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RESUMEN

El pino canario (Pinus canariensis) congtituye la especie dominante de uno de los
principales ecosistemas forestales de las Islas Canarias. En este archipiélago, los
pinares estan formados por un mosaico de &reas naturales (supervivientes de la
explotacion pasada) y plantaciones que se han realizado a partir del afio 1940. La
viabilidad de de estas formaciones artificiales depende en cierta medida de de la
variabilidad de su acervo genético. En este trabajo se estudio la diversidad genética a
lo largo de un transecto trazado entre dos masas forestal es natural es conectadas por un
area reforestada de pino canario. Se analizaron: 1) arboles adultos de las masas
naturales, 2) arboles plantados de las reforestaciones y 3) regenerado natural dentro de
las plantaciones con ocho microsatélites nucleares y ocho microsatélites de
cloroplasto. Se detectdé una reduccion significativa de diversidad genética con los
marcadores de cloroplasto de las masas artificiales con respecto a las masas naturales.
El genomadel cloroplasto, al tener un tamafo efectivo poblacional menor, resulta mas
sensible para detectar efectos de los métodos silviculturales que aumenten la deriva
genética. Cuando se compararon los arboles plantados con el regenerado natural se
observé un incremento significativo de diversidad genética tanto en los marcadores
nucleares como de cloroplasto. Este incremento se interpreta como un
enriguecimiento debido al flujo genético desde los pinares naturales colindantes.
Estos resultados se interpretan en el contexto especifico de las parcel as estudiadas.

INTRODUCCION

Los niveles de diversidad genética de las especies forestales son potencialmente
afectados por las préacticas silviculturales (véanse las revisiones de Finkeldey y Ziehe
2004; Lefevre 2004; Rajoray Mosseler 2001). Esto debe tenerse en cuenta para la
restauracion de ecosistemas autéctonos pues conservar los patrones naturales de
diversidad genética es una condicion imprescindible para mantener la viabilidad a
largo plazo de las poblaciones (Franklin y Frakham 1998). Por tanto, en € marco de
la gestion para la conservacion, la evaluacion genética de las repoblaciones historicas
y de los proyectos de reforestacion actuales puede ser muy conveniente para la
planificacion de nuevas acciones encaminadas a la restauracion genética de los
bosgues.

La presencia y magnitud de la reduccion de diversidad genética en repoblaciones
depende de las circunstancias particulares de cada especie y localidad. Algunos
estudios han detectado pérdida de diversidad genética en plantaciones (Burgarella 'y
col. 2006; Glaubitz y col. 2003a; Li y col. 2005; Macdonald y col. 2001; Rajay col.
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1998; Rgora 1999) mientras que otros estudios no muestran ninguna reduccion o
incluso un aumento de la diversidad (Glaubitz y col. 2003b; Rgjora y Pluhar 2003;
Savolainen y Yazdani 1991; Thomasy col. 1999). Aunque ciertos patrones generales
se pueden deducir de estos estudios cada especie necesita de un estudio independiente
para evaluar |as consecuencias genéticas de su regeneracion artificial.

El pino canario (Pinus canariensis) es una especie endémica de las Islas Canarias
occidentales, donde forma uno de los principales ecosistemas forestaes del
archipiélago. La explotacion de ésta especie durante los Ultimos cinco siglos ha
reducido la extension de pinar ala mitad de la original (Parsons 1981). Los esfuerzos
de repoblacion iniciados en la década de 1940 han producido una cierta recuperacion
del area del pinar con € resultado de un mosaico de parcelas de origen natural y
origen artificial (del Arco Aguilary col. 1992; del Arco Aguilar y col. 1990; Pérez de
Paz y col. 1994a; Pérez de Paz y col. 1994b). La diversidad genética parece estar mas
0 menos uniformemente repartida por la distribucion natural de la especie (Gomez y
col. 2003) con algunas poblaciones aisladas presentando ciertas particularidades
(Vaxevanidou y col. 2006). En el presente trabgjo se analizan plantaciones de pino
canario con el objetivo de evaluar sus niveles de diversidad genética en contraste con
los niveles de las poblaciones naturales. Asimismo se evalla € potencia de
recuperacion de acervo genético en las generaciones sucesivas mediante €l andlisis del
regenerado natural dentro del éreareforestada.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y disefio experimental

El lugar de muestreo escogido es un érea de Tenerife dentro del piso de pinar del
Teide, donde queda cierta interrupcién del bosque natural sdlo conectado por una
franja estrecha de plantaciones (figura 1). Estas parcelas artificiales de P. canariensis
fueron plantadas en Fasnia entre 1956 y 1965 y en Arico entre 1981 y 1985 (del Arco
Aguilar y col. 1992). El origen del material de reproduccion usado es desconocido,
pero es probable que sea de la misma isla de Tenerife (Climent y col. 1996). Nueve
zonas fueron muestreadas en |as plantaciones (2—6 en Arico y 7-10 en Fasnia, figura
1). En cada una de estas sitios se muestrearon 10 arboles adultos plantados y 10
pimpollos de regeneracion natural. De las zonas de pinar natural en Arico (sitio 1) y
Guimar (sitio 11) se muestrearon 50y 47 arboles adultos respectivamente.

M ar cador es molecular es

Los microsatélites son secuencias de ADN que debido a su estructura repetitiva
(motivos cortos repetidos en tindem) presentan un alto polimorfismo de longitud (los
alelos difieren en e nimero de repeticiones). Este tipo de polimorfismo es facilmente
analizable mediante electroforesis, lo que ha convertido a los microsatélites en uno de
los marcadores moleculares mas usados en genética de poblaciones (Zhang y Hewitt
2003). Su alto nivel de polimorfismo y su distribucién aleatoria por € genoma
resultan de gran utilidad para estudiar |os procesos de deriva genética y flujo genético
gue determinan la diversidad genética de | as poblaciones.

Las muestras de pino canario recogidas fueron genotipificadas con ocho
microsatélites del genoma del cloroplasto (Pt1254, Pt26081, Pt15169, Pt30204,
Pt36480, Pt71936, Pt87268 y Pt110048; Vendramin y col. 1996) y ocho
microsatélites del genoma nuclear (PtTX3116 y PtTX4001, Auckland y col. 2002;
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ssrPt_ctg4363, ssrPt ctg4698 y ssrPt ctg7731, Chagné y col. 2004; SPAC 11.5,
SPAC 11.8 y SPAG 7.14, Soranzo y col. 1998). Los datos completos de este estudio
se presentan en Navascuésy Emerson (2006).
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indices de diversidad genética

A partir de los datos obtenidos con los microsatélites de cloroplasto se calculo e
nimero efectivo de haplotipos (ne, Kimura y Crow 1964) de cada muestra (i.e.
poblacion natural, &rboles plantados y regeneracién natural):

n.=1> p: D
h=1

donde py, es lafrecuenciarelativa del haplotipo h 'y n, es el nUmero total de haplotipos
diferentes. Con microsatélites nucleares se calculé e nimero efectivo de alelos por

locus (Ae, Kimura'y Crow 1964) y su media aritmética entre loci (A,) para cada
muestra:

A
&=%ZW )
i=1
donde pi es la frecuencia relativa del alelo i y A es € nimero total de alelos. La
significacion estadistica de las diferencias en los indices de diversidad genética fue
estimada con un método de Monte Carlo (es decir, re-muestreos aleatorios; véase
Manly 1997).

Estos indices de diversidad haplotipica o alélica cuantifican el nimero de haplotipos o
alelos encontrados corregido por sus frecuencias. La correccion permite que los
haplotipos o aelos presentes en bajas frecuencias tengan un menor peso en €l indice
de la diversidad. El valor resultante del indice equivale a nimero de haplotipos o
alelos que tendriala muestra si todos ellos tuviesen la misma frecuencia, manteniendo
el mismo nivel de diversidad genética.

RESULTADOSY DISCUSION

El nimero efectivo de alelos de los microsatélites nucleares encontrado en la muestra
de &rboles adultos de las plantaciones es similar al encontrado en las masas naturales
colindantes (figura 2), con una diferencia no significativa (p = 0,35). Sin embargo €
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numero efectivo de haplotipos obtenidos con los microsatélites de cloroplasto es
significativamente mayor en las masas naturales (p = 0,01). Estos resultados
diferentes para los dos tipos de marcadores podrian explicarse por un proceso de la
deriva genética.

Figura 2.- Vaores de los indices
de diversidad genética en la masa
natural de bosque, repoblaciones
y regeneracion natural dentro de
las plantaciones.

Regeneracion natural
n, = 25,96
A =9,68

La deriva genética consiste en el cambio de la composicion genética de una poblacion
debido aun nimero limitado y aleatorio de eventos de reproduccién. Cuanto menor es
el nimero de eventos de reproduccion (i.e. menor es € nimero de individuos
reproductores o menor es el tamafio de la poblacion) mayor es la probabilidad de que
se pierdan alelos de una generacion a la siguiente. La deriva genética es mas fuerte en
el genoma del cloroplasto (haploide) que en e genoma nuclear (diploide) debido a
gue posee la mitad de copias para cada gen en la poblacion. Visto de otro modo, en
cada evento de reproduccion se transmiten a la siguiente generacion dos alelos
nucleares pero un solo haplotipo de cloroplasto. Un proceso de deriva genética
asociado a las actuaciones de reforestacion afectaria en mayor medida a genoma
plastidial. Esto podria explicar por que unareduccién en ladiversidad genética solo se
detecta con los marcadores de cloroplasto.

En la comparacion de la diversidad genética de los arboles plantados con la de la
regeneracion natural encontramos un incremento significativo de la diversidad en el
regenerado, tanto para los marcadores nucleares (p = 0,02) como para los de
cloroplasto (p = 0,01). Este incremento puede atribuirse a una alta tasa de flujo
genético desde las masas naturales, como indican estimaciones de Navascués y
Emerson (2006). Por tanto, es de suponer que la diversidad genética propia de las
masas natural es puede recuperarse tras pocas generaciones en las repoblaciones.

Para concluir, se detectaron consecuencias genéticas de |os procesos de reforestacion
en el genoma de cloroplasto mientras que la variabilidad nuclear parece indemne. Este
resultado se puede explicar por una diferente sensibilidad a los efectos de la deriva
genética en los dos genomas. Sin embargo, la reduccién de diversidad observada en
las reforestaciones no parece que pongan en peligro la viabilidad a largo plazo de las
plantaciones pues la regeneracion natural de ésta presenta niveles de diversidad
significativamente mayores. Estos resultados resaltan e importante papel
representado por las masas naturales para reforzar € acervo genético de las
plantaciones. Por el contrario, en repoblaciones aisladas o donde predominen las
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masas artificiales frente a las naturales puede producirse una disminucion de la
viabilidad tanto en las repoblaciones como en las masas naturales (Lefevre 2004). En
estas circunstancias debe ponerse una atenciéon especial en e uso de materia de
reproduccién con un alto nivel de diversidad genética.
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