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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado el género Androcymbium (Colchicaceae) a dos niveles:
macro- y micro- evolutivo. A nivel microevolutivo se ha obtenido que para las especies
de Sudaéfrica oriental la componente interpoblacional es muy importante para explicar
la distribucién de la variabilidad genética, igual que en Sudafrica occidental. Para las
especies de Namibia, la componente mas importante es la intrapoblacional, igual que
en el norte de Africa. A nivel macroevolutivo se ha obtenido que el origen del género
se sitla en Sudéfrica occidental, datandose en 11,2+2 ma. Este género ha resultado ser
parafilético, dada la aparicion conjunta en un mismo clado de especies de
Androcymbium y Colchicum, y las especies del norte de Africa derivan de un taxa de
Namibia que llegd a la cuenca Mediterrdnea a principios del Plioceno gracias a la

formacion de un corredor arido entre las zonas aridas del suroeste y este de Africa.

RESUM

En aquest treball s’ha estudiat el génere Androcymbium (Colchicaceae) a dos nivells:
macro- i micro- evolutiu. A nivell microevolutiu s’ha obtingut que per les especies de
Sudafrica oriental, la component interpoblacional es molt important per explicar la
distribucio de la variabilitat genética, igual que a Sudafrica occidental. Per les especies
de Namibia, la component mes important es la intrapoblacional, igual que al nord
d’Africa. A nivell macroevolutiu s’ha obtingut que I'origen del génere es situa a
Sudafrica occidental, datant-se en 11,2+2 ma. Aquest génere ha resultat ser parafilétic,
donat I'aparicioé conjunta en un mateix clade d’especies d’Androcymbium i Colchicum, i
les espécies del nord d’Africa deriven d’un taxa originari de Namibia que va arribar a
la conca Mediterrania a principis de Pliocé gracies a la formacié d’un corredor arid

entre les zones arides del sud-oest i est d’Africa.






ABSTRACT

In this study the genus Androcymbium (Colchicaceae) has been studied at two levels:
macro- and micro- evolutive. At the microevolutive level it has been obtained that in
the western south African species, the inter-populational component is very important
to explain the distribution of the genetic variability, the same case like in western South
Africa. In the Namibian species, the main component in the intra-populational, the
same case as in north Africa. At the macroevolutive level it has obtained that the origin
of the genus is located in western South Africa and it has been dated in 12.2+2 mya.
This genus is paraphyletic because of the inclusion of some species of Colchicum within
Androcymbium, and the origin of the northern Africa taxa are related with a Namibian
taxa that colonized the Mediterranean basin at the beginning of Pliocene thanks to the
formation of an arid corridor between the arid areas of south-western and eastern

Africa.
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Introduccion

INTRODUCCION

Desde que Charles Darwin publicd el mecanismo de la seleccion natural que
explicaba el origen de la biodiversidad bioldgica y establecia asi las bases de la Teoria
Evolutiva, se han producido cambios esenciales en todo el cuerpo teorético de esta
Teoria. Relacionado con estos cambios, resaltaremos tres fendmenos clave que han
ocurrido en estos ultimos afios en las diversas disciplinas que la componen: (i) los
meétodos cladistas basados en la teoria de Hennig (1966) acordes con los postulados
epistemologicos de Karl Popper y por tanto generadores de hipétesis falsables, (ii) los
descubrimientos de la bioquimica del DNA y sus mecanismos de replicacion asi como
el nacimiento de las técnicas de analisis molecular, basadas en la enzima termoestable
de Thermus aquaticus Tag polimerasa, que ha permitido la amplificacion automatizada
de cualquier fragmento de DNA (reaccion llamada PCR) y (iii) la informatica aplicada
al calculo computacional y sus consecuencias en la automatizacion y el tratamiento de
una inmensidad de datos. Se han abierto asi, muy recientemente, unas inmensas
posibilidades en los estudios de la biologia evolutiva de los organismos, en base al
estudio multigénico con diversos marcadores moleculares. Con estas nuevas
metodologias, podemos penetrar en los cambios moleculares de los organismos,
plantear hipoétesis histéricas sobre su evolucion y tratar de relacionar esta evolucion
molecular con la morfol6gica. También se abre la posibilidad de analizar la evolucién
organismica y relacionarla con los cambios histéricos, tanto con sus correspondientes
areas biogeogréficas, ambientales o geoldgicos, que sin duda han sido muy influyentes
y decisivas en su dindmica evolutiva. Se abre asi una nueva posibilidad de penetrar en
la otra esfera del famoso “misterio de los misterios”, en este caso la evolucion de las
angiospermas a partir de sus historias ambientales relacionadas con su filogenia. La
posibilidad de obtener actualmente hipdtesis evolutivas basadas en datos moleculares
y relacionarlas con el tiempo geoldgico de formacién de sus areas bidticas y con sus
historias ambientales, estda permitiendo entender las bases moleculares de los cambios
morfolégicos en la evoluciéon de los taxa, las expansiones y contracciones
filogeogréficas de sus poblaciones, sus direcciones colonizadoras, sus zonas refugio y

los tiempos y modos de especiacion de las especies.
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En estos momentos y dadas estas premisas, el objetivo base de esta tesis es
estudiar la filogenia y la genética poblacional del género Androcymbium y discutir, en
base a los conocimientos actuales, la fiabilidad, consistencia y robustez de los
resultados y sus implicaciones sobre determinadas hipoétesis de la historia evolutiva de

este género.

¢Por qué el género Androcymbium como objeto de estudio de la genética de
poblaciones y de su filogenia?

Muchos trabajos sobre biogeografia africana han resaltado que uno de los
fendmenos mas fascinantes en la actualidad y en la botanica son las relaciones
floristicas entre las zonas aridas del norte y el sur de Africa (De Winter 1971; Jurgens
1997). El 63% de los géneros de la flora xerofitica del norte de Africa cuentan con
especies representadas en su zona simétrica austral, es decir la region sudafricana
(Monod 1971). El género Androcymbium forma parte de este 63%. Este género consta de
56 especies. El 11% se encuentran en el Norte de Africa — Islas Canarias, el 16% en
Sudafrica Oriental, el 9% en el Sur y el Este de Africa central y el 64% restantes en
Sudafrica Occidental.

Este género pertenece a la familia Colchicaceae, dentro del orden de las Liliales.
Las especies de esta familia son generalmente geofitos que emergen con las lluvias de
finales de otofio y entran en senescencia en primavera. En verano estan en fase de
reposo y lo pasan en forma de cormo enterrado para protegerse de la aridez. El
estudio pues, de este género, tiene diferentes niveles de interés:

Nivel Taxondmico: su sistemética desde Linneo hasta la actualidad ha sido y
esta siendo objeto de constantes revisiones. En los dltimos afios se han modificado los
niveles de clasificacion infragenéricos en base a aspectos morfolégicos (sobre todo,
florales) y se han descrito mas de 16 nuevas especies (Muller-Doblies & Muller-Doblies
1984, 1990, 1998, 2002; Pedrola-Monfort et al, 1999a, 1999b, 2003). Es por ello que, y de
acuerdo con las ultimas aportaciones en los estudios taxondmicos, seria necesario
realizar una nueva revision utilizando las mas recientes técnicas moleculares para

ayudar a clarificar las controversias existentes con respecto a su taxonomia.
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Nivel Biogeografico: su distribucion geografica es bastante peculiar, ya que su
rango geografico ocupa areas disjuntas; Norte y Sur de Africa. Esta distribucion, que
no solo es exclusiva de este género, resulta interesante de estudiar con el objeto de
obtener un patréon biogeografico que pudiera servir como modelo para explicar estas
habituales disjunciones geograficas norte — sur de la flora xerofitica sudafricana .

Nivel de Especiacion: conocer los diferentes tipos de especiacién, asi como las
causas que las han promovido en las diferentes areas disjuntas de su distribucién,
puede servir como modelo para los otros géneros de la flora xerofitica.

Nivel Filogenético: sus hipétesis filogenéticas, asi como la datacion de su
especiacion 'y consecuentemente de sus diversos procesos evolutivos que han
producido cambios morfoldgicos (tiempo de separaciones basados en el relgj
molecular), pueden servir para conocer las causas y los procesos que han generado esta
evolucion. De esta manera, también se puede comparar con la evolucion de otros
géneros de la flora xerofitica africana y establecer asi modelos evolutivos para estas

floras en el continente africano.

Los estudios poblacionales y evolutivos previos sobre Androcymbium.

A lo largo de estas ultimas décadas (1989 — 2004) se han realizado 15
expediciones de recogida de material de estudio in situ en las diferentes areas disjuntas
del género Androcymbium. Primero por diferentes regiones de la zona norte; Espafia
(Almeria e Islas Canarias), Grecia (Creta), Israel, norte de Africa (Marruecos, Argelia y
Tanez), y segundo, por la zona sudafricana; Namibia y Sudéfrica (regiones
occidentales y orientales). Dentro de esta area sudafricana nos encontramos también
con una interesante distribucion geografica disjunta, donde la mayor diversidad
especifica observada se encuentra en Sudafrica occidental. Aqui es pues donde mas
atencion y mas trabajo de recoleccion se ha requerido durante estos ultimos afios en las
expediciones mencionadas. Como consecuencia de ello, se ha dispuesto de una
importante coleccion del género Androcymbium con mas de 2000 individuos repartidos
entre 75 poblaciones de 29 especies de todo el continente africano, sur del mediterraneo
y Oriente Medio, siendo todas ellas endémicas o de ambito geografico muy reducido.

Todos los individuos fueron recogidos mediante un cuidadoso muestreos basado en
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transectos con el fin de obtener de cada taxa una muestra estadisticamente
representativa de la variabilidad poblacional, tanto molecular como morfoldgica, en la
coleccion. Las caracteristicas biologicas de estas especies han facilitado su recoleccion y
su mantenimiento en el invernadero del Jardi Botanic Marimurtra (a partir de ahora
JB.M.), dado que son plantas bulbosas de un tamafio relativamente pequefio,
permitiendo asi disponer de una gran coleccidén de planta viva ex situ. Con todo este
material, se han realizado diversos trabajos de investigacion, entre ellos tres tesis
doctorales (Pedrola-Monfort 1993, Caujapé-Castells 1995, Membrives 2000), una tesina
(Margeli 1995) y mas de 20 publicaciones en diferentes revistas cientificas. Los
primeros estudios realizados durante la década de los 90’, se centraron en las especies
del norte de Africa, estudiando su morfologia, sus caracteristicas vitales y analizando
la cantidad y el comportamiento de la variabilidad genética con la técnica del analisis
aloenzimatico. Posteriormente se realizaron los mismos estudios con las especies de
Sudafrica occidental. El objetivo de estos primeros trabajos era describir
morfolégicamente estas especies, analizar sus caracteristicas vitales y estudiar la
cantidad y la distribucién de la variabilidad genética. En 1999 se realizd la primera
filogenia del género con cpDNA — RFLP’s contando solamente con las poblaciones del
norte de Africa y algunas de Sudéfrica occidental (Caujapé-Castells et al. 1999).
Disponer de una coleccion como esta implica la posibilidad de monografiar, a
diversos y amplios niveles de profundidad, un grupo taxonémico. Ello es, sin duda,
uno de los objetivos esenciales y paradigmaticos de cualquier cientifico naturalista, y
de cualquier equipo o de cualquier linea de investigacion en Historia Natural y ha sido
la guia del amplio proyecto de investigacion realizado durante los ultimos afios con

este género.

Objetivos Generales planteados en este trabajo.

Los principales objetivos de esta tesis fueron dos:

El primero fue analizar la variabilidad genética y estudiar las caracteristicas
vitales y la biologia reproductiva de cuatro especies de Sudafrica oriental y tres
especies del centro de Namibia, nunca antes estudiadas a este nivel. De esta manera se

cubrian las dos areas de distribucion de este género que aun no se habian analizado. Se
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considerd esencial estudiar las especies de estas areas, ya que prometian ser muy
interesantes a la vista de los resultados obtenidos en trabajos previos (Pedrola-Monfort
& Caujapé-Castells 1996; Caujapé-Castells et al. 1999, 2001; Membrives et al. 2001), y
sobretodo para testar las hipotesis sugeridas a lo largo de las investigaciones
anteriormente efectuadas. Aprovechando pues el estudio de la variabilidad genética de
estos siete taxa, también se ha realizado un estudio completo, a modo de sintesis, de la
estructura genética de las poblaciones y especies de todo este género en todas las areas
de su distribucion en el continente africano. Ello nos permite comparar los datos de
variabilidad genética de estos siete taxa con los obtenidos previamente en las especies
del norte de Africa y Sudéfrica oriental, con el objetivo de analizar como se comporta la
variabilidad genética en todas las areas de distribucién del género.

El segundo objetivo planteado era realizar una mas completa filogenia del
género, ya que se contaba con especies de todas sus areas de distribucion, y comprobar
asi la posicion filogenética de las especies de Sudéafrica oriental y Namibia dentro de la
evolucion de Androcymbium. También se planted establecer si la actual distribucion del
género se debe a procesos de dispersion o vicarianza, y datar los procesos evolutivos
utilizando diversas metodologias para la obtencién y calibracion del reloj molecular

para asi conocer los tiempos de evolucion de los taxa y del género.
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Introduccion a la familia Colchicaceae

La familia Colchicaceae pertenece al orden de las Liliales y comprende
aproximadamente 225 especies distribuidas en 4reas templadas y tropicales de Africa,
Europa, Asia, Australia y Norte América. La familia fue establecida en 1805 por De
Candolle, quién incorpord seis géneros: Bulbocodium, Colchicum, Merendera,
Erythronium, Tofeldia y Veratrum. Los primeros tres géneros son todavia miembros de
esta familia (habitualmente se encuentran incluidos dentro del género Colchicum),
mientras que los tres ultimos se consideran en la actualidad miembros de las familias
Liliaceae, Tofieldiaceae y Melanthiaceae respectivamente (APG 1998, 2003; Kubitzki 1998).
Autores posteriores no siguieron la proposicion taxonomica de De Candolle y trataron
aquellos taxa como parte de Liliaceae sensu lato. Por ejemplo Baker (1879) incluye estas
seis especies en el suborden Colchicaceae dentro del orden Liliales. Posteriomente
Krause (in Engler 1930) reordena la familia Liliaceae en varias subfamilias, entre ellas
Melanthioideae, donde crea la tribu Melanthioidea — Anguillariae y la tribu Melanthioidea —
Colchicaceae. En 1936 Buxbaum credé una nueva subfamilia dentro de Liliaceae, la
Wurmbeoideae, donde incluyé 13 géneros: Androcymbium, Anguillaria, Baeometra,
Colchicum (incluyendo Bulbocodium, Merendera y Synsiphon), Dipidax (=Onixotis),
Gloriosa, Iphigenia, Iphigeniopsis (=Camptorrhiza), Littonia, Neodregea, Ornithoglossum,
Sandersonia y Wurmbea. Esta agrupacion de géneros propuesta por Buxbaum (1936)
cred un grupo homogéneo inicialmente diferenciado por la presencia de un “rizoma
cormoso”. La posterior deteccion del alcaloide colchicina proporciond un cardcter
quimico que daba sentido a esta subfamilia Wurmbeoideae. Las clasificaciones mas
modernas reconocen a este grupo de géneros de esta subfamilia como los formadores
de la familia Colchicaceae (Dahlgren 1985; Nordenstam 1986; APG 1998, 2003). En la
década de los 90’, los resultados de diversos estudios moleculares indicaron que
algunos otros géneros deberian asignarse también a la familia Colchicaceae. Estos
géneros eran Burchardia, Disporum, Tripladenia y Uvularia (Chase et al. 1993, 1995;
Rudall et al. 1997), incrementandose asi el nimero hasta 17. Nordenstam (1998) incluyé
a los géneros Hexacyrtis y Schelhammera, por lo que la familia se expandié a 19 géneros

y aproximadamente 225 especies.
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En la actualidad, la familia Colchicaceae se subdivide de manera informal en dos
subfamilias que incluyen respectivamente a los llamados géneros wurmbeoideos y
géneros uvularioideos (Nordenstam 1998: Thorne 2000). Segin Nordenstram (1982,
1998), al primer grupo (wurmbeoideos) se asignan cuatro tribus: (i) Anguillarieae, que
comprende tres géneros distribuidos por Africa y Australia (Neodregea C. H. Wright,
Onixotis Raf. y Wurmbea Thunb. — incluyendo este a Anguillaria R.Br.) y se caracteriza
por tener flores sésiles, sin bracteas y con inflorescencia en espiga, el polen es
monosulcado y nimero cromosémico x = 10, 11; (ii) Baeometreae, que comprende un
unico género distribuido por Sudafrica (Baecometra Salisb. Ex Endl) y se caracteriza por
tener inflorescencias bracteadas en forma de racimo (en algunos casos reducido a
espiga), polen monosulcado y numero cromosomico x = 11; (iii) Colchiceae, que
comprende dos géneros distribuidos por Africa, Europa y Asia central (Androcymbium
Willd. y Colchicum L. [incl. Bulbocodium L., Merendera Ram. y Synsiphon Regel]) y se
caracteriza por presentar flores axilares, habitualmente en racimos muy densos, o
terminales y solitarias, el polen presenta un nimero variable de poros (entre 2 y 4) y el
numero cromosomico es muy variable en funcién de la especie (x =7, 8, 9, 10, 11, 12,
19); (iv) Iphigenieae que comprende siete géneros distribuidos en Africa, Asia tropical,
Australia y Nueva Zelanda (Camptorrhiza Phill. [syn. Iphigeniopsis Buxb.], Hexacyrtis
Dtr., Iphigenia Kunth, Littonia Hook., Sandersonia Hook. y Ornithoglossum Salisb) y se
caracteriza por presentar flores axilares, dispuestas en racimo, el polen es monosulcado
y numero cromosomico x = 11, 12. Ademads, basandose en las evidencias moleculares
de Chase et al. (1993, 1995), Nordenstam (1998) incluyé en este grupo de las
wurmbaeoideas al género Burchardia, aunque no lo asigné a ninguna tribu. Los géneros
uvularioideos (Disporum, Kuntheria, Schelhammera, Tripladenia y Uvularia) se considera
que forman una sola tribu, Uvulariaceae. La inclusién de esta tribu en la familia
Colchicaceae ha sido motivo de discusion. Dahlgren (1985) la consideré como
perteneciente a la familia Uvulariaceae, mientras que estudios mas recientes
(Nordenstam 1998; Vinnerstern & Reeves 2003) la incluyen dentro de la familia

Colchicaceae.
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Revision historica de la clasificacion del género Androcymbium

Inicialmente, las especies que hoy conocemos como género Androcymbium
Willd. habian estado descritas por Linné dentro del género Melanthium L., en la clase
Hexandra Triginia. El género Melanthium contaba en el siglo XVIII con una amplia
representacion de especies distribuidas por los continentes Africano y Americano
(Linné 1764; Palau i Verdera 1785a, 1785b; Schrebero 1787, 1789; Willdenow 1799). La
primera mencion escrita de una especie del actual género Androcymbium fue
Melanthium capense en la obra de Linné Species Plantarum, traducida por primera vez al
castellano por Palau i Verdera (1785a, b):  “el Melanthium capense, Melanthio del Cabo
de Buena Esperanza (Sudéfrica) de pétalos con puntitos y hojas a la manera de
cogollo”. En la cuarta edicion de Species Plantarum de Linné realizada por Willdenow
(1799), se amplia el numero de especies del género Melanthium y se reconocen algunas
nuevas especies que corresponden al actual Androcymbium (M. ciliatum Willd., M.
eucomoides Willd., M. fecundum Willd., M. junceum Willd., M. uniflorum Willd., M. viride
Willd.), todas ellas de Sudafrica. Cavanilles (1801a), describi6 dos nuevas especies
de Melanthium sobre materiales recolectados por Brousonet en la costa atlantica de
Marruecos (M. gramineum Cav. y M. punctatum Cav.). En las ilustraciones de Cavanilles
(1801b) es facil reconocer al actual Androcymbium gramineum (Cav.) Mc Bride.

Este aumento en el conocimiento del género tuvo como consecuencia la
segregacion del primitivo Melanthium en dos géneros. Las especies americanas (se
diferencian del resto por presentar los tépalos sin ufia) se incluyeron en el género que
conserva el nombre original de Linné, Melanthium, y las especies africanas (que se
caracterizan por presentar el tépalo diferenciado en lamina y ufia) se incluyeron en un
nuevo género llamado Androcymbium (Willdenow 1808). Este nombre se traduce del
griego como “cazuela masculina”, y hace referencia a la forma céncava del conjunto de
la flor, donde el pistilo queda escondido y sobresalen los estambres. En aquel
momento, Androcymbium solo reconocia a tres especies: A. eucomoides Willd., A.
leucanthum Willd. y A. melanthioides Willd.

Como resultado de la descripcion de nuevas especies dentro de Androcymbium,
Schlechtendal (1826) segregd el género en dos a partir de las diferencias que observa en

la morfologia del tépalo: género Androcymbium Willd. y género Erythrostictus
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Schlechtdl. El género Androcymbium incluye los taxones que presentan “phylla
unguiculata supra ungem convoluto-cucullata, cucullo intus staminifero et nectarifero”
(corresponde a la actual seccion Androcymbium). Este género Androcymbium incluye las
tres especies descritas por Willdenow (1808). El género Erythrostictus, presenta taxones
que se caracterizan por “phylla plana subunguiculata, supra ungem punctis doubus
nectariferis instructa” (corresponde a la actual seccion Erythrostictus). En este género se
incluyeron las dos especies descritas por Cavanilles, llamandose Erythrostictus
gramineae (um) y E. punctata (us).

Aunque en los siguientes afios se amplia el estudio de ambos géneros (Roemer
& Schulter 1830; Kunth 1843) y se describen nuevas especies en Sudafrica (A. dregei,

Presl 1844; A. striatum, Hochstetter 1851) y en la Peninsula Ibérica (E. europaeum,
Lange; en Willkom & Lange 1870), no es hasta los trabajos de Baker (1874, 1879) que se
vuelve a realizar una profunda revision. En su trabajo publicado en 1874, este autor
describe siete nuevas especies de Androcymbium en Sudafrica (A. burkei Baker, A.
burchellii Baker, A. cuspidatum Baker, A. longipes Baker, A. punctatum Baker, A.
subulatum Baker y A. volutum Baker) y organiza el género en tres grupos en funcion de
la similitud de los hipsofilos (bracteas) respecto a los nomdfilos (hojas). El primer
grupo presenta los hipsodfilos diferentes en forma y textura a los nomdfilos, y
habitualmente presentan estriaciones verticales y horizontales verdes. Este grupo lo
forman A. melanthioides, A. striatum y A. subulatum. El segundo grupo se caracteriza por
tener los hipsoéfilos mas cortos y redondeados que los nomofilos, nunca estriados, y lo
forman A. burchellii, A. cuspidatum, A. eucomoides, A leucanthum y A. volutum. El tltimo
grupo se caracteriza por poseer los hipsdéfilos con tamario, color y textura similar a los
nomofilos, y lo forman las especies A. burkei, A. longipes y A. punctatum. El propio
Baker, en 1879, reagrupa nuevamente a los géneros Androcymbium y Erythrostictus en
un solo género Androcymbium. Incluye dentro de A. punctatus (Cav.) Baker las
siguientes especies: Melanthium punctatum Cav., M. gramienum Cav., Erythrostictus
punctata Schltr., E. gramineae Schltr. y E. europaeum Lange. También modifica la posicion
taxondmica de A. striatum como una variedad de A. melanthioides, y describe una nueva
especie encontrada en Palestina como A. palaestinum. Poco despues, Bentham &

Hooker (1883) reestructuran la taxonomia del género en dos secciones, Cymbanthes (que
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mas adelante se llamara seccion Androcymbium) y Erythrostictus, siguiendo las mismas
caracteristicas que habia utilizado Schlechtendal (1826) para diferenciar los géneros
Androcymbium y Erythostictus. En la seccidn Cymbanthes se incluyen las especies con la
ldmina céncava y auriculas en la base, en su mayoria de origen sudafricano. En la
seccion Erythrostictus se incluyen a las especies con la lJdmina plana y sin auriculas en al
base. Las especies de esta ultima seccion tienen una distribucion norteafricana, a
excepcion de A. dregei que se encuentra en Sudafrica occidental. Engler (1889)
incorpora una nueva especie sudafricana a esta seccion, A. roseum Engl., muy similar al
A. punctatus de Cavanilles.

En los afios siguientes se van describiendo nuevas especies en Sudafrica que
aumentan el tamafio de la seccion Cymbanthes. Asi, Schinz (1896) describe A.
albomarginatum Schinz, A. crispum Schinz y A. latifolium Schinz; Baker (1897) describe A.
natalense Baker; Engler (1902) describe A. hantamense Engl.; Schonland (1904) describe
A. albanense Schonland; Brown (1906) describe A. decipiens N. E. Br.y ~ Engler (1910)
propone una nueva especie, A. pritzelianum Engl., similar a A. crispum, y que mas tarde
seran consideradas sindnimas. Dentro de la seccidn Erythrostictus, Mc Bride (1918) crea
un nuevo taxa, Androcymbium gramineum (Cav.) Mc Bride, donde incluye los taxones
que pertenecian a A. punctatum Baker.

En 1921, Krause publica una revisiéon completa del género donde incluye a las
nuevas especies descritas hasta la fecha y aporta ocho nuevas especies de distribucion
sudafricana (A. ciliolatum Schltr. & K. Krause, A. fenestratum Schltr. & K. Krause, A.
guttatum Schltr. & K. Krause, A. irroratum Schltr. & K. Krause, A. pulchrum Schltr. & K.
Krause, A. scabromarginatum Schltr. & K. Krause y A. schlechteri K. Krause, dentro de la
seccion Cymbanthes, y A. bellum Schltr. & Krause dentro de la seccion Erythrostictus). En
este trabajo, el autor diferencia una nueva seccién monotipica, sect. Degreocymbium,
donde solo se incluye a A. dregei. Las caracteristicas que definen esta nueva seccién son
el tallo epigeo, la Iamina del tépalo plana, estambres mucho mas cortos que el tépalo y
estilos mintsculos. La validez de esta seccion es cuestionada a partir del trabajo de
Roessler (1974). Este autor describi6 la especie A. exiguum Roessler en Namibia vy,
aunque muy similar morfoldgicamente a A. dregei, la asigno a la seccion Erythrostictus y

no a la Dregeocymbium como le corresponderia dadas las caracteristicas morfoldgicas de
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esta. Posteriormente, Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1984) dudan de la validez de la
seccion Dregeocymbium e incluyen la inica especie de esta seccion, A. dregei, dentro de
la seccion Erythrostictus. Estos autores, incorporan cuatro nuevas especies a la seccion
Cymbanthes (A. henssenianum U. Mill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, A. poeltianum U.
Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, A. villosum U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies y A.
vogelii U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies) y una a la seccion Erythrostictus (A.
cruciatum U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies). Ademas fusionan la especie A.
fenestratum como sinonimo de A. ciliolatum y establecen dos complejos de especies de
indefinida posicion: el complejo A. capense (compuesto por A. austrocapense, A. capense,
A. eucomoides y A. hantamense) y el complejo A. gramineum (compuesto por todas las
especies del norte de Africay por A. roseum).

En el norte de Africa, Beauverd (1938) describe una nueva especie encontrada
en El Golea y Gardaia (Algeria) como A. wyssianum Beauverd & Turrerrini; Sventenius
(1960) describe una nueva especie de las islas de Lanzarote y Fuerteventura que llama
A. psammophium Svent.; Greuter (1967) descubre una nueva especie en la isla de Creta
(Grecia) que llama A. rechingeri Greuter. Esta nueva especie descrita por Greuter parece
ser la misma que la descrita como A. punctatus Cav. por Duran & Barrete (1910) en
Tripolitania (Libia) y posteriormente combinada por Maire (1934) como A. gramineum
var. punicum. Es por ello que Greuter aprovecha para realizar una revision del
complejo A. gramineum (Cav.) Mc Bride, dada la dificultad en distinguir el valor
taxondmico de las diferencias morfologicas observadas entre los ejemplares asignados
a la especie. Esta complejidad es heredada de los diversos taxones que desde los
trabajos iniciales de Cavanilles con Melanthium gramineum y M. punctatum se asignaron
posteriormente a la especie A. punctatum, y que Mc Bride consider6 como A.
gramineum. Greuter establece como “buenas” las siguientes especies: A. gramineum
(Cav.) Mc Bride (que afirma diferenciarse mucho de A. europaeum (Lange) Ritcher.
porque tiene las capsulas mas grandes que esta ultima especie), A. europaeum (Lange)
Ritcher., A. palaestinum Baker, A. psammophilum Svent., A. rechingeri Greuter y A.
wyssianum Beauver & Turrett. También en la regién del norte de Africa, Santos-Guerra
(1977, 1980) describe una nueva especie de las islas de El Hierro y La Palma llamada

Androcymbium hierrensis Santos. En la isla de La Gomera, Reifenberger (1990) descubre
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una poblacion emparentada con A. hierrensis y la establece como subespecie de esta.
Propone el cambio del nombre incorrecto A. hierrensis por A. hierrense, y basandose en
diferencias inconspicuas crea dos subespecies: A. hierrense subsp. hierrense (Santos)
Reifenberger (poblaciones de El Hierro y La Palma), A. hierrense subsp. macrospermum
(Santos) Reifenberger. Actualmente se considera A. hierrense a las poblaciones de estas
tres islas.

Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998) proponen una compleja reorganizacion
de la seccion Androcymbium (sinonimo de Cymbanthes) del género Androcymbium en dos
subsecciones, Androcymbium y Gradatocymbium, basandose en la secuencia de hojas y en
la ecologia floral. La subseccion Androcymbium se divide en seis series: la serie
Androcymbium (donde se describe A. orienticapense U. Miill.-Doblies & D. Miill.-
Doblies), la serie Eghimocymbia (donde se describen tres nuevas especies: A.
eghimocymbion U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, A. undulatum U. Miill.-Doblies &
D. Miill.-Doblies y A. vanjaarsveldii U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, en Sudafrica
occidental), la serie Melittocymbia (donde se describe A. austrocapense U. Miill.-Doblies
& D. Miill.-Doblies), la serie Myiocymbia, la serie Schlechterocymbia y la serie
Therocymbia. La serie Schlechterocymbia incluye la especie A. bellum, que hasta la fecha
estaba incluida en la seccion Erythrostictus. La subseccion Gradatocymbium se divide en
la serie Gradatocymbia (donde se describen dos nuevas especies: A. leistneri U. Miill.-
Doblies & D. Miill.-Doblies y A. swazicum U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, ambas
en Sudafrica oriental), y en la serie Trifoliata (donde se describen tres nuevas especies:
A. hughocymbion U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, A. kunkelianum U. Miill.-Doblies
& D. Miill.-Doblies y A. worsonense U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, en Sudafrica
occidental). Aparte de la descripcién de estas diez nuevas especies, invalidan la
sinonimia propuesta por Reid (1993) que consideraba A. decipies y A. natalense
sinonimos de A. longipes, validando asi la asignacion de especie a los tres taxa segin
criterios morfoldgicos, de distribucién altitudinal y diferencias fenologicas. Ademas,
observan que las especies A. pulchrum y A. schlechteri descritas por Krause (1921),
corresponden a A. latifolim y A. albomarginatum respectivamente, descritas

anteriormente por Schinz (1896).
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Pedrola-Monfort et al. (1999a) describen una nueva especie de Sudafrica
occidental dentro de la seccién Androcymbium, A. huntleyi Pedrola, Membrives, ]J. M.
Monts. y Caujapé. Poco después también describen dos nuevos taxones de Sudéafrica
occidental y dentro de la misma seccidn: A. walteri Pedrola, Membrives y J. M. Monts.,
y A. albanense Schonland subsp. clanwilliamense Pedrola, Membrives y J. M. Monts.
(Pedrola-Monfort et al. 1999b). Goldblatt & Manning (2000) proponen incluir dentro de
A. eucomoides a los taxa descritos en Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998) A.
austrocapense, A. eghimocymbion y A. undulatum, y dentro de A. capense a los taxa A.
ciliolatum, A. hantamense y A. irroratum. Manning & Goldblatt (2001) describen una
nueva especie, A. asteroides J. C. Manning & Goldblatt distribuida por el centro de
Sudafrica y asociada siempre a cursos fluviales. Posteriormente esta especie también
fue encontrada en el sureste de Namibia.

Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (2002) proponen otra nueva reorganizacion
del género dividiéndolo en «cinco secciones: Erythrostictus, Dregeocymbium,
Marlothiocymbium, Kunkeliocymbium y Androcymbium. En la seccion Erythrostictus
incluyen a las especies del norte de Africa y A. roseum. Esta tiltima especie deciden
dividirla en dos subespecies en funcién del color, la longitud del tépalo y su
distribucion geografica: A. roseum subsp. roseum Engl. y A. roseum Engl. subsp.
albiflorum U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, este tltimo como sinénimo del A.
asteroides descrito por Manning & Goldblatt (2001). Deciden recuperar la secciéon
Dregeocymbium que habian eliminado en Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1984) e
incluir las especies A. dregei y A. exiguum. Crean una nueva seccidon monotipica,
Marlothiocymbium U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, donde incluyen a A. cruciatum.
Proponen cambiar la categoria taxonoémica de la subseccion Gradatocymbium de la
seccion Androcymbium, descrita en Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998), y crean la
seccion Kunkeliocymbium U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies. Describen la nueva
especie A. stirtonii U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies dentro de la serie Gradatocymbia
de esta nueva seccion. Dentro de la seccion Androcymbium describen nueve nuevas
especies, seis dentro de la serie Eghymocymbia (A. amphigaripense U. Miill.-Doblies & D.
Miill.-Doblies, A. buchubergense U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, A. etesionamibiense
U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, A. greuterocymbium U. Miill.-Doblies & D. Miill.-
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Doblies, A. knervlaktense U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies y A. preairroratum U.
Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies), dos dentro de la serie Melittiocymbia (A.
cedarbergense U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies y A. karooparkense U. Miill.-Doblies &
D. Miill.-Doblies) y una dentro de la serie Therocymbia (A. crenulatum U. Miill.-Doblies
& D. Miill.-Doblies).

Pedrola-Monfort et al. (2003) proponen reestructurar la categoria taxondmica de
A. latifolium incluyendola como subespecie de A. burchellii (A. burchellii subsp. burchellii
Baker y A. burchellii subsp. pulchrum (Schltr. & K. Krause) Pedrola, Membrives, J. M.

Monts., Caujapé).

Distribucion y descripciéon morfologica del género Androcymbium.

El género Androcymbium Willd. esta formado por 56 especies que se distribuyen
por regiones aridas del continente africano y en una pequena zona del sur de Europa,
encontrando el 89% de las especies en el sur de Africa (Fig. A; Tabla A). La gran
mayoria (el 64%) se encuentran en la zona occidental de Sudafrica (norte y oeste de la
Provincia del Cabo) y el sur de Namibia, mientras que el resto de especies del sur del
continente africano se encuentran en la regién oriental de Sudéfrica (este de la
Provincia del Cabo, Kwazulu-Natal, Mpumalangala, Free State) Lesotho, Swaziland,
Zimbabwe, Botswana, centro y norte de Namibia y Angola. En el norte del continente
se encuentran seis especies, dos de ellas distribuidas en las Isla Canarias y las cuatro
restantes en el sur de la Peninsula Ibérica (provincia de Almeria), Marruecos,
Mauritania, Argelia, Tunez, Libia, Egipto, Israel, Palestina y Grecia (Isla de Creta). La
especie que presenta una distribucién mas amplia es A. melanthioides, ya que se han
localizado poblaciones el centro y norte de Namibia, norte y este de Sudafrica y
Swaziland. Androcymbium striatum, especie muy similar a A. melanthioides, habita por el
noroeste y noreste de la provincia del Cabo, Lesotho y Swaziland, distribuyéndose
ampliamente por las montafias orientales de Africa hasta Tanzania, Kenia y Etiopia. La
especie A. roseum también presenta una amplia distribucion geografica por estepas
tropicales, con poblaciones en Namibia y Angola, y radiando hacia el este por
Botswana, Zimbabwe y Zambia. Todas las especies del género, a excepcion de estas

tres con amplia distribucion geografica, son endémicas o de distribuciéon muy
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reducida, y muchas de ellas, sobretodo las de Sudafrica, estdn uUnicamente
representadas por una poblacion.

Las especies del género Androcymbium son geofitos (Raunkiaer 1934) con un
ciclo vegetativo anual. Son plantas adaptadas a vivir en zonas aridas con un periodo
desfavorable de sequia estival que pasan enterradas en forma de cormo tunicado. El
cormo acttia como drgano de reserva y contiene principalmente almidon. El catafilo es
una hoja basal que envuelve el cormo, se endurece durante el periodo de reposo y
aparece al ano siguiente como una tunica coriacea. En algunas especies las ttnicas
desaparecen debido a su consistencia membranosa. Los nomofilos (u hojas), emergen a
través del catafilo y se disponen generalmente formando una roseta basal. En muchos
casos, los hipsdfilos (o bracteas) presentan una textura, morfologia y coloracion
diferente a los nomdfilos (hojas). Las inflorescencias son terminales y las flores son
trimeras, actinomorfas, hipogineas y hermafroditas. Las flores son sésiles o subsésiles,
y presentan seis tépalos diferenciados en lamina y una. Cada tépalo presenta un
estambre inserto en la base de la ldmina. Los nectarios se encuentran en la base del
filamento (en la parte anterior, posterior o formando un anillo), y el néctar se acumula
entre la base del estambre y la ldmina. La ldmina del tépalo de muchas especies,
presenta unas prolongaciones en la base en forma de auriculas. Las anteras son
dorsifixas o subbasifixas, con dehiscencia longitudinal y pueden ser introsas o extrosas.
El pistilo es tricarpelar y trilocular, con tres estiloides libres desde la base. Cada l6culo
contiene oOvulos andtropos. Los estigmas son generalmente puntiformes, pero en
algunas especies forman un estigma linear donde las papilas estigmaticas descienden
por la parte interior del estilo unos pocos milimetros. El fruto es una cdpsula
indehiscente o dehiscente con obertura septicida. Las semillas son globosas y pueden
presentar el rafe desarrollado formando una cartincula. La testa de la semilla esta
formada por diferentes capas de células. El endospermo de la semilla contiene
almidon. En cada ciclo vegetativo se generan hojas y flores al mismo tiempo, hecho que
se conoce como sinantia. Como todos los miembros de la familia Colchicaceae,
Androcymbium presenta acido quelidonico y alcaloides, principalmente colchicina, y en

su caso concretamente androcymbina (Wildman & Purse 1968). Estos componentes son
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extremadamente toxicos y se utilizan en medicina, citologia y genética, y en estudios
de reproduccién vegetal para inducir la formacion de poliploides.

Androcymbium se divide actualmente en cinco secciones (Tabla A) (Miiller-
Doblies & Miiller-Doblies 2002) en base a varios caracteres morfoldogicos
diferenciadores: Erythrostictus (Schlecht.) Benth., caracterizada por presentar la ldmina
plana sin auriculas en la base (Bentham & Hooker 1883); Dregeocymbium K. Krause,
caracterizada por presentar los filamentos mas pequenos de 2 mm. (Krause 1921);
Marlothiocymbium U. Mill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, caracterizada por tener los
cuatro nomdfilos iguales dispuestos en forma de cruz, estos miden aprox. 20 mm., los
filamentos carecen de glandulas basales y los estilos son 2,5 — 3 veces las largos que el
ovario (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 2002); Kunkeliocymbium U. Miill.-Doblies & D
Miill.-Doblies, caracterizada por presentar hipsdfilos verdes, aunque pueden ser un
poco coloreados en la base, estilos decurrentes y estigma con papilas a lo largo de una
sutura longitudinal o puntiformes. (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 2002);
Androcymbium (Willd.) U. Miill.-Doblies & D. Miill.-Doblies, caracteristicas
morfologicas distintivas de las seccion no descritas (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies

1998, 2002).
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Fig. A: distribucién geografrica del gémé&ndrocymbium Zona donde se encuentran el 64% de las
especies.
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Tabla A: Especies del género Androcymbium (en negrita especies analizadas en este estudio)

Género Androcymbium Willd., Ges. Naturf. Freunde Berlin Mag. Neuesten Entdeck. gesammten Naturk. 2:
21 (1808)

Seccidn Erythrostictus (Schltdl.) Benth. in Bentham & Hooker, Gen. pl. 3 (2): 828 (1883)
A. asteroides ].C.Manning & Goldblatt, Bothalia 31 (2): 203 (2001)
A. gramineum (Cav.) McBride, Contr. Gray Herb. 53: 5 (1918)
A. hierrense Santos, Fund. Juan March, Ser. Univ., Cienc. Agrar. 114: 44 (1980)
A. palaestinum Baker, ]. Linn. soc., Bot. 17: 445 (1879)
A. psammophilum Svent., Addit. fl. Canar. 1: 1 (1960)
A. rechingeri Greuter, Candollea 22: 248 (1967)
A. roseum Engl., Bot. Jahrb. Syst. 10: 282 (1889)
A. wyssianum Beauverd & Turrett., Candollea 7: 371 (1938)

Seccién Dregeocymbium K. Krause in Krause, Notizbl. Bot. Gart. Berlin 7: 512 (1921)
A. dregei C.Presl, Abh. Konigl. Bchm. Ges. Wiss., ser. 5, 3: 546 (1845)
A. exiguum Roessler subsp. exiguum, Mitt. Bot. Staatssamml. Miinchen 11: 553 (1974)
A. exiguum Roessler subsp. vogelii U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Willdenowia 19: 453-470 (1990)

Secciéon Marlothiocymbium U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies in Miiller-Doblies & Miiller-Doblies, Feddes
Repert. 113: 558 (2002)
A. cruciatum U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Willdenowia 14: 179-197 (1984)

Seccidn Kunkeliocymbium U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies in Miiller-Doblies & Miiller-Doblies, Feddes
Repert. 113: 558-564 (2002)
Serie Gradatocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 553 (1998)
Subserie Gradatocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 554 (1998)
A. decipiens N.E.Br., Kew Bull. 29 (1906)
A. longipes Baker, ]. Bot. 12: 246 (1894)
A. natalense Baker in Th. Dyer, Fl. capens. 6: 519 (1897)
Subserie Swazicymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 556 (1998)
A. burkei Baker, J. Bot., 12: 246 (1874)
A. stirtonii U.Miill.-Doblies, Raus, Weiglin & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 561 (2002)
A. swazicum U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies in Miiller-Doblies & Miiller-Doblies, Feddes
Repert. 109: 556-557 (1998)
Subserie Leistnerocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 557 (1998)
A. albanense Schénland subsp. albanense, Re. Albany Mus. 1: 123 (1904)
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A. albanense Schénland subsp. clanwilliamense Pedrola, Membrives & ].M.Monts.,
Fontqueria 54 (2): 7-9 (1999)
A. leistneri U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies in Miiller-Doblies & Miiller-Doblies, Feddes
Repert. 109: 557-559 (1998)
A. poeltianum U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Willdenowia 14: 188 (1984)
A. walteri Pedrola, Membrives & J.M.Monts., Fontqueria 54 (2) : 7-9 (1999)
Subserie Pachystyla U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 559-560 (1998)
A. henssenianum U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Willdenowia 14: 190 (1984)
A. huntleyi Pedrola, Membrives, ]. M.Monts. & Caujapé, Fontqueria 53: 1 (1999)
Serie Trifoliata U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 559 (1998)
A. cuspidatum Baker, ]J. Bot. 12: 245 (1874)
A. kunkelianum U.Miill.-Doblies, P.Hirsch, Stearn & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 559
(1998)
A. hughocymbion U.Miill.-Doblies, P.Hirsch, Stearn & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 560
(1998)
A. worsonense U.Miill.-Doblies, P.Hirsch, Stearn & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 559-560
(1998)

Seccion Androcymbium Benth. in Bentham & Hooker, Gen. pl. 3 (2): 882 (1883)
Serie Eghimocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 560 (1998)
Subserie Albomarginata U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 564-569 (2002)
A. albomarginatum Schinz, Bull. Herb. Boiss. 4: 415 (1894)
A. eucomoides (Jacq.) Willd., Ges. Naturf. Freunde Berlin Mag. Neuesten Entdeck. Gesammten
Naturk. 2: 21 (1808)
A. greuterocymbium U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 568 (2002)
A. knersvlaktense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 569-570 (2002)
A. scabromarginatum Schltr. & K. Krause, Notizbl. Bot. Gart. Berlin-Dahlem 7: 518 (1921)
A. undulatum U.Mill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 562 (1998)
A. vanjaarsveldii U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 563 (1998)
Subserie Namibiocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 569-571 (2002)
A. amphigaripense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 569-570 (2002)
A. buchubergense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 570 (2002)
A. etesionamibense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 570-571 (2002)
Subserie Irrorata U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 571-573 (2002)
A. irroratum Schltr. & K Krause, Notizbl. Bot. Gart. Berlin-Dahlem 7: 520 (1921)
A. praeirroratum U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 572-573 (2002)
Subserie Eghimocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 573 (2002)
A. eghimocymbion U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 563-564 (1998)
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Serie Myiocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 564 (1998)
A. circinatum Baker, J. Linn. Soc., Bot. 17: 443 (1879)
A. villosum U.Mill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Willdenowia 14: 187 (1984)
A. volutare Burch., Trav. S. Africa 1: 213 (1822)
Serie Therocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 5652 (1998)
A. burchellii Baker subsp. burchellii, ]. Bot., 12: 246 (1874)
A. burchellii Baker subsp. pulchrum (Schltr. & K.Krause) Pedrola, Membrives, ]. M.Monts. &
Caujapé, Bot. Macaron., IV Ci. 24: 113 (2003).
A. crenulatum U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 574 (2002)
Serie Melittocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 567 (1998)
A. austrocapense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 568 (1998)
A. capense (L.) K Krause, Notizbl. Bot. Gart. Berlin-Dahlem 7: 515 (1921)
A. cedarbergense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 578-579 (2002)
A. ciliolatum Schltr. & K Krause, Notizbl. Bot. Gart. Berlin-Dahlem 7:515(1920)
A. crispum Schinz, Bull. Herb. Boissier 4: 415 (1894)
A. hantamense Engl., Bot. Jahrb Syst. 32: 89 (1902)
A. karooparkense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 113: 578 (2002)
Serie Androcymbium U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 569-571 (1998)
A. melanthioides Willd. subsp. australe U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 570
(1998)
A. melanthioides Willd. subsp. melanthioides U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert.
109: 569 (1998)
A. melanthioides Willd. subsp. transvaalense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert.
109: 570 (1998)
A. orienticapense U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 571 (1998)
A. striatum Hochst. ex A.Rich., Tent. fl. Abyss. 2: 336 (1848) in G. W. Schimp., P1. Abyss. n. 1338
(1842) [in sched.] nom. nud.

Serie Schlechterocymbia U.Miill.-Doblies & D.Miill.-Doblies, Feddes Repert. 109: 571 (1998)

A. bellum Schltr. & K. Krause, Notizbl. Bot. Gart. Berlin-Dahlem 7: 515 (1921)
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Tabla B: Especies utilizadas como grupos externos (outgroups) para la filogenia.

Familia Colchicaceae DC., Essai Propr. Méd. PL.: 56. (1804)
Baeometra uniflora (Jacq.) G.J.Lewis, Journ S. Afr. Bot. vii. 59 (1941)
Bulbocodium vernum L., Sp. P1. 294 (1753)
Colchicum lusitanum Brot., Phyt. Lusit. ii. 211. t. 173, 174. (1827)
Gloriosa superba L., Sp. P1. 305 (1753)
Merendera androcymbioides B.Valdes, Lagascalia, 7(2): 161 (1977 publ.1978)
Merendera filifolin Cambess., Mem. Mus. Par. xiv. 319 (1827)
Merendera montana Lange, Willk. & Lange, Prod. FI. Hisp. i. 193. (1861)
Onixotis stricta (Burm £.) D.O.Wijnands, Bothalia 21 (2): 157 (1991)

Familia Alstroemeriaceae Dumort., Anal. Fam. P1.: 57, 58. (1829)

Alstroemeria aurantiaca D.Don, The British Flower Garden 6 (1833)

Las abreviaciones de los autores se expresan segin Brummit & Powell (1992), los trabajos auténomos
segun Stafleu & Cowan (1976-1988), Stafleu & Mennega (1992-1993) y las publicaciones segtin Lawrence et.
al (1968) y Bridson & Smith (1991).
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Tabla C: Poblaciones muestreadag\ddrocymbium y especies outgroup para este estudio. Todasdagecciones se realizaron durante el periodo 128®3 por el D
Joan Pedrola-Monfort y su equipo. Localizacidnatedspecies de Sudafrica y Nambia realizada utiliz&lDegree Reference System (Leistner & Morris 1976), sister
ampliamente utilizado por los bidlogos Sudafricanos

(44

Especie Localidad Cadigo Recoleccion
Norte de Africa

A. gramineum Barranco de Curria, Almeria. ESPANA JBM GR-BC 12/89
A. gramineum Cerro de los Peligros, Almeria. ESPANA JBM GR-CP 12/89
A. gramineum Charco del Lobo, Almeria. ESPANA JBM GR-CH 12/89
A. gramineum El Barranquete, Almeria. ESPANA JBM GR-EB 12/89
A. gramineum Cerro de San Cristébal, Almeria. ESPANA JBM GR-SC 12/89
A. gramineum El Solanillo, Almeria. ESPANA JBM GR-ES 12/89
A. gramineum Cerro de los Lobos, Almeria. ESPANA JBM GR-CL 12/89
A. gramineum Los Molinos, Almeria. ESPANA JBM GR-LM 12/89
A. gramineum Playas de Monsul, Almerfa. ESPANA JBM GR-PM 12/89
A. gramineum Zonas Aridas, Almeria. ESPANA JBM GR-ZA 12/89
A. gramineum Ain Harrouda. MARRUECOS JBM GR-AH 12/90
A. gramineum Cap Beddouza. MARRUECOS JBM GR-CB 12/90
A. gramineum Casablanca. MARRUECOS JBM GR-CA 12/90
A. gramineum Oualidia. MARRUECOS JBM GR-OU 12/90
A. gramineum Safi. MARRUECOS JBM GR-SA 12/90
A hierrense Costas del Mazo. La Palma, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-LP 01/90
A hierrense Dehesa del Sabinar. El Hierro, Islas Canarias. BE&®A JBM HI-HI 01/90
A hierrense La Gomera, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-GO 11/90
A. palaestinum Desierto de Dimona. ISRAEL JBM PA-DI 02/90
A. palaestinum Beit Shean Valley. ISRAEL JBM PA-BS 02/90
A. psammophilum Caleta de Famara. Lanzarote, Islas Canarias. ESPANA JBM PS-LA 11/90
A. psammophilum Corralejo. Fuerteventura, Islas Canarias. ESPANA JBM PS-FU 11/90
A. rechingeri Elafonisos, Creta. GRECIA JBM RE-EL 06/91
A. wyssianum Essaouira. MARRUECOS JBM WY-EA 03/03
A. wyssianum Figuig. MARRUECOS JBM WY-FI 12/89
A. wyssianum Er Foud. MARRUECOS JBM WY-EF 02/92
A. wyssianum Fonts Bleus de Maski. MARRUECOS JBM WY-FB 11/92
A. wyssianum Ain Ouarka. ARGELIA JBM WY-AO 04/90
A. wyssianum Taghit - Igli. ARGELIA JBM WY-TI 04/90
A. wyssianum Nefta - Azova. TUNEZ JBM WY-N1 01/91
A. wyssianum Nefta - Mearou. TUNEZ JBM WY-N2 01/91
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Tabla C (cont.)
Sudéafrica Occidental

A. albanense subsp. clanwilliamense

A. austrocapense

A. austrocapense

A. belum

A. burchdlii subsp. burchdlii
A. burchdlii subsp. pulchrum
A. burchdlii subsp. pulchrum
A. capense

A. ciliolatum

A. circinatum

A. circinatum

A. cuspidatum

A. cuspidatum

A. drege

A. eghimocymbion

A. eghimocymbion

A. hantamense

A. henssenianum

A. huntleyi

A. huntleyi

A.irroratum

A. irroratum

A irroratum
A irroratum
A.irroratum
A.irroratum
A irroratum
A. podtianum
A. podtianum
A. podtianum
A villosum
A villosum
A. walteri

Ctra. Clanwilliam-Wuppertal. Km 10. 3219AA WUPPERIA

Camino al Cabo de Buena Esperanza. 3418AC SIMONSNOW

Wheal's Point. Reserva de Cape Point. 3418AD SIMTD\EN.

Ctra. Steinkopf a Vioolsdrift. Km 40. 2817DC VIOODRIF.

Ctra. Worcester a Touwsrivier, cerca de Hexrivisgpp&319BC WORCESTER.
Ctra. Calvinia a Ceres, a 7 km del desvio a Kreigh3119DA CALVINIA.
Reserva de flores de Nieuwoudtville. 3119AA CALVINI

Ctra. Malmesbury a Hopefield. Km 49. 3318AB CAPEWN.

Silverhill Seed, nursery. Kenilworth, CAPE TOWN.

Ctra. Springbok a Nababeep. 100 m. 2917DB SPRINGBOK

A 3 km W de Springbok. 2917DB SPRINGBOK.

Ctra. Calvinia a Ceres, a 7 km del desvio a Kreigh3119DA CALVINIA.
Cerca de Montagu-Badskloof. En la ladera W del 608320CD MONTAGU.
Ctra. Clanwilliam-Wuppertal. Km 28. 3219AA WUPPERIA

Ctra. N-7 en el paso de Piketberg a Citrusdal. BRLELANWILLIAM.

Ctra. Clanwilliam-Wuppertal. Km 28. 3219AA WUPPERIA

Ctra. Calvinia a Ceres, a 7 km del desvio a Kreiigb3119DA CALVINIA.
Ctra. Eksteenfontein a Modderfontein, primera cu87CC VIOOLSDRIF.

Ctra. Springbok a Port Nolloth, a 14 km de la prerentrada a Eksteenfontein .2917AD SPRINGBOK.
Ctra. Springbok a Port Nolloth, a 20 km de la prerentrada a Eksteenfontein. 2917AD SPRINGBOK.

Ctra. Springbok a Port Nolloth, a 6 km de la prinentrada a Eksteenfontein. 2917AD SPRINGBOK.

Ctra. Springbok a Port Nolloth, a 15 km de la prerentrada a Eksteenfontein. 2917AD SPRINGBOK.

Ctra. Eksteenfontein a Modderfontein, primera cu2&i7CC VIOOLSDRIF.
Camino Bitterfontein a Kliprand. 3018CB KAMIESBERG.

Ctra. Vredental a Koekenaap, a 100 m de la estaedren. 3118BC VANRHYNSDOR.
Vanrhynspass. 3119AC CALVINIA.

Ctra. Vrendendal a Vanrhynsdorp. Km 13. 3118AD VANRNSDOR.

Ctra. Springbok a Nababeep. 100 m. 2917DB SPRINGBOK

Ctra. Springbok a Concordia. 2917DB SPRINGBOK.

Camino de tierra a 5 km de Steinkopt direccioni@mok. 2917DC SPRINGBOK.
A 1 km S d'Eksteenfontein. 2817CC VIOOLSDRIF.

A 3 km S de Steinkopf, camino paralelo a la N-7L7Z9C SPRINGBOK.

Camino de tierra a 5 km de Steinkopt direccioni@mok. 2917DC SPRINGBOK.

JBM ALBA-PK
JBM AUST-GH
JBM AUST-WP
JBM BELL-VI
JBM BURC-HX
JBM BURC-CA
JBM BURC-NI
JBM CAPE-HO
JBM CILI-VS
JBM CIRC-NB
JBM CIRC-SB
JBM CUSP-CA
JBM CUSP-MO
JBM DREG-PK
JBM EGHI-CI
JBM EGHI-PK
JBM HANT-CA
JBM HENS-EK
JBUNT-EK1
JBYNT-EK3
JBRO-EK
JBRO-EK2
JBM IRRO-EK6
JBM IRRO-KA
JBM IRRO-KW
JBM IRRO-VP
JBM IRRO-VY
JBM POEL-NB
JBM POEL-CO
JBM POEL-ST
JBM VILL-EK
JBM VILL-ST
JBM WALT-ST

08/94
07/94
07/94

08/94

07/94
07/94

07/94
07/94

07/98
08/94
08/94
07/94

07/94
08/94

07/94
08/94

07/94
08/94

08/94

08/94
08/94
08/94
08/94
08/94

08/94
07/94

07/94
08/94
08/94

08/94
08/94
08/94

08/94
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Tabla C (cont.)

Sudafrica Oriental

A. albanense subspalbanense Boesmanspoort, Sidbury. 3326AB GRAHAMSTOWN. JBM ALBA-SW 09/00
A. austrocapense Cape Recife. 3325DC SKOENMAKERSKOP. JBM AUST-CR 09/00
A. austrocapense Sardinia Bay. 3325DC SKOENMAKERSKO. JBM AUST-SB 09/00
A. decipiens Santa Lucia Estuary. 2832BB MTUBATUBA. JBM DECI-SL 09/00
A. leistneri Bloemfontein Botanic Garden. 2926 AA BLOEMFONTEIN. JBM LEIS-BG 05/00
A. leistneri Bloemfontein Botanic Garden. 2926 AA BLOEMFONTEIN. JBM LEIS-BL 05/00
A. longipes 13 km desvio ctra. Addo-Zuurberg. 3325CC PORT ELBREAH. JBM LONG-zZU 09/00
Namibia

A. asteroides 40 km de Gochas hacia Twee Rivier. 2518AD TSES. JBM ASTE-GO 05/01
A. asteroides Twee Rivier. 2519BB KOES. JBM ASTE-TW 05/01
A. melanthioides subspmelanthioides Great Gamsberg, Nauchas. 2316BA NAUCHAS. JBM MELA-GA 05/01
A. melanthioides subspmelanthioides Granja Okabiruru, Otjosondu. 2117BD OTJOSONDU. JBM MELA-OT 05/01
A. roseum Gross-Barmen, Okahandja. 2216AD OTJIMBINGWE. JBM ROSE-FB 05/01
Outgroups

Alstroemeria aurantiaca Jardin Botéanico de Valdivia. CHILE. JBM ALS-AUR 05/95
Baeometra uniflora 3418AB Simonstown. SUDAFRICA. JBM BAE-UNI 11/94
Bulbocodium vernum Huesca. ESPANA. JBM BUL-VER 11/95
Colchicum lusitanum Cadiz. ESPANA JBM COL-LUS 10/97
Gloriosa superba Jardin Botanico Marimurtra. Blanes, Girona. ESPARbigen Sudafricano) JBM GLO-SUP 03/98
Merendera androcymbioides Malaga. ESPANA. JBM MER-AND 03/98
Merendera filifolia Mallorca. ESPANA. JBM MER-FIL 10/92
Merendera montana Huesca. ESPANA. JBM MER-MON 07/94
Onixotis stricta Silverhill Seed, nursery. Kenilworth, Ciudad delb8aSUDAFRICA JBM ONI-STR 01/97




Presentaciéon del material analizado.
NORTE DE AFRICA E ISLAS CANARIAS

A. palaestinum A. psammophilum

A. wyssianum (rosa) A. wyssianum (Essaouira)
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SUDAFRICA OCCIDENTAL

A. ciliolatum A. circinatum
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SUDAFRICA OCCIDENTAL (cont.)

A. irroratum A. poeltianum
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SUDAFRICA OCCIDENTAL (cont.)

A. villosum A. walteri

SUDAFRICA ORIENTAL
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NAMIBIA

A. melanthioides
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Capitulo 1

Caracteristicas biologicas de las especies de

Namibia y Sudafrica oriental






Biologia de las especies de Namibia y Sudafricental

1.1 INTRODUCCION

El presente capitulo se ha realizado con la intencion de cubrir dos areas de
distribucion de este género, Namibia y Sudéfrica oriental (con sus especies
correspondientes), que no habian sido objeto de detallados estudios hasta el momento.
Al iniciar el trabajo, la inica informacién que se tenia de estas especies era el protélogo
de su morfologia, la mayoria de ellos en latin y algunos realizados en el siglo XIX. Por
ello se consider6 interesante estudiar las caracteristicas bioldgicas de estas especies,
describiendo su morfologia, su biologia reproductiva y sus caracteristicas vitales, tal y
como se habia realizado en las anteriores tesis del J.B.M. con las especies del norte de

Africa y de Sudafrica occidental del género Androcymbium.

1.2. MATERIAL Y METODOS

Entre los afos 1994 y 2001 se realizaron dos expediciones a Namibia y una larga
expedicion a la zona central de Sudéfrica (Orange Free State, Lesotho y Kwazulu -
Natal hasta la frontera de Mozambique), muestreando asi un ntimero significativo de
las especies de toda esta parte oriental del sur de Africa. Las nuevas especies recogidas
(siete en total), son la parte original de taxa estudiados en esta tesis, tanto en su estudio
morfoldgico como de sus caracteristicas vitales. Todas la especies recolectadas fueron
cultivadas bajo las mismas condiciones en los invernaderos de investigacién del JBM

desde su fecha de recoleccién hasta la actualidad.

1.2.1 Condiciones de cultivo

Los bulbos fueron plantados en una mezcla de arena de silice y substrato
vegetal (en proporcion 2/3 : 1/3) cribada para un didmetro de 5 mm. Para el riego se
utiliza agua de lluvia recogida en un depdsito del invernadero y se realiza desde
finales de Septiembre hasta principios de Abril. Desde Septiembre hasta que emerge el

individuo, el riego se realiza con manguera tipo “lluvia”.
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Una vez ha emergido el individuo y
hasta Abril, se riega mediante tubo
exudante, de forma que el agua es
captada por las raices sin necesidad de
mojar al individuo. Debido a que el
fotoperiodo es mas largo en Sudafrica
oriental y Namibia que en nuestras
latitudes, se utilizo luz artificial hasta las
19:30h desde Noviembre hasta Abril
(Fig. 1.1).

Fig. 1.1: sistema de iluminacion del invernadero

1.2.2 Mediciones morfoldgicas

Se realizaron 15 medidas relacionadas con las caracteristicas florales y cuatro
con las caracteristicas foliares (Tabla 1.1). Las medidas morfoldgicas se tomaron de
plantas en cultivo, ya que en trabajos previos del J.B.M. (Pedrola-Monfort 1993;
Membrives 2000) se ha comprobado que las medidas tomadas de Androcymbium en
cultivo y de las tomadas en individuos de pliegos de herbario, no difieren
significativamente. Por ello, se han estandarizado las medidas de hojas y las florales a
la antesis, asi como las medidas de capsulas, semillas y cormos a la senectud total de la

planta.

1.2.3 Biologia reproductiva

1.2.3.1 COCIENTE POLEN/OVULOS (P/O)

Seguin Cruden (1977) se puede predecir el tipo de sistema reproductivo de la
especie en funcion del valor del cociente P/O. La cantidad de polen por flor se calcul6
para tres individuos por poblacién a partir de una tnica antera diluida en 1 0 2 ml de
agua jabonosa. El recuento se realizé en una cdmara de Fusch-Rosenthal (Braubrand) a
partir del namero de granos de polen en cada una de las dos cuadriculas con un

volumen de 3,2 mm? (0,0625 mm? x 0,200 mm). El recuento de évulos por flor se realizd
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directamente bajo la lupa binocular a partir de tres cdpsulas inmaduras por cada

especie.

Tabla 1.1: biometrias realizadas de los caractftoesles y foliares de las especies recolectadadamibia y Sudafric
oriental

Carécteres florales Caracteres foliares
Longitud desde el extremo superior del nectaridshelsextremo del tépalo Longitud de los noméfilos
Longitud desde el extremo superior del nectaridehiasbase del tépalo Anchura de los nomdéfilos
Longitud desde el extremo superior de la antertat@®xtremo superior de tépalo Longitud de losdfifns
Anchura del tépalo a la altura del extremo supet@mectario Anchura de los hipséfilos

Anchura del tépalo a la altura del final de la emte
Longitud del estambre (sin antera)
Longitud de la antera

Anchura de la antera

Longitud del estilo

Longitud de la capsula

Anchura de la cipsula

Anchura del carpelo

Anchura del cormo

Longitud del cormo

Diametro de las semillas

1.2.3.2 SISTEMA DE REPRODUCCION SEXUAL

La terminologia utilizada para estudiar el comportamiento sexual de las
especies fue la descrita por Richards (1986), que considera partenogénesis cuando
existe maduracion de las semillas sin fecundacidon, autogamia en los casos que el
organismo es autocompatible y xenogamia cuando la fecundacién solo es viable a
partir de material genético de diferentes gametos, y por tanto, los individuos son
autoincompatibles. Las pruebas reproductivas se realizaron, siempre que fue posible,
en un minimo de tres individuos por poblacion (Fig. 1.2). Los experimentos para
averiguar el comportamiento reproductivo fueron:

(i) Comprobaciéon de la partenogénesis: se emascularon las flores antes de la
antesis y se taparon las plantas individualmente con bolsas de tul para evitar la entrada
de polinizadores.

(if) Comprobacion de la autogamia natural: se taparon los individuos con bolsas
de tul sin emascular las anteras para comprobar si la flor podia autofecundarse

utilizando mecanismos propios.
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(iii) Comprobaciéon de la autogamia artificial: algunas especies pueden
presentar un sistema de fecundacién autocompatible pero pueden existir mecanismos
temporales o espaciales que impidan la autopolinizacion natural. Para saber si las
poblaciones eran autocompatibles, se seleccionaron individuos y se polinizaron
artificialmente con su propio polen durante los dias de floracién. Estos individuos se
taparon con bolsas de tul.

(iv) Comprobacion de la xenogamia: se polinizo artificialmente el estigma de
una flor emasculada con el polen de la flor de otro individuo distante geograficamente
en la poblacion natural para evitar problemas de consanguinidad. Los individuos

receptores del polen se taparon con bolsas de tul.

Fig. 1.2: individuos de Androcymbium tapados con bolsas de tul para las pruebas de
biologia reproductiva.

El seguimiento de los experimentos se realiz6 cada 1-2 dias desde el momento de la

antesis y durante todo el periodo de floracion.
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1.2.3.3 REPRODUCCION VEGETATIVA

El cormo del género Androcymbium se renueva en cada ciclo bioldgico. El cormo
presenta dos brotes activos que se denominan brote de renovacion y brote apical o de
reproduccion vegetativa (Fig. 1.3). La emergencia de la planta en cada ciclo bioldgico se
produce a partir del brote de renovacion, y es en este punto donde se genera el nuevo
cormo que substituye al del afio anterior. En muchas especies se genera un segundo
cormo que proviene de reproduccion vegetativa. La emergencia de la division
vegetativa y la formacion del futuro cormo duplicado se da en el brote apical (o brote
de reproduccién vegetativa). El brote apical y el brote de renovacién estan dispuestos
de forma opuesta en el cormo. El porcentaje de individuos que presentaron

reproduccion vegetativa se contabilizé después de dos afios de cultivo.

Brote apical o
A de reproducciér
_ vegetativa

-
Brote de o
renovacion Division
< vegetativa
Brote de \
renovacion e
del afio cormo cormo
viejo
anterior

w

C

%

Fig. 1.3: A. Proceso de division vegetativa en el género Androcymbium. B. Divisién
vegetativa donde se genera un cormo de tamafio medio. C. Divisidn vegetativa donde
se genera un cormo pequefio. D. Divisidn vegetativa en red dicdtoma.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1 Especies recolectadas en Namibia

Androcymbium roseum. Engl.1889, Bot. Jahrb. Syst.10 :282
Typus: Namibia-2216BB (Otjimbingwe). Distr. Okahanda: Hereroland, in

lapidosis prope fontem thermalem Barmem [Gross-Barmen=Groot-Barmen], Mayo 1886 fl.,

MARLOTH 1360 (+B holo.).

Distribucion: Estepas tropicales de Namibia, Angola, Zimbabwe, Botswana,
Zambia y probablemente llega hasta el sur de Burundi (no es conocida hasta el
momento en Sudafrica).

Recoleccion: En mayo de 2001 se recolect6 una muestra poblacional (9
individuos) en la localidad tipo “Fuentes termales de Barmen” (Otjimbingwe, Distr.

Okahandja, 2216BB, oeste de la ciudad de Okahandja), sin flor, habitando en zonas
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salinas y suelos arenoso-limosos, entre las rocas del cauce de un riachuelo con aguas
muy calientes (60°C).

Medidas y observaciones taxondmicas: Para esta descripcion se tomaron los
datos de la muestra en invernadero de esta poblacion (Fuentes de Barmen) (ROSE-FB:
5 individuos).

Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo en roseta basal. Cormo
ovoide, diametro de (1,7) cm.; tinicas coriaceas de color marron oscuro. Tallos erectos
enterrados en el suelo. Catafilo blanco-verdoso que sobresale de la tierra <1 cm long., de
textura papiracea en la senescencia. Hojas alternas en disposicion helicoidal a lo largo
del tallo; amplexicaules y muy anchas en la base, vaginato-lanceoladas o vaginato-
lineares, indumento del margen con papilas, apice agudo, seccidon hoja en V, coloracién
verde brillante. Nomdfilos, (18) 20 cm. long x (0,45) 0,6 cm. de anchura, indistinguibles
en forma, coloracidén y textura de los hipsofilos (10) 11,8 cm. long. x (0,7) 1,3 cm. Flores
subsésiles (1-20 flores por individuo). Perianto 5,0 cm. ancho en forma de recipiente
calceolar, envuelto completamente por los hipsoéfilos (forma sélo conocida también en
A. asteroides y A. leistneri); tépalos ovato-lanceolados, blanco-rosados o rojizos; lamina
plana acuminada al apex, (13,5) 14,0 mm. long.; una plana sin auriculas (7,8) 10 mm.
long. Estambres insertos; filamentos verdes o translucidos, (4,0) 6,0 mm. long.; antera
dorsifixa e introsa (2,3) 3,2 mm. long. x (1,3) 1,7 mm. anchura, coloracion violacea.
Nectario poco mas ancho que la base del filamento, cilindrico, verde-amarillento. Ovario
subgloboso; estilo triangular-cilindrico 5 (5,5) 6,0 mm. long; estigma capitato-clavato,
0,5 mm. long, translucido con papilas, hiimedo. Cdpsula ovoide, 5,3 (6,3) 7,2 mm. de
anchura, de consistencia papirdcea en la senectud, dehiscencia sélo observada en el 1/3
del 4dpex capsular, obertura septicida; semillas globosas de color oscuro 1,2 (2,2) 1,8
mm. didmetro; testa con células romboidales marrén oscuro; rafe inconspicuo.
Presencia de idioblastos en hojas, tépalos y capsula. Numero cromosémico: n = 18.

Biologia reproductiva: polen por flor 243.000 (287.700) 332.400; évulos por flor
36 (37); relacidon polen/6vulos (P/O) 7.776; Sistema reproductivo segun Cruden (1977):
xenogamia obligada. Semillas: autogamia natural (8); autogamia artificial (18). No se

realizaron pruebas de fecundacion cruzada porque solo han florecido tres individuos.
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Sistema reproductivo autocompatible. Porcentaje de individuos con reproducciéon
vegetativa: 66,67 %.

Cultivo: La experiencia de casi cuatro afios de cultivo indica requerimientos
similares a las especies del norte de Africa pero con una necesidad mayor de
insolacion. Para ello, se instalaron unos sistemas de iluminacion artificial (Fig. 1.1). Al
ser una especie tipica tanto de lluvias de verano como de lluvias de invierno de las
zonas subtropicales de Africa austral, su emergencia se retrasa varios meses respecto a
las especies del norte de Africa.

En cultivo sin embargo, su emergencia responde mas a la cantidad y al tiempo
de hidratacién de los cormos. Se puede llegar a conseguir su emergencia a base de
abundante riego en Noviembre, llegando a florecer en el mes de Enero y a fructificar a
finales de Febrero en nuestros invernaderos. Suelen finalizar su ciclo bioldgico a partir
del mes de Abril (Tabla 1.2). Las especies del norte de Africa emergen a partir de
Octubre en nuestros invernaderos, de forma semejante al tiempo de su habitat natural.
Estas especies del norte de Africa que mas prontamente emergen son A. gramineum, A.
palaestinum y A. rechingeri, y con un poco mas de retraso A. wyssianum, A. hierrense y A.
psammophilum.

Se observo, en estos cuatro afnos, cierta dormancia del cormo entre individuos.
Durante su cultivo no ha muerto ningtn individuo.

Historia taxonomica: No es hasta la aparicion del trabajo de Engler (1889),
cuando se describe por primera vez A. roseum en Hereroland (actualmente este
territorio comprende la parte norte de Namibia y sur de Angola). La localidad tipo es
“Fuentes termales de Barmen” y el recolector, Marloth, recoge esta muestra de
individuos en flor en Mayo de 1886 (otofo austral). Precisamente es en la localidad tipo
donde se recolectd esta especie en Mayo de 2001 para traerla al JBM. Engler (1889) se
da cuenta que es muy similar a A. gramineum y comenta su inclusion en la secciéon
Erythrostictus (Schltdl.). En Durand & Schinz (1898), aparece A. roseum de Namibia
como especie diferenciada del A. gramineum de Africa boreal. En Krause (1920), se hace
una recopilacion de todas las nuevas especies reconocidas del género que asciende a 30
especies. Crea dos secciones dentro del género: las secciones Cymbanthes y

Erythrostictus, diferenciadas por la forma de la lamina en la base: cucullada o plana
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respectivamente. Las especies A. gramineum, A. roseum y A. bellum las incluye en esta
ultima seccién (sec. Erythrostictus) en base a la caracteristica de la ldmina plana.
Posteriormente Roessler (1974) describe las afinidades de A. roseum con A. punctatum
de Baker (1874) y A. gramineum de Cavanilles (1801) y con las nuevas variedades
ordenadas por Maire (1934), y sugiere incluir a A. roseum dentro de A. gramineum
(Cav.) McBride. Las localidades recopiladas por Roessler (1974) en Africa austral que
incluyen a A. roseum, pertenecen a varios distritos de la actual Namibia. En estas
localidades citadas por Roessler (1974) hemos distinguido dos taxa: A. asteroides y A.
roseum. La especie A. roseum solo lo hemos encontrado en las Fuentes termales de
Barmen, mientras que en el resto de localidades citadas hemos encontrado A. asteroides.
Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (2002) reconocen dos subespecies en A. roseum. Una
es A. roseum subsp. roseum, que corresponde al A. roseum descrito por Engler (1889), y
la otra es A. roseum subsp. albiflorus, que corresponde al A. asteroides de Manning &

Goldblatt (2001).

Androcymbium asteroides. ].C. Manning & Goldblatt (2001), Bothalia, 31:203.
Typus: Northern Cape, 2922 (Prieska) comtn en suelos encharcados, 06-05-1928, (-DA),
Marloth sub Bryant 13570 (PRE, holo.).

Sinonimia: Androcymbium roseum subsp. albiflorum (Engl.1889, Bot. Jahrb.
Syst.10:282). UM-D., Raus, Weiglin & D.M-D. Miiller-Doblies & Miiller-Doblies  (2002).
Feddes Repert, 113:7-8, 545-599.

Typus: Sudafrica, norte de la provincia del Cabo, 3123 CA (Victoria West)
Hutchinson, 4,5 km. en la carretera hacia Biesispoort. Suelo llano y pedregoso,
22.07.1980 sfr. Miiller-Doblies 80019d and excult. BTU 3499 (holotypus; isotypus: K).

Distribucién: Manning y Goldblatt (2001) describen el hébitat de esta especie
en pequenas depresiones formadas por las lluvias de finales de verano u otofiales, en
terrenos arcillosos de doleritas. Las localidades estudiadas por Manning & Goldblatt
(2001) corresponden a provincias del norte del Cabo, en Sudafrica (Victoria West,
Central Upper Karoo). Sin embargo, las localidades que nosotros hemos estudiado se

encuentran en el Kalahari, en la parte central - este de Namibia (Gochas y Twee Rivier),
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en los cauces secos de los rios Auob y Olifants, y corresponden, en nuestra opinion, a

A. asterorides. Ampliamos asi la distribucién de este taxa que hasta ahora se habia

pensado que sdlo se distribuia por Sudafrica.

Recoleccion: En mayo de 2001. La poblacién encontrada (unos 200 individuos)
en el lecho del rio seco Auob, a unos 40 km. de Gochas hacia Tweerivier, en el distrito
de Tses (2518) (ASTE-GO), estaba ya en flor a diferencia del A. roseum recogido la
misma semana en las fuentes termales de Barmen. Esta poblacion muestreada de A.
asteroides crecia en los aportes recientes de sedimentos del lecho de este rio seco en que
unas semanas antes habria llovido y transportado una apreciable cantidad de agua.
Formaba prados junto a otras especies de bulbosas como Massonia sp., bajo el bosque
de ribera formado por Acacia erioloba. La profundidad del cormo enterrado era
apreciable, unos 20-25 cm. La otra poblaciéon (80 individuos) se encuentra en Koes
(2519), en la desviacion de la carretera C 15 en Tweerivier, separada varios km. de la

anterior y en la confluencia con el rio Olifants (ASTE-TW). También se encuentra sobre
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un terreno limoso-arenoso aunque con mas piedras en el fondo y en prados con
muchas mas hierbas que la anterior poblacion.

Medidas y observaciones taxondmicas: Para esta descripcion se tomaron los
datos de dos poblaciones (ASTE-TW: 4 individuos y ASTE-GO: 12 individuos).

Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo, en roseta basal. Cormo
ovoide, diametro de (1,6) cm.; tinicas coriaceas de color marrdn oscuro. Tallos erectos
enterrados en el suelo. Catafilo blanco-verdoso que sobresale de la tierra <1 cm long., de
textura papirdcea en la senescencia. Hojas alternas en disposicion helicoidal a lo largo
del tallo; algo vaginadas y anchas en la base, lanceoladas o lanceoladas-lineares,
indumento del margen con papilas, apice agudo, seccién de la hoja en V bien
pronunciada, coloracién verde glauca. Nomdfilos, (12,6) 13,3 cm. long. x (0,4) 0,5 cm. de
anchura, indistinguibles en forma, coloraciéon y textura de los hipsdfilos (6,5) 8,0 cm.
long. x (4,7) 8,0 cm. Flores subsésiles (1-20 flores por individuo). Perianto 10,0 cm.
ancho en forma de recipiente calceolar, envuelto completamente por los hipsofilos
(forma sdlo conocida también en A. roseum y A. leistneri); tépalos ovato-lanceolados,
blanco, blanco-rosados o rosas; ldmina plana acuminada al apex, (10,5) 11,5 mm. long.;
ufia plana sin auriculas, (5,9) 9,7 mm. long. Estambres insertos; filamentos verdes o
translucidos, (5,0) 7,5mm. long.; antera dorsifixa e introsa (3,1) 3,5 mm. long. x (1,7) 1,8
mm. de anchura, coloracidon violdcea. Nectario poco mas ancho que la base del
filamento, cilindrico, verde-amarillento. Ovario subgloboso; estilo triangular-cilindrico
4,2 (7,8) 10,0 mm. long.; estigma capitato-clavato, 0,5 mm. long., translucido con
papilas, htimedo. Cdpsula ovoide de consistencia papirdcea en la senectud dehiscencia
solo observada en el 1/3 del dpex capsular, obertura septicida, 5,0 (6,8) 8,6 mm. de
anchura; semillas globosa oscuro, 1,7 (2,0) 2,5 mm. de didmetro; testa con células
romboidales marron oscuro; rafe inconspicuo. Numero cromosémico = desconocido.

Biologia reproductiva: polen por flor 84.360 (100.647) 127.310; évulos por flor
32 (39) 42; relacion P/O 2.581; Sistema reproductivo segin Cruden (1977): xenogamia
facultativa. Semillas: autogamia natural (56); autogamia artificial (25); fecundacion
cruzada (20). Sistema reproductivo autocompatible. Porcentaje de individuos con

reproduccion vegetativa: 0%.
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Cultivo: la forma de cultivo es idéntica a la utilizada para A. roseum. Emerge
antes que A. roseum, a principios de Octubre. Su floracion es a finales de Noviembre,
fructificando en Enero y llegando a la senescencia en Marzo — principios de Abril
(Tabla 1.2). También presenta dormancia de cormo. Su cultivo es sencillo, ya que
durante estos afios no ha muerto ningtin individuo.

Nota taxonémica: Aunque el parecido morfoldgico es sin duda importante, hay
determinadas caracteristicas que diferencian A. asteroides de A. roseum. En primer lugar,
mientras las hojas de A. roseum son alargadas estrechas y de un color verde brillante,
las hojas de A. asteroides son mas anchas, acanaladas y de color verde glauco,
manteniéndose esta caracteristica en los individuos cultivados. Otras caracteristicas
biométricas estudiadas de las plantas son longitud de la ldmina, ufia, filamento, estilo y
antera, y también las diferencia, siendo en general menores en A. asteroides. Sin
embargo, cuando Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (2002) propusieron una clave para
diferenciar ambos taxa, en nuestra opinion, utilizaron otros individuos de A. asteroides
de Namibia creyendo que eran A. roseum, ya que estos autores presuponen que en
Namibia no se encuentra A. asteroides.

La flor es una de las caracteristicas que quizds mas llama la atencién. En A.
asteroides las flores presentan unos tépalos bien compactos y estan incluidos en la
cazuela que forman los ferdfilos casi a ras de suelo, mientras en A. roseum la flor tiene
sus tépalos menos compactos y mas parecidos a las especies del norte de Africa.
Ademas, sus tépalos son generalmente de color blanco aunque en algunos individuos

tienen cierta coloracion blanco-rosada.

Androcymbium melanthioides subsp. melanthioides (Willd. Zweiter Jahrgang, 1808)
Miiller-Doblies & Miiller-Doblies, (1998) Feddes Repertorium 109, 7-8, 551-572.

Typus: Northern Cape, 3020BA, BC, CB, CD/3121AB, AC (Brandevlei &
Williston): Sakrivier, [ca. 1000 m.s.m.] LICHTENSTEIN s.n. (B-WILLD. holo.!).
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Distribucion: Tanto en las Montafas de Namibia a partir de 1000 m. de altura

como en las del noroeste de Sudafrica. Probablemente, los individuos que hemos
podido ver en pliegos de herbario de las montafias del Transvaal, las del Drakensberg
en la actual Lesotho (a 3000 m. de altitud), las del sudoeste de Sudafrica en Natal, las
de Port Elizabet, Kimberley, las del Kilimanjaro (3.500 m de altitud) y las que habitan
en las montafas de Etiopia y Somalia, y asignados a A. melanthioides sean realmente
diferentes taxa, estando bastante de acuerdo con la amplia divisiéon de Miiller-Doblies
& Miiller-Doblies (1998).

Recoleccion: en mayo de 2001 se recolectaron individuos de una poblacion
ubicada en las montafas del Great Gamsberg (sur Namibia) Nauchas (2316), a 2347 m.
de altitud entre arbustos y gramineas en lo alto de una meseta, en suelo claramente
arcilloso y rico en materia organica (MELA-GA). Otra poblacion fue recolectada mas al
norte, en Okawiruru Farm, Otjosondu (2117), a unos 1000 m. de altitud, también sobre
suelos arcillosos, calcareos y ricos en materia organica (MELA-OT).

Medidas y observaciones taxondmicas: Para esta descripcion se tomaron los

datos de dos poblaciones (MELA-GA; 3 individuos y MELA-OT; 5 individuos).
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Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo, en roseta basal. Cormo
ovoide, diametro de (1,2) cm.; tinicas coriaceas de color marrén oscuro. Tallos erectos
enterrados en el suelo. Catafilo blanco-verdoso que sobresale de la tierra <3 cm long., de
textura papirdcea en la senescencia. Hojas alternas en disposicion helicoidal-distica a lo
largo del tallo; ovado-lineares o deltoidea-lineares, indumento del margen liso, apice
agudo, seccion hoja en V, coloracion verde. Nomofilos, (23,4) 25,6 cm. long x (0,6) 1,1 cm.
de anchura, indistinguibles en forma, coloracién y textura de los hipsdfilos (4,3) 5,3 cm.
long. x (2,1) 3,2 cm. Generalmente dos grandes hipsoéfilos de color blanco y textura algo
papirdcea, forma ovado-lanceolada con estrias y reticulaciones caracteristicas verdes y
3-6 hipsodfilos muy aparentes también pero mas estrechos, de la misma coloracion y
textura. Inflorescencia con forma de un pseudanthio. Flores sub-sésiles (1-10 flores por
individuo). Perianto 10 cm. ancho en forma de recipiente compacto de flores, envuelto
por los hipsdfilos; tépalos ovado-lanceolados, blancos, translucidos o amarillentos;
lamina, generalmente con nerviaciones, auriculas pronunciadas en la base (en raras
ocasiones sin auricula aparente, mas bien plana), aguda o roma al apex, (7,4) 10,1 mm.
long x (4,2) 6,0 mm. de anchura; una plana, (4,2) 6,5 mm. long. Estambres exertos en
algunos tépalos y raramente son insertos; filamentos verdes, (5,0) 8,5 mm. long.; antera
dorsifixa, semi-extrosa (2,3) 3,9 mm. long. x (1,3) 2,0 mm. de anchura, coloracion
amarilla, verde-blanquecina, en ocasiones violdcea. Nectario inconspicuo en la base del
filamento, posiciéon ventral y dorsal (probablemente circular), cilindrico, verde-
amarillento-anaranjado. Owvario subgloboso; estilo triangular-cilindrico 3,9 (7,0) 10,2
mm. long; estigma capitato, 0,5 mm. long, translucido con papilas, hiumedo. Cipsula
ovoide de consistencia papiracea, en la senectud dehiscencia septicida, 5,0 (6,5) 8,5 mm.
de anchura; semillas globosa de color oscuro (1,5) mm. didmetro; testa con células
cuadradas bien definidas, marréon oscuro; rafe inconspicuo. No hay presencia de
idioblastos en hojas, tépalos o capsula. Niumero cromosémico desconocido.

Biologia reproductiva: polen por flor 819.000 (1.306.783) 1.909.880; évulos por
flor 108 (147) 188; relacion P/O 8.323. Se observaron algunas anteras sin polen pero los
carpelos si contenian évulos. Sistema reproductivo segin Cruden (1977): xenogamia
obligada. Semillas: autogamia natural (0); autogamia artificial (17), forma no globosa,

irregular; fecundacion cruzada (23). Sistema reproductivo: preferiblemente
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autoincompatible. Porcentaje de individuos con reproduccidon vegetativa: 96%. En
algunos casos se observaron mas de siete nuevos cormos.

Cultivo: la forma de cultivo que se utilizé es la misma que se ha descrito para
A. roseum y A. asteroides. Suelen emerger a finales de Octubre y florecen a finales de
Noviembre. Fructifican en Enero y llegan a la senescencia a mitad de Marzo (Tabla 1.2).
Tienen un ciclo bioldgico muy corto (5 meses), debido seguramente a las condiciones
aridas y de extrema calor con las que se encuentran en su medio natural. También
presentan dormancia. Su cultivo es sencillo, ya que no se ha muerto ningtin individuo
en estos anos de cultivo.

Nota taxonémica: El tipo original fue descrito por Willdenow en 1808, donde se
presenta la primera descripcion y ladmina que, ademads, es el tipo del género
Androcymbium. Baker (1874) incluye en el primer grupo del género a A. melanthioides, A.
striatum y A. subulatum. En un posterior trabajo (1879) este mismo autor describe A.
melanthoides a partir de pliegos de Burkei 2851, Zeyher 1712;, MacOwan 4641 y del
Transvaal del Dr. Atherstone. De esta especie, sin embargo, establece tres variedades;
var. acaule del Transvaal; var. striatum de Abisinia y var. subulatum de Africa austral y
Transvaal. En Thiselston-Dyer et al. (1896-1897), se mantienen las variedades de Baker,
a las que anade varias citas de su distribucion entre ellas una en Natal, en el
Drakensberg. Bentham & Hooker (1883), incluyen a A. melanthioides dentro de las
seccion Cymbanthes. Posteriormente Krause en 1920, incluye dentro de este taxa todas
las variedades de Baker (1879) incluyendo A. striatum. Lo mismo hace Roessler en 1974,
aunque describe todas las localidades de Namibia conocidas hasta entonces de A.
melanthioides. Miiller-Doblies & Miiller-Doblies, en su revision de 1998, incluyen dentro
de la seccién Androcymbium a A. melanthioides con tres nuevas subespecies: subsp.
australe, subsp. melanthioides y subsp. transvaalense, también A. striatum y A.
orienticapense. Esta especie, junto con A. roseum, es la mas ampliamente distribuida.
Este complejo de A. melanthioides necesitaria una profunda revision sistematica. Una
filogenia molecular de las poblaciones y taxa de este complejo nos daria mas luz sobre

su posicidon taxondmica.
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1.3.2 Especies recolectadas en Sudafrica oriental

Androcymbium albanense Schonland in New and little known plants, Rec. Albany
Museum 1:123, 1904.

Typus: Grahamstown, 650 m., Agosto 1903 fl. Albany Museum. Feddes
Repertorium II, 183 (1906).

Distribucion: Actualmente se conocen poblaciones en Eastern Cape (Sudafrica
oriental) desde Grahamstown a Port Elizabeth. La muestra analizada, se recolect6 entre
Siddury y Eagle’s Crag, cerca de Bushmen Rivers Poort, y se encuentra cerca de la

localidad tipica (Grahamstown). El suelo donde habita es limoso-arcilloso de color

claro seco y duro, con piedras sueltas areniscas.

Recoleccion: El 4 de septiembre del 2000 (invierno austral) entre Siddury y
Eagle’s Crag, a unos 2 km. antes de la puerta del parque del Shamwari Game Reserve,
por los alrededores de Bushmen’s Poort, en un ribazo de grasslands (gramineas), se
recolectaron 10 cormos y 15 muestras de hojas para extraer el DNA de una pequena

poblacion (constaba aproximadamente de 30 individuos).
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Medidas y observaciones taxondmicas: Para esta descripcion se tomaron los
datos de diez individuos.

Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo, en roseta basal. Cormo
oblongo, didmetro de (1,02) cm.; tunicas coridceas de color marrén oscuro. Tallos
erectos enterrados en el suelo. Catafilo blanco-verdoso. Hojas alternas en disposicion
distica a lo largo del tallo; lanceolado-lineares o deltoidea-lineares, indumento del
margen papiloso con margen blanco, apice agudo, seccion hoja en V, coloracién verde.
Nomdfilos, (10,1) 11,6 cm. long x (0,7) 1,0 cm. de anchura, indistinguibles en forma,
coloracién y textura de los hipsofilos (2,3) 4,9 cm. long. x (1,3) 1,9 cm. Generalmente
dos hipsofilos del mismo color y textura, forma ovado-lanceolada. Los 2 hipsofilos
plegados en posicion distica, paralelos y encima de los nomofilos. Flores sub-sésiles (2-5
por individuo). Perianto 1,5-2,0 cm. ancho; tépalos ovado-lanceolados, blancos; lamina
blanca, generalmente con nerviaciones, la mediana de color verde, y auriculas
transparentes pronunciadas en la base, aguda o roma al apex, (4,5) 5,6 mm. long x (2,4)
3,1cm. de anchura; ufia plana, (6,8) 8,6 mm. long. Estambres insertos; filamentos
violaceos-marrones, (1,0) 2,4 mm. long.; antera sub-basifixa, introsa (2,1) 2,2 mm. long.
x (1,4) mm. de anchura, coloracién violacea marrén. Nectario violaceo oscuro en
posicion ventral. Ovario subgloboso; estilo cilindrico 2,0 < (3,5) 5,0 mm. long; estigma
capitato, humedo. Cdpsula ovoide de consistencia papirdcea en la senectud, dehiscencia
septicida, 5,5 (7,1) 9,0 mm. de anchura; semillas globosa oscuro 0,9 (1,0) 1,1 mm.
didmetro. No hay presencia de idioblastos en hojas, tépalos o cdpsula. Numero
cromosomico desconocido.

Biologia reproductiva: polen por flor 332.580 (381.977) 445.310; évulos por flor
57 (63) 67; relacion P/O 6.063. Sistema reproductivo segin Cruden (1977): xenogamia
obligada. Semillas: autogamia natural (24); autogamia artificial (46); fecundacion
cruzada (30). Sistema reproductivo: autocompatible. Porcentaje de individuos con
reproduccion vegetativa: 31%.

Cultivo: la forma de cultivo es idéntica al del resto de especies de Sudéfrica
oriental. Su cultivo es sencillo, ya que solo se ha muerto un individuo de los 10
recolectados. Emerge a finales de Octubre — principios de Noviembre y florece en

Enero — principios de Marzo. Fructifica en Marzo y entra en senescencia a mitad de
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Abril — principios de Mayo (Tabla 1.2). Algunos individuos han presentado dormancia
en algunos anos.

Nota taxonomica: los individuos recolectados fueron identificados como A.
albanense, ya que determinados caracteres morfologicos como los hipsofilos en
posicion distica y paralela a los nomofilos, las medidas de los nomofilos, hipsdfilos y
tépalos, asi como otras caracteristicas de coloracion o textura y las localidades tipicas
de esta especie (8km de Grahamstown hacia Cradock (3326 AB), 25-VIII-1981 D. Snijman
451 o Alexandria. Bushmen’s River Poort, alt: 300 m.; 20-VIII-1954, E.E.A. Archibald
5593), confirmaban esta identificacion. La tnica diferencia respecto a la descripcion
original de Schonland (1906), era que en esta se describieron los feréfilos glabros y el
margen blanco, mientras que los individuos que se recogieron y observamos eran
realmente glabros en su superficie, pero tanto en el margen de nomofilos e hipsdfilos,
asi como en el nervio medio del envés presentan papilas evidentes, aunque también se
observaba una linea blanca que definia los margenes de los ferdfilos.

Pedrola-Monfort et al. (1999), describian una nueva subespecie llamada A.
albanense subsp. clanwilliamense. El parecido macromorfoldgico con A. albanense era
remarcable por la disposicion y tamafno de nomofilos e hipsofilos, aunque no de los
tépalos ni capsula. Pronto, mediante analisis mas detallados, nos dimos cuenta de que
ambos taxa estaban realmente separados, tanto en las filogenias moleculares como en
una caracteristica importante como es la reticulacion de la superficie del polen que era
muy diferente (Pedrola-Monfort com. pers.), lo que nos obligaba a reconsiderar el
estatus taxondomico y nomenclatural de esta subespecie que deberia tener categoria
especifica: A. clanwilliamense. Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (2002), hacen una
importante mencion la publicacion de Pedrola-Monfort et al. (1999) donde se describe
esta nueva subespecie y duda, con toda razén, de nuestra asignacion inicial.
Posteriormente, con la posibilidad de estudiar el material vivo recogido y cultivado de
A. albanense, nos apercibimos claramente de la apreciable diferencia entre ambos taxa,
lo que corroboraba esta consideracion especifica de los dos taxa. El problema estriba
también en que Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (2002) no han estudiado el material

de A. albanense y en su tabla de variacién de rangos biométricos de las especies de
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Androcymbium reconoce no haber medido sus caracteristicas morfoldgicas, que damos

aqui coincidentes en grado aceptable con la descripcion de 1906 de Schonland.

Androcymbium austrocapense Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998). Feddes
Repertorium 109, 7-8, 551-572.

Typus: Western Cape 3418AB (Simonstown): Cape Point Nature Reserve, 80
m.s.m., 14.08.1984 fl., MULLER-DOBLIES 84013a (HOLO: PRE; ISO: B, BTU, G, K, M,
NBG.)

Distribucion: Por toda la costa desde el cabo de Buena Esperanza (Good Hope

Cape) hasta las dunas de la playa cercana a Bathurst en Eastern Cape.

Recoleccion: El dia 2 de septiembre de 2000 (invierno austral) se recolectaron
dos poblaciones cerca de Port Elizabeth (Sudafrica oriental) en las segundas dunas, a
menos de 10 m del mar. Habita junto a Senecio sp. y diversas gramineas, sobre fynbos
costero y sobre arenas finas de playa con materia organica. La primera poblacién fue

recolectada en Cape Recife (AUST-CR) (16 muestras de hojas, 16 cormos) y segunda en
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Sardinia Bay (AUST-SB) (10 muestras de hojas de individuos en un transecto, 8
COrmos).

Medidas y observaciones taxondmicas: Para esta descripcion se tomaron los
datos de dos poblaciones de Sudafrica oriental: (AUST-CR: 2 individuos y AUST-SB: 5
individuos). Los individuos de las poblaciones de Sudéfrica occidental se analizaron en
una tesis doctoral previa (Membrives 2000).

Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo, en roseta basal. Cormo
globoso 4,8 (10,3) 19,8 mm. didmetro; tinicas papiraceas duras y lisas de color marron
oscuro. Tallos erectos enterrados en el suelo. Catafilo membranoso blanco. Hojas alternas
en disposicion helicoidal-distica; lanceolado-lineares, indumento del margen papiloso,
apice acuminado, verdes. Nomdfilos, (23,8) 35,6 cm. long x (1,1) 2,1 cm. de anchura,
amplexicaulas verde brillante, textura similar a los hipsofilos de formas deltoideos
formando generalmente dos bracteas envolventes al periantio (3,8) 5,5 cm. long. x (3,6)
4,0 cm. Flores sub-sésiles con pedunculo de hasta 10 mm., (1-16 flores por individuo).
Perianto 1,4-2,5 mm., envuelto por los hipsdfilos; lamina lanceolada, curvada, auriculas
translucidas pronunciadas en la base, (9,3) 13,0 mm. long x (5,5) 8,0 mm. de anchura;
ufia plana, (9,0) 12,0 mm. long. Estambres semi-exertos; filamento verdes, (6,6) 8,5 mm.
long.; antera dorsifixa, semi-extrosa (3,9) 52 mm. long. x (1,8) 2,3 mm. de anchura,
anaranjada. Nectario cilindrico en la base del filamento, purpura, en posicion ventral.
Owario subgloboso; estilo cilindrico 4,5 (6,8) 9,0 mm. long; estigma papiloso, capitato,
purpura, hiumedo. Cdpsula oblonga con alas inconspicuas en el punto medio del
carpelo que sigue por los estilos, dehiscencia septicida, 9,5 (15,2) 20,0 mm. x 6,0 (11,6)
15,0 mm. anchura; semillas globosas 1,3 (1,9) 2,5 mm. didmetro; testa rojiza-marrdn,
rugosa con una capa finisima cuyas células regulares poligonales esta muy bien
dibujadas y que se desprende con facilidad en seco en el interior se observa una capa
similar en rugosidad a la testa de todas las demads especies de Androcymbium. La
presencia de esta capa es una caracteristica singular y tnica en el género, sin caruncula.
Presencia abundante de idioblastos en hojas, tépalos y capsulas. Polen triapertural con
ornamentacién microreticulada, 16,3 x 27,9 x 18,1 pm. Sistema de reproduccion

autocompatible. Numero cromosémico: 2n = 20.
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Biologia reproductiva: polen por flor 965.220 (1.499.648) 2.057.400; évulos por
flor 76 (95) 125; relaciéon P/O 15.786; Sistema reproductivo segin Cruden (1977):
xenogamia obligada. Semillas: autogamia natural (57); autogamia artificial (67);
fecundacion cruzada (40). Sistema reproductivo: autocompatible. Porcentaje de
individuos con reproduccion vegetativa 25%:

Cultivo: su cultivo es bastante complejo. La forma de cultivo es la misma que se
ha descrito para las especies anteriores. De los 16 individuos recolectados en Cape
Recife solo perduran 2 (12.5%) y de los 10 individuos recolectados en Sardinia Bay
permanecen vivos 5 (50%). Son muy sensibles a la acumulaciéon de agua, lo cual
provoca una rapida pudricién del cormo. Emergen a finales de Octubre y no florecen
hasta principios de Febrero. Su fructificacion es a finales de Marzo y llegan a la
senescencia a final de Abril (Tabla 1.2). No presentan dormancia.

Nota taxondmica: Cuando se encontraron por primera vez dos poblaciones en
la expedicion a Sudafrica Occidental (afio 1994), en Simon’s Town y en Cape of Good
Hope, fue muy dificil asignar este taxa a cualquiera de las descripciones conocidas. No
fue hasta el trabajo de Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998) en que realmente nos
apercibimos de que era una nueva especie. Segun cuentan Miiller-Doblies & Miiller-
Doblies (1998), ellos también tuvieron verdaderas dificultades para catalogar esta
nueva especie. No lo pudieron resolver hasta que no las compararon con los typus de
A. eucomoides y A. capense, que eran las especies probablemente mas semejantes.
Muchos autores sudafricanos habian incluido a estas poblaciones de A. austrocapense
como pertenecientes a alguna de estas dos especies. La diagnosis y la descripcion de
Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998) no dejaban duda sobre la nueva asignaciéon
taxondmica como especie bien diferenciada.

Las medidas morfologicas, asi como los datos de biologia reproductiva, de los
individuos analizados de Sudafrica oriental se ajustan a las obtenidas por Membrives

(2000) con los individuos de esta misma especie de Sudafrica occidental.
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Androcymbium decipiens N. E. Br. 1906:29

Typus: Natal.-2931CA (Stranger): Tongaat, 200’s.m., 31-7-1895 fl., Miss RICH
IN WOOQOD Herb. Natal. 5764 (K holo.;, NH, PRC;).

Distribucion: A. decipiens habita en las tierras bajas de Kwazulu-Natal, muy
cerca de la costa (Tongaat y Santa Lucia), al contrario de A. natalense que habita en las
colinas y montanas de Kwazulu-Natal.

Recoleccion: El dia 2 de Septiembre del 2000 (invierno austral) se recogié un
solo ejemplar en condiciones ya de senescencia, pero con algunas partes como hojas y
capsulas verdes para poder extraer DNA y tomar las medidas morfoldgicas necesarias.
Habitaba a 100 m de distancia de la costa, a nivel del mar, en un valle de arenas
cubierto en sus zonas mas bajas por pequefias lagunas de aguas dulces frente a la gran
duna costera que corre paralela al mar Indico en Santa Lucia (Kwazulu-Natal), en una
zona denominada Iphotwe Trail, en prados compactos de gramineas y otras bulbosas,
sobre arenas oscuras de playa fosil (DECI-SL). Es una zona de dificil acceso por el
peligro de encontrase con cocodrilos y hipopétamos, tal y como indican a lo largo de su
recorrido las autoridades del pais.

Medidas y observaciones taxondmicas: solo se pudo tomar medidas de un
individuo que habia entrado ya en fase de senescencia.

Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo, en roseta basal. Cormo
ovoide, didmetro de (1,1) cm.; tinicas coriacias muy finas de color marrén oscuro.
Tallos erectos enterrados en el suelo. Hojas alternas en disposiciéon distica a lo largo del
tallo; lanceoladas, apice agudo, seccién hoja en V. Nomdfilos, 10 cm. long x 4 cm. de
anchura; hipsofilos 4 cm. long. x 0,8 cm. Generalmente dos hipsofilos, forma lanceolada
abiertos. Flores sub-sésiles (1-2 flores por individuo). Perianto 2 cm., envuelto por los
hipséfilos; tépalos lineares; lamina linear, auriculas casi inadvertidas, 8,2 mm. long x
2,8 cm. de anchura; ufia plana, 3,2 mm. long. Estambres insertos; filamentos, 3,6 mm.
long.; antera dorsifixa, extrosa 1,2 mm. long. x 0,6 mm. de anchura. Nectario
inconspicuo en la base del filamento en posiciéon ventral. Ovario subgloboso; estilo
cilindrico, con ala en el punto medio de las linea del carpelo, 5,2 mm. long, se enrosca
hacia fuera en la senescencia del individuo observado; estigma capitato, 0,5 mm. long.

Cdpsula ovoide de consistencia papirdcea en la senectud, con ala aparente en el punto
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medio del carpelo, dehiscencia septicida, 6,3 mm. de anchura; semillas 1 mm. didmetro.
Numero cromosomico desconocido.

Cultivo: el tnico individuo que se pudo recolectar muri¢ al afio siguiente. Las
condiciones de cultivo fueron las mismas que para el resto de especies anteriormente
citadas.

Nota taxonomica: Son muy precisas las observaciones de Miiller-Doblies &
Miiller-Doblies (1998) al separar claramente A. decipiens de A. natalense y de A. longipes,
ya que Reid (1993) habia incluido a los tres taxa como sinénimos. Ademas de toda una
serie de caracteristicas morfoldgicas deducidas a partir de caracteres cuantitativos de
pliegos de herbario, aciertan muy bien en la separacion fenoldgica de ambos taxa (cosa
que se pudo comprobar in situ). Androcymbium decipiens florece en Junio-Agosto,
mientras A. natalense florece entre Septiembre y Enero. También hemos podido
comprobar que mientras los hipsoéfilos de A. decipiens, cuyo ejemplar in situ ya estaba
casi en la senescencia, eran creemos de coloracion verde, A. natalense, en las fotos de la
“Flora de Natal” y otras fotografias estudiadas en el Jardin Botdnico de Natal
(Pietermaritzburg), tiene los hipsoéfilos blancos envolviendo al perianto, como A.
ciliolatum aunque mas cortos, mientras que en A. decipiens son abiertos. Existe pues una
clara la necesidad de ampliar estos estudios taxondmicos con material vivo de ambas

especies.

Androcymbium leistneri Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998). Feddes Repertorium
109, 7-8, 551-572.

Typus: Northern Cape. 2824 DA (Kimberley): Kimberley, Nooitgedacht, ca. 10
miles SE of Barkley West, arenas marrones entre rocas dibasicas. 3.800 m.s.m.
17.07.1959 fl Leistner 1969 (holotypus: K!; isotipi: KMG, PRE).

Distribucion: Desde el area de Kimberley, en el Norte de la Provincia del Cabo

a través del Orange Free State, hasta Lesotho.
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Recoleccion: En fecha 19-20 de Mayo del 2000 se recolectaron dos poblaciones

de A. leistneri. Una en el mismo Jardin Botanico Nacional de Bloemfontein, en una zona
silvestre de los margenes exteriores, junto a un camino empisado del jardin (muestras
de hojas de 18 individuos en un transecto) (LEIS-BG). La otra poblacion se recolecto (9
individuos) en la vertiente sur del Koopie (colina frente al jardin botanico), entre la
vegetacion natural de Olea africana y Cussonia paniculata (LEIS-BL).

Medidas y observaciones taxondmicas: Para esta descripcion se tomaron los
datos de dos poblaciones (LEIS-BL, 1 individuo y LEIS-BG, 3 individuos).

Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo, en roseta basal. Cormo
ovoide, diametro de (1,3) cm.; tinicas coriaceas de color marron oscuro. Tallos erectos
enterrados en el suelo. Catafilo blanco-verdoso que sobresale de la tierra <3 cm. long.,
de textura papirdcea en la senescencia. Hojas alternas en disposicion helicoidal-distica a
lo largo del tallo; lineares o deltoidea - lineares, indumento del margen papiloso, apice
agudo, seccion hoja plana, coloracion verde. Nomdfilos, (17,8) 21,2 cm. long x (0,75) 2,0
cm. de anchura, margen hialino sin pelos ni protuberancias, (4-5-6 nomofilos).

Generalmente dos grandes hipsofilos de color semejante a los nomofilos, forma
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deltoides-ovados, textura papirdcea en la senectud (2,3) 2,9 cm. long. x (1,8) 2,3 cm.
Inflorescencia en cazuela compacta de flores semejante a A. roseum. Flores sub-sésiles
(2-7 flores por individuo). Perianto 8,0 cm. ancho en forma de recipiente compacto,
envuelto por los hipsofilos; tépalos en forma de lanza, blancos; ldmina con forma de
flecha, generalmente con aparente nerviacion central y a veces laterales de intenso
color verde, o a veces los laterales purpureos, auriculas transltcidas pronunciadas en la
base y abrazando unos 2-3 mm. a la ufia, ldmina de (7,8) 9,2 mm. long. x (2,6) 3,0 mm.
de anchura; ufa cilindrica, plana ventralmente, (8,5) 10,9 mm. long. Estambres insertos
en la antesis pero exertos en la madurez y en la apertura total de los 6 estambres;
filamentos marrén-verdoso, (5,8) 7,2 mm. long.; antera dorsifixa, extrosa (4,3) 5,1 mm.
long. x (2,1) 2,6 mm. de anchura, coloracidn roseo-carneo, purpura-amarillenta. Nectario
de color purpura-negro en la base del filamento y como continuacién de la ufia,
posicion ventral y dorsal (probablemente circular), forma triangular. Owvario
subgloboso; estilo triangular-cilindrico 6,6 (7,7) 8,2 mm. long; estigma purpura mas
intenso hacia el estigma punctiforme, 0,5 mm. long, con papilas, himedo. Cdpsula
ovoide de consistencia papiracea en la senectud, dehiscencia septicida, 2,2 (4,0) 6,8 mm.
de anchura; semillas globosas de color oscuro (2) mm. didmetro; testa con células
cuadradas bien definidas, marron oscuro; rafe inconspicuo. No hay presencia de
idioblastos en hojas, tépalos o capsula. Numero cromosdmico desconocido.

Biologia reproductiva: polen por flor 1.044.540 (4.212.198) 9.207.000; 6évulos por
flor 114 (129) 143; relacion P/O 32.653. Sistema reproductivo segin Cruden (1977):
xenogamia obligada. Semillas: autogamia natural (0); autogamia artificial (12);
fecundacion cruzada (21). Sistema reproductivo: preferiblemente autoincompatible.
Porcentaje de individuos con reproduccion vegetativa: 91%. No se han observado mas
de tres nuevos cormos.

Cultivo: la forma de cultivo utilizada es la misma que para las especies
anteriormente descritas. Emerge a mitad de Octubre y no florece hasta principios de
Enero. Fructifica en Febrero y llega a la senescencia a finales de Marzo (Tabla 1.2).
Suelen presentar un ano de dormancia de forma intercalada. Su cultivo es sencillo

dado que no ha muerto ninguna especie en estos anos.
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Nota taxondmica: El tipo original fue descrito por Miiller-Doblies & Miiller-

Doblies en 1998, en el que presenta la primera descripcion de la especie.

Androcymbium longipes Baker in Trimen’s Journ. 1874, 246.
Typus: C. B. Spei in ditione Somerset East, BOWKER;.(HOLO: K).

Distribucion: Este de la provincia del Cabo y Lesotho, en altitudes de 1000 a

2500 m.

Recoleccion: el 3 de septiembre de 2000 (invierno austral) se recolectaron 8
individuos de un poblacion ubicada en Zuurberg (camino de montafna entre Addo
Elephant National Park y Paterson, 13 km. hacia Ann’s Village). También se recogieron
hojas de 10 individuos en un transecto de 50 m. El suelo era arcilloso-limoso con
piedras y encharcado por las recientes lluvias. Habita en zonas claras de bosques

espesos de Babiana sp., Euphorbia triangularis, Rhus sp. y Sansiveria hyacinthoides.
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Medidas y observaciones taxondmicas: Para esta descripcion se tomaron los
datos de siete individuos de la tinica poblacion recolectada.

Descripcion: Hierba con cormo perenne; habitat tipo, en roseta basal. Cormo
ovoide, didmetro de (1,2) cm.; tinicas coriacias muy fragiles de color marrén oscuro.
Tallos erectos enterrados en el suelo. Catafilo marron-purpura que sobresale de la tierra
<3 cm long., de textura papirdcea en la senescencia. Hojas alternas en disposicion
helicoidal-distica a lo largo del tallo; lineares o lanceolado-lineares, indumento del
margen liso, apice agudo, seccion hoja en V, coloracion verde. Nomdfilos, (11,3) 15,0 cm.
long x (0,6) 1,2 cm. de anchura, indistinguibles en forma, coloracién y textura de los
hipsofilos (2,0) 50 cm. long. x (0,6) 1,3 cm., ambos verde brillante, generalmente
presenta 2 hipsdfilos, lanceolados, pero a veces no se observan. Flores sub-sésiles (1-4).
Perianto 3,0 cm. ancho; tépalos lanceolados, (8,7) 10,0 mm. long. x (3,0) 50 cm. de
anchura, blancos, translucidos; lamina, con auriculas, dpex agudo; ufia plana, (7,6) 15,0
mm. long., (estas medidas de la ufia son tomadas en la antesis. Al madurar la planta y
en la senescencia, la ufia crece hasta ser el doble que la lamina, tal y como se cita en su
descripcién clasica). Estambres insertos; filamento purpura, (3,5) 5,0 mm. long.; antera
dorsifixa/basifixa, semi-extrosa (2,2) 2,6 mm. long. x (1,1) 1,3 mm. de anchura,
coloracién violdcea. Nectario violaceo en la base del filamento posicion ventral. Ovario
subgloboso; estilo linear (7,8) 11,7 mm. long.; estigma con papilas desde el apex
linealmente hacia la mitad, 1,0-2,8 mm. long., htmedo. Cdpsula ovoide de consistencia
papiracea en la senectud, dehiscencia septicida, 6,0 (9,9) 12,5 mm. de anchura; semillas
1,6 (1,8) 2,0 mm. didmetro; Ntimero cromosomico desconocido.

Biologia reproductiva: polen por flor 109.310 (128.873) 140.060; évulos por flor
39 (64) 110; relacién P/O 2.013; Sistema reproductivo segin Cruden (1977): xenogamia
facultativa. Semillas: autogamia natural (24); autogamia artificial (31); fecundaciéon
cruzada (49). Sistema reproductivo: autocompatible. Porcentaje de individuos con
reproduccion vegetativa: 57%.

Cultivo: la forma de cultivo es idéntica al resto de especies de Sudafrica oriental
y Namibia. Durante estos afios de cultivo han muerto 2 individuos. Emerge a

mediados de Octubre y florece a finales de Noviembre — principios de Diciembre. Su
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fructificacion es en Febrero y su senescencia durante el mes de Abril (Tabla 1.2). No

presentan dormancia.

Nota taxonomica: Su clasificacion fue rdpida, ya que es la unica especie
conocida de Androcymbium con las uhas de los tépalos tan largas (Miiller-Doblies &

Miiller-Doblies 1998).
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Tabla 1.2: fenologia de las especies estudiaddkadgbia y Sudafrica oriental

[Especie | SEPTIEMBRE| OCTUBRE | NOVIEMBRE] DICIEMBRE | ENERO | FEBRERO | MARZO | ABRIL | MAYO |
A. roseum ] I I
A. asteroides _ _ _
A. melanthioides subsp melanthioides I |
A. austrocapense _ _ _
A. albanense subspalbanense ] I I
A. listneri I I I
A. longipes I I I
P Emergencia B rFloracion [l Senescencia
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Introduccion

2.1 INTRODUCCION

Las poblaciones vegetales no se encuentras distribuidas al azar dentro de
las comunidades, sino que se ordenan siguiendo fundamentalmente ciertos
patrones determinados que producen una estructuracion de los individuos y las
poblaciones en el espacio fisico. En primer lugar, estos patrones se deben a
determinadas caracteristicas intrinsecas bioldgicas (tipo de reproduccion,
sindromes de polinizacién, apareamiento preferencial) y ecolégicas de las
especies (interaccion fisio-autoecoldgica con el hébitat o con el resto de
organismos de la comunidad), que producen una demografia singular en las
poblaciones, ya que de ellas depende tanto las tasas de reproduccién como las
de mortalidad. En segundo lugar, estos patrones pueden reflejar causas
histérico-ambientales, donde los factores estocasticos pueden originar, en
determinados casos, un papel determinante (cambios climéaticos y orogénicos).
El efecto combinado de todos estos factores y causas interactuantes sobre las
poblaciones naturales, conformaran su estructura genética (Jain 1990).

El andlisis de la estructura poblacional es, por tanto, una pieza clave
para conocer la dinamica evolutiva de las especies. Antes de la aparicion y
popularizacion de las técnicas aloenzimaticas o de las basadas en el DNA, la
descripcion de la estructura poblacional presentaba una enorme dificultad, pues
era necesario realizar exhaustivos y complicados andlisis cuantitativos de
aspectos morfoldgicos en experimentos controlados para eliminar la varianza
ambiental. Hoy dia, gracias a estas técnicas se dispone de una inmensa
cantidad de datos procedentes de muchas especies de organismos. Entre estas
técnicas ha sido muy importante, y todavia lo es, la técnica del analisis
aloenzimatico introducida por Lewontin & Hubby (1966). Recientemente, en la
década de los 90, los avances en biologia molecular han propiciado la aparicion
de un gran abanico de técnicas que utilizan el DNA y se basan en la PCR, que
han resultado ser muy Utiles a la hora de realizar estudios sobre la estructura
genética de las poblaciones. Técnicas como el andlisis RAPD (random amplified

polymorphic DNA) (Williams et al. 1990), los AFLP (amplified fragment length
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polymorphism) (Vos et al. 1995) o los microsatelites o SSRs (short sequence repeats)
(Wolfe & Liston 1998) nos han servido para obtener una gran cantidad de
datos relacionados con la cantidad y distribucién de la variabilidad genética de
las poblaciones.

En estudios previos con el género Androcymbium utilizando la técnica
aloenzimatica, se ha analizado la estructura genética poblacional de especies
distribuidas por el norte de Africa e Islas Canarias y por Sudafrica occidental.
Mediante estos estudios se han constatado patrones diferentes con respecto a la
distribucion de la diversidad génica. Asi, en las especies del norte de Africa e
Islas Canarias, la mayor parte de la diversidad genética se encuentra “dentro
de las poblaciones” (Pedrola-Monfort 1993; Pedrola-Monfort & Caujapé-Castells
1994, 1996), pero en las especies de Sudéfrica occidental una parte importante
de esta diversidad genética se encontraba distribuida “entre las poblaciones”
(Membrives et al. 2001). Ademas, en las especies de Androcymbium, parece
existir una correlacion entre la cantidad de variabilidad genética poblacional y
el sistema reproductivo, de manera que las especies con sistema reproductivo
preferiblemente autoincomplatible presentan valores de variabilidad genética
poblacional superiores a aquellas que lo presentan autocompatible (Membrives
et al. 2001). De la misma manera, también se pudo constatar en estos trabajos
gue los niveles de variabilidad genética de las poblaciones no estaba
correlacionado con la dinamica evolutiva de estas, tal y se como propone
Olmstead (1990).

En este capitulo se ha estudiado la estructura genética poblacional de
siete especies descritas en el capitulo 1 y distribuidas por Sudéfrica oriental (A.
albanense, A. austrocapense, A. leistneri, A. longipes) y Namibia (A. asteroides, A.
melanthioides, A. roseum). De A. decipiens no se ha podido estudiar su estructura

genética poblacional, ya que se solo contdbamos con un individuo.
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Los objetivos particulares del capitulo son:

(i) Cuantificar la variabilidad genética especifica y poblacional, y
caracterizar la estructura genética de las especies de Sudafrica oriental y
Namibia del género Androcymbium (Colchicaceae).

(if) Comparar estos resultados con los obtenidos en estudios previos con
las especies del norte de Africa e Islas Canarias y Sudafrica occidental.

(ili) Comprobar si la cantidad y la distribucion de la variabilidad
genética de las especies de este género estdn relacionadas con factores

evolutivos o con factores histérico-ambientales.
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2.2 MATERIAL Y METODOS

En vez de los andlisis aloenzimaticos utilizados en los anteriores estudios del
género Androcymbium, en este trabajo hemos utilizado la técnica de los RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA, Williams et al. 1990). El motivo fundamental
para no utilizar la técnica aloenzimatica en las especies de Sudafrica oriental y
Namibia ha sido que, por su naturaleza endémica y por el hecho de que las
poblaciones estan formadas por pocos ejemplares, no se consider6 ético con las
actuales practicas conservacionistas del J.B.M., recoger un gran ntumero de
individuos vivos para cultivarlos en el invernadero de investigacion, ya que con ello
se habrian diezmado las poblaciones in situ. A diferencia de la técnica aloenzimatica,
donde se necesita abundante material fresco, para realizar los andlisis RAPD solo se
necesita DNA y con poca cantidad ya es suficiente (10 a 400 ng., Benito et al. 1993;
Brown et al. 1993). Por ello, con las hojas recolectadas de los individuos in-situ ya es
suficiente para extraer el DNA y realizar los analisis.

Los andlisis RAPD han sido ampliamente utilizados para evaluar la
estructura genética de muchos grupos de plantas que representan una seleccién
diversa de familias y clases como por ejemplo en Borderea chouardii (Dioscoreaceae)
(Segarra-Moragues et al. 2005); Brassica oleracea (Cruciferae) (Lazaro & Aguinagalde
1998); Campanula microdorta (Campanulaceae) (Oiki et al. 2001); Licuala glabra
(Palmae) (Loo et al. 1999); Oryza glumaepatula (Gramineae) (Buso et al. 1998); Prunus
mahaleb (Rosaceae) (Jordano & Godoy 2000); Tripsacum (Poaceae) (Li et al. 1999);
Vanda (Orchidaceae) (Lim et al. 1999). También se han utilizado en plantas para
tipificar variedades de cultivo y estimar el grado de divergencia entre ellas, para
identificar hibridos, herencias de bandeo, andlisis de vinculaciéon y mapeado del

genoma.

2.2.1 Muestras analizadas
Los patrones de diversidad genética obtenidos con la técnica RAPD soélo son
comparables de forma relativa con los obtenidos con el estudio de los alozimas

(Casiva et al. 2002), ya que en términos absolutos de diversidad, los valores son muy
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diferentes (Oiki et al. 2001). Por ello, también se analizaron con la técnica RAPD las
especies del Norte de Africa e Islas Canarias, y una especie de Sudafrica occidental.
De esta forma disponiamos de valores de diversidad genética y diferenciacion
poblacional de las especies del norte de Africa e Islas Canarias obtenidos con dos
metodologias diferentes, pudiendo asi interpretar mejor los resultados obtenidos con
las especies de Sudafrica oriental a la hora de compararlos con el de resto de especies
ya analizadas. En total hemos analizado con la técnica RAPD los patrones de
diversidad genética intra e interpoblacional en 33 poblaciones de 14 especies del
género Androcymbium (Colchicaceae) que habitan en el Norte de Africa, Islas
Canarias, Sudafrica occidental, Sudafrica oriental y Namibia (Tabla 2.1).

Las especies estudiadas del norte de Africa e Islas Canarias y de Sudafrica
occidental forman parte de la coleccion cientifica del ].B.M., y se cultivan desde hace
tiempo en su invernadero de investigacion (Fig. 2.1). De las especies estudiadas de
Sudafrica oriental y Namibia, solo se recolectaron unos pocos ejemplares para
cultivarlos en el invernadero de investigacion, ya que no se creyd que fuera ético
recoger una gran cantidad de individuos vivos. Por ello, se recogieron hojas in situ
para extraer DNA y contar con una mayor representacion poblacional para los
analisis, sin necesidad de diezmar las poblaciones naturales. La recoleccion de este
material se hizo siguiendo un transecto, ya que con este procedimiento se obtiene
una muestra representativa de toda la variacion presente en la poblacion (Van
Noordwijk 1990). Las hojas fueron deshidratadas en origen con gel de silice para
prevenir su degradacion.

Todas las muestras analizadas en este capitulo fueron recolectadas entre los

anos 1989 y 2004.
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Tabla 2.1: especies y poblacionesAndrocymbiunanalizadas en este capiti

Especie Localidad Caodigo X]ndall\llilzd;do(;
Especies de Namibia

A. asteroides 2518AD Tses. JBM ASTE-GO 10
A. asteroides 2519BB Koes. JBM ASTE-TW 10
A. melanthioidesubspmelanthioides = 2316BA Nauchas. JBM MELA-GA 10
A. melanthioidesubspmelanthioides  2117BD Otjosundu. JBM MELA-OT 10
A. roseum 2216AD Otjimbingwe. JBM ROSE-FB 10
Especies de Sudafrica oriental

A. albanensesubspalbanense 3326AB Grahamstown. JBM ALBA-SW 10
A. austrocapense 3325DC Skoenmakerskop. JBM AUST-CR 10

A. austrocapense 3325DC Skoenmakersk¢ JBM AUST-SB 9

A. decipiens 2832BB Mtubatub: JBM DECI-SL 1

A. leistneri 2926AA Bloemfonteir JBM LEIS-BG 9

A. leistneri 2926AA Bloemfonteir JBM LEIS-BL 10

A. longipes 3325CC Port Elizabet JBM LONG-ZU 10
Especies del norte de Africa

A. gramineum Cap Beddouza. MARRUECOS JBM GR-CB 10

A. gramineum El Barranquete, Aimeria. ESPANA JBM GR-EB 9

A. gramineum Playas de Monsul, Almeria. ESPANA JBM GR-PM 10

A. hierrense La Gomera, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-GO 9

A. hierrense El Hierro, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-HI 9
A. hierrense La Palma, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-LP 10
A. palaestinum Beit Shean Valley. ISRAEL JBM PA-BS 8

A. palaestinum Desierto de Dimona. ISRAEL JBM PA-DI 3

A. psammophilum Fuerteventura, Islas Canarias. ESPANA JBM PS-FU 8
A. psammophilum Lanzarote, Islas Canarias. ESPANA JBM PS-LA 8
A. rechingeri Elafonisos, Creta. GRECIA JBM RE-EL 9

A. wyssianum Ain Ouarka. ARGELIA JBM WY-AO 6

A. wyssianum Essaouira. MARRUECOS JBM WY-EA 8

A. wyssianum Er Foud. MARRUECOS JBM WY-EF 9

A. wyssianum Fonts Bleus de Maski. MARRUECOS JBM WY-FB 9

A. wyssianum Figuig. MARRUECOS JBM WY-FI 9

A. wyssianum Neftal. TUNEZ JBM WY-N1 9

A. wyssianum Nefta2. TUNEZ JBM WY-N2 8

A. wyssianum Taghit - Igli. ARGELIA JBM WY-TI 7
Especies de Sudéfrica occidental

A. albanensesubsp clanwilliamense 3219AA Wuppertal. JBM CLAN-PK 10
A. austrocapense 3418AC Simonstown. JBM AUST-GH 10
A. austrocapense 3418AD Simonstown. JBM AUST-WP 10
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Fig. 2.1: cultivos de Androcymbium en el invernadero de investigacion del ].B.M.

2.2.2 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA de los individuos recogidos en Sudafrica oriental y
Namibia se realizo a partir de fragmentos de 1 cm? de las hojas secadas en origen con
gel de silice. La extraccion de DNA de los individuos procedentes del invernadero de
investigacion del J.B.M. (individuos del Norte de Africa e Islas Canarias y Sudafrica
occidental), se hizo a partir de fragmentos de 1 cm? de hojas frescas. Los trozos de
hoja fresca fueron deshidratados con gel de silice previamente a la extraccion. El
DNA se extrajo siguiendo el método del CTAB (Doyle & Doyle 1987) con algunas
modificaciones (Li et al. 2001). Una vez finalizada la extraccién se cuantificaron con
el espectrofotdmetro GeneQuant II (Pharmacia) la concentracion de DNA obtenida,
la calidad del DNA (Abszs0/Absas0) y la concentracion de proteinas. Las muestras con
concentracion de proteina superior a 0,4 mg/ml fueron descartadas por dar
problemas en la amplificacion. El DNA fue conservado congelado (-25°C) en tampon

T.E. hasta el momento de los analisis.

67



Material y Métodos

2.2.3 Marcadores RAPD’s

La técnica RAPD esta basada en la metodologia estandar de la PCR pero
utilizando un solo cebador de secuencia arbitraria (Williams et al. 1990). Estos
cebadores tienen una longitud de 10 pb y un contenido minimo del 50% en GC. El
hecho que se utilicen cebadores con secuencia arbitraria, hace posible que podamos
utilizar esta técnica sin necesidad de tener conocimientos previos de las muestras a
analizar.

Para obtenerse un producto de amplificacidon con un solo primer, deben haber
dos secuencias diana idénticas, o muy similares, en zonas muy cercanas en ambas
cadenas del DNA, que permitan la hibridacién de los cebadores. Aproximadamente
el 95% del DNA amplificado mediante RAPD es de origen nuclear, y solo el 5%

restante es de origen citoplasmatico o mitocondrial (Kazan et al. 1993; Thormann &

Osborn 1993). CEBADOR SECUENCIA (5'-3")
A de iniciar 1 (lisi OPC-02 GTGAGGCGTC

ntes de 1niciar los analisis OPC-03 GGGGGTCTTT

RAPD se hizo una prueba piloto OPC-05 GATGACCGCC
OPC-06 GAACGGACTC

donde se utilizaron 71 cebadores de OPC-08 TGGACCGGTG
OPC-10 TGTCTGGGTG

5 series diferentes de Operon™. En OPC-18 TGAGTGGGTG
., . OPC-19 GTTGCCAGCC
funciéon de la claridad de los OPC-20 ACTTCGCCAC
patrones obtenidos, se eligieron 20 OPI-01 ACCTGGACAC
OPI-04 CCGCCTAGTC

de estos cebadores (Tabla 2.2). Esta OPI-13 CTGGGGCTGA
OPJ-06 TCGTTCCGCA

seleccion de cebadores se hizo en OPU-03 CTATGCCGAC
., . OPU-06 ACCTTTGCGG
funcién de la claridad de las bandas OPU-08 GGCGAAGGTT
y no a favor de aquellos que OPU-11 AGACCCAGAG
OPU-12 TCACCAGCCA

presentaban mayor polimorfismo. OPU-14 TGGGTCCCTC
OPU-15 ACGGGCCAGT

Tabla 2.2: cebadores utilizados en el analisis RAPD

La amplificaciéon RAPD se llevo a cabo para un volumen de 10 pl trabajando a
1x PCR buffer (Bioline), 3,5 mM de MgCl: (Bioline), 0,2 mM de cada dNTP (Bioline),
0,2 pM de primer (Operon), 0,9 U de Tag-polimerasa Biotaq (Bioline) y 50 ng de
DNA. Las condiciones de amplificacion fueron de 1" a 92°C para activar la Tag-
polimerasa, seguidos por 45 ciclos de 10” a 92°C para desnaturalizar el DNA, 10” a

35°C para la hibridacién de los cebadores, y 1'10” a 72°C para la elongacion,
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acabando con un paso de 2" a 72°C. Los fragmentos amplificados fueron separados
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio, y los fragmentos se visualizaron con luz ultravioleta en el
transiluminador TFX — 20M (Vilber — Lormat). Cada gel fue fotografiado con una
camara digital DC 120 (Kodak) y analizado con el programa Kodak DS 1D v.2.0.3
(Kodak). El peso molecular de los fragmentos amplificados se obtuvo a partir de los
marcadores moleculares A EcoRI — HindIll (DNA molecular weight marker III -
Roche) y 250 bp (DNA molecular weight marker XIV — Roche). La longitud de cada
una de las bandas del marcador molecular se introdujo en el programa Kodak DS 1D
(Kodak), el cual nos calcula el peso molecular de cada una de las bandas de los
individuos, comparando las distancias de migraciéon de las bandas del marcador
molecular con la de los individuos a analizar.

El principal inconveniente que se le ha atribuido al analisis RAPD es su falta
de reproductividad. Penner et al. (1993) encontraron que el factor mas importante
para la reproductividad de un analisis RAPD no son las muestras sind el laboratorio:
sus reactivos y su magquinaria, siendo la fuente mas importante de variacion el
termociclador. Nuestro estudio se ha realizado utilizando el mismo termociclador
para analizar todas las muestras. Para comprobar la repetitividad de los patrones de
bandas, se realizaron diferentes homologias (Rieseberg 1996). Estas consisten en
coger diferentes individuos de diferentes especies, de los cuales ya hemos obtenido
un patrén de bandas, y volverlos a amplificar. El patron de bandas de estos
individuos re-amplificados es comparado con el patrén obtenido en la anterior
amplificacién, comprobando asi la posible existencia de bandas diferentes. Se
hicieron homologias con individuos de todas las poblaciones para asegurar la

repetitividad de las bandas. En ningtin caso se obtuvieron datos anémalos.

2.2.4 Analisis de datos

Los polimorfismos detectados con RAPD son en general el reflejo de cuatro
procesos mutacionales: (i) el aumento de la longitud del fragmento entre las dianas
del cebador debido a la insercion de un fragmento grande de DNA traduciéndose en

una amplificacion negativa de este; (ii) la deleccion de una de las dianas del cebador,
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por lo que no hay producto en la reaccién de PCR; (iii) el cambio nucleotidico en la
secuencia diana del cebador, lo que también resulta en la falta de producto de PCR;
(iv) la insercion o deleccion de un fragmento pequeno entre las dianas del cebador, lo
que provoca un cambio del tamafio del fragmento amplificado en la reaccion de PCR
y la aparicion de nuevos fenotipos RAPD para un mismo locus. Sin embargo, esto
altimo es raramente observado en la practica (Weising et al. 1995), por lo que los
polimorfismos de RAPD se basan principalmente en la presencia-ausencia de los
fragmentos amplificados. Como resultado, los datos disponibles de un locus para
una poblacién, son el nimero de individuos con una banda correspondiente a aquel
locus y el niimero de individuos que carecen de esa banda. Sin embargo, la
interpretacion de los datos de RAPD presenta una serie de problemas mas alla de
distinguir entre el individuo homocigoto y el heterocigoto. Por un lado, no podemos
asegurar que 2 bandas comigrantes representan a un mismo locus, mientras que por
otro lado no podemos establecer con seguridad qué bandas representan a caracteres
independientes. Debido a estas limitaciones, muchos andlisis estadisticos utilizados
normalmente en estudios de genética de poblaciones, no se pueden aplicar
facilmente a los datos de RAPD. Asi, tampoco podemos saber cuantos alelos por
locus tenemos, a no ser que tengamos un conocimiento previo del coeficiente de
consanguinidad, ni podemos calcular directamente las frecuencias alélicas de los loci
especificos. Generalmente se asume que cada banda representa a un locus diferente y
que las bandas compartidas entre individuos corresponden a la misma region
gendmica amplificada, aunque esta interpretacion puede ser erronea cuando
analizamos individuos de diferentes taxa (Kosman & Leonard 2005). De hecho, se
estima que el 95% de los fragmentos RAPD se comportan como marcadores
dominantes, mientras que solo el 5% restante lo hace como codominantes (Williams
et al. 1990; Fritsch & Rieseberg 1992).

Las aproximaciones actuales para calcular la diversidad genética y su
distribucion utilizando marcadores dominantes, implican o bien asumir que el
coeficiente de consanguinidad intrapoblacional es conocido, pudiendo calcular asi el
nuamero de alelos por loci (Lynch & Milligan 1994; Zhivotovsky 1999), o bien tratar

los fenotipos de los loci obtenidos como haplotipos y usar indices de similaridad (p.e.
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Nei & Li 1979) o distancias Euclideas (Schneider et al. 2000) para describir las
divergencias entre los haplotipos y aplicarlas en un analisis estadistico de la varianza
molecular (AMOVA: Excoffier et al. 1992; Isabel et al. 1999). Debido a que no
conocemos los valores de la consanguinidad intrapoblacional, los datos obtenidos
fueron codificados como caracteres binarios creando una matriz de ausencia (0) y
presencia (1) de las bandas. De esta manera, los fenotipos moleculares obtenidos de
cada individuo fueron transformados en haplotipos.

2.2.4.1 DIVERSIDAD GENETICA INTRA- E INTERPOBLACIONAL

Para calcular la diversidad genética en las especies y poblaciones, se
utilizaron los indices de Shannon (Lewontin 1972) y de diversidad nucleotidica
(Tajima 1983; Nei 1987). El indice de Shannon es interesante porque es poco sensible
a la desviaciéon que puede haber en los datos debido a la heterocigosidad no
detectada (Gustafson et al. 1999; Maki & Horie 1999). Para calcular el indice de
Shannon se utilizo el programa Popgene v.1.32 (Yeh 1997), mientras que para
calcular el indice de diversidad nucleotidica se utilizé el programa ARLEQUIN
(Schneider et al. 2000).

2.2.4.2 ANALISIS DE LA VARIANZA MOLECULAR: AMOVA

El analisis de la varianza molecular (AMOVA), es un método similar a otras
aproximaciones basadas en el andlisis de la varianza de frecuencias génicas, pero
teniendo en cuenta el nimero de cambios nucleotidicos entre los haplotipos. La
AMOVA descompone la diversidad genética total en componentes debidas a las
diferencias entre los individuos dentro de las poblaciones y a la diferenciacion entre
las poblaciones. El nivel de analisis jerdrquico de nuestro estudio consiste en
comparar los niveles de variacién entre haplotipos dentro de poblaciones y entre
poblaciones. Los valores obtenidos son una medida del nivel de variacion que existe
entre las poblaciones.

Utilizando el programa ARLEQUIN (Excoffier et al. 1992) para calcular la
AMOVA, hemos podido comprobar como se distribuye la diversidad genética en las
especies analizadas. Para testar la significacion de los valores obtenidos, se utiliza
una aproximacion no paramétrica que consiste en permutar haplotipos, individuos o

poblaciones, entre individuos, poblaciones o grupos de poblaciones (Excoffier et al.
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1992). La hipdtesis nula de la cual se parte es la no existencia de estructuracion
poblacional. Las distancias genéticas entre las combinaciones de poblaciones fueron
expresadas como valores ®sr, los cuales son una estima directa de Fsr (Excoffier et al.
1992).

2.243 ESTRUCTURA POBLACIONAL UTILIZANDO ESTADISTICA
BAYESIANA

Holsinger et al. (2002) han desarrollado un método de andlisis de la
diversidad génica, basado en el andlisis probabilistico Bayesiano, aplicable a los
datos derivados de marcadores dominantes. Esta metodologia permite hacer una
estima del nivel de diferenciacion poblacional, expresado como 6s y equivalente a los
estadisticos clasicos de la F descritos por Malécot (1948) y Wright (1951) (Roeder et
al. 1998; Holsinger 1999). Para ello, los datos son introducidos en formato de matriz
de haplotipos binarios (0/1). La principal ventaja que aporta este método, es que
permite incorporar el efecto de nuestra incertidumbre sobre la magnitud de la
consanguinidad intrapoblacional (f) en nuestras estimas de la Fsr, aunque no se
obtiene una estima precisa de estos niveles de consanguinidad. Para estos calculos se
asume que la frecuencia en la distribucién alélica de cada poblacion es dada por una
distribucion Beta con pardmetros o y B (Crow & Kimura 1970; Ewens 1979). La
obtencion de las aproximaciones numéricas de 6s (diferenciacion poblacional) y f
(consanguinidad intrapoblacional) se realiz6 a partir de simulaciones de cadenas de
Markov utilizando el método de Monte Carlo (Markov chain Monte Carlo: MCMCQ)
usando el algoritmo de Metropolis-Hastings (Gilks et al. 1996). Se van eligiendo los
parametros o y 3 de la distribucion Beta que maximizan los valores de probabilidad
a posteriori de 88y f en funcidon de los datos de la matriz. Los métodos de MCMC
dependen de la convergencia de la cadena de Markov en su distribucion estacionaria.
Una vez se han estabilizado los valores de probabilidad a posteriori de la cadena de
Markov, se descartan las muestras iniciales previas a la estabilizacion de la
probabilidad (burn-in). A partir de este punto, se hacen muestreos de los valores de
Bs y f a intervalos fijos (thin). De esta forma se obtiene un valor medio de 68 y f de
todos los muestreos asi como su desviacion estandar (stdev) y su intervalo de

confianza del 95%.
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Las estimas de 0Os (diferenciacion poblacional) y f (consanguinidad
intrapoblacional) con métodos Bayesianos se realizaron utilizando el programa
Hickory v1.3 (Holsinger & Lewis 2003). En concreto se realizaron 20.000 repeticiones
de la cadena de Markov, eliminando las cadenas previas a la obtencién del estado
estacionario (burn-in = 10.000). Con las 10.000 cadenas restantes se hizo un thin = 10,
obteniéndose asi un muestreo de 1.000 cadenas, nimero suficiente para obtener unos
valores fiables de 08 y f (Holsinger & Lewis 2003). Los parametros a y 3 de la
distribucion Beta para el calculo de 68 y f se pueden definir de forma a priori, aunque
se recomienda mantener los valores por defecto a no ser que se tengan conocimientos
previos de 68 y f (Holsinger & Lewis 2003; Holsinger & Wallace 2004). El programa
proporciona para cada andlisis, los valores de s y f, asi como su desviacion estandar
y su intervalo de confianza del 95%. También proporciona los valores de diversidad
genética de cada poblacion (hs) definidos como la media de la heterocigosidad en
caso de panmixia, Hs como la media de hs de todas las poblaciones de la especie y Ht
que es diversidad génica total de la especie basada en los promedios de las
frecuencias alélicas entre las poblaciones. De todos estos valores también obtenemos
su desviacion estandar y su intervalo de confianza del 95%.

Los datos son analizados bajo cuatro modelos de andlisis diferentes: (i) el
modelo completo (full model), donde se calculan los valores de 65 y f a partir de su
probabilidad a posteriori; (ii) el modelo “f=0” (consanguinidad = 0), donde se calcula
la B8 partiendo que no hay consanguinidad intrapoblacional; (iii) el modelo “8s=0"
(diferenciacion poblacional = 0), donde se calcula el valor de f partiendo que no hay
diferenciacion poblacional; (iv) el modelo “f libre” (free model), donde se calcula la 6s
a posteriori eligiendo valores aleatorios de f a priori. La eleccién de los datos de uno
u otro modelo como resultado final depende del valor DIC, Deviance Information
Criterion (criterio de desviacion de la informacio), introducido por Spiegelhalter et al.
(2002) como criterio para la eleccion de un modelo en contextos Bayesianos. El
modelo que debemos elegir es aquel que minimiza los valores de la suma de la
medida del ajuste del modelo (Dbar) con la medida de la complejidad del modelo
(pD) (DIC=Dbar + pD). DIC solo es apropiado para comparar modelos calculados a

partir del mismo conjunto de datos.
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2.2.4.4 DIVERGENCIA INTERESPECIFICA

Dado que con los datos de RAPD, y utilizando indices de similaridad, se
puede calcular el grado de divergencia entre especies, se procedid a hacer una estima
de la distancia genética entre estas que pudiera servir como medida de similaridad
genética. Pero como ya se ha comentado anteriormente, la interpretacion de
resultados obtenidos a partir del analisis de distancias genéticas entre especies
utilizando marcadores dominantes, debe ser tomado con cautela (Kosman & Leonard
2005), ya que las bandas compartidas por individuos de una misma especie o por
especies muy proximas filogenéticamente, es probable que sean idénticas y
correspondan al mismo locus, pero las bandas compartidas por individuos de
especies distantes filogenéticamente, probablemente corresponderan a loci
diferentes, obteniendo asi una falsa similaridad. Por ello, elegir un indice apropiado
para calcular estas distancias genéticas es muy importante, ya que puede hacer
cambiar mucho la topologia del fenograma. En nuestro caso, se ha utilizado el
coeficiente de similaridad de Dice, que frecuentemente es referido como la medida
de la similaridad genética de Nei & Li (1979). Este indice da mucha importancia a las
bandas compartidas entre individuos e ignora las ausencias compartidas. Dentro de
las limitaciones anteriormente citadas, se considera la mejor medida de la
similaridad genética para marcadores RAPD’s (Belaj et al. 2003). Se calcularon las
distancias entre todos los pares de haplotipos y las distancias medias entre especies
con el paquete de analisis filogenético PAUP* (Swofford 2003). A partir de esta
matriz de distancias y utilizando el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ) y la
metodologia del andlisis bootstrap para comprobar la robustez de las ramas
(Felsenstein 1985), se construy6 un fenograma con todos los individuos analizados.
El analisis de bootstrap consiste en un remuestreo aleatorio y con reemplazamiento
de los datos de la matriz original. De esta manera, a partir de la matriz inicial de n
haplotipos con una longitud de m caracteres, se cogen aleatoriamente y con
reemplazamiento, columnas de un cardcter para los n haplotipos hasta formar una
nueva matriz n x m de igual longitud que la inicial. A partir de esta nueva matriz se
calculan las distancias entre los haplotipos, en nuestro caso la distancia de Nei & Li

(1979), y utilizando el algoritmo de NJ se construye un fenograma. En nuestro caso
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realizamos 500 analisis bootstrap, obteniendo al final un fenograma consenso a partir

de los 500 fenogramas obtenidos (uno de cada analisis bootstrap).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Diversidad genética interpoblacional

De las cuatro especies de Sudafrica oriental analizadas, la que presentd el
mayor numero de loci fue Androcymbium austrocapense con 1022 (Tabla 2.3). Esta
especie tiene la particularidad de contar con poblaciones en ambas zonas costeras del
cono sur de Africa, desde Ciudad del Cabo (zona mas occidental) hasta Port
Elizabeth (zona mas oriental), pero filogenéticamente A. austrocapense se encuentra
mas préxima a las especies de Sudéafrica oriental que a las de Sudafrica occidental
(ver capitulo 3). De las especies analizadas de Namibia, A. melanthioides fue la que
presenté mayor namero de loci con 668, siendo el 96% polimorficos. En A. asteroides
se encontraron 421 loci, resultando ser el 82% polimdérficos En A. roseum se
encontraron 437 loci, siendo el 77% polimoérficos (Tabla 2.3). Para las especies del
norte de Africa, la que presenté un mayor namero de loci fue A. wyssianum con 1914,
resultando ser todos ellos polimarficos (100%). En el otro extremo encontramos a A.
rechingeri, con 581 loci. Todas las especies de esta region presentan un porcentaje de
loci polimorficos superior al 98%, llegando al 100% en A. wyssianum, A. gramineum y
A. hierrense (Tabla 2.3). De la Unica especie analizada de Sudafrica occidental, A.
albanense subsp. clanwilliamense, se encontraron 583 loci, de los cuales el 92%
resultaron ser polimorficos, valores similares, aunque un poco inferiores, a los
encontrados en A. albanense subsp. albanense. Todas las especies estudiadas presentan
un porcentaje de loci polimarficos superior al 92%, con la excepcidn de A. asteroides y
de A. roseum, que presentan valores cercanos al 80% (Tabla 2.3). El porcentaje medio
de loci polimarficos es ligeramente inferior en las especies de especies de Sudafrica
oriental (98,15%) respecto a las especies de la region norteafricana (99,61%).

Los indices de diversidad genética (Th y Ho), muestran valores medios mas
elevados en las especies de Sudafrica oriental (1= 0,34 y Ho= 0,38) que en las del
norte de Africa (Th= 0,26 y Ho=0,27) (Tabla 2.3). Las especies de Namibia A. asteroides
y A. roseum presentan valores medios de diversidad genética similares al de las

especies del norte de Africa (Th= 0,25; Ho=0,32 y Th= 0,26; Ho=0,33 respectivamente).
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La especie A. melanthioides presenta valores de diversidad genética parecidos a los de

las especies sudafricanas (Th= 0,30; Ho= 0,35) (Tabla 2.3).

Tabla 2.3: Diversidad genética y diferenciacién poblacional

Especie Ne° loci '.\lo IOC.' % IOC.' D|ver3|’dz_:1d Shannon Fst
polimorficos  polimorficos nucleotidica
Especies de Namibia
A. asteroides 421 345 81,95 0,2528 +/- 0,1266 0,3168 0,2060
A. melanthioides subsp. melanthioides 668 644 96,41 0,2978 +/- 0,1487 0,3540 0,2551
A. roseum 437 336 76,89 0,2620 +/- 0,1393 0,3303
Media 509 442 85,08 0,2709 0,3337 0,2305
Especies de Sudafrica oriental
A. albanense subsp. albanense 580 568 97,93 0,3691 +/- 0,1957 0,4288
A. austrocapense 1022 1013 99,12 0,2565 +/- 0,1245 0,2965 0,4394
occidental 740 698 94,32 0,1938 +/- 0,0968 0,2365 0,1500
oriental 679 648 95,43 0.2049 +/- 0.1026 0,2330 0,4589
A. leistneri 785 774 98,60 0,3109 +/- 0,1561 0,3550 0,4256
A. longipes 557 540 96,95 0,4060 +/- 0,2152 0,4347
Media 736 724 98,15 0,3356 0,3788 0,4325
Especies del norte de Africa
A. gramineum 1307 1307 100,00 0,2564 +/- 0,1256 0,2845 0,3190
A. hierrense 1171 1171 100,00 0,1847 +/- 0,0910 0,2040 0,1215
A. palaestinum 814 800 98,28 0,3152 +/- 0,1651 0,3348 0,0994
A. psammophilum 673 671 99,70 0,2592 +/- 0,1313 0,2913 0,1300
A. rechingeri 581 579 99,66 0,3508 +/- 0,1886 0,3492
A. wyssianum 1914 1914 100,00 0,1637 +/- 0,0786 0,1825 0,3162
Media 1077 1074 99,61 0,2550 0,2744 0,1972
Especies de Sudafrica occidental
A. albanense subsp. clanwilliamense 583 536 91,94 0,3256 +/- 0,1751 0,3925
A. asteroides vs. A. roseum 0,6000
A. albanense subsp. clanwilliamense vs. 0,5460

A. albanense subsp. albanense

Aunque para todas las especies estudiadas, el modelo de andlisis estadistico

Bayesiano que presenta valores mas bajos de DIC es el modelo f= 0 (consanguinidad

= 0), hay que tener muy en cuenta la diferencia entre los valores DICrun y DIC#=. NoO

obstante los valores medios de diversidad genética obtenidos con el modelo f= 0 son

también mas elevados en las especies de Sudéfrica oriental (Ht= 0,27) que en las del

norte de Africa (Ht= 0,19) (Tabla 2.4). Resulta curioso observar que para las especies

con elevada diferencia entre los valores de DICn y DICko, los valores de Th y Ho son

muy similares (especies del norte de Africa). De forma contraria, aquellas especies

con poca diferencia entre los valores de DICsn y DICwo, los valores de Th y Ho son

diferentes.
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2.3.2 Diferenciacion poblacional

Dado que algunas de las especies son endemismos de distribucion geogréafica
muy reducida, formadas en muchos casos por una Unica poblacién, solo se pudieron
calcular los indices de diferenciacién poblacional en nueve de las 13 especies
analizadas (Tabla 2.3 y 2.5).

Los valores de diferenciacion medios mas elevados se encontraron en las
especies de Sudéfrica oriental (Fst= 0,43; 6s= 0,39). De esta region solo se pudo
calcular el grado de diferenciacién poblacional en dos especies (A. austrocapense y A.
leistneri) dado que eran las Unicas especies que contaban con mas de una poblacion.
Utilizando AMOVA se obtuvo un valor de diferenciacién poblacional de Fst= 0,43
para A. leistneri, indicando que el 43% de la diversidad genética total se atribuye a
diferencias poblacionales y el 57% restante a la variabilidad intrapoblacional. Para A.
austrocapense se obtuvo un valor de Fst= 0,44. Esto indica que el 44% de la diversidad
genética total se debe a diferencias interpoblacionales, mientras que el 56% restante
de la variabilidad se debe a la componente intrapoblacional. Debido a que se
muestrearon individuos de A. austrocapense de dos poblaciones cercanas a Ciudad
del Cabo (zona occidental de Sudéfrica) y otras dos cercanas a Port Elizabeth (zona
oriental de Sudéfrica), se estudio la distribucion de la variabilidad en cada una de las
zonas por separado. Entre las dos poblaciones de Port Elizabeth se obtuvieron
valores de Fst= 0,46, mientras que entre las dos poblaciones de Ciudad del Cabo se
obtuvieron valores de Fst= 0,15. Esto nos indica que la diferenciacién poblacional
entre las poblaciones de Port Elizabeth es del 46%, mientras que entre las de Ciudad

del Cabo es del 15%.
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Tabla 2.4: estadisticos de la diversidad genética con inferencia Bayesiana. Hs:
media de la diversidad genética poblacional; Ht: diversidad genética especifica

ESPECIE MODELO Hs Ht
Especies de Namibia
full 0,2741 0,3079
A. asteroides f=0 0,2356 0,2576
free 0,2534 0,2825
full 0,2653 0,3078
A melanthioides subsp. melanthioides f=0 0,2182 0,2441
free 0,2363 0,2704
full 0,3365
A. roseum f=0 0,2998
free 0,3173
Media (modelo f=0) 0,2512 0,2672
Especies de Sudéfrica oriental
full 0,3731
A. albanense subsp. albanense f=0 0,3154
free 0,3472
full 0,1651 0,2620
A. austrocapense f=0 0,1381 0,1999
free 0,1485 0,2288
full 0,2302 0,3088
A. leistneri f=0 0,1918 0,2417
free 0,2083 0,2746
full 0,3822
A. longipes f=0 0,3091
free 0,3490
Media (modelo f=0) 0,2386 0,2665
Especies del norte de Africa
full 0,1982 0,2617
A. gramineum f=0 0,1494 0,1854
free 0,1728 0,2241
full 0,1879 0,2082
A. hierrense f=0 0,1190 0,1294
free 0,1492 0,1645
full 0,3177 0,3259
A. palaestinum f=0 0,2339 0,2433
free 0,2700 0,2811
full 0,2563 0,2751
A. psammophilum f=0 0,1836 0,1963
free 0,2152 0,2320
full 0,3419
A. rechingeri f=0 0,2503
free 0,2942
full 0,1247 0,1748
A. wyssianum f=0 0,0879 0,1120
free 0,1034 0,1392
Media (modelo f=0) 0,1707 0,1861
Especies de Sudafrica occidental
full 0,3401
A. albanense subsp. clanwilliamense f=0 0,2992
free 0,3203
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También se analizo el grado de diferenciacion genética entre las dos subespecies de
A. albanense (una de Sudafrica oriental y la otra de Sudéfrica occidental),
obteniéndose un valor de Fst= 0,55. EI mejor modelo para analizar la distribucion de
la variabilidad genética entre las poblaciones de Sudafrica oriental con estadisticos
Bayesianos fue el f=0 (consanguinidad = 0), ya que presenta un menor valor de DIC,
aunque la diferencia entre DIC+un y DICto es solo de 34 unidades para A. leistneri y 49
para A. austrocapense (Tabla 2.5). Para A. leistneri el valor de diferenciacion
poblacional fue de 8s= 0,36 y para A. austrocapense fue de 6s= 0,42. Entre las
poblaciones de Ciudad del Cabo de A. austrocapense se obtuvo un valor de 6s= 0,12,
mientras que entre las Port Elizabeth el valor obtenido fue de 6s= 0,41. Para las dos
subespecies de A. albanense se obtuvo un valor de 8s= 0.44.

De la region de Namibia se pudieron calcular los valores de diferenciacidon
poblacional en dos especies (A. asteroides y A. melanthioides) ya que de A. roseum solo
contamos con una poblacion. El valor de diferenciacion poblacional encontrado para
A. asteroides fue de Fst= 0,21, mientras que para A. melanthioides fue de Fst=0,26. Estos
valores indican que existe una fuerte componente intrapoblacional para explicar la
distribucion de la variabilidad genética en las especies analizadas de Namibia.
También se calculé el grado de diferenciacion genética entre A.asteroides y A. roseum,
ya que en un reciente trabajo se habian descrito como dos subespecies de A. roseum
(Mduller-Doblies & Muller-Doblies 2002) y se quiso comprobar el grado de
diferenciacién entre estas especies 0 posibles subespecies. Este valor fue de Fst= 0,60,
indicando un alto grado de diferenciacion genética, ya que solo el 40% de la
variacion total se encuentra dentro estas dos especies (Tabla 2.3). Utilizando
estadistica Bayesiana para caracterizar la distribucion de la variabilidad genética
entre las poblaciones se obtuvo que, tanto para A. asteroides como para A.
melanthioides, el modelo que presentaba un menor valor de DIC, y por tanto el que
mejor se ajusta a los datos, era el f= 0 (consanguinidad = 0). A pesar de ello, la
diferencia entre DICwun y DICto es solo de 16 unidades para A. asteroides y 31 para A.

melanthioides (Tabla 2.5).
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Tabla 2.5: Diferenciacién genética entre poblaciones y consanguinidad intrapoblacional, con su desviacion

estandar y su intervalo de confianza del 95%.

ESPECIE MODELO DIC 0 dev. st. 1.C. 95% f dev. st. BIICC:];U:HO
Especies de Namibia
full 2302,77 0,1926 0,0187 0,1572 0,2280 0,9877 0,0117
A asteroides f=0 2286,67 10,1786 0,0178 0,1473 0,2154 16
05=0 3040,56 0,9863 0,0127
free 2315,86  0,1960 0,0175 0,1644 0,2296 0,5256 0,2950
full 4218,63 0,2309 0,0121 0,2078 0,2545 0,9941 0,0059
A. melanthioides subsp. f=0 4187,45 10,2199 0,0160 0,1895 0,2536 31
melanthioides 05=0 5940,62 0,9938 0,0061
free 4229,46  0,2353 0,0151 0,2036 0,2635 0,4475 0,2880
0,1993
Especies de Sudafrica oriental
full 8842,13  0,4547 0,0089 0,4374 0,4700 0,9969 0,0030
A, austrocapense f=0 8793,39 10,4195 0,0105 0,3995 0,4412 49
05=0 20274,93 0,9976 0,0024
free 8875,69 0,4488 0,0100 0,4292 0,4624 0,4929 0,2849
full 4670,55 10,1321 0,0117 0,1084 0,1558 0,9960 0,0042
A. austrocapense f=0 4641,11 0,1212 0,0106 0,1023 0,1431 29
occidental 05=0 5642,08 0,9946 0,0054
free 4679,14 0,1413 0,0137 0,1176 0,1701 0,4728 0,2944
full 3643,57 0,4122 0,0149 0,3839 0,4413 0,9929 0,0071
A. austrocapense f=0 3604,04 10,4142 0,0154 0,3825 0,4430 39
oriental 05;=0 7193,11 0,9942 0,0059
free 3656,11 0,4195 0,0149 0,3911 0,4509 0,5464 0,2798
full 4445,69 0,3680 0,0124 0,3428 0,3922 0,9946 0,0054
A leistneri f=0 4411,56 0,3640 0,0130 0,3395 0,3919 3
05=0 7935,30 0,9952 0,0049
free 4465,42 0,3767 0,0138 0,3496 0,4024 0,5058 0,2953
Media 6s (modelo f=0) 0,3918
Especies del norte de Africa
full 9887,30 0,3469 0,0090 0,3314 0,3626 0,9981 0,0018
A, gramineum f=0 9757,53 0,3355 0,0102 0,3133 0,3550 130
05=0 17538,72 0,9982 0,0017
free 9884,26  0,3539 0,0098 0,3362 0,3741 0,5455 0,2814
full 8425,15 10,1624 0,0088 0,1453 0,1809 0,9986 0,0013
A hierrense f=0 8193,31 0,1840 0,0109 0,1635 0,2049 232
05=0 10729,43 0,9980 0,0021
free 8310,17 0,1759 0,0122 0,1533 0,2018 0,5119 0,2819
full 4562,38 0,0477 0,0140 0,0238 0,0706 0,9972 0,0028
A, palaestinum f=0 4463,54 0,0781 0,0102 0,0582 0,0983 99
05=0 5071,79 0,9935 0,0065
free 4528,07 0,0760 0,0145 0,0522 0,1119 0,4885 0,2804
full 3981,94 10,1328 0,0147 0,1060 0,1628 0,9966 0,0033
A. psammophilum f=0 3888,34 10,1688 0,0173 0,1357 0,2039 93
05=0 4831,89 0,9948 0,0052
free 3942,76  0,1605 0,0173 0,1287 0,1978 0,5038 0,2906
full 24016,85 10,3424 0,0052 0,3327 0,3552 0,9991 0,0008
A, wyssianum f=0 23733,04 0,2798 0,0068 0,2674 0,2919 283
05=0 45591,98 0,9992 0,0008
free 23870,57 0,3193 0,0077 0,3028 0,3345 0,4825 0,2969
Media 0s (modelo f=0) 0,2092
full 3407,17 0,5330 0,0129 0,5075 0,5581 0,9896 0,0103
A. asteroides vs. f=0 3401,16 0,5216 0,0140 0,4928 0,5481 6
A. roseum 0g=0 10090,04 0,9947 0,0051
free 3440,96 0,5363 0,0141 0,5086 0,5650 0,5040 0,2814
A. albanense subsp. full 4200,91 0,4421 0,0131 0,4424 0,4639 0,9938 0,0064
albanense vs. f=0 4168,27 0,4370 0,0144 0,4093 0,4635 33
A. albanense subsp. 65=0 8818,95 0,9950 0,0046
clanwilliamense free 421461 0,4520  0,0137  0,4269 0,4798 0,5042  0,2801
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El valor de diferenciacion poblacional (6s) para A. asteroides fue de 8s= 0,18, mientras
que para A. melanthioides fue de 8s= 0,22, valores similares, aunque un poco
inferiores, a los obtenidos con AMOVA. Entre A. asteroides y A. roseum se encontré un
valor de 6s= 0,52, sefialando la gran diferenciacién genética entre las dos especies
(Tabla 2.5).

El valor medio de diferenciacién genética poblacional encontrado para las
especies de la region norteafricana es de Fst= 0,20; 8:= 0,21 (utilizando el modelo f= 0),
aproximadamente la mitad del encontrado en las especies de Sudafrica oriental. Es
interesante hacer una diferenciacién para las especies norteafricanas, a la hora de
analizar los valores medios de Fst y s, entre las especies de amplia distribucién
geografica y con mayor numero de poblaciones (A. gramineum y A. wyssianum), y las
especies insulares (A. psammophilum y A. hierrense) y con poblaciones muy proximas
(A. palaestinum). Para las especies con amplia distribucion geogréfica, el valor medio
resultd ser de Fst=0,32; 8s= 0,31, indicando que hay un cierto grado de diferenciacion
poblacional dentro de estas especies, pero menor que el encontrado en las especies
de Sudéafrica. Para las especies insulares y para A. palaestinum, se obtuvieron unos
valores promedios de diferenciacion poblacional de Fst= 0,12; 6s= 0,14. Esto nos
indica que, como media, entre el 86% - 88% de la variacion genética en estas especies
se debe a la componente intrapoblacional, habiendo muy poca diferenciacion
genética entre las poblaciones.

De Sudéfrica occidental no obtuvimos valores de diferenciacion poblacional,
ya que solo se analizé una especie con una Unica poblacién conocida, y porque estas
especies ya se habian estudiado exhaustivamente con anterioridad utilizando

aloenzimas (Membrives 2000).

2.3.3 Diferenciacion interespecifica

La distancia media entre las especies del norte de Africa es D= 0,39, mientras
que para las especies de Sudafrica oriental es D= 0,32 (Tabla 2.6). El valor mas
pequefio de distancia interespecifica se encontrd entre A. asteroides y A. roseum (D=

0,18), mientras que el valor mas elevado ocurre entre A. psammophilum y A. decipiens
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(D= 0,47), A. psammophilum y A. melanthioides (D= 0,47) y A. rechingeri y A. decipiens

(D= 0,47) (Tabla 2.6).

Tabla 2.6: distancias de Nei - Li entre las especies estudiadas de Androcymbium

Especies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1. A.gramineum
2. A. hierrense 0,388
3. A. palaestinum 0,317 0,380
4. A. psammophilum 0,386 0,404 0,406
5. A.rechingeri 0,400 0,426 0,418 0,354
6. A. wyssianum 0,369 0,401 0,351 0,415 0,425
7, A albanense subsp. 0,354 0418 0379 0421 0453 0,400
clanwilliamense
g, A\ albanense subsp. 0,369 0,417 0,388 0,458 0,419 0,392 0,258
albanense
9. A. austrocapense ori. 0,367 0,408 0,391 0,413 0,444 0,396 0,347 0,272
10. A. austrocapense occ. 0358 0414 0363 0416 0464 0401 0325 0326 0,217
11. A. decipiens 0418 0,425 0443 0474 0471 0400 0,377 0335 0,341 0,363
12. A. leistneri 0,353 0,405 0,388 0463 0437 0394 0352 0,314 0,297 0,343 0,300
13. A. longipes 0394 0422 0401 0464 0454 0406 0382 0316 0,322 0368 0315 0,338
14. A. asteroides 0381 0432 0389 0422 0424 0394 0356 0341 0367 0354 0,346 0,336 0,347
15, A-melanthioides subsp. 4 o0 (430 (387 0470 0483 0411 0373 0364 0348 0381 0400 0369 0363 0,356
melanthioides
16. A. roseum 0,372 0421 0369 0446 0425 0360 0377 0,327 0,331 0331 0305 0,331 0378 0,182 0,348

Distancia entre especies del norte de Africa: 0,389
Distancia entre especies de Sudafrica oriental: 0,318

A partir de estas distancias y utilizando el algoritmo de NJ se generd un

fenograma con las especies analizadas (Fig. 2.2). La especie A. melanthioides se utilizé

como grupo externo, ya que segun la filogenia de Vinnersten & Reeves (2003), es la

especie de Androcymbium mas ancestral de las analizadas. En este arbol se observan

tres clusters principales. Uno agrupa a todas las especies de Sudafrica, otro a las

especies del norte de Africa y un tercero, y en posicion basal a estos, une a A.

asteroides con A. roseum. Genéticamente, las especies A. melanthioides, A. asteroides y A.

roseum se encuentran ligeramente mas proximas a las especies de Sudéafrica oriental y

occidental que a las del norte de Africa, teniendo en cuenta el sesgo que puede

provocar haber tratado con una Unica especie de Sudafrica occidental (tabla 2.7).
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Tabla 2.7: distancias de Nei - Li entre las especies de Namibia y la de Sudafrica occidental y las especies
del norte de Africa y Sudéfrica oriental.

Especies 1 2 3 4 5 6
1. Norte de Africa 0,389
2. A.albanense subsp. clanwilliamense 0,404
3. Sudaéfrica oriental 0414 0,340 0,318
4. A asteroides 0,407 0,356 0,349
5. A.melanthioides subsp. melanthioides 0434 0373 0371 0,356
6. A.roseum 0,399 0377 0334 0,182 0,348
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Figura 2.2: fenograma bootstrap estricto consenso realizado utilizando la distancia de Nei-Li (1979) y el
algoritmo de NJ. Se realizaron 500 andlisis bootstrap. Los valores encima de cada nodo indican su robustez.
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2.4 DISCUSION

La cantidad y la distribucion de la variabilidad genética encontrada en este
estudio, refleja la huella dejada por los factores bioldgicos y ecologicos, que
determinan la amplitud del flujo génico en el espacio, y también por el contexto
histérico-ambiental vivido en la poblaciones naturales durante su dinamica
evolutiva. En funcién del grado de influencia de todos estos parametros sobre las
poblaciones naturales, encontramos unos valores de cantidad y de distribucién de

variabilidad genética determinados.

2.4.1 Estudios previos con aloenzimas

Hasta la fecha se habian caracterizado los pardmetros de la diversidad
genética mediante métodos enzimaticos en especies del género Androcymbium que
habitan el norte de Africa e Islas Canarias (Pedrola-Monfort 1993; Pedrola-Monfort &
Caujapé-Castells 1994, 1996) y en Sudafrica occidental (Membrives et al. 2001). Estos
estudios indicaban que las especies del norte de Africa presentaban mayor
diversidad (Ht= 0,280) que las del sur (Ht= 0,152), aunque esto ultimo era resultado
de la menor diversidad observada en las especies autocompatibles (Membrives 2000)
(Tabla 2.8). En estas, el aumento de la consanguinidad intrapoblacional en los casos
de autofecundacion se traduce en una disminuciéon de la heterocigosis. Para las
especies de esta region se establecié una correlacion significativa entre sistema de
reproduccion (autocompatible — autoincompatible) y los pardmetros de la diversidad
génica a nivel especifico (Hes) y poblacional (Hep). Las especies de Sudafrica
occidental con sistema reproductivo autoincompatible (AIC) mostraron valores de
diversidad genética superiores a las especies con sistema reproductivo
autocompatible (AC). Esta correlacion fue del 70,4% a nivel especifico y del 90,9% a
nivel poblacional (Membrives et al. 2001). Esta correlacion no se observo en las
especies del norte de Africa, ya que todas poseen un sistema reproductivo
autocompatible. Los valores de diferenciacién genética entre poblaciones (Gsr)
resultaron ser, en general, superiores para las especies de Sudafrica occidental (Tabla

2.8). La explicacion mas plausible para explicar esta mayor diferenciacion
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poblacional en Sudafrica apoyaria al mayor tiempo evolutivo transcurrido desde su
origen y a un mayor efecto de la seleccion natural debido al mosaicismo de hébitats

existente en Sudafrica occidental (Membrives et al. 2001).

Tabla 2.8: variabilidad genética y diferenciacidarblacional obtenida a partir del andlisis aloenzinwéti®atos d
Membrives 2000).

Especie Hop Hos Hep Hes Hs Ht Gst
Especies del norte de Africa*
A. gramineum 0,165 0,153 0,193 0,216 0,186 0,246 24,4
A. hierrense 0,107 0,105 0,058 0,055 0,056 0,057 0,9
A. palaestinum 0,273 0,192 0,283 0,241 0,248 0,300 17,2
A. psammophilum 0,100 0,100 0,053 0,053 0,052 0,052 0,0
A. rechingeri 0,278 0,278 0,327 0,327 0,327 0,327 -
A. wyssianum 0,232 0,203 0,243 0,238 0,219 0,248 11,5
Media especies insulares 0,104 0,103 0,056 0,054 0,054 059, 0,5
Media resto especies 0,237 0,207 0,262 0,256 0,245 0,280 7,71
Media Norte de Africa 0,193 0,172 0,193 0,188 0,181 0,205 10,8

Especies de Sudafrica occidental
Preferiblemente autoincompatibles

A. bellum 0,182 0,182 0,180 0,180 0,180 0,180 -
A. burchellii subsp burchellii 0,167 0,167 0,17¢ 0,17¢ 0,17¢ 0,17¢ -
A. burchelli subsppulchrun 0,27( 0,25¢ 0,24¢ 0,28¢ 0,24« 0,28¢ 15,2
A. circinatum 0,204 0,199 0,238 0,232 0,232 0,301 23,3
A. hantamense 0,119 0,119 0,149 0,149 0,149 0,149 -
A. villosum 0,217 0,210 0,250 0,308 0,243 0,320 241
A. walteri 0,228 0,228 0,225 0,225 0,225 0,225 -
Media autoincompatibles 0,198 0,194 0,209 0,221 0,206 382 20,9
Autocompatibles
A. albanenstsubsp clanwilliamens 0,11¢ 0,132 0,111 0,111 0,111 0,111 -
A. austrocapense 0,132 0,154 0,085 0,089 0,083 0,092 9,8
A. capense 0,154 0,051 0,092 0,092 0,092 0,092 -
A. cuspidatum 0,043 0,005 0,048 0,060 0,047 0,058 17,2
A. dregei 0,005 0,071 0,059 0,059 0,059 0,059 -
A. eghimocymbion 0,071 0,000 0,041 0,116 0,039 0,125 68,8
A. henssenianum 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -
A. huntleyi 0,000 0,083 0,051 0,062 0,045 0,076 40,8
A. irroratum 0,073 0,077 0,068 0,279 0,065 0,298 78,2
A. poeltianum 0,077 0,194 0,039 0,039 0,038 0,038 0
Media autocompatibles 0,067 0,077 0,059 0,091 0,058 0,095 35,8
Media Suréfrica occidental 0,121 0,125 0,121 0,145 0,119 0,152 30,8

Especies de Sudafrica occidental ordenadas seggistsma reproductivo.
*Todas son autocompatibles

Obviamente, los valores de diversidad genética y diferenciacion poblacional

obtenidos con la técnica RAPD, no son comparables de forma absoluta a los
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obtenidos con aloenzimas, pero si que pueden ser comparados de forma relativa.
Esto es interesante porque, aunque se hayan utilizado técnicas diferentes, podemos
comparar como se comporta la variabilidad genética y como se distribuye en las

diferentes dreas disjuntas del género en Africa.

2.4.2 Diversidad genética con RAPD’s

En nuestro andlisis con RAPD’s observamos una mayor diversidad en el
numero de bandas (loci) en las especies norteafricanas que en las Sudafricanas, pero
estas ultimas presentan valores mas altos de los indices de diversidad nucleotidica
(), indice de Shannon (Ho) y de diversidad total (Ht) (Tabla 2.3, 2.5). Esto es debido
a que en las especies del norte de Africa se encuentran un gran niimero de bandas
que se detectan en uno o unos pocos de los individuos analizados y se pueden
considerar como loci raros. En Sudafrica, aunque el nimero de bandas es menor,
todas ellas se encuentran en frecuencias elevadas, lo que aumenta el valor de los
indices de diversidad. Las especies de Namibia, especialmente A. asteroides y A.
roseum, son en las que se detectan un menor niimero de bandas y menor grado de
loci polimorficos, sin embargo, los niveles de diversidad son muy parecidos, sino
ligeramente superiores, a los que se detectan en las especies de norte de Africa (Tabla

2.3.2.5).

2.4.3 Diferenciacion poblacional con RAPD’s

Los valores medios de diferenciaciéon poblacional (Fsr; 8s) indican que las
especies estudiadas de Sudafrica oriental presentan un importante grado de
diferenciacion entre sus poblaciones (Fsr= 0,43; 8s= 0,39), que duplica, en general, a
los que se detectan entre las poblaciones del norte de Africa (Fsr=0,20; 68= 0,21) y
Namibia (Fsr= 0,23; 8s= 0,20). Esto implica que en la distribucién de la variabilidad
genética de las especies de Sudafrica oriental, la componente interpoblacional es muy
importante, tal y como sucede con las especies de Sudafrica occidental (Membrives et
al. 2001). Asi mismo, para entender la estructuracion genética de las especies de
Namibia, es muy importante la componente intrapoblacional, tal y como se observa

con RAPD’s en las especies del norte Africa y se observd previamente con
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aloenzimas (Pedrola-Monfort & Caujapé-Castells 1994, 1996). Estos elevados valores
de diferenciacién poblacional en Sudafrica oriental pueden ser debidos a varias
causas: a la seleccién, a deriva genética, a la restriccion del flujo génico entre
poblaciones o a cuellos de botella. Para las especies del norte de Africa, dada la
homogeneidad de los habitats y la distribuciéon de la variabilidad aloenzimatica, se
sugirié que la diferenciacion poblacional se debi6 a procesos estocasticos donde la
deriva genética podria haber jugado un papel predominante (Pedrola-Monfort &
Caujape-Castells 1994). Para las especies de Sudafrica occidental, el mosaicismo de
habitats y la distribucion de la variabilidad aloenzimatica, sugirieron que esta
diferenciaciéon poblacional se podria haber debido a procesos de seleccion. Entre las
poblaciones de Sudafrica oriental no se ha observado el mosaicismo de habitats que
se observa entre las poblaciones de Sudafrica occidental, descartando asi la seleccion
como factor importante a la hora de generar diferenciacién poblacional. Dado que
esta diferenciacidon poblacional entre las poblaciones de Sudafrica oriental es superior
al observado en las especies del norte de Africa, sugerimos que el principal factor
para generarla podria haber sido la restriccion de flujo génico entre las poblaciones y
tavorecido por el sistema reproductivo que presentan (autocompatible). Estos dos
factores (autogamia y ausencia de flujo) habrian eliminado a aquellos loci raros que
aun observamos en las especies del norte de Africa. Para las especies de Namibia, los
valores de diferenciaciéon poblacional parecen estar relacionados con procesos
estocasticos, donde la deriva genética podria ser el principal factor, al igual que en el

norte de Africa dada la similitud obtenida en los valores de diferenciacion.

2.4.4 Diversidad genética y diferenciacion poblacional en las especies de Sudafrica
oriental.

En esta region solo se pudo estudiar la distribucion de la variabilidad
genética en dos especies, A. austrocapense y A. leistneri, y de dos subespecies de A.
albanense (subsp. albanense; Sudafrica oriental y subsp. clanwilliamense; Sudafrica
occidental) debido a que del resto de especies solo se pudo muestrear una poblacion.

Androcymbium austrocapense cuenta con cuatro poblaciones muestreadas, dos

en Ciudad del Cabo (Sudéfrica occidental) y dos mas en Port Elizabeth (Sudéfrica
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oriental), ambas en zonas costeras. Seguramente, dada las caracteristicas de la
evoluciéon del género (ver capitulo 3), esta especie tenga su origen en Sudafrica
occidental, y por tanto, las poblaciones de esta region sean las mas antiguas. Esta
hipétesis puede verse refutada si observamos los valores de diferenciacién
poblacional (Fst; 88) para esta especie. Para las poblaciones de Sudafrica occidental el
valor de este indice es muy bajo (Fsr= 0,15; 6s= 0,12), mientras que para las
poblaciones de Sudafrica oriental es muy elevado (Fs= 0,46; 6s= 0,41). La elevada
diferenciacion poblacional entre las poblaciones de Sudafrica oriental podria llevar a
pensar a que estas poblaciones son mas antiguas. De las dos poblaciones de
Sudafrica occidental, una de ellas habita en la parte superior de un acantilado (100
metros de altura) y la otra en la misma playa, mientras que las dos poblaciones de
Sudafrica oriental habitan en la playa. Las diferentes oscilaciones habidas en el nivel
del mar (sobretodo en las glaciaciones cuaternarias) habrian producido grandes
mortalidades en las poblaciones costeras que no habrian afectado a la que habita en
lo alto del acantilado. Estas poblaciones afectadas en Sudafrica occidental se habrian
repoblado con individuos de la parte alta del acantilado, mientras que las
poblaciones de Sudafrica oriental habrian sufrido grandes cuellos de botella
acentuandose asi la diferenciacion genética entre ellas. Ello explicaria la gran
diferenciacion poblacional observada entre las poblaciones de la zona oriental. Por
tanto, el grado de diferenciacion poblacional no es un valor indicativo de la
antigiiedad de las poblaciones de una u otra area.

De Androcymbium leistneri se estudiaron dos poblaciones. Estas poblaciones se
encuentran situadas dentro del Jardin Botdnico de Bloemfontein, muy cercanas la
una de la otra. Una poblacion se encuentra en la base una montafia y la otra en una
posicion mas elevada. Resulta muy curioso observar la gran diferenciacion
poblacional encontrada en esta especie (Fsr= 0,43; 8= 0,36), dado que las dos
poblaciones se encuentran muy préximas. El hecho de tener un sistema reproductivo
preferentemente autocompatible, que sus cdpsulas no posean ningun elemento
mecanico para facilitar su diseminacién y que sean dehiscentes, facilitando asi que

las semillas caigan cercanas al individuo, habrian dificultado el flujo génico de estas
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dos poblaciones. Por ello se observan estos elevados valores de diferenciacion
poblacional.

Las dos subespecies estudiadas de A. albanense se encuentran muy separadas
geograficamente, aproximadamente 800 km. Las dos subespecies presentan valores
similares de diversidad genética, aunque siempre son superiores los de la subespecie
albanense. Entre las dos subespecies se encontré un elevado valor de diferenciacion
poblacional (Fsr= 0,55; 6s= 0,44) causado seguramente por la gran separacion
geografica que imposibilita el flujo génico entre ellas y haya promovido que se fijen
caracteristicas génica diferentes. Debido a ciertas caracteristicas morfoldgicas
encontradas recientemente y a su posicion en el arbol filogenético (ver capitulo 3), se
puede llegar a pensar que son especies diferentes. Los datos aqui encontrados de
diferenciacion poblacional apoyarian esta hipotesis. Membrives et al. (2001)
encontraron en su estudio con aloenzimas de las especies de Sudafrica occidental,
que existia una correlacion significativa entre niveles de variabilidad genética y
sistema reproductivo. Si extrapolamos estos datos de aloenzimas a los datos
obtenidos con RAPD’s, podriamos intuir que los valores de diversidad genética de
las especies de Sudafrica occidental que presentan un sistema reproductivo
autocompatible, deberian ser similares a aquellos encontrados en las especies de
Sudafrica oriental con RAPD’s, ya que todas las especies de esta zona presentan un
sistema reproductivo preferentemente autocompatible. Hasta que no se analicen los
RAPD’s de las especies de Sudafrica occidental no se podra comprobar si esta

afirmacion es cierta.

2.4.5 Diversidad genética y diferenciacion poblacional en las especies de Namibia.

Las especies de Namibia, especialmente A. asteroides y A. roseum, son en las
que se detecta un menor numero de bandas y menor grado de loci polimorficos, sin
embargo, los niveles de diversidad son muy parecidos, sino ligeramente superiores,
a los que se detectan en las especies del norte de Africa (Tabla 2.3; 2.4). Por tanto, la
dindmica evolutiva de sus poblaciones sera similar a la descrita anteriormente para

las especies del norte de Africa.
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Androcymbium asteroides es una especie que se encuentra distribuida por el
norte de la provincia del Cabo (Sudéfrica) y por el sureste de Namibia (Manning &
Goldblatt 2001). Androcymbium roseum se encuentra distribuida por el cinturén
esteparico tropical (lluvias de verano e invierno) de Namibia y de la Flora Zambésica
(Zambia, Botswana y Zimbawe), radiando hacia Angola por el noroeste (Miiller-
Doblies & Miiller-Doblies 2002). Estas dos especies habitan en margenes de rios que
suelen presentar crecidas periddicas en primavera e invierno. Las dos se encuentran
muy proximas filogenéticamente, e incluso hay autores que las consideran dos
subespecies de A. roseum: A. roseum subsp. albiflorum y A. roseum subsp. roseum
(Miiller-Doblies & Miiller-Doblies  2002). Estas estdan muy relacionadas
filogenéticamente con las del norte del continente (ver capitulo 3). Tanto el nimero
como el porcentaje de loci polimorficos y los valores de diversidad genética, son muy
similares entre ambas especies, indicando una historia evolutiva similar. De A.
asteroides se han estudiado dos poblaciones que habitan en los margenes del rios
Auob y Olifants, separadas unos 20 km la una de la otra, obteniéndose un valor de
Fsr= 0,20 y 6s= 0,18 e indicandonos asi la existencia de un cierto flujo génico entre
estas poblaciones. Dadas sus caracteristicas ecoldgicas, semillas o capsulas enteras de
un individuo pueden llegar de una a otra poblacion gracias al arrastre de los rios,
haciendo asi que se mantenga un cierto flujo génico entre poblaciones.

De la especie A. roseum hemos estudiado una poblacion situada en las fuentes
termales de Barmen (Namibia, a unos 400 km al noroeste de las dos poblaciones de
A. asteroides). También habita en los margenes de un rio, el Swakop, e incluso en las
emergencias de estas fuentes termales. Al comparar el grado de diferenciacion entre
las dos especies, dada la asignacion como subespecies propuesta por Miiller-Doblies
& Miiller-Doblies (2002), se observo un valor muy alto (Fsr= 0,60; 8= 0,52), indicativo
del alto grado de separacion génica entre las dos especies. Seguramente la separacion
de estos dos taxa ha sido reciente, y esta puede haber sido debida al aislamiento
geografico entre ellos, haciendo muy dificil que pueda haber flujo génico entre los
dos taxa y propiciando asi la especiacion.

De la especie A. melanthioides se han descrito hasta la fecha tres subespecies:

A. melanthioides ssp. melanthioides, A. melanthioides ssp. australe y A. melanthioides ssp.
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transvaalense (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 1998). Esta especie se encuentra
distribuida en zonas de altiplanicies por el sur y el oeste de Namibia y en Sudafrica
por la provincia del Cabo, en el Transvaal y en Orange Free State. En nuestro estudio
hemos trabajado con dos poblaciones de la subespecie melanthioides, la tinica que se
encuentra distribuida en Namibia. Los valores de diferenciacion poblacional (Fsr=
0,26; Bs= 0,22) nos indican un cierto grado de diferenciacién genética entre las dos
poblaciones, aunque la componente intrapoblacional es la mas importante a la hora
de explicar la distribucion de la variabilidad genética. Estas dos poblaciones se
encuentran separadas unos 300 km., y este valor de diferenciacion poblacional
seguramente es debido a esta separacién geografica que ha provocado un
aislamiento genético de las poblaciones haciendo que se fijen diferentes loci en cada

poblacion por efecto de la deriva genética.

2.4.6 Diversidad genética y evolucion

Se puede observar pues, que los niveles de variabilidad genética y su
distribucion no estan relacionadas con la evolucion de estas especies. En el arbol
filogenético (ver capitulo 3), se puede comprobar que las especies del norte de Africa
y de Sudéfrica oriental aparecen juntas en un mismo clado, siendo mas prdéximas
evolutivamente las unas con las otras que no con las especies de Sudafrica occidental.
Sin embargo, si miramos el comportamiento de los valores de variabilidad genética,
este es similar en todas las especies de Sudafrica y diferente al de las del norte de
Africa, como sucede con las especies de Namibia. Aunque el comportamiento de la
variabilidad genética en estas tres especies de Namibia es similar, A. melanthioides
aparece muy alejada evolutivamente de las otras dos. Todo parece apuntar que la
variabilidad genética esta mas relacionada con factores biologicos e historico-
ambientales que con las dindmicas evolutivas de este género, tal y como indica
Olmstead (1990) y como encontraron para Androcymbium en anteriores estudios con

las especies de Sudafrica occidental Membrives et al. (2001).
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2.4.7 Consanguinidad intrapoblacional

Utilizando métodos estadisticos Bayesianos para calcular la diversidad
genética y la diferenciacidon poblacional a partir de marcadores dominantes, se puede
hacer una aproximacién de los niveles de consanguinidad intrapoblacional. Los
valores obtenidos a nivel cuantitativo no son muy fiables, pero si de forma
cualitativa (Holsinger & Wallace 2004), es decir, no se puede cuantificar el valor real
de la consanguinidad intrapoblacional de forma exacta, pero si podemos valorar si
tiene efecto sobre la dindmica evolutiva de las poblaciones. Para todas las especies
analizadas, hemos visto que el modelo que mejor explica las caracteristicas genéticas
de las poblaciones, es aquel que parte de la hipotesis de la no existencia de
consanguinidad intrapoblacional (modelo f= 0), dado que presentan un menor valor
de DIC. Para las especies del norte de Africa e Islas Canarias esta afirmacién es del
todo cierta, ya que hay mucha diferencia entre los valores de DIC:tu y DICso (Tabla
2.5). En el resto de especies analizadas encontramos poca diferencia entre estos dos
valores, por tanto, el hecho de introducir nuestra incertidumbre sobre el valor de la
consanguinidad en el andlisis, no afecta a resultado final de este. Por tanto, para las
especies del norte de Africa y Canarias, parece ser que la consanguinidad
intrapoblacional es cercana a cero, mientras que para las especies de Sudafrica
oriental y Namibia, el hecho que esta sea cero o practicamente uno no afecta al
resultado final.

Dado que no es muy fiable hacer con este método Bayesiano aproximaciones
de los niveles de consanguinidad poblacional utilizando marcadores dominantes, es
mejor no hacer mas interpretaciones de los resultados y esperar a un futuro analisis
con este método de los datos aloenzimaticos (marcadores codominantes) para poder
hacer una aproximacion mas certera de los niveles de consanguinidad

intrapoblacional.

2.4.8 Diferenciacion interespecifica
Todas las conclusiones que se puedan extraer a partir del analisis de
distancias genéticas obtenidas con marcadores dominantes deben ser tratadas con

mucha cautela (Kosman & Leonard 2005). A pesar de ello, en el fenograma (Fig. 2.2)
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podemos observar que todas las especies del norte de Africa se agrupan formando
un cluster, asi como todas las especies de Sudafrica, tal y como sucede en la filogenia
obtenida en este trabajo (Cap. 3)

Tanto A. melanthioides, A. asteroides, como A. roseum, se encuentran mas
cercanas genéticamente con las distancias de RAPD, a las especies de Sudafrica
oriental que a las del norte de Africa (Tabla 2.7). Ciertamente, estas tres especies
habitan en el sur de Africa, mas proximas geograficamente de las especies de
Sudafrica oriental que de las del norte de Africa, pero es curioso observar que en la
filogenia obtenida en este estudio A. roseum aparece formando un clado con las
especies del norte de Africa y A. asteroides se encuentra en posicion basal a estas. De
hecho, existe un gran parecido morfoldgico entre A. roseum y las especies del norte
del continente, y en el trabajo de cruzabilidad realizado recientemente, se han
obtenido individuos viables fruto de cruzar de A. roseum con algunas especies del
norte de Africa (Cap. 3).

Debido a las limitaciones que presenta la interpretacion de los fenogramas
realizados a partir de las distancias genéticas obtenidas con marcadores dominantes,
es mejor no tratar de especular con estos datos y esperar a proximas aproximaciones

con otras metodologias.
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2.5 CONCLUSIONES

Los valores obtenidos con RAPD no son directamente comparables con los
obtenidos en anteriores estudios con aloenzimas. Sin embargo, si que se pueden
comparar de forma relativa, dado que las especies que han tenido valores mas
altos de variabilidad genética y diferenciaciéon poblacional con aloenzimas

también los han obtenido con RAPD.

Los valores de variabilidad genética a nivel poblacional son muy similares entre
las especies del norte de Africa e Islas Canarias y las especies de Sudafrica
oriental. Esto era de esperar dado que se ha demostrado que los valores de
variabilidad poblacional estdn correlacionados con el sistema reproductivo, y

todas estas especies presentan un sistema autocompatible.

Los valores de variabilidad genética a nivel especifico son mas elevados en las
especies de Sudafrica oriental que en las especies del norte de Africa e Islas
Canarias. Aunque a nivel poblacional no se observa esta diferencia, ello se debe
que la diferenciacién poblacional es superior en Sudafrica oriental. Todas las
poblaciones tienen un valor de variabilidad genética similar, pero al haber mas
diferencias entre las poblaciones de las especies de Sudafrica oriental, el calculo

del valor de la variabilidad genética a nivel especifico resulta ser superior.

Hemos podido observar en las especies de Sudafrica oriental que la variabilidad
genética tiene una componente interpoblacional muy importante para explicar su
distribucion, igual como sucede con las especies de Sudafrica occidental. En las
especies del norte de Africa e Islas Canarias la principal componente para explicar
distribucion de la variabilidad genética es la intrapoblacional, tal y como ya se ha
visto en los trabajos previos realizados con aloenzimas.

Parece ser que la distribucion de la variabilidad genética esta mas relacionada con
factores histérico-ambientales que con su posicion de proximidad filogenética.

Aunque las especies del norte de Africa e Islas Canarias y las de Sudéfrica oriental
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estan estrechamente relacionadas filogenéticamente, el patréon de distribucion de
la variabilidad genética de las especies de Sudafrica oriental es similar al de las

especies de Sudafrica occidental.

Entre las dos subespecies de A. albanense se han obtenido elevados valores de
diferenciacidon génica, corroborando asi nuestra impresiéon de que puedan ser dos
especies diferentes. Lo mismo sucede entre A. asteroides y A. roseum, dada la

propuesta de tratarlas como dos subespecies de A. roseum propuesta por Miiller-

Doblies & Miiller-Doblies (2002).

Los andlisis de distancias utilizando marcadores RAPD para establecer relaciones
evolutivas han demostrado ser poco resolutivos. Ello se debe a que no tenemos la
certeza de que bandas del mismo peso molecular compartidas por individuos de

diferentes taxa procedan de la misma region genémica amplificada.
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Filogenia del género Androcymbium






Introduccion

3.1 INTRODUCCION

El estudio de las relaciones filogenéticas entre los diferentes grupos de taxa, nos
permite entender las dinamicas evolutivas de estos y analizar sus congruencias y
discrepancias teoricas utilizando diferentes algoritmos matematicos y métodos
estadisticos. El estudio filogenético de los taxa se inici6 a partir de la Teoria de la
seleccion natural de Darwin hace casi 150 afios, pero no empezaron a tener relevancia
hasta hace 40 anos, donde a partir del trabajo de Hennig (1966) estos estudios
empezaron a tener mayor objetividad al plantear hipdtesis evolutivas testables y
falsables. En los ultimos 10 afios, el numero de estudios filogenéticos se ha
incrementado de forma espectacular debido a la aplicacién de métodos estadisticos y a
la implementacion de nuevos y potentes algoritmos. Métodos y software que unidos a
las enormes posibilidades de las nuevas y potentes computadoras han posibilitado
complejos y rapidisimos célculos. Pero este reciente auge se debe principalmente a dos
factores: al cada vez mas potente analisis computacional que ha permitido analizar
inmensas cantidades de datos en muy poco tiempo y al descubrimiento de la enzima
Tag-polimerasa, que ha propiciado incremento de datos procedentes del DNA de una
forma impresionante. Gracias a esta enzima, se han desarrollado un gran ntiimero de
técnicas moleculares que se han traducido en una fuente de generacion de datos para
estudios filogenéticos. El principal objetivo de este capitulo es realizar una completa
filogenia molecular del género Androcymbium. La tnica filogenia molecular existente
con este género es la realizada por Caujapé-Castells et al. (1999, 2001), donde se
analizaron especies del norte de Africa y Sudafrica occidental, utilizando la técnica
cpDNA-RFLP y analizando los datos con métodos de maxima parsimonia. El estudio
filogenético que se detalla en este capitulo, se ha realizado con especies del género
Androcymbium de todas sus areas de distribucion (norte de Africa, Sudéfrica occidental,
Sudafrica oriental y Namibia), a partir de la secuenciaciéon de regiones de DNA
cloroplastico, mitocondrial y nuclear. Para obtener la filogenia, se analizaron los datos
utilizando métodos de maxima parsimonia y de probabilidad condicional a posteriori

(inferencia Bayesiana).
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Los objetivos particulares del capitulo son:

(i) Realizar una filogenia completa del género Androcymbium a partir de la
secuenciacion de fragmentos del DNA cloroplastico, mitocondrial y nuclear.

(ii) Analizar la posicién filogenética de las especies de Sudafrica oriental y
Namibia, nunca antes analizadas en estudios filogenéticos.

(ii) Resolver diferentes cuestiones taxondmicas del género con la ayuda de la
filogenia molecular.

(iv) Investigar la biogeografia del género y establecer su region de origen.

(v) Datar de los procesos evolutivos utilizando la metodologia del reloj
molecular.

(vi) Comparar todos estos resultados con los obtenidos en estudios previos con

este género y con otros géneros de igual distribucidon geografica.
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3.2 MATERIAL Y METODOS

3.2.1 Muestras analizadas

Se han analizado individuos de 75 poblaciones correspondientes a 29 especies
del género Androcymbium (Colchicaceae) (Tabla 3.1). Este muestreo de especies
representa todo el rango de variacion conocido en Androcymbium y cubre toda la
distribucion geografica del género en el continente africano. Como outgroups se han
elegido 8 especies de la familia Colchicaceae, 5 de ellas correspondientes a la tribu
Colchiceae, a la cual pertenece el género Androcymbium y una especie del género
Alstroemeria, correspondiente a la familia Alstroemeriaceae (Dahlgren et al. 1985), la
cual parece ser la mas préxima filogenéticamente a las colchicaceas (Bremer 2000;
Vinnersten & Bremer 2001; Vinnersten & Reeves 2003).

Todas las especies analizadas, fueron recogidas en su zona de origen entre los
anos 1989 y 2004, y se encuentran cultivadas como planta viva en los invernaderos de

investigacion del ].B.M.

3.2.2 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se hizo a partir de fragmentos de 1 cm? de hojas frescas
procedentes de los individuos cultivados en el invernadero de investigacion del
J.B.M. Los trozos de hoja fueron deshidratados con gel de silice previamente a la
extraccion. El DNA se extrajo siguiendo el método del CTAB (Doyle & Doyle 1987)
incorporando las modificaciones de Li et al. (2001). Una vez finalizada la extracciéon
se cuantifico con el espectrofotometro GeneQuant II (Pharmacia) la concentracion de
DNA obtenida, asi como la pureza del DNA extraido (ratio Ao/Axs0) vy la

concentracion de proteinas. El DNA fue conservado en tampoén T.E. a -25°C.
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Tabla 3.1: poblaciones del génefmdrocymbiumy especies outgroups estudiadas en este capfelcha
analizado entre 3 y 7 individuos por poblacién.aHarlocalizacion de las especies de Sudéfricamibia se h
utilizado elDegree Reference Systdheistner & Morris 1976), sistema ampliamenteizditlo por los biélogc
Sudafricanos.

ESPECIE LOCALIDAD HAPLOTIPO CODIGO
Norte de Africa
1 A. gramineum El Solanillo, Almeria. ESPANA 1-2 JBM GR-ES
2 A gramineum Zonas Aridas, Almeria. ESPANA 2 JBM GR-ZA
3 A. gramineum Cerro de San Crist6bal, Aimeria. ESPANA 1-2 JBM GR-SC
4 A. gramineum Los Molinos, Almeria. ESPANA 2 JBM GR-LM
5 A. gramineum Cerro de los Peligros, Aimeria. ESPANA 1 JBM GR-CP
6 A. gramineum Barranco de Curria, Almeria. ESPANA 1 JBM GR-BC
7 A. gramineum El Barranquete, Almeria. ESPANA 1 JBM GR-EB
8 A. gramineum Playas de Monsul, Almeria. ESPANA 2 JBM GR-PM
9 A. gramineum Cerro de los Lobos, Aimeria. ESPANA 2 JBM GR-CL
10 A. gramineum Charco del Lobo, Almeria. ESPANA 1 JBM GR-CH
11 A. gramineum Ain Harrouda. MARRUECOS 2 JBM GR-AH
12 A. gramineum Casablanca. MARRUECOS 2 JBM GR-CA
13 A. gramineum Oualidia. MARRUECOS 2 JBM GR-OU
14 A. gramineum Cap Beddouza. MARRUECOS 2 JBM GR-CB
15 A. gramineum Safi. MARRUECOS 2 JBM GR-SA
16 A. hierrense El Hierro, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-HI
17 A. hierrense La Palma, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-LP
18 A. hierrense Gomera, Islas Canarias. ESPANA JBM HI-GO
19 A. palaestinum Beit Shean Valley. ISRAEL JBM PA-BS
20 A. palaestinum Desierto de Dimona. ISRAEL JBM PA-DI
21 A. psammophilum Lanzarote, Islas Canarias. ESPANA JBM PS-LA
22 A. psammophilum Fuerteventura, Islas Canarias. ESPANA JBM PS-FU
23 A. rechingeri Elafonisos, Creta. GRECIA JBM RE-EL
24 A, wyssianum Essaouira. MARRUECOS 2 JBM WY-EA
25 A, wyssianum Fonts Bleus de Maski. MARRUECQOS 1 JBM WY-FB
26 A. wyssianum Er Foud. MARRUECOS 1 JBM WY-EF
27 A. wyssianum Figuig. MARRUECOS 1 JBM WY-FI
28 A. wyssianum Taghit - Igli. ARGELIA 1 JBM WY-TI
29 A. wyssianum Ain Ouarka. ARGELIA 1 JBM WY-AO
29 A. wyssianum Neftal. TUNEZ JBM WY-N1
30 A. wyssianum Nefta2. TUNEZ JBM WY-N2
Sudéfrica Occidental
31 A. albanensesubspclanwilliamense 3219AA Wuppertal. JBM ALBA-PK
32 A. austrocapense 3418AC Simonstown. 2 JBM AUST-GH
33 A. austrocapense 3418AD Simomstown. 2 JBM AUST-WP
34 A. bellum 2817DC Vioolsdrif. JBM BELL-VI
35 A. burchellii subspburchellii 3319BC Worcester. JBM BURC-HX
36 A. burchellii subsppulchrum 3119DA Calvinia. JBM BURC-CA
37 A. burchellii subsppulchrum 3119AA Calvinia. JBM BURC-NI
38 A. capense 3318AB Cape Town. JBM CAPE-HO
39 A. ciliolatum Silverhill Seeds. JBM CILI-VS
40 A, circinatum 2917DB Springbok. 1 JBM CIRC-NB
41 A, circinatum 2917DB Springbok. 2 JBM CIRC-SB
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Tabla 3.1: (cont.)

ESPECIE

LOCALIDAD

HAPLOTIPO CODIGO

42 A. cuspidatum

43 A. cuspidatum

44 A dregei

45 A. eghimocymbion
46 A. eghimocymbion
47 A. hantamense

48 A. henssenianum

3119DA Calvinia.
3320CD Montagu.
3219AA Wuppertal.
3218DB Clanwilliam.
3219AA Wuppertal.
3119DA Calvinia.
2817CC Vioolsdrif.

JBM CUSP-CA
JBM CUSP-MO
JBM DREG-PK
JBM EGHI-CI

JBM EGHI-PK

JBM HANT-CA
JBM HENS-EK

49 A. huntleyi 2917AD Springbok. 1 JBM HUNT-EK1
50 A. huntleyi 2917AD Springbok. 2 JBM HUNT-EK3
51 A.irroratum 2917AD Springbok. 1 JBM IRRO-EK
52 A.irroratum 2917AD Springbok. 2 JBM IRRO-EK2
53 A.irroratum 2817CC Vioolsdrif. 2 JBM IRRO-EK6
54 A.irroratum 3018CB Kamiesberg. 4 JBM IRRO-KA
55 A.irroratum 3118BC Vanrhynsdor. 5 JBM IRRO-KW
56 A.irroratum 3119AC Calvinia. 3 JBM IRRO-VP
57 A.irroratum 3118AD Vanrhynsdor. 3 JBM IRRO-VY
58 A. poeltianum 2917DB Springbok. 1 JBM POEL-NB
59 A. poeltianum 2917DB Springbok. 1 JBM POEL-CO
60 A. poeltianum 2917DC Springbok. 2 JBM POEL-ST
61 A, villosum 2817CC Vioolsdrif. JBM VILL-EK
62 A. villosum 2917DC Springbok. JBM VILL-ST
63 A. walteri 2917DC Springbok. JBM WALT-ST
Sudéafrica Oriental
64 A. albanensesubsp.albanense 3326AB Grahamstown. JBM ALBA-SW
65 A. austrocapense 3325DC Skoenmakerskop. JBM AUST-CR
66 A. austrocapense 3325DC Skoenmakerskop. JBM AUST-SB
67 A. decipiens 2832BB Mtubatuba. JBM DECI-SL
68 A. leistneri 2926AA Bloemfontein. JBM LEIS-BG
69 A. leistneri 2926AA Bloemfontein. JBM LEIS-BL
70 A. longipes 3325CC Port Elizabeth. JBM LONG-ZU
Namibia
71 A. asteroides 2518AD Tses. JBM ASTE-GO
72 A. asteroides 2519BB Koes. JBM ASTE-TW
73 A. melanthioidesubsp.melanthioides2316BA Nauchas. 1 JBM MELA-GA
74 A. melanthioidesubsp.melanthioides2117BD Otjosundu. 2 JBM MELA-OT
75 A. roseum 2216AD Otjimbingwe. JBM ROSE-FB
Outgroups
Alstroemeria aurantiaca Jardin Boténico de Valdivia. CHILE. JBM ALS-AUR
Baeometra uniflora 3418AB Simonstown. SUDAFRICA. JBM BAE-UNI
Bulbocodium vernum Huesca. ESPANA. JBM BUL-VER
Colchicum lusitanum Cadiz. ESPANA JBM COL-LUS
Gloriosa superba JB Marimurtra. ESPANA. (origen Sudafricano) JBM GISOP
Merendera androcymbioides Malaga. ESPANA. JBM MER-AND
Merendera filofolia Mallorca. ESPANA. JBM MER-FIL
Merendera montana Huesca. ESPANA. JBM MER-MON
Onixotis stricta Silverhill Seeds. SUDAFRICA JBM ONI-STR
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Fig. 3.1: localizacién de las poblaciones analizsaliimeros de las poblaciones indicados en |la b
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3.2.3 Marcadores moleculares

3.2.3.1 GENES CLOROPLASTICOS

Como se ha visto en diferentes estudios filogenéticos (Taberlet et al. 1991;
Gielly & Taberlet 1994; Demesure et al. 1995; Small et al. 1998) las diferentes regiones
del DNA cloroplastico son muy ttiles para realizar estudios filogenéticos a niveles
interespecifico e intraespecifico debido a su alta tasa evolutiva.

La primera zona elegida para hacer el estudio fue la comprendida entre los
genes trnT y trnF (Fig. 3.2). Esta zona, ademas de los genes que codifican para el
tRNA de la treonina (trnT), el tRNA de la leucina (trnL) y el tRNA de la fenilalanina
(trnF), cuenta con varios cientos de bases de DNA no codificante entre estos genes y
dentro del intrén del gen trnL (Taberlet et al. 1991). Para amplificar esta region,
Taberlet et al. (1991) realizaron las secuencias de los cebadores a partir de las
regiones conservadas de los genes tRNA de esta region. Utilizando estos cebadores
obtuvieron amplificaciones en diferentes grupos de plantas terrestres, tanto en
briofitos y pteridofitos como en gimnospermas y angiospermas. En nuestro caso, se
amplificaron tres fragmentos no codificantes dentro de esta zona: el espacio
intergénico entre los genes trnT y trnL (trnT-trnL 1GS), el intrén del gen trnl (trnL
intrén) y el espacio intergénico entre los genes trnL y trnF (trnL-trnF IGS) utilizando

los pares de cebadores a — b, c —d y e — £, disefiados por Taberlet et al. (1991) (Tabla

3.2).
trnT ﬁ't trnF
et trnT —trnL IGS ~
AN
- )
- intrén
~ 750 pb
> <> < > <
a b ¢ ~570-620pb ¢ e f

Fig. 3.2:regiones de cpDNA amplificadas con los cebadorekatberlet et al. (199

Otra region del DNA cloroplastico con la que se trabajo fue el gen matK, que

codifica para la proteina maturasa. Esta tiene una longitud aproximada de 1500 pb y
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se encuentra localizada dentro del intrén del gen trnK (gen que codifica para el tRNA
de la lisina) (Fig. 3.3). El gen matK fue elegido porque presenta una alta tasa
evolutiva, tres veces la del gen rbcL, gen que codifica por la subunidad grande de la
proteina RUBISCO (Johnson & Soltis 1994), y porque se ha comprobado su utilidad
para realizar filogenias a nivel interespecifico (Sang et al. 1997b; Fukuda et al. 2001;
Cronn et al. 2002). Esta es la region codificante mas variable de todo el DNA
cloroplastico (Neuhaus & Link 1987; Olmstead & Palmer 1994). Para su amplificacion
se utilizaron los cebadores trnK-710F y trnK-2R (Koch et al. 2001) (Tabla 3.2).

trnK trnK
) (3)
| | matK | |
exon 1 exén 2

Fig. 3.3: gemmatK dentro del intron del getnnK.

Estas dos regiones cloroplasticas han sido utilizadas para realizar el 77% de
los estudios de sistematica vegetal realizados entre los afios 1995 y 2002 (Shaw et al.
2005). Han dado resultados satisfactorios resolviendo filogenias a bajos niveles
taxonémicos en algunos grupos (Bellstedt et al. 2001; Ge et al. 2002), aunque también
han resultado ser poco resolutivas en otros grupos, sobretodo a la hora de resolver
clados formados por especies estrechamente relacionadas (Bell & Patterson 2000;
Cuénoud et al. 2000; Hardig et al. 2000; Goldblatt et al. 2002; Klak et al. 2003;
Muellner et al. 2003; Samuel et al. 2003). Por ello, muchos autores recomiendan que,
para obtener una mejor resolucion filogenética, los datos de estos populares
fragmentos deben ser combinados con otros datos cloroplasticos o de otros genomas
(Sang et al. 1997b; Wang et al. 1999; Hardig et al. 2000; Kusumi et al. 2000; Azuma et
al. 2001; Bortiri et al. 2001; Soltis et al. 2001; Bayer et al. 2002; Cronn et al. 2002;
Hartmann et al. 2002; Mast & Givnish 2002; Nyffeler 2002; Schonenberger & Conti
2003; Yamane et al. 2003), ya que la adicién de nuevos datos es requerida
habitualmente para generar hipdtesis filogenéticas con una aceptable resolucion. Por

ello, para analizar la filogenia del género Androcymbium, se decidio estudiar otras
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nuevas regiones no codificantes de DNA cloroplastico. Una de estas regiones no
codificante fue el espacio intergénico entre los genes trnH y psbA (trnH-psbA IGS) . El
gen trnH codifica para el tRNA de la histidina, mientras que el gen psbA lo hace para
el polipéptido D1 del centro de reaccion del fotosistema II. Esta region fue elegida
porque que se ha comprobado que puede ser facilmente amplificada y secuenciada
en todos los linajes de plantas (Shaw et al. 2005). Debido a su longitud (= 500 bp) sélo
es necesario utilizar un cebador para secuenciarla y se ha demostrado que es mas
variable que el gen matK y la region trnL-trnF IGS (Sang et al. 1997).Ademas, ha sido
recientemente propuesta para identificar a las angiospermas dentro del proyecto
DNA barcodes (Kress et al. 2005). Para su amplificacion se usaron los cebadores trnH
(Tate & Simpson 2003) y psbA (Sang et al. 1997). El trnH-psbA IGS ha sido utilizado
para estudiar géneros y especies estrechamente relacionados (Azuma et al. 1999;
Chandler et al. 2001; Mast & Givnish 2002; Fukuda et al. 2003; Miller et al. 2003; Tate
& Simpson 2003) e incluso para estudios intraespecificos (Holdregger & Abbott
2003). Un estudio realizado recientemente por Shaw et al. (2005), donde se comparan
los niveles de variaciéon de 21 zonas no codificantes de DNA cloropléstico en
diferentes grupos de angiospermas y gimnospermas, indica que en
monocotiledoneas la zona con mas PICs (potentially informative characters:
(NS+ID+1V), donde NS = n® de substituciones nucleotidicas, ID = n® de indels, IV = n®
de inversiones) es precisamente esta (frnH-psbA IGS). Los extremos de esta region
son bastante conservados, lo cual implica la posibilidad de disefiar cebadores
universales, mientras que la porcion media de la secuencia es propensa a contener

pequenas inserciones o delecciones (indels) (Aldrich et al. 1988; Shaw et al. 2005).
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Fig. 3.4: molécula de DNA cloroplastico. En rojgianes seleccionadas para realizar la filogenia.
LSC: large single copy regigr6SC:small single copy regignR: inverted repeat region.

Las tres regiones anteriormente citadas se encuentran muy cercanas dentro
de la molécula de DNA cloroplastico (Fig. 3.4). Con el objetivo de innovar y
experimentar con otras zonas no codificantes del DNA cloroplastico y encontrar
nuevas zonas con mayor numero de PICs, se eligieron otros dos fragmentos nunca
antes utilizados en estudios filogenéticos. Se intentd que estos se localizaran en
diferentes zonas dentro del DNA cloroplastico respecto a los fragmentos
anteriormente seleccionados con tal de tener muestreo mas amplio dentro de la
molécula de DNA. Estos dos novedosos fragmentos fueron el espacio intergénico
entre los genes psaC y ndhE (psaC-ndhE IGS), y el espacio intergénico entre los genes
trnY y trnD (trnY-trnD 1GS). El gen psaC codifica para la subunidad VII del
fotosistema I y el gen ndhE codifica para la subunidad 4L de la NADH
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deshidrogenasa. El gen trnY codifica para el tRNA de la tirosina y el gen trnD
codifica para el tRNA del acido aspartico. El disefio de los cebadores para amplificar
estos fragmentos no codificantes se hizo a partir de las secuencias del DNA
cloroplastico depositadas en el GenBank de Triticum astivum (NC_002762), Oryza
sativa (NC_001320), Zea mays (NC_001666) y Lotus japonicus (NC_002694), eligiendo
zonas de los genes que no fueran variables entre estas especies para poder disefar
cebadores universales. Los cebadores disefiados fueron psaC_F y ndhE_R para
amplificar el psaC-ndhE IGS, y trnY_F y trnD_R para amplificar el trnY-trnD IGS
(Tabla 3.2).

3.2.3.2 GENES MITOCONDRIALES

Los genes mitocondriales son raramente usados para estudios filogenéticos
en plantas porque, a diferencia de en los animales, muestran una baja tasa de
substitucion nucleotidica y frecuentemente presentan modificaciones estructurales
(Palmer 1992; Palmer et al. 2000). No obstante, hay algunos casos donde los genes
mitocondriales han sido ttiles para resolver filogenias a bajo nivel taxonomico
(Tomaru et al. 1998; Sanjur et al. 2002; Bakker et al. 2000, 2004; Renner & Zhang
2004).

En base al trabajo de Duminil et al. (2002) se eligieron tres regiones del DNA
mitocondrial para realizar esta filogenia. Estas regiones fueron el gen ccmF2, que
codifica para la proteina relacionada con la biogénesis de la proteina ccmF del
citocromo B, el gen cox3, que codifica para la subunidad 3 de la citocromo oxidasa, y
el intron 2 del gen nadl, gen que codifica para la subunidad 1 de la NAD(P)H
deshidrogenasa. Este ultimo gen ha demostrado ser util para realizar filogenias a
bajo nivel taxondmico (Freudenstein & Chase 2001; Bakker et al. 2004; Renner &
Zhang 2004). Se eligieron estas zonas porque tenian un tamano razonable para ser
secuenciadas, entre 500 y 1000 pb en Arabidopsis thaliana (Y08501), y porque
presentaban una eficiencia de amplificacion del 100% en las 28 especies de
angiospermas estudiadas en el trabajo de Duminil et al. (2002). Los cebadores
utilizados fueron ccb203_F y ccb203_R para amplificar el gen ccmF2, cox3_F y cox3_R
para amplificar el gen cox3, y nad1/2 y nad1/3 para amplificar el intrén 2 del gen nadl
(Tabla 3.2).
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3.2.3.3 GENES NUCLEARES

Tanto los genes cloroplasticos como los mitocondriales tienen herencia
monoparental y, en angiospermas, generalmente es materna (Gillham 1994,
Mogensen 1996). Cuando se hace una filogenia utilizando genes de estos genomas
con herencia monoparental, se hace la filogenia de una linea genética, materna o
paterna segun el caso, obviandose de esta forma una posible evolucion reticulada del
linaje o posibles episodios de hibridizacion. Utilizando genes nucleares, que tienen
herencia biparental, se puede descubrir esta posible evolucion reticulada, episodios
de hibridizacion y, a su vez, comprobar también si la evoluciéon de los genomas
haploides dentro del linaje es congruente! con la evolucién del genoma nuclear.

Las primeras filogenias utilizando genes nucleares se empezaron a realizar a
mediados de los 90 con marcadores como el gen que codifica para la alcohol
deshidrogenasa (Adh) (Miysashita et al. 1996; Morton et al. 1996; Sang et al. 1997;
Clegg et al. 1997), el gen de la fosfoglucosa isomerasa citosdlica (PgiC) (Gottlieb &
Ford 1996), el intrén del gen que codifica para la histona H3 (Doyle et al. 1996), y la
subunidad pequena de la RUBISCO (rbcS) y la chalcona sintasa (Chs) (Clegg et al.
1997) entre otros.

Siguiendo las directrices de Sang (2002), para analizar la filogenia del género
Androcymbium (Colchicaceae) se eligieron diferentes regiones no codificantes
(intrones) de genes de copia unica o de baja copia. Una de las ocho zonas
inicialmente elegidas fue el intrén 23 del gen que codifica para la subunidad 2 de la
RNA polimerasa (RNApol2_i23). Este intron ha demostrado ser util resolviendo
filogenias a bajo nivel taxonémico en estudios realizados con monocotiledéneas
(Lewis, com. pers.). Para amplificarlo se usaron los cebadores RPB2-P10F y RPB2-
MI1Rr (Tabla 3.2). La segunda region elegida fue el fragmento cromosémico entre el
exon 10 y el exdén 15 del gen nuclear de copia tinica DMC1 (disrupted meiotic cDNA1),
que codifica para una proteina implicada en la meiosis. Esta regién ha demostrado

ser util para resolver filogenias entre especies de la tribu Triticeae (Poaceae) (Petersen

! Congruencia filogenéticas el nivel de concordancia existente entre estimas de una filogenia
basada en diferentes conjuntos de ddfasste congruencia filogenética si los diferentesjentos de
datos producen topologias similares del arbol éilgdico, indicando pues que reflejan una misma
historia evolutiva (Page & Holmes 1998).
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& Seberg 2002, 2003, 2004). Los cebadores utilizados fueron TDMClelO y
TDMC1el5R.

Otro gen de copia unica utilizado fue el gen waxy, que codifica para la
proteina GBSSI (granule-bound starch synthase). En monocotiledoneas se ha trabajado
con la zona entre los exones 8 y 13 de gen (Mason-Gamer et al. 1998), y se han
obtenido buenos resultados en estudios filogenéticos con especies de la familia
Poaceae (Ingram & Doyle 2003). En otros estudios filogenéticos con especies de la
familia Rosaceae, se pudo observar que este gen estaba duplicado (Evans et al. 2000;
Evans & Campbell 2002). Los cebadores utilizados fueron F-for y M-bac.

El gen que codifica para la malato sintasa se ha observado que puede ser muy
atil para hacer estudios filogenéticos a bajo nivel taxondmico debido a la variabilidad
de sus intrones (Lewis & Doyle 2001, 2002). En nuestro caso se trabajo con la region
entre el exdn 1 y el exén 3 de este gen utilizando los cebadores ms400f y ms943r.

Otro gen de copia tnica muy utilizado para realizar filogenias en plantas y
utilizado para hacer nuestro estudio fue el gen ncpGS (chloroplast-expressed glutamine
sythetase) (Emshwiller & Doyle 1999; Perret et al. 2003). La zona escogida esta
comprendida entre los exones 7 y 11, y se utilizaron los cebadores GScp687f y
GScp994r.

Otros genes de copia unica utilizados en este trabajo fueron el gen LEAFY 'y el
gen que codifica para la nitrato reductasa. Estos genes, aunque no son ampliamente
utilizados, han demostrado ser ttiles para resolver filogenias a nivel de género
(Howarth & Baum 2002; Oh & DPotter 2003). Del gen LEAFY, que regula el
establecimiento y la identidad del meristemo floral, y la época de floracion en
Arabidopsis (Blazquez et al. 1997), se estudio el intrén 2 y su amplificacion se realizd
utilizando los cebadores LFY1 y LFY2. Del gen nitrato reductasa se analizo el intrén 2

utilizando los cebadores NIA_i3f y NIA_i3r para su amplificacion
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Tabla 3.2: secuencias de los cebadores utilizagi@sgmplificar las diferentes regiones genémicassém estudio.

Region Cebador Secuencia (5'-3") Referencia

cpDNA

trnT-trnL IGS trnLa CATTACAAATGCGATGCTCT Taberlet et al. 1991
trnLb TCTACCGATTTCGCCATATC Taberlet et al. 1991

trnL intrén trnLc CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet et al. 1991
trnLd GGGGATAGAGGGACTTGAAC Taberlet et al. 1991

trnLirnF IGS trnLe GGTTCAAGTCCCTCTATCCC Taberlet et al. 1991
trnLf ATTTGAACTGGTGACACGAG Taberlet et al. 1991

trnY4rnD IGS trn Yf TCTACGCTGGTTCAAATCCAG del Hoyo, este estudio
trnDr AACCCGCAGCTTCCGCCTT del Hoyo, este estudio

matK trn K710f CGCACTATGTGTCATTTCAGAACTC Koch et al. 2001
trnK2r CTCCATCCGACTAGTTCCGGG Koch et al. 2001

trnH-psbA IGS trnH CGCGCATGGTGGATTCACAATCC Tate & Simpson 2003
psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al. 1997b

psaCndhE IGS psaCf TGAGTGCATCCTATACATGTAT del Hoyo, este estudio
ndhEr ATTCTTTCTTCCATCCATCGTA del Hoyo, este estudio

nDNA

RNApolimerasa, intron 23 RPB2-P10F CARGARGATATGCCATGGAC Lewis, com. pers.
RPB2-M11Rr CCACGCATCTGATATCCAC Lewis, com. pers.

DMC1, ex6n 10 a 15 TDMC1el0 TGCCAATTGCTGAGAGATTTG Petersen & Seberg 2002
TDMC1el5R AGCCACCTGTTGTAATCTGG Petersen & Seberg 2002

waxy,exén 8 a 13 F-for TGCGAGCTCGACAACATCATGCG Mason-Gamer et al. 1998
M-bac GGCGAGCGGCGCGATCCCTCGCC Mason-Gamer et al. 1998

malato sintasa, exbn 1 a3 ms400f GGAAGATGRTCATCAAYGCNCTYAAYTC Lewis & Doyle 2001
ms943r GTCTTNACRTAGCTGAADATRTARTCCC Lewis & Doyle 2001

ncpGSexon7all GScp687f GATGCTCACTACAAGGCTTG Emshwiller & Doyle 1999
GScp994r AATGTGCTCTTTGTGGCGAAG Emshwiller & Doyle 1999

LEAFY, intrén 2 LFY1 CACCCACGACCITTYATIGTIACIGARCCIGGIGA Howarth & Baum 2002
LFY2 CCTGCCIACRTARTGICKCATYTTIGGYTT Howarth & Baum 2002

nitrato reductasa, intron 2~ NIA_i3f AARTAYTGGTGYTGGTGYTTYTGGTC Oh & Potter 2003
NIA_i3r GAACCARCARTTGTTCATCATDCC Oh & Potter 2003

DFR,ex6nla4 DFR_elF AGCCACCTGTTGTAATCTGG del Hoyo, este estudio
DFR_e4R TGYTSAGGAAAGGCAAAGG del Hoyo, este estudio

mtDNA

ccmR2 cch203_F ASGTTCTACGGACCGATGCC Duminil et al. 2002
cch203 R CACGGGGAGGGAGCRGGCGA Duminil et al. 2002

cox3 cox3_F CCGTAGGAGGTGTGATGT Duminil et al. 2002
cox3_R CTCCCCACCAATAGATAGAG Duminil et al. 2002

nad1l, intrén 2 nadl/2 GCATTACGATCTGCAGCTCA Demesure et al. 1995
nadl/3 GGAAGCCGATTAGTTTCTGC Demesure et al. 1995

Finalmente, y a partir de las secuencias de DNA depositadas en el GenBank,
se buscé un octavo gen nuclear de copia tnica con el fin de encontrar un buen
marcador y comprobar su utilidad para hacer estudios filogenéticos en plantas.
Siguiendo los consejos de Sang (2002) para determinar genes nucleares tutiles para
estudios filogenéticos en plantas, se eligid el gen DFR, que codifica por la proteina
dihidroflavonol reductasa. Esta proteina forma parte de la ruta de sintesis de los

taninos y antocianos (Fig. 3.5), pigmentos localizados en las vacuolas de las plantas.
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El disefio de los cebadores se hizo a partir de las regiones conservadas de las
secuencias de DFR depositadas en el GenBank de Triticum aestivum (AY208998),
Allium cepa (AY221250), Thinopyrum ponticum (AY208997) y Oryza sativa (AB003495),
todas ellas monocotileddneas. Se eligié la zona entre los exones 1 y 4 debido a que las
secuencias de estos exones eran lo bastante conservadas como para disefar
cebadores universales siguiendo las directrices de Sang (2002). Los cebadores fueron

DFR_elF y DFR_e4R.

MALONIL-CoA
LIGNINA = + > ESTILBENES
CUMAROIL-CoA

'

AURONAS < CHALCONAS™ DIHIDROCHALCONAS

'

FLAVONAS < FLAVONONAS™ |SOFLAVONAS

v

FLAVONOLES < 3-OH-FLAVONONAS

V (OFR)

TANINOS <+ FLAVAN-3,4-DIOLES

'

ANTOCIANIDINOS

'

ANTOCIANOS

Fig. 3.5: ruta biosintética de taninos y antociathmsde interviene la enzima
DFR.

3.2.4 Condiciones de amplificacion

3.2.4.1 GENES CLOROPLASTICOS

Para un volumen de amplificacion de 50 pl se trabajé a 1x PCR buffer
(Bioline), 4 mM de MgCl: (Bioline), 0,1 mM de cada dNTP (Bioline), 0,44M de cada
cebador (Eurogentec), 1U de Tag-polimerasa Biotaq (Bioline) y 250 ng de DNA. Para

realizar la amplificacion de las regiones no codificantes del cpDNA seleccionadas, se
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empezd con un paso de activacion de la Tag-polimerasa de 3" a 92°C, seguido por 30
ciclos de 30” a 92°C para desnaturalizar el DNA, de 20” a 30” para la hibridacion de
los cebadores y 30” a 72°C para la elongacion, acabando con un paso de 1" a 72°C. Las
condiciones de hibridacion varian en funcion de la region que estemos amplificando.
Las condiciones 6ptimas de amplificacion fueron de 20” a 57°C para el trnT-trnL IGS,
30” a 58°C para el truL intron, 20”a 64°C para el trnL-trnF 1IGS, 30” a 62°C para el
trnH-psbA 1GS y 20” a 63°C para el trnY-trnD IGS.

3.2.4.2 GENES MITOCONDRIALES

Para amplificar el intréon 2 del gen nadl y el gen cox3 se trabajo con un
volumen de amplificaciéon de 50 pl a 1x PCR buffer (Bioline), 2 mM de MgCl
(Bioline), 0,15 mM de cada dNTP (Bioline), 0,44M de cada cebador (Invitrogen), 1 U
de Tag-polimerasa Biotaq (Bioline) y 25 ng de DNA. Para amplificar el gen ccmF2 se
trabajo a 1,5 mM de MgCl.. Para realizar la amplificacion del intron 2 del gen nadl y
del gen cox3, se empezd con un paso de activacidon de la Tag-polimerasa de 3" a 94°C,
seguidas por 30 ciclos de 45” a 94°C para desnaturalizar el DNA, 45” a 59°C para el
anillamiento de los cebadores y 1" a 72°C para la elongacion, acabando con un paso
de 2 a 72°C. Para amplificar el gen ccmF2 las condiciones de desnaturalizacion,
anillamiento y elongacion para los 30 ciclos fueron de 30” a 94°C, 30” a 60°C y 30” a
72°C.

3.2.4.3 GENES NUCLEARES

De las 8 zonas elegidas inicialmente como marcadores para realizar la
tilogenia del genero Androcymbium (Colchicaceae), finalmente sdlo se pudo optimizar
las condiciones de amplificacidon para cuatro de ellas, correspondientes a los genes
RNApol2, waxy, malato sintasa, y DFR.

Para amplificar el intrén 23 del gen RNApol2 se trabajé con un volumen de
amplificacion de 50 pl a 1x PCR buffer (Bioline), 4 mM de MgCl: (Bioline), 0,2 mM de
cada dANTP (Bioline), 0,3 pM de cada cebador (Eurogentec), 1 U de Tag-polimerasa
Biotaq (Bioline) y 125 ng de DNA. Las condiciones de amplificaciéon fueron de 3’ a
94°C para activar la Tag-polimerasa, seguidas por 30 ciclos de 30”a 94°C para la
desnaturalizacion del DNA, 20” a 62°C para la hibridacion de los cebadores y 20”

para la elongacion, acabando con un paso de 3" a 72°C.
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Para amplificar la zona del gen waxy entre los exones 8 y 13, se trabajé con un
volumen de amplificaciéon de 50 pl a 1x PCR buffer (Bioline), 4 mM de MgCl
(Bioline), 0,1mM de cada dNTP (Bioline), 0,4 pM de cada cebador (Eurogentec), 1 U
de Tag-polimerasa Biotaq (Bioline) y 100 ng de DNA. Las condiciones de hibridacion
fueron de 3’ a 94°C para activar la Tag-polimerasa, seguidas por 35 ciclos de 30” a
94°C para la desnaturalizacion del DNA, 40” a 59°C para el anillamiento de los
cebadores y 1" a 72°C para la elongacion, acabando con un paso de 7" a 72°C.

Para amplificar la zona del gen malato sintasa entre los exones 1y 3, se trabajo
con un volumen de amplificacion de 50 pl a 1x PCR buffer (Bioline), 4 mM de MgClz
(Bioline), 0,25 mM de cada ANTP (Bioline), 0,6 pM de cada cebador (Eurogentec), 1 U
de Tag-polimerasa Biotaq (Biotaq) y 50 ng de DNA. Las condiciones de amplificacion
fueron de 4’ a 94°C para activar la Tag-polimerasa, seguidas por 35 ciclos de 1" a 94°C
para la desnaturalizacion del DNA, 1" a 55°C para la hibridacién de los cebadores y 2’
a 72°C para la elongacion, acabando con un paso de 7" a 72°C.

Para amplificar la zona del gen DFR entre los exones 1y 4, se trabajé con un
volumen de amplificacion de 50 pl a Ix PCR buffer (Bioline), 4 mM de MgCl
(Bioline), 0,1 mM de cada dNTP (Bioline), 0,4 UM de cada cebador (Eurogentec), 1U
de Tag-polimerasa Biotaq (Bioline) y 125 ng de DNA. Las condiciones de
amplificacién fueron de 3" a 94°C para activar la Tag-polimerasa, seguidas por 30
ciclos de 30” a 94°C para la desnaturalizacion del DNA, 30” a 55°C para la
hibridacion de los cebadores y 1" a 72°C para la elongacién, acabando con un paso de
2" a72°C.

3.2.4.4 COMPROBACION Y PURIFICACION DE LAS AMPLIFICACIONES

La comprobacion de las diferentes amplificaciones se hizo mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% y reveladas con bromuro de etidio. Para saber
el peso molecular de la banda amplificada se utilizaron los marcadores moleculares
A EcoRI — Hindlll (DNA molecular weight marker III — Roche) y 250 bp (DNA
molecular weight marker XIV — Roche). Las amplificaciones de los diferentes
individuos que resultaron ser positivas fueron purificadas en columnas GFX™ PCR
DNA (Amersham Biosciences) siguiendo las instrucciones del proveedor. La

purificacion consiste en eliminar los cebadores y el exceso de nucledtidos trifosfato
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(dNTP’s) de las muestras previo a su secuenciacion. Esta limpieza fue igualmente

comprobada mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2%.

3.2.5 Secuenciacion de DNA

La reaccion de secuenciacion, adaptada a la técnica de fluorocromos del
secuenciador automatico ABIPRISM 310 (Applied Biosystems), se fundamenta en el
método de los didesoxinucledtidos como terminadores de la reaccion propuesto por
Sanger et al. (1977). Para cada reaccién de secuenciacidon de los genes cloroplasticos,
se utilizaron 50 ng del producto de PCR purificado, 3,2 pmol de cebador (forward o
reverse) y 4 Yl de dRhodamine Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems),
para un volumen final de 10 pl. Para cada reacciéon de secuenciaciéon de los genes
mitocondriales y nucleares se utilizaron 50 ng del producto de PCR purificado, 3,2
pmol de cebador (forward o reverse), 5X BigDye sequencing buffer (Applied
Biosystems) y 2 pl de BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems) para un volumen final de 10 pl.

La reaccion de secuenciacion consiste en un ciclo de 3’ a 92°C seguido por 25
ciclos de 30” a 94°C, 30” a 50°C y 4’ a 60°C. Los productos de la reaccion de
secuenciacion fueron precipitados siguiendo el protocolo del etanol/EDTA/acetato de
sodio segun las instrucciones del proveedor (Applied Biosystems). Este precipitado
fue resuspendido con TSR (Applied Biosystems) previo a la lectura de la muestras
mediante una electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABIPRISM 310
del Area de Genética de la Universitat de Girona. Todas las secuencias obtenidas
fueron comprobadas y editadas a mano con el programa SeqEdit v1.0.3 (Applied
Biosystems).

Dado que el genoma nuclear de las especies analizadas en este estudio es
diploide, es habitual que aparezcan individuos heterocigotos en los cuales, debido a
corrimientos en la pauta de lectura de las secuencias causadas por inserciones o
delecciones (indels), el material secuenciado no puede ser leido. Por ello, para poder
analizar estas muestras es necesario clonarlas en pladsmidos para obtener los dos
alelos por separado. A partir del DNA gendmico se realizé una PCR utilizando

cebadores especificos del gen a clonar y el producto final purificado se cloné en un
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vector pGEM-T (Promega). La reaccion de ligacion y transformacion se realizd
siguiendo las instrucciones del proveedor (Promega). Para realizar la reaccion de
ligacién de nuestra muestra con el vector, se trabajo a un volumen final de 10pl,
anadiendo tampodn de ligacion 10x (Promega), 50 ng de vector pGEM-T (Promega), 1
ul de ligasa T4 DNA (Promega) y 20 ng de DNA (producto de la PCR purificado). La
ligacion se incubd a 4°C durante 16 h y se transformo en la cepa XL1_blue de E. coli
mediante choque térmico. Las bacterias fueron sembradas en medio selectivo
conteniendo LB y un antibidtico (ampicilina) para seleccionar el crecimiento de
colonias que habian incorporado el plasmido, ya que el plasmido insertado en las
bacterias posee un gen de resistencia a la ampicilina. Posteriormente, se realizd un
rastreo de las colonias crecidas en la placa mediante PCR (utilizando dos cebadores
del vector flanqueantes del inserto; SP6 y T7), para ver cudles de las colonias
resistentes habian incorporado el plasmido con nuestro gen insertado. Con las
colonias positivas se realizo una extraccion de plasmido conteniendo nuestro inserto
mediante el kit High Pure Plasmid Isolation kit (Roche) siguiendo las instrucciones del
proveedor. La reaccion de secuenciacidon se realizd en un equipo ABI PRISM 310
utilizando dideoxinucledtidos fluorescentes y uno de los cebadores utilizados en la
PCR. Ambas cadenas de DNA fueron secuenciadas. Se utilizaron 5 pL de DNA

purificado a 100 ng/uL y 3,2 pmol de primer.

3.2.6 Caracterizacion de las secuencias

Las secuencias fueron interpretadas y editadas con el programa SeqEdit
v.1.0.3 (Applied Biosystems), alineadas con el programa ClustalW v.1.4 (Thompson
et al. 1994) y comprobadas visualmente con Bioedit v.5.0.9 (Hall 1999).

3.2.6.1 CODIFICACION DE LOS INDELS

Debido a la presencia de inserciones y delecciones (indels) en las secuencias
fue necesario insertar espacios para poder alinearlas. Estos indels no suceden de
forma aleatoria en las diferentes zonas dentro del genoma, sino que parecen estar
asociados a motivos especificos de la secuencia de DNA (Kelchner 2000). Estos
motivos pueden ser: (i) regiones con repeticiones de mononucledtidos y

microsatélites (Levinson & Gutman 1987); (ii) regiones donde se generen bucles
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(loops) en la estructura secundaria (Kelchner 2000); (iii) regiones con horquillas
(hairpins) en la estructura secundaria (Kelchner & Wendell 1996); (iv) regiones donde
se favorezca la recombinacion intramolecular (Kelchner 2000).

Los indels menores de 3 pares de bases (pb) fueron eliminados, ya que en
analisis previos de regiones no codificantes de DNA se ha visto que la distribucién
de estas inserciones o delecciones es recurrente entre los diferentes linajes
(homoplasia) (van Ham et al. 1994; Bayer & Starr 1998). Los indels mas grandes de 2
pb no son propensos a paralelismos y pueden ser una fuente importante de
informacion filogenética, sobretodo en estudios a nivel interespecifico (Kelchner
2000; Hamilton et al. 2003; Ingvarsson et al. 2003). Todos estos indels >2 pb fueron
codificados como caracteres binarios (Simmons & Ochoterena 2000) utilizando el
programa GapCoder (Young & Healy 2003). Al no eliminar los indels de las
secuencias, como se hace en muchos estudios filogenéticos, y codificarlos como
caracteres binarios, estos pueden ser utilizados como caracteres filogenéticamente
informativos en el momento de hacer los diferentes andlisis filogenéticos (Bapteste &
Philippe 2002; Bhattramakki et al. 2002; Kawakita et al. 2003).

3.2.6.2 ANALISIS CUANTITATIVO DE LAS SECUENCIAS

Previo a la secuenciacion de todas las especies con las que se cuenta, se
secuenciaron entre 2 y 4 taxa para todas las regiones gendémicas con tal de comprobar
el nivel de variacion existente en cada una de ellas. Para su eleccion se tuvo en cuenta
su tamafio, el nimero de sitios variables, el nimero de indels, el valor PIC's
(potentially informative characters: (NS+ID+IV), donde NS = n® de substituciones
nucleotidicas, ID = n® de indels, IV = n® de inversiones), y la proporcion de eventos
mutacionales calculado a partir de una version modificada de la formula de
O'Donnell (1992) y Gielly & Taberlet (1994) [(n® PIC’s/L) x 100], donde L es la

longitud del fragmento alineado.

3.2.7 Analisis filogenéticos
3.2.7.1 FILOGENIA MEDIANTE MAXIMA PARSIMONIA
Los andlisis de maxima parsimonia se basan en la resolucién topoldgica de un

arbol filogenético con el menor nimero de pasos evolutivos posibles. Los datos de
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las secuencias de las diferentes regiones secuenciadas fueron analizados de forma
conjunta y por separado para cada genoma estudiado.

Estos andlisis se realizaron con la estrategia de btisqueda heuristica (heuristic
search), sugerida cuando el niimero de secuencias a analizar es superior a 20 (Nei &
Kumar 2000). Se utilizé el algoritmo de adicidn paso a paso (Stepwise addition) para
realizar la reconstruccion y obtener un arbol inicial con la adicion de taxa de forma
aleatoria (random addition sequence). Este algoritmo crea un arbol inicial con tres taxa a
partir de tres secuencias elegidas al azar. Seguidamente se afiade otra secuencia
creandose tres posibles drboles con cuatro secuencias. El arbol que presenta una
longitud menor es elegido para la siguiente adicion. De esta manera se van
anadiendo el resto de secuencias una a una de forma aleatoria, se calcula la longitud
del arbol resultante y se va eligiendo siempre para el paso siguiente el de menor
longitud. Al final se obtiene un arbol de maxima parsimonia provisional, ya que el
método de Stepwise addition raramente crea un arbol con una topologia global éptima
y podrian existir otras soluciones con el mismo o inferior nimero de pasos. Por ello
se necesitan otros métodos para perfeccionar la solucion final y obtener el arbol mas
parsimonioso. Uno de estos métodos es el de permutacion de ramas (branch-
swapping). Con este método se corta el arbol inicial en una o mas piezas generando
sub-arboles con aproximadamente el mismo ntimero de secuencias. Estos sub-arboles
son posteriormente reconectados por diferentes ramas en busqueda de arboles con la
misma o inferior longitud. Existen tres algoritmos de branch-swapping, de los cuales
elegimos el TBR (Tree Bisection-Reconnection) (Swofford & Begle 1993), ya que es el
que permite analizar mayor nimero de arboles reconectados (Nei & Kumar 2000).
Este algoritmo divide el arbol inicial en dos sub-arboles que se reconectan
posteriormente por cualquier combinacion entre dos ramas, una de cada sub-arbol.
Todos los nuevos arboles asi generados con longitudes iguales o inferiores a la
solucién inicial se consideran como una soluciéon de maxima parsimonia. Ademas,
mediante la adiciéon al azar de 100 secuencias o Random-addition sequence, se
identificaron multiples islas de darboles igualmente parsimoniosos. Cada isla
representa todos los arboles que pueden ser obtenidos a partir de cada una de las

reorganizaciones, empezando por cualquier arbol de la isla, manteniendo y
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reorganizando todos los arboles 6ptimos que son descubiertos. Si existen dos arboles
optimos de manera tal que es imposible lograr un solo arbol a partir de un algoritmo
de reorganizacion, estos arboles se encuentran en diferentes islas. Es importante
detectar cuando existen multiples islas porque arboles de diferentes islas tienden a
ser topoldgicamente diferentes, aunque presenten la misma longitud.

Para comprobar la robustez de cada nodo obtenido en el arbol filogenético se
hizo un andlisis de bootstrap (BS = bootstrap) (Felsenstein 1985). El andlisis de
bootstrap consiste en un remuestreo aleatorio y con reemplazamiento de los datos de
la matriz original. De esta manera, a partir de la matriz inicial de n taxa con una
longitud de m nucledtidos, se cogen aleatoriamente y con reemplazamiento,
columnas de un nucledtido para los n taxa hasta formar una nueva matriz n x m de
igual longitud que la inicial. A partir de la nueva matriz, se buscan todos las
soluciones posibles igualmente parsimoniosas y se crea un arbol consenso de cada
analisis. Este proceso se va repitiendo tantas veces como analisis bootstrap se quieran
hacer. Con todos los arboles creados en cada uno de los andlisis bootstrap, se
construye un arbol consenso (bootstrap strict consensus tree). Para cada nodo del arbol
generado, se indica su robustez mediante el porcentaje de arboles analizados en que
aparece esa misma agrupacion de las secuencias en los arboles utilizados para el
consenso final.

Se realizaron 1000 andlisis bootstrap, limitando a 5000 el namero arboles en
cada analisis para acortar el tiempo de calculo, con el programa PAUP* v.4.0b10
(Swofford 2003). Del arbol obtenido se calculd su longitud asi como el indice de
consistencia (CI) y el indice de retencion (RI) para estimar los niveles de homoplasia
en los caracteres.

3.2.7.2 FILOGENIA MEDIANTE INFERENCIA BAYESIANA

La inferencia Bayesiana fue usada en los inicios de la taxonomia numérica
(Edwards 1970), aunque la completa aplicacion de esta metodologia a estudios
filogenéticos fue descrita por Li (1996), Rannala & Yang (1996) y Mau y
colaboradores (Mau 1996; Mau & Newton 1997; Mau et al. 1999).

La inferencia bayesiana, al igual que la maxima verosimilitud, es un método

basado en probabilidades condicionales. Estos dos métodos se diferencian en que los
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métodos filogenéticos de maxima verosimilitud estan basados en la probabilidad de
los datos, las secuencias de DNA alineadas en nuestro caso, en funcién de la
topologia del arbol filogenético, la longitud de sus ramas y los parametros evolutivos
del modelo de substitucion nucleotidica elegido a priori, mientras que la inferencia
Bayesiana se basa en la probabilidad a posteriori del arbol filogenético y los
parametros del modelo evolutivo en funcion de los datos. Para realizar una filogenia
con métodos basados en inferencia Bayesiana, no es necesario estimar previamente
los parametros del modelo evolutivo de substitucion nucleotidica, aunque si que es
necesario definir a priori el modelo a utilizar. La elecciéon del modelo evolutivo de
substitucién nucleotidica se realizd con el Likelihood ratio test (LRT) utilizando el
programa Modeltest (Posada & Crandall 1998). A partir de un arbol filogenético
obtenido previamente, ya sea utilizando métodos de madaxima parsimonia o de
distancias, el programa busca los parametros de cada uno de los modelos evolutivos
de forma que se maximice la funcion de probabilidad. Se empieza siempre utilizando
el modelo mas simple, el que contiene menos parametros, y calcula el valor de la
probabilidad resultante (hipdtesis nula). Posteriormente se buscan los parametros
que maximicen la funcién de probabilidad de otro modelo evolutivo mas complejo,
con algin parametro mas, y calcula el valor de la probabilidad (hipdtesis alternativa).
El LRT compara las dos probabilidades obtenidas y comprueba si son
significativamente diferentes mediante una prueba de x2. Cuando el valor de LRT es
significativo, la conclusion es que la inclusién de pardmetros adicionales en el
modelo alternativo incrementa la probabilidad de los datos (las secuencias de DNA
en nuestro caso). Consecuentemente, el uso del modelo mas complejo es favorecido.
Se van comparando modelos evolutivos mas simples con modelos evolutivos que
contiene mas parametros, mas complejos, hasta que el valor del LRT es no
significativo. El modelo con menos parametros que da un valor de LRT no
significativo es el elegido. El programa nos proporciona el modelo de substitucion
nucleotidica que mas maximiza los valores de probabilidad de nuestro datos, asi
como los valores de todos los parametros del modelo seleccionado.

Dado que con inferencia Bayesiana resulta practicamente imposible alcanzar

una unica solucion final, para evaluar la probabilidad a posteriori de la filogenia que
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mejor se ajusta a los datos, se hacen aproximaciones utilizando simulaciones
mediante el método de Markov chain Monte Carlo (MCMC) (Hastings 1970). Mediante
el algoritmo de Metropolis-Hastings-Green (MHG) (Metropolis et al. 1953; Hastings
1970; Green 1995), se construye una cadena de Markov que estima conjuntamente la
probabilidad a posteriori de los parametros del modelo evolutivo y del arbol
filogenético en funcion de los datos. A continuacién se estima una nueva topologia
de arbol y diferentes parametros evolutivos de la que también se estima su
probabilidad en funcion de los datos. Se comparan las probabilidades a posteriori de
ambas simulaciones y se aceptan los parametros y la topologia del arbol con un valor
mas alto de probabilidad. Este proceso es repetido miles de veces hasta que los
valores de la probabilidad a posteriori se estabilizan. Los arboles obtenidos
previamente a la estabilizacién son eliminados del andlisis (burn in). Los arboles
generados a partir de este punto son muestreados y almacenados a intervalos
regulares (thin). Utilizando todos estos tltimos arboles muestreados se genera un
arbol consenso. En los nodos de cada arbol, aparece un valor que indica el porcentaje
de arboles donde aparecen agrupados los diferentes taxa. Este valor es la
probabilidad a posteriori del nodo (PP) y viene a ser un término equivalente al valor
de confianza de bootstrap (Felsenstein 1985).

Para este estudio, hemos utilizado una variante de MCMC llamada
Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo (MCMCMC) (Geyer 1991). Esta
variante permite analizar en paralelo diferentes cadenas de Markov utilizando el
algoritmo MHG, hecho que facilita el intercambio de pardmetros entre cadenas
durante el andlisis. De esta forma tenemos diferentes cadenas, siendo la cadena
muestreada la que presenta un mayor valor de probabilidad, llamada cadena fria
(cold chain). El resto de cadenas de Markov se denominan cadenas calientes (hot
chain). El hecho que se puedan intercambiar pardmetros entre las diferentes cadenas
durante el andlisis, facilita la posibilidad de que la cadena fria, y por tanto la cadena
muestreada, no sea siempre la misma. Este andlisis permite ampliar el campo de
analisis probabilistico, posibilitando el intercambio de parametros entre los picos de
probabilidad de las diferentes cadenas analizadas y saltando valles probabilisticos

que el algoritmo de MCMC no haria por si solo.
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Finalmente, una caracteristica muy importante de este método, es que
permite integrar en el analisis datos de diferentes fuentes. Asi, podemos incluir en
una misma matriz secuencias obtenidas de diferentes genomas, que se pueden
analizar conjuntamente aunque tengan tasas evolutivas diferentes. También se puede
agrupar en una misma matriz datos morfologicos y de enzimas de restriccion,
aunque para analizarlos conjuntamente hay que definir previamente cada uno de los
conjuntos de datos, de forma que en las simulaciones se les pueda asignar modelos
evolutivos independientes. De esta manera, en nuestro andlisis pudimos incluir
secuencias de diferentes genomas. Ademads, se pudieron incorporar los indels
codificados como caracteres binarios 0/1 (presencia/ausencia).

Asi, nuestros datos fueron analizados mediante dos aproximaciones
diferentes; en la primera, se combinaron todos los datos procedentes de secuencias
de DNA vy los indels codificados como caracteres binarios. Para analizar los datos
procedentes de las secuencias de DNA se utiliz6 el modelo evolutivo de substitucién
nucleotidica sugerido por el LRT (likelihood ratio test) Los indels, codificados como
caracteres binarios, fueron tratados como datos tipo enzimas de restriccidon y solo
teniendo en cuenta su presencia [] ausencia. Para analizar estos indels con inferencia
Bayesiana, el modelo evolutivo sugerido es el F81 (Felsenstein 1981), el cual solo
contempla que la proporcién de 0 y 1 no son iguales (Ronquist et al. 2005). En la
segunda aproximacién cada uno de los diferentes conjuntos de datos de las
secuencias se analizo por separado. El punto de partida es que cada conjunto de
datos presenta tasas evolutivas diferentes y, por tanto, valores de los parametros del
modelo evolutivo diferentes. Nuevamente, para elegir el modelo evolutivo que se
ajusta mejor a cada conjunto de datos se utiliz6 el LTR (Likelihood Ratio Test).

En ambas aproximaciones se analizaron cuatro cadenas de Markov resueltas
a lo largo de 1.500.000 generaciones (ngen=1.500.000), empezando con arboles
aleatorios y muestreando arboles cada 100 generaciones (thin=100) con el programa
MrBayes v.3.1 (Huelsenbeck & Ronquist 2001). De esta manera se obtuvieron 15.000
arboles, aunque se descartaron los 3.000 arboles previos a la estabilizacion de los
parametros del modelo evolutivo (burnin=3.000), el 20% de arboles totales generados,

porcentaje recomendado en Ronquist et al. (2005). Con los 12.000 arboles restantes se
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realizo un arbol consenso con la regla del 50% (50% majority-rule consensus tree),
donde se agrupan todos los taxa que aparecen juntos con una probabilidad a
posteriori (PP) igual o superior al 50% en los arboles analizados.

Ya que la inferencia Bayesiana permite introducir parametros evolutivos a
priori y estos pueden ser calculados utilizando el LRT con Modeltest, se comprobd si
la topologia del arbol filogenético variaba al fijar a priori el valor de estos
parametros. Se realizaron dos tipos de andlisis. El primer andlisis se realizo
analizando todos los datos de las diferentes secuencias de DNA de forma conjunta,
sin particiones entre secuencias, y eligiendo como modelo evolutivo de substitucion
nucleotidica y los valores de sus parametros, aquellos obtenidos con el LRT para los
datos de las diferentes secuencias analizados de forma conjunta. Para el segundo
analisis se tuvo en cuenta que cada conjunto de datos podria ajustarse mejor a un
modelo evolutivo diferente y con valores propios para cada parametro. Se buscé con
el LRT el modelo evolutivo de substitucion nucleotidica que mejor se ajusta para
cada region de DNA secuenciada y se calcularon los valores de sus parametros.
Tanto en el primer como en el segundo andlisis, los indels codificados como
caracteres binarios, fueron tratados como datos tipo enzimas de restriccion y
analizados utilizando el modelo evolutivo F81.

Para estos dos andlisis se realizaron 1.000.000 generaciones (ya que
definiendo a priori los valores de los pardmetros del modelo evolutivo se estabiliza
mas rapido la probabilidad de las cadenas de Markov) con cuatro cadenas de
Markov y muestreando cada 100 generaciones (thin=100), obteniéndose de esta
manera 10.000 arboles. Se eliminaron del andlisis los 20.00 arboles previos a la
estabilizacion de las cadenas de Markov (burnin=2.000), el 20%. Con los 8.000 arboles
restantes se realizd un arbol consenso utilizando la regla del 50% (50% majority-rule
consensus tree).

3.2.7.3 COMBINABILIDAD DE LOS DATOS

En nuestro estudio disponemos de secuencias de DNA de diferentes genomas
para realizar la filogenia del género Androcymbium que podrian tener historias
evolutivas diferentes. Por ello, se debe comprobar si estos fragmentos de los

diferentes genomas analizados explican una misma historia evolutiva, es decir, si son
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congruentes filogenéticamente y por tanto si pueden ser combinados para realizar
una filogenia. Muchos autores consideran que datos de diferentes regiones del DNA
solo se pueden combinar si no son fuertemente incongruentes unos con otros
(Sytsma 1990; Bull et al. 1993; Huelsenbeck et al. 1996; Baum et al. 1998; Johnson &
Soltis 1998; Thornton & DeSalle 2000; Yoder et al. 2001; Barker & Lutzoni 2002;
Buckley et al. 2002). Los autores que siguen el criterio de combinacién condicional
(conditional combination) descrito por Bull et al. (1993), en el cual el andlisis de
diferentes conjuntos de datos es realizado por separado si son incongruentes
evolutivamente y conjuntamente si son congruentes, evaltian la significacion de la
incongruencia utilizando el test ILD (Incongruence Length Difference) (Farris et al.
1995), ya que se considera un buen punto de partida para comparar particiones de
datos (Mason-Gamer & Kellogg 1996). Este test también es comunmente utilizado
como indicador de congruencia topoldgica, de homogeneidad evolutiva y como
criterio a la hora de combinar diferentes conjuntos de datos para realizar una
filogenia (Barker & Lutzoni 2002). El test ILD se encuentra integrado en PAUP* como
partition homogeneity test y esta basado en métodos de maxima parsimonia. El
principio de este test es que, si existe incongruencia filogenética entre los diferentes
conjuntos de datos, la longitud de los arboles sera menor cuando mantengamos los
caracteres en las particiones originales que cuando estén repartidos de forma
aleatoria. El programa inicialmente determina las longitudes de los arboles mas
cortos para cada conjunto de datos por separado y luego produce una suma de sus
longitudes. Posteriormente, los datos de los diferentes conjuntos son combinados y
se hacen particiones al azar en conjuntos de datos de la misma longitud que el
original. La suma de las longitudes de los arboles de los conjuntos de datos
originales es comparada con la de aquellos obtenidos a partir de los conjuntos de
datos repartidos de forma aleatoria. Se parte de la hipotesis nula que los conjuntos de
datos explican la misma historia evolutiva. Existe incongruencia evolutiva, y por
tanto se rechaza la hipdtesis nula, cuando encontramos una probabilidad baja
(p=<0,05) de que la suma de las longitudes de los arboles iniciales esté dentro de la

distribuciéon de longitudes de los arboles generados con los datos repartidos de
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forma aleatoria. De esta manera interpretaremos que la evolucién de cada uno de los
conjuntos de datos es diferente.

En estudios recientes se ha demostrado que el test ILD suele fallar a la hora
de comprobar la combinabilidad de los diferentes conjuntos de datos y la
congruencia filogenética, ya que este test es muy propenso a cometer errores de tipo I
(rechazar la hipotesis nula cuando esta es cierta). Conjuntos de datos que comparten
una misma historia evolutiva pueden exhibir niveles de incongruencia significativa
al realizar el test ILD. El test parece, sin embargo, ser menos susceptible a cometer
errores de tipo II (aceptar la hipdtesis nula cuando esta no es cierta) (Dolphin et al.
2000; Barker & Lutzoni 2002; Darlu & Lecointre 2002). Debido a que no es
conveniente tomar la decisién de combinar o no combinar diferentes conjuntos de
datos basandonos en un solo test (Hipp et al. 2004) y habiéndose demostrado que
este puede fallar, se decidio verificar los resultados mediante métodos. Por ejemplo
Wiens (1998) recomienda analizar los conjuntos de datos por separado y evaluar la
robustez de los clados en cada uno de ellos. Posteriormente se analizan los datos
conjuntamente para obtener otro arbol. Este arbol es la mejor estima de la filogenia,
pero se consideran cuestionables aquellas partes del arbol que han sido conflictivas
cuando se analizaron los datos por separado. Estas partes conflictivas se consideran
inciertas a no ser que la mayoria de conjuntos de datos favorezcan una resolucién del
conflicto sobre la otra.

3.2.74 COMPARACION ENTRE ARBOLES FILOGENETICOS: TEST
SHIMODAIRA-HASEGAWA

Para comparar la topologia de los arboles filogenéticos obtenidos a partir de
los datos de las diferentes regiones secuenciadas y utilizando diferentes
metodologias de andlisis (madxima parsimonia e inferencia Bayesiana) se utilizo el
test de Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira & Hasegawa 1999) con el programa
PAUP* v.4.0b10. Se calcula la probabilidad de cada arbol filogenético obtenido a
partir de cada una de las regiones secuenciadas bajo el modelo evolutivo de
substitucion nucleotidica obtenido mediante el LRT con el programa Modeltest. Se
elige la probabilidad del mejor arbol en funcién de los datos (secuencias de DNA) y

se comprueba si el valor de probabilidad de los otros arboles es significativamente
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diferente o no. La hipdtesis nula es que no hay diferencias significativas entre las
topologias de los arboles, mientras que la alternativa es que hay diferencias
significativas entre las topologias de los arboles analizados. El test nos calcula el
valor de probabilidad de cada arbol en funcion de los datos, teniendo en cuenta el
modelo evolutivo y el valor de sus parametros seleccionados a priori, y nos da un
valor de p para cada topologia comparada, indicandonos cuales son
significativamente diferentes de la que presenta un valor mas alto de probabilidad y

cuales no.

3.2.8 Analisis biogeografico

Se realizaron dos tipos de andlisis biogeograficos: uno utilizando métodos
basados en patrones biogeograficos (pattern-based methods) y otro utilizando métodos
basados en eventos biogeograficos (event-based methods). El método basado en
patrones biogeograficos elegido fue el analisis de ancestralidad de areas descrito por
Bremer (1992) y se utiliza para asignar la posible area de origen de los taxa a analizar,
en nuestro caso el origen geografico del género Androcymbium, y las direcciones de
colonizacién en modelos de dispersion. Este método se basa en medir el ajuste del
arbol filogenético a un escenario biogeografico en particular. A partir del arbol de
maxima parsimonia y del obtenido con estadistica Bayesiana, se realizo un analisis
de ancestralidad de areas para encontrar la region geografica mas probable de origen
del género. Este método cladista trata cada una de las dreas donde aparece cada
haplotipo como un caracter, el cual puede ser optimizado sobre el cladograma o el
arbol filogenético resultante utilizando forward o reverse parsimonia de Camin &
Sokal (1965), donde solo se permite un solo tipo de cambio de estado (0 — 1 en
forward parsimonia y 1 — 0 en reverse parsimonia) y las reversiones de estado no
son posibles. Se asignan todas las areas de distribucion geografica de las especies
desde cada uno de los nodos internos del arbol, hasta cada una de las ramas
terminales. Comparando el numero de ganancias y pérdidas de areas bajo las dos
optimizaciones (forward y reverse), es posible estimar cual de las areas fue
probablemente la mas ancestral. La regidon ancestral mas probable es aquella que

presenta un valor mas alto en la relacién ganancia/pérdida de areas.
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El método basado en eventos biogeograficos utilizado fue el descrito por
Ronquist (1997). Utilizando este método, se crea una biogeografia de dreas a partir
del arbol filogenético y de una matriz de distribucion, donde se especifican las areas
en que habita cada taxa. Este método asume que las distribuciones de las especies y
de sus ancestros pueden ser descritas en términos de conjuntos de unidades de areas.
La reconstruccién éptima de las distribuciones ancestrales (los nodos del arbol
filogenético) se obtiene a partir de la optimizacién de una matriz tridimensional de
costes siguiendo las siguientes reglas: (i) la especiacion por separacion vicariante de
una gran distribucion en dos subconjuntos de dareas tiene un coste cero; (ii) la
especiacién en una misma drea por especiacion alopatrida o simpatrida que genera
dos descendientes en esa misma area tiene un coste cero; (iii) la dispersion de una
especie hacia un drea nueva tiene un coste de una unidad por area de distribucion;
(iv) la extincion de un drea tiene el coste de una unidad por 4rea de distribucidn.
Siguiendo estas reglas y a partir de un arbol filogenético dicotomico y la matriz de
distribuciones, se obtiene una biogeografia de areas utilizando el programa DIVA

(Ronquist 1996).

3.2.9 Reloj Molecular

La hipotesis del reloj molecular es una metodologia que desde que fue
descrita a mediados de los 60 por Zuckerkandl & Pauling (1965) se ha utilizado para
datar multitud de procesos evolutivos utilizando los arboles filogenéticos. Esta
hipotesis parte de la suposicion que los genes evolucionan siguiendo tasas constantes
a través del tiempo y entre los diferentes linajes. De esta manera, se pueden
desarrollar escalas de tiempo para datar eventos evolutivos a partir de un punto de
dataciéon conocido (p.e. registro fosil o eventos geoldgicos). Aunque en esta
metodologia se debe asumir que la tasa evolutiva es homogénea entre genes,
regiones gendmicas, taxa y linajes, en algunas ocasiones estas asunciones son
violadas, pero no por ello el reloj molecular ha dejado de ser una herramienta muy
habitual para datar eventos en biologia evolutiva.

Actualmente se puede comprobar si los datos se ajustan a la hipotesis del

reloj molecular, y por tanto, si las tasas evolutivas son constantes entre las diferentes

129



Material y Métodos

regiones amplificadas y a través de los diferentes taxa mediante el LRT (likelihood
ratio test). Por ejemplo, en nuestro caso calculamos con el programa PAUP*
(Swofford 2003) la probabilidad de los datos segin el modelo evolutivo y pardmetros
seleccionados, forzando (Lo) y sin forzar (Li) la hipotesis del reloj molecular
(Huelsenbeck & Rannala 1997). Los dos valores de probabilidad obtenidos se
comparan con el LRT mediante una prueba X? utilizando el programa Modeltest
(Posada & Crandall 1998). Si las dos probabilidades no son significativamente
diferentes, entonces se supone que los datos de las secuencias han evolucionado de
acuerdo con la hipdtesis del reloj molecular.

El método elegido para obtener el cronograma del género Androcymbium, fue
uno basado en estadistica bayesiana. Este método no asume estrictamente la
hipétesis del reloj molecular y permite el uso simultdneo de diferentes pardmetros
evolutivos para cada conjunto de datos (Thorne et al. 1998; Thorne & Kishino 2002).
Ademas, permite la utilizacion de diferentes puntos de calibracion en el arbol
filogenético creando asi lo que se conoce como local clock (relojes locales) (Yoder &
Yang 2000) para cada punto de calibracién. Para datar cada uno de los nodos del
arbol filogenético utilizando métodos basados en la estadistica Bayesiana, se
utilizaron los programas PALM (Yang 1997) y Multidivtime (Thorne et al. 1998;
Kishino et al. 2001). Este método de datacién basado en la estadistica Bayesiana,
utiliza modelos probabilisticos para describir los cambios en la tasa evolutiva a
través del tiempo, utilizando el procedimiento de Markov chain Monte Carlo
(MCMC) para calcular a posteriori la distribucion de las tasas evolutivas y los
tiempos de divergencia de cada nodo del arbol.

Para nuestro andlisis, inicialmente solo contdbamos con dos puntos de
calibracion conocidos gracias al trabajo realizado por Vinnersten & Bremer (2001)
donde se datan las relaciones filogenéticas entre especies correspondientes a siete
familias del orden de las Liliales utilizando los métodos mean branch-length (Bremer
& Gustafsson 1997) y non-parametric rate smooothing (Sanderson 1997). Estos dos
puntos de calibraciéon son la separacién entre las familias Alstroemeriaceae -
Colchicaceae (58+7 ma = millones de afios) y la divergencia entre los géneros

Androcymbium, Colchicum y Gloriosa (16£6 ma). Dado que estos dos puntos de

130



Material y Métodos

calibracion no son suficientes para poder realizar una correcta datacion de los
procesos evolutivos en el género Androcymbium, ya que pertenecen nicamente a
especies analizadas como outgroup en nuestro andlisis y no contamos con ningtn
nodo de calibracion interno para nuestras especies, se decidio realizar un paso masy
utilizar una nueva estrategia con tal de obtener dataciones internas para alguno de
los nodos de nuestro arbol filogenético. Este paso consistié en realizar una filogenia
con métodos de inferencia Bayesiana, a partir de las secuencias de DNA de la familia
Colchicaceae que utilizaron para hacer la filogenia de esta familia Vinnersten &
Reeves (2003) y que se encuentran depositadas en el GenBank. Las condiciones de
analisis con inferencia Bayesiana son las mismas que las descritas anteriormente para
los datos de nuestras secuencias (ngen=1.500.000; thin=100; burnin=3.000). El arbol
obtenido y los datos de las secuencias de DNA obtenidas del GenBank, se utilizaron
para datar los nodos del arbol de la familia Colchiceae utilizando los programas
PAML y Multidivtime. Para hacer el analisis se pudieron utilizar cuatro puntos de
calibraciéon obtenidos del trabajo de Vinnerstern & Bremer (2001). Estos cuatro
puntos son: (i) el nodo que agrupa a la tribu Colchiceae y a cinco géneros de la tribu
Iphigenieae (16+6 ma); (ii) el nodo que separa el género Disporum del género Uvularia
(2247 ma); (iii) el nodo que agrupa a todos los géneros de la familia Colchicaceae a
excepcion de Burchardia, Disporum y Uvularia (23£7 ma); (iv) el nodo que agrupa a
todos los géneros que forman la familia Colchicaceae (34+8 ma). Con este anadlisis se
pretendia datar los nodos internos del arbol de la familia Colchicaceae que pudieran
servir a su vez como puntos de calibracion para el arbol filogenético de
Androcymbium.

El primer paso para realizar una datacién con esta metodologia basada en
inferencia Bayesiana es estimar los parametros evolutivos del modelo de substitucion
nucleotidica que mejor se ajustan a los datos de las secuencias de DNA utilizando el
modulo “baseml” del programa PAML (Yang 1997), ya que el output file de este
modulo es el input file del siguiente mdédulo de andlisis del programa Multidivtime .
A partir de los datos de las secuencias de DNA y de uno de los arboles filogenéticos
dicotémicos obtenidos con métodos de inferencia Bayesiana, se calculan los

parametros segun el modelo evolutivo F84+ (Felsenstein 1984; diferentes
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frecuencias nucleotidicas, diferencia ts/tv, heterogeneidad evolutiva entre sitios) tal y
como se recomienda en el manual de Thorne (Rutschmann 2004) para realizar
dataciones moleculares utilizando inferencia Bayesiana con los programas PAML y
Multidivtime. El siguiente paso consiste en calcular las longitudes de las ramas del
arbol enraizado y la longitud media de las longitudes de las ramas desde la base del
ingroup hasta el extremo de cada una de las secuencias analizadas (que es una estima
de la tasa evolutiva del ingroup), para lo cual se utilizé el médulo “estbranches” del
programa Multidivtime a partir de los resultados obtenidos con el modulo “baseml”
del programa PAML. A partir de las estimas de las longitudes de las ramas del arbol
filogenético y de la tasa evolutiva del ingroup, el programa Multidivtime aproxima,
utilizando estadistica Bayesiana y el procedimiento de MCMC, la distribucién a
posteriori de las tasa evolutivas de los nodos y de cada una de las ramas, y los
tiempos de divergencia entre los taxa (Thorne et al. 1998; Kishino et al. 2001; Thorne
& Kishino 2002).

Los datos cronoldgicos obtenidos en este analisis a partir de los datos de las
secuencias de la familia Colchicaceae serviran para datar, y por tanto seran utilizados
como puntos de calibracién, diversos nodos internos del arbol filogenético de
Androcymbium obtenido con inferencia Bayesiana. Con los datos de las secuencias de
DNA de nuestro estudio, el arbol filogenético dicotomico obtenido con inferencia
Bayesiana y con los puntos de calibracion obtenidos en el anterior analisis, se realiz6
una dataciéon de los diferentes procesos evolutivos del género Androcymbium
utilizando aproximaciones basadas en estadistica Bayesiana con los programas
PAML/Multidivtime.

Los pardmetros para hacer los andlisis, tanto utilizando los datos de las
secuencias de DNA obtenidas del GenBank de la familia Colchicaceae como con los
datos de nuestras propias secuencias, fueron 3.000.000 repeticiones de la cadena de
Markov eliminadas previo a la primera cadena muestreada (burnin = 3.000.000) y
100.000 repeticiones realizadas de la cadena de Markov después del burnin,
muestreando una cadena cada 100 repeticiones (thin = 100). El resto de parametros
necesarios para el calculo de la datacion de cada uno de los nodos del arbol fueron

los determinados por el autor.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Extracciéon de DNA

Se consiguid extraer DNA de forma exitosa de todos los individuos de las 29
especies del género Androcymbium (Colchicaceae) y de las nueve especies
seleccionadas como outgroups para enraizar el arbol filogenético. Se obtuvieron
concentraciones de DNA entre 800 ng/pl y 50 ng/pl. Las muestras con concentracion
inferior a 50 ng/pl fueron descartadas. La ratio seleccionada vari6 entre 2,1 y 1,8. Las
muestras con valores inferiores a 1,8 fueron también descartadas. Se eligieron las
muestras con concentracion de proteina igual o inferior a 0,4 mg/ml. Todas la
muestras fueron diluidas con tampdn T.E. hasta obtener una concentracion final de

25 ng/ul de DNA.

3.3.2 Amplificaciones

Las regiones del DNA cloroplastico que si pudieron ser amplificadas de
forma exitosas fueron: (i) el intrén del gen frnL (frnL intrén), (ii) la region no
codificante entre los genes trnL y trnF (trnL-trnF 1GS: intergenic spacer), (iii) la region
no codificante entre los genes trnY y trnD (trnY-trnD IGS), (iv) la region no
codificante entre los genes trnH y psbA (trnH-psbA 1GS) y (v) la regién no codificante
entre los genes trnT y trnL (trnT-trnL IGS) (Fig. 3.6).

Fig. 3.6:amplificaciones de las diferentes regiones de DN#oplastico

o T.E

-e Ww - #aas ~650pb : ~ 420 pb

Fig. 3.6atrnL intrén Fig. 3.6b:trnL — trnF IGS
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Fig. 3.6: (cont.

Fig. 3.6¢c:trnY —trnD IGS Fig. 3.6d:trnH —pshA IGS

SEBees Seassess -~ 780pb
Fig. 3.6eirnT —trnL IGS

Tanto del gen matK como de la region no codificante entre los genes psaC y
ndhE, no se pudo conseguir una amplificacién 6ptima y por tanto, no pudieron ser
secuenciadas

Las tres regiones mitocondriales seleccionadas para realizar la filogenia
(intron 2 del gen nadl, gen ccmF2 y gen cox3) se pudieron amplificar correctamente
(Fig. 3.7).

De la ocho zonas del genoma nuclear elegidas como marcadores para realizar
la filogenia, solo cuatro pudieron ser amplificadas correctamente (el intrén 23 del gen

RNApol2, el gen malato sintasa, el gen waxy y el gen DFR) (Fig. 3.8).
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Fig. 3.7: amplificicién de las diferentes regiones de DNA mitocon

D

~ 445 pb

Fig. 3.7b:cox3

T T T T

~ 1540 pb

Fig. 3.7c:nadl_intrén 2
Fig. 3.8: amplificacién de las diferentes regiodesDNA nuclea

W 0wl R = e O e B e

iy

Fig. 3.8a:RNApoR_intron 23

Fig. 3.8c:.waxy
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3.3.3 Secuenciacion de DNA

Debido al gran tamano del fragmento amplificado, para secuenciar por
completo las regiones cloroplasticas trnT-trnL IGS y trnL intrén, asi como para las
tres regiones mitocondriales, fue necesario realizar dos reacciones de secuenciacion,
una utilizando el cebador forward y otra utilizando el cebador reverse. Para secuenciar
por completo las regiones cloroplasticas trnL-trnF 1GS, trnY-trnD 1GS y trnH-psbA,
solo se necesito utilizar uno de los dos cebadores (forward o reverse indistintamente).

De los genes nucleares waxy, malato sintasa, y DFR, no se pudo obtener
ninguna secuencia clara y por ello fueron descartados del andlisis. Sin embargo, del
intron 23 de gen RNApol2 si que se pudieron obtener secuencias claras en los
individuos homocigotos y en algunos heterocigotos. Estas secuencias pudieron ser
leidas correctamente, ya que entre las dos secuencias de esos heterocigotos solo
habian cambios nucleotidicos que no provocaban corrimientos en la pauta de lectura
de las secuencias, hecho que las haria imposible de interpretar. Sin embargo, en otros
casos, las secuencias de estos individuos heterocigotos no se pudieron analizar
debido a dobles sefales y corrimientos de la pauta de lectura en el cromatograma de
la secuenciacion. Por ello, en algunos casos fue necesario clonar el gen amplificado en

un plasmido previo a su secuenciacion, para poder ser leido.

3.3.4 Caracterizacion de las secuencias

3.3.4.1 COMPROBACION DE LOS NIVELES DE VARIACION

Antes de secuenciar todos los individuos a analizar para una region del DNA,
se realizé una prueba utilizando entre dos y cuatro individuos de diferentes especies
para comprobar el tamano y los niveles de variacion de esa region y, por lo tanto, su
nivel de utilidad filogenética (Tabla 3.3). De las cinco regiones amplificadas de DNA
cloroplastico, la region trnT — trnL IGS fue la tnica descartada debido a su gran
tamafio (requeria dos reacciones de secuenciacion para obtener la secuencia
completa) y su escaso nivel de variacion. Todas las zonas del genoma mitocondrial
fueron descartadas ya que sus niveles de variacion eran casi nulos. La tnica region
del DNA nuclear que se consiguié secuenciar es la que presenta mas nivel de

variacion.
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Tabla 3.3: andlisis de los niveles de variacidtedeegiones de DNA secuenciadas pyevsu secuenciacion en todos
taxa a estudiar. pb: pares de bases.

CcpDNA NnDNA MtDNA
trnLintrén trnL-trnFIGS trnY4rnDIGS trnHpsbAIGS trnT-trnL IGS| RNApol 2_i23] nadl_i2 cox3 ccmF 2
Longitud alineada (pb) 655 442 327 466 792 309 1545 551 445
Sitios variables 22 11 7 11 5 16 6 0 2
Namero de indels 8 5 3 6 1 2 3 0 0
PIC's 30 16 10 17 6 18 9 0 2
Porcentaje de variabilidad 4,6 3,6 3,1 3,6 0,8 5,8 0,6 0,4

3.3.4.2 GENES CLOROPLASTICOS

3.3.4.2.1 trnL intron

En trabajos previos, se ha visto que la longitud del intrén del gen trnL varia
desde los aproximadamente 250 bp en briofitos y pteridofitos (Stech et al. 2003) hasta
por encima de los 1400 pb encontrados en algunas angiospermas (p.e. Disa
[Orchidaceae], Bellstedt el al. 2001). En nuestro estudio hemos encontrado que el
tamano de esta region varia entre los 567 pares de bases (pb) encontrados como
media en las especies utilizadas como outgroups, hasta los 613 pb que se obtuvieron
como media en las especies del norte de Africa e Islas Canarias (Tabla 3.4). Para
poder alinear todas las secuencias se insertaron 49 zonas con indels, obteniéndose
una longitud total, una vez alineadas, de 774 bp (Tabla 3.5a). Para alinear tinicamente
las secuencias de las especies del género Androcymbium, se insertaron 27 zonas con
indels, obteniéndose una longitud final de 754 pb (Tabla 3.5b). El porcentaje de
variabilidad de esta region calculado a partir de una version modificada de la
formula usada en O’Donnell (1992) y en Gielly & Taberlet (1994) con todas las
especies analizadas fue del 26,1%. La zona mas variable de esta region una vez
alineada calculada a partir del nimero de diferencias nucleotidicas entre dos
secuencias alineadas (Tt Nei 1987; Nei & Miller 1990) se encuentra entre los
nucledtidos 450 y 500 (Fig. 3.9). Su composicion nucleotidica media es de un 35,84%
de adenina (A), 15,05% de citosina (C), 17,52% de guanina (G) y del 31,59% de timina
(T) (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4: longitud media, desviacién estandar é8tDy composicién nucleotidica de las regionesliicgdas

trnLintron trnL-trnF IGS trnY4rnDIGS trnHpsbAIGS cpDNA  RNApol 2_i23 Combinado

Norte de Africa 613 (9) 396 (2) 358 (34) 352 (9) 1706 (29) 308 (0) 209 (
Sudafrica oriental 596 (2) 399 (5) 329 (56) 349 (0) 1659 (59) 308 (1) 1989 (
Sudéfrica occidental 604 (14) 391(15) 316 (60) 341 (26) 1594 (64) 302 (5) 181
A. austrocapense 598 397 368 349 1712 308 2020
A. asteroides 597 393 369 356 1715 308 2023
A.roseum 625 396 376 560 1957 308 2265
A. melanthioides 575 380 370 364 1689 308 1997
Colchiceae 568 (4) 395 (5) 372 (13) 355 (2) 1677 (12) ®06 1990 (13)

Grupos externos

TOTAL 567(17) 387 (24) 354 (40) 354 (17) 1650 (54) 306 (0 1962 (56)

A 35,84 32,81 32,05 31,64 3343 28,15 32,75

Composicién C 15,05 16,25 22,48 15,89 17,07 16,69 17,02

Nucleotidica G 17,52 15,49 15,33 20,31 17,22 21,75 17,80

T 31,59 35,45 30,14 32,16 32,29 33,41 32,43

Tabla 3.5a: caracteristicas de las secuencias alineadas.

trnLintrén  trnL-trnF IGS trnY-trnD IGS trnH-psbA IGS RNApol 2_i23 cpDNA  Combinado
Longitud alineada (pb) 774 496 495 798 314 2563 2877
Sitios variables (%) 153 (19,7) 104 (21,0) 112 (22,6) 17 (14,6) 84 (26,8) 486 (18,9) 570 (19,8)
(502')05 parsimoniosamente informativos o ; 4, 42 (8,5) 31(6,3) 44 (5,5) 48(153)  174(6,8) 2227,7)
Sitios autapomorficos (%) 96 (12,4) 62 (12,5) 81 (16,4 73(9,1) 36 (11,5) 312 (12,2) 348 (12,1)
Numero de indels (parsimoniosamente
informativos) 49 (25) 23 (6) 33(8) 46 (17) 10 (2) 151 (56) 161 (58)
Sitios parsimoniosamente informativos
incluyendo indels informativos (%) 82 (10,6) 48 (9,7) 39 (7,9) 61 (7,6) 50 (15,9) 230 (9,0)280 (9,7)
PIC's 202 127 145 163 94 637 731
Porcentaje de variabilidad 26,1 25,6 29,3 20,4 29,9 24,9 542

Tabla 3.5b: caracteristicas de las secuenciasadisepara las especies del gémardrocymbium

trnLintrén  trnL-trnFIGS trnY-trnD IGS trnH-psbAIGS  RNApol 2 _i23  cpDNA  Combinado
Longitud alineada (pb) 754 438 451 782 313 2425 2738
Sitios variables (%) 64 (8,5) 44 (10,0) 33(7,3) 548]6, 71(22,7) 195 (8,0) 266 (9,7)
22)05 parsimoniosamente informativos 39 (5.2) 24 (5,5) 13 (2,9) 28 (3.6) 37 (11.8) 104 (4.3) 4115.1)
Sitios autapomorficos (%) 25 (3,3) 20 (4,6) 20 (4,4) 28) 34 (10,5) 91 (3,8) 125 (4,6)
Numero de indels (parsimoniosamente
informativos) 27 (1) 54 94 34 (14) 6(2 75 (38) 81 (40)
Sitios parsimoniosamente informativos
incluyendo indels informativos (%) 55 (7,3) 28 (6,4) 17 (3,8) 42 (5,4) 73 (23,3) 142 (5,9) 8116,6)
PIC's 91 49 42 88 77 270 347
Porcentaje de variabilidad 12,1 11,2 9,3 11,3 24,6 11,1 712
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3.3.4.2.2 trnL — trnF IGS

El trnL-trnF IGS es generalmente mas corto que el trnL intrén, variando desde
menos de 100 bp en helechos y hepaticas (Stech et al. 2003) hasta por encima de los
500 bp en angiospermas y gimnospermas (Shaw et al. 2005). Aunque esta region
suele ser de menor tamafo que el intron del gen trnL, normalmente contiene mayor
o igual nimero de caracteres parsimoniosamente informativos (Bellstedt et al. 2001;
Mummenhoff et al. 2001). En nuestro trabajo hemos obtenido que el tamano de esta
region varia entre los 380 pb encontrados en A. melanthioides, hasta los 399 pb que se
obtuvieron como media en las especies de Sudafrica oriental (Tabla 3.4). Para alinear
estas secuencias fueron necesarios 23 indels, obteniéndose una longitud total
alineada de 496 pb (Tabla 3.5a). Para alinear Unicamente las secuencias de las
especies del género Androcymbium, se insertaron 5 zonas con indels, obteniéndose
una longitud final de 438 pb (Tabla 3.5b). El porcentaje de variabilidad de esta regién
con todas las especies analizadas fue del 25,6%. La distribucion de zonas variables es
bastante homogénea a lo largo de toda la region (Fig. 3.9). La composicion
nucleotidica media es de un 32,81% de A, 16,25% de C, 15,49% de G y 35,45% de T
(Tabla 3.4).

3.3.4.2.3 trnY — trnD IGS

El tamano de esta region varia entre los 316 pb encontrados como media en
las especies de Sudafrica occidental, hasta los 376 de Androcymbium roseum (Tabla
3.4). Esta regiéon cuenta con un fragmento de 101 pb que se encuentra
presente/ausente en las diferentes especies sin un aparente criterio geografico.
Ademads, para alinear estas secuencias se necesitaron 33 indels, obteniéndose una
longitud final alineada de 495 pb (Tabla 3.5a). Para alinear unicamente las especies
de las especies del género Androcymbium, se insertaron 9 zonas con indels,
obteniéndose una longitud final de 451 pb (Tabla 3.5b). El porcentaje de variabilidad
de esta regiéon con todas las secuencias analizadas fue del 29,3%. Las zonas mas
variables se encuentran en la zona media y cerca del extremo 3’ (Fig. 3.9). Su
composicion nucleotidica media es de un 32,05% de A, 22,48% de C, 15,49% de Gy
del 30,14% de T (Tabla 3.4).

Fig. 3.9: diversidad nucleotidica)(de cada una de las regiones analizadas
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Fig. 3.9: (cont.)
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3.3.4.2.4 trnH - psbA IGS
El tamafo de esta region varia entre los 341 pb encontrados como media en

las especies de Sudafrica occidental, hasta los 560 pb de A. roseum (Tabla 3.4). Para
alinear estas secuencias se insertaron 46 indels, la mayoria de ellos en las posiciones
centrales de esta region, obteniéndose una longitud final de 798 pb (Tabla 3.5a). Para
alinear unicamente las secuencias de las especies del género Androcymbium, se
insertaron 34 zonas con indels, obteniéndose una longitud final de 782 pb (Tabla
3.5b). El porcentaje de variabilidad de esta region con todas las especies analizadas es

del 20,4%. La zona mas variable se encuentra proxima al extremo 5" (Fig. 3.9). L
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composicion nucleotidica media es de un 31,64% de A, 15,89% de C, 20,31% de G y
32,16% de T (Tabla 3.4).

3.3.4.3 GENES NUCLEARES

3.3.4.3.1 RNApol2_i23

El tamano de esta region varia entre 308 pb y 300 pb (Tabla 3.4). Para poder
alinear todas las secuencias se insertaron 10 zonas con indels, obteniéndose una
longitud total, una vez alineadas, de 314 pb (Tabla 3.5a). Para alinear tinicamente las
secuencias de las especies del género Androcymbium, se insertaron 6 zonas con indels,
obteniéndose una longitud final de 313 pb (Tabla 3.5b). El porcentaje de variabilidad
de esta region con todas las secuencias analizadas fue del 29,9%, el mas alto de todas
las regiones secuenciadas. Las zonas mas variables se encuentran proximas al
extremo 3’ (Fig. 3.9). Su composicién nucleotidica media es de un 28,15% de A,

16,69% de C, 21,75% de G y 33,41% de T (Tabla 3.4).

3.3.5 Analisis filogenéticos

3.3.5.1 FILOGENIA MEDIANTE MAXIMA PARSIMONIA

Para realizar el arbol de méxima parsimonia, se analizaron los datos de las
diferentes secuencias de forma conjunta (trnL intron, trnl — trnF 1GS, trnY — trnD
IGS, trnH — psbA IGS y RNApol2_i23) y de forma separada para cada uno de los
genomas estudiados (cpDNA y nDNA). Los indels fueron codificados como
caracteres binarios 0/1, integrandolos asi en el analisis.

Para el andlisis de las diferentes secuencias de forma conjunta se obtuvo un
arbol bootstrap estricto consenso con valores obtenidos de CI = 0,734, RI = 0,764 (Fig.
3.10); con el andlisis de las secuencias del DNA cloroplastico se obtuvo un arbol
bootstrap estricto consenso con valores obtenidos de CI = 0,723, RI = 0,750 (Fig. 311);
y con el andlisis de las secuencias del DNA nuclear se obtuvo un arbol bootstrap
estricto consenso con valores obtenidos de CI= 0,618, RI =0,707 (Fig. 3.12).

En el arbol filogenético obtenido a partir del andlisis de todas las secuencias
de forma conjunta, se pueden observar cinco clados (Fig. 3.10). E1 75% de las especies
estudiadas del género Androcymbium en encuentran formando el Clado 1 (BS = 69%).

Dentro de este Clado se pueden hacer dos subdivisiones soportadas por un elevado
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valor de bootstrap. La primera (Clado 1A; BS = 94%) es formado por las especies del
norte de Africa, Sudéfrica oriental, dos especies de Namibia (A. asteroides y A. roseum)
y una especie que cuenta con poblaciones en ambos extremos del cono sur de Africa
(A. austrocapense). En la segunda subdivisiéon dentro de este Clado 1 encontramos a
10 especies que habitan en Sudafrica occidental (Clado 1B; BS = 87%). El Clado 2 (BS
=79%) esta formado por cuatro especies de género Androcymbium que habitan en una
pequena zona del norte de Sudafrica oriental, entre los meridianos 17° - 18° E y los
paralelos 28° - 30° S (Fig. 3.1b). Cabe destacar la presencia de A. dregei, especie de
Sudafrica occidental, en un mismo Clado que el resto de especies de la tribu
Colchiceae analizadas, las cuales fueron recolectadas en la Peninsula Ibérica y Baleares
(Clado 5; BS = 63%). El Clado que agrupa a todas las especies de la tribu Colchiceae se
encuentra muy bien soportado por un valor de bootstrap del 99% (Fig. 3.10). En la
posiciébn mas basal encontramos al resto de especies analizadas de la familia
Colchicaceae y a la especie Alstroemeria aurantiaca, de la familia Alstroemeriaceae.

El arbol filogenético obtenido a partir del andlisis con métodos de maxima
parsimonia de las secuencias del DNA cloroplastico es muy parecido al
anteriormente descrito (Fig 3.11). La tnica diferencia que se observa es que las
especies que formaban los Clados 2, 3, 4 y 5 en el anterior arbol, en este quedan
agrupadas dentro de un mismo clado, el Clado 2 (BS = 58%), agrupandose
conjuntamente especies del género Androcymbium con especies de los géneros
Bulbocodium, Colchicum y Merendera, todos ellos pertenecientes a la tribu Colchiceae.
En este arbol también se puede observar que el Clado que agrupa a todas las especies
de la tribu Colchiceae se encuentra soportado por un elevado valor bootstrap (BS =
100%). El resto de especies de la familia Colchicaceae y la especie de la familia

Alstroemeriaceae quedan en posicion basal respecto al resto.
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El arbol filogenético obtenido a partir del analisis de las secuencias del DNA
nuclear (RNApol2_i23) presenta muy poca resolucion en relacion a los otros dos,
dada la poca cantidad de datos utilizados en su andlisis (Fig. 3.12). Cabe destacar la
presencia de la especie A. henssenianum en el mismo clado que las especies del norte
de Africay A. roseum, y la presencia en posicién basal de A. cuspidatum.

3.3.5.2 INFERENCIA BAYESIANA

3.3.5.2.1 Resultados del LRT

Los resultados del LRT indicaban que el modelo que mas maximizaba el
valor de probabilidad para el andlisis conjunto de las cinco regiones secuenciadas era
el HKY+I+I" (Hasegawa et al. 1985) (Tabla 3.6). Por lo tanto y para hacer el andlisis, se
tuvieron en cuenta los pardmetros ts/tv (diferencia de tasas entre transiciones y
transversiones nucleotidicas), ' (gamma: heterogeneidad evolutiva dentro de las
secuencias), I (proporcion de zonas invariables) y frecuencias nucleotidicas no
iguales (AZC#G#T). Los valores de estos parametros son estimados en funcién de su
valor de probabilidad a posteriori.

Para analizar conjuntamente los datos de las secuencias de DNA
cloroplastico, el LRT nos indico que el mejor modelo era el HKY+I+" mientras que
para analizar los datos del DNA nuclear el mejor modelo es el HKY+I" (Hasegawa et
al. 1985) (Tabla 3.6). Este ultimo modelo es idéntico al utilizado en el anterior analisis
con la tnica diferencia que no contempla la existencia de zonas invariables. El
modelo que se ajusta mejor para analizar los datos procedentes del trnL-trnF IGS, del
trnY-trnD IGS y del trnH-psbA 1GS es el HKY+I" (Hasegawa et al. 1985) (Tabla 3.6). El
modelo que mejor se ajusta para analizar los datos procedentes del trnL intron es el
F81+I+I" (Felsenstein 1981). Este modelo es idéntico al utilizado en el primer analisis
con la diferencia que no contempla una diferenciacion entre tasas de transiciones y
transversiones nucleotidicas. Debido a la poca diferencia de parametros evolutivos
de los modelos de substitucion nucleotidica entre las cinco regiones secuenciadas y a
que una sobreestima en el nimero de pardmetros para analizar los datos con
inferencia Bayesiana no tiene ningun efecto en el resultado final (Ronquist et al.

2005), el modelo evolutivo elegido para analizar los datos procedentes de secuencias
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de DNA, tanto cloroplastico como nuclear, fue el HKY+I+I" (Hasegawa et al. 1985),
con la diferencia que en este caso en cada region se estiman sus propios parametros.
Para analizar los datos de DNA de las cinco regiones secuenciadas, tanto
conjuntamente como de forma separada, con inferencia Bayesiana y
predeterminando a priori los valores de los parametros del modelo evolutivo de
substitucion nucleotidica elegido, se hizo a partir de los valores obtenidos con el LRT

(Tabla 3.6).

Tabla 3.6: modelo evolutivo y parametros calculadopriori con el LRT para cada una de las regi
secuenciadas y de forma conjunta.

PARAMETROS
REGION MODELO FRECUENCIAS NUCLEOTIDICAS
Ts/Tv | r

A C G T
Conjunto HKY+H 0,8431 0,4710 0,7621 0,3386 0,1651 0,1606 0,3357
cpDNA HKY++T 0,6734 0,4767 0,7862 0,3502 0,1612 0,1539 0,3346
trnL intrén F81+IF . 0,5197 0,6901 0,3850 0,1347 0,1460 0,3343
trnL4rnF IGS HKY+H 0,9702 - 0,3151 0,3301 0,1531 0,1443 0,3725
trnY4rnD IGS HKYH 0,7933 - 0,3588 0,3407 0,2070 0,1524 0,2999
psbA-trnH IGS HKYH 0,7969 - 0,2593 0,3315 0,1646 0,1735 0,3304
RNApol2_i23 HKYH 1,9973 - 0,3696 0,2645 0,1812 0,2151 0,3392

3.3.5.2.2 Pardmetros estimados a posteriori

Se obtuvieron varios arboles filogenéticos con inferencia Bayesiana estimando
los parametros del modelo evolutivo a posteriori. Estos fueron realizados analizando
los datos de diferentes formas: (i) utilizando las secuencias de las cinco regiones
analizadas (Fig. 3.13), (ii) a partir de las secuencias del DNA cloroplastico (Fig. 3.14)
y (iii) inicamente con las secuencias del DNA nuclear (Fig. 3.15). Utilizando los datos
de las cinco regiones secuenciadas se obtuvieron dos arboles; un primer arbol se
realizo a analizando conjuntamente las cinco regiones bajo el modelo evolutivo de
HKY+I+I" (Hasegawa et al. 1985) y estimando el valor de los pardmetros del modelo
evolutivo para todos los datos de forma conjunta (Fig. 3.13a), mientras que un
segundo arbol se obtuvo analizando por separado cada uno de los cinco conjuntos de
datos con su propio modelo evolutivo de substitucién nucleotidica, el determinado
por el LRT, y estimando a posteriori valores diferentes de los parametros de cada

modelo evolutivo para cada una de las secuencias (Fig. 3.13b). Los datos de las
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cuatro secuencias del DNA cloroplastico también se analizaron de la misma manera
(Fig. 3.14). También se obtuvo un arbol filogenético inicamente con las secuencias
del DNA nuclear (Fig. 3.15) y para cada una de las cuatro regiones secuenciadas del
DNA cloroplastico (Fig. 3.16).

Los dos arboles obtenidos a partir del andlisis conjunto de los datos de las secuencias
presentaron la misma topologia (Fig. 3.13). Las tinicas diferencias se encuentran en
los valores de probabilidad a posteriori (PP) que soportan las agrupaciones de los
taxa, aunque estas no fueron muy grandes. En los dos arboles se pueden observar
dos Clados claramente diferenciados, al igual que en el arbol de maxima parsimonia
obtenido a partir de los datos de las secuencias de DNA cloroplastico, pero con
valores mas altos de robustez de nodos y mejor resolucion interna de los clados. Asi
para el Clado 1 tenemos valores de probabilidad a posteriori (PP) del 90% y 83%
(datos analizados de forma conjunta (Fig. 3.13a) y separada (Fig. 3.13b)
respectivamente), y esta formado por las mismas especies que se observaban en el
arbol de MP. La divisién de este Clado en dos subclados (Clado 1A y Clado 1B)
también es idéntica que en el arbol de MP, aunque se observa una mejor resolucion
de las relaciones filogenéticas entre los taxa dentro de los clados y una mayor
robustez de los nodos. El Clado 2 también esta formado por las mismas especies que
se observan en el arbol de MP obtenido a partir de las secuencias de DNA
cloroplastico, pero soportado por un valor mas alto de PP (77% para el arbol
obtenido a partir de los datos de las secuencias analizados de forma conjunta y 89%
para el arbol obtenido a partir de los datos de las secuencias analizados de forma
separada). La diferencia mas importante estd en la aparicion de forma conjunta en un
mismo clado de A. cuspidatum y A. dregei con el resto de especies analizadas de la

tribu Colchiceae.
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Los arboles obtenidos a partir de los datos de las secuencias de cpDNA han
presentado la misma topologia que los dos anteriores aunque con alguna diferencia
en la posicion de algunos taxa dentro de los clados principales (Fig. 3.14). Por
ejemplo, dentro del Clado 1B, los taxa A. ciliolatum, A. circinatum y A. villosum
aparecen con A. burchelli y al mismo nivel que A. irroratum, A. albanense subsp.
clanwilliamense y A. hantamense, mientras que en los arboles obtenidos a partir del
andlisis de los datos de las cinco secuencias de DNA, estos taxa aparecen basales en
relacién a los anteriores. También es remarcable la presencia en el Clado 2 de A.
cuspidatum con A. melanthioides mientras que en el arbol anteriormente descrito
aparece junto a A. dregei y las especies de los géneros Bulbocodium, Colchicum y
Merenera.

El arbol obtenido a partir de los datos de las secuencias de nDNA ha
presentado muy poca resolucion, al igual como se ha observado analizando estos
mismos datos con maxima parsimonia (Fig. 3.15). El arbol muestra una gran
politomia donde solo se observan dos clados formados por (i) las especies del norte
de Africa, A. roseum, A. asteroides y, curiosamente, A. henssenianum y (ii) algunas
especies que forman el Clado 1B en los anteriores arboles. Resulta también curiosa la
presencia de A. cuspidatum en posicion basal.

Los arboles generados a partir del analisis de cada una de las secuencias mostraron
muy poca resolucion, dado los pocos caracteres filogenéticamente informativos con
los que cuenta cada uno de los conjuntos de datos de forma independiente.

3.3.5.2.3 Pardmetros estimados a priori

Los arboles realizados a partir del andlisis de los datos de las cinco regiones
secuenciadas y estimando a priori los valores de los parametros del modelo
evolutivo de substitucion nucleotidica, presentaron la misma topologia que los
realizados estimando los pardmetros evolutivos a posteriori. La tnica diferencia se
encuentra en los valores de probabilidad a posteriori que soportan los nodos de las

ramas del arbol, que en algunos casos son mas elevados (Fig. 3.17).
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3.3.6 Combinabilidad de los datos

3.3.6.1 ANALISIS CONJUNTOS

Para analizar la filogenia se combinaron los datos de las secuencias de cuatro
regiones cloroplasticas (trnL intrén, trul-trnF 1IGS, trnY-trnD IGS, trnH-psbA 1GS) y
de una region nuclear (RNApol2_i23). Como resultado de combinar estas cinco
regiones, se obtuvo una matriz de 2877 pb, siendo el porcentaje de variabilidad total
del 25,4% (Tabla 3.4). Los 161 indels que fue necesario insertar para alinear las
secuencias, fueron codificados como caracteres binarios para ser utilizados en la
filogenia (Simmons & Ochoterena 2000). Debido a esta codificacion, se obtuvo una
matriz final de 3038 caracteres, siendo 161 caracteres los indels codificados como 0 y
1 (Tabla 3.5).

3.3.6.2 TEST ILD

En el analisis conjunto de los datos de las cinco regiones secuenciadas, el test
ILD dio un resultado significativo (p = 0,01), indicando asi la dificultad de realizar un
analisis filogenético utilizando conjuntamente las secuencias de las cinco regiones.
Cuando se excluyd de este andlisis el gen nuclear y se analiz6 tinicamente el genoma
cloroplastico, este test también dio un resultado significativo (p = 0,01).
Comprobamos también diferentes combinaciones entre las regiones secuenciadas
(Tabla 3.7) obteniéndose tinicamente un resultado no significativo (p = 0,27) cuando
se testd la combinabilidad de las secuencias de las regiones trnL intrén y trnL-trnF
IGS debido seguramente a que son dos regiones contiguas dentro de la molécula de

DNA cloroplastico (Fig. 3.4).

Tabla 3.7: resultados del test ILD al realizar @ifdes combinaciones de datos de las secue

REGION p

trnL intron +#rnL4rnF IGS +#rnY4rnD IGS +rnH-psbA IGS +RNApol2_i23 0,01
CcpDNA (trnL intrén #rnL4rnF IGS #rnY4rn D IGS +rnH-psbA IGS) 0,01
trnL intrén + trnL-trnF IGS + trnH-psbA IGS + RNAp@_i23 0,01
trnL intrén + trnL-trnF IGS + trnH-psbA IGS 0,01
trnH-psbA IGS +RNApd2_i23 0,01
trnL intrén #rnL4rnF IGS 0,27

Se realizaron 100 repeticiones con 500 arbolesgpaticion y particién
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3.3.6.2 METODO DE WIENS

Utilizando este método, solo en algunos casos se observaron “partes
conflictivas” entre los arboles de inferencia Bayesiana obtenidos para cada uno de los
genes por separado y el arbol realizado con los datos de las cinco regiones
secuenciadas, observandose una mejor resolucion en este ultimo (Tabla 3.8; Fig. 3.15
y 3.16).

3.3.6.3 COMPARACION DE ARBOLES: TEST SHIMODAIRA-HASEGAWA

Dado que el método descrito por Wiens (1998) puede resultar bastante
subjetivo a la hora de comparar las filogenias, se utilizd el test de Shimodaira-
Hasegawa (1999) para comparar los arboles de cada conjunto de datos utilizando los
parametros y el modelo evolutivo definidos por el LRT con el programa Modeltest
(Posada & Crandal 1998) (Tabla 3.4). Al comparar los cinco arboles obtenidos con
cada conjunto de datos, se obtuvo una diferencia no significativa (p = 0,787) entre la
probabilidad de los arboles realizados a partir de las secuencias del trnL intrén y del
trnL-trnF 1GS. Los tres arboles restantes resultaron ser significativamente diferentes
en relacion a estos dos (Tabla 3.9). Al comparar los tres arboles restantes, se obtuvo
una diferencia no significativa (p = 0,303) entre las probabilidades de los arboles
obtenidos con las secuencias del trnH-psbA IGS y la RNApol2_i23. El arbol obtenido
con las secuencias del trnY-trnD IGS obtuvo un valor de probabilidad
significativamente diferente del resto (Tabla 3.9). Cuando se realizd esta misma
comparacion pero incluyendo también el arbol realizado a partir del andlisis de las
secuencias de las cinco regiones de forma conjunta, los valores de probabilidad de los
arboles realizados a partir de cada una de las regiones por separado, resultaron ser

significativamente diferentes (p<0,05) (Tabla 3.9).
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Tabla 3.8: partesanflictivas segiin Wiens (1998) entre el arbol fdogtico realizado a partir de los datos de laso
regiones secuenciadas y los arboles realizadogiagmcada una de las regiones de forma individua

ARBOL

PARTES CONFLICTIVAS

trnL intréon

ninguna

trnLirnF IGS

melanthioidedasal a especies del Clado 1

capenseonA. ciliolatum, A. circinatumy A. villosum

A.
A.
A. hantamens@o aparece coA. irroratum y A. albanensesubsp. clanwilliamense
A. cuspidatumno aparecen coA. dregeiy especies outgroup de la trifwichiceae
A.

eghimocymbioraparece en posicién basal en el ingrGofchiceaey no con clado 2

trnY4rnD IGS

A. melanthioidedHap. 1 yA. rechingericon dos especies de Sudafrica oriental yoseum
A. melanthioidedHap. 1 separado de melanthioideddap. 2

Baeometra unifloraGloriosa superbay Onixotis strictadentro del ingrougolchiceae

trnH-psbA IGS A. huntleyiHap. 1 separada de huntleyiHap. 2 y en posicién basal del ingroup Colchicacea

A. henssenianumn posicion basal del ingro@olchiceae

A.irroratum Hap. 1 separada del resto de haplotipo&s.deoratum y en posicién basal del ingroGplchiceae
RNApol2_i23 A. henssenianumdentro del Clado 1A

A. cuspidatumen posicion basal dentro de la familia Colchicacea

Gloriosa superbaaparece coi. ciliolatumy A. circinatum

También se compararon con esta metodologia los cuatro arboles obtenidos
con inferencia Bayesiana a partir del analisis de los datos de las cinco regiones
secuenciadas (dos estimando los parametros del modelo evolutivo a posteriori y
otros dos a priori), obteniéndose probabilidades no significativamente diferentes
(Tabla 3.10a). También se compararon los arboles de inferencia Bayesiana obtenidos
a partir de la estimacion de los valores de los parametros del modelo evolutivo de
substitucion nucleotidica a posteriori con los dos arboles obtenidos con maxima
parsimonia (5 regiones y cpDNA) y, aunque presentan topologias similares, los
valores de probabilidad calculados con el test de Shimodaira-Hasegawa (Shimodaira
& Hasegawa 1999) resultaron ser significativamente diferentes (p<0,05) entre los
arboles realizados con las secuencias de cpDNA vy los realizados utilizando las
secuencias de las cinco regiones secuenciadas (Tabla 3.10b). Dado que no existen
diferencias topoldgicas significativas entre los drboles obtenidos con los diferentes

modos de andlisis utilizando inferencia Bayesiana (Tabla 3.10a), y que el arbol que
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queda mejor resuelto es el que se ha realizado con inferencia Bayesiana utilizando los
datos de las cinco regiones secuenciadas (Tabla 3.10b), la discusion se realizara en

base a estos ultimos arboles.

Tabla 3.9: test Shimodaitdasegawa entre los arboles generados a partindbsia di
cada una de las regiones secuenciadas.

Arbol Probabilidad* Diferencia Probabilidad p

trn L intron 9292,74 14,35 0,787
trnL-trnF IGS 9278,39 (mejor)

trnY-trnD IGS 9820,68 542,29 0,000
trn H-psbA IGS 9534,33 255,94 0,006
RNApol2_i23 9618,36 339,97 0,002
Arbol Probabilidad* Diferencia Probabilidad p
trnY-trn D IGS 9820,68 286,35 0,004
trn H-psbA IGS 9534,33 (mejor)

RNApol2_i23 9618,36 84,03 0,303
Arbol Probabilidad* Diferencia Probabilidad p

trn L intron 9292,74 227,62 0,012
trnL-trn F 1IGS 9278,39 213,27 0,015
trnY-trnD IGS 9820,68 755,56 0,000
trn H-psbA IGS 9534,33 469,21 0,000
RNApol2_i23 9618,36 553,24 0,000
Combinado 9065,12 (mejor)

*-InL

Tabla 3.10a: test Shimodaira-Hasegawa entre lagefribealizados con inferencia Bayesiana a partir de
los todos de las cinco regiones secuenciadas.

Arbol Probabilidad* Diferencia p
MrBayes datos separados + parametros a posteriori 66,96 0,89 0,28
MrBayes datos conjuntos + parametros a posterior 6 96 0,89 0,28
MrBayes datos separados + parametros a priori 9065,8 (mejor)

MrBayes dates conjuntos + parametros a priori 9065,8 0,00 0,79
*-InL

165



Resultados

Tabla 3.10b: test Shimodaitéasegawa entre los diferentes arboles obtenidosnéoima parsimonia e inferen

Bayesiana.

Arbol Probabilidad* Diferencia p

MP: datos cinco regiones secuenciadas 9109,95 43,19 0670,
MP: datos secuencias cpDNA 9183,81 117,05 0,000
MrB: datos cinco regiones analizadas conjuntamente mejor

MrB: datos cinco regiones analizadas de forma selaar 9066,76 0,00 1,000
MrB: datos secuencias cpDNA analizadas conjuntaenent 9117,00 50,24 0,013
MrB: datos secuencias cpDNA analizadas de formarseia 9121,75 54,99 0,007

* -InL; MP: maxima parsinomia; MrB: inferencia Bagiana
Valores de probabilidad con inferencia Bayesiatianeslos a posteriori

3.3.7 Analisis biogeografico

El andlisis de ancestralidad de Bremer (1992) sugiere que la regiéon mas

probable de origen del género es Sudéfrica occidental (Tabla 3.11; Fig. 3.18 y 3.19), ya

que en ambos analisis (drbol MP e inferencia Bayesiana) es la que presenta un valor

mas elevado en la relacion ganancias/perdidas de area. La segunda region mas

probable es Sudafrica oriental seguida por el Norte de Africa e Islas Canarias.

Con el método de Ronquist (1997) se obtuvo un cladograma de areas donde

en posicion basal también se encuentran las areas de Sudafrica occidental y Namibia

(Fig 3.20).

Tabla 3.11: tabla de ganancias y perdidas de éeggm el método de Bremer (1992) a partir del

analisis de los arboles obtenidos con inferencigeBiana y maxima parsimonia

Arbol de maxima parsimonia

Area

Ganancias  Pérdidas G/P V.R.
Norte de Africa - Islas Canarias 4 11 0,36 0,43
Sudafrica occidental 5 6 0,83 1,00
Sudéfrica oriental 4 7 0,57 0,69
Namibia 3 12 0,25 0,30
Arbol de inferencia Bayesiana
Area Ganancias  Pérdidas G/P V.R.
Norte de Africa - Islas Canarias 4 5 0,80 0,60
Sudafrica occidental 4 3 1,30 1,00
Sudéfrica oriental 4 4 1,00 0,75
Namibia 3 8 0,38 0,28

G: ganancias; P: pérdidas; V. R.; valor reescatial® / P.
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3.3.8 Reloj Molecular

Para datar los diferentes eventos evolutivos del género Androcymbium con
PAML/Multidivtime, los datos de las cinco regiones secuenciadas fueron analizados
de forma conjunta. Aunque el programa permite analizar cada conjunto de datos de
forma separada y luego puede utilizar estos resultados para realizar una tnica
datacion, se analizaron de forma conjunta debido a que no se han visto diferencias
topoldgicas significativas entre los arboles realizados con los datos de las cinco
regiones secuenciadas analizados de forma conjunta o por separado con métodos
estadisticos Bayesianos (Tabla 3.10). Utilizando esta metodologia, hemos obtenido un
valor de tiempo para cada nodo del arbol (en millones de afios: ma.), asi como su
desviacion estandar y su intervalo de confianza del 95% (Tabla 3.12). Se dataron
aquellos nodos del arbol 3.13 de inferencia Bayesiana con valores de PP= 50 y se
colapsaron aquellos que presentaron valores de PP inferiores, creandose politomias.

El origen del género Androcymbium se ha datado en 11,242 ma. (Fig. 3.21 nodo
a), que corresponde a los inicios del Mioceno inferior. El origen del ancestro de las
especies que forman el Clado 1 se ha datado en 10,3+2 ma., mientras que el ancestro
de las especies que forman el Clado 2 se ha datado en 10,2+2 ma. (Fig. 3.21 nodos b y
c). La separacion de los géneros Bulbocodium, Colchicum y Merendera del género
Androcymbium se ha datado en 7,2+2,5 ma (Fig.3.21 nodo e). El ancestro comtn de las
especies que forman el Clado 1A se ha datado en 6,0+2 ma., mientras que el ancestro
comun de las especies de Sudafrica occidental que forman el Clado 1B se ha datado
en 9,0+2 ma. (Fig.3.21 nodos d y f). El ancestro de las especies de Sudafrica oriental se
ha datado en 4,8+2 ma., y el ancestro de las especies del Norte de Africa e Islas
Canarias en 3,242 ma. (Fig.3.21 nodos g y h).

La mayor parte de los procesos de especiacion ocurridos en Sudafrica
occidental se han datado a finales del Mioceno (11,0 — 5,3 ma.). Los procesos de
especiacién que afectan a las especies de Sudafrica oriental y Norte de Africa — Islas
Canarias se han datado en periodos mas recientes, sobretodo durante el Plioceno (5,3

-1,8 ma.).
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Tabla 3.12: datacion de los nodos del arbol filégieo con PAML

Multidivtime.
NODO TIEMPO Dev. St. I.C. 95%
52 1,38 0,90 0,11 - 3,56
53 1,24 0,81 0,10 - 3,21
54 2,51 1,06 0,83 - 4,92
55 1,84 0,97 0,39 - 4,11
56 2,74 1,10 0,95 - 5,21
57 3,32 1,19 1,31 - 5,89
58 4,49 1,26 2,14 - 6,95
59 1,29 0,97 0,06 - 3,67
60 0,95 0,81 0,03 - 3,04
61 2,00 1,28 0,14 - 4,97
62 4,75 1,30 2,23 - 7,15
63 5,96 1,25 3,30 - 7,88
64 1,83 1,06 0,19 - 4,27
65 3,36 1,27 1,06 - 5,91
66 4,35 1,27 1,93 - 6,76
67 0,98 0,82 0,04 - 3,09
68 1,79 1,08 0,28 - 4,32
69 0,97 0,66 0,13 - 2,66
70 2,10 1,01 0,51 - 4,35
71 3,38 1,03 1,53 - 5,51
72 4,09 1,05 2,12 - 6,15
73 4,79 1,06 2,69 - 6,74
74 5,42 1,05 3,24 - 7,22
75 6,36 0,95 4,18 - 7,64
76 7,91 1,18 5,48 - 10,18
77 9,06 1,20 6,62 - 11,30
78 10,32 1,14 7,94 - 12,27
79 2,34 0,96 0,84 - 4,56
80 3,43 1,13 1,58 - 5,95
81 4,30 1,25 2,17 - 7,01
82 5,60 1,33 3,24 - 8,34
83 7,23 1,41 4,62 - 10,05
84 8,21 1,38 5,60 - 10,94
85 2,91 1,35 0,55 - 5,88
86 4,16 1,39 1,74 - 7,12
87 5,21 1,41 2,66 - 8,11
88 3,98 1,63 1,06 - 7,46
89 7,32 1,44 456 - 10,13
90 1,35 0,98 0,15 - 3,91
91 10,20 1,27 7,68 - 12,56
92 11,21 1,17 8,83 - 13,35
93 14,38 0,75 13,53 - 16,27
94 16,07 0,99 14,34 - 18,34
95 17,09 0,94 16,04 - 19,51

Tiempo expresado en millones de afios (ma); DegleStriacion estandar;
I.C. 95%: intervalo de confianza del 95%.
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3.4 DISCUSION

3.4.1 Taxonomia

La primera conclusiéon que se deduce del arbol filogenético obtenido es que
las especies asignadas actualmente al género Androcymbium no constituyen un grupo
monofilético, ya que algunas especies de este género aparecen conjuntamente con
especies de los géneros Bulbocodium, Colchicum y Merendera (Fig. 3.13). Para
conseguir que el género Androcymbium sea monofilético, se necesitan 23 pasos mas en
el arbol de maxima parsimonia (Fig. 3.22), aunque si lo hacemos sin incluir a los taxa
A. dregei y A. cuspidatum, solo son necesarios 12 pasos mas (Fig. 3.23). Segun
Dalhgren et al. (1985), estos cuatro géneros forman la tribu Colchiceae, y se
caracterizan morfolégicamente por poseer bulbos subterraneos tunicados como un
cormo y por tener las flores situadas en el centro del brote. Las flores frecuentemente
se desarrollan antes que las hojas verdes (histerantia), con nectarios androécicos
situados en la base de los filamentos. Los tépalos son largos y ungulados, y estos
pueden estar libres o fusionados a lo largo de un tubo. Las anteras son latrorsas. Los
granos de polen son bi-, tri-, o tetraporados. Contienen tres estilodios que pueden ser
libres o fusionados basalmente en un unico estilo. El pistilo da lugar a una capsula
septicida. Muchos autores contemporaneos, basandose en inconspicuos caracteres
morfoldgicos, han incluido recientemente estos tres géneros dentro de Colchicum
(Dahlgren et al. 1985; Persson 1993; Nordenstam 1998).

Esta definicion de Dalhgren et al. (1985) sobre la tribu Colchiceae es muy
generalista. La histerantia’ propia del género Colchicum (incluyendo Bulbocodium y
Merendera) sobre la que hablan estos autores para su caracterizacién, no es del todo
cierta, ya que dentro de este género hay especies sinantas? (Persson 1993; Akan &
Eker 2005). La latrorsidad de las anteras no se puede generalizar para toda la tribu,
ya que en nuestras observaciones de Androcymbium, Merendera (M. androcymbioides) y
en ciertas especies de Colchicum, encontramos anteras extrorsas, introrsas y latrorsas,

ampliando asi la informacion descriptiva y definitoria de la tribu.

! Desarrollo de las hojas después de la floracion
2 Emergencia simultanea de las hojas y las flores
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Fig.3.22: arbol de maxima parsimonia con el gémandrocymbiummonofilético. N° pasos
1124; Cl = 0.719; Rl = 0.745. Se han necesitad@&$s mas que en el arbol original (
3.10).
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Fig.3.23: arbol de maxima parsimonia con el gédegrdrocymbiunmonofilético sin incluir a Ic
taxaA. cuspidatuny A. dregei N° pasos = 1113; Cl = 0.726; Rl = 0.754. Se hegesitado 1
pasos mas que en el arbol original (Fig. 3.10).
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Estas generalidades definitorias de la tribu Colchicene se han basado
fundamentalmente en una muestra pequena de especies sin tener en cuenta al género
Androcymbium, el cual presenta algunas caracteristicas morfoldgicas que le separa de
alguno de ellos. Todos estos errores en la definicion de estos géneros de la tribu
Colchiceae, se han ido arrastrando en numerosos trabajos posteriores. Por ejemplo, se
dice que Bulbocodium, Colchicum y Merendera, se caracterizan por poseer un habito
acaulescente y por tener el ovario oculto encima del cormo, en la parte subterranea
del perigonio, creciendo hasta la superficie cuando madura (Dahlgren et al. 1985), y
que todas las especies del género Androcymbium son, generalmente, caulescentes.
Pero realmente en algunas especies de Colchicum (C. cupani,) y Merendera (M. montana
y M. androcymbioides) es dificil hacer tal separacién. Incluso para Androcymbium, ya
que A. exiguum subsp. vogelii presenta un crecimiento del tallo capsular después de
su maduracidon que se asemeja de sobremanera a p.e. C. autumnale. Por tanto
dudamos de la asignacion a estas diferencias de “habito a/caulescente” como
autapomorfias de esta tribu.

Los géneros Androcymbium, Bulbocodium y Merendera se asemejan en que
presentan los tépalos ungulados libres, no fusionados, mientras que en Colchicum
estos se fusionan a lo largo de un tubo tepalar. En Bulbocodium, los estilos de los tres
carpelos se fusionan en un punto a cierta altura para luego dividirse en tres
estiloides, mientras que en los otros géneros los tres estilos estan separados.

Hasta la fecha, la diferenciacion entre estos cuatro géneros se habia basado en
estas caracteristicas morfoldgicas, aunque hemos visto que sus dudas iban
aumentando recientemente conforme se iba ampliando el conocimiento de mas
especies de estos géneros. El problema se evidencia claramente con la utilizacion de
andlisis moleculares para estudios taxondmicos. En base a nuestros datos
moleculares, se ha obtenido una fuerte y poderosa evidencia de que el género
Androcymbium no es monofilético, dada la presencia de especies del género
Androcymbium conjuntamente con especies de los géneros Bulbocodium, Colchicum y
Merendera, y soportada esta agrupacion por elevados valores de probabilidad a

posteriori (PP =77% y PP = 89%; Fig. 3.13). Esto mismo se ha observado en un trabajo
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con toda la familia Colchicaceae y soportado por un elevado valor bootstrap (BS =
95%) (Vinnersten & Reeves 2003) (Fig. 3.24).

Segun la Angiosperm Phylogeny Group (APG 1998, 2003) y Backlund & Bremer
(1998), las clasificaciones filogenéticas deben de estar basadas en diversos criterios y
el mas importante es el de la monofilia. Los siguientes criterios en importancia son la
estabilidad del taxon, la estabilidad de la nomenclatura, la maximizacion de la
informacion filogenética y el facil reconocimiento del grupo. En nuestro estudio, las
especies de los géneros Bulbocodium, Colchicum y Merendera, juntamente con algunas
especies del género Androcymbium, forman un clado fuertemente soportado. Para
conseguir que el género Androcymbium sea monofilético, se necesitan 25 pasos mas
(Fig. 3.22), lo cual es una fuerte evidencia de que la actual clasificacion de las especies
de Androcymbium nos produce un género que no seria monofilético. Por ello,
basandonos en los datos moleculares de este estudio, se podria proponer una nueva
clasificacién en dos géneros: (i) género Androcymbium, formado por las especies que
forman el Clado 1; (ii) género Colchicum, formado por las especies que forman el
Clado 2. Esta clasificacion también se puede deducir del arbol de Vinnersten &
Reeves (2003) en el que la primera agrupacion recibe un soporte BS = 100% y la
segunda un BS = 95% (Fig. 3.24). Mediante esta nueva clasificacion se mantendria el
criterio de la monofilia de género, la estabilidad del taxdn, la estabilidad de la
nomenclatura y la maximizacién de la informacién filogenética. La distincion
morfoldgica entre las actuales especies de Androcymbium del clado 2 y las especies del
clado 1, se encuentra en el cormo (Fig. 3.25). En las especies de Androcymbium del
Clado 2, este suele presentar estrias longitudinales en la superficie y falda en
posicién basal, con una division vegetativa del cormo tipo C (Fig. 1.1; pag.35). En las
especies del Clado 1, el cormo tiene la superficie sin estrias, no presenta una falda tan
aparente y la division vegetativa es del tipo A o C (Fig. 1.1; pag. 35). A pesar de las
dudas por la dificil identificacién de esta caracteristica subterranea, que no siempre
es tan evidente para todas las especies de este Clado 2, este podria ser un caracter a
utilizar como medida transitoria de prudencia nomenclatural hasta que nuevas

evidencias aclaren estas circunscripciones taxondmicas.
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Fig. 3.24: arbol filogenético de la familia Colcateae realizado con maxima parsimonia del artideilo
Vinnersten & Reeves (2003). N° pasos = 2082; CI74;0RI = 0.85.
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Lo que parece claro y evidente con los datos recientes y con los propios obtenidos en
estos analisis filogenéticos, es que los géneros Bulbocodium y Merendera deberian
incluirse en el género Colchicum, tal y como proponen Dalhgren et al. (1985) y
Persson (en prep). En el trabajo de Vinnersten & Reeves (2003) los géneros
Bulbocodium, Colchicum y Merendera, forman un clado bastante bien soportado (BS =
87%) al igual que en nuestro trabajo (PP = 100%), mientras que la posicion de las
especies de Androcymbium no queda muy bien definida (Fig. 3.24).

Esta nueva clasificaciéon en dos géneros debe ser tomada con mucha cautela
dada la ausencia de claros caracteres morfoldgicos distintivos entre las especies de
estos dos géneros redefinidos y que solo se han analizado cinco especies del género
Colchicum. Por ello, seria conveniente realizar futuros trabajos contando con un
mayor numero de especies del género Colchicum, dado que ello podria ayudar a
esclarecer mejor estas relaciones filogenéticas tal y como proponen Zwickl & Hillis
(2002). Por tanto, el resto de la discusion se va a realizar analizando los dos género tal
y como se encuentran clasificados en la actualidad (Dahlgren et al. 1985).

El género Androcymbium, tal y como se encuentra definido actualmente
(Willdenow 1808), esta dividido en cinco secciones de especies basandose en
diferentes caracteres morfoldgicos: sec. Erythrostictus (Bentham & Hooker 1883); sec.
Dregeocymbium (Krause 1921); sec. Marlothiocymbium (Miiller-Doblies & Miiller-
Doblies 2002); sec. Kunkeliocymbium (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 2002); sec.
Androcymbium (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 1998, 2002). Las agrupaciones de
especies en los diferentes clados de nuestra filogenia no concuerda con las
agrupaciones en secciones basadas en caracteres morfologicos, a excepcidon de las
especies de la seccidon Erythostictus, las cuales conforman el Clado que agrupa a las
especies del norte de Africa y a dos especies de Namibia (A. asteroides y A. roseunt)
(Fig. 3.26). Las especies de esta seccion se caracterizan por tener la lamina plana mas
larga que la una. El resto de clados son formados por especies de diferentes secciones
(Fig. 3.26). En el Clado que agrupa a las especies de Sudéafrica oriental, encontramos
especies de las secciones Kunkeliocymbium y Androcymbium. E1 Clado 1B se encuentra
formado por nueve especies de la seccion Androcymbium y una de la seccion

Kunkeliocymbium.

179



Discusion

A
A albanenze subsp. A albanense subsyp. A longipes A palaestinum
albanase clanwilliamense
R
ot S RS .
A hanfamense A henzsenianum A eghimocymbion
B
A bellum A cuspidatum A dregei A hunflepi
A melanthioides A poelfianum A walferi

Fig. 3.25: cormos de diferentes especies del géArdiocymbiumA: cormos de las especies que
aparecen en el clado 1. Divisién vegetativa tipp B (ver Fig. 1.3, pag. 35RB: cormos de las especies
gue aparecen en el clado 2 (ver Fig. 3.13). Dikisiegetativa tipo C (ver Fig. 1.3, pag. 35).
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En el Clado 2 encontramos especies de todas las secciones, a excepcion de la seccion
Marlathiocymbium que solo esta formada por la especie A. cruciatum, especie que no
hemos analizado pero que en el trabajo de Vinnersten & Reeves (2003) aparece con
las especies que forman nuestro Clado 2. Parece ser, que los caracteres morfoldgicos
elegidos para hacer las agrupaciones en secciones, no tienen un patrén evolutivo
claro que se ajuste a la filogenia molecular.

Gracias a estos andlisis moleculares y a la filogenia obtenida del género
Androcymbium se han podido resolver dos cuestiones taxondémicas que afectaban a
tres taxa. La primera de ellas es referente a la especie A. albanense. Esta especie fue
descrita por Schonland (1904) a partir de una poblacion encontrada en Sudafrica
oriental. Recientemente Pedrola-Monfort et al. (1999a) describieron una subespecie
de A. albanense (A. albanense subsp. clanwilliamense) a partir de una poblacion de
Sudafrica occidental. Posteriores andlisis micromorfologicos de esta subespecie
(Pedrola-Monfort, com. pers.) hicieron dudar sobre su asignacion taxondmica,
pensandose pues que podria tratarse de una especie nueva (A. clanwilliamense). En
base a la gran diferenciacidon génica encontrada entre estas dos subespecies en los
analisis RAPD's (Fsr = 0,55; 68 = 0,44) (capitulo 2) y a que se dispongan en clados
separados en la filogenia, proponemos que A. albanense subsp. clanwilliamense
Pedrola, Membrives & J.M. Monts., adquiera la categoria taxondémica de especie
como A. clanwilliamense Pedrola & del Hoyo. La segunda cuestion taxondmica que se
ha podido resolver es en relacion a los taxa A. roseum y A. asteroides. A. roseum fue
descrito por Engler (1889) a partir de los individuos de una poblacion localizada en
Namibia. Manning & Goldblatt (2001) describieron a A. asteroides, una especie muy
parecida a la anterior, a partir de los individuos de una poblacién del centro de la
provincia del Cabo (Sudafrica). Debido a la similaridad morfoldgica entre estos dos
taxa, Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (2002) las redefinieron como dos subespecies
de A. roseum basandose en la longitud y el color de la ldmina. La especie A. roseum
pasé a denominarse A. roseum subsp. roseum Engler y A. asteroides paso a
denominarse A. roseum subsp. albiflorum U. Miill-Doblies, Raus, Weiglin, D. Miill-

Doblies (ver capitulo 1).
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Fig. 3.26: arbol filogenético obtenido con métodednferencia Bayesiana con la organizacién eriaees segun
Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (1998, 2002). Secseccion.
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En nuestros analisis moleculares con RAPD's se obtuvieron elevados valores de
diferenciacidon génica entre las dos subespecies (Fsr= 0,60; 88 = 0,52) (capitulo 2) y en
la filogenia con secuencias de DNA no aparecen conjuntamente como era de esperar
para dos subespecies. Por ello preferimos tratarlas como dos especies diferentes, de

acuerdo con lo propuesto por Manning & Goldblatt (2001).

3.4.2 Evolucion

3.4.2.1 PRECEDENTES

Datar los procesos evolutivos es muy importante para conocer las causas
bioldgicas, geoldgicas o ambientales que han podido ayudar a promoverlos. La tinica
aproximacién que se habia realizado para datar los procesos evolutivos de
especiacién en el género Androcymbium fue la llevada a cabo por Caujapé-Castells et
al. (1999, 2001) con cpDNA — RFLP. En estos trabajos, los cuales solo contaban con
especies del norte de Africa y Sudéfrica occidental, se situé el origen geografico del
género en Sudafrica occidental y se dat6 en 45,5+11 ma. (mediados Eoceno). Estos
resultados se apoyaban en la hipdtesis de la existencia de condiciones de aridez en el
sur de Africa durante el Eoceno (Quézel 1978) las cuales favorecieron el origen de
una flora xerofitica conocida como “Rand Flora” por Lebrun (1947). Estudios
recientes sobre diferentes géneros de la flora de Sudafrica occidental, realizados a
partir de la secuenciaciéon de DNA y utilizando la metodologia del reloj molecular,
apuntan hacia un origen de estos mas reciente (entre 7 y 20 ma) (Reeves 2001;
Richardson et al. 2001; Goldblatt et al. 2002; Coleman et al. 2003; Linder 2003; Schire
et al. 2003; Verboom et al. 2003; Bakker et al. 2004b; Linder & Hardy 2004). El origen
de todos estos géneros y su posterior especiacidon esta asociada principalmente a la
creacion de la corriente de Benguela, fruto de la separacion del continente Antartico
de Sudamérica (entre 14 y 16 ma) (Siesser 1978). La formacion de este corriente frio
propicié un incremento progresivo de la aridez, con una acusada sequedad estival y
un descenso de la temperatura en Sudafrica occidental hasta la formacion del clima
actual a finales del Mioceno — principios del Pleistoceno (Goldblatt & Manning 2002;
Linder 2003). Este fue seguramente el factor mas importante que propicié un cambio

en la vegetacion del sur de Africa (Goldblatt 1997). Antes de la formacién de esta
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corriente, la zona de Sudafrica era rica en flora subtropical, y existen evidencias sobre
la presencia de palmeras (Coetzee & Rogers 1982). Esa zona actualmente se
encuentra formada por bosques arbustivos con formaciones esclerofilas o suculentas
y no se encuentran palmeras (Goldblatt 1997).

3.4.2.2 ORIGEN DEL GENERO

Evidencias morfoldgicas (Membrives et al. 2003a, 2003b, 2003c), palinologicas
(Martin et al. 1993), reproductivas (Membrives et al. 2002a), carioldgicas (Margeli et
al. 1999, Montserrat et al. 2002), aloenzimaticas (Membrives et al. 2001), y cpDNA
RFLP’s (Caujapé-Castells et al. 1999, 2001), sefialaban a la zona de Sudafrica
occidental como la mas probable para el origen del género. Todos estos estudios se
realizaron con especies que habitan en Sudafrica occidental y en el norte de Africa,
obviando de esta forma el rol que podian jugar las especies que habitan en Sudafrica
oriental, las que habitan en Namibia y dentro la Flora Zambesiaca (Zambia,
Botswana y Zimbabwe).

Este es el primer trabajo realizado con el género Androcymbium que cuenta
con especies de todas sus areas de distribucién en Africa. El hecho de contar con
especies de otras regiones que no se habian analizado previamente, no ha conllevado
la alteracion de las hipdtesis previas sobre este origen. El analisis de ancestralidad de
areas de Bremer (1992) y el método biogeografico propuesto por Ronquist (1997)
seflalan a esta zona de Sudafrica occidental como la mas probable de origen del
género (Tabla 3.11; Fig. 3.20).

Nuestros andlisis sugieren una datacion para la separacion del género
Androcymbium de los géneros Baeometra y Onixotis de 16+2,2 ma (Fig. 3.21, nodo 92).
Esta datacion esta de acuerdo con la de muchos otros géneros de la flora xerofitica
Africana con origen y centro de mayor diversificacion en Sudafrica occidental
(Linder, com. pers.). Esta region sudafricana es conocida floristicamente como Greater
Cape Flora (GCF) (Bayer 1984; Jiirgens 1991, 1997), y agrupa a los biomas del succulent
Karoo (NW de Sudafrica y SW de Namibia) y de la Cape Floristic Region o fynbos (SW
de Sudafrica) (Fig. 3.27). Estas dos zonas se caracterizan por tener su principal época

lluviosa en invierno y se diferencian en el nivel de aridez.
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El succulent karoo presenta un régimen pluviométrico que varia entre 50 mm/afio en
las zonas mas dridas del norte y 340 mm/afio en su zona mas himeda. Mas del 40%
de esta lluvia cae durante el invierno, lo cual condiciona mucho el ciclo bioldgico de
las especies vegetales (Milton et al. 1997). En el fynbos, la pluviometria varia desde
los 210 mm/afo en los valles interiores hasta cerca de los 400 mm/afio en la zonas
costeras, pudiendo llegar a 3000 mmy/afo en las regiones montanosas (Cowling et al.
1997). La temperatura media anual se encuentra entre 16 — 20°C, las heladas son
escasas y las nevadas invernales solo suceden en las mas zonas mas altas (Linder et
al. 1993). El origen de la GCF esta asociada a la creacion de la corriente de Benguela
(entre 14 y 16 ma). Ello provocd un incremento progresivo de la aridez y un descenso
de la temperatura en Sudafrica occidental — sur de Namibia que se tradujo en una
transicion de wuna vegetacion humeda y subtropical, hacia una vegetacion
semidesértica (succulent karoo: SK) y mediterranea (cape floristic region: CFR)
(Goldblatt & Manning 2002). Los grupos de plantas que soportaron este incremento
de la aridez o que presentaban adaptaciones morfoldgicas que les confirieron una
ventaja sobre el resto de grupos (p.e. gedfitos, que son el 16% de los géneros de la
GCF), pudieron desarrollarse y colonizar estas nuevas zonas daridas de donde
desaparecieron los grupos de plantas adaptados a condiciones mas hiimedas.

La mayoria de especies del género Androcymbium que habitan en Sudafrica
occidental se encuentran distribuidas por el succulent karoo y solo unas pocas lo
hacen en el fynbos (Fig. 3.27). Es muy importante observar que las especies de
Androcymbium que se encuentran en la posiciéon mas basal en el arbol filogenético
(Fig. 3.13, clado 2) habitan en el NW de Sudafrica — S de Namibia, en el succulent
karoo. Por ello, dentro de Sudafrica occidental, parece ser que la regién mas probable
de origen del género seria el NW de Sudafrica — S de Namibia, donde actualmente
habitan las especies de este género mas basales en el arbol filogenético. Para
confirmar esta hipdtesis seria conveniente analizar las especies A. amphigaripense, A.
buchubergense, A. etesionamibiense y A. exiguum, especies descritas recientemente
dentro del género Androcymbium (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 2002) y que
habitan en el extremo sur-occidental de Namibia, muy proximas con la frontera NW

de Sudafrica. Si estas aparecieran en posicion basal en el arbol filogenético, se podria
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decir que el posible origen geografico del género se situaria en la zona del succulent

karoo, entre el sur de Namibia y el norte de Sudafrica occidental.

Tabla 3.13: region fitogeografica y habitat dedapecies estudiad

ESPECIE

REGION FITOGEOGRAFICA

COMUNIDAD VEGETAL

Norte de Africa

A. gramineunm(Esparia)

A. gramineum(Marruecos)
A. hierrense

A. palaestinum

A. psammophilum

A. rechingeri

A. wyssianum

Mediterranea

Mediterranea
Macaronésica
Mediterranea
Macaronésica
Mediterranea
Mediterranea

Matorral xerofitico

Matorral xerofitico
Matorral xerofitico
Prados xerofiticos

Comunidades psammofilas de playas

Prados xerofiticos
Prados xerofiticos

Sudafrica occidental

. albanensesubsp.clanwilliamense
. austrocapense

bellum

. burchellii subsp.burchellii

. burchellii subsp.pulchrum
capense

. ciliolatum

. circinatum

. cuspidatum(poblacion CA)

. cuspidatum(poblacién MO)
dregei

. eghimocymbiorfpoblacién CI)
. eghimocymbiorfpoblacién PK)
hantamense

henssenianum

. huntleyi

.irroratum

. poeltianum

. villosum(poblacion EK)

. villosum(poblacion ST)

>>>»>»>>P>PP>P>PP>PP>PP>P>>P>>> > >

. walteri

Karoo - Namib
Cape Flora
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Cape Flora
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Cape Flora
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib
Karoo - Namib

Succulent Karoo
Dunas del Fynbos
Namaqualand
Karroid broken
Montafias oeste del Karoo
Fynbos
Succulent Karoo
Namaqualand
Montafias oeste del i§aro
Karroid broken
Succulent Karoo
Fynbos
Succulent Karoo
Montafias oeste del Karoo
Namaqualand
Succulent Karoo
Succulent Karoo
Namaqualand
Succulent Karoo
Namaqualand
Namaqualand

Sudafrica oriental

A. albanensesubsp.albanense

Tongaland - Pondoland

Grassland

A. austrocapense Cape Flora Dunas del Fynbos

A. decipiens Tongaland - Pondoland Dunas costeras

A. leistneri Afromontana Nama-Karoo

A.longipes Cape Flora Bosque del oceano indico
Namibia

A. asteroides

A. melanthioidesubsp.melanthioides

A.roseum

Kalahari - Highveld Transition zone
Kalahari - Highveld Transition zone
Kalahari - Highveld Transition zone

Grassland
Grassland
Grassland
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3.4.2.3 FORMACION DE LOS PRIMEROS LINAJES EVOLUTIVOS

Hace 11,2+2 ma., el ancestro del género Androcymbium empezd su radiacion
formando dos lineas evolutivos (Fig. 3.21, nodo A): (i) linaje Androcymbium, donde se
incluyen especies de este género distribuidas por todo Sudafrica (tanto occidental
como oriental), sur del centro de Africa (A. asteroides y A. roseum) y cuenca
Mediterranea (especies del Clado 1); (ii) linaje Colchicum, que dio lugar a especies del
género Androcymbium que principalmente habitan en NW Sudéafrica - SW Namibia y
al ancestro del género Colchicum (incluyendo Bulbocodium y Merendera) (especies del
Clado 2). Los dos linajes empezaron curiosamente su radiacion hace 10,2+2 ma (Fig.
3.21, nodos B y C). Esta simultaneidad temporal de los dos linajes puede deberse a
un cambio que afectara a los dos grupos por igual en Sudafrica occidental.
Seguramente este cambio pueda estar relacionado con la corriente de Benguela y su
efecto en el incremento de la aridez, juntamente con la elevacion del Great Escarpment
(zona montaniosa de Sudafrica occidental) hace aproximadamente 10 ma. (Linder
2003). Esta elevacién propicié que la zona sur de Africa pasara de ser una
peniplanicie de entre 500 y 700 m sobre el nivel del mar, a una zona mas abrupta con
una elevacién de 900 m durante el Plioceno (Partridge & Maud 2000). Esta elevacion
fue desigual y provocd un incremento en el gradiente pluviométrico debido a la
intercepcion del corriente de Agulhas (Tyson 1986). Consecuentemente, al este de la
CFR el clima se volvid mas humedo, mientras que la aridez estival en el succulent
karoo se incremento (Linder 2003). La suma de estos dos procesos, que provocaron
grandes cambios en la climatologia de Sudafrica, habrian promovido el inicio de esta
radiacion.

3.4.2.4 DISJUNCIONES NORTE - SUR DE AFRICA

El género Androcymbium presenta una distribucion disjunta de especies norte
— sur de Africa. De las actualmente 56 especies reconocidas con las que cuenta este
género (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 2002), 50 se hayan en el sur de Africa,
mientras que tan solo 6 lo hacen norte de Africa — Islas Canarias. Este patrén de
distribucién disjunta se ajusta al de muchos otros géneros con una gran diversidad
especifica en el sur de Africa y con algunas especies representadas en el norte del

continente (De Winter 1971). Ejemplos de estas disjunciones las podemos encontrar
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en el género Erica (Ericaceae), que tiene 644 especies en el drea sudafricana y tan solo
25 especies en el norte de Africa y Europa (Brown & Lomolino 1998), o en el género
Moraea (Iridaceae) con cerca de 200 especies en Sudafrica y solo una en la cuenca
Mediterranea (Goldblatt et al. 2002). Otros ejemplos remarcables de esta distribucion
disjunta los encontramos en los generos Aloe (Aloaceae), Dracaena (Dracaenaceae),
Echium-Lobostemon (Boraginaceae), Olea (Oleaceae), Pelargonium (Geraniaceae), etc.

Estas disjunciones podrian haberse originado por dispersiéon o vicarianza. La
hipétesis dispersalista explica los patrones de distribucion disjuntos debido a la
desaparicion de barreras preexistentes, mientras que la vicarianza lo explica por la
aparicion de barreras que fragmentan la distribucion del taxa ancestral. A partir de
nuestros datos y con nuestra filogenia, hemos encontrado evidencias de que esta
disjuncién se ha formado por dispersiéon desde Namibia hacia las zonas aridas del
este de Africa, siendo la barrera preexistente una zona con clima mas himedo
(Jurgens 1997). Esta “barrera” se ha demostrado que ha desaparecido en diversas
ocasiones desde el Mioceno (van Zinderen Bakker 1969, 1975; Verdcourt 1969),
creandose un corredor arido o arid track (Balinsky 1962) y permitiendo la dispersion
de especies de clima arido entre estas dos zonas (Jiirgens 1997).

Aparentemente, las especies estudiadas del género Androcymbium han
utilizado por lo menos dos veces la formacién del corredor arido para dispersarse
desde las zonas 4ridas de Namibia hacia las zonas aridas del este de Africa. La
primera dispersion la encontramos en la linea Colchicum de nuestra filogenia (Fig.
3.13, Clado 2) y fue realizada por un ancestro relacionado con A. melanthioides — A.
striatum. La una segunda dispersion la encontramos en la linea Androcymbium (Fig.
3.13, Clado 1) y fue realizada por un ancestro relacionado con A. roseum.
Seguramente, muchos de los géneros con esta misma distribucion disjunta y que
habitan en zonas de clima arido, han utilizado la formacion de este corredor arido
para llegar a Europa y a la cuenca Mediterranea.

3.4.2.5 EVOLUCION DE LAS ESPECIES DE SUDAFRICA OCCIDENTAL

En Sudafrica occidental, dentro de la Grate Cape Flora, es donde el género
Androcymbium cuenta con mayor numero de especies. Todas las especies de este

género que aqui encontramos, son endémicas de esta regiéon y cuentan con muy
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pocas poblaciones (Tabla 3.1). Las causas de esta gran diversidad de especies por
parte de los géneros que deben su origen y su diversificacion al incremento de la
aridez de Sudafrica occidental desde mediados del Mioceno, se debe principalmente
a dos factores: el pluviométrico y el edéfico (Linder 2003). En esta zona de Sudafrica
hay un gran mosaicismo de habitats. Ello se debe a la gran diversidad de suelos, a lo
accidentado del paisaje y al extremadamente variable y complejo patrén
pluviométrico (Goldblatt 1997), provocado en gran parte por la elevacién del Great
Escarpment. Si a ello le sumamos la naturaleza oligotréfica de los suelos, sobre todo
en la CFR, la poca capacidad de dispersion de las semillas de la mayoria de los
grupos de plantas (solo dispersadas por hormigas; max. 6 metros), y la estabilidad
climatica desde el Pleistoceno (esta zona no se vio afectada por las glaciaciones),
encontramos pues la respuesta a la gran diversidad de especies en Sudafrica
occidental (Goldblatt & Manning 2002; Linder 2003).

Linder & Hardy (2004) sefialan a la especiacion gradual parapatrida como la
mas probable forma de especiacién en Sudafrica occidental. Hipotetizan sobre una
progresiva substitucion de los grupos vegetales adaptados a vivir en condiciones
subtropicales en el SW de Africa (p.e. Arecaceae, Casuarinaceae y Winteraceae), por
grupos adaptados a las nuevas condiciones aridas (Asteraceae, Ericaceae, Fabaceae,
Iridaceae, etc.). La dispersion de las semillas de la mayoria de los grupos es de corto
alcance (Goldblatt & Manning 2002). La dispersidon por animales (zoocoria), queda
casi totalmente restringida a las hormigas, siempre y cuando las semillas dispongan
de eleosoma, y con un alcance maximo de 6 metros (Linder 1985). Todas estas
caracteristicas propias de Sudafrica occidental, favorecen un tipo de especiacion
parapatrida, provocan que los géneros cuenten con muchas especies (9,6 especies por
género de media) y haya una gran endemicidad (el 69,5% de las especies son
endémicas) (Goldblatt & Manning 2002; Linder 2003).

Analizando las especies del género Androcymbium, las que forman el Clado 1
presentan una mayor distribucidn geografica y se encuentran en una mayor cantidad
de habitats que las del Clado 2 (Fig. 3.27). La radiacion de las especies que habitan en
Sudéfrica occidental se inici6 hace 9,0 ma. (Mioceno inferior) y finalizé hace 3,0 ma.

(Plioceno) (Fig. 3.21; Tabla 3.12). La especiacién de este género se ajusta a la hipotesis

190



Discusioén

de especiacién gradual parapatrida de Linder & Hardy (2004). Estas especies son
endémicas y habitan en zonas geograficas muy reducidas. Las semillas no presentan
ningun sistema de dispersion a larga distancia y se ha visto en la naturaleza que son
transportadas por hormigas. Por tanto, su rango de dispersion no es superior a los 6
metros. Estas especies cuentan con muy pocas poblaciones y la diferenciacion
genética entre ellas es bastante importante (ver Capitulo 2) (Membrives et al. 2001).
Dado que en el arbol filogenético encontramos especies estrechamente relacionadas
que habitan en habitats muy diferentes, se puede afirmar que la especiacion
parapatrida, unida al mosaicismo edafico y a las diferencias microclimaticas, han
sido los principales motores de la especiacion del género Androcymbium en Sudafrica
occidental. Esta hipdtesis es congruente con la de varios autores que proponian estos
factores como el modo mas importante de especiacion de algunas familias
sudafricanas (Linder & Vlok 1991; Cowling & Holmes 1992; Goldblatt & Manning
1996).

3.4.2.6 DISPERSION DEL LINAJE COLCHICUM

Dentro del Clado 2 se encuentran las especies del género Colchicum
(incluyendo a Bulbocodium, y Merendera), género que se encuentra ampliamente
distribuido por Eurasia, y algunas especies del género Androcymbium. Una de estas
especies es A. melanthioides, especie ampliamente distribuida por las zonas
montafosas aridas de Namibia (altitudes entre 1000 — 2000 m.), por todo el norte de
Sudafrica (norte de la provincia del Cabo, norte del estado libre de Orange y norte
del Transvaal) y llegando hasta Zimbabwe. El resto de especies de este clado
pertenecientes al género Androcymbium, presentan una distribuciéon mas restringida y
solo por la zona de Sudéfrica occidental

Androcymbium striatum es la especie de Androcymbium mas relacionada con las
especies de este género del Clado 2 que habita mas al norte de Africa (Vinnersten &
Reeves 2003) y es morfoldgicamente muy parecida a A. melanthioides (Miiller-Doblies
& Miiller-Doblies 2002). Esta especie habita en las zonas montafosas aridas del
Cuerno de Africa (Etiopia — Somalia). El Cuerno de Africa es un importante centro de
especiacion y de flora endémica (Thulin 1994) y se han establecido disjunciones

floristicas entre las regiones aridas de esta zona y de la costa atlantica de Namibia
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(Jurgens 1997). En Androcymbium encontramos un ejemplo de esta disjuncion: A.
melanthioides - A. striatum. La separacion actual de estas zonas aridas se debe al
Kalahari gap (regién de clima continental) o al Kenia — Malawi gap (region con
elevada humedad) (Jiirgens 1997). Aunque actualmente estas dos regiones de clima
arido se encuentren separadas por una zona con un clima mas humedo, existen
evidencias de la formacion de un corredor 4rido que unié a estas dos zonas en
diversas ocasiones durante la historia de Africa, sobretodo desde finales del
Mioceno, conocido como el arid track (Balinsky 1962; van Zinderen Bakker 1969, 1975;
Verdcourt 1969). La separacion del género Androcymbium del género Colchicum se ha
datado en 7,2 ma. (Mioceno superior). Esta datacion deberia de coincidir con la
desaparicion de uno de los varios corredores aridos que se formaron entre las zonas
aridas de SW de Africa y E de Africa. Dada la estrecha relacién filogenética entre las
especies de Androcymbium del Clado 2 y las especies del género Colchicum, y que A.
striatum habita en un importante centro de especiacién como es el Cuerno de Africa,
se podria pensar que un ancestro relacionado con A. melanthioides, proveniente de las
zonas aridas de Sudéfrica occidental y gracias a la formacién de un corredor arido,
hubiera dado lugar al ancestro del género Colchicum en la regiéon del Cuerno de
Africa. Este, a su vez, desde el Cuerno de Africa y dada la proximidad con la
Peninsula Ardbiga, habria llegado al continente Euro-Asiatico por donde muchas
especies del género Colchicum se encuentran actualmente distribuidas. Ciertamente,
existen especies del género Colchicum en la Peninsula Arabiga (C. schimperi) y en
oriente medio (C. ritchii, C. crocifolium) (Persson, com. pers). Para corroborar esta
hipdtesis seria necesario analizar estas especies con habitats mas meridionales del
género Colchicum y la especie A. striatum, especie del género Androcymbium con el
habitat mas septentrional de las relacionadas con Colchicum.

3.4.2.7 DISPERSION DEL LINAJE ANDROCYMBIUM

En la zona del sur de Africa se han identificado 45 especies del género
Androcymbium (Miiller-Doblies & Miiller-Doblies 1998, 2002). De estas, 9 se
encuentran exclusivamente en la zona de Sudafrica oriental y solo una, A.
austrocapense, cuenta con poblaciones en ambos extremos de la zona sur de Sudafrica.

Esta asimetria en cuanto a la distribucidn especifica en esta disjuncion es andloga a
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las de otros muchos géneros de la flora xerofitica Africana como el género
Haemanthus (Amaryllidaceae). Este género cuenta con 21 especies, 15 de las cuales se
encuentran exclusivamente en Sudafrica occidental y 5 en Sudafrica oriental.
Unicamente la especie H. albiflorus habita en ambas regiones (Snijman 1984).
Ejemplos de esta distribucion disjunta oeste — este de Sudéfrica también los
encontramos en los géneros Crassula (Crassulaceae) (Jirgens 1997), Ehrharta
(Gramineae) (Verboom et al. 2003), Erica (Ericaceae) (Oliver 2000), Eugenia
(Myrtaceae) (van der Merwe et al. 2005), Leucas (Labiateae) (Ryding 1998), Lotus
(Fabaceae) (Linder et al. 1992) y Moraea (Iridaceae) (Goldblatt et al. 2002).

La especie A. austrocapense se encuentra distribuida cerca de Ciudad de Cabo,
en Sudafrica occidental, y por la zona de Port Elizabeth hasta Port Alfred, en
Sudafrica oriental. Habita en las dunas del fynbos costero y ambas regiones se
encuentran dentro de la regién floristica del Cabo, donde la época mas importante de
lluvias ocurre en invierno. Esta especie, aunque cuenta con poblaciones en Sudafrica
occidental, se encuentra estrechamente relacionada con las especies de Sudafrica
oriental (Fig. 3.13). Dado su patron de distribucion geografica y teniendo en cuenta
los ejemplos anteriores, se puede inferir la existencia de un sentido de dispersion
oeste — este de Sudafrica. Por tanto, un ancestro de esta especie podria haber llegado
desde Sudéfrica occidental hasta Sudafrica oriental, siguiendo la linea de la costa,
originando las especies que actualmente se pueden encontrar. Este patron
biogeografico con sentido oeste — este podria servir como modelo evolutivo para
otras muchas especies con la misma distribucion disjunta, visto que la disjuncion
oeste — este en Sudafrica es muy comuin en muchos géneros de flora xerofitica
africana.

El origen de las especies de Sudafrica oriental se ha datado en 4,8 ma.
(principios del Plioceno) (Fig. 3.21, nodo G). La falta de senal filogenética entre estas
especies, la cual aparece en el arbol filogenético en forma de politomia (Fig. 3.13), se
puede interpretar como una sefal de rdpida especiacion (Hodges & Arnol 1995;
Baldwin 1997; Baldwin & Sanderson 1998; Richardson et al. 2001a, b; Malcomber
2002; Verboom et al. 2003). El ancestro de todas estas especies parece estar

relacionado con A. austrocapense, dado que es la tinica especie con poblaciones en
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ambas zonas de Sudafrica. El hecho de que todas las especies estudiadas de esta zona
crezcan en habitats muy diferentes (Tabla 3.13) y que las semillas tienen una
capacidad de dispersion bastante reducida, podrian haber acelerado esta especiacion.

Desde Sudafrica oriental se podria haber originado el ancestro de A. asteroides
hace 4,5 ma (Plioceno superior) (Fig. 3.21, nodo 60; Tabla 3.12). Esta especie se
encuentra distribuida de este a oeste por el centro de Sudafrica y asociada a los
margenes del rio Orange y sus afluentes, por la zona que se conoce como Nama-
Karoo, una gran altiplanicie que se extiende por el centro de Sudafrica con
elevaciones entre 550m y 1500m (Manning & Goldblatt 2001). Esta zona presenta
muy poca precipitacion (max. 400 mm/afio, principalmente en verano), con
temperaturas medias inferiores a los 0°C en invierno y superiores a los 30°C en
verano (Palmer & Hoffman 1997). Aunque la precipitacion sea escasa, A. asteroides
puede desarrollarse gracias a que habita en los margenes de los rios y por tanto no
depende de la precipitacion para desarrollar su ciclo bioldgico. Dada su actual
distribucion por el centro y el norte de la provincia del Cabo y suroeste de Namibia,
dentro del Upper karoo, en la regién fitogeografica Nama — Karoo, esta especie
podria haberse dispersado de este a oeste de Sudafrica siguiendo el curso del rio
Orange, rio que nace en Lesotho, atraviesa todo el centro de Sudafrica (Nama-Karoo)
y desemboca en el Océano Atlantico justo en la frontera sur de Namibia. Las
poblaciones de esta especie que hemos analizado se encuentran en Namibia, junto al
margen del rio Auob, afluente del Orange. Esta especie, como ya se ha comentado
anteriormente, se encuentra estrechamente relacionada con A. roseum, y al igual que
A. asteroides sus poblaciones se encuentran asociadas a cursos fluviales. La poblacién
estudiada de A. roseum se encuentra unos 300 km. al norte de las poblaciones
estudiadas de A. asteroides, asociada a los margenes del rio Swakop, aunque cuenta
con poblaciones en el centro y el norte de Namibia, radiando hasta Angola por el
norte y hasta Zambia por el este, todas ellas dentro de la region fitogeografica
Sudano - Zambeziana (Jiirgens 1997). Sus poblaciones mas septentrionales se han
localizado al norte de Zambia (Pedrola-Monfort 1993; pag. 118). Esta especie, dada su
actual distribucién geografica y al hecho que se encuentre asociada a cursos fluviales,

podria haberse dispersado desde las zonas 4ridas del suroeste de Africa hasta el este
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del continente gracias a la formacion de uno de los varios corredores aridos que se
formaron desde finales del Mioceno (van Zinderen Bakker 1969, 1975; Verdcourt
1969) y al arrastre de los rios. Dada su aparente imposibilidad de establecer
poblaciones lejos de sitios que experimentan inundaciones periddicas y a la
necesidad de condiciones dridas para su desarrollo, es posible sugerir que esta
especie, o un ancestro de esta, podria haberse dispersado desde las zonas aridas del
este de Africa hasta la cuenca Mediterranea siguiendo el curso de los rios.
Ciertamente, existen evidencias geoldgicas indicando la existencia de un curso de
agua desde finales del Mioceno que conectaba la zona central del este de Africa con
el norte del continente: el Eonilo (Said 1981, 1993). La evaporacion del mar
Mediterraneo a finales del Mioceno (crisis del Mesiniense) (Hsti et al. 1973, 1977)
provocd un gran desnivel entre las zonas altas del Eonilo y su desembocadura,
provocando que el agua fluyera con gran fuerza y erosionando el terreno hasta la
formacién de lo que se conoce como el cafion del Eonilo (Said 1993). Gracias a este
curso fluvial formado desde finales del Mioceno y a su fuerza de arrastre, A. roseum o
un ancestro de este, podria haber llegado desde el este de Africa hasta la cuenca
Mediterranea, originando las especies que actualmente encontramos en el norte de
Africa.

Jiirgens (1997), es su trabajo sobre diversidad floristica e historia de las
regiones aridas de Africa, indica la existencia de especies distribuidas de forma
disjunta en estas dos regiones aridas de Africa, que se habrian dispersado gracias a la
formacién de un corredor arido. La desaparicion del corredor arido y la formacion
nuevamente de una zona humeda, provoco su separacion y especiacion en diferentes
taxa. De forma contraria a lo ocurrido en la dispersién hacia el norte de Africa de la
linea Colchicum, donde encontramos a A. melanthioides en las zona aridas del SW de
Africa y a A. striatum en el NE de Africa, en la dispersion de la linea Androcymbium
no encontramos especies disjuntas de este género relacionadas filogenéticamente en
ambas regiones dridas fruto de esta dispersion por el corredor arido. En el arbol
filogenético de Vinnersten & Reeves (2003), se observa a la especie Merendera
schimperiana formando un clado con A. gramineum, unica especie del género

Androcymbium analizada en este estudio que habita en el norte de Africa, y en
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posicion basal a estas A. asteroides y las especies de Sudafrica oriental (Fig. 3.24). Esta
especie, M. schimperiana, habita en el Cuerno de Africa y su posicién en el &rbol
filogenético de Vinnersten & Reeves (2003) hacia dudar sobre su pertenencia al
género Merendera. Un andlisis de la morfologia de esta especie ha provocado que
Persson (com. pers.) se haya decidido a cambiar Merendera schimperiana Hochst. por
Androcymbium schimperianum (Hochst.) K.Perss., debido a la presencia de unos
puntitos oscuros distribuidos a lo largo de los segmentos del perianto (seguramente
idioblastos), los cuales son caracteristicos del género Androcymbium pero nunca
vistos en Merendera. Esta nueva especie, hasta la fecha descrita como Merendera
schimperiana, dada su posicion en el arbol filogenético de Vinnersten & Reeves (2003)
y el andlisis morfoldgico de Persson (com. pers), se podria inferir que podria
pertenecer al género Androcymbium y ser la especie hermana de A. roseum que quedo
aislada en el Cuerno de Africa una vez desapareci6 el corredor arido. Si esta especie,
M. schimperiana, se confirma como parece que pertenece al género Androcymbium,
probablemente seria el ancestro mas reciente de las especies del norte de Africa. Para
corroborar esta hipdtesis seria necesario un profundo estudio morfologico y
comprobar con mayor detalle (analizar mas fragmentos de DNA) su posicion
filogenética en relacién con A. asteroides, A. roseum, y con las especies del norte de
Africa.

En los andlisis con el reloj molecular, se ha datado el ancestro del Clado que
agrupa a las especies del norte de Africa y A. roseum en 3,2 ma. (mediados del
Plioceno). Estos resultados parecen indicar que un ancestro relacionado con A.
roseum lleg6 a la Cuenca Mediterranea procedente del Cuerno de Africa y gracias al
arrastre del rio Eonilo, a mediados del Plioceno dando lugar posteriormente a las
especies del norte de Africa. Dentro de las especies del norte de Africa se pueden
establecer dos grupos: (i) grupo formado por A. gramineum, A. palaestinum y A.
rechingeri; (ii) grupo formado por A. hierrense, A. psammophilum y A. wyssianum (Fig.
3.13). Desgraciadamente, dada la poca sefial filogenética que encontramos debida
seguramente a su rapida y reciente especiacion, resulta muy dificil resolver las
relaciones filogenéticas dentro de estos dos grupos. El origen del primer grupo se ha

datado en 2,4 ma., mientras que el del segundo en 2,7 ma. (finales Plioceno).
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En el arbol filogenético (Fig. 3.13) se observa un clado fuertemente soportado
(PP = 88%; PP = 89%) que agrupa a las especies del norte de Africa y a dos especies
de Namibia (A. asteroides y A. roseum). Ya que en estos ultimos afios en el ].B.M. se ha
conseguido obtener hibridos entre las especies del norte de Africa (en algunos casos
se han obtenido generaciones F2 fértiles) y dada la estrecha relacién filogenética
encontrada entre estas dos especies de Namibia y las del norte de Africa, se quiso
comprobar cual era el nivel de aislamiento reproductivo entre estas especies. Debido
a que en cultivo en el invernadero de investigacion del JBM hay muy pocos
individuos de estas dos especies de Namibia, a que no todos florecian cada afio y a
que estos se utilizaban para analizar su sistema reproductivo (autocompatible —
autoincompatible; ver Capitulo 1), los cruces se realizaron utilizando a las especies
del norte de Africa como receptoras del polen (madres) fecundandolas con el polen
de estas dos especies (padres). En los cruces donde se utilizd a A. asteroides como
padre, se obtuvieron semillas de todas las especies fecundadas a excepcion de en A.
hierrense. Estas semillas una vez sembradas, en ningtuin caso llegaron a germinar
(Tabla 3.14; Fig. 3.28a). En los cruces donde se utilizo a A. roseurn como padre, se
obtuvieron semillas de todas las especies fecundadas. Se sembraron todas ellas y solo
germinaron las provenientes de los cruces con A. gramineum, A. palaestinum y A.
rechingeri (Tabla 3.14; Fig.3.28b). En un caso se utilizé6 un individuo de A. roseum
como madre y se fecundé con el polen de A. gramineum. De este cruce se obtuvieron
semillas y estas han germinado, resultando ser pues viables. Estos resultados reflejan
lo que se observa en la filogenia, visto que A. roseum se encuentra mas estrechamente
relacionado filogenéticamente con las especies del norte de Africa que A. asteroides y
que solo se producen semillas viables en los cruces de A. roseum con A. gramineum, A.
palaestinum y A. rechingeri, especies con las que aparece agrupado en un mismo clado

(Fig. 3.13).
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Tabla 3.14: resultados de las pruebas de cruzabilghtreA. asteroidesy A. roseumcon la:
especies del norte défrica. Antes de fecundar los individuos receptoestos se emascula
(eliminacion de las anteras antes de madurar) @atar autofecundaciones. Una vez fecund
fueron tapados con una malla de tul para evitanrféaciones cruzadas con el polen afeos
individuos de su misma espe

Receptor Dador Produccion de semillas  Germinacién debk semillas
_ A. asteroides v X
A. gramineum
A. roseum v v
) A. asteroides X X
A. hierrense
A.roseum v X
_ A. asteroides v X
A. palaestinum
A.roseum v v
_ A.asteroides v X
A. psammophilum
A.roseum v X
_ _ A. asteroides v X
A. rechingeri
A.roseum v v
. A. asteroides v X
A. wyssianum
A.roseum v X
A.roseum A. gramineum v v

Pruebas realizadas en los afios 2003 - 2004 y 2P04@5.

Fig. 3.28a: resultados de la sipmbra de semillagymto de los cruces
de las especies del norte de Africa éorasteroides
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Fig. 3.28b: semillas germinadas de los cruces ¢adrespecies del no
de Africa yA. roseum

s
E

3.4.2.8 COLONIZACION DE LAS ISLAS CANARIAS

Existen muchos estudios sobre el origen de los diferentes grupos de plantas
que habitan en las Islas Canarias y en la mayoria de ellos se apunta hacia un origen
Mediterraneo (Bohle et al. 1996; Mes et al. 1996; Francisco-Ortega et al. 1997, 1999;
Thiv et al. 1999; Helfgott et al. 2000; Barber et al. 2002; Allan et al. 2004).

El origen de las especies de Androcymbium que habitan en las Islas Canarias
(A. hierrense en El Hierro, La Palma y La Gomera; A. psammophilum en Lanzarote y
Fuerteventura) ha sido siempre objeto de discusion. Pedrola-Monfort & Caujapé-
Castells (1998) propusieron tres hipdtesis que podrian explicar el origen de las dos
especies de Canarias. La primera es que fueron originadas a partir de dos taxa
provenientes del continente. La segunda posibilidad es que un solo taxa del
continente habria colonizado los dos grupos de islas en dos momentos diferentes. La
tercera hipotesis asume la existencia de un taxa en el continente que habria originado
a un primer taxa en Canarias, seguramente A. hierrense dada la historia geoldgica de
estas islas (Fernandez-Palacios & Martin-Esquivel 2001). Este a su vez, seria el

ancestro del otro taxa de Canarias, A. psammophilum.
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Caujapé-Castells et al. (2001), a partir de sus datos de cpDNA - RFLP,
indicaban que el origen de las especies de las Islas Canarias podria ser explicado por
una solo colonizacién a partir de un ancestro relacionado con la especie norteafricana
A. wyssianum, apoyando asi la tercera hipdtesis. La mayoria de estudios sobre el
origen de los taxa en Canarias, sugieren un tnico origen seguido por una especiacién
insular (p.e. Argyranthemum (Asteraceae) [Francisco-Ortega et al. 1997]; Bencomia
(Rosaceae) [Helfgott et al. 2000]; Crambe (Brassicaceae) [Francisco-Ortega et al. 1996];
Gonospermum (Asteraceae) [Francisco-Ortega et al. 2001]; Lotus (Fabaceae) [Allan et
al. 2004]; Pericallis (Asteraceae) [Panero et al. 1999]; Sideritis (Lamiaceae) [Barber et al.
2002]; Sonchus (Asteraceae) [Kim et al. 1996]), tal y como se propone en Caujapé-
Castells et al. (2001).

En nuestro arbol filogenético hemos encontrado una estrecha relacién entre
A. wyssianum y las especies de las Islas Canarias (PP=100) (Fig. 3.13), apoyando la
hipdtesis que proponian Caujapé-Castells et al. (2001). Pero a diferencia de los
anteriores estudios, para este se ha contado con una nueva poblaciéon de A.
wyssianum de Essaouira (Marruecos), en la costa Atlantica. Esta poblacion (Hap. 2)
presenta diferencias genéticas importantes respecto al resto de poblaciones de A.
wyssianum (Hap. 1), aunque todas las poblaciones, incluyendo esta, se agrupan
dentro del mismo clado. Esta poblaciéon de Essaouira se encuentra muy
estrechamente relacionada con las especies de las Islas Canarias (PP=100) (Fig. 3.13).
Dado que ha sido imposible obtener individuos F1 de los cruces A. wyssianum x A.
hierrense y A. wyssianum x A. psammophilum, se elimina la posibilidad de introgresion,
es decir, que polen de las especies de las islas haya podido fecundar a individuos de
A. wyssianum del continente obteniéndose una poblacion diferente. Por tanto, parece
ser que desde la poblacién de Essaouira (costa Atlantica de Marruecos) se produjo la
colonizaciéon de las Islas Canarias por parte del género Androcymbium. Es muy
probable que las tormentas de arena, muy frecuentes en el Sahara, hubiesen servido
para llevar cdpsulas con semillas o individuos enteros desde la costa de Marruecos
hasta el archipiélago canario. Dada las caracteristicas geologicas de las Islas Canarias,
es muy probable que A. wyssianum hubiera dado lugar a A. hierrense. Esta especie

habita en las islas mas occidentales del archipiélago, islas han sufrido menos
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catastrofes volcanicas y cuentan con una vegetacion mas antigua (Santos-Guerra
2001). Las islas de Lanzarote y Fuerteventura son dos de las mas antiguas del
archipiélago canario (15,5 ma. y 20,5 ma. respectivamente), pero su flora es mucho
mas reciente (Fernandez-Palacios & Martin-Esquivel 2001). Esto se debe a los
continuos episodios de vulcanismo durante el cuaternario que habrian extinguido la
flora mas antigua, existiendo actualmente una flora mas moderna que en las islas
mas occidentales. Entonces, parece ser que A. hierrense, y no A. wyssianum de
Essaouira, podria haber dado lugar a A. psammophilum. Datos de cruzabilidad
corroboran esta hipdtesis de estrecha relacion entre las especies insulares, ya que se
han producido individuos F2 con floracion al cruzar las dos especies insulares,
aunque presentan una fuerte barrera prezigdtica entre ambos taxa insulares.

Los resultados obtenidos con el reloj molecular ha datado el origen de los
taxa de Canarias en 1,b4 ma. (Fig. 3.21, nodo 55; Tabla 3.12). Esta datacién esta de
acuerdo con la de los escasos estudios donde se ha procedido a datar el origen de la
flora canaria relacionada con un taxa continental (Santos-Guerra 2001). Esta reciente
especiacidn se encuentra también soportada por los datos de genética poblacional, ya
que la diferenciacion génica encontrada dentro de los taxa canarios es muy baja

(Capitulo 2).
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3.5 CONCLUSIONES

* El género Androcymbium, tal y como se encuentra definido actualmente, no es
monofilético, dada la inclusién en un mismo clado de especies de este género
conjuntamente con otras especies del género Colchicum (incluyendo a
Bulbocodium y Merendera).

* Las especies de Androcymbium que aparecen en el Clado 2 del arbol filogenético
estdn muy relacionadas con las especies del género Colchicum dado que
aparecen juntas en un mismo clado. El andlisis filogenético de las nuevas
especies descritas por Miiller-Doblies & Miiller-Doblies (2002) del sur de
Namibia, de A. striatum (especie que habita en el Cuerno de Africa) y de mas
especies del género Colchicum, sobretodo aquellas que habitan en la Peninsula
Arabica, podrian ayudar a resolver las relaciones evolutivas y taxondmicas
entre los géneros Androcymbium y Colchicum.

* El origen de género Androcymbium se ha situado en Sudafrica occidental tal y
como indican los andlisis biogeograficos. Seguramente este origen se localizaria
en una zona del norte de Sudafrica — sur de Namibia, dentro del bioma del
succulent karoo.

* Segun los andlisis con el reloj molecular, la separacion del género Androcymbium
de los géneros Bacometra y Onixotis se ha datado en 16+2,2 ma. Hace 11,2+2,2
ma. empez6 su radiacion generandose dos linajes: (i) linaje Androcymbium vy (ii)
linaje Colchicum.

* El linaje Androcymbium estd formado tnicamente por especies de este género y
estas se distribuyen por Sudafrica occidental y oriental, Namibia — Flora
Zambesiaca y norte de Africa — Islas Canarias. El linaje Colchicum esta formado
por especies del género Androcymbium y Colchicum y estas se distribuyen por el
norte de Sudafrica (succulent karoo y Karoo — Namib region), Namibia, Cuerno
de Africa (especies del género Androcymbium) y regién Euroasidtica (especies

del género Colchicum).
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Las dataciones obtenidas con la metodologia del reloj molecular se ajustan a la
de otros muchos géneros de la flora xerofitica de Sudafrica occidental y difieren
de las obtenidas en estudios previos por Caujapé-Castells et al. (1999, 2001).

El inicio de la especiacién de Androcymbium parece estar asociado al incremento
de la aridez en Sudafrica occidental desde mediados del Mioceno fruto de la
generacion de la corriente fria de Benguela originada por la separacion de la
Antartida de Sudamérica. También se encuentra asociado a diferentes procesos
orogénicos ocurridos en el Great Escarpment (cordillera de Sudafrica occidental)
que provoco grandes gradientes pluviométricos acentuando asi el gran
mosaicismo de habitats de Sudafrica occidental.

La radiacion de los dos linajes encontradas empezd de forma simultanea (hace
10,242 ma.) debido a que fueron afectadas por los mismos factores que
promovieron su especiacion (seguramente los mas importantes serian los dos
citados anteriormente). Estos dos linajes parecen presentar historias evolutivas
paralelas, dado que se originaron en Sudafrica occidental y acabaron
dispersandose hacia el norte del continente.

Las especies que habitan en Sudafrica oriental tiene su origen en Sudafrica
occidental y este podria estar relacionado con un ancestro de A. austrocapense,
tinica especie que cuenta con poblaciones en ambas zonas de Africa austral.
Estas especies de Sudafrica oriental, a su vez, son mas antiguas que las del
norte de Africa.

La dispersion hacia el norte del continente de los dos linajes encontrados parece
estar muy relacionada con la formacion de diversos corredores aridos que
unieron las zonas aridas del SW y del E de Africa desde finales del Mioceno.
Estos corredores fueron utilizados en la dispersion del linaje Androcymbium por
algin ancestro relacionado con A. roseum — A. (M.) schimperianum y en la
dispersion del linaje Colchicum por algun ancestro relacionado con A.
melanthioides — A. striatum.

La presencia de especies del género Androcymbium en el norte de Africa se debe
principalmente al curso del rio Eonilo (ancestro del Nilo) que propicié que la

especie de este género que llegd hasta el Cuerno de Africa y con habitat
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asociado a los cursos fluviales (algun ancestro de A. roseum) pudiera
dispersarse hacia la Cuenca Mediterranea.

Las especies del norte de Africa estin estrechamente relacionadas
filogenéticamente con A. roseum, especie de Namibia, como lo demuestra su
ubicacién topoldgica en los arboles estudiados. Los resultados de las pruebas de
cruzabilidad también corroboran esta hipotesis.

Las especies de las Islas Canarias parecen tener un origen continental
relacionado con A. wyssianum y concretamente esta relacion es mas probable
que sea con la poblacion de Essaouira (Marruecos), dado los resultados

encontrados en el arbol filogenético.
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DISCUSION GENERAL

Esta tesis doctoral se ha enfocado a dos niveles evolutivos diferentes pero
complementarios: macro y microevolutivos. Con el estudio realizado a nivel
microevolutivo (analisis de la variabilidad genética poblacional) se han podido
resolver los aspectos descriptivos de los patrones de distribucién de esta variabilidad
en el género Androcymbium, ya que en los trabajos y tesis previas se habian estudiado
las especies del norte de Africa (Pedrola-Monfort 1993; Pedrola-Monfort & Caujapé-
Castells 1994, 1996) y de Sudéfrica occidental (Membrives 2000; Membrives et al. 2001).
Por tanto, quedaban por analizar dentro de este género las especies de Namibia y
Sudéfrica oriental. De esta forma se han planteado los patrones de diversidad genética
y comprendido asi como se encuentra distribuida esta variabilidad genética en las
cuatro zonas geogréaficas donde encontramos la gran mayoria de especies de este
género: norte de Africa, Namibia, Sudéafrica occidental y Sudafrica oriental. Asi pues la
componente interpoblacional es muy importante para explicar la distribucion de la
variabilidad genética en las especies Sudéfrica oriental, al igual como se observé en las
especies de Sudafrica occidental. Contrariamente, la componente intrapoblacional es la
gue explica la distribucién de la variabilidad genética en las especies de Namibia, tal y
como se observé con las especies del norte de Africa. También hemos comprobado y
resuelto en forma de sintesis para este género que la cantidad de variabilidad genética
poblacional esta correlacionada con el sistema reproductivo, mostrando niveles
superiores aquellas especies xendgamas o autoincompatibles. Otra base de evidencias
originarias en este estudio nos permite afirmar que la distribucion de la variabilidad
genética dentro de las especies del género Androcymbium se debe a los factores
historico-ambientales acaecidos en las poblaciones naturales y no dependen por tanto
de las relaciones filogenéticas o evolutivas de los taxa. Es a partir de aqui donde se
pasa en este trabajo del nivel micro al macroevolutivo.

En primer lugar constatamos que esta es la primera filogenia del género donde
se cuenta con especies de todas sus areas de distribucién, ya que en la anterior
realizada por Caujapé-Castells et al. (1999) con cpDNA-RFLP solo se contaba con

especies del norte de Africa y Sudafrica occidental. Analizando la topologia del arbol
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filogenético resultante y la cantidad y distribucion de la variabilidad genética de todas
las especies analizadas, se ha podido corroborar que estas no estan relacionadas, tal y
como indicaba Olmstead (1990) y como sefialaban Membrives et al. (2001) con las
especies del norte de Africa y Sudafrica occidental. También uniendo los trabajos a
nivel micro y macroevolutivo se han podido solventar dos cuestiones referentes a la
taxonomia de tres especies del género. La primera es referente a A. asteroides y A.
roseum, ya que Muller-Doblies & Mauller-Doblies (2002) las consideraban dos
subespecies de A. roseum (subsp. albiflorum y subsp. roseum respectivamente). Gracias a
los estudios de diferenciacion poblacional y a la filogenia molecular se ha podido
determinar que son dos especies diferentes, corroborando y apoyando aqui la
propuesta realizada por Manning & Goldblatt (2001).

La segunda cuestidn se refiere a A. albanense. Hasta la fecha se consideraba que
existian dos subespecies de esta especie: subsp. albanense y subsp. clanwilliamense.
Como en el caso anterior y utilizando las mismas herramientas moleculares, se ha
podido establecer que son dos especies diferentes, A. albanense y A. clanwilliamense,
siendo esta Ultima una especie nueva aun por publicar. Un hecho muy importante
descubierto en este estudio y que no se atisbaba en los anteriores trabajos con este
género (Caujapé-Castells et al. 1999, 2001) es que Androcymbium no es monofilético,
dada la aparicién en un mismo clado de especies de este género con especies del
género Colchicum (incluyendo a Bulbocodium y Merendera). Esto mismo se empez0 a
observar en un trabajo realizado por Vinnerstern & Reeves (2003) con la familia
Colchicaceae y publicado mientras se realizaba esta tesis, donde se analizaron 17
especies de Androcymbium y 10 de Colchicum (incluyendo a Bulbocodium y Merendera).
Este agrupacion de taxa nos ha hecho reflexionar sobre la actual clasificacion
taxondmica del género, ya que siguiendo los criterios de agrupacién genérica
propuestos por la APG (1998, 2003) estos deben tener un origen monofilético. En este
trabajo se ha propuesto tratar a estos dos clados como linajes: linaje Androcymbium
formado Unicamente por las especies de este género que forman el clado 1 y linaje
Colchicum formado por las especies de Androcymbium y Colchicum que forman el clado
2. Esta agrupacion en linajes se ha propuesto con cautela y como medida provisional,

dado que en este trabajo solo se han analizado cinco especies del género Colchicum, y a
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la espera de poder realizar una filogenia del género Colchicum analizando las mismas
regiones gendmicas utilizadas para Androcymbium. Por suerte esta filogenia se realizara
en breve en colaboracién con el Natural History Museum of Denmark en Copenhague,
pudiendo de esta forma combinar y analizar todos los datos de las secuencias de estos
dos géneros conjuntamente, con el objetivo de resolver la taxonomia de estos dos
grupos. Con esta filogenia también hemos podido corroborar las hipétesis que se
planteaban en los estudios filogenéticos previos (Caujapé-Castells et al. 1999, 2001)
acerca sobre el origen del género, que lo situaban en Sudafrica occidental. La inclusion
de nuevos taxa de Namibia y Sudéfrica oriental no solo no ha alterado esta hipotesis,
sino que han ayudado a darle aun més robustez si cabe. Referente a la filogeografiay a
la datacidn de los procesos evolutivos sufridos por este género, este trabajo a servido
para trazar la dispersion geogréafica de este género a trabes de Africa y a datar estos
procesos utilizando la metodologia del reloj molecular. Una vez situado el origen del
género en Sudafrica occidental y datado en 11,2+2 ma., se han podido distinguir dos
linajes evolutivos con historias evolutivas paralelas: origen en Sudéfrica occidental y
dispersion hacia el norte del continente. El linaje Androcymbium radié por Sudafrica
occidental y se dispers6 hacia Sudéfrica oriental siguiendo la linea de la costa, dando
lugar a las especies de esta regién. Uno de esos taxa, A. asteroides, siguiendo el curso de
rio Orange, de dispersé por el centro de Sudafrica llegando hasta el sur de Namibia,
donde dio lugar a A. roseum. Este taxa, que actualmente se encuentra distribuido por
todo Namibia radiando hasta Angola por el norte y hasta Zambia por el este, se
disperso hacia el norte de Africa gracias a la formacion de uno de los varios corredores
aridos formados a finales del Mioceno y durante el Pliocéno, que unid las zonas &ridas
del suroeste y este de Africa, y gracias al curso de rio Eonilo (ancestro del actual Nilo),
propiciando que pudiera llegar a la cuenca Mediterrdnea y radiar, dando lugar a las
actuales especies de este género del norte de Africa. El linaje Colchicum también se
dispers0 y radié inicialmente por el norte de Sudéafrica occidental y sur de Namibia. Al
igual que en el linaje anterior también hubo una dispersion hacia las zonas aridas del
este de Africa (Cuerno de Africa) pero probablemente sin el paso previo por Sudafrica
oriental. Esta dispersién fue debida seguramente a un ancestro relacionado con A.

melanthioides, dada sus caracteristicas biologicas y su actual distribucién, y como en el
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caso anterior favorecida por la formacion de uno de los corredores aridos. A diferencia
del linaje Androcymbium, este linaje se dispersé y radi6 por Eurasia, teniendo su puerta
de entrada en la Peninsula Arabiga, y encontrando en este amplio continente
Unicamente a la especies del género Colchicum.

Con esta tesis se ha cerrado el circulo respecto a los trabajos de genética
poblacional con el género Androcymbium realizados en el Jardi Botanic Marimurtra y se
constata un “género modelo” para los estudios sobre filogeografia y evolucion de
géneros de la flora xerofitica africana con distribucion disjunta norte — sur de Africa.
Este es un fendmeno intrigante entre los biogedgrafos, ya que 63% de los géneros de la

flora xerofitica sudafricana presentan esta distribucion disjunta.
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Anexo 1: tabla de los tiempos geolégicos. Valora
millones de afios

ERA

PERIODO

EPOCA

EDAD

CENOZOICO

CUATERNARIO

HOLOCENO

Postglaciar

PLEISTOCENO

Versiliense

Tirreniense

Siciliense

Calabriense

NEOGENO

PLIOCENO

Piacenziense

Zancliense

MIOCENO

Messiniense

Tortoniense

Serravalliense

Lanhiense

Burdigaliense

Aqguitaniense

PALEOGENO

OLIGOCENO

Chatiense

Rupeliense

EOCENO

Priaboniense

Bartoniense

Luteciense

Ypresiense

PALEOCENO

Thanetiense

Selandiense

Daniense

233

0,01
0,08
0,12
0,35
1,75
3.4
53
7,3
11
14,3
15,8
20,3
23,5
28
33,7
37
40
46
53
57,9
60,9
65
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Anexo 2: codigos de las secuencias depositadas@en®ank ID: idem; Hap.: haplotip:

NUMERO DE REGISTRO GENBANK

ESPECIE HAPLOTIPO
trnL intrén trnL-trn F IGS trnY-trn D IGS trnH-psb A IGS RNApol 2_i23 trnT-trnL IGS cox 3 ccmF2 nadl_i2
Norte de Africa
A. gramineum 1 AY608517 AY608520 AY608528 DQ088292 DQO088326 DQ 091221 0Bb26 DQ091224
A. gramineum 2 AY608516 AY608521 AY608529 DQ088293 DQ088327 ID Hap.1 Hap.1
A. hierrense AY608514 AY608523 AY608531 DQ088296 DQ088329
A. palaestinum AY136755 AY608527 AY608534 DQ088307 DQO088330
A. psammophilum AY136756 AY608524 AY608532 DQO088310 DQO088331
A. rechingeri AY608518 AY608525 AY608535 DQO088311 DQO088332
A. wyssanum 1 AY608519 AY608526 AY608533 DQO088316 DQO088333
A. wyssianum 2 AY608515 AY608522 AY608530 DQ088317 DQ088328
Surafrica occidental
A. albanense subspclanwilliamense AY622747 AY622708 AY611748 DQ 088278 DQ088348
A. austrocapense 2 ID Hap.1 ID Hap.1 AY611741 DQ088280 DQ088341
A. bellum AY622738 AY622700 AY611742 DQ088281 DQ088342
A. burchellii subspburchellii AY622739 AY622701 AY611743 DQ088282 ID Hap.1
A. burchellii subsppulchrum 1 AY622740 AY622702 AY611744 DQ088283 DQ088343
A. burchellii subsppulchrum 2 AY622741 ID Hap.1 ID Hap.1 ID Hap.1 ID Hap.1
A. capense AY622742 AY622703 AY611745 DQ088284 DQ088344
A. ciliolatum AY622743 AY622704 AY611746 DQ088285 DQ088345
A. circinatum 1 AY622744 AY622705 AY611747 DQ088286 DQO088346
A. circinatum 2 AY622745 AY622706 ID Hap.1 DQ088287 DQO088347
A. cuspidatum AY622746 AY622707 AY611749 DQ088288 DQ088349
A. dregei AY622748 AY622709 AY611750 DQ088290 DQO088350 DQ091228 PXP3 DQ091230
A. eghimocymbion AY622749 AY622710 AY611751 DQ088291 DQO088351
A. hantamense AY622750 AY622711 AY611752 DQ088294 DQ088352
A. henssenianum AY622751 AY622712 AY611753 DQO088295 DQ088353
A. huntleyi 1 AY622752 AY622713 AY611754 DQ088297 DQ088354
A. huntleyi 2 ID Hap.1 ID Hap.1 ID Hap.1 DQ088298 ID Hap.1
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Anexo 2: (cont.

NUMERO DE REGISTRO GENBANK

ESPECIE HAPLOTIPO
trnL intrén trnL-trn F IGS trnY-trnD IGS trnH-psb A IGS RNApol 2_i23 trnT-trnL IGS cox 3 ccmF2 nadl_i2
A. irroratum 1 AY622753 AY622714 AY611755 DQ088299 DQ088355
A. irroratum 2 AY622754 AY622715 AY611756 DQ088300 ID Hap.1
A. irroratum 3 ID Hap.2 ID Hap.2 ID Hap.2 DQ088301 ID Hap.1
A. irroratum 4 AY622755 AY622716 ID Hap.2 DQ088302 ID Hap.1
A.irroratum 5 ID Hap.4 ID Hap.4 ID Hap.4 DQ088303 ID Hap.1
A. poeltianum 1 AY622756 AY622717 AY611757 DQ088308 DQ088356
A. poeltianum 2 AY622757 AY622718 AY611758 DQO088309 DQO088357
A. villosum AY622758 AY622719 AY611759 DQO088314 DQ088358
A. walteri AY622759 AY622720 AY611760 DQO088315 DQ088359
Surafrica Oriental
A. albanense subspalbanense AY622733 AY622695 AY611765 DQO088277 DQ088334
A. austrocapense 1 AY136757 AY622696 AY611766 DQ088279 DQ088335 DQ091222
A. decipiens AY622734 AY622697 AY611767 DQ088289 -
A. leistneri 1 AY622735 AY622698 AY611768 DQ088304 DQ088336
A. leistneri 2 AY622736 ID Hap.1 AY611769 ID Hap.1 ID Hap.1
A. longipes AY622737 AY622699 AY611770 DQO088305 DQ088337
Namibia
A. asteroides AY622731 AY622693 AY611762 DQ088312 DQ088340
A. melanthioides subspmelanthioides 1 AY622732 AY622694 AY611763 DQ088306 DQ088338 DQO091227 DQIP5 DQO091229
A. melanthioides subspmelanthioides ID Hap.1 ID Hap.1 AY611764 ID Hap.1 ID Hap.1 ID Hap.1 Hmap.1 ID Hap.1
A. roseum AY622730 AY622692 AY611761 DQO088313 DQ088339
Grupos externos
Merendera montana AY154477 AY622724 AY622770 DQ088324 DQ088361
Merendera filifolia AY622760 AY622726 AY622771 DQ088323 -
Merendera androcymbioides AY622761 AY622725 AY622772 DQ088322 -
Colchicum lusitanum AY154475 AY622722 AY622768 DQ088320 DQ088363
Bulbocodium vernum AY622763 AY622727 AY622767 DQ088319 -
Baeometra uniflora AY155494 AY622729 AY622769 DQO088318 DQ088362
Onixotistriquetra AY622762 AY622723 AY622765 DQ088325 -
Gloriosa superba AY154476 AY622721 AY622766 DQO088321 DQ088360
Alstroemeria aurantiaca AY622764 AY622728 AY622773 DQ088276 DQ088364




Anexo 3: matriz de secuencias alineadas utilizada para |a filogenia molecular.

PP POP>PP>PP>PPPPOPO>POPP>P>PP>PP>PP>P>>> P>

pal aestium
gram neum Hap1l
gram neum Hap2
wyssi anum Hap2
hi errense
psammophi |
rechi ngeri
wWyssi anum
roseum

ast er oi des
al banense ssp al banense
| ongi pes
| ei stneri
| ei stneri
deci pi ens
austrocapense Hapl
austrocapense Hap2
irroratum Hapl

i rroratum Hap2

i rroratum Hap3

i rroratum Hap4

i rroratum Hap5

al banense ssp clanwi | lianen
hant amense

um

Hap1l

Hap1l
Hap2

burchel l'ii ssp burchelli
burchel l'ii ssp pul chrum Hapl
burchel l'ii ssp pul chrum Hap2
capense

ciliolatum
circinatum Hapl
circinatum Hap2
villosum

hensseni aum

eghi nocynbi on

wal teri

poel ti anum Hapl
poel ti naum Hap2
bel I um

huntleyi Hap 1
huntl eyi Hap 2
cuspi datum

dregei

mel ant hi oi des Hapl
el ant hi oi des Hap2

Col chi cum | usi t anum

Mer ender a nont ana

Mer ender a andr ocynbi oi des
Merendera filifolia

Bul bocodi um ver num
Baeonetra uniflora

Oni xotis stricta

A ori osa superba

Al stroeneria aurantiaca

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

A PR DR B D RN DI DI D B DR DI DI DI B D DR DI B B
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACTT TTCAGAGAAACCCTGGAATT, TGGGCAATOCTGAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TACAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TACAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TACAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT GAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT GAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT GAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGOGGT AACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTACATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAAGGGCAAT CCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCT TGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAATTCAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGTATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATC
GACTTGATTAGATTGAGCCTTGGT ATGGAAACCT GCTAAGT GGTAACT TCCAAAT T CAGAGAAACCCT GGAAT T