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RESUMEN

La conservacion genética de especies amenazadas es uno de los pilares que integran la biologia de la con-
servacion. Por ello, se ha procedido a caracterizar genéticamente mediante el uso de marcadores molecu-
lares variables, microsatélites, tres grupos de endemismos vegetales de Canarias, con una problematica y
un interés diferente, en los parques nacionales de Garajonay (La Gomera) y El Teide (Tenerife). El primer
andlisis consistié en determinar las afinidades y diferencias genéticas (y por ende sistematicas) de dos ta-
xones endémicos de La Gomera del género Bethencourtia: B. rupicola y B. hermosae, entre las cuales existian
discrepancias e incertidumbres taxonémicas. Los resultados demostraron que ambas entidades estan cons-
tituidas por acervos genéticos diferenciados, y sin la existencia aparente de hibridos entre ellos. También se
encuentran separados del endemismo B. palmensis, endémico de Tenerife y La Palma. Por tanto, la gestion de
los mismos debe establecerse independientemente uno del otro,y atendiendo mas a una cuestion de habitat
que de taxén. En el segundo caso, Sambucus palmensis, se procedio a caracterizar genotipicamente mas de
400 efectivos del Parque Nacional de Garajonay, determinar la relacion de parentesco entre los mismos,
identificar sus genotipos individualizados y determinar el grado de clonalidad entre los ejemplares cultivados
en el parque nacional en sus diferentes programas de recuperacion. Los resultados demostraron la presencia
de un importante porcentaje de individuos genéticamente idénticos, a la vez que un alto nimero de indivi-
duos con genotipos singulares y alelos raros. Se propone la multiplicacién y conservacion de 25 ejemplares
que albergan dichas singularidades. Finalmente, se analizaron genéticamente varias poblaciones naturales de
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Viola cheiranthifolia del Parque Nacional del Teide, y se estableci6 el grado de diferenciacién genética entre
las mismas, asi como el nivel de poliploidia de la especie en Canarias. Los resultados mostraron que existen
dos nucleos fuertemente diferenciados en el Parque Nacional,a ambos lados de las Cafadas. Las politicas de
gestion deben ir dirigidas a la conservacion de dichos acervos genéticos. Por otro lado, el nivel de diversidad
genética detectado estd acorde con el hecho de que la especie presenta un alto grado de autofecundacién.

Palabras clave: conservacion genética, Islas Canarias, Garajonay, microsatélites, Teide, genética de poblaciones.

CONSERVATION GENETICS OF ENDEMIC PLANTS
OF GARAJONAY AND TEIDE NATIONAL PARKS:
BETHENCOURTIA, SAMBUCUS PALMENSIS AND VIOLA
CHEIRANTHIFOLIA

ABSTRACT

Conservation genetics is one of the pillars of Conservation Biology. So, in this project, we have charac-
terized genetically through hypervariable molecular markers, microsatellites, three groups of Canarian
endemic plants with a different interest from two Canarian National Parks: Garajonay (La Gomera)
and Teide (Tenerife). In the first case, we determined the genetic differences of two endemic taxa of
La Gomera: Bethencourtia rupicola and B. hermosae, with taxonomic uncertainty. The results show that
both taxa represent different genetic pools and no hybrids were detected. The management of these
species should be done independently from each other. In the second case, a genotypic analysis was
conducted in more than 400 individuals of Sambucus palmensis.Although we detected a high percentage
of clonal individuals, an important number of individuals harbored single alleles and genotypes.A list of
25 priority individuals with rare alleles, was proposed. Finally, we analyzed different natural populations
of Viola cheiranthifolia from The Teide National Park.We detected that Teide's Violet is polyploid and its
populations are genetically differentiated in two pools, separated by Las Cafadas: El Teide mountain and
Guajara.These groups should be managed separately, avoiding artificial gene flow between them.At the
same time, the genetic diversity level detected consistent with a selfing species.

Keywords: Conservation genetics, Canary Islands, Garajonay, microsatellites, Teide, population genetics.

INTRODUCCION

En la Biologia de la conservacién vegetal se en-
cuentran implicados aspectos cientificos, técnicos,
sociolégicos y econémicos con el fin tltimo de lle-
var a cabo acciones especificas que finalicen en la
reduccion de los niveles actuales de pérdida de la
biodiversidad (MORENO SAIZ et al, 2003; CAUJA-
PE-CASTELLS 2010a). Por ello,antes de planificar la
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recuperacion de una especie vegetal que se encuen-
tre en regresion, con escasos efectivos y amenazada
se debe conocer su estado bioldgico, identificar sus
etapas criticas y averiguar las causas de las variacio-
nes en etapas de vida demograficamente sensibles,
junto con el conocimiento de su variabilidad genéti-
ca y mecanismos de reproducciéon (MENGES 2008;
NOEL et al, 2010) De esta forma se llega a un pro-
ceder similar al cuerpo médico que primero diag-
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nostica la tipologia y gravedad de una enfermedad
para luego establecer un tratamiento que permita la
recuperacion del paciente (BANARES 2002).

Desde una perspectiva metodoldgica, la poblacion
natural constituye el nivel mas adecuado y ase-
quible donde integrar los conocimientos de es-
tas disciplinas. Ademas, el entendimiento de estos
factores y de su interactuacion se erige como la
mejor herramienta para abordar la recuperacién
y conservacion de una especie. La poblacion, mas
que la especie, es la unidad funcional evolutiva y
ecoldgica y constituye el nexo de unién entre la
biodiversidad de especies y la biodiversidad eco-
l6gica. En segundo lugar, en la poblacién es donde
se producen los cambios genéticos y demografi-
cos fundamentales y por tanto los cambios adap-
tativos y vitales que influirdn en el estado actual,
viabilidad y dindmica natural. Ademas, las poblacio-
nes naturales constituyen la materia prima de la
evolucién bioldgica y la que realmente da oportu-
nidad a la especie a desenvolverse bajo diferentes
condiciones ambientales y donde mejor puede
en general, conservarse una planta (COLE 2003;
NOEL et al, 2010; TORANG et al, 2010).

En un proyecto de conservacién es necesario, por
un lado, averiguar el grado y el nivel de la variacién
genética de las especies, al mismo tiempo que de-
terminar cémo esa diversidad se distribuye y se
estructura en el espacio y en el tiempo.También es
fundamental precisar las causas reales y potenciales
que originan (o han originado) esos niveles y estruc-
turacion genética en las poblaciones estableciendo
las medidas y pautas necesarias para maximizar
el mantenimiento de dicha diversidad genética, y
minimizar las causas que originan su disminucion.
Examinar pues, la diversidad genética de las pobla-
ciones naturales e identificar y ordenar las fuerzas
y factores evolutivos responsables que expliquen la
arquitectura genética de las mismas (seleccion na-
tural, mutacion, deriva y flujo genético) constituye
un aspecto fundamental en la conservacion biolé-
gica (DEREDEC & COURCHAMP 2007, GONZA-
LEZ-PEREZ et al, 20092; GONZALEZ-PEREZ et al,

2009b; ROBLEDO-ARNUNCIO et al, 2009; SOSA
et al, 2010;ALLENDOREF et al, 2010).

Una forma de analizar la diversidad genética de
los individuos, poblaciones y especies, asi como
de aproximar su historia demogrifica y evolutiva
ancestral, es a través del uso de marcadores mole-
culares que permiten determinar directamente la
variacion genética que se produce a nivel de ADN
pudiéndose llegar a observar, describir y analizar
las diferencias existentes en las secuencias de nu-
cledtidos. La aplicacion de las técnicas moleculares
en la resoluciéon de los problemas genéticos es
un campo en auge permanente que se ha desa-
rrollado y acelerado en los Ultimos afos gracias a
la tecnologia de la reaccién en cadena de la poli-
merasa (FRANKHAM et al, 2002). Estos estudios
en Canarias han aumentado en los Ultimos afios
(DIAZ-PEREZ et al, 2008; GONZALEZ-PEREZ
et al, 2009; SOSA et al, 2010; SOSA et al, 2013),
aportando resultados y conclusiones de gran valor
desde el punto de vista de la conservacion genéti-
ca (CAUJAPE-CASTELLS 2010a; CAUJAPE-CAS-
TELLS et al, 2010b; SOSA et al, 201 1).

Posiblemente, la principal fortaleza que los estudios
genéticos ofrecen en la disciplina de la conserva-
cion es su capacidad para disponer de un escena-
rio mas preciso y de crear un panorama sin pre-
cedentes mas afinado de los patrones y procesos
que estan aconteciendo en las especies amenaza-
das, unos procesos que a su vez son cuantificables
en términos precisos.Asi, los marcadores molecu-
lares estan contribuyendo de manera decidida en
resolver incertidumbres taxonémicas o disponer
del conocimiento exhaustivo de los mecanismos
de dispersion, parentesco, capacidad reproductiva
o hibridacién que imperan en las poblaciones na-
turales a escala micro- y macrogeograficas debido
al desarrollo de algoritmos matematicos cada vez
mas precisos y complejos (ROBLEDO-ARNUN-
ClO et al, 2004a; ROBLEDO-ARNUNCIO et
al, 2004b; ROBLEDO-ARNUNCIO et al, 2009;
SOSA et al, 2010; ALLENDOREF et al, 2010; RO-
BLEDO-ARNUNCIO 2011;SOSA et al, 201 1).
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Objetivo principal

La finalidad del presente proyecto fue determi-
nar los niveles y la distribucion de la variabilidad
genética intra e interpoblacional a través del uso
de marcadores moleculares muy polimérficos, de
tres endemismos vegetales amenazados: Bethen-
courtia rupicola (B. Nord.) B. Nord. y B. hermosae
(Pit.) Kunkel]; Sambucus palmensis Link y Viola
cheiranthifolia Humb. et Bonpl. localizados, total o
parcialmente, en los parques nacionales de Gara-
jonay en La Gomera y el Teide en Tenerife. En el
caso especifico de Bethencourtia, se esperaba de-
terminar el grado de similitud genética entre los
tres taxones existentes. Para Viola cheiranthifolia
era imprescindible determinar como se estructu-
raba la variabilidad genética a nivel intra- e inter-
poblacional, mientras que en Sambucus palmensis,
se precisaba conocer con exactitud el origen, dis-
tribucién y frecuencia de los genotipos entre los
ejemplares existentes en el Parque Nacional.

Taxones de estudio
Sambucus palmensis Link

Sambucus palmensis Link. (Sambucus nigra ssp.
palmensis); Sambucaceae. El Satico es un rarisimo
endemismo canario cuyos efectivos naturales
censados en 9 localidades no alcanzan el medio
centenar de individuos maduros (SOSA et dl,
2010a). Constituye un elemento muy singular de
las manifestaciones mejor conservadas del mon-
teverde de fondos de barranco y ocasionalmen-
te como rupicola de paredones rezumantes en
el ambito forestal. Su representacion esporadica
y escasez de efectivos poblacionales le confie-
re una extraordinaria fragilidad; posibles feno-
menos de auto-incompatibilidad reproductiva y
endogamia pudieran constituir las causas de su
bajisima capacidad de renovacién y esporadica
mortalidad de su descendencia. Se desconoce el
origen genético de la mayor parte de los ejem-
plares repoblados en Canarias.

134

Proyectos de investigacion en Parques Nacionales: 2012-2015

Bethencourtia Choisy

El género Bethencourtia Choisy fue reconocido
como vilido en 2006 (NORDENSTAM 2006a,
2006b) y se incluye en la familia Asteraceae, tribu
Senecioneae, de las Islas Canarias, pasando Canario-
thamnus B. Nord. a ser sinébnimo de dicho género.
Seglin este autor, dicho género (endémico canario)
quedaria constituido por tres especies denomina-
das Bethencourtia hermosae (Pit.) Kunkel (= Senecio
hermosae Pit. = BeCanariothamnus hermosae (Pit.)
B. Nord.); Bethencourtia palmensis (Nees) Choisy
(2 Senecio palmensis Buch = Cineraria palmensis
(Buch) Nees = Canariothamnus palmensis (Buch) B.
Nord.) y Bethencourtia rupicola (B. Nord.) B. Nord.
= Canariothamnus rupicola B. Nord. in Compositae
Newslett.44:27.2006. Este Gltimo taxdn, se incluia
como una poblacion de B. hermosae, pero en la ac-
tualidad y basdndose en aspectos morfoldgicos, se
ha propuesto como especie diferente.Asi tendria-
mos Bethencourtia hermosae para las poblaciones
de Vallehermoso y B. rupicola para la poblacion de
Los Roques (NORDENSTAM 20062), dentro del
Parque Nacional de Garajonay y del Monumento
Natural de Los Roques (VELAZQUEZ BARRERA
& FERNANDEZ LOPEZ 201 1). Sin embargo, nin-
gun estudio genético ha confirmado ni corrobora-
do esta clasificacion taxondmica.

Viola cheiranthifolia Humb. et Bonpl.

Viola cheiranthifolia Humb. et Bonpl. (Violaceae).
La violeta del Teide, es un endemismo canario
exclusivo de Tenerife que se encuentra limita-
da dentro de los dominios del Parque Nacional
del Teide, ya que sélo crece de forma silvestre
por encima de los 2.100 metros de altitud (es la
planta que florece a mayor altura en Espafa) y
bordes meridionales del mismo:Teide, Pico Viejo,
y Montafia Blanca, Cumbres del Circo, etc.

La mayor parte de sus poblaciones se hallan
altamente amenazadas por la gran densidad de
visitantes del pico Teide, y la introduccién de
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conejos (Oryctolagus cuniculus) y muflones (Ovis
aries) en el Parque Nacional. Se encuentra cata-
logada comoVulnerable (VU D2) en la Lista Roja
de la Flora Vascular Espafiola (Moreno, 2008). Se
desconocen aspectos clave de su biologia repro-
ductiva y de la diferenciacion y estructuracion
genética de sus poblaciones naturales.

MATERIALY METODOS
Muestreo

Para todas las especies objetivo de este estudio
se realizé el mismo procedimiento de recolec-
cion. Se tomaron muestras foliares individuales
que fueron posteriormente almacenadas en bol-
sas plésticas con gel de silice para su deshidrata-
cién y conservacién. Igualmente, se recogieron
datos cartograficos y ecologicos de todos los
individuos muestreados para la elaboracion de
una base de datos georreferenciada.

Bethencourtia

La recogida de muestras de las tres especies del
género Bethencourtia se culminé con un total de
276 ejemplares. Se llevd a cabo de manera ex-
haustiva en la isla de La Gomera para B. hermo-
sae y B. rupicola en los lugares que inicialmente
se habian descrito por informes y publicaciones
previas (tabla |). Cuando fue posible, se reco-
lectaron muestras individuales representativas
de cada localidad. Roque Ojila y Roque Agando
presentaban un bajo nimero de ejemplares, por
lo que se recolectaron muestras de todos los in-
dividuos que se encontraron. En todo momento
se contd con los servicios de un escalador pro-
fesional para la toma de muestras en los roques,
debido a su dificil acceso.

Ademds, se procedi6 a la recogida de muestras
de tres localidades de B. palmensis, una poblacion
localizada en Tenerife (PALRIO) y dos en La Pal-
ma (PALAND y PALVIZ) (tabla 1).

Tabla |. Ejemplares muestreados en las poblaciones naturales del género Bethencourtia en las islas de La

Gomera, La Palma y Tenerife. N = Numero de muestras

Especies Isla Localidad Codigo N
Lomo Las Tejas Hertej 41

B. Hermosae La Gomera Presa Del Garabato Hergar 49
Roque Chico-Roque Cano Hercan 31

121

Rupcarl 18

Roque Carmona

Rupcar2 41

B. Rupicola La Gomera Roque Las Lajas Ruplaj Il
Roque Olija Rupoji 5

Roque Agando Rupaga 4

79

Los Andenes Paland 20

B. Palmensis k2 Palma Fuente Vizcaina Palviz 22
Tenerife Barranco De El Rio Palrio 34

76
Total 276
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Viola cheiranthifolia

De la violeta del Teide se recogieron 269 indivi-
duos durante los afios 2013 y 2014, provenien-
tes de 8 puntos diferentes en el Parque Nacional
del Teide (fig. I). Las localidades «Torre 4», «La
Rambleta», «Refugio de Altavistay, «Montafia
Blanca» y «Pico Viejo» se encuentran en las in-
mediaciones del complejo geoldgico Teide-Pico
Viejo (en adelante, Teide), mientras que «Guaja-
ra» y «Pasajiréony» estan situadas en los bordes
de las Cafiadas del Teide.

Sambucus palmensis

El muestreo de Sambucus palmensis en el Parque
Nacional de Garajonay se establecié en ejem-
plares que se encontraban tanto en poblacio-
nes naturales (ejemplares naturales) como in-
dividuos que habian sido replantados desde los
inicios de los programas de recuperacion de la
especie y cuyo origen genético era dudoso o
desconocido. En total se recogieron 402 mues-
tras correspondientes a |5 dreas de actuacion.
En la figura 2 se representa la distribucion del
total de individuos estudiados, ya sean de origen
natural o de reintroduccion.

Analisis de microsatélites
Bethencourtia

Todos los loci utilizados para la caracterizacién
genética de Bethencourtia son de nuevo desarro-
llo. Las regiones microsatélites fueron seleccio-
nadas por el laboratorio «Savannah River Eco-
logy» (Universidad de Georgia), mediante una
biblioteca genémica secuenciada en lllumina a
través de ADN gendmico de B. hermosae. Las 10
parejas de cebadores que amplificaron correc-
tamente en las tres especies y se utilizaron en
los posteriores andlisis se muestran en la tabla 2.
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Una vez seleccionados los cebadores y etique-
tados con los correspondientes fluoréforos, se
agruparon en dos grupos (Multiplex) para PCR
con «QIAGEN Multiplex Kit» (QIAGEN) y con-
diciones recomendadas por el fabricante.

Fig.l. Mapa de distribucion de los individuos muestrea-
dos de Viola cheiranthifolia en el Parque Nacional del Teide,
Tenerife. Los codigos poblacionales se indican entre pa-
réntesis..

Fig. 2. Mapa de distribucion de los individuos muestreados
de Sambucus palmensis en la isla de La Gomera...

Viola cheiranthifolia

Al igual que en Bethencourtia, todos los marca-
dores microsatélites son de nuevo desarrollo
por este grupo de investigacién con la colabo-
racion de Savannah River Ecology (Universidad
de Georgia). Inicialmente se caracterizaron 16
marcadores que fueron publicados en la revista
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«Conservation Genetic Resources» (RODRI-
GUEZ-RODRIGUEZ, P et al, 2015). Posterior-
mente, cuando se analizaron todas las muestras,
se excluyeron los marcadores VIOtri-6 y VIO-
tri-13 debido a las dificultades para interpretar
los perfiles. En este caso, las PCR se realizaron
individualmente con temperaturas de anilla-
miento especificas indicadas en la tabla 3.

Durante la lectura de los resultados de secuen-
ciacion se detect un perfil poliploide, con mas
de dos alelos para un alto porcentaje de marca-
dores e individuos, hasta un maximo de cuatro
alelos. Este hecho no se constaté hasta después
de la publicacién de los marcadores, ya que no
se habian analizado el total de muestras para la
caracterizacion de los microsatélites.

Tabla 2. Caracteristicas de los |0 marcadores microsatélites desarrollados para las poblaciones naturales del género . Gen-
Bank: Numero de acceso en la base de datos nucleotidica GenBank. Fluoréforo: Nombre del fluoréforo para cada pareja de
cebadores. Multiplex; +Grupo A, *Grupo B. F:“Forward”. R:“Reverse”.

Lotus  GenBank Motivo Cebadores-Secuencia (5°->3’) Rango Fluoroéforo
(pb)

serTec IN194613 (nAT),  FTCAATICGAAGTTGACGTGG -
BetTet-3 LN794614  (AAAT),, : _(?.? g_l(_S GT¢_¢ ASI:I;;\CC-I;ZGCA f GA:;\I'GG::I'_I'?ég(GSgAAG G 131-143  NED*
BetTet-5 LN794618 (ATCT),, ;%ﬁiz%ﬁ;%%ﬁ%m&@(ﬁf é; é; 268-292 NED*
BetPen-1 LN794611 (AAATC),, :%%CGCAﬁ'iE?TQ?FLiA:(;:?AGiﬁliI?égc 271-286  VICH
BetPen-2 LN794612 (TCTCC),, :'_?_V_?_‘_? :\ é_ﬁrA&GcﬁT(;'?\IZZAAEIIIFiTCAAGTGGG 196-211 NED%
BetPen-5 LN794616 (AAAAC), : %i;gi?gggﬁ?:g::ég GA(CE,:E 187-212  PET*
BetPen-6 LN794617 (AATGC),, :?ﬁgﬁigﬁgﬁg&%%mggggCTCCG 156-180 6-FAME
BetHex-3 LN794609 (TTGCTG),, : Ezzcg;éﬁ_ﬁézﬁ_ﬁggr;?IgZéﬁgliéGC 168-204  VICH
BetHex-4 LN794610 (ATAGAG),, :L%&iﬁ%ﬁ_m%:rci-rciTg C-I;— CG TAGC 301-319  PETH
BetHex-6 LN794615 (TGTGGG),, :?:ggg_ﬁf;é:g;ﬁgg?égﬁgg%cc 128-158  PET%t

Sambucus palmensis

En este caso particular disponiamos de marcadores
ya desarrollados para Sambucus nigra (CLARKE &
TOBUTT 2006) que fueron optimizados para Sam-
bucus palmensis por nuestro grupo de investiga-
cion (SOSA et al, 2010).Tres de estos marcadores
(EMSn017,EMSn025,EMSn003) presentan suficien-

te polimorfismo en las poblaciones de La Gomera
y fueron utilizados para este proyecto. Ademas, se
produjeron 4 nuevos marcadores especificos para
S. palmensis (SamTet2, SamHex2, SamHex|, Sam-
Tri8). El desarrollo de estos cebadores se realizd
con la colaboracién de la empresa espafiola All-
Genetics, los cuales previamente secuenciaron una
biblioteca gendémica a partir ADN genémico de S.
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palmensis y detectaron regiones microsatélites. Al
igual que el método usado para Bethencourtia, las
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parejas de cebadores se agruparon en dos grupos
Multiplex que se indican en la tabla 4.

Tabla 3. Caracteristicas de los 16 marcadores microsatélites desarrollados para las poblaciones naturales de
Viola cheiranthifolia. GenBank: Niumero de acceso en la base de datos nucleotidica GenBank. Fluoréforo: Nombre
del fluoréforo para cada pareja de cebadores. Tm® = Temperatura de anillamiento de cada pareja de cebadores.

F: Forward. R: Reverse.

Locus GenBank Motivo Cebadores-Secuencia (5’->3) Tm Rango Fluoréforo
(°C) (pb)
. F: GGCGAGCAACCTATAATATC
VIOdi-2 HE601734 (AG), R: CACCACGTTCTTCCATACTC 60 139-141 PET
VIOtri-4  HE601739 (ATC), ; cé}i?ggég%%i’éﬁ.:gﬁﬁlﬁg 60 146-180 VIC
. F: CACAGCTTCTCCATCACAAC
VIOdi-8 HE601737 (AC)9 R TAGGAATGACTTGGCTTCTG 60 259-271 PET
. F: CTTTCGCTGGAGGACTATAG
VIOtri-| HE601738 (AAC)7 R: TTAGCTGTGGTGGAGAAGTC 60 234-243 NED
VIOtet-8 HE601742 (ACAT)|3 ; ATTiéGCCCAZgég(C:;:iE[IéF% 60 194-328 6-FAM
. F: CTTGATTGCTGGAGTGTGAC
VIOdi-6 HE601736 (AG), R: GGCGAATCACTACTGTTGTC 60 169-175 VIC
. F:- TCGAAGGGTTCCATATAATC
VIOtri-8  HE601741 (ACT)8 R: TTATCTCCGATCCTCAATTC 60 250-277 PET
. F: CTCGGTTCGGGATATATAAG
VIOtri-7  HG916755 (AAG)8 R: ATGGAAAGTATGCGAGATTC 60 127-157 6-FAM
VIOdi-24 HG916762 (AG),, ;ﬁ'CCT,;\rCC;':'I'GCA:;CGéé;rGCGTﬁE 60 273-279 TAMRA
VIOtri-9  HG916756  (ATC),, ;TECC;;—T?CTTngéliggiﬁ'?G 60 183-215 6-FAM
. F: CTACTGATGGGTGTCGAATC
VIOdi-10 HG916757 (AC)I3 R: GGAACGTGAAACTCTGTAGC 62,5 386-400 NED
VIOtri-14 HG916759 (ATC)7 ;CG-I:F-I:DCA;:\GGgg:Frgiﬁéggér(éﬁ(é 60 132-148 VIC
F:AGTCTAGTTTGCGCCTGTAG
VIOtet-13 HG916763 (AAAC)8 R: ATCTGCACAGGAGGTAAATG 60 146-180 PET
VIOtri-24 HG916761 (ATC), FACTGAGAGCCAATC GAG 60 263-275 6-FAM

R: TCACTCCCAAATCAAGAAAC

Andlisis de datos genéticos

Todos los productos obtenidos tanto de PCR
simple como PCR multiplex fueron detec-
tados en un secuenciador capilar ABI 3730
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con una escala LIZ (500-250) y visualizados
en GENEMAPPER 4.0 (Applied Biosystems,

individuo.

Inc.). Identificamos los perfiles alélicos para
cada locus y asignamos un genotipo a cada
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Tabla 4. Caracteristicas de los 7 marcadores microsatélites utilizados para las poblaciones naturales de Sam-
bucus palmensis en el Parque Nacional de Garajonay. GenBank: Nimero de acceso en la base de datos nucleoti-
dica GenBank. Fluoréforo: Nombre del fluoréforo para cada pareja de cebadores. Multiplex; $Grupo A, *Grupo

B. F: Forward. R: Reverse.

Locus GenBank Motivo Cebadores-Secuencia (5’->3’) R(a.l;)g)o Fluoréforo
P

EMSn0I7 AMO086423 [AG], [AG],, :gggﬁ?ﬁ?ggg%ﬁiﬁ;ﬁéLCG 202-206 6-FAMit

EMSn025 AMO086426 [AC],,-[AC], ;g;iéﬁiiﬁﬁgm;A?gTTTTGG 191-197  6-FAMfE

EMSn003 AMO086420 [CT],, ;Lﬁ'céziLT;FTISFCC:SCéAGiTF%TFAGAGAGC 202-224  NED*
Sam_Tet2 Pendiente (AGAT),, :Aéég_? éﬁ%TgTA&'Agﬁf CTCG éS A-l_—I_TCGA 118-146  VICE
Sam_Hex2 Pendiente (AATAAC), :TGG(? g:é;i?.:— (':I'$ A:I' (;I' g GG géi’gl.;_CA 218-224 PETH
Sam_Hex| Pendiente (AGAGGT), ;iiﬁ_?:f C? g&i&%@iﬁggg 199-211 NED#
Sam_Tri8 Pendiente (AAC),, FAATCCCGACACAACCTCAAA 100-127 PET*

R: CGGTGGTAGAGCAAGTGAGG

Los datos genéticos obtenidos para cada
individuo y locus amplificado se incluyeron
en una hoja de célculo EXCEL (Microsoft),
para posteriormente ser analizadas con el
complemento GAENLEX 6.5 (PEAKALL &
SMOUSE 2012) que permite exportar los
valores a otros programas de analisis gené-
tico. Este programa también se utilizé para
calcular indices basicos de diversidad gené-
tica: niumero medio de alelos por locus (A),
heterocigosidad observada (Ho) y heteroci-
gosidad esperada (He) en las especies diploi-
des. Los casos con bajo nimero de individuos
por localidad, como Bethencourtia, se calculd
mediante rarefaccion el nimero medio de
alelos y los alelos privados con HP-rare (KA-
LINOWSKI 2005).

El desequilibrio de ligamiento entre loci y la
desviacion del equilibrio de Hardy-VWWeinberg
(HWE) para todas las poblaciones fueron es-

timados mediante el programa GENEPOP ver-
sién 4.2 (ROUSSET 2008).

En Sambucus palmensis se identificaron, ade-
mas, con la opcidn de «multilocus matchesy
en GenAlex, los genotipos que eran comparti-
dos por diferentes individuos y se detectaron
aquellos ejemplares que disponian de un geno-
tipo singular o Unico, que no se repetia en otro
individuo. Todos los ejemplares se agruparon
en |5 dreas geogrificas de actuacion acorde
con la proximidad de su localizaciéon y los cri-
terios del personal del Parque Nacional de
Garajonay.

Para Viola cheiranthifolia y debido a su caracter
poliploide no se pudo determinar el nimero de
copias para cada alelo en los individuos hetero-
cigéticos, por lo que los andlisis de diversidad
genética se llevaron a cabo basindose en el fe-
notipo (presencia/ausencia).
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Para evaluar la diferenciacién genética entre las
poblaciones o especies de Viola cheiranthifolia
y especies de Bethencourtia se aplicé un ana-
lisis Bayesiano implementado en el programa

STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000).

Se asumié un modelo de mezcla de poblacio-
nes y de frecuencias alélicas dependientes. Se
obtuvieron 10 carreras independientes para
cada valor de K (el niumero de sub poblacio-
nes) entre | y 10. El anilisis consistié en |0°
periodos de prueba y una longitud de carrera
10¢ réplicas. El nimero éptimo de K se calculé
con el método AK (EVANNO et al,, 2005) im-
plementado en el servicio web STRUCTURE
HARVESTER (EARL 2012). El consenso de las
10 réplicas para el K mas éptimo fue procesado
con el programa CLUMPP 1.1.2 (JAKOBSSON
& ROSENBERG 2007). En el caso de Bethen-
courtia, se hicieron dos tipos de anilisis, a nivel
interespecifico con el total de muestras y para

las muestras correspondientes a cada especie.

Para V. cheiranthifolia se hizo un andlisis con el
total de muestras y posteriormente otro sélo
con las poblaciones del Teide.

Para Viola cheiranthifolia se realizé un anilisis de
coordenadas principales (PCoA), con el méto-
do de la covarianza estandarizada de la distancia
genética a pares entre individuos también im-
plementado en GenAlex. La matriz de distan-
cia para el PCoA se estimé con el paquete de
R «Polysat» (CLARK & JASIENIUK 201 1), que
permite andlisis en poliploides con ambigiiedad
genotipica.

Para Bethencourtia, también se analizé la in-
formacién de frecuencias alélicas mediante un
andlisis de la varianza molecular (AMOVA) con
el software ARLEQUIN (EXCOFFIER & LIS-
CHER 2010), para estimar los componentes de
la varianza dentro y entre poblaciones o es-
pecies. Las matrices del coeficiente de diferen-
ciacion genética FST (WEIR & COCKERHAM
1984) también fueron obtenidas a través de
ARLEQUIN.
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En Bethencourtia se calculé una matriz de distan-
cia (NEl & GOJOBORI. 1986) entre localidades
y el cladograma UPGMA resultante fue esti-
mado con el programa POPULATIONS (LAN-
GELLA 2002), con 100 «bootstrapsy» para cada
locus. El arbol se representd y edité en FigTree
(RAMBAUT 2012).

Con el fin de identificar eventos recientes de
cuello de botella en las poblaciones natura-
les de Bethencourtia se testaron dos modelos
mediante el software BOTTLENECK (PIRY et
al, 1999), «stepwise mutation model» (SSM)
y «intermediate two-phased model» (TPM).
En B. rupicola, dado que el minimo de indivi-
duos recomendados para este test es de 10,
las poblaciones RUPOJI y RUPAGA fueron
excluidas.

RESULTADOS
Bethencourtia

Todas las parejas de cebadores amplificaron
correctamente y mostraron diferentes grados
de polimorfismo. Todos los loci fueron poli-
morficos en B. palmensis, aunque BetPen-6 fue
monomorfico en B. hermosae y B. rupicola, con
diferentes tamafos alélicos. BetPen-5 fue mo-
nomorfico soélo en B. rupicola. RUPCAR?2 en B.
rupicola fue la Unica poblacion con desviacion
del equilibrio de Hardy-Weinberg y no hubo
desequilibrio de ligamiento para todos los pa-
res analizados. Detectamos presencia de alelos
nulos en B. rupicola en RUPCARI (Hex4,Tet2),
RUPCAR?2 (Hex4, Tet3, Tet5) y B. palmensis en
las poblaciones PALAND (Pen2, Tet3), PALVIZ
(Tet3) y PALRIO (Pen2).

Los andlisis para detectar eventos recientes de
cuello de botella resultaron positivos para dos
poblaciones de B. hermosae: HERCAN y HER-
TEJ. HERCAN obtuvo valores significativos de
exceso de heterocigosidad con los dos mo-
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delos empleados (TPM y SSM). Por otro lado,
HERTE) solo resulté significativo para el mo-
delo TPM.

Los indices basicos de diversidad genética se
muestran en la tabla 5. Los mayores valores de
diversidad se detectaron en B. palmensis, con el
mayor valor de He en PALAND (0.420). Por

el contrario, B. hermosae presenté los valores
mas bajos con He = 0.212. La media de riqueza
alélica rarefacta entre loci varié desde 1.57 en
B. hermosae (HERCAN, HERGAR) hasta 2.34
(PALAND). La mayor presencia de alelos pri-
vados se detect6 en B. palmensis (PALRIO) con
valor de 0.240 y B. hermosae (HERTE]) con un
valor de 0.180.

Tabla 5. indices de diversidad genética en las poblaciones de Bethencourtia. N=nimero medio de muestras
entre loci; NA=numero de alelos; Ar=Riqueza alélica con rarefaccion; Par=Riqueza de alelos privados con ra-
refaccién; Ho= Heterocigosidad observada; He= heterocigosidad esperada; Fis = coeficiente de endogamia. No

significativo (ns); ***P < 0.001.

Especie Poblacion N NA Ar PAr Ho He Fis
B. hermosae  HERCAN 30,8 16 1,57 0,01 0,237 0,252 0,059
HERGAR 48,9 19 1,57 0,01 0,208 0,212 0,017
HERTE]J 40,9 27 2,00 0,18 0,335 0,365 0,083
Total B. hermosae 120,6 27 2,14 0,35 0,258 0,302
B. rupicola RUPAGA 4,0 19 1,90 0,02 0,400 0,321 -0,297
RUPLA| 10,9 22 1,86 0,11 0,336 0,309 -0,093
RUPOJI 4,9 23 2,15 0,11 0,240 0,356 0,351
RUPCARI 18,0 23 1,94 0,02 0,311 0,356 0,129
RUPCARI2 41,0 29 2,07 0,08 0,278 0,358  0,226%**
Total B. rupicola 788 33 2,62 0,50 0,297 0,382
B. palmensis  PALAND 19,9 31 2,34 0,11 0,391 0,420 0,072
PALVIZ 22,0 25 2,03 0,07 0,0414 0,379 -0,093
PALRIO 339 28 2,00 0,24 0,359 0,358 -0,003
Total B. palmensis 75,8 38 2,99 1,18 0,383 0,454

En cuanto a la estructura genética, el andlisis
molecular de la varianza (AMOVA) indicé que
el 45.3 % de la variacion se encontré entre las
especies de Bethencourtia mientras que el 9.1
% de la variacion se explica entre poblaciones
dentro de especie y 45.7 % entre el total de
poblaciones. Los andlisis realizados dentro de
especies mostraron un patrén similar para
los tres taxones, donde la mayor parte de la
variacién se hallé entre individuos dentro de
poblaciones.

Ademis, los valores de FST variaron desde 0.01 |
(entre RUPCARI y RUPCAR?) hasta 0.669 (en-
tre HERGAR y PALRIO). Los valores medios en-
tre especies oscilaron entre 0.490 (B. hermosae-B.
rupicola) hasta 0.601 (B. palmensis-B. hermosae)
con un valor intermedio de 0.513 entre B. pal-
mensis y B. rupicola. Hay que destacar la diferencia
entre los valores encontrados entre especies en
comparacion con los valores entre poblaciones
dentro de especie, siendo 0.136 (B. hermosae),
0.156 (B. rupicola) y 0.199 (B. palmensis).
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Por otro lado, el arbol UPGMA confirmé la di-
ferenciacion entre especies, con altos valores
de «bootstraps», apareciendo B. hermosae y B.
rupicola mas relacionadas entre ellas que B. pal-
mensis. (fig. 3).

Incluyendo el total de ejemplares, el andlisis ba-
yesiano en STRUCTURE identificé 3 grupos de
acuerdo con el método de AK (K=3) (fig. 4). To-
dos los individuos fueron agrupados acorde con

Proyectos de investigacion en Parques Nacionales: 2012-2015

su origen taxonémico con mas de un 80 % de
asignacion. Sin embargo, en los andlisis individuales
a nivel de especie, detectamos que cada una se en-
contraba dividida en 2 grupos (K=2).Al igual que
en AMOVA y FST, la mayor diferenciaciéon genéti-
ca dentro de especie se encontré en B. palmensis,
segregando la poblacion de Tenerife de las de La
Palma. Por otro lado, no encontramos una clara
estructura en B. rupicola, mientras que B. hermosae
presenté una mayor agrupacién para HERTEJ.

Fig. 3. UPGMA basado en la distancia genética (Nei & Gojobori 1986) entre las || localidades de B. hermosae, B. rupicola y
B. palmensis. Los valores de bootstraps estan indicados a la derecha de los nodos. Los cédigos de las poblaciones se corres-

ponden con la tabla |.
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Fig. 4. Graficos de barras para la proporcion de coancestria mediante un andlisis de agrupamiento bayesiano implementado
en STRUCTURE y CLUMPP para Bethencourtia. El primer grifico incluye el total de muestras (K=3), (A) B. hermosae, (B) B.
rupicola y (C) B. palmensis con (K=2) para cada una. Los nombres de las poblaciones se indican en la tabla.

Fig. 5. Griéficos de barras para la proporcion de coancestria mediante un andlisis de agrupamiento bayesiano de Viola chei-
ranthifolia implementado en STRUCTURE y CLUMPP. El primer grifico incluye el total de muestras (K=2), y el segundo las
correspondientes al complejo Teide — Pico. Los nombres de las poblaciones se indican en la figura 1.
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Viola cheiranthifolia

Los 14 microsatélites empleados en el genoti-
pado de V. cheiranthifolia amplificaron correc-
tamente en todas las localidades. El grado de
polimorfismo varié desde el 13.97% en Pasaji-
ron, hasta 73.53% en Montafa Blanca (tabla 6).
Montafa blanca también fue el niicleo con ma-
yor niimero de bandas y mayor nimero me-
dio de alelos, lo cual se puede deber al mayor
nimero de individuos analizados. Sin embargo,
Guajara fue la localidad con mayor diversidad
en cuanto al indice de Shannon (l), heteroci-
gosidad esperada (He) y la que present6 el
mayor nimero de bandas privadas. Los indices
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de diversidad genética por poblacion se indi-
can en la tabla 6.

Fig. 6. Anilisis de coordenadas principales basado en la dis-
tancia genotipica entre individuos en Viola cheiranthifolia. Los
nombres de las poblaciones se indican como en la figura I.

Tabla 6. indices de diversidad genética por poblacién de Viola cheiranthifolia del Parque Nacional del Teide.
N: N° medio de ejemplares; NA: N° medio de alelos; P: Porcentaje de polimorfismo; I: Indice de diversidad de
Shannon; He: Heterocigosidad esperada; NB: N° total de bandas. NBP: N° bandas privadas o Unicas.

Poblacion N NA P I He NB NBP
MB 76,478 1,493 73,53% 0,196 0,119 103 5
RB 13,529 0,809 38,97% 0,166 0,110 57 0
T4 37,838 1,338 66,18% 0,195 0,121 92 3
GUA 46,750 1,397 69,12% 0218 0,133 96 12
PV 26,338 1,088 52,94% 0,176 0,109 79 2
FOR 17,162 0,824 39,71% 0,161 0,105 58 0
REF 29,456 1,081 52,94% 0,184 0,116 75 3
PAS 9,485 0,368 13,97% 0,080 0,059 31 0

En cuanto a la estructura poblacional, el analisis
de coordenadas principales revelé muy clara-
mente dos grupos diferenciados que correspon-
den al Teide (MB,RB,T4 y FOR) y a Las Canadas
(GUA y PAS).

Similares resultados se hallaron mediante el ana-
lisis bayesiano encontrandose dos grupos clara-
mente diferenciados entre el Teide y las locali-
dades de Las Caiadas. Cuando analizamos solo
los individuos correspondientes al Teide, no se
encontrd una estructura genética clara, aunque
se aprecia cierto grado de diferenciacién en los
individuos de Pico Viejo.
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Sambucus palmensis

De los 402 ejemplares genotipados, 84
(20,89%) presentaron genotipos Unicos, es
decir, que no se repetian en ningln otro indi-
viduo. Curiosamente, mas de la mitad de esos
genotipos singulares (57,14%) se encuentran
exclusivamente en dos localidades, Barranco
de Liria y El Rejo (figura. 7). Por otro lado,
hay que destacar que tres de los genotipos
detectados (denominados como JJ,V y UU) se
repitieron en 81,30 y |5 ejemplares respecti-
vamente, es decir en el 30% de los ejemplares
estudiados.
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Fig. 7. Numero de genotipos multilocus idénticos (con mas
de un ejemplar) y genotipos Unicos en cada area de Sambu-
cus palmensis en La Gomera.

DISCUSION

Bethencourtia

Los niveles de diversidad genética fueron re-
ducidos en las tres especies de Bethencourtia,
siendo B. hermosae, la especie con los niveles
mas bajos a pesar de disponer del mayor nu-
mero de efectivos, mientras que B. rupicola,
que mantiene un bajo nimero de ejemplares
en algunos de sus nucleos, presenta valores de
diversidad mads altos.

En todos los casos, los indices de diversidad
genética encontrados en Bethencourtia son mas
bajos que los detectados en otros endemismos
canarios, como son los casos de Ruta oreojas-
me (He = 0.687) (MELONI et al, 2015), Paroli-
nia ornata (He = 0.515) (GONZALEZ-PEREZ &
CAUJAPE-CASTELLS 2014) o Silene nocteolens
(He = 0.780) (SOSA et al,, 2013). Sin embargo,
las poblaciones se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg, y no se han encontrado signos
de autofecundacién o endogamia.

Posiblemente, y por ello, son las peculiaridades
de Bethencourtia, su ubicacion preferencial por
roques fonoliticos y su area de distribucion res-

tringida las que podrian explicar estos niveles
de diversidad. Entendemos que han sucedido
eventos de reduccién histérica significativa de
sus poblaciones, pasando por cuellos de botella
recientes, que han afectado a los niveles de va-
riabilidad genética, especialmente en B. hermosae.

Uno de los principales objetivos de este pro-
yecto era determinar la diferenciacion genética
entre las tres especies de Bethencourtia, espe-
cialmente entre ambas especies de La Gomera,
B. hermosae y B. rupicola. Esta categorizacion es
importante desde el punto de vista conserva-
cionista ya que la especie es la unidad minima
que recibe proteccioén legal acorde con la [UCN.
Todos los resultados genéticos obtenidos en
este género endémico, valores de diferencia-
cion genética (FST), UPGMA, andlisis bayesiano,
AMOVA o andlisis de coordenadas principales
sefalan una clara diferenciacién genética entre
los tres taxones, que concuerda con la cataloga-
cién descrita previamente por NORDENSTAM
(2006).

En conclusién, nuestros resultados corroboran
la caracterizacion del género Bethencourtia en
Canarias y la delimitacién del mismo en tres en-
tidades genéticamente diferenciadas: B. rupicola,
B. hermosae y B. palmensis. La falta de consenso
en la nomenclatura en las diferentes listas oficia-
les de especies afecta a los aspectos legales para
la conservacién y el manejo, especialmente en B.
rupicola. Por lo tanto, proponemos la inclusién
de B. rupicola en las diferentes listas de especies
silvestres a nivel estatal y regional, ademds de
reconsiderar su estado de conservacion. El he-
cho de su reducida distribucion geografica y su
presencia en sélo 5 localidades con un bajo nu-
mero de individuos en Agando y Ojila son razo-
nes suficientes para estar incluida en el Catalogo
de Especies Amenazadas de Canarias, asi como
en otras listas. Con el fin de mantener y refor-
zar la diversidad genética a nivel intraespecifico
en la Isla de La Gomera, se deberian recolectar
propéagulos y semillas de distintas localidades in-
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dividualmente para mantener un reservorio en
el caso de que puedan suceder eventos que pue-
dan ir en detrimento de las poblaciones. Final-
mente, las tareas de conservacion se deberian
concentrar evitando las translocaciones entre
el «kMonumento Natural de Los Roques» y las
localidades de Vallehermoso, debido a la posi-
bilidad de que existan procesos de hibridacion
indeseados entre B. rupicola y B. hermosae como
se han descrito en otras especies afines (BREN-
NAN et al, 2012).

Viola cheiranthifolia

Los niveles de diversidad genética de la espe-
cie son moderados para una especie poliploi-
de, que en general, se caracteriza por presen-
tar mayor diversidad respecto a los diploides
(COMAI 2005). Uno de los factores que mas
condiciona los niveles de variabilidad genética
en las poblaciones naturales de especies ve-
getales, es su Biologia Reproductiva (SOSA et
al, 2010). En el caso de V. cheiranthifolia, se ha
podido constatar (a través de los resultados
del proyecto de investigacion financiado por
parques nacionales, VULTEIDE, ver capitulo en
este mismo volumen) que la especie presenta
unos niveles de autogamia del 50% (SEGUI et
al, en preparacion). En estas circunstancias, y
desde un punto de vista genético, las especies
con altos niveles de autofecundacion se carac-
terizan por presentar una fuerte diferenciacién
genética interpoblacional, en las cuales el flu-
jo genético entre las poblaciones es escaso o
nulo, generando fuertes estructuras genéticas
en espacios geograficos reducidos. De hecho, la
distancia entre los nucleos Guajara-Pasajirén y
Pico Viejo- es tan solo de 6 km, pero ha dado
lugar a una diferenciacién genética que separa
fuertemente ambos nucleos.

Adicionalmente y en coordinacién con el gru-

po de investigadores del proyecto VULTEIDE y
Alejandro Gonzalez (CSIC, Jardin Botanico Real
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de Madrid), se estd realizando un anélisis de mo-
delo de nicho ecolégico en el que se incluyen
datos nivoldgicos (cobertura de nieve), evapo-
transpiracion, topografia y distribucién de la es-
pecie. Los resultados preliminares mas optimis-
tas en una prediccion futura de la distribucion
de V. cheiranthifolia determinan que la especie
quedaria reducida a las zonas altitudinales mas
altas hacia el afio 2080, de continuar el cambio
climatico que viene aconteciendo.

Las estrategias de conservacion que se propo-
nen estarian enfocadas, por un lado, a la preser-
vacion de los dos acervos genéticos menciona-
dos (Teide vs. Las Cafiadas) mediante la creacién
de un banco de semillas individualizado e inde-
pendiente de cada drea, dada sus singularidades
genéticas; ademds, el nlicleo de Las Cafiadas es
si cabe, de mas interés desde el punto de vista
de la conservacion bioldgica dado que alberga
mayores niveles de variabilidad genética y un
importante numero de alelos exclusivos. Por
otro lado, consideramos de vital importancia el
control y manejo de los herbivoros introduci-
dos (conejos y muflones especialmente) en el
Parque Nacional del Teide, y en especial en estas
dos dreas, debido a los evidentes y comproba-
dos efectos nocivos que éstos animales tienen
sobre los ejemplares de V. cheiranthifolia.

Es también fundamental evitar la mezcla o com-
binacion de individuos procedentes de ambos
nucleos, dadas sus diferencias genéticas y su
comportamiento reproductivo, siendo muy rele-
vante la preservacion del nicleo de Las Cafadas
dado su mayor nivel de diversidad genética y su
aislamiento geografico del resto de las poblacio-
nes de la especie. Seria, finalmente muy impor-
tante, profundizar en las condiciones necesarias
para potenciar e incrementar la capacidad ger-
minativa de la especie, la cual y segln los resulta-
dos obtenidos en viveros, es considerablemente
baja. De esta manera, se podria desarrollar un
programa de recuperacién ortodoxo basado en
un banco de semillas variable y viable.
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Sambucus palmensis

Se identificaron los genotipos de los ejemplares de
Sambucus palmensis del Parque Nacional de Gara-
jonay, encontrandose, por un lado, la existencia de
un relevante nimero de individuos, con una combi-
nacién genotipica singular y Unica. Estos individuos
deben ser el primer objetivo en la recuperacién de
la especie, y, por tanto deben recogerse semillas de
los mismos ya que presentan genotipos que no se
repiten en otros ejemplares. Finalmente, se filtra-
ron aquellos con mayor nimero de alelos privados
y H-ind (heterocigosidad individual, promedio de
marcadores heterocigéticos por individuo) mayor
a 0,500, para detectar los individuos mas variables.

Con todo ello, se procedié a realizar un lis-
tado de priorizacién de ejemplares con estas

caracteristicas, para la creaciéon de un vivero
que actlie como pool genético de esta es-
pecie en La Gomera (Tabla 7). Este listado
con 25 genotipos, alberga el 100% de todos
los alelos encontrados en la Isla, mediante los
marcadores moleculares empleados. De esta
forma, se incluye en las medidas de conser-
vacion y gestion a llevar a cabo por el Parque
Nacional de Garajonay, y que constituia el
objetivo principal del proyecto con respec-
to a esta especie. El aumento de individuos
singulares, la conservacién de alelos exclu-
sivos y la recuperacion de alelos que, siendo
singulares, se encuentren en baja frecuencia
son aspectos basicos en la realizacion de los
futuros programas de recuperacién de esta
especie en el Parque Nacional de Garajonay
en La Gomera.

Tabla 7. Lista de ejemplares preferentes por drea propuestos para la recuperacion de Sambucus palmensis en

La Gomera.

Area Cédigos Individuos Sambucus palmensis
Presa Las Rosas 794

Acebifios 732

Meriga 775

Ancén de Candelaria 677

Meseta Vallehermoso 578,590

El Rejo 876,885, 890,912,935
Liria 554,802, 805, 806,809,811,813,817,823, 824,827,832, 835,837
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