004), es
precisamente en este momento cuando debemos intentar capturar su variacion genética, y no esperar a actuar
cuando algunos de sus elementos distintivos puedan haber ya desaparecido a causa de algun factor externo.

b7
5] &=
oG

Figura 3.3. Localizacion espacial de las ocho poblaciones de Matthiola bolleana muestreadas en Fuerteventura (izquierda) y
Lanzarote (derecha) por Sanchez et al (2004, 2006). Las fotografias muestran, de arriba abajo, una imagen de Matthiola
bolleana en la naturaleza, la resolucion de la enzima PGM (forfoglucomutasa) y la resolucion de la enzima PGI
(fosfoglucoisomerasa). (La Fotografia de Matthiola bolleana es de Juli Caujapé-Castells, y las de los enzimas, de Juan Luis
Sanchez Doreste)

En ausencia de informacién filogenética sobre M. bolleana (por el momento), su distribucién geografica
lleva a considerar a las poblaciones distribuidas en cada isla como grupos independientes de partida. Los datos
genéticos poblacionales para esta especie (Sanchez et al. 2004) refuerzan este criterio al estimar que las
poblaciones de Lanzarote (Gsr = 0.074) estan genéticamente mas cohesionadas que las de Fuerteventura (con
una Gsr = 0.234). La heterogeneidad genética entre las islas se demuestra por el hecho de que, al contrario que
en el ejemplo de A. gramineum, cuando consideramos todas las poblaciones indistintamente, el valor de Gsres el
mas alto (Gsr = 0.367). Aplicando la formula de Hamrick et al. (1991) a estos datos, resultan valores de n = 3.17
= 3 (Fuerteventura), n = 1.76 = 2 (Lanzarote), n = 4.79 = 5 (M. bolleana sensu lato). Este caso es pues
diferente del de Androcymbium gramineum en que la suma de las n para cada una de las islas coincide con el
valor de 7 obtenido para toda la especie. Con subdivisiones o no, el nimero de poblaciones que tendriamos que
muestrear intensivamente para conservar la variabilidad genética de M. bolleana es de 5.

Para perfilar qué nimero de poblaciones deberia muestrearse en cada area, se seleccionaron 17 alelos
que cumplian con los criterios de rareza estipulados en el texto (Tabla 3.1). La representacion de las
probabilidades de pérdida frente a las frecuencias relativas medias de cada alelo indicd que la representatividad
de una sola de las poblaciones de M. bolleana en términos de alelos raros es de R = 0.504, claramente
insuficiente para nuestro objetivo de muestreo genético.

La aplicacion de la formulacion de probabilidades de pérdida (Tabla 3.2) permitié establecer que en 5 de
los casos, el area de muestreo preferida seria Lanzarote, y en 12 Fuerteventura. Si observamos con atencion esta
tabla, nos habremos dado cuenta de que los Unicos alelos para los que el calculo de las probabilidades de pérdida
parciales ha sido util son Idhi-dy Pgm2-a, que estan presentes en poblaciones de Fuerteventura y Lanzarote. El
resto son o bien exclusivos de Fuerteventura (12 alelos), o bien de Lanzarote (3 alelos). Notemos que si no
hubiera alelos raros compartidos, la proporcion de cada isla a incluir en el muestreo vendria dada directamente
por el cociente n° de alelos exclusivos de Fuerteventura/17 y n° de alelos raros exclusivos a Lanzarote/17.

Sea como fuere, con estos numeros es facil calcular que las proporciones de poblaciones de Fuerteventura
y Lanzarote en el muestreo final deben de ser 0,7:0,3 respectivamente (12/17 y 5/17). De manera igualmente
sencilla, para saber el nimero de poblaciones que deberiamos muestrear en cada area basta multiplicar estas
proporciones por 5. El resultado es 3,5 poblaciones en Fuerteventura y 1,5 en Lanzarote. Como no podemos
muestrear décimas de poblacion, una opcion para resolver este problema consiste en recurrir a la Tabla 3.1 y ver
qué poblaciones contienen los alelos raros. En Lanzarote, vemos que muestreando en CAB2 es muy probable que
capturemos todos los alelos raros detectados en la isla. Por lo tanto, basandonos en este criterio cualitativo, la
decision final de muestreo serfa 1 poblacion en Lanzarote y 4 en Fuerteventura.
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He seleccionado este ejemplo para poner de relevancia el hecho de que los nimeros de poblaciones a
muestrear en cada subdivision no coinciden necesariamente con los calculados con la férmula de Hamrick (1991)
para cada subdivisién. Por si no ha quedado claro en el apartado de metodologia, esta formula se utiliza
solamente para seleccionar el nimero total de poblaciones a muestrear intensivamente segin la metodologia
expuesta. El nimero concreto de poblaciones a muestrear en cada subdivision se obtiene solamente a partir de
las probabilidades de pérdida de los alelos que cumplan el criterio de rareza que hayamos establecido. Cualquier
coincidencia numérica es contingente, ya que los valores de n resultantes de la formula de Hamrick solamente
serian estimadores directos del nimero de poblaciones a muestrear en cada subdivision en caso de no haber
alelos raros en la composicion genética de nuestra muestra.

2,5

2,0 |

0.00 0,05 0.10 0.15 0.20 0,25 0,30

Figura 3.3. Regresion de la frecuencia media de los alelos considerados para la probabilidad de pérdida (eje x) y —log(Lo)
[puntos negros] y —log(Le) [puntos blancos] (eje y). Para esta representacion se han considerado los 17 alelos de las Tablas 3.1
para M. bolleana sencu lato (ver Tabla 3.2). El valor de representatividad de una sola poblacion fue de R = 0,504 (calculado
segun se explica en el apartado correspondiente de la brijula).

Tabla 3.2. Probabilidades de pérdida observada (L) y esperada (Lc) para las ocho poblaciones de Matthiola bolleana, para las
cinco poblaciones de Fuerteventura y las tres de Lanzarote consideradas separadamente. Para cada subdivision poblacional, N
representa el nimero de poblaciones donde el correspondiente alelo fue detectado. Las probabilidades de pérdida nos permiten
decidir en el caso de los alelos IDH1-ay PGMZ2-a que la region preferida de muestreo es Lanzarote.

Matthiola bolleana s. /. Fuerteventura Lanzarote
Alelo fre@ N L, Le freq N L, Le freq N L, Le
MDH-1b 0,008 2 096 0,873 0,014 2 0947 0,872 - - - -
MDH-2c 0,023 1 0954 0,684 0,038 1 0,926 0,682 - - - -
MDH-2e 0,026 2 0,900 0,656 - - - - 0,069 2 0,750 0,649
IDH-1a 0,170 2 0475 0,051 0,272 2 0,281 0,042 - - - -
IDH-1d 0,269 4 0,082 0,007 0,007 1 0,987 0,935 0,706 3 0,001 0,001
IDH-1e 0,090 3 0,568 0,221 - - - - 0,240 3 0,193 0,193
GOT-1b 0,133 4 0,320 0,103 0,212 4 0,148 0,092 - - - -
GOT-1d 0,101 2 0,654 0,183 0,161 2 049 0,173 - - - -
GOT-2a 0,065 4 0,586 0,343 0,103 4 0,418 0,336 - - - -
PGM-1a 0,049 2 0,818 0,447 0,079 2 0,721 0,441 - - - -
PGM-1e 0,010 1 0979 0,846 - - - - 0,028 1 0,945 0,844
PGM-2a 0,035 4 0,751 0,564 0,009 2 1,000 0,915 0,079 2 0,848 0,610
PGM-2d 0,002 1 0995 0,962 0,004 1 0,992 0,962 - - - -
PGM-3a 0,029 1 0943 0,623 0,047 1 0,909 0,620 - - - -
PGM-3d 0,006 1 0,988 0,905 0,010 1 0,980 0,904 - - - -
PGD-2a 0,014 2 0946 0,801 0,035 2 0,869 0,704 - - - -
PGD-2c 0,054 4 0641 0,410 0,095 4 0451 0,370 - - - -

La Tabla 3.3 indica los valores de A, Hey del promedio de Fsr para cada una de las ocho poblaciones
incluidas en el analisis y el ranking resultante de ordenarlas en orden descendente en cada isla de distribucion.
Segun los célculos anteriores, las cuatro poblaciones a seleccionar para muestreo intensivo en Fuerteventura
serian TALA, OVEJ, PSBR y CRUZ. Aunque el ranking para Lanzarote pone a CAB2 en segundo lugar, recordemos
que la discusién del ejemplo del apartado anterior opté por incluirla como Unica representante de Lanzarote, por
ser la poblacién cuyo muestreo intensivo permitiria la captura de todos los alelos raros detectados en esta isla.
Vemos pues que, como se ha mencionado en varias partes de esta brijula, aunque los criterios cuantitativos
explicados son resolutivos en la mayoria de situaciones, en otros casos la decision final puede depender de
factores que estos andlisis matematicos no reflejen o de factores que no estén relacionados con variables
moleculares. Por ejemplo, si alguna de estas ocho poblaciones estuviera distribuida en un habitat ecoldgico
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radicalmente diferente, seria aconsejable muestrearla independientemente de lo que resulte de estos analisis
cuantitativos, porque podria haber desarrollado diferenciaciones genéticas que no detectemos a nivel molecular.

Tabla 3.3. Ordenacion de las poblaciones (por isla) de mayor a menor idoneidad para el muestreo intensivo de variabilidad
genética seguin sus valores de Ay H..

Cddigo A He Fsrpromedio  Ordenacion
Fuerteventura

TALA 2,5 0,270 0.169 1
OVE] 24 0,294 0.134 2
PSBR 2,3 0,322 0.164 3
CRUZ 2,3 0,287 0.109 4
FAJA 2,0 0,249 0.107 5
Lanzarote

CAB1 1,6 0,187 0.066 1
CAB2 1,6 0,168 0.092 2
FAMA 1,5 0,128 0.095 3

EJEMPLO PRACTICO DE APLICACION 2

El endemismo de Gran Canaria Erysimum albescens (Brassicaceae)

Vilches et al. (2004) estudian los patrones de variacion isoenzimatica en ocho poblaciones (Fig. 3.4) que
representan el area de distribucion del endemismo de Gran Canaria £. albescens (las frecuencias de los 26 alelos
detectados en los 11 loci resueltos se muestran en la Tabla 3. 4).

Figura 3.4. Izquierda: detalle de la flor de Erysimum albescens (fotografia de Manuel Quevedo, JBCVC). Derecha: localizacion
espacial de las ocho poblaciones de Erysimum albescens muestreadas en Gran Canaria por Vilches et al (2004) y fotografias de
la resolucion de la enzima PGM (forfoglucomutasa, arriba) y de la resolucion de la enzima PGI (fosfoglucoisomerasa, debajo).

El valor de Gsr (Nei 1973) es muy bajo en las poblaciones de Erysimum analizadas (Gsr = 0.120), lo cual
indica una gran homogeneidad genética. La aplicacion de la formula £ = (1 — Gs7)” (Hamrick et al. 1991) para
estimar el nimero de poblaciones (1) necesario para representar una proporcion del 99% (P = 0.99) de la
variacién isoenzimatica detectada entre poblaciones, estimd que tres de las ocho poblaciones analizadas serian
suficientes para representar la diversidad genética de este endemismo. A la luz de la aparente consistencia de
este resultado, y atendiendo a los indicadores de polimorfismo por poblacién, se seleccionaron las poblaciones 3,
4 y 8 para recolecciones intensivas de semillas. Si revisamos la Tabla 3.4 veremos que entre estas tres
poblaciones podriamos capturar el 100% de los alelos detectados.
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Tabla 3.4. Frecuencias génicas de los alelos detectados en las 8 poblaciones de Erysimum albescens muestreadas por Vilches et
al. (2004). Los codigos y frecuencias en negrita y cursiva sefialan a las poblaciones seleccionadas para muestreo intensivo.

Poblaciones

Alelo 1 2 3 4 5 6 7 8

PGM-1a 0,433 0,533 0,500 0,500 0,950 0,548 0,455 0,522
PGM-1b 0,567 0,467 0,500 0,500 0,050 0,452 0,545 0,478
PGM-2a 0,000 0,000 0,000 0,014 0,033 0,000 0,000 0,196
PGM-2b 0,733 0,833 0,880 0,943 0,967 1,000 1,000 0,804
PGM-2c 0,267 0,167 0,100 0,043 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-3a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-3b 0,933 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
PGM-3c 0,067 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
IDH-1a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
PGI-1a 0,400 0,300 0,280 0,129 0,233 0,043 0,104 0,522
PGI-lab 0,600 0,700 0,720 0,871 0,767 0,957 0,896 0,478
MDH-1a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MDH-1b 0,000 0,000 0,040 0,043 0,400 0,239 0,174 0,341
MDH-1c 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,045
MDH-1d 0,733 0,700 0,640 0,957 0,367 0,500 0,457 0,295
MDH-1e 0,267 0,300 0,320 0,000 0,233 0,261 0,370 0,318
MDH-2a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MDH-2b 1,000 1,000 0,880 0,957 0,900 0,826 0,870 0,957
MDH-2c 0,000 0,000 0,120 0,043 0,100 0,174 0,130 0,043
MDH-3a 0,867 0,640 0,980 1,000 1,000 0,978 0,957 0,727
MDH-3b 0,133 0,360 0,020 0,000 0,000 0,022 0,043 0,273
6PGD-1a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,905
6PGD-1b 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,095
6PGD-2a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,905
6PGD-2b 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,095
6PGD-3a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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Figura 3.5. Correlogramas de las poblaciones 3, 4 y 8. Las flechas con el cddigo de la poblacion sefialan las correspondientes
intercepciones de cada correlograma con la abscisa, a partir de las que se estimaron las areas genéticamente homogéneas (o
vecindarios genéticos).

Después de seleccionar los alelos que cumplian los requisitos estipulados en el texto (ver Tablas 3.5, 3.6 y
3.7) se efectuaron andlisis de autocorrelacion espacial para estas tres poblaciones (Tabla 3.8). Segun las
estimaciones de los puntos de intercepcidon de los correlogramas significativos (Fig. 3.5), la probabilidad de
muestrear individuos emparentados en estas poblaciones es maxima en un rango de 6,03 m (en 8), 14,76 metros
(en 3)y 27,06 m (en 4).

Puesto que el punto de intercepcién para los correlogramas significativos es mas conservativo (esto es,
resulta en distancias mas grandes), parece aconsejable ajustarse a ésta estimacion. Aunque esta aproximacion ha
sido criticada por su sujecion a cierta variacion estocastica y estadistica (Epperson 1990), presenta utilidad para
la conservacion ex situ porque provee un valor operativo del tamafio de los vecindarios genéticos intra-
poblacionales (esto es, las regiones donde la probabilidad de encontrar individuos emparentados es maxima). La
aplicacion practica de este resultado es que solamente muestreando semillas en individuos separados por estas
distancias estaremos en condiciones de asegurar que las muestras recolectadas representan la diversidad
genética de las poblaciones. Con ello evitaremos problemas asociados a una eventual depresion por
consanguinidad cuando estas semillas sean utilizadas para reintroducciones o reforzamientos poblacionales.
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Tabla 3.5. Codificaciones de los alelos incluidos en el analisis de autocorrelacion espacial para cada uno de los 23 individuos
muestreados en la poblacion 8. X e Y son las coordenadas (en metros) asignadas a cada individuo seg(in el mapa del muestreo.
Las codificaciones de los alelos corresponden a 0.5: individuos heterocigotos para el alelo; 1: individuos homocigotos para el
alelo; 0: individuos que caracen del alelo. El codigo —99 designa las observaciones faltantes.

Coordenadas Alelos incluidos en el analisis

X Y PGM-1a PGM-2b PGI-2a MDH-la MDH-1c MDH-1d MDH-2b MDH-3b 6PGD-1b 6PGD-2b
25,0 8,0 0.5 1 0.5 0 0.5 0.5 0 0 -99 -99
220 78 0.5 1 0.5 0 0.5 0.5 0 0 1 1
203 7,5 0.5 1 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0.5 0 0
18,1 74 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0 0.5 0 0
150 7,2 0.5 1 0.5 0.5 0.5 0 0 0.5 0 0
142 6,9 0 1 0.5 1 0 0 0 0.5 0 0
122 6,6 0.5 1 0.5 0.5 0.5 0 0 0.5 0 0
11,0 6,6 0.5 1 0.5 0.5 0.5 0 0 0 0 0
9,3 58 0.5 1 0.5 0 0 1 0 0 0 0
6,8 58 0.5 1 0.5 1 0 0 0 0 0 0
52 58 0.5 0 0 0.5 0.5 0 0 0.5 0 0
3,4 5.2 0.5 0.5 0.5 1 0 0 0 0 -99 -99
2,8 50 0.5 0.5 0.5 -99 -99 -99 0 -99 1 1
1,3 4,3 0.5 1 0.5 0 0 0 0 0.5 0 0
0,0 2,1 0.5 1 0.5 0 0 1 0 0.5 0 0
3,2 2,0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0 0.5 0 0
5,6 1,5 0.5 0.5 1 0 0 1 0 0.5 0 0
7,1 1,2 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0 0 0.5 0 0
8,0 0,8 1 1 0.5 0.5 0.5 0 0.5 0 0 0
103 0,6 0.5 1 0.5 0 1 0 0 0 0 0
120 04 0.5 0.5 0.5 0 0 1 0 0.5 0 0
140 0,2 0.5 1 0.5 0 0 1 0 0 0 0
158 0,0 0.5 1 1 0 0 1 0 0 0 0

Tabla 3.6. Codificaciones de los alelos incluidos en el analisis de autocorrelacion espacial para cada uno de los 25 individuos
muestreados en la poblacion 3. X e Y son las coordenadas (en metros) asignadas a cada individuo seg(in el mapa del muestreo.
Las codificaciones de los alelos corresponden a 0.5: individuos heterocigotos para el alelo; 1: individuos homocigotos para el
alelo; 0: individuos que caracen del alelo. El codigo —99 designa las observaciones faltantes.

Coordenadas Alelos incluidos en el analisis
X Y PGM-1a PGM-2b PGM-2c¢ PGI-2b MDH-la MDH-1c MDH-1d MDH-2b MDH-3a

8,60 30,00 0.5 1 0 0.5 0 1 0 0 1
7,50 29,20 0.5 1 0 0.5 0 0 1 0 1
7,00 28,00 0.5 1 0 0.5 0 0 1 0 1
6,50 27,40 0.5 1 0 0.5 0 0 1 0 1
6,30 27,00 0 1 0 1 0 0 1 0 1
5,00 26,50 0.5 1 0 1 0 0 1 0 1
3,80 26,00 0.5 1 0 0.5 0 0 1 0 1
2,60 24,00 0.5 1 0 0.5 0 0 1 0 1
1,50 23,00 0.5 0 1 0.5 0 0 1 0 1
1,00 22,40 1 1 0 0.5 0 1 0 0 1
0,00 21,00 0.5 1 0 0.5 0 1 0 0 1
0,50 18,00 0.5 1 0 0.5 0.5 0.5 0 0.5 1
0,45 15,00 0.5 0.5 0.5 0.5 0 1 0 0 1
0,65 12,00 0.5 1 0 0.5 0 1 0 0 1
1,40 10,20 0.5 0.5 0.5 1 0 1 0 0.5 1
2,00 8,60 0.5 0.5 0.5 1 0 1 0 0 1
2,30 7,20 0.5 1 0 0.5 0 1 0 0 1
4,00 7,00 0.5 1 0 1 0 1 0 1 1
4,40 6,50 0.5 1 0 1 0.5 0.5 0 0 1
510 5,00 0.5 0.5 0 0.5 0 1 0 0 1
525 4,00 0.5 1 0 1 0 1 0 0 1
6,00 3,00 0.5 1 0 1 0 1 0 0 1
6,30 2,40 0.5 1 0 1 0 1 0 0 0.5
6,80 1,50 0.5 1 0 1 0 1 0 0.5 1
7,00 0,00 0.5 1 0 1 0 1 0 0.5 1
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Tabla 3.7. Codificaciones de los alelos incluidos en el analisis de autrocorrelacion espacial para cada uno de los 35 individuos
muestreados en la poblacion 2. X e Y son las coordenadas (en metros) asignadas a cada individuo seg(in el mapa del muestreo.
Las codificaciones de los alelos corresponden a 0.5: individuos heterocigotos para el alelo; 1: individuos homocigotos para el
alelo; 0: individuos que carecen del alelo. El codigo —99 designa las observaciones faltantes.

Coordenadas Alelos incluidos en el analisis

X Y PGM-2a PGM-2b PGM-2c¢ PGI-2b MDH-1c MDH-2b
6,0 0 0 1 0 0.5 1 0.5
6,0 2 0 1 0 1 1 0
6,0 4 0 1 0 0.5 1 0.5
6,0 6 0 1 0 0.5 1 0
6,0 8 0 1 0 0.5 0.5 0
6,0 10 0 0.5 0.5 1 1 0
6,0 12 0 1 0 1 1 0
6,0 14 0 1 0 1 1 0.5
6,0 16 0 1 0 1 1 0
6,0 18 0 1 0 1 1 0
6,0 20 0 1 0 0.5 1 0
6,0 22 0 1 0 1 1 0
56 24 0.5 0.5 0 1 1 0
56 26 0 1 0 1 1 0
56 28 0 1 0 1 1 0
56 30 0 1 0 0.5 1 0
56 32 0 1 0 1 1 0
56 34 0 1 0 1 1 0
56 36 0 0.5 0.5 1 1 0
56 38 0 1 0 1 0.5 0
56 40 0 1 0 1 0.5 0
56 42 0 1 0 1 1 0
56 44 0 1 0 0.5 1 0
56 50 0 1 0 1 1 0
0,0 35 0 1 0 0.5 1 0
0,0 37 0 1 0 1 1 0
0,0 39 0 1 0 0.5 1 0
0,0 41 0 1 0 1 1 0
0,0 43 0 1 0 1 1 0
0,0 45 0 1 0 1 1 0
0,0 47 0 1 0 1 1 0
0,0 49 0 1 0 1 1 0
0,0 51 0 0.5 0.5 1 1 0
0,0 53 0 1 0 1 1 0
0,0 55 0 1 0 1 1 0

Tabla 3.8. Estadisticos basicos de autocorrelacion espacial en las tres poblaciones de £. albescens seleccionadas para muestreo
intensivo de semillas (a partir de Vilches et al. 2004). Los nimeros entre paréntesis al lado de los cédigos de las poblaciones
representan el nimero de alelos sometidos a autocorrelacion y el nimero de alelos que resultd en correlogramas significativos,
respectivamente. “Promedio significativo” se refiere al promedio de los valores de la I de Moran para los alelos cuyo
correlograma resulto significativo. “Promedio total” se refiere al promedio de los valores de la I de Moran para todos los alelos
sometidos a analisis. “Distancia limite” es el extremo superior del intervalo correspondiente a cada una de las cinco clases de
distancia consideradas.

Clases de Distancia

Poblacion

1 2 3 4 5

Poblacion 8 (9, 1)

Promedio significativo 0,14 -0,06 -0,32 -0,03 -0,02

Promedio total 0,01 -0,06 -0,12 -0,06 -0,00

Distancia limite (m) 4 7 9 10 26
Poblacion 3 (9, 3)

Promedio significativo 0,57 0,34 -0,09 -0,44 -0,59

Promedio total 0,17 0,09 -0,04 -0,22 -0,21

Distancia limite (m) 4 9 16 21 30
Poblacion 2 (6, 1)

Promedio significativo 0,07 0,09 0,08 -0,11 -0,30

Promedio total -0,03 -0,03 -0,01 -0,00 -0,08

Distancia limite (m) 8 12 20 32 55
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4. UNA APLICACION PARA RESOLVER CASOS TAXON(’?MICOS
CONFLICTIVOS EN AUSENCIA DE CARACTERES MORFOLOGICOS
DISCRIMINANTES
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INTRODUCCION

Casi cualquier bidlogo, y algun no-bidlogo, sabe que la taxonomia es la disciplina cientifica que se
ocupa de clasificar los seres vivos segin una jerarquia bioldgica (phylum, familia, género, ....) y de
asignarles nombres que los identifiquen. Es una definicién muy general para una ciencia tan compleja,
pero que considero valida a los efectos de esta parte de la brdjula. Para llevar a cabo su cometido, la
taxonomia se ha basado hasta ahora en caracteres morfoldgicos, normalmente macroscopicos (forma
y tamano de hojas, nimero y color de los pétalos, posicion del ovario...), a veces microscopicos
(nimero de colpos del grano de polen, estructura de los pelos, morfologia de los estomas...), pero
siempre observables de visu.

Ciertamente, los caracteres mofoldgicos ofrecen variacion que se ha mostrado Util para evaluar las
relaciones evolutivas o para establecer categorias taxondmicas en muchos linajes vegetales. Pero esta
variabilidad es dificil de tratar estadisticamente porque es en su mayor parte atribuible a la accion
combinada de muchos genes diferentes (Doebley et al., 1990; Koornneef et al., 2004), cuya herencia
y contribucion exacta a fenotipo son desconocidas. Uno de los problemas adicionales que
frecuentemente encuentra la taxonomia clasica en los niveles inferiores de la jerarquia bioldgica
(especies, subespecies, variedades, poblaciones) es que, unas veces, los organismos se parecen
demasiado y, otras veces, son demasiado variables. En ambos casos, los caracteres morfoldgicos
generan confusién en lugar de consenso. En la primera situacién, porque no son discriminantes; en la
segunda, porque son de interpretacién ambigua y dan pabulo a la subjetividad de los taxénomos.
Ademas, la variabilidad inducida por el ambiente (que es adaptativa y no genética) puede confundirse
facilmente con la basada en caracteres heredables (esto es, la sistematicamente significativa). Esta
confusion a menudo menoscaba el valor de las inferencias taxondmicas basadas solamente en
caracteristicas morfoldgicas. Sin tener en cuenta estas limitaciones intrinsecas, cuando la morfologia
no provee caracteres diagnosticos sin ambigiiedades la clasificacion genera controversias entre
taxdnomos que hacen dificil la delimitacion de las Unidades Taxondmicas Operativas.

Estas brevisimas consideraciones son solamente manifestaciones
supreficiales del gran problema de fondo: nuestro desconocimiento de la
naturaleza de la realidad. Las cosas raramente son lo que nos parecen, y
comparar con objetividad es en realidad un dificil ejercicio. O si no, que
se lo digan al prestigioso locutor espafiol que, con sus modulaciones de
voz en un noticiario de maxima audiencia, parecia querer interpretar el
estupor popular al saber que, segun recientes datos moleculares basados
en la secuencia completa de los genomas, el hombre se parece mucho
mas al mono que el ratdn a la rata.

Prestigioso locutor espafiol

A poco que reflexionemos, deberemos admitir que, seamos prestigiosos, locutores, o descalzos
peatones de la existencia, cuando opinamos que algo “se parece” a otro algo (o no), decimos lo que
nos parece sin saber en realidad de qué estamos hablando. Después de todo, tal vez nuestros
sentidos no estén hechos para comprender la realidad, sino solamente para permitirnos interpretarla
de una manera miope, pero suficiente para sobrevivir en ella.

Pero entonces... ¢es posible establecer comparaciones relevantes? El ejemplo del ratén y la rata es
solamente una de las Ultimas anotaciones de una lista antiquisima de evidencias que apuntan a que la
realidad raramente se corresponde con lo que vemos. Por lo tanto, y por paraddjico que parezca, es
bien realista considerar la posibilidad de que algunas de las claves para comprender la realidad
puedan tener que buscarse en caracteristicas invisibles.

Este capitulo de la brdjula explica como en el campo de la taxonomia vegetal, los (invisibles)
marcadores moleculares poblacionales pueden ofrecernos datos comparativos validos en casos donde
la morfologia, por la razdén que sea, no se revela suficientemente discriminatoria. Como ilustracion,
describo un método para utilizar la informacién molecular poblacional en la resolucion de problemas
taxondmicos en los niveles bajos de la jerarquia taxondmica (especies, subespecies, variedades...) que
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he desarrollado en el Departamento de Biodiversidad Molecular del Jardin Botanico Canario “Viera y
Clavijo”. Las consideraciones tedricas (sintetizadas en el organigrama de la Figura IV.1) se
ejemplifican con el caso del endemismo de Gran Canaria Lotus kunkelii (Fabaceae), que ha
representado la primera aplicacién del método (Oliva-Tejera et al. 2006).

Aunque esta brijula esta dedicada solamente a técnicas moleculares en genética de poblaciones
vegetales, cabe mencionar en este apartado que las secuencias de ADN pueden representar también
una gran ayuda para clarificar situaciones taxondmicas conflictivas, porque se mantienen invariables a
lo largo de la vida de un organismo desde su nacimiento hasta incluso después de su muerte (siempre
que el estado de conservacion haya sido adecuado) y, por tanto, permiten la identificacion en
cualquier estadio del desarrollo, o solamente a través de una las partes del organismo. Ademas,
sabemos con exactitud que analizamos las mismas regiones del genoma en todos los organismos
considerados y podemos establecer las comparaciones nucledtido a nucledtido después de haber
alineado las secuencias (en virtud de lo que se denomina “homologia posicional”), con lo cual
garantizamos la total validez cientifica de las comparaciones. Estas ventajas de las secuencias del ADN
respecto de las variables morfoldgicas apoyan la idea de que podria ser posible utilizar la informacion
molecular para identificar a todas las especies de organismos vivos. En esencia, un codigo de barras
de ADN consiste en el uso de una secuencia corta y estandarizada del genoma como herramienta
molecular precisa y fiable para ayudar a caracterizar, distinguir o descubrir especies y para asignar
individuos (o partes de individuos no identificadas) a sus especies correctas.

Actualmente, el Departamento de Biodiversidad Molecular, el Banco de ADN, el Herbario y el
Departamento de Flora Amenazada del JBCVC estan investigando la utilidad de cinco regiones de la
molécula del DNA cloroplastico para elaborar un cédigo de barras para el Parque Nacional de
Garajonay, en colaboracidn con grupos del Jardin de Aclimatacion de La Orotava, de la Universidad de
La Laguna, y de la Universidad de Murcia. Para mas informacién sobre el tema del codigo de barras
molecular, puede verse el sitio web del Consorcio para el Cdédigo de Barras de la Vida
(http://barcoding.si.edu/) y el Manual del Banco de ADN del Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”
(Caujapé-Castells et al. 2006).
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Figura 4.1. Organigrama de decisiones para contribuir a resolver situaciones taxondmicas confusas en niveles bajos de la
jerarquia taxonomica mediante algunos de los parametros usados en genética de poblaciones cuando los caracteres

morfoldgicos no son resolutivos.
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Generalidades

Para aplicar la metodologia esquematizada en la Fig. 4.1, necesitamos partir de los
siguientes tres elementos:

1. Dos taxones conflictivos a los que, por las causas que sean, los caracteres
morfoldgicos no logran discriminar o asociar de manera resolutiva.

2. Un taxon de referencia congenérico a los dos cuya taxonomia intentamos
resolver, pero que no presente problemas de discriminacion con ninguno de ellos.

3. El concepto de Unidad Evolutivamente Siginificativa (UES), definido por
Waples (1991, 1995) como una poblacién o grupo de poblaciones que (i) esta(n)
reproductivamente aislada(s) de otra(s) poblacidon(es) con-especificas, y (ii)
representa(n) un componente importante del legado evolutivo de una especie. No
obstante, para los fines que nos ocupan en este capitulo es mejor redefinir la
condicién (i) de la siguiente forma: (i') esta(n) reproductivamente aislada(s) de
otra(s) poblacion(es) que la taxonomia clasica no puede distinguir mediante los
caracteres morfoldgicos.

Puesto que nuestro campo de actuacion es la biologia comparada, hemos de
establecer un calibre para las comparaciones, y de ahi la necesidad de utilizar un taxén de
referencia para verificar si las diferencias entre los conflictivos son asimilables a las que cada
uno de ellos presenta con aquel. La necesidad de redefinir ligeramente la condicion (i) de las
UES se debe a que la definicion original se aplicaba para seleccionar unidades de
conservacion dentro de una especie (Moritz, 1994; Karl and Bowen, 1999).

El razonamiento que subyace a la utilizacion de la nocién de UES con fines
taxondmicos es que solamente si los dos taxones conflictivos son UES se justifica evaluar si
sus diferencias genéticas pueden tener consecuencias taxondmicas. En caso de que los
grupos de poblaciones conflictivos puedan asimilarse a UES distintas, el criterio que
utilizaremos para evaluar si pueden ser ascritos a diferentes especies es la distancia de Nei
(1978), que da una medida de la diferenciacion genética y ha sido utilizada con frecuencia
como calibre en diferentes niveles de la jerarquia taxondmica. Para calibrar el valor de la
identidad de Nei (Zys de ahora en adelante) son de especial relevancia las comparaciones de
cada uno de los taxones conflictivos con el taxdn de referencia, pero también es adecuado
recurrir a valores publicados para otros taxones congenéricos con los que son objeto del
conflicto.

Para evaluar el grado de aislamiento reproductivo entre los taxones segin el
esquema de la Figura 4.1, usamos los valores de Fs; (Wright 1951), porque este parametro
da cuenta de la proporcion de variabilidad total que se explica por la diferenciacion entre
poblaciones y se interpreta normalmente como una estimacion de los niveles de flujo génico.
En efecto, la teoria de genética de poblaciones predice que los grupos de poblaciones con
Fsr mas elevadas pueden considerarse genéticamente heterogéneos, presumiblemente como
consecuencia de la interrupcion del intercambio genético entre las poblaciones
constituyentes (Slatkin 1985a, 1985b, 1987, 1994). Por el contrario, se asumen altos niveles
de flujo génico en grupos de poblaciones que tienen menores valores de Fsr (Slatkin 1985a).

En el procedimiento que se expone, se utiliza el parametro Fsr para ver si su valor
dentro de cada uno de los taxones conflictivos es diferente, por una parte, del valor
resultante de unirlos (como si fueran un solo taxén) y, por otra parte, del valor resultante de
agrupar a cada uno de ellos con el taxdn de referencia. Si solamente existen diferencias
significativas entre la Fsr para cada uno de los dos taxones conflictivos y la de su agrupacion
con el taxon de referencia, este resultado es ya una primera indicacion importante de que
los taxones conflictivos no exhiben diferencias genéticas sustanciales entre ellos (esto es,
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que considerarlos conjuntamente no implicaria una disrupcion de su estructura genética). En
cambio, si el valor de Fsrpara el grupo compuesto por los dos taxones conflictivos es mucho
mayor que el correspondiente a cada uno de ellos por separado, esto significa que el
conflicto taxondmico tiene un trasfondo genético a nivel del marcador que estamos
analizando.

La segunda parte de la definicion de UES es mas dificil de evaluar cuantitativamente,
porque hay muchas maneras posibles de interpretar el concepto de “legado evolutivo”. De
acuerdo con Waples (1995), este término se refiere a “la variacion genética que es producto
de acontecimientos evolutivos pasados y que representa el reservorio del que depende el
potencial evolutivo futuro”. Dado que los alelos raros pueden conferir capacidades de
supervivencia a las poblaciones después de una contingencia ambiental (Schonewald-Cox et
al., 1983), son componentes importantes del potencial evolutivo de las poblaciones, y seran
nuestros indicadores de “legado evolutivo”. Hay que resaltar que el hecho de que
detectemos alelos raros mediante una de las técnicas moleculares poblacionales que se
emplean actualmente no significa que esos alelos tengan un potencial adaptativo, porque la
mayoria de estas técnicas detectan solamente varoiacidén genética “neutral” (esto es, que no
viene influida por el ambiente). Asi pues, cuando utilizamos los alelos raros para evaluar el
legado evolutivo estamos asumiendo tacitamente que las poblaciones que poseen mas alelos
raros neutrales poseeran también mas alelos raros con valor adaptativo, que son los que
importan para superar las contingencias ambientales.

En la Figura 4.1, solamente consideraremos que los grupos de poblaciones evaluados
no son ESUs si no presentan diferencias significativas en los valores de Fsr y tampoco tienen
“legado evolutivo” distintivo. Por el contrario, si cualquiera de estas dos condiciones se
verifica, entonces ya los consideraremos como UES, y pasaremos a evaluar las identidades
de Nei (1978), que nos indicaran si el grado de diferenciacién entre los conflictivos es del
mismo rango que entre cada uno de ellos y el taxdn de referencia. Solamente en ése caso
podremos arglir que los taxones de referencia deben ser considerados como especies
diferentes.
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EJEMPLO PRACTICO DE APLICACION

El caso de Lotus kunkeliiy L. lancerottensis

Oliva-Tejera et al. (2006) usan datos aloenzimaticos para investigar el caso de Lotus kunkelii, un
endemismo exclusivo de la isla de Gran Canaria cuya identidad taxondmica basada en caracteres morfoldgicos
era objeto de controversia porque algunos autores lo consideraban como una especie bien delimitada (Lotus
kunkelii (Esteve) Bramwell & Davis) [Bramwell 1972], mientras que otros lo consideraban como una subespecie
del endemismo canario L. /ancerottensis Webb & Berthel., que esta ampliamente distribuido en Fuerteventura y
Lanzarote (L. /ancerottensis subsp. kunkelii Esteve) [Esteve Chueca 1972].

Para calibrar el grado de diferenciacién genética entre la Unica poblacién de L. kunkelii (1 en la Fig. 4.2)
y las de L. /ancerottensis (2 a 11 en la Fig. 4.2) segun la metodologia esquematizada en la Fig. IV.1, se considerd
como referencia a L. arinagensis Bramwell, otro endemismo de la isla de Gran Canaria cercano a los dos taxones
conflictivos (pero que esta taxonomicamente bien diferenciado de ambos) y que tiene una distribucion
moderadamente amplia, con tres poblaciones conocidas (12, 13 y 14 en la Fig. 4.2).

Lanzarote .,

# 0 Flertoventra
i

Gran Canaria

Figura 4.2. Muestreo de Lotus arinagensis, L. kunkeliiy L. lancerottensis para la evaluacion de las diferencias genéticas entre
los dos Ultimos. Los muestreos representan el area geografica de distribucion de L. lancerottensis y a todas las poblaciones
conocidas de L. arinagensis La flecha sefiala la tnica poblacién conocida de L. kunkelii, endemismo amenzado de Gran Canaria.

Siguiendo el protocolo de la Figura 4.1, se establecieron k = 3 agrupaciones artificiales (L. arinagensis +
L. kunkelii, L. lancerottensis + L. kunkelii y L. arinagensis + L. lancerottensis) para evaluar comparativamente
cual era el impacto de la adicidén de L. kunkelii en la estructura genética de los otros dos taxones. Cada una de
estas agrupaciones, junto con el valor de Fsrresultante, se considera en laTabla 4.2.

Examinando la Tabla 4.2 observamos que la consideracién de L. kunkelii en agrupaciones artificiales con
L. arinagensis o con L. /ancerottensis indujo siempre un incremento sustancial en los valores de Fsr (Fsr = 0.215
para L. kunkelii + L. lancerottensis, y Fsr = 0.162 para L. kunkelii + L. arinagensis) respecto de los valores de
estos dos taxones sin la adicidon de L. kunkelii Toda vez que el valor absoluto mas elevado de Fsr para estas
agrupaciones artificiales correspondid a la unién de L. kunkelii con L. lancerottensis, €l incremento mas elevado
respecto del valor de Fsrsin L. kunkelii correspondio a L. arinagensis (Fsr = 0.067 para L. arinagensisy Fsr =
0.189 para L. /ancerottensis).

Estas evidencias cuantitativas indican que la asimilacion taxonémica de L. kunkelii con L. /ancerottensis o
L. arinagensis provocaria una disrupcién de la estructura genética de estos dos taxones. Otra indicacion muy
importante de estas evaluaciones genéticas es que la diferenciacién genética entre L. kunkeliiy L. lancerottensis
(Fsr = 0.215), que protagonizan el conflicto taxonémico, es mayor que la detectada entre L. /ancerottensisy L.
arinagensis (Fsr = 0.205), cuya individualidad taxonémica nunca ha sido objeto de debate.

Aunque no se detectd un “legado evolutivo” sustancial en L. kunkelii (solamente un alelo exclusivo,
Tabla 4.1) es importante resaltar a este nivel cualitativo que este taxén compartié mas alelos con L. arinagensis
(20 de 21) que con L. /ancerottensis (15 de 21) (Tablas 4.1 y 4.2). Estos dos resultados genéticos apoyan la
consideracion de L. kunkeliiy L. lancerottensis como UES independientes.
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Tabla 4.1. Valores de las frecuencias alélicas en las 14 poblaciones de L. kunkelii (KUN), L. /acenrottensis (LAN) y
L. arinagensis (ARI) investigadas por Oliva-Tejera et al. (2006). Los valores enmarcados corresponden a los alelos
exclusivos por taxon. Los nimeros de las poblaciones corresponden a la Fig. 4.2.

KUN LAN ARI
Alelos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Idhia  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 [0.017 | 0.000
Idhip  0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 [0.026|0.050 | 0.000
Idhic 0286  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.097 0.083 0.111
Idhid  0.500 1.000 0.976 1.000 0.972 1.000 1.000 1.000 1.000 0.841 0.980  0.857 0.850 0.889
Idhie 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000
Idhif  0.000 0.000 0.024 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.000 0.159 0.020  0.020 0.000 0.000
Estla 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000
Estlb 0.375 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.007 0.000 0.000
Estlc 0.250  0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000 0.065 0.133 0.000 0.044  0.240 0.000 0.100
Estld ~ 0.000 0.000 0.000 0.000 0.050 0.075 0.200 0.226 0.100 0.194 0.174  0.206 0.039 0.000
Estle 0.063  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.007 0.000 0.000
Estif 0.313 0706 0.643 0.000 0.225 0.100 0.233 0.532 0.567 0.722 0.783  0.534 0.769 0.900
Estlg 0.000 0.294 0.321 0.962 0.700 0.825 0.567 0.177 0.133 0.083 0.000  0.007 0.135 0.000
Estlh 0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000  0.000 0.058 0.000
Pgmla  0.000 0.025 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023 0.040  0.016 0.035 0.100
Pgmilp  1.000 0975 1.000 1.000 0.978 1.000 1.000 1.000 1.000 0.977 0.960  0.984 0.966 0.900
Pgm2a  0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 [0.041]0.000[ 0.133 ]
Pgm2p  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Pgm2c  1.000 0.975 1.000 0.933 1.000 0.929 0.867 0.917 1.000 1.000 0.960  0.954 1.000 0.867
Pgm2d  0.000 0.025 0.000 0.067 0.000 0.071 0.067 0.000 0.000 0.000 0.040  0.005 0.000 0.000
Pgm3a  0.000  0.000 0.000 0.0000.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000
Pgm3b  0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 o.ooo
Pgm3c  0.667 0923 0.691 0.346 0.179 0.500 0.500 0.473 0.467 0.421 0.458 0.801 0.883 0.714
Pgm3d 0250 0.077 0.310 0.654 0.714 0.500 0.500 0.514 0.500 0.579 0.521  0.194 0.017 0.107
Pgm3e  0.083  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.014 0.033 0.000 0.021  0.005 0.000 0.000
6-Pgdia 1.000 0.816 0.875 1.000 0.833 0.842 0.917 0.944 0.972 0.900 1.000 0.980 0.900 1.000
6-Pgdib 0.000  0.184 0.125 0.000 0.167 0.158 0.083 0.056 0.028 0.100 0.000  0.020 0.100 0.000
6-PgdZa  1.000  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.986 1.000 1.000 1.000  1.000 1.000 1.000
6-Pgd2b  0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 o.oooo.ooo 0.000 0.000  0.000 0.000 0.000
6-Pgd3a 0.667  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.024 0.393 0.000
6-Pgd3b 0.333  0.11 0.231 0.091 0.091 0.133 0.125 0.515 0.000 0.175 0.609 0.378 0.446 0.778
6-Pgd3c  0.000 0.861 0.692 0.818 0.864 0.800 0.792 0.470 0.912 0.725 0.391  0.555 0.161 0.222
6-Pgd3d 0.000 0.028 0.077 0.091 0.046 0.067 0.083 0.015 0.088 0.100 0.000  0.043 0.000 0.000
6-Pgd4a 0.000 0.321 0.563 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.043 0.023 0.000
6-Pgd4b 1.000 0.679 0.438 0.917 0.211 0.458 0.546 0.530 0.794 0.357 0.820 0.362 0.182 0.667
6-Pgd4c  0.000  0.000 0.000 0.042 0.447 0.458 0.091 0.000 0.029 0.143 0.020 0.328 0.455 0.333
6-Pgd4d  0.000  0.000 0.000 0.042 0.342 0.083 0.364 0.470 0.177 0.500 0.160 0.250 0.341 0.000
6-Pgd4e  0.000  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 o.ooo 0.000
Mdh-1a  0.000  0.632 0.023 0.357 0.152 0.262 0.071 0.324 0.000 0.238 0.020  0.053 0.035 0.000
Mdn-1b  0.000 0211 0.364 0.214 0.022 0.429 0.500 0.309 0.222 0.191 0.000 0.181 0.172 0.333
Mdh-Ic 0750  0.158 0.591 0.357 0.435 0.143 0.429 0.368 0.778 0.571 0.480 0.729 0.552 0.667
Mdh-1d  0.250  0.000 0.023 0.000 0.065 0.167 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020  0.027 0.241 0.000
Mdh-1e  0.000  0.000 0.000 0.071 0.326 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.480  0.011 0.000 0.000
Mdh-2a 0357 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.005 0.035 0.000
Mdn-2b  0.000 0.028 0.000 0.067 0.261 0.000 0.094 0.097 0.000 0.068 0.020  0.011 0.000 0.333
Mdh-2c  0.643  0.944 1.000 0.933 0.739 1.000 0.906 0.903 0.972 0.932 0.900 0.974 0.948 0.667
Mdh-2d  0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.028 0.000 0.080  0.011 0.017 0.000
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Tabla 4.2. Indicadores de afinidad genética seguin el método de la Figura 4.1. Iy es el promedio de la identidad
de Nei (1978). La columna “legado” se refiere al nimero de alelos exclusivos (cuando se considera un taxon solo)
o al nimero total de alelos detectados en L. kunkelii (21) que se comparten con el otro taxdn que integra la
agrupacion artificial. El guion significa que el correspondiente valor no se calculd por presentar poca relevancia
para la discusion.

Taxdn / Agrupacion Fsr legado Tver
L. arinagensis 0.067 5 0.955
L. arinagensis + L. kunkelii 0.162 20/21 0.886
L. lancerottensis 0.189 5 -
L. lancerottensis + L. kunkelii 0.215 15/21 0.823
L. arinagensis + L. lancerottensis 0.205 - 0.955

Tabla 4.3. Valores de Iy (encima de la diagonal) y de las distancias de Nei (1978) (debajo de la diagonal) entre
todos los pares posibles de poblaciones (Pobs) de L. kunkelii (KUN), L. /lancerottensis (LAN) y L. arinagensis (ARI)
investigadas por Oliva-Tejera et al. (2006). Los nimeros de las poblaciones se corresponden con la Figura IV.2.
C: Gran Canaria, L: Lanzarote, F: Fuerteventura.

KUN LAN ARI
C L F C

Pobs 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 — 0.808 0.845 0.802 0.748 0.770 0.820 0.854 0.868 0.831 0.884 0.885 0.883 0.891
2 0.214 — 0959 0.896 0.854 0.914 0.923 0.926 0.924 0.920 0.891 0.915 0.882 0.882
3 0.168 0.042 — 0.901 0.893 0.921 0.956 0.944 0.963 0.952 0.924 0.956 0.918 0.921
4 0.220 0.109 0.104 — 0.940 0.972 0.970 0.910 0.926 0.890 0.868 0.854 0.785 0.802
5 0.290 0.157 0.113 0.062 —  0.957 0.956 0.910 0.914 0.935 0.872 0.882 0.833 0.808
6 0.261 0.090 0.082 0.029 0.044 — 0.981 0.920 0.913 0.910 0.853 0.892 0.854 0.824
7 0.199 0.080 0.045 0.030 0.045 0.019 — 0970 0.970 0.964 0.908 0.937 0.879 0.874
8 0.158 0.077 0.057 0.094 0.094 0.084 0.031 — 0.951 0.981 0.960 0.956 0.918 0.931
9 0.141 0.079 0.038 0.077 0.090 0.091 0.030 0.050 — 0.975 0.942 0.956 0.880 0.903
10 0.185 0.083 0.050 0.116 0.068 0.094 0.037 0.019 0.026 — 0.943 0.964 0.918 0.906
11 0.123 0.115 0.079 0.142 0.137 0.159 0.097 0.041 0.059 0.058 — 0.939 0.901 0.948
12 0.122 0.088 0.045 0.157 0.126 0.115 0.065 0.045 0.045 0.037 0.063 — 0.963 0.955
13 0.125 0.125 0.085 0.242 0.182 0.158 0.129 0.086 0.128 0.085 0.104 0.038 — 0.948

14 0.115 0.126 0.083 0.220 0.213 0.194 0.134 0.072 0.103 0.099 0.053 0.046 0.053 —

La identidad de Nei (Zyz) promedio entre L. kunkeliiy L. lancerottensis (Iye = 0.823) fué mucho menor
que la detectada para cualquier otro par de especies Canarias de Lotus para las que se dispone de datos
aloenzimaticos (por ejemplo, Iy = 0.938 entre L. spartioides y L. holosericeus, Oliva-Tejera et al., 2005), e
incluso mas baja que la Iy promedio entre L. kunkeliiy L. arinagensis (Iys; = 0.886). Ademas, los valores
minimos de Iy se detectaron siempre entre la poblacion de L. kunkeliiy algunas de L. /ancerottensis (Tabla 4.2 y
4.3). Considerados en su globalidad, estos datos indican que el grado de divergencia genética entre L.
lancerottensis'y L. kunkelii corresponden a los esperados para diferentes especies Canarias de Lotus. Es también
relevante el resultado de que el valor de Iy entre L. /ancerottensisy L. arinagensis (Iyg = 0.955), que son dos
especies bien delimitadas, es muy superior al calculado entre L. /ancerottensisy L. kunkelii (Iyg = 0.823).

En conclusion, estos resultados indican que el grado de diferenciacion evolutiva detectado con
aloenzimas entre el taxén amenazado L. kunkelii y L. lancerottensis es mucho mayor que la detectada entre L.
lancerottensis y L. arinagensis o entre otros Lotus canarios de la seccion Pedrosia para los que se dispone de
datos aloenzimdticos (Oliva-Tejera et al. 2005). Ademas, L. kunkeli es genéticamente mas préximo a L.
arinagensis que a L. /ancerottensis. Estas conclusiones apoyan la consideracion de L. kunkelii como una especie
bien diferenciada de L. /ancerottensis, cuya Unica poblacion conocida debe recibir proteccion segin la nueva
metodologia para el catalogo de especies canarias amenazadas (Martin-Esquivel 2004).
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