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RESUMEN

Se analizan los niveles de diversidad y estructura genética del endemismo de Gran Canaria
Parolinia ornata (Brassicaceae: Matthioleae) y se comparan con las dos especies grancanarias del
género restringidas a una unica poblacion, P. glabriuscula y P. platypetala. Se confrontan, asimisimo,
los niveles de diversidad intrapoblacionales en las tres especies segun el numero de individuos o talla
poblacional. En las tres poblaciones estudiadas de P. ornata se puede observar altos niveles de
diversidad genética con unos valores medios (A = 3.8, P = 69.2, H.=0.301), asi como desviaciones del
equilibrio Hardy-Weinberg con exceso de homocigotos. Los bajos niveles de diferenciacion poblacional
(Gs7= 0.067) y las altas identidades genéticas (con un promedio de | = 0.959) indican una elevada
cohesion genética entre estas poblaciones. A nivel cualitativo se observd un alto numero de alelos
exclusivos, especialmente en la poblacién del barranco de Tirajana (7 alelos), probablemente como
consecuencia de la mayor talla poblacional y/o posiblemente mas antigliedad de esta poblacion. Los
resultados ponen en evidencia que en Parolinia la adscripcion filogenética tiene mas influencia en los
niveles de biodiversidad alcanzados por una especie, que su distribucion geografica y tamafo
poblacional.

SUMMARY

We assess the levels and structuring of genetic variation in three populations of the widely
distributed Gran Canarian endemic species Parolinia ornata (Brassicaceae: Matthioleae) and we
compare their intra-population diversity with two congeneric monotypic species with similar population
sizes: P. glabriuscula and P. platypetala. Overall, levels of genetic variation in the three populations of
P. ornata are high (with average values of basic polymorphism indicators of Aj = 3.8, P = 69.2,
H.=0.301) and manifest a generalised lack of Hardy-Weinberg equilibrium and homozygote excess.
Cogent with the high value of genetic identity estimated (I = 0.959), the inter-population component of
genetic variation was low (Gsr= 0.067), indicating a considerable genetic cohesion among these
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populations. Qualitatively, we detected a high number of exclusive alleles in the three populations, but
especially in Barranco de Tirajana, thereby suggesting a possibly higher antiquity of this population.
These results indicate that, in Parolinia, lineage ascription is more important to explain the levels of
diversity attained by a species than its geographic distribution or its population size.

INTRODUCCION

Parolinia ornata Webb, endemismo de la isla de Gran Canaria (Fig.1a), es la
primera de las especies descritas para el género Parolinia (WEBB, 1840), que se
consideré monotipico hasta que se describié P. schizogynoides Svent. en la isla
de La Gomera (SVENTENIUS, 1960). Como el resto de sus congéneres, es una
especie lefiosa y diploide con 2n =22 (BRAMWELL et al., 1972).

Se caracteriza morfolégicamente por su porte arbustivo y erecto de hasta 2.5 m
de alto (Fig.1b) y copa de unos 80 cm de diametro medio, ramas breves, hojas
sésiles, lineales o sublanceolado-lineares de hasta 12.4 cm de longitud y 0.4 cm
de ancho. Las flores, brevemente pediceladas, tienen el caliz tomentoso de unos
0.8 cm (0.5-1.1), pétalos ungulados espato-lanceolados de color blanco-rosados
entre 0.6-1.7cm de largo y 0.2 cm de ancho (Fig.1c). La silicua de longitud media
1.8 cm (incluyendo apéndices) puede alcanzar los 4 cm (0.6-4.0), apéndices mas
0 menos iguales a las valvas y profundamente bifidos hacia el apice; valvas
fundamentalmente rectas (en ocasiones curvas) con una media de 15 septos (4-
26) y 10 semillas (1-20). Semillas de forma muy variable, mayoritariamente circular
o subcirculares pero también cénicas y ovales (WEBB, 1840; FERNANDEZ-
PALACIOS, PEREZ DE PAZ & FEBLES, 2005 a, b, c).

Figura 1.- Parolinia ornata: a. Localizacién geografica en la isla de Gran Canaria; b. Porte de un
individuo del barranco de Tirajana (POS); c. Detalle de la inflorescencia.

Esta especie, citada como abundante y de amplia distribucién en los barrancos
del SE al SO de la isla (Fig. 2a), ha sido relegada de las listas rojas de especies
amenazadas de estudios mas profundos dirigidos a la conservacién, al contrario
que sus congéneres mas restringidos, P. filifolia Kunkel (EN) considerada en
peligro, y P. glabriuscula Montelongo & Bramwell y P. platypetala Kunkel, en
situacién critica (CR), ambas con una uUnica poblacién (WALTER & GUILLETT,
1998; VVAA, 2000; BANARES et al., 2003).
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Dist. real 18.5 Km; d. lineal 16.5 Km

- POM - POS

Figura 2.- a. Mapa de distribucién de las especies de Parolinia en Gran Canaria segun base de datos
del JBCVC: O P. ornata, @ poblaciones estudiadas sefialadas con flechas; P. platypetala; © P.
glabriuscula y @ P. filifolia; b. Pérfil topografico, distancia lineal (DI), orografica (Do) y desniveles entre
las poblaciones estudiadas segun GRAFCAN; c. Barrancos de Gran Canaria con fuertes pendientes
como barrera geografica tipica.

Tradicionalmente se le ha considerado propia de los barrancos secos y
soleados del sur y oeste de Gran Canaria entre 100 y 500 m s.m. (SVENTENIUS,
1948; KUNKEL, 1969; BRAMWELL, 1970) en comunidades xerofiticas (Fig.2a en
color rojo) pertenecientes al Aeonio-Euphorbion canariensis Sunding (1972).
Aunque para el holotypus se describe su habitat: “Hab. locis petrosis aridissimis
insulae Canariae inter dumeta Cneori pulverulenti, cui facie simillima”, no se
menciona su locus clasicus (WEBB, 1840; LA SERNA & LEON, 1980).

Aunque ha sido citada también en localidades de Gran Canaria como Agaete
(NO) y San Nicolas de Tolentino (O) e incluso en la isla de Tenerife
(SVENTENIUS, 1948; KUNKEL, 1969; BRAMWELL & BRAMWELL, 2001), no se
han considerado dichas poblaciones en este analisis, toda vez que los recientes
estudios micro-morfolégicos del género, sefialan que no se corresponden con este
taxon (FERNANDEZ-PALACIOS, PEREZ DE PAZ & FEBLES, 2005a, b, c). Esto
evidencia la necesidad de un nuevo replanteamiento en las adscripciones
taxondmicas de las respectivas poblaciones naturales de Parolinia y
consecuentemente de su taxonomia infragenérica y corologia general.

Filogenia, biologia reproductiva y diversidad genética

Este estudio estd enmarcado en otro mucho mas amplio en el que se han
analizado de forma multidisciplinar las siete especies que constituyen el género
Parolinia, su biodiversidad y estructuracion tanto genética como micro-
morfolégico-reproductiva (FERNANDEZ-PALACIOS, PEREZ DE PAZ & FEBLES,
2005a, b, c; FERNANDEZ-PALACIOS, et al., en preparacion) asumiendo como
hipétesis y premisa fundamental, que la “adscripcion filogenética” de los grupos
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vegetales (referido a la categoria taxondmica) esta determinando los niveles de
biodiversidad y la historia evolutiva de los sistemas de cruzamiento (WEBB, 1984;
KARRON, 1987, 1988; GITZENDANNER & SOLTIS, 2000). Esta es la razon que
justifica que para el conocimiento real de la biodiversidad a niveles infragenéricos
sean indispensables estudios comparativos de especies congenéricas de distinto
rango de distribucion, lo que al mismo tiempo se considera fundamento basico
para la conservacion y estrategias de recuperacién, en aquellas especies con
problemas de erosion.

Se asume, por tanto, que los caracteres florales y mecanismos reproductivos
en general, controlan los apareamientos entre los individuos de la poblacion
natural, siendo los responsables decisivos del éxito reproductivo y niveles de
biodiversidad (genética y macro y micro-morfolégica) en su descendencia y
corresponsables junto con otros agentes ambientales de las migraciones del flujo
génico, polinico o de semillas (WEBB, 1984; RICHARDS, 1986 y 1997; HAMRICK
& GODT, 1996; PROCTOR, YEO & LACK, 1996; BARRETT et al., 1997; BRIGGS
& WALTERS, 1997; GIVNISH, 1997 y 1998; BARRETT, 1998; GRANT, 1998;
PEREZ DE PAZ, 2002; PEREZ DE PAZ et al., en preparacion).

En consecuencia y siguiendo estos ultimos criterios, la correcta interpretacion
de los parametros genéticos de una determinada especie, asume como esencial el
conocimiento de los factores cuya incidencia puede ser la causa determinante de
su biodiversidad (AVISE & HAMRICK, 1996; GITZEDANNER & SOLTIS, 2000;
ANDERSON et al., 2002). Por ejemplo:

1. La adscripcién filogenética, principalmente referida a la categoria taxonémica
de familias y géneros, condiciona y esta intimamente relacionada con la historia
evolutiva de los taxones y de sus sistemas de cruzamiento, a su vez controlados
por sus sindromes florales y sistemas sexuales (hermafroditismo, diclinia, dioecia,
monoecia) y/o sistemas de auto-incompatibilidad, de manera que el conocimiento
y evaluacion de la biodiversidad de una especie, requiere la confrontacion con
taxones del mismo grupo, valorando ademas:

1a. La biologia reproductiva y/o sistemas de cruzamiento por determinar la
configuracién genética de la descendencia de los taxones en cuestién, mediante
los heteromorfismos florales (sexuales y/o de auto-incompatibilidad) y otros
mecanismos de auto-incompatibilidad homomorficos no detectables a simple vista,
que origina individuos con mas o menos variabilidad, consecuencia de los
apareamientos (mating systems) intra o inter-individuales frente a la presencia de
apomixia o reproduccién asexual con individuos clonicos.

En Brassicaceae estd generalizado el sistema de auto-incompatibilidad
esporofitico homomorfico (SSI) cuyo control genético, desde el esporofito diploide,
se debe a un locus de multiples alelos. Se considera el mas eficaz y exigente de
los sistemas, toda vez que el rechazo del polen inadecuado que comparte los
mismos alelos S del gineceo, tiene lugar en el estigma interrumpiendo de
inmediato el crecimiento de los tubos polinicos a lo largo del gineceo. Al mismo
tiempo, se considera el mas flexible en poblaciones grandes, donde la posibilidad
de un mayor numero de alelos S, puede permitir un mayor numero de
apareamientos viables entre individuos (RICHARDS, 1986 y 1997; GIBBS, 1986 y
1988; BARRETT, 1988; BYERS & MEAGHER, 1992). En el género Parolinia se ha
detectado dicho sistema en P. ornata, P. platypetala y P. glabriuscula y se ha
confirmado, su mayor o menor flexibilidad con diferencias de intensidad segun
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talla poblacional. En las especies con poblaciones mas pequefas se ha observado
un mayor control genético que limita los apareamientos entre individuos que
comparten, mas frecuentemente, los alelos S de auto-incompatibilidad
(FERNANDEZ-PALACIOS et al, sin publicar).

1b. Los cromosomas, numero y nivel de ploidia, principales vehiculos genéticos
(ADN) directamente relacionados con la filogenia de los taxones, repercuten en la
generacion de biodiversidad, tanto desde la reproduccién asexual como sexual.
Siguiendo a RICHARDS (1997) en la reproduccién sexual, el numero potencial de
gametos diferentes generados por un parental diploide (2") y consecuentemente el
numero de cigotos diferentes, (2")2, depende directamente del numero haploide de
cromosomas (n), asumiendo, que solamente hay un solo locus heterocigoto por
cromosoma homodlogo e ignorando la variabilidad originada por recombinacion
cromosomica. En consecuencia, las especies de Parolinia, todas con 2n=22
pueden generar como minimo, 2.048 gametos diferentes y unos 4.194.304 de
cigotos e individuos potencialmente distintos (PEREZ DE PAZ, 2002).

2. Oftros factores, como el flujo génico, tamafio poblacional y rango de
distribucion geografica, que influyen a niveles de poblacién natural, ademéas de
estar supeditados y relacionados a los anteriores (filogenia, reproduccién asexual,
sindromes florales y sistemas de cruzamiento) inciden y dependen también de
otros factores ambientales afiadidos, incluidos los problemas de erosion. Es desde
esta perspectiva jerarquica y global donde unicamente se deben considerar las
confrontaciones de biodiversidad y desde donde tiene sentido que, un mayor
numero de individuos, segun rango geografico o talla poblacional, genere mayor
variabilidad y biodiversidad, independientemente de la naturaleza continental o
islefia (WEBB, 1984; KARRON, 1987, 1988; FRANKHAM, 1997; GITZENDANNER
& SOLTIS, 2000; FRANCISCO-ORTEGA et al, 2000; CRAWFORD et al., 2001,
2006).

Por otro lado, en los estudios comparativos de diversidad genética, ademas de
asumir su intima relacién con la filogenia e historia evolutiva de los taxones y
sistemas de cruzamiento, la comparacion de los parametros genéticos se debe
llevar a cabo, utilizando idénticos grupos de isoenzimas vy loci, toda vez que bajo
las mismas presiones selectivas ambientales, enzimas diferentes pueden
manifestar o exhibir distintos niveles de polimorfismo (HAMRICK et al, 1979;
KARRON et al., 1988; CRAWFORD et al., 2001; ELGAR & CLODE, 2001).

Con este trabajo destinado a la evaluaciéon genética de P. ornata mediante la
electroforesis de isoenzimas, se pretende evidenciar y reforzar que también en
Canarias la adscripcion filogenética y sistemas de cruzamiento tienen mas
influencia en los niveles de biodiversidad que el rango de distribucién geografica y
tamano poblacional, independientemente de su condicién islefia. Para ello, se
comparan los niveles de diversidad en:

(i) P. ornata (PO), como especie ampliamente distribuida, frente a P. glabriuscula

(PG) y P. platypetala (PP), estas dos ultimas restringidas a una sola poblacion.
(i) Cada una de las tres poblaciones estudiadas de P. ornata en relacion a la

Unica poblacion de P. glabriuscula (PGB) y de P. platypetala (PPG) segun el

numero de individuos o talla poblacional.

(iii) El género Parolinia en relacion a otros géneros de Brassicaceae y en general

a taxones de otras familias presentes en Canarias y en otros archipiélagos

oceanicos, segun sistemas de cruzamiento y rangos de distribucion.
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MATERIAL Y METODOS

La distribucion de las especies de Parolinia en Gran Canaria corresponde a los
datos corologicos extraidos de la base datos del Jardin Botanico Canario “Viera y
Clavijo” (JBCVC) con datos adicionales de Saturno Hernandez para la Montana de
Amurga (comunicacidon personal) y se representa en la Fig.2a, mediante
cartografia basica, modelo elevacion de GRAFCAN (Gobierno de Canarias). Se
sefialan en circulos blancos y rojos las poblaciones de P.ornata destacando con
color rojo las estudiadas. Con este mismo programa, se obtuvo, tanto la distancia
lineal (DI) entre pares de poblaciones, como la distancia orografica (Do) que
considera como valores afadidos, los perfiles topograficos y desniveles entre las
mismas, debidos generalmente a la presencia de barrancos (Fig. 2b).

De las tres poblaciones elegidas: dos, barranco de Tirajana (POS) y barranco
de Mogan (POM), representan los extremos (SE y SO) del area de distribuciéon de
la especie y la tercera, barranco de Los Vicentillos, la situacién intermedia (Tabla 1

y Fig.2).

POBLACIONES - N° INDIVIDUOS
NATURALES CODIGO UT™M ALTITUD ORIENTACION MUESTREADOS
. 28RDR4784
Barranco Tirajana POS 28RDR4982 ~350 m SO-NE 158
Barranco Vicentillos POV 28RDR4280 ~450 m S-SO 149
Barranco Mogan POM 28RDR2578 55m SE-SO 102

Tabla 1.- Caracterizacion de las tres poblaciones naturales estudiadas.

Para hacer comparables los niveles de diversidad genética de P. ornata como
especie ampliamente distribuida frente a las dos especies restringidas, P.
glabriuscula y P. platypetala (FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2004) se actualizan
los datos segun isoenzimas y loci isoenzimaticos (Tabla 2) y se consideré cada
una de ellas como un solo conjunto poblacional.

ESPECIES ENZIMAS LOCI
P. glabriuscula* | ACP, EST IDH, MDH, PGI, | Acp-1, Acp-2, Est-1, Est-2, Est-3, Idh-1, Mdh-1,
P. platypetala* PGM, Mdh-2, Mdh-3, Pgi-2, Pgm-1, Pgm-2, Pgm-3
g'orgﬁhsema ACP, EST IDH, MDH, ME, | Acp-1, Acp-2, Est-1, Est-2, , Idh-1, Mdh-1, Mdh-
-9 PGI, PGM, SKD 2, Mdh-3, Me-1 Pgi-2, ,Pgm-2, Pgm-3, Skd-1
P.platypetala.

Tabla 2.- Especies, enzimas y loci analizados. (*) FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2004.

Para analizar los niveles de diversidad genética en relacion a la talla
poblacional, se compar6 la poblacién del barranco de Tirajana (POS) con P.
platypetala (PPG) ambas con unos 40.000 individuos, la poblacién del barranco de
Mogan (POM) con P. glabriuscula (PGB) ambas con unos 270 individuos y por
ultimo, se consideré6 como control de talla intermedia, la poblacién del barranco
Los Vicentillos (POV).

El muestreo se realizd segun areas o nucleos de poblacion, teniendo en cuenta
las diferentes orientaciones y laderas de barranco (Tabla 1). Los primordios
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foliares (con mayor actividad enzimatica) de los individuos muestreados y
previamente etiquetados para facilitar eventuales re-muestreos, se guardaron en
bolsas etiquetadas y se transportaron en neveras de campo con bloques
refrigerantes para evitar la desnaturalizacion de las enzimas. Una vez en el
laboratorio, el material se almacend en un ultracongelador a -80° C hasta el
momento de su procesamiento.

A. Técnica molecular de electroforesis de isoenzimas

Los extractos proteicos se obtuvieron machacando las hojas en morteros de
cristal frios (4°C) utilizando un tampén de extraccion (SHIELDS et al., 1983)
adecuado para preservar la actividad enzimatica y prevenir la oxidacién
enzimatica. Los extractos se absorbieron en papel Whatman n°3 y se almacenaron
en el ultracongelador a -80° C hasta el momento de la electroforesis.

La electroforesis se realizd en geles horizontales de almidén (Aldrich 23.402-8)
al 12% (p/v) usando tres sistemas de tampon gel/electrodo: 1) Histidina 7.0 o
sistema E de SHIELDS et al. (1983); 2) Borato-litio 8.3 o sistema C de SHIELDS et
al. (1983) y 3) Morfolina-citrato 6.1 (CLAYTON & TRETIAK, 1972) donde se
ensayaron los siguientes loci enzimaticos: 1) Histidina 7.0: Isocitrico
deshidrogenasa (IDH, E.C.1.1.1.42), Malato deshidrogenasa (MDH, E.C.1.1.1.37),
Fosfoglucoisomerasa (PGI, E.C.5.3.1.9) y Fosfoglucomutasa (PGM, E.C.5.4.2.2).
2) Borato de Litio 8.3: Acido fosfatasa (ACP, E.C.4.2.1.3), Esterasa (EST,
E.C.3.1.1.), Glutamato deshidrogenasa (GDH, E.C.1.4.1.2), Glutamato-oxalacetato
transaminasa (GOT, E.C.2.6.1.1) y Leucil- aminopeptidasa (LAP, E.C.3.4.11.1). 3)
Morfolina-Citrato 6.1: Enzima malica (ME, E.C.1.1.1.40), Fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGD, E.C.1.1.1.44), Sikimico deshidrogenasa (SKD,
E.C.1.1.1.25). Los protocolos de tincidn estan basados en ARUS (1983), WENDEL
& WEEDEN (1989) y MURPHY et al. (1996) con ligeras modificaciones.

B. Analisis de datos

Cuando una enzima mostré actividad para mas de un locus genético, los
diferentes loci se codificaron siguiendo la secuencia numérica desde la region de
actividad mas cercana al anodo. Asimismo en cada locus, los alelos se
denominaron siguiendo el alfabeto, asignando la primera letra a la banda de
migracion mas anodal. En P. ornata los alelos no aparecen nominados
correlativamente, ya que este estudio forma parte de otro que incluye todas las
especies del género Parolinia (FERNANDEZ-PALACIOS et al., en preparacién)
donde se realizo la verificacion y homologacion global de las movilidades alélicas
en las distintas especies, a través de comparaciones o geles diferentes de
acuerdo a cada una de las bandas o electromorfos.

Las interpretaciones de los patrones electroforéticos y formateo de los datos
genotipicos individuales para su implementacion en los distintos programas de
variabilidad genética usados, se llevé a cabo con el programa TRANSFORMER-2
(CAUJAPE-CASTELLS & BACCARANI-ROSAS 2004).

Los parametros basicos de variabilidad poblacional: niumero medio de alelos
por locus (A), porcentaje de loci polimérficos P (con frecuencia del alelo mas
comun <0.95), se calcularon en el programa BIOSYS 1.7 (SWOFFORD &
SELANDER, 1989) asi como el test Chi-cuadrado para desviaciones del equilibrio
Hardy-Weinberg, heterocigosidad observada (H,) y heterocigosidad esperada (H.).
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En el mismo programa se realiz6 el calculo de los indices de fijacion F de WRIGHT
(1951), donde los valores cercanos a 0 indican la panmixia o apareamiento al
azar; la tasa de alogamia (t = (1 - F) / (1 + F) se calculé a partir de F segun WEIR
(1990); asimismo, se calcularon los F-estadisticos de WRIGHT (1951) y las
distancias e identidades genéticas de NEI (1978). Por ultimo se construy6 el
dendrograma de acuerdo al método UPGMA utilizando el programa NTSYS

(ROHLF 1988) y XLSTAT (ADDINSOFT 1995-2003).

Los estadisticos Hy, Hs, Dst y Gst de NEI (1973) se calcularon mediante el
programa GENESTAT-PC 3.31 (LEWIS & WHITKUS, 1993) donde Gst = Hg / Hr.

Para detectar si las poblaciones han experimentado cuellos de botella
histéricamente recientes, se utilizé el programa BOTTLENECK (PIRY, LUIKART &
CORNUET, 1998) segun datos de frecuencia alélica segun el Independent Allele
Model (IAM) y Stepwise Mutation Model (SMM) y exceso de heterocigotos
(CORNUET & LUIKART, 1996; LUYKART & CORNUET, 1998). El test se
fundamenta en que los alelos de frecuencia baja (que apenas contribuyen a la
heterocigosidad total) se pierden mucho mas rapidamente que los heterocigotos y
por tanto poblaciones que han sufrido cuellos de botella, manifestaran un exceso
de heterocigotos en un numero significativo de loci.

El programa POPGENE 3.2 (YEH et al. 1997) se uso6 para estimar el numero
de alelos efectivos (Ae), el flujo génico inter-poblacional o n°® de migrantes N,,, y el
test de Neutralidad de Ewens-Watterson. Segun CROW & AOKI (1984), el calculo
de N, entre dos poblaciones es Nn= [(1/Fs7) -1] / [4(n/n-1)*]. Cuando N,>1 se
asume que hay intercambio de migrantes (polen, semilla) y se presupone una
distancia genética baja.(SLATKIN, 1985; SLATKIN & BARTON, 1989). El test de
Neutralidad de Ewens-Watterson segun algoritmo de MANLY (1985) indica que
puede haber “presion selectiva” en cada uno de los loci cuando los resultados son
significativos. Se considera significativo cuando el valor medio E-W esta fuera del
intervalo de confianza L95-U95.

La probabilidad de pérdida L (es decir, la probabilidad de que una muestra de
tamafio N no contenga un alelo con frecuencia poblacional p) fue estimada
usando la expresion: L = (1-p) N (BENGTSSON et al., 1995) para los alelos que:
1) tenian una frecuencia total menor de 0.5, y 2) estaban presentes solo en el
50% o menos de las poblaciones muestreadas. Se calcularon y representaron las
probabilidades de pérdida esperada L. (calculadas asumiendo que los alelos
seleccionados tenian su frecuencia media total en cada una de las poblaciones
consideradas) y las probabilidades de pérdida observadas L,. Estos valores
fueron utilizados para dos analisis de regresion lineal, donde la frecuencia de
cada alelo se represento en el eje X, y el —log (L) y -log (L) se representaron en
el eje Y. Siguiendo a BENGTSSON et al. (1995), se obtuvo un valor de
representatividad muestral (R) dividiendo la pendiente de la linea de regresioén
observada (basada en los valores de L,) por la pendiente de la linea de regresion
esperada (basada en los valores de L.). Este valor se interpreta como la
probabilidad de representar todos los alelos raros incluidos en las estimaciones
muestreando una sola poblacién al azar. Los valores de R altos (cercanos a 1)
indican que el muestreo de una sola poblacion representaria la mayor parte de la
variabilidad genética del conjunto analizado.

La distribucion espacial de la variabilidad genética dentro de las tres
poblaciones se evalu6 a través del andlisis de autocorrelacion espacial (SOKAL
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1979; GRIFFITH 1987) utilizando el indice de Moran (IM, MORAN, 1948) como
coeficiente de autocorrelacion espacial con el programa SAAP (WARTENBERG,
1983). Cuando IM > 0 para una variable, se dice que ésta exhibe autocorrelacion
especial positiva, lo que significa que los puntos que presentan valores similares
para esa variable tienden a estar yuxtapuestos en el espacio poblacional. Cuando
IM < 0, se dice que la variable presenta autocorrelacion 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 relacién por descendencia p de WRIGHT (1922), segun
COCKERHAM (1969) y BARBUJANI (1987). En los correlogramas (construidos a
partir de los cambios de IM segun cinco clases de distancias) se calcularon por
extrapolacion directa las intersecciones de los puntos con el valor “0” del eje X
para estimar el tamafo de las areas genéticamente homogéneas (SOKAL, 1979).

Se realiz6 el test de Mantel para la matriz de distancias geograficas con las
matrices de distancias genéticas y flujos génicos entre pares de poblaciones
utilizando los programas NTSYS y XLSTAT.

Para hacer comparables los indicadores basicos de variabilidad genética, de P.
ornata, frente a P. glabriuscula y P. platypetala (FERNANDEZ-PALACIOS et al.,
2004), se han actualizado y considerado los valores para cada especie, segun
enzimas y loci como un solo conjunto poblacional (Tabla 2 y 11).

RESULTADOS

A. Interpretacién de las isoenzimas: patrones de multiples bandas.

En P. ornata como en el resto de las especies del género, los geles obtenidos
presentan con frecuencia modelos de bandas o electromorfos multiples que no
concuerdan con los modelos establecidos para los taxones diploides (KEPHART,
1990).

De las 12 enzimas ensayadas, cuatro mostraron 7 loci con modelos que
revelan un comportamiento tipico diploide (GOTTLIEB, 1982 y 1984): Acp-1, Acp-
2, Est-1, Est-2, Est-3, Me-1 y Skd-1, dos no se interpretaron (GDH y LAP) por mala
resolucién y las 6 restantes mostraron modelos complejos de bandas que podrian
ser el resultado de duplicaciones génicas (KEPHART, 1990; ANDERSON &
WARWICK, 1999). Aun asi, cuatro de las 6, pudieron ser interpretados aunque
requieren estudios detallados de progenie que revelen el auténtico modelo de
transmision genética y las dos enzimas restantes GOT y 6-PGD presentaron un
patrén tan complicado que no ha podido ser interpretado hasta el momento.

1°. Mdltiples bandas, nimero de alelos, nimero de loci por enzima e
intensidad de las bandas.

En la mayoria de los casos se observaron patrones de bandas multiples que,
como en otras Brassicaceae, pueden representar la variacion alélica de un sélo
locus, y/o representar diferentes loci de una unica enzima (WENDEL & WEEDEN,
1989; KEPHART, 1990; ANDERSON & WARWICK, 1999; FERNANDEZ-
PALACIOS et al., 2004). La interpretacion se complica cuando se observa ademas
en estos modelos de bandas multiples, electromorfos de intensidad diferente a la
esperada en los modelos de heterocigotos clasicos segun enzimas: mondmera
(1:1), dimera (1:2:1) tetramera (1:4:6:4:1), etc. Basandonos en los modelos ya
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establecidos en otras Brassicaceae y comparando cada uno de los individuos, se
pudo diferenciar: a) cuando los multiples electromorfos se corresponden con alelos
de un solo locus, o b) cuando se corresponden con alelos de diferentes loci:

a) En las enzimas MDH, PGl y PGM muchos individuos manifiestan mas
electromorfos de los esperados en la region correspondiente a cada locus. Por
ejemplo en la PGM, enzima mondmera con dos loci (GOTTLIEB, 1982), el nUmero
maximo de bandas esperado en un diploide tipico es de cuatro y sin embargo, se
pueden observar individuos con mas de seis bandas (Fig.3a).

b) Deteccion de mas loci de los esperados en las enzimas MDH y PGM: el
numero minimo de loci isoenzimaticos para una determinada enzima es altamente
conservativo para los diferentes taxones en general (GOTTLIEB, 1982 y 1984).
Segun diversos autores, las enzimas PGM y MDH presentan dos y tres loci
respectivamente (SOLTIS, SOLTIS, & GOTTLIEB, 1987; WEEDEN & WENDEL,
1989; KEPHART, 1990) sin embargo en P. ornata se han detectado tres loci de
PGM (Fig.3b) en lugar de dos y cuatro loci de MDH en lugar de tres.

¢) En los loci asociados a las enzimas IDH, PGI, MDH y PGM, la presencia de
bandas de intensidad diferente (Figs. 3c y 4) que no se corresponden a los
modelos de heterocigotos clasicos, se asumen como heterocigotos asimétricos o
electromorfos con diferentes dosis alélicas segun los individuos (ANDERSON &
WARWICK, 1999; WILLIAMSON & WERTH, 1999).

Figura 3.- Evidencias indirectas de duplicaciones. a. Enzima PGM: mas electromorfos de los esperados
por locus; b. Enzima PGM: mas loci de los esperados; c. Enzima PGM: heterocigotos asimétricos. d.
Enzima PGI: » electromorfos interpretados como homocigotos; » bandas fantasmas: artefactos o
posibles silenciaciones génicas.

d) Asimismo la observacion de electromorfos de intensidad mas débil que
migran muy cerca de las principales bandas, se han interpretado como “bandas
fantasmas” (Fig.3d). Mientras algunos autores consideran estas bandas como
artefactos de la técnica que se deben ignorar, otros las asumen como
silenciaciones genéticas de antiguas duplicaciones (KEPHART, 1990;
ANDERSON & WARWICK, 1999; WILLIAMSON & WERTH, 1999; CRAWFORD et
al., 2001; etc.).

2°. Interpretacién asumida

Los patrones de bandas multiples detectados pueden ser interpretados como
heterocigotos asimétricos o polimorfismos producidos por una duplicacion genética
que son el resultado de diferentes dosis génicas en individuos con diferentes
genotipos (ARUS & ORTON, 1983; ARUS & SHIELDS, 1983; BAYER &
CRAWFORD, 1986; SOLTIS & RIESEBERG, 1986; MAHY et al, 2000; WILLIAMS
& ARNOLD, 2001; TYLER, 2004; AAGAARD et al., 2005), presentando dos
alternativas:
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a) Asignacion de genotipos a las bandas de desigual intensidad: Ila
interpretacion se basa en el establecimiento de un modelo subjetivo que asigna
genotipos segun la intensidad de cada una de las bandas.

b) Dosis de alelos: en esta interpretacion se considera las bandas o
electromorfos como dosis alélicas diferentes y por tanto se asignan los genotipos
en funcién de dichas dosis. En ausencia de estudios detallados de progenie que
proporcionen un conocimiento mas profundo sobre la herencia de cada uno de
estos loci presumiblemente duplicados y ante la imposibilidad de conocer con
certeza la composicion alélica de los mismos, en este trabajo se asume una
interpretacién que hemos denominado conservativa para asignar los genotipos
individuales.

Segun ésta, no se asume presencia de loci duplicados con alelos adicionales,
de tal manera que en las enzimas mondmeras se consideran homocigotos tanto
los individuos que poseen una sola banda como aquellos donde una de las
bandas presenta mayor intensidad que las otras, y s6lo se asignan genotipos
heterocigotos a los individuos donde los heterodimeros correspondientes
muestran igual intensidad (FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2004). En el caso de
las enzimas diméricas y multiméricas los heterocigotos asimétricos se han
interpretado como heterocigotos normales para los dos alelos correspondientes.

Aunque esta interpretacion suponga una subestimacion de la variabilidad
genética, es la que ofrece por el momento, mayores garantias en la comparacion
de poblaciones y especies hasta que se conozcan mejor los mecanismos de
herencia de los loci y la historia evolutiva del género. No se descarta evaluar otras
interpretaciones posibles en un futuro préximo.

Enzimas estudiadas

- La enzima ACP mostré dos zonas claras de actividad enzimatica en la regién
central de la region anodal del gel, que fueron interpretados como dos loci (Acp-1
y Acp-2), con cuatro y tres alelos respectivamente.

- La enzima EST exhibia tres loci segregantes (Est-1, Est-2 y Est-3) en la parte
superior de la regién anodal del gel, Est-1 con nueve alelos y Est-2 con dos. El
locus Est-3 no fue interpretado debido a su mala resolucion.

- En la enzima SKD se observa un locus (Skd-1) con cuatro alelos en total en la
zona media de la region mas anodal del gel.

Estas tres enzimas presentan un patrén tipico de enzima mondémera con
heterocigotos formados por dos bandas de igual intensidad.

- La enzima ME mostré una sola region de actividad en la region central de la
zona anodal del gel que fue designada como un locus putativo (Me-1) con cuatro
alelos en total. Presentd el patréon tipico de una enzima tetrdmera con los
heterocigotos mostrando cinco bandas.

Las enzimas IDH, MDH, PGI y PGM, mostraron heterocigotos asimétricos y
bandas fantasmas que no corresponden a los patrones tipicos de enzimas
monomeras (MDH y PGM) y dimeras (IDH y PGlI):

- La enzima MDH mostré tres zonas de actividad enzimatica en la zona central
de la region anodal del gel que fueron designados como tres loci (Mdh-1, Mdh-2,
Mdh-3) con tres, dos y cuatro alelos respectivamente. Se observé también una
region de débil actividad en la zona mas baja de la regién anodal, locus Mdh-4,
que no ha sido interpretado por su mala resolucion.
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Aunque la MDH se considera dimera (VALLEJOS, 1983; WEEDEN &
WENDEL, 1989; KEPHART, 1990; MURPHY et al., 1996), los patrones detectados
en la mayoria de casos, con numerosas variaciones observadas en el numero de
bandas por individuo y en su intensidad, no permitian interpretarla de esta manera
(Fig.4). Toda vez que en algunos casos la estructura cuaternaria de la MDH ya se
ha visto alterada e incierta por el pH (CHEN & SMITH, 2001), a efectos
comparativos se ha considerado la presencia/ausencia de bandas de manera que:
una sola banda fue asimilada a un homocigoto para ese alelo y dos bandas de
igual intensidad fueron asimiladas a un heterocigoto para los dos alelos
correspondientes; la presencia de dos bandas de distinta intensidad se interpretd
de forma conservativa como homocigoto y no como heterocigoto asimétrico (Fig.
4a).

Pgm-1
Mdh-1 d

Pgm-2
Mdh-2

Mdh-3

Pgm-3

Idh-3

Pai-2

Figura 4.- Patron representativo de las enzimas: a. MDH en POS con tres loci; b. PGM en POS
con tres loci; c. IDH en POS con un locus; d. PGl en POM y sus correspondientes interpretaciones
donde los colores rojo, negro y azul en el dibujo sefialan los electromorfos interpretados como alelos y
los colores rosa, gris y turquesa las bandas fantasmas que no fueron asignadas a ningun alelo; »
heterocigotos asimétricos interpretados como homocigotos segun la interpretacion conservativa; »
heterocigotos normales; » bandas fantasmas.

- La enzima PGM mostré tres regiones de actividad que fueron designadas
como tres loci putativos (Pgm-1, Pgm-2 y Pgm-3). Los alelos detectados en los loci
Pgm-1 y Pgm-2 exhibian una migracién similar en la parte anodal del gel, que era
en todos los casos superior en localizacién a la zona de migraciéon de Pgm-3
(Fig.4b). El locus Pgm-1 no fue interpretado, por no mostrar buena resolucién en la
mayoria de los geles. Pgm-2 y Pgm-3 presentaron cuatro alelos cada una. Esta es
la enzima donde se observa mas claramente la presencia de heterocigotos
asimétricos y bandas fantasmas.

La enzima IDH mostré una Unica zona de actividad enzimatica en la zona baja
de la region anodal del gel, que fue designada como un locus segregante (Idh-1)
con dos alelos en total. La mayoria de los heterocigotos no mostraban el patrén de
intensidad tipico de un enzima dimérico (con la banda intermedia correspondiente
al heterodimero mas intensa que la de cada uno de los homodimeros) y fueron
considerados heterocigotos asimétricos (Fig.4c).

- La enzima PGI mostr6 dos regiones de actividad, de las cuales solo fue
interpretable la que estaba en la parte mas baja de la region anodal del gel (Pgi-2)
con cuatro alelos en total. Los genotipos heterocigotos no mostraban un
comportamiento dimérico tipico, y se consideraron heterocigotos asimétricos. Se
observaron ademas una o varias bandas “fantasmas” (Fig. 4d).
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B. Andlisis de datos: parametros de variabilidad intraespecifica

Se conté con resolucidn suficiente para garantizar la interpretacion de 13 loci
putativos (Tabla 3). Del total de los 49 alelos isoenzimaticos detectados, 7 fueron
exclusivos de POS (Acp-1d, Acp-le, Acp-2e, Est-1i, Idh-1a, Mdh-3d, Me-1d),
cuatro de POV (Est-2b, Pgi-2j, Skd-1a, Skd-1b), y dos de POM (Pgi-2d, Pgm-3b).
Detectamos 7 alelos compartidos exclusivamente entre dos poblaciones: POS -
POV (Pgm-3e), POS-POM (Est-1f, Est-2b, Mdh-3a y Me-1c) y POV-POM (Acp-2c,
Est-1a). Los 29 alelos restantes eran comunes a las tres poblaciones. POV
presenté dos loci monomorficos (Est-2a, Idh-1b), POM uno (Idh-1b) y POS
ninguno (Tabla 3).

Locus/ | pog pov | pom | L% | pos | pov | PoMm
Alelo Alelo
Acp-1 103 142 91 Mdh-3 103 128 72
b 0.010 0.011 0.011 a 0.005** 0.000 0.097**
Cc 0.937 0.989 0.989 b 0.257 0.356 0.514
d 0.049* 0.000 0.000 [o] 0.694 0.645 0.389
e 0.005* 0.000 0.000 d 0.044* 0.000 0.000
ACp-2 117 142 95 Me-1 47 77 24
c 0.000 0.011** 0.174** a 0.255 0.240 0.104
d 0.992 0.989 0.826 b 0.692 0.760 0.813
e 0.009* 0.000 0.000 [o] 0.011** 0.000 0.083**
Est-1 117 138 95 d 0.043* 0.000 0.000
a 0.000 0.015** 0.095** Pgi-2 135 144 99
b 0.000 0.007* 0.000 d 0.000 0.000 0.010*
Cc 0.009 0.250 0.216 e 0.041 0.004 0.010
d 0.026 0.054 0.137 i 0.959 0.983 0.980
e 0.718 0.583 0.042 J 0.000 0.014* 0.000
f 0.068** 0.000 0.390** Pgm-2 124 88 85
g 0.128 0.087 0.116 a 0.057 0.097 0.135
h 0.034 0.004 0.005 b 0.157 0.171 0.324
i 0.017* 0.000 0.000 [o] 0.686 0.511 0.459
Est-2 120 144 99 d 0.101 0.222 0.082
a 0.958 1.000 0.980 Pgm-3 133 144 91
b 0.042** 0.000 0.020** b 0.000 0.000 0.286*
ldh-1 108 80 94 C 0.053 0.007 0.082
a 0.042* 0.000 0.000 d 0.940 0.927 0.632
b 0.958 1.000 1.000 e 0.008** 0.066** 0.000
Mdh-1 108 125 85 Skd-1 44 72 25
a 0.023 0.016 0.077 a 0.000 0.035* 0.000
b 0.472 0.600 0.547 b 0.000 0.104* 0.000
c 0.505 0.384 0.377 c 0.807 0.826 0.960
Mdh-2 105 124 83 d 0.193 0.035 0.040
a 0.238 0.202 0.247
b 0.762 0.798 0.753

Tabla 3.- Frecuencias alélicas de los 13 loci isoenzimaticos interpretados consistentemente para las
tres poblaciones muestreadas de P. ornata. N: tamafio de muestra por locus y por poblacién; * indica
los alelos exclusivos y ** indica alelos compartidos por dos poblaciones.

Los indicadores basicos de variabilidad genética se muestran en la Tabla 4. La
proporcién mas baja de loci polimérficos fue detectada en las poblaciones POV y
POM (P = 61.5%), y la mas alta en POS (P = 69.2%), con un valor medio de P =
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64.1%. El nUmero medio de alelos por locus fue A = 2.9, con un minimo de A =
2.8 en POV y POM y un valor maximo de A = 3.2 en POS. EIl valor de la
heterocigosidad esperada variaba desde He = 0.262 en POV hasta H, = 0.327 en
POM, con una media poblacional de H, = 0.288, que superd al valor de la
heterocigosidad observada, cuya media en las poblaciones fue de H, = 0.184,
variando desde H, = 0.157 en POS hasta H, = 0.215 en POM.

Indicadores basicos

Poblacion Cod T P A Ae Ho He F t P:O
Barranco Tirajana POS 41 69.2 (8:421) (é:i) (gg)g;) (8323) 0.375 0473 ?)?(2)‘;
Barranco Vicentillos POV 35 615 (gﬁ) (] g) (8:822) (8:325) 0.311 0.525 ‘(1)%5)
Barranco Mogén POM 37 615 (S:i) (é:g) (8:3;2) (8:8%) 0.444  0.385 ?ig?

Media 64.1 2.9 1.6 0.184 0.288 0.371  0.461

Tabla 4.- P. ornata: indicadores basicos de variabilidad y ratio Polen:Ovulo. T: n™ total de alelos
observados; P: proporcién de loci polimérficos; A;: n°® medio de alelos por locus; Ae: n° de alelos
efectivos; H, y He, hetertocigosidad observada y esperada; F: indice de fijacion; t: tasa de alogamia. Los
valores entre paréntesis corresponden a la desviacion estandar. P:O: ratio Polen:Ovulo de Cruden; XO:
xenogamia obligada (FERNANDEZ-PALACIOS, PEREZ de PAZ y FEBLES, sin publicar).

El test de Chi cuadrado no sefialé ningun loci en equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabla 5) mostrando exceso de heterocigotos en tres loci de POS (Pgi-2, Acp-2,
Mdh-1) y POV (Pgi-2, Mdh-1, Pgm-3) y el resto exceso de homocigotos; POM, que
casi alcanza el equilibrio en Pgi-2, presenta exceso de heterocigotos en Mdh-1.

Equilibrio Hardy Weinberg

POBLACION POS POV POM
LOCUS X P X? P X? P
Acp-1 2053  0.000 0.0 0.917 0.0 0.940
Acp-2 00 0948 93.7 0.000 774 0.000
Est-1 2053  0.000 177.9 0.000 2815 0.000
Est-2 453  0.000 131.3 0.000
Idh-1 45  0.035
Mdh-1 343 0.000 46.0 0.000 57.5 0.000
Mdh-2 50.3  0.000 1.3 0.253 3.2 0.072
Mdh-3 51.3  0.000 5.3 0.022 435 0.000
Me-1 1107  0.000 63.0 0.000 49.3 0.000
Pgi-2 02  0.639 46.8 0.000 0.0 0.999
Pgm-2 236  0.001 26.4 0.000 33.0 0.000
Pgm-3 174  0.001 0.8 0.839 13.2 0.004
Skd-1 39.9  0.000 136.2 0.000 49.0 0.000

Tabla 5-Test de Chi-cuadrado (Xz) para las desviaciones del equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) en las
tres poblaciones muestreadas. P: probabilidad del test.

Las poblaciones mas cercanas geograficamente POS-POV (7.7 Km) muestran

los valores maximos de identidad genética (Ing = 0.989) y flujo génico (N, = 14.2)
mientras que solo comparten de forma exclusiva un alelo. De la misma manera las
poblaciones mas alejadas POS-POM (25.2 Km) al mismo tiempo que presentan el
menor flujo génico e identidad genética (N, = 3.2, Iyg; = 0.935) comparten de forma
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exclusiva cuatro alelos (Tablas 3 y 9). Sin embargo los resultados del test de
Mantel, no mostraron correlaciéon entre la matriz de distancia geografica y las
matrices de dichos parametros (datos no mostrados).

La estructura de la diversidad genética analizada mediante los estadisticos de
NEI (1973) y los F estadisticos de WRIGHT (1951) asi como el test de neutralidad
se muestran en la Tabla 6. La diversidad genética total (Hy) presenta un valor
medio de 0.306, oscilando entre un maximo de Hy = 0.732 en el locus Est-1 y un
minimo de Hy = 0.027 en Idh-1. La media de Gsr para todos los loci polimérficos
estudiados fue de 0.067 con un rango de Gst = 0.002 (Mdh-2) a Gst = 0.178 (Est-
1). Los valores medios de los F estadisticos son Fir = 0.402, Fis= 0.360 y Fst =
0.065. En ambos casos se observa que el componente intra-poblacional
contribuye mas a la diversidad total que el inter-poblacional.

Test de neutralidad

Ewens-Watterson Nei (1973) Wright (1951)

Locus Mean L95 u9s Hs Ht Dst Gst Fis Fit Fst
Acp-1 0.668 0.349 0976 0.054 0.055 0.001 0.021 0.077 0.096 0.021
Acp-2 0.754 0.407 0.992 0.108 0.121 0.012 0.102 0.829 0.846 0.102
Est-1 0.413 0.204 0.777 0.602 0.732 0.130 0.178 0.579 0.654 0.178
Est-2 0.857 0.503 0.997 0.040 0.040 0.001 0.014 o0.721 0.725 0.014
Idh-1 0.856 0.503 0.997 0.027 0.027 0.001 0.028 0.188 0.211 0.028
Mdh-1 0.750 0.395 0.991 0.522 0.529 0.007 0.013 -0.377 -0.359 0.013
Mdh-2 0.858 0.505 0.997 0.352 0.353 0.001 0.002 0.332 0.334 0.002
Mdh-3 0.650 0.342 0974 0495 0526 0.032 0.060 0.365 0.403 0.060
Me-1 0.620 0.327 0.954 0.381 0.390 0.009 0.023 0.911 0.913 0.023
Pgi-2 0.667 0.339 0976 0.051 0.051 0.000 0.009 0.062 0.070 0.009
Pgm-2 0.661 0.344 0.977 0.601 0621 0.020 0.032 0.273 0.296 -

Pgm-3 0.679 0.348 0.981 0.254 0.294 0.040 0.137 0.167 0.281 0.137
Skd-1 0.624 0.334 0958 0.231 0.244 0.013 0.052 0.827 0.836 0.052
Media 0.286 0.306 0.021 0.067 0.360 0.402 0.065

Tabla 6.- Test de neutralidad Ewens-Watterson y estadisticos de estructura de poblacién segun Nei
(1973) y Wright (1951) para los 13 loci analizados en P. ornata.

El test de neutralidad no resulté significativo para ninguno de los loci indicando
que no ha habido presion selectiva. Asimismo, los resultados del test del cuello de
botella (datos no mostrados).no sefialan la existencia de cuellos de botella
recientes en ninguna de las tres poblaciones (sin desviaciones en los modelos IAM
de alelos independientes ni en el de stepwise mutation, SMM).

Las probabilidades de pérdida observada y esperada (L, y L) para los 11
alelos incluidos en este analisis se muestran en la Tabla 7. El cociente entre las
pendientes de las dos lineas de regresion de las frecuencias alélicas medias y las
probabilidades de pérdida [-log(L,) y -log(L.)] resultd6 en wun valor de
representatividad de R = 0.334 (Fig. 5), lo que indica que el muestreo genético en
una sola poblacion representaria el 33.4% del total de alelos raros detectados en
P. ornata.



34 O. FERNANDEZ-PALACIOS, J. PEREZ DE PAz, R. FEBLES Y J. CAUJAPE-CASTELLS

Alelo N P L, Le Area de muestreo preferencial
Acp-1d 1 0.049 0.905 0.742 POS
Acp-le 1 0.005 0.990 0.971 POS
Acp-2e 1 0.009 0.983 0.950 POS
Est-1b 1 0.007 0.986 0.957 POV
Est-1i 1 0.017 0.966 0.902 POS
Idh-1a 1 0.042 0.918 0.775 POS
Mdh-3d 1 0.044 0.915 0.765 POS
Me-1d 1 0.043 0.917 0.770 POS
Pgi-2d 1 0.010 0.980 0.941 POM
Pgi-2j 1 0.014 0.972 0.920 POV
Skd-1a 1 0.035 0.932 0.809 POV

Tabla 7.- Probabilidades de pérdida por muestreo observada y esperada (L, y L¢) para los 11 alelos
incluidos en el analisis. N: numero de poblaciones donde se detecté el alelo correspondiente; P:
frecuencia alélica media de las tres poblaciones muestreadas. Area muestreada preferencial que se
corresponde con la poblacion donde el alelo correspondiente mantiene la frecuencia mas alta.

R =0.334
0.14

0.12 @
0.1 + -7
0.08 -
0.06 -
0.04
0.02 -

0 1 T T
0] 0.02 0.04 0.06

Frecuencias alélicas medias

® -log(Lo)
o -log(Le)

-log(Probabilidades de perdida)

Figura 5.- Lineas de regresion de la frecuencia alélica media (eje X) con —log (L,) (circulos negros) y
—log (Le) (circulos blancos) para los 20 alelos raros analizados. Valor de representatividad R = 0.334.

Los resultados del analisis de autocorrelacion espacial, se muestran en la
Tabla 8 y la Figura 6. Del total de los alelos analizados en las tres poblaciones,
resultaron significativos a corta distancia, el 80 % en POV y solo el 5% y 4.2% en
POS y POM respectivamente. En la primera clase de distancia, la proporcion de
alelos que estan autocorrelacionados oscilo entre el 50% (POS con IM = 0.065) y
el 100% (POV con IM = 0.175), siendo inapreciables los valores de POM.



DUPLICACIONES Y DIVERSIDAD GENETICA DE PAROLINIA ORNATA (BRASSICACEAE: MATTHIOLEAE) 35

Clase de Distancia
Poblacién/alelos 1 2 3 4 5 CP
POS (20, 182.6)
Mdh-2a 0.10** 0.020 -0.14** -0.020 0.010 0.000
Pgm-3d 0.030 -0.07** 0.000 -0.010 0.000 0.011
Media significativa (IM) 0.065 -0.025 -0.070 -0.015 0.005
Media total -0.010 -0.010 -0.010 -0.010 0.000
Distancia limite (m) 99 249 422 1332 1875
POV (20,59.5)
Est-1c 0.05** 0.010 0.030* -0.020 -0.11** 0.000
Est-1d 0.04** -0.05** 0.03* -0.05* 0.000 0.018
Est-le 0.28** -0.24** 0.11* -0.19** 0.020 0.000
Est-1g 0.35* 0.04* -0.28** -0.17 0.03** 0.000
Mdh-1b 0.10** 0.010 -0.030 -0.10** -0.05* 0.000
Mdh-2a 0.19** -0.09** -0.09** 0.010 -0.09* 0.000
Mdh-3b 0.13** 0.040 -0.040 -0.050 -0.06* 0.004
Mdh-3c 0.27** -0.050 -0.10** -0.050 -0.06* 0.000
Me-la 0.09** -0.06* 0.050 -0.12* -0.030 0.000
Me-1b 0.18** 0.030 -0.09* -0.10** -0.18* 0.000
Pgm-2a 0.18** -0.09** 0.08** -0.19** -0.030 0.000
Pgm-2b 0.18** -0.21* 0.12** -0.09** -0.030 0.000
Pgm-2c 0.25** -0.010 -0.20** 0.000 -0.07* 0.000
Pgm-2d 0.12** 0.000 -0.11* 0.000 -0.04* 0.000
Pgm-3d 0.29** 0.08** -0.03 -0.16** -0.23* 0.000
Pgm-3e 0.10** -0.16* 0.04** 0.000 -0.010 0.000
Media significativa (IM) 0.175 -0.047 -0.032 -0.080 -0.058
Media total 0.150 -0.040 -0.030 -0.070 -0.060
Distancia limite (m) 35 72 127 213 557
POM (24,--)
Me-1b -0.010 0.020 0.05* -0.040 -0.09* 0.017
Media significativa (IM) -0.010 0.020 0.05* -0.040 -0.09**
Media total -0.030 -0.010 -0.010 -0.010 -0.010
Distancia limite (m) 52 107 1665 1739 1860

Tabla 8.- Valores del indice | de Moran para cada una de las cinco clases de distancias en las que los
alelos suministraron informacién no redundante en las tres poblaciones muestreadas de P. ornata
(POS-POV-POM). CP: probabilidad del correlograma. Solo se muestran los alelos que dieron
correlogramas significativos (CP < 0.05). Las cifras entre paréntesis separados por una coma después
del codigo de la poblacion muestran el n° total de alelos sujetos al analisis y el punto de interseccion
con el eje X (en metros).

Los correlogramas medios multibandas de estas poblaciones mostraron que
solamente POV presenté un declive monotdnico general de los valores de la | de
Moran a través de las cinco clases de distancia, con una disminucion entre la
primera y la segunda de 0.22 unidades. El rango de interseccion del eje X del
correlograma para las poblaciones que exhibian valores positivos de IM para la
primera distancia de clase variaba desde 59.5 metros en POV hasta 182.6 m en
POS (Figura 6). El valor medio de interseccion del eje X para todas las
poblaciones estudiadas fue de 121.04 m.



36 O. FERNANDEZ-PALACIOS, J. PEREZ DE PAz, R. FEBLES Y J. CAUJAPE-CASTELLS

MEDIA SIGNIFICATIVA

POV: 59.5m

| DE MORAN

CLASE DE DISTANCIA
—€—POV —-O-—POS — - - POM

Figura 6.- Correlograma medio de los alelos que resultaron significativos.

DISCUSION

Duplicaciones genéticas

Hasta el momento, se ha considerado que las siete especies que conforman el
género Parolinia son diploides con numero basico x = 11 (BORGEN, 1969;
BRAMWELL et al., 1972; FEBLES, 1989; FEBLES sin publicar).

La presencia de duplicaciones génicas en la familia Brassicaceae tanto en
taxones diploides como poliploides (BROCHMANN, 1993; BORGEN, 1997;
HURKA & NEUFFER, 1997, ANDERSON & WARWICK, 1999; NEUFFER &
HOFFROGGE, 2000; SIMILLION et al., 2002 etc.) sugiere la posibilidad de que los
patrones complejos de bandas en Parolinia, en el que no se descarta un origen
alopoliploide muy antiguo, se puedan considerar como evidencias indirectas de
duplicaciones génicas apoyadas: (i) por la aparicion de un mayor numero de
electromorfos de los esperados (MDH, PGI y PGI), (ii) por la detecciéon de mas loci
de los esperados (MDH y PGM) y (ii) por la presencia de heterocigotos
asimétricos (IDH, MDH, PGl y PGM) o heterocigotos con bandas de desigual
intensidad (Figuras 3-4). Asimismo se ha considerado evidencia indirecta de
duplicaciones, la presencia de bandas fantasmas asociadas a posibles
silenciaciones genéticas de antiguas duplicaciones, que ademas son consideradas
de gran importancia filogenética (GOTTLIEB, 1982; CRAWFORD, 1989; WERTH
et al., 1993). Esta es la razon que evidencia la necesidad de conocer la diversidad
y estructura genética de aquellos géneros mas directamente relacionados,
Diceratella Boiss. y Morettia DC, componentes de la disyunciéon Macaronésica-
Saharo-Sindica y Africa del Este, fundamentada por compartir con Parolinia el
numero de cromosomas (2n = 22) y el tipo polinico en relacién al modelo de
ornamentacién exinica (JONSELL 1978, 1979; PEREZ DE PAZ, 1980;
BRAMWELL, 1986), relacion reforzada recientemente para Diceratella por la
filogenia molecular a partir de trnH-psbA e ITS (JAEN et al., 2005 y 2006).

En otros componentes de la tribu Matthioleae, la presencia de duplicaciones
genéticas se ha manifestado también tanto en taxones canarios como
mediterraneos del género Matthiola R.Br (SANCHEZ et al, 2004 y 2005) y
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asimismo en otros representantes de la familia Brassicaceae en Canarias como
Lobularia Desv (2n=22) y Erysimum L (E. albescens endemismo tetraploide con
2n=28) de la tribu Alysseae y Hesperideae respectivamente (BORGEN, 1987 y
1997; VILCHES et al., 2002), incluso también en otros taxones macaronésicos
diploides y/o tetraploides de otras familias, como en Fabaceae el género Lotus L.
(OLIVA et al, 2004) y en Asteraceae el género Tolpis Adans (CRAWFORD et al.,
2006).

Niveles de diversidad y estructura genética

En relacién a la diversidad genética observada en P. ornata, el hecho de que el
conjunto de las tres poblaciones de esta especie, s6lo compartan 29 de los 49
alelos interpretados, sugiere:

a) que su aislamiento geografico ha sido lo suficientemente intenso como para
generar una considerable diferenciacion genética cualitativa, hecho que ademas
se veria favorecido por la consideracion de los barrancos como barrera geografica
de aislamiento que reduce o impide teéricamente el flujo génico entre poblaciones.

b) la posibilidad de una correlacion positiva entre el niumero de alelos
exclusivos y antigliedad del habitat, como han sugerido algunos autores para otros
casos (WESTERBERGH & SAURA, 1994; Elisens & Crawford en BORGEN, 1997;
BORGEN, 1997). Bajo esta perspectiva se puede sefialar a POS como poblacion
mas antigua por exhibir 7 alelos exclusivos frente a POV y POM, con cuatro y dos
alelos exclusivos respectivamente (Tabla 3). No obstante, hay que sefalar
también que POS posee la mayor talla poblacional distribuida aisladamente a lo
largo del cauce del barranco de forma mas o menos homogénea, exhibiendo
también los valores mas altos de indicadores basicos (A, y P) de variabilidad
genética (Tabla 4).

Aunque las tres poblaciones muestreadas solo comparten el 59% de los alelos,
los valores medios de identidad genética (Iyg = 0.96) y de flujo génico (N, = 7.3)
se mantienen elevados y dentro del rango de poblaciones co-especificas
(WELLER, SAKAI & STRAUB, 1996; GEMMILL et al.,, 1998; FRANCISCO-
ORTEGA et al, 2000; CRAWFORD et al. 2001, 2006) indicando por tanto una
elevada cohesion genética (Tabla 9 y Figura 7) en relacion a PPG (Iyg =0.91-0.92)
y PGB (Ixg = 0.73-0.78) no existiendo flujo génico con PGB (N, =(0.6-0.8)<1) y
muy escaso con PPG (N, =2.3-2.6).

Estos resultados, que sugieren la existencia de intercambio de migrantes
(polen/semillas) entre las poblaciones de P. ornata, se pueden explicar por el gran
poder de dispersion de las semillas aladas de Parolinia (BRAMWELL, 1986) a
pesar de los barrancos, cuya orografia en este caso, no ha constituido al parecer
un aislamiento insalvable (Figura 2b). Este aspecto permite ademas pensar que el
intercambio genético entre las poblaciones de P. ornata ha ocurrido en el pasado
de forma mas intensa que en el presente, como ha sucedido en otras ocasiones
(EHLERS & PEDERSEN, 2000; GRIFFIN & BARRETT, 2004; LEDIG,
HODGSKISS & JOHNSON, 2005). De cualquier manera, la estimacion indirecta
del flujo génico obtenida partir del Fst, se debe tomar con precaucién ya que no
deja de ser un modelo matematico que puede no contemplar la realidad biologica
de las poblaciones naturales (SLATKIN, 1994; WHITOLOCK & McCAULEY, 1999).
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Poblaciones Distar’\c?ia Al'tit.ud N, e D e AIqus
geografica maxima compartidos
PGB-PPG 12.3 1043 1.0 0.815 0.204 1(21)
PGB-POS 20.2 1320 0.6 0.729 0.316 0 (19)
PGB-POV 235 1475 0.6 0.752 0.285 1(18)
PGB-POM 37.9 1900 0.8 0.782 0.246 0(19)
PPG-POS 8.2 1206 24 0.916 0.088 1(33)
PPG-POV 12 1284 2.3 0.915 0.089 2 (31)
PPG-POM 294 1421 26 0.912 0.092 1(33)
POS-POV 7.7 1037 14.2 0.989 0.011 1(30)
POS-POM 25.2 1008 3.2 0.935 0.065 4 (33)
POV-POM 18.5 961 43 0.954 0.046 2 (30)

Tabla 9.- Distancia geografica en km, altitud maxima entre las poblaciones en metros, flujo génico (Nn),
identidad (I nei), distancia genética (D ngj) y alelos compartidos de forma exclusiva por los pares de
poblaciones (los nimeros entre paréntesis son los alelos comunes a las tres especies).

PGB

POM

—
POV

PPG

r T T T T T 1

0.60 0.50 0.40 0.30 0.20 0.10 0.00

Figura 7.- El Cluster UPGMA de P. ornata, P. platypetala y P. glabriuscula, segun distancias genéticas
de Nei (1978) muestra una posible correlaciéon con la distancia geografica y barreras orograficas de
aislamiento.

Diversidad genética y sistemas de cruzamiento

Los valores superiores de Fis (36.6%) y Hs (28.6%) frente a Fsr (6.5%) y Gst
(6.7%) indican que la mayor parte de la diversidad genética detectada reside
dentro de las poblaciones, lo cual es caracteristico de poblaciones alégamas. En
las poblaciones de P. ornata dichos resultados (Tablas 4 y 10) se refuerzan por los
niveles de alogamia obtenidos segun el ratio Polen:Ovulo (CRUDEN, 1977) que
superan tanto el rango para xenogamia obligada (2108 — 195525) como el valor
minimo (3500) de alogamia para 66 taxones de Brassicaceae (PRESTON, 1986).

A pesar de que todo indica que P. ornata es fundamentalmente alégama, en las
tres poblaciones estudiadas, la ausencia de equilibrio HW en la mayoria de los loci
estudiados y los valores positivos del indice de fijacion F, revelan un exceso de
homocigotos (Tablas 4 y 5). Esto podria tener justificacion en P.ornata por el valor
de la tasa de alogamia (t) menor a la de sus congéneres, reflejo de la flexibilidad
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del sistema de auto-incompatibilidad esporofitico homomoérfico (SSI) que en esta
especie de mayor tamano poblacional, permite mas apareamientos entre
individuos allegados debido a un mayor niumero de alelos S que no comparten
(RICHARDS, 1997; GIBBS, 1986 y 1988; BARRETT, 1988; BYERS & MEAGHER,
1992), configurando asi una descendencia con una gran variabilidad genética al
mismo tiempo que se favorecen los homocigotos.

Aun asi, como apuntan algunos autores (NEI, 1987; CESKA, AFFOLTER &
HAMRICK, 1997; WILLIAMSON & WERTH, 1999; SILVERTOWN &
CHARLESWORTH, 2001) en especies alégamas auto-incompatibles, la aparicién
de loci con exceso de homocigotos puede ocurrir en poblaciones genéticamente
estructuradas segun nucleos o subpoblaciones con escaso flujo genético (efecto
Wahlund) lo que sugiere que las poblaciones de P. ornata pueden ser nucleos o
fragmentos de lo que alguna vez fue un pool genético continuo, revelando para el
conjunto muestreado la condicion de poblacion fragmentada. Esta hipotesis se
veria apoyada por la deteccién de altos valores de identidad (0.94-0.99), de flujo
génico (3.2-14.2) y mayor numero de alelos compartidos por las poblaciones mas
distantes, frente al nimero de alelos exclusivos en cada poblacién (Tablas 3, 9 y
Fig.2), donde la fuerte influencia antrépica de esa zona de la isla de Gran Canaria,
con intensa reduccién de la talla de las poblaciones naturales, justificaria la
fragmentacion en P. ornata.

Asimismo, los resultados obtenidos en los cruzamientos experimentales de
auto-polinizacion en distintas especies de Parolinia segun la produccion de
semillas (P. ornata: 3-21%, P. platypetala: 2-7% y P. glabriuscula: 0-4%) sefalan a
P. ornata como ligeramente auto-compatible segun las clases de KARRON (1987)
y DAFNI (1992), con mayor posibilidad de cruzamientos mixtos que permiten la
autogamia y por tanto justificarian el exceso de homocigotos en esta especie.
Estos resultados se justifican ademas, porque también en Parolinia, el control de
este sistema de auto-incompatibilidad (SSI) con distinto grado de actuacion esta
dependiendo de la talla poblacional, ya que el mayor nimero de alelos S de las
poblaciones grandes pueden aumentar la frecuencia de apareamientos viables
entre individuos (RICHARDS, 1986 y 1997; GIBBS, 1986 y 1988; BARRETT,
1988; BYERS & MEAGHER, 1992; FERNANDEZ-PALACIOS, PEREZ DE PAZ &
FEBLES, en preparacion).

Los resultados no significativos del test de Neutralidad indican la ausencia de
presiones selectivas y sefalan que la fuerza responsable de la mayor parte de la
variabilidad genética detectada puede ser la mutacion, asociada a un origen
antiguo de la especie. Sin embargo, hay que sefalar que el mayor ratio Polen:
Ovulo en P. ornata (5.432) frente a las otras dos especies no se corresponde con
los valores minimos de la tasa de alogamia t (0.43). Esto ultimo reflejaria la menor
tasa de mutacion de los caracteres implicados en los recursos del androceo y
gineceo (numero de granos de polen y de 6vulos) que permanecerian mas
conservativos que la evolucion de los sistemas de cruzamiento asociados a la tasa
de alogamia t (Tablas 4 y 10) en consonancia ademas, como se ha comentado
anteriormente, con la flexibilidad del sistema de auto-incompatibilidad
homomorfico (SSI) en relacion a la talla de las poblaciones.
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Sistemas de
TAXON Ne Indicadores basicos de variabilidad cruzamiento e indices
pob de alogamia
T P A Ae Ho He F t P:0
3.8 1.6 0.182 0.301 5432
P.ornata 3 49 69.2 ©0.5) ©7) (0.057) (0.066) 0.401 0.427 x0)
. 21 1.3 0.183 0.177 3697
P.glabriuscula 1 25 53.8 ©0.3) (0.4) (0.069) (0.059) -0.008 | 1.016 x0)
3.2 17 0.245 0.321 3715
P.platypetala 1 40 69.2 ©0.4) ©7) (0.068) (0.063) 0.193 0.677 x0)

Tabla 10.- Comparacion de parametros de variabilidad y sistemas de cruzamiento o indices de
alogamia de las tres especies de Parolinia. T: n° total de alelos observados; P: proporcion de loci
polimérficos; A;: n° medio de alelos por locus; A.: n° de alelos efectivos; H, y He: heterocigosidad
observada y esperada; F indice de fijacion y t: tasa de alogamia; P:O: ratio Polen:Ovulo de Cruden;
XO: xenogamia obligada.(FERNANDEZ-PALACIOS, PEREZ de PAZ y FEBLES, sin publicar).

Los calculos de probabilidad de pérdida (R = 0.334) estiman que el muestreo
aleatorio de una poblacion capturaria menos de la mitad (33.4%) de los alelos
raros detectados, lo que subraya que para representar la variabilidad genética de
P. ornata se debe muestrear las tres poblaciones analizadas, ya que ademas sélo
comparten 29 de los 49 alelos detectados.

Filogenia, sistemas de cruzamiento y diversidad genética

Por ultimo, ante los resultados obtenidos, sefalar y reforzar como evidencia
también en Canarias que la adscripcion filogenética (principalmente referida a
familia y género) y sistema de cruzamiento tienen mas influencia en los niveles de
biodiversidad de las especies que el rango o distribucion geografica y tamafio
poblacional (PEREZ DE PAZ et al., sin publicar):

() La evaluacion genética de P. ornata pone de manifiesto que esta especie, a
pesar de estar mas ampliamente distribuida en Gran Canaria, los indicadores
basicos apenas superan a P. platypetala y P. glabriuscula, ambas con una unica
poblacion en laisla (Tabla 10).

(if) La comparacién de las poblaciones de P. ornata en relacion a la poblacion
de P. glabriuscula (PGB) y P. platypetala (PPG) segun el numero de individuos
(Tablas 4 y 10) indica que:

a) Las poblaciones de mayor talla, POS (P. ornata) y PPG (P. platypetala)
presentan idénticos valores, tanto en el % de loci polimoérficos (P = 69.2) como en
el numero medio de alelos por locus (A = 3.2) superando ligeramente a las
poblaciones mas pequefas. b) En las poblaciones mas pequefias (POM y PGB),
se observan valores ligeramente mas bajos de diversidad genética, no obstante
POM supera (He) a P. glabriuscula (PGB) y es similar a POV con talla poblacional
intermedia; a su vez supera a las dos mayores (PPG y POS) no solamente en los
heterocigotos esperados (H.) sino también en A, o nimero de alelos efectivos
(Tablas 3y 10).

A pesar de que se observan ligeras diferencias en la diversidad genética de las
tres especies de Parolinia, no representan ni justifican el diferente rango de
distribucion ni talla poblacional.

(iif) Evidencias en otros géneros de Brassicaceae y de otras familias dentro y
fuera de Canarias:

Los parametros basicos de variabilidad genética, como el % de loci polimorficos
(P), numero de alelos por locus (A) y la heterocigosidad media esperada (H.) en
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P. ornata, asi como de P. platypetala y P. glabriuscula indican niveles de
diversidad genética considerablemente altos, si se comparan con los valores
detectados en otras Brassicaceae y segun los niveles de diversidad en relacion a
los sistemas de cruzamiento, nimero de cromosomas y rangos de distribucién
geografica:

a) Dentro de Brassicaceae: en la tribu Matthioleae, los indicadores basicos de
las tres especies de Parolinia, siendo similares a los de las 8 poblaciones canarias
de Matthiola bolleana (2n=12), superan sin embargo a los cinco taxones
mediterraneos de Matthiola con mayor rango geografico (VAN LOOM, 1974;
SANCHEZ et al., 2004 y 2005; IPCN, 2006) alguno de ellos con mayor nimero de
cromosomas que M. bolleana. Aunque sélo se ha confirmado el sistema de
cruzamiento para dos taxones del género Matthiola (KUNIN & SHMIDA, 1997), los
valores de variabilidad genética del taxon canario, podrian indicar que esta
especie pudiera encontrarse entre los taxones xendégamos.

Fuera de Matthioleae y en taxones donde se ha verificado la auto-
incompatibilidad (SSI), los cinco taxones canarios de Lobularia canariensis (Tabla
8) presentan valores ligeramente inferiores (BORGEN, 1987 y 1997) a Parolinia,
compartiendo ademas el mismo numero de cromosomas y rango geografico. Al
igual que el anterior, en el género Brassica L. que presenta valores similares y
ligeramente inferiores a Parolinia en consonancia quizas a su menor numero de
cromosomas, conviene sefalar que una sola poblacién del endemismo canario B.
bourgeaui, puede superar a los taxones mediterraneos del género mas
ampliamente distribuidos (BORGEN et al, 1979; CHARLESWORTH &
AWADALLA, 1998 LAZARO & AGUINALDE, 1998; HATAKEYAMA et al, 1998). La
variabilidad genética de las 9 poblaciones estudiadas del endemismo grancanario
Erysimum albescens (VILCHES et al., 2002 y 2004) es considerablemente inferior
a Parolinia a pesar de su amplia distribucion y nivel de ploidia (4x), sefialando una
posible auto-compatibilidad como ocurre en otras especies del género (BORGEN,
1969; NIETO FELINER, 1991) y donde la tetraploidia puede haber favorecido la
posibilidad de ruptura del sistema de auto-incompatibilidad (RICHARDS, 1997;
SANTOS VIEIRA & SHEPHERD, 1998; MILLER & VENABLE, 2002). Fuera de
Canarias, solamente taxones auto-incompatibles de los géneros Raphanus L,
Leavenworthia Torr, Coincya Rouy. y Vella L se acercan a los valores de Parolinia:

Los valores mas altos de diversidad genética se encuentran en el género
Leavenworthia (LYONS & ANTONOVICS, 1991; CHARLESWORTH & YANG,
1998; BUSCH, 2005a, b; BECK, AL-SHEHBAZ & SCHAAL, 2006; ANDERSON &
BUSCH, 2006) que como Parolinia esta formado por muy pocos endemismos
restringidos, algunos de los cuales comparten el sistema de cruzamiento mixto e
incluso el n°® de cromosomas. Los maximos valores se observan en un taxon auto-
incompatible (L. stylosa) con mayor niumero de cromosomas, mientras que los
taxones auto-compatibles del género, apenas presentan variabilidad genética.
Coincya rupestres, endemismo restringido de la Peninsula Ibérica en estado critico
como P. glabriuscula y P. platypetala (BANARES et al., 2003) supera los valores
de diversidad genética (MASELLI, et al. 1999) en consonancia quizas con su
mayor numero de cromosomas. Por dultimo, Vella pseudocytisus también
endemismo restringido de la Peninsula Ibérica presenta los maximos valores
encontrados para la familia, que posiblemente encuentre justificacion en el numero
de cromosomas y nivel de ploidia a pesar de la presencia de propagacion
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vegetativa por estolones (MASELLI, et al. 1999 y BANARES et al., 2003). En la
especie cosmopolita Raphanus raphanistrum los valores de las 6 poblaciones
estudiadas (NANSON & ELLSTRAND, 1995; CONNER & STERLING, 1995;
KERCHER & CONNER, 1996; GOODELL et al., 1997; MARSHALL, 1998) superan
a Parolinia, a pesar de su niumero de cromosomas mas bajo.

Con valores similares de diversidad genética y mayor rango de distribucién que
Parolinia, los géneros Diplotaxis DC. (RUSTAN, 1996; ESCHMANN-GRUPE et al.
2004) y Streptanthus Nutt. (PRESTON, 1991; MAYER, SOLTIS & SOLTIS, 1994;
MOYLE, OLSON, TIFFIN, 2004; IPCN, 2006) podrian justificar su variabilidad por
el sistema de auto-incompatibilidad (SSI) toda vez que la menor diversidad
genética se observa en los taxones auto-compatibles independientemente del
numero de cromosomas observado.

Por el contrario, los valores ostensiblemente inferiores a Parolinia de Arabis
serrata Fr. & Sav. (ROY, 1995; OYAMA, 1998; KARKKAINEN et al, 1999; IPCN,
2006) y Warea carteri Small (EVANS et al.,, 2000; IPCN, 2006) estarian en
consonancia con su auto-compatibilidad (SC) a pesar de su mayor rango de
distribuciéon geografico y numero de cromosomas.

b) Taxones de otras familias presentes en Canarias:

Superando a Parolinia, los dos taxones de Olea L. en Oleaceae (VASSILIADIS
et al., 2000; LUMARET et al., 2004) y en Fabaceae el complejo Chamaecytisus
proliferus (L. fil.) Link FRANCISCO-ORTEGA et al. 1992) todos ellos con n° de
cromosomas elevado, presuntamente auto-incompatibles y rango variable de
distribucidon. Con valores similares de diversidad genética, pero sin superar a
Parolinia, algunos taxones de Asteraceae de los generos Sonchus L. y Tolpis (KIM
et al, 1999; CRAWFORD et al. 2006) en Plumbaginaceae, Limonium Mill.
(SUAREZ et al., en prep.), en Boraginaceae, Echium L. (BATISTA & SOSA, 1998
y MORA et al., en prep.) en Fabaceae, Lotus (OLIVA et al., 2004, 2005 y en
prensa), todos ellos taxones auto-incompatibles, con menor n°® de cromosomas
que los anteriores y distribucion restringida. Y por ultimo, con valores inferiores a
Parolinia, se pueden encontrar en Asteraceae, el género Argyranthemum Webb ex
Sch. Bip. (FRANCISCO-ORTEGA et al. 1996) en Cistaceae, Cistus L. (BATISTA et
al., 2001) en Violaceae, Viola L. (BATISTA & SOSA, 2002), en Cneoraceae,
Neochamaelea (Engl.) Erdtm. (LORENZO et al., 2003) en Colchicaceae,
Androcymbium Willd., (PEDROLA-MONFORT, & CAUAPE-CASTELLS, 1994,
1996; MEMBRIVES, PEDROLA-MONFORT & CAUJAPE-CASTELLS, 2001) en
Arecaceae Phoenix L. (GONZALEZ-PEREZ, CAUJAPE-CASTELL & SOSA, 2004)
y en Myricaceae el género Myrica L. (BATISTA & SOSA, 1998) taxones tanto auto-
compatibles como auto-incompatibles, con numero de cromosomas menor y
distribucién igualmente restringida.

c) En ofras islas oceanicas se encuentran varios taxones xenégamos con
valores similares o superiores a Parolinia en el género Schiedea Cham. & Schitdl.
(Caryophyllaceae) en Hawaii que ostentan una fuerte evolucion de los sistemas de
cruzamiento (segun sistemas sexuales de hermafroditismo, ginodioecia y dioecia)
y talla poblacional superior a 100 individuos (WELLER, SAKAI & STRAV, 1996),
asi como dos taxones xendgamos (dioicos) en el género Robinsonia DC.
(Asteraceae) en las islas de Juan Fernandez (CRAWFORD et al. 2001) ambos con
un numero elevado de cromosomas (IPCN, 2006).
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La alta variabilidad genética de los endemismos canarios en relacién a otras
floras oceanicas ya se ha comentado en varias ocasiones (FRANCISCO-ORTEGA
et al, 2000; CRAWFORD et al., 2001, 2006). Ademas estos autores indican que
dicha variabilidad tiene en el archipiélago de Hawaii los valores mas cercanos a
Canarias, en Schieda y Alsinodendron (Caryophylaceae) donde ademas se
encontraron fuertemente correlacionados al sistema de cruzamiento y tamafo
poblacional (WELLER, SAKAI & STRAV, 1996). Hasta el momento la falta de
datos en Canarias sobre la influencia de los sistemas de cruzamiento y de la talla
poblacional en la variabilidad genética no ha sido posible.

La elevada diversidad genética detectada en endemismos vegetales Canarios
se ha justificado por la elevada antigliedad de las islas y por su proximidad a las
areas continentales que puede propiciar el flujo génico con el continente
(FRANCISCO-ORTEGA et al, 2000; SILVERTOWN, 2004).

Segun CRAWFORD et al. (2001) en las islas Juan Fernandez, los resultados
no concuerden con lo esperado segun HAMRICK & GODT (1989), la variabilidad
genética y estructuracion de la diversidad encontrada no la consideran
especialmente relacionadas a los sistemas de cruzamiento aunque debe ser un
factor importante al contrario que la talla poblacional en Juan Fernandez y no en
canarias, admitiendo que que en los endemismos insulares, la diversidad puede
haber estado influenciados por otros factores histéricos de naturaleza ecolégico-
reproductiva y filogenética. CRAWFORD et al. (2006) en el género Tolpis en
Canarias encuentra una intima correlacion de la diversidad genética y sistemas de
cruzamiento como WELLER, SAKAI & STRAV (1996) en Hawaii.

En Canarias, desde hace unos pocos afos, al mismo tiempo que han
aumentado considerablemente los datos de diversidad genética, aunque la
mayoria de las veces no son absolutamente comparables por proceder de
distintos grupos de investigacion, distintos enzimas y parametros (HAMRICK et al,
1979; KARRON et al., 1988; CRAWFORD et al., 2001; ELGAR & CLODE, 2001;
CULLEY et al.2002), también se dispone de un mayor conocimiento de la biologia
reproductiva y sistemas de cruzamiento, segun las distintas manifestaciones de
los heteromorfismos florales que reflejan la actuaciéon de los distintos sistemas
sexuales y sistemas de auto-incompatibilidad en sus endemismos, aunque todavia
de forma incompleta e insuficiente (PEREZ DE PAZ, 2002; FERNANDEZ-
PALACIOS, PEREZ DE PAZ & FEBLES, 2002; MORA et al, 2002; PEREZ DE
PAZ & FEBLES, 2002 y 2005; SUAREZ et al, 2002; OLANGUA, FEBLES &
PEREZ DE PAZ, 2004; OLESEN et al., 2005; ANDERSON et al., 2006) pero que
indican, que desde una misma adscripcion filogenética (referida a familias y
géneros y no a la posiciéon en un arbol filogenético), los sistemas de cruzamiento y
de reproduccion asexual son los principales responsables de la variabilidad
observada, aun admitiendo razones histéricas de antigiedad de las islas.

Segun esta perspectiva, taxones del mismo grupo y con el mismo sistema de
cruzamiento y/o de reproduccién pueden variar ligeramente de acuerdo a su rango
y aislamiento geografico, talla poblacional, nimero de cromosomas y variables
ambientales y/o de erosion.

Por ultimo y de acuerdo con la mayoria de los autores (WEBB, 1984; KARRON,
1987, 1988; RICHARDS, 1986 y 1997; HAMRICK & GODT, 1996; BARRETT,
1998; GITZENDANNER & SOLTIS, 2000; FRANCISCO-ORTEGA et al, 2000;
CRAWFORD et al. 2001; ANDERSON et al., 2002) seria necesario un mayor y
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mejor conocimiento unificado y global de los componentes de la biodiversidad
vegetal canaria: genético, macro-micro-morfologico, incluyendo los aspectos
fisiolégicos y funcionales de la biologia reproductiva en una muestra
suficientemente amplia y representativa de endemismos canarios (familias y
géneros), donde el conocimiento de sus respectivos sistemas de reproduccién
segun poblaciones naturales y su rango geografico (ampliamente distribuidos en
las islas vs. distribucion restringida), puedan disipar las incégnitas y cuestiones
evolutivas de la biodiversidad en general y en particular de las islas Canarias y
oceanicas, sin que este tipo de estudios se vieran afectados por razones
relacionadas al tipo de muestreo. Esto ademéas redundaria en un mejor
conocimiento de la biodiversidad poblacional que seria el fundamento sobre el
cual se perfilara el disefio de estrategias de conservacion verdaderamente
efectivas en las especies amenazadas.

CONCLUSIONES

1. La evaluacién genética de Parolinia evidencia que la adscripcion filogenética
y sistema de cruzamiento tienen mas influencia en los niveles de biodiversidad
observados que la distribucion geografica y tamafio poblacional. A pesar de que
se observan ligeras diferencias en la diversidad genética de las tres especies de
Parolinia en la isla de Gran Canaria, éstas no se pueden justificar por los
diferentes rangos de distribucién de los taxones en la isla ni por las diferencias de
sus respectivas tallas poblacionales.

2. El conocimiento actual de la diversidad genética de la flora canaria asi como
de los sistemas de cruzamiento putativos, segun los sistemas sexuales y sistemas
de auto-incompatibilidad implicados, parecen indicar que, desde una misma
adscripcion filogenética, la biologia reproductiva y sistemas de cruzamiento son
los principales responsables de la variabilidad observada. Segun esta perspectiva,
taxones del mismo grupo y con el mismo sistema de cruzamiento y/o de
reproduccion pueden variar ligeramente de acuerdo a su rango y aislamiento
geogréfico, talla poblacional, numero de cromosomas y variables ambientales y/o
de erosion.

Es necesario un mayor y mejor conocimiento unificado y global de los
componentes de la biodiversidad vegetal canaria: genético, macro-micro-
morfoldgico, incluyendo los aspectos fisiologicos y funcionales de la biologia
reproductiva en una muestra suficientemente amplia y representativa de
endemismos canarios (familias y géneros), donde el conocimiento de sus
respectivos sistemas de reproduccion segun poblaciones naturales, puedan
disipar las incégnitas y cuestiones evolutivas de la biodiversidad canaria y de las
islas oceanicas en general, sin que este tipo de estudios se vieran afectados por
razones relacionadas al tipo de muestreo. Esto ademas redundaria en un mejor
conocimiento de la biodiversidad poblacional que seria el fundamento sobre el
cual se perfilara el disefio de estrategias de conservacién verdaderamente
efectivas en las especies amenazadas.

3. Las evidencias de duplicaciones en Parolinia y su importancia filogenética,
ha puesto de manifiesto la necesidad de confirmar su presencia en los géneros
considerados mas directamente relacionados, Diceratella y Morettia,
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representantes de la disyuncién Macaronésica-Saharo-Sindica-Este de Africa,
toda vez que no se descarta la posibilidad de un origen alopoliploide muy antiguo.
4. Aunque P. ornata actualmente se considere como especie ampliamente
distribuida (Fig.2) con poblaciones de elevado numero de individuos, muchas de
ellas se encuentran en zonas de interés turistico sometidas a una fuerte presion
antrépica y se han visto afectadas por el crecimiento urbanistico, presentando
sindromes de erosidon en su biodiversidad que sin duda esta afectando a la
depauperacion de su acervo genético, razén suficiente para proponer a P. ornata
como especie amenazada e incluirla en las listas rojas de especies en peligro.
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