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Presentacion

La inquietud por la conservaciéon de la naturaleza no es cosa nueva, aunque
actualmente tenga connotaciones de urgencia por la creciente degradacion del
habitat natural debida a la incesante intervenciéon humana. Esta ha supuesto un
aumento de la tasa de desaparicion de especies, hasta alcanzar valores
comparables a los que caracterizaron en el pasado a los cinco grandes periodos
de extincion identificados en el registro fosil. La continua amenaza a la diversidad
de la vida, guiada por los principios econémicos que rigen las operaciones a corto
plazo, llevara, inevitablemente, a la supresion de la cuarta parte de las especies
actuales durante los préximos veinticinco afios y acarreara, con ella, la
destruccion de unas reservas de genes potencialmente utiles para la agronomia y
la medicina, y para paliar el progresivo desgaste del proceso global de reciclado
biolégico de aire, suelo y agua.

Como respuesta a esta comprometida situacion, se ha desarrollado una nueva
disciplina —la Biologia de la Conservacion- orientada hacia la proteccion de la
biodiversidad correspondiente a los tres grandes niveles reconocidos por la
Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN): genético,
especifico y ecologico. Esta postura responsable es un producto inmediato del
pensamiento darwinista que, rompiendo con las concepciones tradicionales, puso
por primera vez de manifiesto el principio de unidad de la vida. Los
planteamientos de la Biologia de la Conservacion se refieren tanto al estudio
como a la gestién, esto es, al diagnostico de los problemas relacionados con la
desaparicion de la biodiversidad y a la propuesta de respuestas para solucionarlos.

La Genética de la Conservacién es una rama de la Genética desarrollada a lo
largo de los ultimos treinta afilos que se basa en los conocimientos de la Genética
de Poblaciones y la Genética Cuantitativa. Su objeto de aplicaciéon son las
poblaciones de organismos, el nivel de integracion de la materia viva donde
transcurren los procesos microevolutivos, en particular aquéllas cuyo censo ha
disminuido notablemente como consecuencia de la reduccién, fragmentacion y
deterioro de su habitat y, por tanto, estan amenazadas de extincion. Sus
principales propositos son: 1) la identificacion de las poblaciones a conservar,
evaluando su riesgo de extinciéon y sus posibilidades de recuperacién, 2) la
descripcion de la variabilidad genética poblacional, tanto de la fraccién neutra
(mediante técnicas moleculares) como de la correspondiente a los caracteres



adaptativos (utilizando procedimientos estadisticos y técnicas de simulacién en
ordenador), 3) la determinacién de la estructura demografica de las unidades a
conservar, en particular el grado de fragmentaciéon de las poblaciones y la
reduccion del flujo genético entre ellas, 4) la prediccion de las consecuencias del
cambio genético aleatorio (deriva genética) en las poblaciones de censo reducido,
con objeto de minimizar la pérdida de variabilidad genética y frenar el aumento
de la depresion consanguinea, 5) la prediccion de la accion de la seleccién natural
en dichas poblaciones, en particular la conducente a la adaptacién a las
condiciones de cautividad que, generalmente, reduce la viabilidad de futuras
repoblaciones, y 0) la definicion de los programas de gestion de poblaciones,
mediante el disefo de las estrategias Optimas de reproducciéon ex situ y de
posibles operaciones de restauracion.

El V Curso Nacional de Genética, dedicado a la Genética de la Conservacion,
constituye el primer intento espafiol de este tipo y ha sido disefiado con la
intenciéon de proporcionar a doctorandos y postdoctorales una formacion
teorico-practica en los temas mencionados.

El Curso Nacional de Genética tendra como sede académica y administrativa el
Centro Cultural de la Universidad Pablo de Olavide (UPO), situado en la Casa
Palacio de los Briones (c/ Ramén y Cajal 15, Carmona, Sevilla).
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Programa

Domingo 6 de junio:

21:00 Cena
Lunes 7 de junio:
9:00-9:30 Bienvenida
César Benito
9:30-11:00 (T'écnicas de analisis molecular en genética de la
conservacién)
11:00-11:30 Café
Miguel A. Toro
11:30-13:00 (Analisis del parentesco molecular. 1. Teoria)
13:00-15:30 Comida
Jestis Fernandez
15:30-17:00 (Analisis del parentesco molecular. 2. Presentacién de
programas informaticos)
17:00-17:30 Café
David Posada
17:30-19:00 (Anailisis filogenético. 1. Teoria)
David Posada
19:00-20:30 (Analisis filogenético. 2. Presentacién de programas
informaticos)
21:30 Cena

Martes 8 de

junio:

Beatriz Villanueva

9:30-11:00 (Esstimacién de parametros genéticos en poblaciones
naturales. 1. Teoria)
11:00-11:30 Café
Maria del Carmen Rodriguez
11:30-13:00 (Estimacién de parametros genéticos en poblaciones
naturales. 2. Presentacién de programas informaticos)
13:00-15:30 Comida
Carlos Lopez-Fanjul
15:30-17:00 (Cambios de los parametros genéticos en poblaciones de
censo reducido)

17:00-17:30 Café

Andrés Pérez-Figueroa
17:30-19:00 (Estimacién del censo efectivo de poblaciéon. 1. Teoria)

Andrés Pérez-Figueroa
19:00-20:30 (Estimacién del censo efectivo de poblacién. 2.

Presentacién de programas informaticos)

21:30

Cena




Miércoles 9 de junio:

José Antonio Godoy

9:00-10:30 (Genética de la conservacion del lince ibérico)
10:30-12:30 VIAJE AL PARQUE NACIONAL DE DONANA
12:30.19:00 VISITA RESERVA BIOLQGICA DONANA (incluye
comida)
19:00-21:00 VIAJE A CARMONA
21:30 Cena

Jueves 10 de junio:

Aurora Garcia-Dorado

9:30-11:00 (Deterioro de la eficacia biolégica en poblaciones de
censo reducido)
11:00-11:30 Café
11:30-13:00 - Santiago F?onzalez .
(Genética de la conservacién de especies forestales)
13:00-15:30 Comida
Armando Caballero
15:30-17:00 | (Gestidén de poblaciones en programas de conservacion
ex-situ. 1. Teoria)
17:00-17:30 Café
Silvia T. Rodriguez-Ramilo
17:30-19:00 | (Gestién de poblaciones en programas de conservacion
ex-situ. 2. Presentacién de programas informaticos)
19:00-20:30 SESION DE DISCUSION
21:30 Cena
Viernes 11 de junio:
Luis Silié
9:30-11:00 (Genética de la conservacién de razas de animales
domésticos)
11:00-11:30 Café
Carles Vila
11:30-13:00 (Genética para la conservaciéon de poblaciones de
lobos)
13:00-15:30 Comida




Resumenes






Técnicas de Analisis Molecular en Genética de 1a Conservacion

César Benito

Departamento de Genética. Facultad de Biologia. Universidad Complutense.
28040 Madrid. Espafia.

La cuantificacion de la wvariabilidad

genética y el conocimiento de su
distribucién dentro y entre poblaciones
requiere el uso de marcadores genéticos.
Un marcador genético es un caracter
indicador que puede ser morfologico,
cromosomico, bioquimico (isoenzimas y
proteinas de reserva) o molecular (genes y
fragmentos de ADN). Los marcadores
moleculares estiman de forma mas precisa
que el resto la variabilidad y, por ende, el
estado de  conservacion de  las
poblaciones. Hay marcadores nucleares
de herencia mendeliana dominante (no se
distingue a los heterocigotos de uno de
los dos tipos de homocigotos) y de
herencia codominante (se distingue a los
homocigotos de los heterocigotos). Los
marcadores

mitocondriales y

cloroplasticos presentan herencia
matrilineal y los situados en el segmento

diferencial del cromosoma Y, patrilineal.

El ADN mitocondrial muestra una
clevada tasa de mutacion (104) y su
estudio permite distinguir poblaciones
que han divergido recientemente. Los
marcadores nucleares codominantes son
los que mas informaciéon suministran,
debiendo emplearse,  siempre que sea
posible, en los estudios de conservacion
genética. La precision de las estimas de
diversidad genética depende de que los
marcadores moleculares analizados sean
representativos de los diferentes tipos de

secuencias (codificantes y no codificantes)

que existen en los genomas.

Los marcadores moleculares que se

desarrollaron  primero  fueron las
isoenzimas, las proteinas de reserva de las
semillas y los RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism). En general, los tres
tienen herencia

tipos de marcadores

codominante, suelen proceder de regiones



codificantes, muestran baja diversidad
(pocos alelos por locus) y subestiman la
variabilidad genética real. L.a degeneracion
del codigo genético y las limitaciones
técnicas de la electroforesis permiten
detectar alrededor de 1/3 de la

variabilidad real en los genes que

codifican isoenzimas y proteinas.

Posteriormente, la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) ha puesto a nuestro
alcance una amplia gama de marcadores

moleculares.

a) Productos de PCR con herencia

codominante que contienen secuencias
cortas (de menos de 6 6 mas de 10 pb)
repetidas en tandem: minisatélites vy

microsatélites o SSR  (Single  Sequence
Repeats). Los SSR son los preferidos por
su tipo de herencia, riqueza alélica
(muchos alelos por locus), cantidad (unos
10.000 loci) y distribucién uniforme en
los genomas. Suelen proceder de regiones
no codificantes y tienen una tasa de
mutacion alta (10-4), por lo que son mas
diversos y sobrestiman la variabilidad

genética. Son recomendables cuando se

estudian poblaciones que han divergido

recientemente. Los RBIP (Retrotransposon-
Based Insertion Polymorphism) también son

codominantes, pero son dialélicos.

b) Productos de PCR procedentes de
regiones codificantes y no codificantes del
genoma, con herencia dominante y baja
riqueza alélica (dialélicos). Recomendables
s6lo en poblaciones de especies en las que
hay muy poca informaciéon sobre las

secuencias de sus RAPD

(Random Amplified Polymorphic DN.A), ISSR

genomas.

(Inter Simple Sequence Repeats), RAMP

(Random: Amplified Microsatellite
Polymorphism), IRAP  (Inter-Retrotransposon
Amplified Polymorphism), REMAP
(REtrotransposon-Microsatellite Amplified
Polymorphism) vy SSAP  (Sequence-Specific

Amplification Polymorphism). Ademas, estan
los  AFLP  (Awmplified Fragment Length
Polymorphism), basados en la PCR y en la
utilizacion ~ de  endonucleasas  de

restricciéon y  también con herencia

dominante.

Los ultimos marcadores empleados en
genética de la conservacion, debido al
abaratamiento y auge de las técnicas de
SNP  (Single

secuenciacion, son los



Nucleotide — Polymosphisms) e  INDEL

(INserciones DElLeciones). Las

y/o
sustituciones de nucledtidos (SNP) son
los polimorfismos mas abundantes.
Como promedio, se estima que existe un
SNP por cada 1.000 nucleétidos, siendo
mayor su frecuencia en las regiones no
codificantes.  Son  codominantes vy
habitualmente dialélicos, pero debido a la
gran cantidad de SNP variables se
estudian haplotipos o combinaciones de
SNP. Los INDEL también son
abundantes, codominantes, dialélicos y se
estudian en combinacién con los SNP.
Uno de los métodos
variabilidad
debida a SNP e INDEL es el

TILLING (Targeting Induced 1.ocal 1 esions in

para detectar
en poblaciones naturales

Eco-

Genomes).

Los marcadores preferidos en estudios de
conservacion y cuantificacion de la
variabilidad genética son los SSR y SNP.
Para tener una estima precisa y real de la
salud genética de las poblaciones, es
conveniente utilizar marcadores
codominantes procedentes de diferentes

regiones del genoma (codificantes y no

codificantes) con distinto grado de

variabilidad.

Nuez, F., Carrillo, J. M. 2000. Los
marcadores  genéticos en la  mejora  vegetal.
Editorial de la Universidad Politécnica de

Valencia.

Schulman, A. H. 2007. Molecular markers
to assess genetic diversity. Euphytica

158: 313-321.



Anilisis de parentescos mediante el uso de marcadores moleculares

Miguel Angel Torot, Jestis Fernandez*

T Departamento de Producciéon Animal, ETS Ingenieros Agrénomos, Ciudad

Universitaria, 28040 Madrid

" Departamento de Mejora Genética Animal, Instituto Nacional de Investigacién

y Tecnologia Agraria y Alimentaria, 28040 Madrid.

El estudio de las relaciones de parentesco
mediante marcadores genéticos comienza
muy tempranamente en  humanos
mediante el uso de informacioén referente
a grupos sanguineos y mas recientemente
en los aflos 70 con la aplicacién de
Con el

polimorfismos  enzimaticos.

advenimiento de la tecnologia del ADN

recombinante, se desarrolla toda una
gama de marcadores  moleculares
especialmente los marcadores
microsatélite, que poseen las

caracteristicas idoneas para el analisis de
parentesco. El desarrollo paralelo de
métodos estadisticos especificos da lugar

a una enorme profusion de trabajos

empiricos y teoricos en este campo,
constituyendo un 4area muy activa de

investigacion en la actualidad

La inferencia de las relaciones de
parentesco entre individuos a partir de su
parecido  molecular

representa  una

metodologfa de gran utilidad para la
mejora genética y la conservacion. La idea
es elegir a los reproductores mas idéneos
y aparearlos de forma optima para que se
minimice el parentesco evitando asi las
consecuencias nocivas de la
consanguinidad y manteniendo la maxima
diversidad genética a través de las
generaciones. La elecciéon del marcador y

de la metodologia estadistica apropiados,



es fundamental para lograr la mejor
solucion a la problematica planteada.
Dependiendo de si tenemos informacion
previa de los grupos generacionales o no,
respectivamente, aplicaremos el analisis
de paternidad o de parentesco. La
aproximacioén mas sencilla para el analisis
de paternidad, implica la identificacién de
los progenitores a partir de la exclusion
del resto de candidatos. Sin embargo, esto
puede conducir a mas de una solucion,
resoluble probabilisticamente aplicando
métodos de maxima verosimilitud. La
capacidad para identificar los progenitores
depende del escenario muestral (ndmero
de progenitores posible y proporcion
muestreada), de las caracteristicas de los
marcadores  aplicados  (polimorfismo,
errores de genotipado), asi como del
grado de cumplimiento de las asunciones
teéricas de los modelos implementados.
Existen una gran variedad de programas
disponibles relacionados con el analisis de
paternidad, suelen

quc presentat

prestaciones complementarias.

Cuando se tiene un grupo de individuos
de una sola generaciéon o de relacién
incierta, el

generacional objetivo  es

estimar las relaciones genéticas entre los
individuos, habitualmente expresadas en
funcién del coeficiente de parentesco. El
problema general es determinar qué parte
del parecido a nivel molecular (identidad
en estado) se debe a identidad por
descendencia (el parametro de interés).
Existen dos grandes grupos de
estimadores a partir de la informacion
molecular. En el primero se estiman las
relaciones por separado para cada pareja
de  individuos

(métodos  pairwise),

usualmente utilizando las frecuencias
génicas de la poblaciéon de referencia.
Dentro de estos se pueden encontrar los
denominados M¢étodos
(MME) vy los

Verosimilitud (MLE). El otro grupo de

de Momentos
basados en Maxima

estimadores utiliza la informacion de
todos los individuos conjuntamente para
determinar la estructura familiar mas
Por su naturaleza estos

probable.

métodos realizan una reconstruccion
explicita de la genealogia (al menos en una
generacion), que ha dado lugar a la
poblacién actual. Dependiendo del tipo
de estimador y de las asunciones que se

hacen en su elaboracién, cada uno de



ellos tiene ventajas y limitaciones que hay
que tener en cuenta cuando se decide el
estimador a usar. En el presente tema se
analizan los estimadores mds importantes
y se ofrece una relaciéon de herramientas
uso libre

informaticas de que los

implementan.

Fernandez, J. & Toro, M.A. 2006. A new

method to estimate relatedness from

molecular markers. Molecular Ecology

15: 1657-1667.

Jamieson, A. & Taylor, CS. 1997.

Comparison of three probability formulae
Animal

for parentage exclusion.

Genetics, 28: 397-400.

Kalinowski, S.T., Taper, M.L.. & Marshall,
T.C. 2007. Revising how the computer
program  CERVUS  accommodates
genotyping error increases success in
paternity Molecular

Ecology 16:1099-1106.

assignment.

Martinez, P. & Fernandez, ]. 2008.
Estimating Parentage Relationships Using

Molecular Markers in Aquaculture. In:

Aquaculture Research Trends. Ed.
S.H. Schwartz, pp. 59-112. Nova Science
Publishers.

Olichoek P.A., Windig, J. ],
Arendonk, J. A. M. & Bijma, P. 2006.

van

Estimating relatedness between
individuals in general populations with a
their in conservation

focus on use

programs. Genetics 173:483-496.

M.A.,, C., Ovilo,
C., Rodrigafiez, J., Rodriguez, C. & Silio,

Toro, Barragan,
L. 2002. Estimation of coancestry in
Iberian pigs using molecular markers.

Conservation Genetics 3: 309-320.

Weir, B. S., Anderson, A.D. & Heppler,
G.M. 2006. Genetic relatedness analysis:

modern data and new challenges. Nature

Reviews Genetics 7: 771-780.



Analisis Filogenético

David Posada

Departamento de Bioguimica, Genética e Inmunologia. Facultad de Biologia. Universidad de
Vigo. 36310 Vigo. Espania.

Todos los seres vivos proceden de un

ancestro comun. Las relaciones de

ancestralidad  entre  los  distintos
organismos conforman una filogenia que
explica como diferentes linajes han ido
apareciendo, divergiendo y
desapareciendo hasta el presente. El
analisis filogenético nos permite estimar
en forma arborescente las relaciones

evolutivas entre los organismos que
conforman la diversidad que observamos
hoy en dia. Pero sobre todo, los arbol
tilogenéticos

proporcionan el marco

necesario  para  inferir  diferentes
parametros evolutivos (p. ej., tasas de
evolucién, tiempos de  divergencia,
tamafios efectivos, etc.) o para contrastar
distintas hipétesis sobre la historia de las
poblaciones y especies (p. ¢j., aspectos

filogeograficos, monofilia, etc.).

El analisis filogenético se basa en las
similitudes y diferencias de estado para
distintos caracteres entre los organismos
en los que estamos interesados. A dia de
hoy, la reconstruccién filogenética se
realiza sobre todo a partir de caracteres
moleculares, fundamentalmente
secuencias de ADN vy proteinas. El
primero paso del analisis filogenético
consiste en el reconocimiento de
caracteres homologos, que en el caso de
datos moleculares se corresponde con el
proceso de alineamiento de secuencias. El
siguiente paso sera definir el modelo de
evolucion de los caracteres —todos los
métodos de reconstruccion filogenética
asumen algun modelo de evolucién, sea
implicita o explicitamente. Estos modelos
de evolucién de caracteres nos permiten
calcular las probabilidades de cambio
entre estados a lo largo de las ramas del
arbol

filogenético, 'y pueden  ser



justificados  dentro de un marco
estadistico de seleccion de modelos, como el
implementado en el programa jMode/Iest

(Posada, 2008).

Existe una gran variedad de métodos de

reconstruccion  filogenética, que  se
pueden clasificar atendiendo a diversos
criterios. Entre los métodos mas precisos
se encuentran los de mwaxima verosimilitud y
la  inferencia  bayesiana, los cuales se
desarrollan en el interior de un marco
estadistico potente y robusto. El método
de maxima verosimilitud elige el arbol
mas verosimil, donde la verosimilitud es
la probabilidad de los datos dado un arbol
y un modelo de evoluciéon particular. La
inferencia bayesiana, por otro lado, trata
al arbol como una variable aleatoria. En
este caso el mejor arbol es aquél con
mayor  probabilidad  posterior —la
probabilidad de un arbol dado un modelo
de evolucién determinado y los datos
observados. De manera muy interesante,
la estimacién de la distribucién de la
probabilidad posterior mediante método
de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)
incertidumbre

permitira  integrar la

filogenética en muchos analisis

posteriores. Algunas de las herramientas
mas populares para llevar a cabo analisis
de verosimilitud y bayesianos son PhyML
(Guindon y Gascuel 2003) y MrBayes
(Ronquist 'y Huelsenbeck,  2003),
respectivamente. En ambos casos se
pueden obtener estimas de fiabilidad para
cada nodo del arbol, mediante la técnica

de bootstrap o mediante el propio calculo

de probabilidades posteriores.

Una vez que se ha obtenido un arbol
robusto (o varios) se pueden realizar
diferentes analisis o estimaciones de
parametros de interés, muchos de los
cuales son claramente relevantes en el
ambito de la conservacion (Purvis y col.,
2005). En este contexto, una de las
medidas mds interesantes, aparte de las
consideraciones demograficas, es la
diversidad filogenética (Faith, 1992), que es en
si una medida de la biodiversidad. La
diversidad filogenética de un grupo de
especies (o secuencias) es la suma de las
longitudes de rama del subarbol que
incluye a ese grupo. La idea principal es
que a la hora de conservar especies o
deberfamos intentar

areas prioritarias

maximizar la diversidad filogenética



protegida, teniendo siempre en cuenta
que la conservacion tiene unos costes y
las especies diferentes probabilidades de
supervivencia (el llamado “problema del
arca de Noé”). Por otro lado, los arboles
filogenéticos son esenciales para definir
evolutivas

unidades significativas

("evolutionarily  significant  units" o
ESUs), las cuales pueden definirse de
manera general como un conjunto de
poblaciones con una historia evolutiva
distintiva a largo plazo, (pero ver Crandall
y col., 2000). Ademas de éstos, existen
otros ejemplos que resaltan el importante
analisis

papel  del

filogenético  en

conservacion.

Crandall, K. A., Bininda-Emonds, O. R.
P., Mace, G. M. & Wayne, R. K. 2000.
Considering evolutionary processes in
Trends in

conservation

biology.
Ecology and Evolution 15: 290-295.

Faith, D. P. 1992. Conservation
evaluation and phylogenetic diversity.

Biological Conservation 61: 1-10.

Guindon, S. & Gascuel, O. 2003. A
simple, fast, and accurate algorithm to
estimate large phylogenies by maximum
likelihood. Systematic Biology 52: 696-

704.

Posada, D. 2008. jModelTest:
phylogenetic model averaging. Molecular

Biology and Evolution 25: 1253-1256.

Purvis, A., Gittleman J. L. & Brooks, T.
(eds.). 2005. Phylogeny and Conservation.
Cambridge University Press, Cambridge,

Reino Unido.

Ronquist, F., & Huelsenbeck J. P. 2003.

MrBayes 3: Bayesian  phylogenetic

inference under mixed models.

Bioinformatics 19:1572-1574.



Estimacion de parametros genéticos en poblaciones naturales

Beatriz Villanueva y M. Carmen Rodriguez

Departamento de Mejora Genética Animal. Instituto Nacional de Investigacion y
Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), Carretera de La Corufia km 7,5, 28040
Madrid. Espana.

Muchos de los caracteres de importancia
en el estudio de poblaciones naturales son
caracteres complejos, de naturaleza
cuantitativa. En ellos, los fenotipos estan
determinados por la acciéon conjunta de
muchos genes y por efectos ambientales.
La estimacién de parametros genéticos
(heredabilidades y correlaciones) para este
tipo de caracteres, esta basada en la
particion de covarianzas fenotipicas entre
parientes en componentes causales tales
debidas a efectos

como varianzas

genéticos aditivos y a efectos ambientales
(Falconer y Mackay, 1996). En el pasado,
la estimaciéon de covarianzas fenotipicas

entre parientes se obtenfa realizando

analisis  estadisticos ~ de  minimos
cuadrados  (analisis de varianza vy
regresion)  basados en grupos de
individuos con el mismo grado de

relacion genética; ej. grupos de medios
hermanos paternos o grupos de padres e

hijos.

Un problema con estos métodos es que
requieren disefios equilibrados. Ademas,
es  necesario  corregir los  datos
previamente para eliminar los efectos
ambientales. Una solucién al problema la
proporcionan  métodos de maxima
verosimilitud y en particular el método de
maxima verosimilitud restringida (REML,
del inglés restricted  maximum-likelibood)
combinado con el “modelo animal”. El
modelo animal es un modelo mixto que
incluye tanto efectos fijos como aleatorios
y en el los efectos aleatorios de interés
son los valores genéticos aditivos de los
individuos. En contraste con los métodos

mas sencillos utilizados en el pasado,



REML-modelo  animal i)  utiliza
simultaneamente, mediante el uso de la
relaciones

matriz de genéticas,

informacién de todas las clases de
parientes pertenecientes a generaciones
multiples y permite, por tanto, tests
estadisticos mucho mas potentes (errores
estandar menores); i) no requiere que la
estructura de los datos sea equilibrada; iii)
permite estimar simultineamente efectos
fijos y aleatorios; iv) puede incorporar
facilmente efectos maternos y efectos
ambientales comunes; y v) proporciona

estimas insesgadas de los componentes de

varianza.

El REML esta reconocido como el
método Optimo para estimar parametros
genéticos en disenos desequilibrados y ha
sido utilizado rutinariamente en mejora
genética animal desde hace ya muchas
décadas. Sin embargo, su aplicacién en
s6lo ha sido

poblaciones naturales

reciente (Kruuk, 2004).

Quizas una de las mayores dificultades

para aplicar el modelo animal en

poblaciones naturales sea la necesidad de

conocer las relaciones de parentesco entre

individuos. En  algunos casos la
asignacion de padres puede hacerse a
través de observaciéon en la naturaleza
pero este procedimiento suele llevan a
errores. Una solucién al problema la
proporcionan los marcadores
moleculares. Existen diferentes métodos
propuestos para estimar parentesco a
partir de marcadores moleculares y su
eficiencia relativa depende en gran parte
de la estructura de la poblacion (Olichoek
y col., 2006). Aunque la mayoria de los
estudios han considerado marcadores
microsatélite (ej., Saura y col., 2010), los
grandes avances en las técnicas de
secuenciaciéon y genotipado, que han
llevado al desarrollo de chips conteniendo
miles de marcadores SNP (polimorfismos
nucleotidicos sencillos) en la mayoria de
las especies domésticas, abren nuevos

horizontes en la estimacién de relaciones

genéticas.

Aunque muchos de los aspectos de la
estimacion de parametros genéticos con
REML son técnicamente complicados, la
utilizaciéon del software disponible es
La cantidad de

relativamente sencilla.

software disponible para obtener estimas



de parametros genéticos con REML-
modelo animal es grande debido en parte
a hecho de que el método ha sido
ampliamente utilizado en mejora genética
animal. Algunos de los programas mas
utilizados por su versatilidad son ASReml,
VCE y WOMBAT. Ademas la gran
capacidad de los ordenadores de hoy en
dia hace posible que los mayores
requerimientos de calculo en REML no
supongan una desventaja con respecto a
métodos mas sencillos de estimacién. Por
ejemplo en vacuno de leche estimas de
evaluaciones

parametros genéticos y

genéticas  son  llevadas a  cabo
rutinariamente utilizando millones de
datos fenotipicos sin que esto suponga
ningun problema. Sin embargo, también
es clerto que la calidad de los datos
fenotipicos y genealégicos obtenidos en
poblaciones ganaderas es en general
mejor que la de aquellos obtenidos en

poblaciones naturales.
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Cambios de los parametros genéticos en poblaciones de censo reducido
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Desde el punto de vista conservacionista,

las amenazas mas importantes a la
supervivencia de las poblaciones son los
deterioros de la media y la variacién
genética de su eficacia biolégica y de los
caracteres relacionados con ella, causados
ambos por la disminucién acelerada de su
censo. Para analizar estos fendmenos
consideraré, en primer lugar, la accién de
la deriva genética sobre la contribucién de
uno o dos loci neutros e independientes al
cambio de la media M y la varianza aditiva
4 de un caracter cuantitativo, en lineas
totalmente endégamas derivadas de una
misma poblacién base y mantenidas a lo
largo de las generaciones con un censo
efectivo constante N.. En la generacion 7
(coeticiente de consanguinidad F)), los
valores de dichos parametros dependen
del tipo de accién génica y se distribuyen

con media EM,), E(V4) y varianza
VM), V(Va).

1) EM,):
Sin epistasia, la media se mantiene
temporalmente constante cuando la
accion génica es predominantemente

aditiva o disminuye linealmente en F;
cuando existe dominancia direccional
(depresion consanguinea). Por otra parte,
la media de cruzamientos entre parejas de
lineas iguala al promedio parental si la
accion es aditiva o lo supera con
dominancia (vigor hibrido). De ahi la
clasica consideracion de la depresion y el
vigor como la cara y la cruz de una misma
moneda. Sin embargo, la epistasia aditiva
x aditiva direccional puede producir
depresion o vigor, invalidando la analogfa
cara-cruz. Es mas, con epistasia
dominante x dominante, la depresion deja

de ser lineal en F»

2) E(Vay):
La contribucién de loci aditivos (A) a

E(V 1) disminuye linealmente en F; hasta



desaparecer por completo (F; = 1). Sin
embargo, cualquier otro tipo de accion
génica puede llevar consigo el que dicha
contribucién aumente inicialmente hasta
que se alcanza un valor critico de Fj, para
disminuir ~ a  continuacién  hasta
extinguirse. Este fenémeno corresponde a
frecuencias alélicas iniciales intermedias
(epistasia aditiva x aditiva, A4 x A) o
extremas (dominancia D con o sin
epistasia adicional FE). No obstante, la
dominancia es la causa principal del
incremento inicial de 1”4/ y una epistasia
adicional s6lo modula la magnitud del
cambio. LLos cambios experimentados por

E(Va)
espacial [I/(a)] y temporal [E(0%)] del

son funcién de la wvariacidén

efecto marginal promedio de substitucion
en el locus 7ésimo (&), asi como de la

covarianza cov (077 , Hi) entre el cuadrado

de dicho efecto y la heterocigosis

correspondiente (H,), de manera que
EV 4) = ZCov(0i?, H)+(1 — F)2XH; [V (o)
+ E(0.z)]. Esto implica:

Accion  E@, -oz) V(o) Cov (@7, H,)

A 0 0 0
AxA 0 #0 0
D 0 70 70
D+ E #0 #0 #0

La covarianza aditiva entre dos caracteres
se comporta de la misma manera que la
varianza aditiva. Por tanto, un cambio
temporal de la matriz de varianzas-
aditivas

covarianzas quc no sc€a

proporcional a (1 - F;, ) no debe

interpretarse como producto de la
seleccion natural, puesto que también
puede atribuirse a la acciéon de la deriva
sobre loci neutros que muestren cualquier

tipo de accién génica no aditiva.

3) ViM)y V(Va):

Con accion aditiva aumenta

V)
linealmente en F; . Con cualquier otro
tipo de accion génica [(M;) experimenta
un incremento similar (F; < '4) o mayor
(F; 2 V4) que el anterior. La mayor parte

de V(Va)

gamético inducido por deriva y, para loci

se debe al desequilibrio

aditivos e independientes, C17(1".4) tiende

aN(2/3N).



4) E(Vb)y E(Vi):
Los  cambios temporales de la
contribucién de parejas de loci a la
varianza dominante promedio vienen
dados por E(V'py) = 2 [V(0x) + E(0i)?]
[V'(H;) + E(Hy)?], es decir, son funcién de
la variaciéon espacial [(05) v V' (H))] y
[E(s) y E(H;)] del

genotipico marginal del heterocigoto (6) y

temporal valor
de su frecuencia (H)). Sin epistasia, el
cambio de I”p; es sélo funcién de los
cambios espacio-temporales de H; [17(0;)
= 0, E@:) = 6. En cualquier caso, el
aumento de la contribucién de parejas de
loci epistaticos al cambio temporal de las
varianzas aditiva y no aditiva E(1Vp: +1"1)
tras sucesivos cuellos de botella suele

darse para las mismas frecuencias alélicas

iniciales.

5) Muiltiples loci:
Con epistasias aditiva x aditiva a # niveles,
el componente epistatico de la varianza de
orden superior E(17444), disminuye
continuamente a medida que I, aumenta,
pero los restantes componentes (E(174,) a
E(V 4441 aumentan inicialmente hasta

que se alcanza un valor critico de F, que

esta en relacion inversa con el orden de la

interaccion correspondiente, para

disminuir a continuacion hasta anularse.

6) Fsry Qsr:
Con accién aditiva, los indices cualitativo
(Fsr = {Ost =
VIM)/VM) 2 E(Val) de

diferenciacién genética poblacional son

F) 'y cuantitativo

iguales, pero con cualquier otro tipo de
accion génica puede ocurrir que QOst #
Fsr. Esto cuestiona la interpretacion de
esa desigualdad como evidencia de una
accion de la seleccion natural convergente
(QJT < FST) O divergente (QyT > FST)

sobre el caracter considerado.

7) Efecto de la seleccion natural
Cuando mutacion (M), seleccion (S) y
deriva (D) actian sobre parejas de loci
epistaticos, todos los componentes de la
varianza genética de la eficacia aumentan
hasta que se alcanza un valor critico de Fj,
disminuyendo a continuacién hasta su
valor de equilibrio MSD. El aumento neto
de 174 es relativamente pequefo, puesto
que en su mayor parte es utilizado por la
seleccion para purgar la  depresion
consanguinea. La seleccion purificadora

impide la diferenciacion en media y



varianza aditiva de las lineas. La epistasia
solo modifica ligeramente las magnitudes
de la depresion, el cambio temporal de los
componentes de la varianza genética, y la

tasa evolutiva de la eficacia.
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En ausencia de fuerzas evolutivas

sistematicas como la mutacién, la
seleccion y la migracion, las propiedades
genéticas (tales como la heterocigosis,
numero de alelos o las frecuencias génicas
y genotipicas en cada locus) de una
poblacién de tamano infinito permanecen
constantes con el tiempo. Sin embargo,
en una poblacién de tamafio finito esas
propiedades cambian a lo largo de las
generaciones debido a un proceso
estocastico de muestreo de un ndmero
finito de  gametos  durante la
reproduccién. Estos cambios son mas
lentos en poblaciones con mayor censo
efectivo. El censo efectivo de poblacion
(N, se define como el tamafio de una
poblacion ideal de Wright-Fisher que
tiene la misma tasa de cambio de las
propiedades genéticas que la poblacion en
estudio (Luikart y col, 2010). Una

poblacién ideal es aquella en la que

ademis de la ausencia de mutacién,
seleccion y migracién, el tamafio es
constante, el apareamiento es aleatorio
con posibilidad de autofecundacién y las
generaciones son discretas. Dependiendo
de la propiedad genética de interés, se han
propuesto diferentes conceptos de censo
efectivo entre los cuales los mas utilizados
son el de consanguinidad (Nu) y el de
varianza de cambio de frecuencias (IN.r),
que son equivalentes en el caso de
poblaciones aisladas de tamafio constante.
diferentes

También encontramos

conceptos de N, en funcién de la escala

(Wang,

espacio-temporal  considerada

2005; Luikart y col., 2010).

El N, a corto plazo, de interés para la

conservacion de recursos genéticos,
puede estimarse a partit de métodos
demograficos o de métodos genéticos

indirectos. Los métodos demograficos



(revisados en Caballero 1994) se basan en
derivaciones tedricas resultantes de ir
afiadiendo violaciones a las asunciones de
la poblacién ideal. Estos métodos suelen
sobrestimar el verdadero N, dado que
raramente se pueden incluir todos los
factores, especialmente la varianza de
éxito reproductivo, que pueden reducir N,
respecto al tamafio de poblacion N. Los
basan en la

métodos genéticos  se

estimaciéon del N, a partir del cambio
observado en algin parametro genético.
Podemos dividir estos métodos en los

que utilizan una muestra o los que utilizan

dos (0 mas) muestras.

Entre los métodos de una muestra
encontramos el LDNe (implementado en
el programa del mismo nombre, Waples y
Do 2008) que se basa en que el
desequilibrio gamético (también llamado
de ligamiento, LD por sus siglas en inglés)
entre dos loci no ligados se puede originar
por deriva génica (en ausencia de
seleccion y migraciéon) y su magnitud
dependera del censo efectivo de la
poblaciéon  considerada. Este método
permite estimas precisas usando 10-20

loci microsatélites en muestras de 25-50

individuos (Luikart y col., 2010). Existen
otros estimadores que utilizan diferentes
estrategias, como el uso de computacioén
bayesiana aproximada (ABC,
implementado en el

ONeSAMP, Tallmon y col., 2008).

programa

Los estimadores mas ampliamente
utilizados y mejor evaluados son los que
necesitan dos muestras, temporalmente
separadas, de la poblaciéon. El principio
teérico que subyace en estos métodos
temporales es que la magnitud del cambio
de frecuencias alélicas es proporcional al
N.. Un factor clave en estos métodos es el
estadistico I utilizado para cuantificar el
cambio de frecuencias alélicas entre los
eventos de muestreo. lLos estadisticos
clasicamente

utilizados presentan

importantes sesgos con tamafos de
muestra pequefos. Recientemente se ha
derivado un nuevo estadistico insesgado,
F;  (implementado en el

TempoFs, Jorde y Ryman 2007).

programa

Conocer y comprender la diversidad de
estimadores de N. que hay en la literatura,
sus asunciones, sus

propiedades

estadisticas y el efecto de utilizarlos en



situaciones no adecuadas, es fundamental
para el estudio de las poblaciones tanto
desde el punto de vista evolutivo como
sesion

conservacionista. Durante la

practica, aprenderemos a utilizar los

programas  informaticos  citados y

discutitemos en que condiciones vy

escenarios nos seran utiles y en cuales no.
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La genética de la conservacion del lince ibérico
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El lince ibérico (Lynx pardinus) es el felino

mas amenazado del mundo vy esta
clasificado en peligro critico de extincion
por la IUCN. A esta situacién se ha
llegado después de que un espectacular
declive sufrido en el ultimo siglo haya
relegado la especie a dos poblaciones
remanentes, Dofana y Andujar, aisladas
entre si y con alrededor de 50 y 150
individuos, respectivamente. Las causas
habitualmente sefialadas para el declive de
la especie han incluido la destruccién y
fragmentacion del habitat, la persecucion
directa y, mas recientemente, el declive
del conejo, su principal presa. Su caracter
de especie emblematica ha convertido al
lince ibérico en un simbolo y en un gran

reto para la conservacion de la fauna

amenazada en Espafa.

Mediante la aplicacion de marcadores

moleculares  hemos investigado los

patrones genéticos en poblaciones tanto

contemporaneas como historicas de lince
ibérico y evaluado las consecuencias que
el declive poblacional y la fragmentacion
han tenido sobre la variacion genética de
la especie. La diversidad mitocondrial
contemporanea es extremadamente baja,
sélo  dos

habiéndose detectado tan

haplotipos que se diferencian en una

unica base y que se encuentran
alternativamente fijados en las dos
poblaciones.  La  diversidad  para

microsatélites autosémicos es igualmente
reducida respecto a la de otros felinos, y
es significativamente menor en la
poblacion de Dofiana que en la de
Anddjar. Los analisis preliminares de
variacion en genes del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase Iy clase
IT han revelado un nimero muy reducido
de alelos. Ademas, las dos poblaciones
remanentes presentan, una diferenciacion
términos  de

genética acusada en



frecuencias alélicas para marcadores
microsatélites, aunque con distribuciones
alélicas solapantes: los alelos encontrados
en Doflana son mayoritariamente un
subconjunto de los encontrados en
Andujar. Por dltimo, ambas poblaciones
presentan sefiales débiles de cuellos de
botella  recientes y los  tamafios
poblacionales efectivos estimados son
pequefios, lo que alerta sobre pérdidas
acusadas de diversidad en el futuro de
mantenerse la situaciéon actual (Godoy ez
al., en preparacion; Godoy ez al 2009;

Johnson ez al. 2004).

Los patrones contemporaneos descritos
arriba contrastan con los revelados por el
historica

analisis de la  wvariacion

representada  por un conjunto de
ejemplares de museos que cubren el area
de distribucion histérica de la especie y de
una antigiedad de hasta 160 afos. Las
ibérico

diversidad

poblaciones extintas de lince

presentaban una
significativamente mas alta y un nivel de
estructura menor que el observado en las
poblaciones contemporaneas. No
obstante, la poblacion de Dofiana, y en

menor medida la de Sierra Morena

Oriental, presentaban ya una alta
diferenciaciéon y una menor diversidad
genética respecto al resto de las
poblaciones en el pasado reciente. Por
ultimo, ambas poblaciones remanentes
han sufrido disminuciones significativas
en la heterocigosidad individual a lo largo

(Casas-Marcé

de tiempo et al, en

preparacion).

TLos resultados obtenidos del analisis con

marcadores moleculares muestran la
accion predominante de la deriva genética
en tiempos recientes, en relaciéon al
tamafio poblacional y el tiempo desde
aislamiento de cada poblacién. Esto

puede haber resultado en pérdidas
importantes de potencial adaptativo y en
una reduccién de la eficacia biolégica
relacionada con la acumulacién de alelos
deletéreos 'y el aumento de la

homocigosidad  (depresion  consanguinea).
Aunque no existen pruebas por ahora que
lo relacionen de manera directa con
factores genéticos, en los ultimos afos se
ha constatado una reduccion del tamafio
medio de camada y un aumento de la

mortalidad atribuible a enfermedades en

Dofiana (Palomares ez al, en revision), y



se ha descrito una alta incidencia de
glomerulonefritis y deplecion linfoide en
la especie (Jiménez et al. 2008; Pena et al.

2006).

Las progresivas pérdidas de diversidad y
los riesgos de depresion consanguinea, en
conjuncién con la probable conexion
histérica entre poblaciones y la ausencia
de evidencias de divergencias adaptativas,
abogan por un manejo conjunto de éstas
tanto ex-situ  como in-situ. Entre las
actuaciones de conservaciéon emprendidas
para la especie se incluyen un programa
de conservacion ex-situ (Vargas et al.
2008), actuaciones de translocacién y un
programa  de  reintroducciéon.  La
poblacién cautiva se maneja como una
unica  unidad  permitiendo  cruces
interpoblacionales, 1o que ha resultado en
una diversidad genética cautiva superior a
la de cualquiera de las dos poblaciones
silvestres.  El uso de marcadores
moleculares estd ademas ayudando a
implementar ~ una  estrategia  para
maximizar las pérdidas de diversidad y
minimizar la endogamia basada en la
minimizacién del parentesco promedio, al

aportar estimas del parentesco entre

fundadores (Godoy e a/ 2009). Ademas,
a finales de 2007 se transloco el primer
individuo desde la poblacién de Andujar a
Dofana para intentar revertir las pérdidas
de diversidad genética y prevenir las
consecuencias negativas de la endogamia
en esta poblaciéon y en la primavera de
2008 nacieron los primeros cachorros de
cruces interpoblacionales en libertad.
Finalmente, en este afio 2010 se han
iniciado  las  primeras  actuaciones
encaminadas a la reintroduccion del lince

ibérico en localidades de su distribucion

historica.

La gran cantidad de informacién que esta
generando el  seguimiento y la

conservacion de la especie sobre aspectos

demograficos, ecolégicos, fisioldgicos,
reproductivos, sanitarios y
comportamentales convierte al lince

ibérico en un modelo empirico para el
estudio de los cambios genéticos que
ocurren en poblaciones en declive y para
el estudio de sus consecuencias. Es de
esperar que este conocimiento contribuira
de manera significativa a la preservacion
mas

del mamifero amenazado vy

emblematico de nuestra fauna.
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Deterioro de la eficacia biologica en poblaciones de censo reducido

Aurora Garcia Dorado

Departamento de Genética. Facultad de Biologfa. Universidad Complutense.

28040 Madrid. Espafia.

Las consecuencias genéticas principales
del pequefio censo de las poblaciones
amenazadas son la reducciéon de la
variabilidad genética y el deterioro de la
eficacia biolégica. Si bien la primera es
indeseable porque representa una pérdida
de biodiversidad y de potencial
adaptativo, es la segundo la que puede
implicar una amenaza mas inmediata a la
supervivencia de la poblacion. Este
deterioro de la eficacia se debe in primer
lugar a la depresion consanguinea,
atribuible a la variaciéon genética que
segregaba en la poblacién original. A
largo plazo, se espera un deterioro
adicional debido a que la deriva limita la
eficiencia de la seleccion natural en contra
de las mutaciones deletéreas nuevas. Sin
embargo, aqui  nos referiremos
especialmente a las consecuencias de la
reduccion del censo efectivo a un valor NV

en las primeras 2N generaciones, durante

las cuales puede ignorarse el efecto de la

nueva mutacion.

La depresion consanguinea de la eficacia
biolégica se debe fundamentalmente a
que, como la seleccion natural elimina los
alelos deletéreos mas ineficientemente
cuanto mas recesivos son, los deletéreos
que segregan en las poblaciones tienen
efecto predominantemente recesivo. Sin
embargo, la eficacia media esperada tras ¢
generaciones de reduccién del censo se
predice clasicamente en funciéon del
coeficiente  de  consanguinidad £

calculado de acuerdo con el modelo

neutro, como
W.= Woexp[-8£],

donde & se puede interpretar como el %

de reduccién en eficacia media esperada

cada 1% de incremento en

por

consanguinidad, si bien esta esperanza

refiere a una situacién hipotética en que



se relajase la seleccion natural. Esta
depresiéon asociada al aumento de la
homocigosis, se debe a que la desventaja
de los deletéreos recesivos se incrementa
en una cantidad d cuando éstos se
presentan en homocigosis, pero este
incremento también implica un aumento
de la seleccion en contra de dichos
deletéreos, conocida como purga. Este
valor d, que coincide con la d de la escala
de Falconer, sera denominado coeficiente
de purga, pues representa la parte del
efecto deletéreo sobre la que la seleccion
actia mas eficientemente en los
individuos mas consanguineos. Como
consecuencia, el coeficiente  de

consanguinidad respecto de los deletéreos

parcialmente recesivos, o coeficiente de

consanguinidad  purgado g,  puede
calcularse en la generacién £ como
g =gll-[1- )I-d)]}

2N ’

1
donde g=——— es el wvalor
1+d(2N -1)

asintético al que tiende g¢ . Es decir, el

coeficiente de consanguinidad purgado

tiende a un valor asintético que es menor

cuanto mayores son N y d, y que se
alcanza mas rapidamente cuanto menor es
N y mayor es d. Por tanto, teniendo en
cuenta la purga, la eficacia bioldgica
media W: en la generaciéon ¢ puede

predecirse en funcién de la media inicial

como
W= W 6Xp[-8 gt ]

Mostraremos resultados que indican que
la purga limita el aumento de la depresion
de forma muy eficiente, incluso en
poblaciones bastante pequefias, de modo
que la prediccion neutra resulta muy

inadecuada.

La teoria anterior puede adaptarse para
predecir la evolucion de la eficacia en una
poblacién en que todas las familias
contribuyen igual numero de
descendientes (CI) al grupo reproductor.
Esta estrategia se recomienda con
frecuencia en programas de conservacion
ex Situ, pues se espera que proporcione un
censo efectivo de alrededor del doble del
censo real (2N), ralentizando asi las
consecuencias de la consanguinidad y la

deriva. Sin embargo, las contribuciones



familiares iguales (CI), ralentizan también
las consecuencias de la seleccién sobre
viabilidad, que pasa a ocurrir solo dentro
de familias, purga incluida. Y, lo que es
mas dramatico, relaja la selecciéon sobre
tertilidad, de modo que, no solo elimina la
purga, sino que puede resultar arriesgado
a medio plazo ignorar las consecuencias
de la acumulaciéon neutra de mutaciones
deletéreas nuevas. Bajo CI, las medias de
viabilidad V' y fecundidad F en la

generacion ¢ pueden aproximarse en

funcion de sus respectivas 8, como
Vi= Voexp|[-0 gie]

Fi= Fyexp |- 8 fir— 4NAs(1-2h) (/4N -
£E) - 2Ahsq,

donde gwe y fie se calculan con el censo

efectivo correspondiente a CI (2N), vy,

respecto de fecundidad, A es la tasa de
mutacion deletérea, s es la desventaja del
homocigoto, y A la proporciéon de esta
desventaja que se expresa en el
heterocigoto. Estas ecuaciones muestran
que CI reduce el deterioro de la eficacia a

corto y medio plazo en poblaciones

pequefias, aunque termina por resultar

desventajosa a largo plazo.
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983-997



Genética de la conservacion de especies forestales

Santiago C. Gonzalez Martinez

Departamento de Ecologia y Genética Forestal. Centro de Investigaciéon Forestal,
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La conservacion de los bosques es de
gran importancia, tanto por las especies
vegetales y animales asociadas a estos
sistemas servicios

como por los

ambientales y productos que
proporcionan. Existen pocos casos de
especies forestales catalogadas como en
peligro de extinciéon en nuestro pais. Sin
embargo, muchas de las poblaciones
marginales (tanto en sentido ecoldgico
como geografico) de estas especies se ven
amenazadas por los cambios en el uso del
suelo, la deforestacion, los ataques de

y enfermedades, el cambio

plagas

climatico y la introgresion genética a

partir de plantaciones.

Las poblaciones Ibéricas de especies

forestales de amplia distribucién en

Europa podrian contener adaptaciones
singulares y tener un valor ecolégico (y
elevado. Son las

productivo)  muy

llamadas poblaciones ‘rear edge’, que
sobreviven cerca de los refugios glaciares
de estas especies, en general con tamafios
efectivos poblacionales pequefos y muy
fragmentadas. Estas poblaciones tienen
una importancia critica como reserva
genética a largo plazo (Hampe y Petit,
2005) y su conservaciébn es muy
importante para garantizar el potencial

evolutivo de la especie en conjunto.

En esta ponencia, se presentan tres
estudios de caso de relevancia para la
conservacion de recursos genéticos de
especies forestales. En todos ellos, se
utilizan marcadores moleculares neutrales
(es decir, no afectados por la seleccion
natural) para proporcionar informacion
genética y demografica de utilidad en la
identificacion  de

poblaciones  de

conservacion, desarrollo de estrategias de



conservacién y/o evaluacion de tiesgos

potenciales.

El primero estudio de caso se centra en el
analisis de la diversidad genética vy
singularidad de las poblaciones marginales
de pino canario (Pinus canariensis C. Sm.),
una especie endémica de las Islas Canarias
y Gnico pino nativo de las islas, mediante
el uso de microsatélites del cloroplasto
(Vaxevanidou y col, 20006). En este
estudio, se encuentra que algunas de las
poblaciones  marginales tienen gran
singularidad genética y, por tanto, notable
valor potencial de conservacion, mientras
que otras estan fijadas para alelos
comunes y podrian ser el resultado de
recientes a

colonizaciones partir  de

poblaciones centrales cercanas.

El segundo estudio de caso utiliza
microsatélites nucleares y herramientas de
analisis Bayesianas (STRUCTURE y BAPS)
para  identificar  acervos  genéticos
homogéneos y definir grandes regiones
‘genéticas’ de gestion y conservacion. Este
estudio de caso se desarrollara como una
practica en la que se compara una especie

con estructura genética moderada (Pinus

pinaster Ait.; Bucci y col, 2007) y una
especie que presenta estructura genética
fuerte, como resultado de la
fragmentacién de sus poblaciones (Taxus
baccata 1..; Gonzalez-Martinez y col, 2010).
El nivel de estructura poblacional
encontrado en estas dos especies apoya
diferentes estrategias de conservacion iz

Situ'y ex Siti.

El tercer estudio de caso, evalia el
potencial de introgresién por polen a
partir  de plantaciones de origen
desconocido en la variedad endémica de
pino silvestre de Sierra Nevada (Pinus
Sylvestris var. nevadensis D. H. Christ;
Robledo-Arnuncio y col, 2009). Esta
variedad es de gran interés ya que supone
el limite meridional de la especie y hay
evidencia de adaptacién a condiciones
locales de sequia, lo que resulta atractivo
para plantaciones protectoras en zonas
donde se prevea un impacto fuerte del
cambio climatico. Usando haplotipos
exclusivos de las plantaciones y métodos
de maxima verosimilitud se determinan
las zonas del Parque Nacional de S.
Nevada niveles de

con menores

introgresiéon genética y que se podtian



utilizar  para  recoger semilla no

introgresada para el refuerzo de la

poblacion autoctona.

En conclusién, estos ejemplos muestran
como el uso de marcadores moleculares
neutrales puede proporcionar
informacién valiosa de utilidad para la
conservacion  genética de  especies
forestales. En el futuro, se prevé que el
desarrollo de nuevas tecnologias de

secuenciaciéon y genotipado  permita
aumentar la precision de las estimaciones
(al incluir miles de marcadores) v,
también, identificar polimorfismos en
genes  candidatos  para  diferentes
caracteres adaptativos. En cualquier caso,
la informacién obtenida a partir de
marcadores moleculares necesita
completarse con informacién ecologica y
procedente de ensayos de genética
cuantitativa para su aplicacién operativa

en conservacion.
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Gestion de poblaciones en programas de conservacion ex-situ
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En muchas ocasiones, debido al elevado
riesgo  para la supervivencia de las
poblaciones, ya sea por su reducido censo
o por el deterioro de su habitat natural, es
necesario el mantenimiento de las mismas
en condiciones de cautividad,
constituyendo los denominados

programas de  conservacion  ex-situ
(Allendorf y Luikart, 2007). La cautividad
se lleva a cabo en zooldgicos, parques
naturales, acuarios, jardines botanicos y
arboretos, pero también en bancos de
germo-plasma vegetal y criopreservacion
de plantas y animales, cultivos celulares y
gametos. Comunmente se ha aceptado
como objetivos principales en los
programas de conservacion: (1) evitar la
consanguinidad, ya que afecta a la eficacia
biolégica de la especie; (2) mantener la
mayor variaciéon genética posible, para
garantizar la capacidad futura de la
ante  los retos

poblacién nuevos

ambientales; y, en el caso de programas
ex-situ, (3) preservar a la poblaciéon de la
adaptacion a la cautividad para una
posible reintroduccién futura en su medio

natural.

En la mayorfa de los programas de
conservacion ex-situ los individuos no se
mantienen en un solo nucleo sino que se
diferentes

crean poblaciones

por
problemas logisticos (imposibilidad de

encontrar recintos lo suficientemente
grandes, escasez de recursos por parte de
sola  institucion,

una etc.) La

estructuraciéon de las poblaciones de
censo reducido tiene la consecuencia de
que erosiona la variacidon genética y se
incrementa la consanguinidad, factores de
gran importancia en los programas de
conservacion (Allendorf y Luikart, 2007).
Es, por de interés

tanto, general,

desarrollar métodos para el manejo de la



variacion ~ genética en  poblaciones

subdivididas y  establecer  criterios

objetivos para cuantificar la importancia

de la variacién intra e interpoblacional.

El analisis de la diversidad genética en

poblaciones  subdivididas se realiza
generalmente en términos de diversidad
génica o heterocigosis esperada (Nei,
1973). Sin embargo, la riqueza alélica (el
numero de alelos distintos que estan
segregando en una poblacién) es un
criterio alternativo y complementario para
evaluar la diversidad genética (Foulley y
Ollivier, 2006). Mientras que la diversidad
génica es responsable directa de la
depresion consanguinea y la respuesta a la
seleccion a corto plazo, la diversidad
alélica lo es de la respuesta a la seleccion a
largo plazo. Resulta posible realizar una
particion de la diversidad alélica de una
forma analoga a la que se realiza para la
diversidad génica (Caballero y col., 2010),
y esta particion tiene aplicaciones en la
priorizacién de subpoblaciones para su
conservacion. Como consecuencia de la
particiéon también es posible definir un
alélica

coeficiente de diferenciacion

interpoblacional, Asr, andlogo al clasico

coeficiente de diferenciacion génica, Fyr.

Recientemente se han empezado a
desarrollar protocolos de manejo de la
diversidad genética en  poblaciones
subdivididas en programas de
conservacion. Fernandez y col. (2008) han
propuesto un método dindmico de
optimizaciéon de la diversidad genética
global  controlando la  tasa  de
consanguinidad a partir de la informacién
genealdgica disponible. Esta metodologia
se implementa en el programa
METAPOP (Pérez-Figueroa y col., 2009),
que también incorpora andlisis basicos de

la variacién genética.

En el curso resumiremos los aspectos
basicos del analisis y manejo de la
diversidad  genética en

subdivididas. En

poblaciones
primer lugar,
describiremos la particiéon de la diversidad
génica y alélica en componentes intra- e
inter-poblacionales. En segundo,

ilustraremos las aplicaciones de esta

particion en el contexto de la priorizacion
de subpoblaciones con objetivos de

conservacion y la  obtenciéon  de



poblaciones  sintéticas. En  tercero,
describiremos el protocolo de
conservacion basado en el método

dindmico propuesto por Fernandez y col.
(2008) para el mantenimiento de la
diversidad en poblaciones subdivididas
informacién

cuando se

dispone de
genealégica y hay posibilidades de
manipulaciéon de los apareamientos.
Finalmente, ilustratemos las anteriores
metodologias mediante la aplicacion del

programa METAPOP a datos empiricos.
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Genética de la conservacion de razas de animales domésticos

Luis Sili6
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A la domesticaciéon de algunas especies
siguié una larga historia de migraciones,
adaptacion y seleccion que ha originado
una enorme variedad de razas de animales
domésticos. La base de datos de FAO
registra actualmente un total de 7.616
razas, 0.536 catalogadas como locales y el
resto transfronterizas: 523 de ambito
regional y 557 internacional. Diversos
factores han contribuido a la pérdida,
erosion

sustitucion o genética  de

numerosas razas locales. Esta

documentada la extincién de 62 de ellas

en los primeros seis afios de este siglo, y

otras 1.491 razas se encuentran

clasificadas como en riesgo de extincién

(http://www.fao.org/dad-is). Por otra

parte, la diversidad genética de las razas

mas  difundidas se ha  reducido
notablemente por la intensa seleccion
realizada sobre un reducido nimero de

unidades de seleccion combinado con el

uso creciente de técnicas de reproduccion

artificial.

Hay un creciente consenso sobre la

necesidad de detener esta erosion
genética. La conservacion de los recursos
genéticos de animales domésticos se
justifica por a) la necesidad de disponer
de genotipos mejor adaptados a posibles
nuevos sistemas productivos, a cambios
climaticos y ambientales o a nuevas
enfermedades, b) la  singularidad
fisiogenética de algunas poblaciones o c)
el valor paisajistico o histérico de otras.
Sin embargo, es obvio que no es posible
conservar los miles de razas todavia

existentes aunque afortunadamente

tampoco es necesario, ya que muchas de
ellas son reiterativas, carecen de
singularidad notoria o disponen de un
nicho de mercado para sus productos que
les da la oportunidad de  ser

econémicamente viables. Se requiere una



priorizaciéon de los recursos genéticos a
conservar, que usualmente se establece a
partir de evaluaciones del riesgo de
extincion y del interés atribuido a cada

poblacion.

Durante las dos dltimas décadas se han

realizado multiples trabajos de

caracterizacion de  diferentes  razas,
analisis de la variacién genética inter e
intraracial y reconstruccion de su
prehistoria y de su relacion con las
poblaciones ancestrales (Groeneveld ez a/.,
2010). Asimismo el problema de la
priorizacion en la conservaciéon se ha
abordado diferentes

con enfoques

en el analisis de diversidad

basados
genética neutra estimada a partir de
marcadores genéticos (Boettcher e al.,
2010). El elemento diferencial de estos
métodos es la ponderacion relativa (M)
asignada a la diversidad genética intra
(GDw) e interpoblacional (GDg) en la
particion de la diversidad genética total
GD = A GDw + GDs. Ponderaciones
extremas (A = 0, 1) dan lugar a decisiones
conservacionistas de signo opuesto, a

favor respectivamente de pequefias lineas

o de grandes poblaciones no amenazadas.

Parcialmente  estas  decisiones  se
corresponden a planteamientos centrados
en las razas o en el conjunto de la especie,
aunque la metodologia es también
aplicable a la priorizacion entre variedades

de una raza (Fabuel et al., 2004).

La gestion de programas de conservacion
se basa principalmente en poblaciones de
animales vivos, que en ocasiones puede
combinarse con la crioconservacién en
bancos de gametos. Es este un campo en
el que se ha registrado un considerable
desarrollo tedrico ya reflejado en este
curso. Las dos decisiones cruciales -qué
animales se eligen como reproductores y
como se aparean- deben orientarse a la
minimizacion de AF por generacion, y
deben basarse en la maximizaciéon del
numero de

reproductores del sexo

limitante (generalmente machos), el

equilibrio de las contribuciones genéticas
y el disefio de planes de apareamientos de
minimo parentesco. Para ello, en un
programa de conservaciéon viable es
control

imprescindible un  riguroso

genealdgico, que facilita ademds el



chequeo de lo realizado mediante técnicas

de analisis genealogico (Toro et al., 2000).

La informacién genealdgica puede ser
inexistente al inicio de un programa de
conservacion o al incorporar nuevos
animales al mismo. En esos casos puede
marcadores

recurrirse al empleo de

genéticos, bien para reconstruir las
posibles relaciones de parentesco o para
cuantificar el mismo (Toro et al., 2002).
Hasta ahora los microsatélites han sido
los marcadores de referencia, aunque el
genotipado automatizado de SNP ofrece
claras ventajas para que el recurso
practico a la informacién molecular sea

asequible (Sili6 et al., 2010).
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Tradicionalmente, la  aplicacion de
herramientas genéticas a la gestion y
conservacion de poblaciones naturales se
ha visto limitada por la dificultad que
entrafia el desarrollo de marcadores
genéticos especificos. Sin embargo, estos
problemas han sido menores en el caso
del lobo (Canis lupus). Esto se debe a la
importancia del perro en investigacion
biomédica, lo que ha hecho que miles de
marcadores genéticos estén disponibles.
Como perros y lobos son casi idénticos
desde el punto de vista genético (los
perros derivan de la domesticacion de
lobos), marcadores desarrollados para
perros se pueden aplicar a lobos. Esto ha
permitido una gran cantidad de estudios,
permitiendo que el lobo se convierta en
un modelo de las posibilidades ofrecidas

por la genética para la conservacion.

Una poblaciéon de lobos que ha sido

estudiada con especial intensidad es la de

la Peninsula Escandinava. Alli el lobo era
muy escaso a mediados del siglo XX. Un
estudio genético utilizando técnicas de
ADN antiguo (Flagstad y col. 2003)
mostré que el pequefio y decreciente
tamafio poblacional durante los ultimos
200 afios llevé a una progresiva pérdida
de diversidad genética hasta su extincién

alrededor de 1970.

Sin embargo, un grupo de lobos aparecid
en 1984 en el sur de Suecia, a2 mas de
1000 km de su borde de distribuciéon mas
cercano. El origen de esta poblacion fue
muy controvertido y se caracterizaba por
una composicion genética muy diferente
de la de poblaciones cercanas. Un analisis
integrando marcadores genéticos
autosémicos, en cromosomas sexuales y
ADN mitocondrial junto con datos de
campo mostré que esto podia explicarse
efecto

como consecuencia de un

fundador y deriva genética ya que la



poblaciéon  derivaba de sélo  tres
individuos que habfan llegado desde las
poblaciones de Finlandia y Rusia (Vila y

cols. 2003a).

A partir de ese momento la poblacion
crecié en tamafo de forma rapida hasta
llegar a los mas de 200 individuos en la
actualidad. Sin embargo, y a pesar de que
esta se trata de una poblacion
aparentemente sana, un analisis detallado
muestra que es asi. La poblacion seguia
aislada, llevando al aumento progresivo
de la endogamia. Un seguimiento de la
poblacion desde su fundaciéon mediante
técnicas de campo y muestreo genético
no invasivo (analizando excrementos)
mostr6 una depresién por endogamia
muy clara con el descenso progresivo de
la supervivencia de los cachorros al
aumentar su tasa de endogamia (Liberg y
cols. 2005). Otro estudio morfologico
confirmé esta depresiéon al mostrar una
elevada frecuencia de malformaciones en

la columna vertebral de estos lobos

(Raikkénen y  cols.  2006). Esto

demostraba que la depresiéon  por

endogamia era posible incluso en

poblaciones en crecimiento y

aparentemente sanas.

Por otro lado, wuna preocupacién
bl

permanente en la gestién y conservacion
de poblaciones de lobos es la hibridacién
con perros y la consiguiente posible
pérdida de adaptaciones locales o alelos
coadaptados (o la pérdida de “pureza”).
Cuando un lobo con aspecto extrafio
aparecié cerca de Oslo (Noruega) y se
sugiri6 que podia ser un hibrido, se
produjo una gran alarma publica. Tras
analizar una muestra de este animal
utilizando un  diverso  panel de
marcadores genéticos pudimos confirmar
que se trataba de un hibrido, hijo de una

loba y un perro (Vila et al. 2003b). Tras

conocer los resultados, el gobierno
noruego autorizo la caza en periodo de
veda de cualquier animal de “aspecto
lobuno” en una amplia zona del sur del
pais (la poblacion de lobos en Noruega se
calculaba que era de wunos 12-20
individuos) para asi prevenir la llegada de

alelos de perros a la poblacién de lobos.

Esta claro que perros y lobos se pueden

cruzar y pueden producir descendencia



tértil, pero chasta que punto es peligrosa
la hibridacién para la poblacion de lobos?
Como lobos y perros coexisten en todo
el noroeste de Espafia, hemos intentado
cuantificar el grado de introgresiéon de
genes de perros en la poblacion ibérica de
lobos. Aunque hemos encontrado un 3%
de individuos hibridos de primera
generacién, apenas hemos visto hibridos
de segunda generacibn o retrocruces.
Esto sugiere que los hibridos puedes
estar poco capacitados para sobrevivir en
condiciones naturales y, por tanto, la
hibridacién  puede solo

Ser una

preocupacién menot.
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