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RESUMEN

Ante la continua perdida de diversidad genética que se viene observando en las poblaciones
naturales a causa de la continuada accién antrépica sobre el medio ambiente, se hace necesario tomar
algunas medidas urgentes que nos permitan la conservacion de las especies mas amenazadas fuera
de su habitat natural para poner remedio a un problema que puede acarrear consecuencias muy
negativas para su diversidad. Este trabajo sugiere una estrategia de muestreo que nos permite
sistematizar gran parte del proceso de conservacion ex situ de la variabilidad genética del endemismo
grancanario Erysimum albescens en los bancos de germoplasma. La aplicacion del analisis de
autocorrelacion espacial a marcadores moleculares poblacionales (isoenzimas) en 8 poblaciones
detectd cierto grado de estructuracion genética a corta distancia en este endemismo grancanario, lo
cual nos permitié estimar el diametro de las areas genéticamente homogéneas. Con ello, obtenemos
una indicacion del tamafio de las areas donde es maxima la probabilidad de muestrear individuos
emparentados. La aplicacién de esta metodologia a las tres poblaciones seleccionadas para
representar el 99% de la variabilidad genética detectada en este endemismo nos permite establecer
que las recolecciones tendrian que realizarse a intervalos de unos 6, 15 y 27 metros (dependiendo de
la poblacién) para garantizar que las semillas recolectadas no estan emparentadas genéticamente.

SUMMARY

In the face of the continued loss of genetic diversity that anthropic activities are causing on natural
populations, it is necessary to undertake urgent measures that allow us to conserve threatened species
out of their natural areas of occurrence and lessen the negative consequences of habitat degradation on
their diversity. This investigation suggests a sampling strategy that aims at the systematisation of a
large part of the decision process involved with the ex situ preservation to the Gran Canarian endemic
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Erysimum albescens in germplasm banks. The application of spatial autocorrelation to population
molecular markers (isozymes) on eight populations of this endemic resulted in the detection of some
degree of short-range genetic structuring that allowed us to estimate the diameter of genetically
homogeneous areas. This provides an indication of the size of the areas where the probability of
sampling related individuals is maximised. The application of this methodology to the three populations
selected to represent 99% of the molecular variation detected suggests that the collections should be
undertaken at intervals of roughly 6, 15 and 27 meters (depending on the population) to warrant that the
seeds collected are not related by descent.

INTRODUCCION

El conocimiento de los niveles y distribucion de la diversidad genética en
poblaciones naturales de plantas es un requisito previo importante para disenar
estrategias de muestreo encaminadas a la conservacion ex situ en bancos de
germoplasma (HAMRICK et al., 1991; FRANKEL et al., 1995; CHAMBERLAIN,
1998; FRANCISCO-ORTEGA et al., 2000; BATISTA et al., 2001).

El banco de germoplasma del Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo” (en
adelante JBCVC) representa el recurso de conservacion vegetal ex situ mas
importante de Macaronesia. 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 amenazadas, parece claro
que la estimacion de los niveles de variacién genética debe ser un cometido
inherente a su actividad. Muchas veces el material acumulado en bancos de
semillas carece de esta informacion basica, lo cual puede resultar en colecciones
genéticamente poco representativas que, aunque sean numéricamente muy
abundantes, tienen una utilidad muy limitada de cara a eventuales reforzamientos
o reintroducciones poblacionales (CAUJAPE-CASTELLS & PEDROLA-
MONFORT, 2004).

Con objeto de evitar este efecto indeseable, planteamos un esfuerzo
colaborador para complementar la experiencia del Banco de Germoplasma con la
informacién derivada de marcadores moleculares poblacionales. Esta
colaboracion se inicié efectivamente con las especies del género Erysimum
endémicas de Macaronesia (VILCHES et al., 2002), aunque se tiene en mente
extenderla muy pronto a otros géneros de plantas cuya conservacion ex situ sea
objeto de interés para: 1) establecer una metodologia formal de muestreo de
variaciéon genética de poblaciones naturales canarias para su conservacion en el
banco de germoplasma; y 2) evaluar la proporcion de variacidon genética que el
banco de germoplasma del JBCVC representa.

Erysimum parece un buen modelo para iniciar esta linea, ya que su
problematica taxondémica es bien conocida por el personal investigador del
JBCVC, y los resultados de las técnicas moleculares pueden también contribuir a
clarificarla. En este articulo, usamos datos moleculares a nivel poblacional para
ofrecer indicaciones para el muestreo de la variaciéon genética en poblaciones
endémicas de Gran Canaria pertenecientes al género Erysimum (Cruciferae).
Nuestros objetivos son, en primer lugar, comprender el mantenimiento de la
variabilidad genética en este taxén. Y en segundo lugar, disefar una estrategia de
muestreo de germoplasma (conservacion ex situ) que represente la variabilidad
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genética de las poblaciones y minimice la probabilidad de recolectar individuos
genéticamente emparentados. Estos resultados son parte de una investigaciéon
mas amplia sobre la diversificacion poblacional de Erysimum en el archipiélago
canario que servira también para revisar su taxonomia desde una perspectiva
multidisciplinar.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal

Las primeras referencias de las poblaciones de Erysimum en Gran Canaria se
refieren a Dichroanthus mutabilis (L'Hér.) Webb & Berth. var. albescens Webb &
Berth. “in rupibus altissimis Canarise prope crucem quae in summitate est montis
Saucillo, non longé a nivis apothecis.”

Esta variedad ha sido rescatada (BRAMWELL, 2004) y elevada a rango de
especie, basandose en la forma de las hojas planas y ocasionalmente dentadas,
la inflorescencia mas densa, el estilo mas largo y las semillas de color marrén
oscuro, refiriéndose a estas plantas con el epiteto de Erysimum albescens (Webb
& Berth.) Bramwell.

De esta manera Erysimum albescens queda como un endemismo exclusivo de
la isla de Gran Canaria, separandose de las plantas de las isla de La Palma que
hasta ahora venian siendo reconocidas como Erysimum scoparium subsp. lindleyi
(Webb. ex Christ) G.Kunkel.

En Gran Canaria, este taxon es comun localmente en habitats abiertos secos y
en pinares de la region Central, en altitudes comprendidas entre 1.400 y 1.800 m.

Muestreo

Se muestrearon un total de 200 individuos correspondientes a 8 poblaciones
de la zona central de la isla de Gran Canaria. Las coordenadas UTM de las
localidades muestreadas (reflejadas en la Figura 1 y en la Tabla 1) fueron
consignadas para saber su posicion exacta y facilitar posteriores muestreos y
monitoreos. La elecciéon de estas localidades se llevo a cabo describiendo un
anillo circular imaginario alrededor del area de distribucién del taxon que incluyera
los limites altitudinales superior e inferior. Una vez seleccionadas las poblaciones,
a cada planta muestreada se le asigné un par de coordenadas cartesianas para
identificar su posicién relativa respecto al resto de individuos muestreados en su
misma poblacion.

El material recolectado para realizar los analisis electroforéticos consistié en
hojas frescas de los individuos seleccionados. Se elegia una pequeia cantidad de
hojas que eran retiradas cuidadosamente de las plantas y guardadas en bolsas
herméticas de plastico. Cada bolsa estaba codificada con un ndmero Unico que
nos sirvio para identificar a cada individuo muestreado.

Estas muestras se mantuvieron en frio con la ayuda de neveras portatiles y
bloques refrigerantes mientras se estaba realizando la toma y recogida de
material. Posteriormente, todo este material fue almacenado a — 80° C en un
ultracongelador en los laboratorios moleculares del JBCVC, para luego utilizarlo
en la preparacion de los extractos proteicos y su posterior analisis.
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Figura 1. Localizacion geografica de las ocho poblaciones de Erysimum sp estudiadas. Los numeros
asociados a los puntos de muestreo coinciden con los de la Tabla 1.

N°y NOMBRE POBLACION CODIGO  ALTITUD U.T.M. Xint.

1. Codesal Cueva Grande CG 1.300 m 28RDR 4495 2,64 m
2. Ctra. Cueva Grande - Ayacata AY 1.550 m 28RDR 4295 9,06 m
3. Mirador de los Pechos MP 1.825m 28RDR 4393 14,76 m
4. Encima de Cazadores EC 1.225m 28RDR 4991 27,06 m
5. Ctra. Cazadores sobre Los Marteles cc 1.700 m 28RDR 4493 19,30 m
6. Carretera de Ayacata CA 1.200 m 28RDR 4092  11,12m
7. Montafén Negro MN 1.550 m 28RDS 3900 4,29 m
8. Las Lagunetas LL 1.225m 28RDR 4297 6,03m

Tabla 1. Detalles del muestreo realizado para este trabajo. X int corresponde al tamafo de las areas
homogéneas estimado mediante autocorrelacion espacial.
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Analisis electroforético

Los extractos proteicos se llevaron a cabo machacando una pequeia porcion
de las hojas recolectadas en un mortero, al que se le anadié tampdn de extraccién
(SHIELDS et al., 1983). El extracto resultante se adsorbié en patillas de papel
Whatman n® 3 de 4 mm x 6 mm, que fueron almacenadas a —80°C hasta que se
utilizaron para realizar los analisis.

En el analisis hemos utilizado la técnica de electroforesis de isoenzimas en gel
horizontal de almidén para estudiar los genotipos multilocus de las muestras en
cinco enzimas codificados por genes asociados al DNA nuclear y mitocondrial.
Estos enzimas fueron resueltos en dos sistemas tampon de gel/electrodo
(SHIELDS et al., 1983): Histidina 7.0 (sistema E en SHIELDS et al., 1983) y
Morfolina — Citrato 6.1 (CLAYTON Y TRETIAK, 1972), utilizando agua como
sistema de refrigeracion y una concentracion de almidon al 11%
aproximadamente. En el gel de Histidina 7.0 se resolvieron los enzimas
Fosfoglucoisomerasa (PGI, E.C.5.3.1.9.) y Fosfoglutomutasa (PGM, E.C.5.4.2.2.)
(primera y segunda capa respectivamente), y en el gel de Morfolina — Citrato 6.1
se resolvieron los enzimas Fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD, E.C.1.1.1.44),
Isocitrico deshidrogenasa (IDH, E.C.1.1.1.42) y Malato deshidrogenasa (MDH,
E.C.1.1.1.37) (primera, segunda y tercera capa respectivamente).

Autocorrelacion espacial

La evaluacion de la estructura genética de la variacion isoenzimatica detectada
en el espacio poblacional y la estimacion del tamafio de las areas donde es mas
probable encontrar individuos emparentados genéticamente se realizé a través de
la técnica estadistica de la autocorrelacion espacial.

La autocorrelacion espacial puede definirse como la relacion entre los valores
de una variable en funcion de la distribucién de los puntos del espacio donde esa
variable adquiere un valor determinado (GRIFFITH, 1987). En nuestro caso, las
variables son cada uno de los alelos detectados en los individuos analizados, y las
unidades espaciales son las coordenadas que definen la posicién relativa de esos
individuos en las poblaciones donde fueron muestreados.

Para los analisis de autocorrelacion espacial incluidos en este trabajo, se
construyeron matrices de conectividad entre los individuos de una misma
poblacion con las coordenadas cartesianas generadas a partir del muestreo. Los
genotipos individuales se re-codificaron de manera que, para cada alelo incluido
en los analisis, los individuos homozigotos recibieron un valor de frecuencia de
1.0, los heterozigotos que contienen el alelo una frecuencia de 0.5 y los individuos
que carecian del alelo una frecuencia de 0.0 (HEYWOOD 1991). Los loci
monomoérficos no fueron considerados por no contener informacioén relevante para
este tipo de analisis y, en los loci polimérficos, solamente utilizamos los alelos con
frecuencia poblacional igual o mayor que 0.05. En los loci dialélicos que
cumplieron este requisito, solamente consideramos uno de los alelos, ya que el
otro proveeria informacion redundante. En los loci con tres o mas alelos, se
consideraron todos menos uno, ya que su vector de genotipos podria ser deducido
a partir de los vectores de los demas alelos y aportaria también informacién
redundante.

Usamos el estadistico denominado ‘I de Moran’ (MORAN, 1948) como
coeficiente de autocorrelacion espacial. Este indice (que notaremos IM) se calcula
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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
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 codificaciéon de genotipos
utilizada, IM es idéntica al coeficiente de relacién por descendencia p de WRIGHT
(1922), segun COCKERHAM (1969) y BARBUJANI (1987).

Para esta investigacion, todos los correlogramas (esto es, las representaciones
de los valores de IM en el espacio) se calcularon para cada una de cinco clases
de distancia. Las matrices de distancia geografica entre pares de individuos, las
desviaciones del valor esperado de IM para cada clase de distancia y las
significaciones globales de los correlogramas fueron calculadas utilizando el
programa SAAP (WARTENBERG, 1989).

En las poblaciones con autocorrelacién espacial positiva, interpolamos el punto
de intercepcion del correlograma total promedio y del correlograma significativo
promedio con el valor “0” del eje Y para estimar el tamafio de las areas
genéticamente homogéneas (SOCAL, 1979).

Pruebas de Germinaciéon

En las pruebas de germinacion se han utilizado semillas recolectadas durante
los muestreos (2198/B poblacion de Ayacata) y semillas que se encuentran
almacenadas en el banco de germoplasma, (1923/B poblacion de Artenara y
615/B poblacion de Los Pinos de Galdar, conservadas a —5° C de temperatura y
entre un 3 — 6 % de humedad), como puede verse en la Tabla 2.

En estas pruebas, para romper la dormiciéon de las semillas se utilizaban
distintos tratamientos, con el objeto de aumentar la capacidad germinativa en las
semillas. Procurando aplicar el tratamiento mas adecuado en cada caso segun las
especies a estudiar (IBGRP, 1985 a y b; ISTA, 1985; DURANT-ALTISENT Y
PEREZ-GARCIA, 1984). Los ensayos se realizaron bajo condiciones constantes
controladas de luz y temperatura en la que se quiere ver la diferencia de
germinacion entre semillas recogidas directamente del campo y semillas
almacenadas en el Banco de Semillas del JBCVC. Para la luz se mantuvo un
fotoperiodo de 18 horas de luz por 6 de oscuridad (18/6), siendo la fuente
luminosa utilizada 6 tubos fluorescentes (F36W/840). La temperatura programada
fue de 24°C en el periodo de luz y 19°C para el periodo de oscuridad. Para el
mantenimiento de estas condiciones, las pruebas se llevaron a cabo en una
camara germinadora (MOD. G.V.-1200). Los ensayos tuvieron una duracién
maxima de 25 dias, anotando diariamente las semillas germinadas para cada
ensayo. Asi podemos ver la evolucion de la germinacién, como varia el porcentaje
de germinacién con respecto al tiempo. A las semillas se les realizé una prueba
tipo, colocandolas en una placa de Petri de 9 mm de diametro, sobre un papel de
filtro (Whatman) humedecido con 4 ml de agua destilada. El numero de semillas
elegido para cada prueba por placa fue de 25, (realizando una repeticion de cada
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ensayo, no siendo necesario hacer mas repeticiones ya que los resultados
obtenidos fueron similares).

LOCALIDAD N°B.S ESPECIE TRATAMIENTO GERM. C.V Tm.
Ayacata (GC) 2198/B Prueba tipo: - Papel + 4 ml 96%
Erysimum albescens ~ H20(Luz/osc=18/6- 13,26 7,54
T=21°C)
Artenara (GC) 1923/B Prueba tipo: - Papel + 4 ml 88%
Erysimum albescens ~ H20(Luz/osc=18/6- 10,68 9,36
T=21°C)
Pinos de 615/B Prueba tipo: - Papel + 4 ml 74%
Galdar (GC) Erysimum albescens H20(Lu)z/osc=18/6- 9,00 11,11
T=21°C

Tabla 2.- Tratamiento aplicado y resultados obtenidos en las pruebas de germinacioén para las muestras
de Erysimum albescens de Gran Canaria. CV: Coeficiente de Velocidad; Tm: Tiempo medio de
germinacion.

RESULTADOS

Los 5 enzimas analizados en las 8 poblaciones muestreadas resultaron en la
interpretacion de 11 Joci isoenzimaticos y 26 alelos (Tabla 3). ElI numero de alelos
que satisficieron los criterios de autocorrelacion espacial descritos en Métodos
(Tabla 4) varié entre 9 alelos en Las Lagunetas y en Mirador de los Pechos y 5
alelos en Ayacata y Codesal de Cueva Grande. La proporcion de alelos que
resultaron en correlogramas significativos en las ocho poblaciones sujetas a
analisis vari6 entre el 57,14 % (cuatro alelos de siete en Carretera a Cazadores) y
el 11,11 % (un alelo de nueve en Las Lagunetas). Para la primera clase de
distancia, la proporcion de alelos que exhibié valores positivos significativos de IM
vario desde 42,86 % en las poblaciones CA y CC (promedio de IM = 0,17 y 0,12
respectivamente) a 0 % en EC y MN (promedio de IM = -0,03 y 0,03
respectivamente). Los valores medios totales de IM en la primera clase de
distancia no fueron positivos en todos los casos, y variaron desde IM = -0,07 en
CG aIM = 0,17 en AY y MP. Todos los valores medios significativos de IM en la
primera clase de distancia fueron positivos, variando desde 0,03 en MN a 0,57 en
MP. La caida media del valor de IM entre la primera y segunda clase de distancia
para los correlogramas significativos fue de 0,27 unidades de IM (entre 0,02
unidades de IM en la EC a 0,67 unidades de IM en AY y CG). Como se muestra
en la Fig. 2, las medias de los correlogramas significativos por poblacién
exhibieron un patrén de decrecimiento progresivo en los valores de IM con las
clases de distancia, especialmente acusado en las poblaciones MP, CA'y CC.
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Locus/alelo CG AY MP EC CC CA MN LL

PGM-1 15 15 25 35 30 23 23 23
a 0,433 0,533 0,500 0,500 0,950 0,548 0,455 0,522
b 0,567 0,467 0,500 0,500 0,050 0,452 0,545 0,478
PGM-2 15 15 25 35 30 23 24 23

a 0,000 0,000 0,000 0,014 0,033 0,000 0,000 0,196
b 0,733 0,833 0,880 0,943 0,967 1,000 1,000 0,804
c 0,267 0,167 0,100 0,043 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-3 15 25 25 35 30 23 24 23

a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
b 0,933 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
c 0,067 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
IDH-1 15 25 25 35 30 23 24 23

a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
PGI-1 15 25 25 35 30 23 24 23

a 0,400 0,300 0,280 0,129 0,233 0,043 0,104 0,522
b 0,600 0,700 0,720 0,871 0,767 0,957 0,896 0,478
MDH-1 15 25 25 35 30 23 24 22

a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
b 0,000 0,000 0,040 0,043 0,400 0,239 0,174 0,341
c 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,045
d 0,733 0,700 0,640 0,957 0,367 0,500 0,457 0,295
e 0,267 0,300 0,320 0,000 0,233 0,261 0,370 0,318

MDH-2 15 25 25 35 30 23 24 23
a 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
b 1,000 1,000 0,880 0,957 0,900 0,826 0,870 0,957
c 0,000 0,000 0,120 0,043 0,100 0,174 0,130 0,043
MDH-3 15 25 25 35 30 23 24 22

a 0,867 0,640 0,980 1,000 1,000 0,978 0957 0,727
b 0,133 0,360 0,020 0,000 0,000 0,022 0,043 0,273
6PGD-1 15 25 25 35 30 23 24 21

a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,905
b 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,095
6PGD-2 15 25 25 35 30 23 24 21

a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,905
b 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,095
6PGD-3 15 25 25 35 30 23 24 23

a 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabla 3.- Frecuencias génicas de los alelos detectados en las 8 poblaciones de E. albescens
muestreadas. Los numeros enteros indican el tamafio muestral. Los cddigos de las poblaciones
corresponden a la Tabla 1.
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Clases de Distancia

Poblacién
1 2 3 4 5

Codesal Cueva Grande (5, 1)

Medias significativas 0,44 -0,23 -0,13 -0,27 -0,16

Medias Totales -0,07 -0,04 -0,13 -0,14 0,02

@ Area homogenea (m) 2 3 4 7 11
Ayacata (5, 1)

Medias significativas 0,26 -0,41 -0,04 -0,14 -0,19

Medias Totales -0,04 -0,12 0,04 -0,16 0,05

@ Area homogenea (m) 6 14 20 30 52
Mirador de los Pechos (9, 3)

Medias significativas 0,57 0,34 -0,09 -0,44 -0,59

Medias Totales 0,17 0,09 -0,04 -0,22 -0,21

@ Area homogenea (m) 4 9 16 21 30
Encima de Cazadores (6, 1)

Medias significativas 0,07 0,09 0,08 -0,11 -0,30

Medias Totales -0,03 -0,03 -0,01 -0,00 -0,08

@ Area homogenea (m) 8 12 20 32 55
Carretera a Cazadores (7, 4)

Medias significativas 0,22 0,16 0,07 -0,14 -0,47

Medias Totales 0,12 0,07 0,01 -0,09 -0,28

@ Area homogenea (m) 5 11 17 24 45
Carretera de Ayacata (7, 3)

Medias significativas 0,46 0,16 -0,30 -0,33 -0,23

Medias Totales 0,17 0,02 -0,18 -0,10 -0,14

@ Area homogenea (m) 3 6 8 1 22
Montanén Negro (7, 1)

Medias significativas 0,03 -0,33 -0,04 0,11 0,00

Medias Totales 0,03 -0,18 -0,02 0,00 -0,04

@ Area homogenea (m) 4 9 12 13 20
Las Lagunetas (9, 1)

Medias significativas 0,14 -0,06 -0,32 -0,03 -0,02

Medias Totales 0,01 -0,06 -0,12 -0,06 -0,00

@ Area homogénea (m) 4 7 9 10 26

Tabla 4.- Estadisticos de autocorrelacion espacial en las ocho poblaciones analizadas. Los numeros
entre paréntesis al lado de los nombres de las poblaciones representan el nimero de alelos sometidos
a autocorrelacién y el numero de alelos que resultd en correlogramas significativos, respectivamente.
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Medias Significativas

—o—AY
—8—CA
——CC
—%—CG
—X¥—EC
—o—LL

—+—MN
—=—MP

Clases de Distancia

Medias Totales

Clases de Distancia

Figura 2.- Correlogramas medios significativos (arriba) y totales (debajo) para las ocho poblaciones
sometidas a autocorrelacion espacial.
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Las intercepciones del eje x (Tabla 1) para las medias de los correlogramas
significativos por poblacion abarcaron valores desde 2,64 m en CG a 27,06 m en
EC (el valor medio de intercepcion del eje x para todas las poblaciones analizadas
fue de 11,78 m).

En cuanto a los ensayos de germinacidon realizados para Erysimum
albescens, con los datos observados en estas pruebas podemos obtener una
curva de germinacion en la que representamos el porcentaje de semillas
germinadas, frente al tiempo transcurrido desde la siembra (Figura 3), variando
este porcentaje entre 96% para las semillas recolectadas en la poblacion de
Ayacata y 74% para las semillas recolectadas en los Pinos de Galdar. También
podemos calcular algunos indices relacionados con la velocidad de germinacion
(Tabla 2) que nos ayudaran a entender mejor la curva de germinaciéon como son el
Coeficiente de Velocidad (Cv; KOTOWSKI, 1926) con valores que van desde
13,26 en Ayacata a 9,00 en Los Pinos de Galdar y el Tiempo medio de
germinacion medido en dias (Tm; HARRINGTON, 1972) con valores que van
desde 7,34 en Ayataca a 11,11 en Los Pinos de Galdar.

100,00% -
80,00% -

60,00% -

40,00% -

—&— Ayacata
Pinos de Galdar
—&— Artenara

% de Germinacion

20,00% -

0,00% & &r0——
1 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Dias de Ensayo

Figura 3.- Evolucion en la germinacién de Erysimun albescens en muestras de las poblaciones de
Ayacata, Pinos de Galdar y Artenara almacenadas en el banco de semillas del JBCVC. Prueba Tipo
(ver Material y Métodos).

Segun estos resultados, los niveles de germinacién conseguidos, tanto en las
muestras que estaban conservadas en la nevera (poblaciones de Pinos de Galdar
y Artenara) como en las muestras que fueron recogidas recientemente en la
poblacién natural, son bastante buenos, por lo que podemos decir que no es
necesario aplicar ningun tratamiento especial para la germinacién de estas
semillas, ya que germinan facilmente mediante una simple prueba tipo.



26 B. VILCHES, A. ROCA, J. NARANJO, B. NAVARRO, D.BRAMWELL & J. CAUJAPE-CASTELL

DISCUSION

Estructura espacial de la variabilidad genética

La autocorrelacion espacial facilita una descripcion precisa de la distribuciéon de
la diversidad genética detectada en el espacio poblacional (EPPERSON, 1993).
Por consiguiente, la perspectiva que provee esta técnica estadistica para los
analisis de datos en genética de poblaciones nos permite hacer inferencias sobre
la transmision de genes con implicaciones para la comprension de la dindmica
genética poblacional y para el muestreo destinado a conservacién ex situ en
bancos de germoplasma. Dada la importancia crucial del flujo génico para la
generacion, mantenimiento y conservacion de la diversidad genética, los datos de
autocorrelaciéon espacial también constituyen un complemento muy valioso a los
estudios reproductivos, morfolégicos y demograficos necesarios para disenar
estrategias de conservacion y gestién sostenible.

La deteccion de organizacion de la variabilidad genética en cortas distancias
en plantas vasculares se asocia comunmente con tres factores no necesariamente
excluyentes: 1) la existencia de flujo génico de naturaleza local, que puede incluir
apareamiento selectivo y capacidades limitadas de dispersion de semillas (LEVIN
& KERSTER, 1974; SCHNABEL et al., 1991; SHAPCOTT, 1995; CAUJAPE-
CASTELLS & PEDROLA-MONFORT, 1997); 2) una incidencia moderada-alta de
la reproduccién vegetativa (SHAPCOTT, 1995; CAUJAPE-CASTELLS et al,
1999); y 3) un predominio de los procesos estocasticos en la dinamica poblacional
(TURNER et al., 1982; SOKAL Y WARTENBERG, 1983). Puesto que en
Erysimum no existe reproduccién vegetativa, es probable que la estructuracién
detectada de la variabilidad genética sea resultado de la combinacién de los
factores 1) y 3).

Cuando, como en el caso de Erysimum en Gran Canaria, las poblaciones
exhiben cierto grado de autocorrelacion espacial positiva, podemos estimar el
diametro de las areas genéticamente homogéneas. SOKAL (1979) y SOKAL y
WARTENBERG (1983) interpretan la primera intercepcion del eje x en los
correlogramas (esto es, el punto en que el correlograma corta el eje de ordenadas
por el origen) como una estimacion del tamano de las areas homogéneas. La
interpretacion de este valor no significa que el intercambio reproductivo se restrinja
a estas distancias (de hecho, es probable que el flujo de polen y de semillas
abarque varias poblaciones), sino que las cohortes de individuos emparentados
por descendencia se ubican en el espacio poblacional en un area cuyo radio es el
estimado por el punto de intercepcion.

Implicaciones para la conservacion ex situ de la variabilidad genética en
bancos de germoplasma

Las semillas de Erysimum son pequefias y conservan su poder de germinacion
incluso después de un tiempo prolongado de almacenamiento. Experimentos de
germinacion llevados a cabo en el banco de semillas con los Erysimum de Gran
Canaria indican niveles de germinacion bastante altos (Tabla 2 — Figura 3). Esta
facilidad de manejo, junto con los buenos resultados obtenidos en las pruebas de
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germinacién, hacen que las semillas de Erysimum sean adecuadas para el
almacenamiento a largo plazo.

Puesto que estas caracteristicas garantizan la conservacion del material
genético almacenado, nuestro principal objetivo a la hora de recolectar semillas
para el banco de germoplasma debe ser el de representar adecuadamente la
variabilidad genética que contienen las poblaciones naturales de las que
provienen. En muchas ocasiones, la recoleccion de semillas para conservacion ex
situ se hace sin tener en cuenta ninguna estimacién de la variabilidad genética,
con lo cual se desconoce si las colecciones contienen los recursos genéticos que
la naturaleza nos ofrece. La perspectiva de la genética de poblaciones y de la
autocorrelacion espacial presentadas en este trabajo nos dotan de un recurso muy
potente para estimar la variabilidad genética de las poblaciones y, de esta manera,
evitar que las muestras almacenadas en las colecciones de bancos de semillas
presenten problemas de escasa representatividad o consanguinidad.

El valor de Gsr (NEI, 1973), que cuantifica la proporciéon de variacion genética
total que es atribuible a la diferenciacion entre poblaciones, es muy bajo en las
poblaciones de Erysimum analizadas (Gsr = 0.120). Esto indica que estas
poblaciones son genéticamente muy homogéneas y que probablemente
muestreando en muy pocas de ellas conseguiriamos representar una gran
proporcion de la variabilidad genética detectada. Aplicando la formula P = (1 —
Gs7)" (HAMRICK et al., 1991) para estimar el nimero de poblaciones (n) necesario
para representar una proporcion del 99% (P = 0.99) de la variacién isoenzimatica
detectada entre poblaciones (Gsr = 0.120), resulta que con 3 de las 8 poblaciones
muestreadas serian suficientes. La ecuacion utilizada para alcanzar este resultado
mostré su robustez frente a diferentes métodos de calculo de Ggsr en las
simulaciones llevadas a cabo por CULLEY et al., (2002) y ademas su aplicacion
es apropiada en Erysimum porque asume niveles de diversidad genética similares
entre las poblaciones consideradas. A la luz de la aparente consistencia de este
resultado, y atendiendo al numero de alelos detectados por poblacion, parece
acertado seleccionar LL, MP y EC para recolecciones intensivas de semillas,
porque entre estas tres poblaciones podriamos capturar el 100% de alelos
detectados.

Una segunda cuestién importante relativa al muestreo de germoplasma se
refiere a como recolectar las semillas en la poblacién natural de manera que no se
generen problemas de consanguinidad si se usan las colecciones para
reintroducciones o reforzamientos poblacionales. Segun las estimaciones de los
puntos de intercepcién de los correlogramas, la probabilidad de muestrear
individuos emparentados en estas tres poblaciones es maxima en un rango de
14,76 metros (en MP) a 11,12 metros (en CA) para los correlogramas
significativos, y de 14,76 metros (en MP) a 19,30 metros (en CC) para los
correlogramas totales (Fig. 2).

Aunque esta aproximacidén cuantitativa ha sido criticada por estar sujeta 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 existe
maxima probabilidad de encontrar individuos emparentados). Puesto que el punto
de intercepcion para los correlogramas significativos es mas conservativo (esto es,
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comprende intervalos mas grandes), parece aconsejable ajustarse a ésta
estimacion.

La aplicacién practica de este resultado es que solamente muestreando
semillas en LL, MP y EC a intervalos de (al menos) 6,03, 14,76 y 27,06 metros
estaremos en condiciones de asegurar que las muestras recolectadas representan
la diversidad genética de las poblaciones sin crear problemas asociados a una
eventual consanguinidad al ser utilizadas para reintroducciones o reforzamientos
poblacionales.

La estrategia general de basar la conservacion ex situ en el andlisis espacial
de los datos de variabilidad genética puede demorar las recolecciones de semillas
ligeramente. No obstante, este proceder es ventajoso ya que resulta en una
representacion consistente de la variabilidad genética de las especies diana y
minimiza la probabilidad de muestrear individuos emparentados. A todas luces,
esta aproximacion parece mas justificada que la recoleccion indiscriminada de
grandes cantidades de semillas que, al no haber sido muestreadas siguiendo
criterios genéticos, pueden infra-representar la variacion del taxén y por tanto
tener muy escaso valor para eventuales reintroducciones o reforzamientos
poblacionales.
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