UNIVERSIDAD DE OVIEDO B CENTRO INTERNACIONAL
Vicerrectorado de Internacionalizacion é' ﬂ DE POSTGRADO
y Postgrado CAMPUS DE EXCELENCIA
INTERNACIONAL

Master en Biotecnologia Aplicada a la Conservacion y
Gestion Sostenible de Recursos Vegetales

TRABAJO FIN DE MASTER

DIVERSIDAD, FILOGEOGRAFIA Y SISTEMATICA DE
SAXIFRAGA HIRSUTA S. L.

L

5 - Saxifrage
: . peu crénelée
4 - Saxifrage hirsute

Mauro Sanna

22/Julio/2013



Sanna Mauro, 2013. Diversidad, filogeografia y sistematica de Saxifraga hirsuta s. I.

Méaster en Biotecnologia Aplicada a la Conservacion y
Gestion Sostenible de Recursos Vegetales

TRABAJO FIN DE MASTER

DIVERSIDAD, FILOGEOGRAFIA Y SISTEMATICA DE
SAXIFRAGA HIRSUTA S. L.

Mauro Sanna

S -

Firma

José Antonio Fernandez Prieto Alvaro Bueno Sanchez

irma Firma



Sanna Mauro, 2013. Diversidad, filogeografia y sistematica de Saxifraga hirsuta s. I.

iNDICE

=T [ =T o PO OPPPTUROS 4
INEFOTUCCION ...ttt ettt e s e e sab e e st e e sttt e sabee s bt e e sabeesabeeesabeesabeesneeesareeesareenns 5
F L= Tol<To [T L TPV U PO URPTRTOP 5
Planteamiento Y ODJELIVOS .. .uuii ittt e e e sbee e e e e e s e b e e e nares 7

Y N g o IRV 4 T o o [o 13U P 8
MUESEIAS @STUAIAAAS ...eeeveieiiieiiie ettt ettt ettt e s e e e sabeesbeesbee e sabee e bbeesabeesbeeesabeesanes 8

Y T=] oY Lo LSOO R PTUPPTUPPOPRRRPRION 9
A= Tole (oY Wo (I B (=TT o Yo o o 11 olo NSRS 9

YN e Y] Ll 1o Yol To T g Ie [N ¢ = To] o {=Y- SRRt 9
Alineamiento de las secuencias y analisis fillogenétiCo ........ccccccuveeieciieee i 11
RESUITAOS ...ttt ettt e b e b e s bt e s at e st e bt e bt e beesbeesateeabeenbeenbeesbeesanesane 12
Analisis filogenético de las secuencias de ADN nuclear (ITS) ....coeeeecieeeecciee e 12
Analisis de la diversidad haplotipica de las secuencias rbcl ..........ccceeeeecieeeecciieeeeeciee e 14
Analisis de la diversidad haplotipica de la regidon cloroplastica trnL-F...........ccoceeeeevieeeeccvveeeennnen. 16
CONCIUSIONES ...ttt ettt b e s bt e s bt e s at e et e et e e bt e s heesaeesate e bt e beebeesbeesaeesneeenteenbeens 24
Referencias bibliografiCas..... . i 25
ANEXO |iiiiiiiiiiiiiii s 28



Sanna Mauro, 2013. Diversidad, filogeografia y sistematica de Saxifraga hirsuta s. I.

Resumen:

Sanna M. 2013. Diversidad, filogeografia y sistematica de Saxifraga hirsuta s. I.

Saxifraga hirsuta subsp. hirsuta L. (Saxifragaceae, seccion Gymnopera) es una planta perenne que crece
en el norte de la Peninsula Ibérica y en Irlanda, Saxifraga hirsuta subsp. paucicrenata (Gillot) D. A.
Webb (Saxifragaceae) es una planta perenne or6fila de la cordillera Cantabrica y de los Pirineos. Este
estudio se plantea evaluar la diversidad genética de las dos plantas y construir un modelo
filogeografico mediante técnicas moleculares, confrontdndolas también con todas las especies de la
seccion Gymnopera y de otras secciones del genero. ADN nuclear (regién ITS) y ADN cloroplastico
(rbcL y tnrL-F) han sido utilizados como marcadores genéticos. El analisis de la red de haplotipos y la
construccion de arboles filogenéticos ha permitido evaluar que no existe ningn patrén altitudinal en
S. hirsuta s. I. y su similitud genética con la especie pirenaica S. umbrosa L. permite considerar las
dos especies como una Unica unidad taxondémica. Otra especie de la misma seccion, S. spathularis
Brot., forma un robusto clado hermano con S. hirsuta s. |. hecho que permite teorizar sobre la
existencia de un ancestro comun distribuido geograficamente desde Irlanda hasta la Peninsula
Ibérica. La otra especie de la seccion, S. cuneifolia L., parece tener un origen mas proximo a otras
secciones. Este trabajo plantea las bases para un estudio mas detallado de toda la seccion
Gymnopera.

Summary:

Sanna M. 2013. Diversity, phylogeography and systematic of Saxifraga hirsuta s. I.

Saxifraga hirsuta subsp. hirsuta L. (Saxifragaceae, section Gymnopera) is a perennial plant that grows in
the North of the Iberian Peninsula and Ireland, Saxifraga hirsuta subsp. paucicrenata (Gillot) D. A.
Webb (Saxifragaceae) is a perennial and orophilous plant that lives in the Cantabrian Mountains and
the Pyrenees. In this study we suggest the evaluation of the genetic diversity of both species and the
construction of phylogeographical models by using molecular techniques as well as the comparison
with other species from the section Gymnopera and other sections of the genus. Nuclear DNA (ITS
region) and chloroplastic DNA (rbcL and tnrL-F) have been used as genetic markers. The analysis of
the haplotype networks as well as the construction of phylogenetic trees has allow us to set that there
is not any altitudinal zonation related to S. hirsuta s. |. Moreover, its genetic similarity with the
Pyrenean species S. umbrosa L. indicates that both species belong to the same taxonomic unit. The
fact that S. spathularis Brot., from the same section performs a strong sister clade with S. hirsuta s. I.
allow us to theorize about the existence of a common ancestor geographically distributed from Ireland to
the lberian Peninsula while the other species of the section, S. cuneifolia L., seems to have a more close
origin to other sections. This work is the basis for further studies on the whole Gymnopera section.
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INTRODUCCION

Antecedentes

El género Saxifraga L. -familia Saxifragaceae, orden Saxifragales (APG 2009)-
comprende, si se excluye de él Micranthes Haw., entre 370 y 390 especies distribuidas
fundamentalmente por los territorios templados, mediterraneos y articos del hemisferio
norte, aunque algunas crecen en Sudameérica (Brouillet & Elvander 2007; Soltis 2007).

El modelo sistemético actual del género distingue unas quince secciones (Gornall
1987; Webb 1987a), entre ellas Saxifraga sect. Gymnopera descrita por Don (1822)
incluyendo alguna especie méas de las actualmente incluidas en este taxon que, tal
como se delimita actualmente, agrupa fundamentalmente plantas europeas
occidentales (Webb 1987a, 1993; Vargas 1997):

e Saxifraga cuneifolia L., Sp. Pl., ed. 2: 574 (1762), que se distribuye desde el
Pirineo Oriental hasta los Céarpatos orientales. De acuerdo con Webb (1988,
1993) se distinguen dos razas con categoria subespecifica: S. cuneifolia
subsp. cuneifolia y S. cuneifolia subsp. robusta D.A.Webb, Bot. J. Linn. Soc.
97: 355 (1988).

e Saxifraga hirsuta L., Syst. Nat., ed. 10, 2: 1026 (1759) designada por Gornall
(1987) tipo de la seccion y distribuida desde la cordillera Cantdbrica hasta
los Pirineos centrales e Irlanda. Se distinguen en su seno dos subespecies:
S. hirsuta subsp. hirsuta y S. hirsuta subsp. paucicrenata (Gillot) D.A.Webb,
Feddes Repert. 68: 201 (1963), esta Ultima una raza ordfila de la cordillera
Cantabrica y los Pirineos (Webb 1993; Vargas 1997).

e Saxifraga spathularis Brot., Fl. Lusit. 2: 172 (1805), de distribucion ibérica
noroccidental e hibérnica.

e Saxifraga umbrosa L., Sp. PI., ed. 2: 574 (1762), distribuida por los Pirineos
occidentales y centrales.

Ademas, se han descrito tres hibridos entre especies de esta seccion: Saxifraga
xpolita (Haw.) Link, Enum. Hort. Berol. Alt. 1: 414 (1821) (S. hirsuta x S. spathularis), S
xgeum L., Sp. PL: 401 (1753) (S. hirsuta x S. umbrosa) y S. xurbium D.A.Webb,
Feddes Repert. 68: 199 (1963) (S. spathularis x S. umbrosa).

La sistematica tradicional del género (Haworth 1812, 1821; Don 1822; Engler &
Irmscher, 1919) ha sufrido escasos cambios, salvo la ya indicada segregacion de
Micranthes Haw. que ha sido consecuencia, fundamentalmente, de las conclusiones

derivadas del uso de marcadores moleculares (Soltis et al. 1996, 2001; Fernandez
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Prieto et al. 2013). Estos criterios sisteméticos, apoyados en el andlisis de secuencias
de ADN tanto nuclear como cloroplastico (Soltis et al. 1996, 2001; Conti et al. 1999;
Vargas et al. 1999; Vargas 2000), han permitido confirmar, en la mayoria de los casos,
la sistematica seccional establecida basicamente por Gornall (1987) y comunmente
aceptada (Webb 1987a, 1993; Vargas 1997; Gornall et al. 2000; Jintang et al. 2001,
McGregor 2008).

El estudio de Saxifraga sect. Gymnopera mediante marcadores moleculares se ha
desarrollado escasamente, aunque secuencias de muestras de especies de esta
seccidn han sido incluidas en estudios de otros grupos del género; el analisis de
secuencias ITS de muestras de S. cuneifolia, S. hirsuta y S. spathularis ha llevado a
Conti et al. (1999) a concluir que Saxifraga sect. Gymnopera constituye un clado
monofilético. Pérez Vallines (2011) investigd, mediante el analisis secuencias de ADN
tanto nuclear (ITS) como cloroplastico (rbcL), el origen y diversidad de las poblaciones
de S. hirsuta y S. spathularis de la Peninsula Ibérica e Irlanda, evidenciandose la
posibilidad de usar esas u otras secuencias para estudiar la diversidad de las plantas
de la citada seccion. Tal potencialidad de uso se ha evidenciado en otras taxa del
género Saxifraga: S. pentadactylis complex (Vargas 2001, 2003), S. oppositifolia
(Holderegger & Abbot 2003) o S. hirculus (Oliver et al. 2006).

Entre las especies sistematizadas en la seccion Gymnopera del género Saxifraga,
S. hirsuta muestra una relativamente elevada diversidad genética (Pérez Vallines
2011), un amplio area de distribucion y desde el punto de vista sistematico se
reconocen dos subespecies: S. hirsuta subsp. hirsuta y S. hirsuta subsp. paucicrenata
(Webb 1993; Vargas 1997; Saule 2005). Este ultimo taxén es una planta oréfila que
crece tanto en los Pirineos occidentales y centrales y en la Cordillera Cantabrica,
caracterizada frente a S. hirsuta subsp. hirsuta por su menor porte, por sus hojas de
menor tamafio, peciolo mas corto y limbo algo oblongo-eliptico, no orbicular con base
cordada, con menor niumero de festones. En la descripcion de la planta que crece en
“...Plan-Pignon...” (Pirineos Atlanticos, Francia) S. hirsuta var. paucicrenata Gilot
(1880) hace referencia a plantas vistas por L. Leresche en la comarca de Reinosa
(Cantabria) (Leresche & Levier 1881) que identifica como tal. Por otro lado plantas de
ese grupo fueron descritas por otros autores: S. geum L. subsp. hirsuta (L.) Engl. &
Irmsch. var. cuatrecasasii Font Quer & Guinea, basada en plantas picoeuropeanas
(Guinea 1947); de la misma procedencia y caracteristicas (Lacaita 1930) son las

plantas llamadas S. geoides Lacaita, Cavanillesia 3: 37 (1930); S. hirsuta L. var.



Sanna Mauro, 2013. Diversidad, filogeografia y sistematica de Saxifraga hirsuta s. I.

elegans (J.Mackay) D.A. Webb, Proc. Roy. Irish Acad. 53(B): 96 (1950) [=S. elegans
J.Mackay, Fl. Hibern. 1: 65 (1836), nom. illeg, non S. elegans Sternb. Rev. Saxifrag.2:
34 (1831)], es un nombre aplicado a plantas con hojas orbiculares de las Turk
Mountains de Killarney (Irlanda) (Mackay 1836). No obstante, no hay acuerdo sobre la
significacion de estas plantas ordfilas de S. hirsuta y su adecuada sistematizacion
(Lainz & cols. 1959; Lainz 1982).

Planteamiento y objetivos
La diversidad morfolégica en relacion a un gradiente altitudinal detectada en S.
hirsuta que ha dado lugar al reconocimiento de dos taxa independientes, aunque con
categoria diversas, y la diversidad latitudinal puesta en evidencia, atendiendo gen rbcL
(ADN cloroplastico) (Pérez Vallines 2011), aconseja un andlisis de la diversidad
genética de la especie en numerosas muestras representativas de la diversidad
morfolégica y adecuadamente distribuidas, tanto latitudinalmente como
altitudinalmente, en el area en que vive. Ademas, por tal analisis se propone ensayar
otros marcadores moleculares, ademas de los ya usados.
Tal andlisis de la diversidad genética de Saxifraga hirsuta pretende los siguientes
objetivos:
v' Analizar la diversidad entre individuos de territorios basales y de alta
montafia en toda o en la mayor parte del area de distribucion de S. hirsuta.
v' Analizar la diversidad genética entre individuos procedentes de territorios
cantabricos occidentales y orientales, pirenaicos e hibérnicos.
v' Analizar las afinidades entre S. hirsuta s. I. y las otras especies de Saxifraga
sect. Gymnopera.
v' Proponer un modelo sistematico para S. hirsuta coherente con los

resultados obtenidos.



Sanna Mauro, 2013. Diversidad, filogeografia y sistematica de Saxifraga hirsuta s. I.

MATERIAL Y METODOS

Muestras estudiadas

El muestreo realizado pretende una representacion adecuada de todo el area de
distribucion de Saxifraga hirsuta s. I. (Saxifraga hirsuta subsp. hirsuta y S. h. subsp.
paucicrenata), teniendo en cuenta, ademas, su gradiente altitudinal de distribucion en
los territorios montafiosos. Ademas, en el estudio se han incluido muestras de otras
especies de Saxifraga sect. Gymnopera (S. cuneifolia, S. spathularis y S. umbrosa) y
de otras secciones: S. aizoides (sect. Xanthizoon), S. aretiodes (sect. Porphyrion), S.
granulata (sect. Saxifraga) y S. rotundifolia (sect. Cotylea) (Figura 1 y Anexo ).

Figura 1. Distribucion geogréfica de las muestras de Saxifraga usadas en este trabajo. A) Muestras de S.
aizoides (Al), S. aretioides (AR), S. cuneifolia (CU), S. granulata (GR), S. rotundifolia (RO), S. xpolita
(PO), S. spathularis (SP) y S. hirsuta subsp. hirsuta (HH) en Irlanda; B) Muestras de S. hirsuta subsp.
hirsuta (HH) y S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP), en el norte de la peninsula Ibérica.

Como grupo externo en los analisis de secuencias ITS se ha usado una de Itea
ilicifolia Oliv. (Iteaceae J. Agardh), procedente del Genbank (AY138058.1).
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Métodos

Extraccion de ADN genémico

El ADN total se extrajo a partir de 20-30 mg de material foliar previamente
deshidratado en gel de silice o, en su caso, de 100-150 mg de material congelado a
-32°C. El material vegetal se homogeneizd con nitrégeno liquido y el ADN se extrajo
con el kit Qiagen DNeasy® Plant Minikit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) siguiendo
las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. El tampon de extraccion
(Tampon AP1) se modific6 mediante la adicion de 5% de B-mercaptoetanol y la elucién
final se realiz6 en dos eluciones de 100 puL y una de 50 pL con agua destilada y
desionizada. Esta Ultima dio mejores resultados en las muestras mas complejas
debido a la alta concentraciébn de productos secundarios presentes en ellas. Las
dificultades en la extraccién del ADN de algunas muestras pueden ser debidas a la
presencia de altas concentraciones de productos secundarios como fenoles y
polisacéaridos.

La cantidad y calidad del ADN gendmico extraido se evalu6 mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa (1,4 % y 0,5 pg/mL de bromuro de etidio), empleando
un sistema Gel Logic 100 (KODAK) y el programa informatico KODAK 1D Image
Analisis. Los productos de la extraccién se utilizaron directamente en la amplificacién
de fragmentos mediante el método de la reaccion en cadena de la polimerasa
(polimerase chain reaction: PCR).

Amplificacién de regiones

Para la elaboracion de este estudio se amplificaron dos regiones del ADN
cloroplastico, la region cloroplastica no codificante del espaciador intergénico trnL-F y
la region cloroplastica codificante rbcL (RuBisCO large subunit). De la regién rbcL se
amplificaron tres fragmentos consecutivos, utilizando las parejas de cebadores Z1F-
640R, 520F-949R y 890F-3'R (Tabla 1). Ademas, se amplificé la region nuclear ITS
(Internal Transcriberd Spacer), constituida por dos partes, ITS 1 e ITS 2, el ADN no
codificante que flanquea una regiébn que codifica la subunidad 5.8S del ARN
estructural de los ribosomas.

Para cada pareja de cebadores utilizada (Tabla 1), previamente se optimizaron los
parametros de concentracion de MgCl,, temperatura de anillamiento y nimero de

ciclos en la PCR. Asimismo, se adiciond a la mezcla de reaccién DL-Dithiothreitol
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(DTT) o dimethyl sulfoxide (DMSO) con el fin de estabilizar la reaccion de PCR (Tabla
2).

Tabla 1. Cebadores utilizados en la amplificacién de secuencias de cada region mediante PCR, con sus
respectivas secuencias y la procedencia de los mismos.

Region Cebador Secuencia (5°-3") Referencia
TS N16F  CGATTGAATGGTCCGGTGAAGTGTTC Fergf‘gf‘zzoi’geto
N16R1 GGTTCGCTCGCCGTTACTARGGGAATC
rbcL Z1F ATGTCACCACAAACAGARACTAAAGC Mclntosh et al. 1980
Fernandez Prieto

640R GCTTCGGCACAAAATAAGAAACG
etal. 2013

520F CGTGGTGGACTTGAYTTTAC
949R GAATATGATCTCCACCAGACATACG
890F GCATGCMGTTATTGATAGACAGA
3R CTCGGAACTCCTTTTAGTAAAAGATTGGGCCGAG Olmstead et al. 1992
trnL-F Le GGTTCAAGTCCCTCTATCCC Taberlet et al. 1991
Lf ATTTGAACTGGTGACACGAG

Las amplificaciones se realizaron en 25 pL de volumen final con 10-20 ng de ADN,
2,5 pL de 10x PCR buffer (Biotools), concentracién 6ptima de MgCI2 (Tabla 2), 0,2 mM
de cada ANTP (Biotools), 0,08 uM de cada cebador (Tabla 1) y 1 U de Taq polimerasa
(Biotools). Las reacciones de PCR se realizaron mediante un numero de ciclos
previamente definido para cada region amplificada que consistieron en 94°C durante 1
min, temperatura éptima de anillamiento durante 45 sy 72°C 1 min, precedidos de una
fase de desnaturalizacion de 5 min a 94°C vy finalizandose el proceso con una fase de

extension a 72°C durante 10 min.

Tabla 2. Condiciones 6ptimas de PCR para los distintos cebadores utilizados.

reion basade WIS o ONSS wedecwos Jenpeanads
trnL-F Le-Lf 1,5 10 - 30 52
rbcL Z1F-640R
520F-949R 4.5 - 70 35 60
890F-3'R
ITS N16F-N16R1 4.5 - 70 35 63

La secuenciacion de las regiones amplificadas se llevd a cabo a través de un
servicio externo (Macrogen), utilizando los mismos cebadores usados en la
amplificacién (Le para trnL-F, 640R, 520F y 890F para rbcL, y N16R1 para ITS) y bajo
condiciones de terminacion BigDye™. Posteriormente, la lectura se realizd6 en un

secuenciador automético 3730XL, también a través de la misma empresa.

10
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Alineamiento de las secuencias y analisis filogenético

Las secuencias obtenidas se alinearon de manera independiente para cada region
amplificada, utilizando el alineamiento mdaltiple MUSCLE (Robert 2004). Los
alineamientos obtenidos se corrigieron de forma manual utilizando el programa MEGA
version 5.2 (Tamura et al. 2011). Las ambigluedades presentes en la secuencia fueron
sustituidas por los simbolos del cédigo internacional de la IUPAC (International Union
of Pure and Applied Chemistry).

El andlisis filogenético de estas regiones se efectud con el programa MEGA version
5.2 (Tamura et al. 2011) mediante los métodos de Maxima Parsimonia (MP) y Maxima
Probabilidad (Maximum Likelihood) (ML).

Para el analisis de MP se realizé una busqueda exhaustiva del mejor arbol
filogenético entre 10000 aleatorizaciones de las muestras realizadas mediante
“bootstrap”. El tratamiento de los gaps se realizd segun la opcién all sites y el método
de busqueda de la maxima parsimonia fue el TBR (Tree-Bisection-Reconnection).

Para el andlisis de ML también se realizé una aleatorizacion de las muestras
mediante bootstrap con 2000 réplicas y se elijo el mejor modelo de sustitucion
nucleotidica a través de la aplicacion de busqueda del mejor modelo de substitucion
segun las indicaciones de Tamura et al. (2011). El modelo con el menor valor del BIC
(Bayesian Information Criterion) -el TN93 (Tamura & Nei 1993) con 5 parametros
Gamma- fue usado en el analisis ML.

En el resto de marcadores moleculares (rbcL, trnL-F) se realizaron genealogias de
haplotipos con el programa TCS version 1.21 (Clement et al. 2000) segun el criterio de

la statistical parsimony (Templeton et al. 1992).

11
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RESULTADOS

Analisis filogenético de las secuencias de ADN nuclear (ITS)

Los analisis de las secuencias completas del ITS, tanto mediante Maxima
Parsimonia (MP) (Figura 2) que mediante Maxima Probabilidad (ML) (Figura 3)
producen dos arboles en el que las muestras de Saxifraga hirsuta s. I. y S. umbrosa
forman un clado robusto y claramente discriminado frente al formado por las muestras
de S. spathularis;

S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP-3)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-7)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-1)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-4)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-5)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-6)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-8)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-12)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-10)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-13)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-14)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-15)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-16)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-17)
S. hirsuta subsp. hirsuta (HH-18)
S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP-2)
S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP-4)
S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP-5)
99| S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP-6)
S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP-8)
S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP-9)
S. umbrosa (UM-1)
S. umbrosa (UM-2)
49 S. umbrosa (UM-3)
S. spathularis (SP-1)
—1 S. spathularis (SP-3)
o S. spathularis (SP-4)
[ S. rotundifolia (RO-1)
S. cuneifolia (CU-1)
99' S. cuneifolia (CU-2)
S. aizoides (Al-1)
S. aretioides (AR-1)
S. granulata (GR-1)

85

Itea ilicifolia (Grupo externo)

6 5 4 3 2 1 0
Figura 2. Arbol derivado del andlisis de secuencias ITS de muestras de Saxifraga mediante maxima
parsimonia (MP): S. aizoides (sec. Xanthizoon), S. aretioides (sec. Porphyrion), S. cuneifolia (sec.
Gymnopera), S. granulata (sec. Saxifraga), S. hirsuta subsp. hirsuta (sec. Gymnopera), S. hirsuta subsp.
paucicrenata (sec. Gymnopera), S. rotundifolia (sec. Cotylea) y S. spathularis (sec. Gymnopera); grupo
externo Itea ilicifolia (Iteaceae).
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El conjunto de muestras de las citadas especies de la seccion Gymnopera forman
un clado también robusto frente a las muestras de S. rotundifolia (sec. Cotylea) y S.
cuneifolia, sistematizada en la seccibn Gymnopera. Las muestras de especies del
género Saxifraga de otras secciones — S. aizoides (sec. Xanthizoon), S. aretiodes (sec.
Porphyrion) y S. granulata (sec. Saxifraga)- se discriminan en mayor grado.

En lo que se refiere al arbol obtenido mediante andlisis de Maxima Probabilidad

(ML) (Figura 3) los resultados son muy similares.
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Figura 3. Arbol derivado del andlisis de secuencias ITS de muestras de Saxifraga mediante maxima
probabilidad (ML): S. aizoides (sec. Xanthizoon), S. aretioides (sec. Porphyrion), S. cuneifolia (sec.
Gymnopera), S. granulata (sec. Saxifraga), S. hirsuta subsp. hirsuta (sec. Gymnopera), S. hirsuta subsp.
paucicrenata (sec. Gymnopera), S. rotundifolia (sec. Cotylea) y S. spathularis (sec. Gymnopera); grupo
externo Itea ilicifolia (Iteaceae).
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Analisis de la diversidad haplotipica de las secuencias rbcL

Se han analizado secuencias nucleotidicas de una longitud de 1409 pb,
correspondientes a 3 fragmentos consecutivos de la regién cloroplastica codificante
rbcL.

Tales secuencias corresponden a 35 muestras de plantas del género Saxifraga: 31
de ellas de plantas de la seccion Gymnopera e incluyen 15 de S. hirsuta subsp.

hirsuta, 9 de S. hirsuta subsp. paucicrenata, 2 de S. spathularis, 2 de S. cuneifoliay 3

de S. umbrosa.

HH-1,HH-2, HH-15
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+
. B
trauanst

Figura 4. Distribucién geografica de los haplotipos obtenidos del andlisis de secuencias de la region
cloroplastica rbcL en muestras de Saxifraga: S. aizoides (Al), S. aretioides (AR), S. cuneifolia (CU), S.
granulata (GR), S. hirsuta subsp. hirsuta (HH), S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP), S. rotundifolia (RO) y
S. spathularis (SP).
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Las otras cuatro corresponden a plantas de otras secciones del género: S. aizoides
(sec. Porphyrion), S. arietioides (sec. Porphyrion), S. granulata (sec. Saxifraga) y S.
rotundifolia (sec. Cotylea).

A partir de las secuencias alineadas se ha construido una red de haplotipos que ha
permitido detectar, dentro de la seccidbn Gymnopera, la existencia de cinco haplotipos
diferentes que se reparten en tres grupos principales (A-C en la Figura 4).

El grupo A estd formado por dos haplotipos: el primero est4 presente en cinco
muestras de S. hirsuta subsp. hirsuta, en una de S. h. subsp. paucicrenata, en dos de
S. spathularis y en tres de S. umbrosa; el segundo, diferente del anterior por un solo
cambio de bases, aparece en una sola muestra de S hirsuta subsp. paucicrenata. El
grupo se distribuye geograficamente en tres areas disjuntas: Irlanda, occidente de la
Peninsula Ibérica, alcanzando la mitad occidental de la cordillera Cantabrica, y
Pirineos centrales.

El grupo B se diferencia del grupo A en 6-7 bases y esta representado también por
dos haplotipos: el primero detectado en diez muestras de S. hirsuta subsp. hirsuta y en
seis de S. h. subsp. paucicrenata; el segundo, diferente del anterior por un solo cambio
de bases, aparece en una sola muestra de S. h. subsp. paucicrenata. Este grupo
evidencia una distribucién que va desde el occidente de la cordillera Cantabrica
(centro de Asturias) hasta los Pirineos occidentales y en la sierra de La Demanda.

El grupo C integra un solo haplotipo detectado en dos muestras de S. cuneifolia,
procedentes de los Alpes, y se diferencia del correspondiente al grupo B en seis
bases.

Las muestras representativas de las otras secciones del género Saxifraga
presentan haplotipos distintos a los de la seccibn Gymnopera. La muestra de S.
granulata revel6 el haplotipo mas alejado respecto los de la secciobn Gymnopera, con
un minimo de 14 cambios de bases. Las muestras de S. aizoides y S. aretioides
presentan haplotipos préximos al del grupo A, con un niumero de cambios de 6 y 8,
respectivamente. Por Gltimo, el haplotipo de S. rotundifolia se asocia a la muestra de S

hirsuta subsp. paucicrenata del grupo B que representa un haplotipo singular.
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Andlisis de la diversidad haplotipica de laregién cloropléastica trnL-F

Se han analizado secuencias nucleotidicas de una longitud que varia entre 374 pb,
en S. spathularis y S. xpolita, y 385 pb en S. arietioides, S. umbrosa y S. hirsuta
subsp. hirsuta.

Tales secuencias corresponden a 38 muestras de plantas del género Saxifraga: 35
de ellas corresponden a plantas de la seccidbn Gymnopera e incluyen 18 de S. hirsuta
subsp. hirsuta, 9 de S. hirsuta subsp. paucicrenata, 2 de S. spathularis, 2 de S.
cuneifolia, 3 de S. umbrosa y 1 de S. xpolita . Las otras tres corresponden a plantas de
otras secciones del género: S. aizoides (sec. Porphyrion), S. arietioides (sec.
Porphyrion) y S. rotundifolia (sec. Cotylea).

A partir de las secuencias alineadas se ha construido una red de haplotipos que ha
permitido evidenciar, en esta regiébn no conservada trnL-F, una mayor diversidad
genética dentro de la seccion Gymnopera; en ella se ha reconocido la existencia de 15
haplotipos diferentes repartidos en seis grupos (A-F en la Figura 5).

El grupo A integra diez muestras y estd formado por cuatro haplotipos: el méas
numeroso contiene cuatro muestras de S. hirsuta subsp. hirsuta, una de S. h. subsp.
paucicrenata y una de S. spathularis. Dos de los tres haplotipos restantes difieren del
primero por un solo cambio de base, uno contiene una muestra irlandesa de S. hirsuta
subsp. hirsuta y el otro una portuguesa de S. spathularis de Portugal y una de S.
xpolita; el cuarto de los haplotipos integrantes del grupo A, se diferencia del mas
general en tres bases y corresponde a la muestra de S. h. subsp. paucicrenata mas
occidental. Este grupo haplotipico A se distribuye en dos areas disjuntas: Irlanda y
occidente de la peninsula Ibérica, alcanzando la mitad occidental de la cordillera
Cantabrica. El grupo B es el mas numeroso de todos, con un total de 15 muestras que
presentan tres haplotipos bastante similares; el mas general es el formado por 13
muestras: ocho de S. h. subsp. hirsuta y cinco de S. h. subsp. paucicrenata; los otros
dos, con dos cambios cada uno respecto al anterior, estan representados cada uno
por una muestra de S. h. subsp. hirsuta. Los haplotipos del grupo B presentan al
menos 20 bases diferentes al grupo A y se distribuye por la cordillera cantabrica, al
este del centro de Asturias, y los Pirineos occidentales.

El grupo C presenta dos haplotipos, con tres cambios de base entre si, e integra las
dos muestras alpinas de S. cuneifolia.

El grupo D, con un solo haplotipo, esta formado por una muestra de S. h. subsp.

hirsuta y dos de S. umbrosa; geogréficamente se localiza en los Pirineos centrales.
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Las muestras representativas de las otras secciones se relacionaron en la red de
haplotipos con las zonas de conexion de los grupos A, By C.
S. rotundifolia es la mas alejada, mientras que S. aizoides y S. aretioides estan mas

proximas al punto de conexién de los tres grupos.

HH-5, HH-6, HH-7
HH-1, HH-2, HH-3 HH-9, HH-10, HH-11,
HH-18, HP-3, SP4 HH-13, HH-14, HP-2,
HP-4, HP-5,
HP-6, HP-7

Figura 5. Distribucion geogréafica de los haplotipos obtenidos del analisis de secuencias de la region
cloroplastica trnL-F en muestras de Saxifraga: S. aizoides (Al), S. aretioides (AR), S. cuneifolia (CU), S.
hirsuta subsp. hirsuta (HH), S. hirsuta subsp. paucicrenata (HP) y S. rotundifolia (RO).
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DISCUSION

En los estudios filogenéticos mediante secuencias nucleotidicas es muy importante
la eleccion de los marcadores moleculares que se utilizan ya que cada marcador ha
tenido una historia evolutiva diferente. Si hablamos de regiones conservadas que han
sido sometidas a seleccion natural ya podemos deducir que su tasa de mutacién sera
mucho mas reducida respecto a una region no conservada y su significado filogenético
habra que interpretarlo por separado (Wolf et al. 1987; Gielly & Taberlet 1994).

También hay que tener en cuenta la diferencia entre regiones nucleares y regiones
cloroplasticas, ya que se sabe que adoptan dos estrategias diferentes de pasar de
generacién a generacion. Las regiones nucleares estan sujetas a la recombinacion
genética a través del crossing-over durante la gametogénesis, su dispersion, a través
del polen, puede alcanzar grandes distancias. Estas caracteristicas le dan una
trascendencia filogenética, capaz de detectar los flujos génicos mas recientes en la
escala evolutiva; en consecuencia constituyen caracteres taxonémicos importantes
para la construccién de los sistemas de clasificacion a nivel especifico e intraespecifico
(Baldwin et al. 1995).

El ADN cloroplastico en la mayoria de las plantas con semillas y en particular en las
angiospermas, se transmite solo por via materna, ya que el polen esta privado de
cloroplastos; esto implica que la dispersién de la informacién contenida en ADN
cloroplastico esta estrictamente relacionada con la dispersién por semillas. Por este
motivo, el estudio del ADN cloroplastico es muy util para la deteccién de haplotipos
ligados a territorios particulares que permiten elaborar modelos filogeograficos a
escala detallada (Harris & Ingram 1991).

En este estudio, el uso del marcador nuclear ITS y de las regiones cloroplasticas
rbcL y trnL-F nos ha dado un amplia vision de la diversidad genética existente en S.
hirsuta s. I. y también informacion sobre sus relaciones filogenéticas con otras
especies del género Saxifraga, en particular las de la seccibn Gymnopera.

El primer objetivo de este trabajo es averiguar si entre S. hirsuta subsp. hirsuta 'y S.
hirsuta subsp, paucicrenata existen diferencias genéticas que apoyen la conveniencia
de reconocer tales subespecies. S. h. subsp. hirsuta es una planta ampliamente
representada en toda el area de distribucion de S. hirsuta s. |. y, de acuerdo con
muchos autores, esta sustituida por S. hirsuta subsp, paucicrenata en las zonas de

montafia a mayor altitud (Webb 1993; Vargas 1997; Saule 2005). Morfolégicamente se
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distinguen sobre todo por el tamafio y la forma de las hojas, mas pequefias y
alargadas en S. hirsuta subsp. paucicrenata que suele ser una planta mas pequefna y
con inflorescencias menos ramificadas que S. hirsuta subsp. hirsuta.

El andlisis de la red de haplotipos construido con las secuencias rbcL distingue dos
grupos principales (A-B en la Figura 4) y en ambos estan integradas muestras de
plantas sistematizadas en las dos subespecies, es decir no responde a variaciones
altitudinales y no es coherente con la sistematica habitualmente aceptada para S.
hirsuta s. |. Por el contrario, la distribucion de los haplotipos reconocidos mediante
tales secuencias es geografica; asi el grupo A (Figura 4) tiene una amplia distribucion
disyunta (lbérica occidental, hibérnica y pirenaica central) e incluye muestras
sistematizadas como S. hirsuta subsp. hirsuta, como S. h. subsp. paucicrenata e,
incluso, como S. spathularis 0 S. umbrosa; este mismo haplotipo fue reconocido en
muestras de S. spathularis procedentes de Irlanda (Pérez Vallines 2011). Por el
contrario, el grupo B integra exclusivamente muestras de S. hirsuta s. I., de ambas
subespecies, que se distribuyen en un area cantabrico y pirenaico, ademas de la sierra
de La Demanda, central respecto al grupo anterior. Tales resultados permitirian
suponer que el haplotipo A seria el que presentase un probable ancestro comun del
grupo, ampliamente distribuido, antes de su diversificacién por aislamiento en los
refugios glaciales montafiosos de la zona de Somiedo y de los Pirineos y que los
haplotipos del grupo B, exclusivos de S. hirsuta s. ., surgieron posteriormente y lo
sustituyeron en la zona central norte ibérica. Otra cuestidn es cual pueda ser el origen
de los haplotipos del grupo B y aunque plantas como S. rotundifolia o S. cuneifolia,
gue crecen desde los Pirineos orientales hacia Centroeuropa (Webb 1993) puedan ser
candidatos adecuados, la hip6tesis precisa de mas datos para su confirmacion.

La diversidad genética de S. hirsuta s. |. estudiada de acuerdo al andlisis de las
secuencias trnL-F, ha evidenciado un mayor nimero de haplotipos (15) respecto a los
que se encontraron en el andlisis de los rbcL (4).

El analisis de la red de haplotipos construido con las secuencias trnL-F distingue
seis grupos principales (A-F en la Figura 5) de los cuales sélo el grupo C formado por
las dos muestras de S. cuneifolia no incluye muestras representativas de S. hirsuta
s.l., es decir, que tal como se observo en el andlisis de los haplotipos del gen rbcL, no
responde a variaciones altitudinales y no es coherente con la sistematica aceptada de
S. hirsuta s. I. (Webb 1993; Vargas 1997). También en este caso la distribucion de los

haplotipos es meramente geogréfica.
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Las plantas representativas del grupo A estan formadas por muestras que coinciden
con las del occidente de la Peninsula Ibérica y de Irlanda, detectadas en el grupo A del
analisis haplotipico del gen rbcL, que ademas incluia un grupo de plantas de los
Pirineos centrales. Estas Ultimas coinciden con los grupos D y E del analisis
haplotipico de la regién trnL-F. Segun estos resultados podemos deducir que a partir
de un ancestro comun que unia las areas de distribucion disjuntas del grupo A del
andlisis del gen rbcL, se aislaron 3 grupos de plantas que siguieron diferentes lineas
evolutivas. El grupo A del andlisis del trnL-F tiene un haplotipo comun entre la
Peninsula Ibérica e Irlanda, por lo que probablemente es el haplotipo mas cercano
evolutivamente al ancestro comun de la seccidbn Gymnopera y que se ha descubierto
también en muestras de S. spathularis. En Irlanda se ha hallado un haplotipo
autéctono que pertenece al grupo A y que no esta presente en la Peninsula Ibérica,
éste podria ser el comienzo de una nueva linea evolutiva hibérnica paralela a la linea
evolutiva de los haplotipos del grupo A, autdctona de la Peninsula Ibérica.

El grupo B esta compuesto por tres haplotipos que estan representados por plantas
exclusivamente de S. hirsuta s. I., dos son exclusivos de dos muestras independientes
asturianas, el tercero esta formado por 13 muestras que se distribuyen uniformemente
desde la Cordillera Cantabrica occidental hasta los Pirineos, a indicar una continuidad
genética que se habia descrito en precedencia en el analisis de los rbcL. Esto podria
suponer o un flujo génico continuo en toda el area de distribucion mediante el
transporte del polen o una colonizacibn muy rapida de nuevos territorios que ha
permitido conservar el mismo haplotipos en un area muy grande. Considerando que
las muestras de S. hirsuta s. I. de la regién norte occidental de la Peninsula Ibérica son
las que tienen un haplotipo mas parecido al haplotipo ancestral, se podria teorizar la
hipotesis de que el haplotipo B tenga un origen pirenaico y que haya colonizado los
territorios ocupados anteriormente por el haplotipo A. Estos territorios corresponderian
a la regién geogréfica que unia las poblaciones disjuntas del haplotipo A detectado en
el analisis de los rbcL (Figura 4).

Los grupos D y E (Figura 5), estan representados por plantas geograficamente
cercanas entre ellas, son genéticamente distintos segun el analisis del trnL-F (10
cambios de bases) y el hecho de que compartan el mismo haplotipo del gen rbcL (A en
la figura 4) las distingue de las demas muestras analizadas de los Pirineos. Esta
caracterizacion genética se podria explicar facilmente si se analiza la orografia de las

areas de distribucion de los dos haplotipos. Los Pirineos, en general estan
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caracterizados por la presencia de valles muy profundos que podrian dificultar el flujo
génico de poblaciones cercanas, produciendo un aislamiento geografico que
conduciria a diferentes lineas evolutivas.

El dltimo, el grupo F, esta presente en dos plantas de los Pirineos centrales y en
una de la sierra de La Demanda. Este grupo al parecer tiene una historia evolutiva
mas préxima al grupo B ya que comparte el mismo haplotipo del gen rbcL, pero, al
igual que los grupos D y E, tiene un haplotipo particular de la region trnL-F debido
probablemente a una causa comun; el aislamiento geogréfico de los valles profundos
de los Pirineos. La lejania de la muestra de la sierra de la Demanda, es de dificil
interpretacion y seria oportuno ampliar el muestreo en las dos areas de distribucion.

El analisis de las secuencias nucleares ITS a través de la construccion de arboles
filogenéticos nos ha revelado importantes informaciones del punto de vista filogenético
y evolutivo. En primer lugar, todas las muestras de S. hirsuta s. I. y las muestras de S.
umbrosa, se agrupan en un Unico clado robustamente soportado estadisticamente.
Este resultado, apoya la hipétesis del origen pirenaico de S. hirsuta s. |. por parte de
una poblacién que se ha aislado primero y diferenciado genéticamente en los Pirineos
y que luego, gracias probablemente a un cambio de las condiciones ambientales, ha
podido remplazar las especies que poblaban esos territorios. La separacion del clado
formado por S. hirsuta s. I. y S. umbrosa respecto a un clado soportado
estadisticamente, constituido Unicamente por muestras de S. spathularis, confirma otra
hip6tesis que se habia detectado en el analisis de los haplotipos cloroplasticos basada
en la presencia de un ancestro comin ampliamente distribuido, comin a estos dos
grupos de plantas. S. cuneifolia no parece tener una estricta relacién filogenética con
las especies de la seccion Gymnopera porgue forma un clado independiente mas
proximo a especies de otras secciones del genero Saxifraga, la ramificacion que las
divide esta débilmente soportada y seria interesante estudiar mas adecuadamente
esta especie, relacionarla con las otras tres especies de las seccibn Gymnopera y con
las especies del genero Saxifraga que comparten su area de distribucion.

El origen pirenaico de S. hirsuta s. |. como se ha teorizado antes, podria tener mas
de una explicacion, una de estas podria ser la influencia de otra especie del genero,
presente en los Pirineos, que habria podido establecer un flujo génico con la especie
ancestral de la seccion Gymnopera generando el ancestro de S. hirsuta s. I.

De acuerdo con las conclusiones derivadas del andlisis de la diversidad genética en

Saxifraga hirsuta s. |. y de sus afinidades con otras especies de la seccibn Gymnopera
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se debe discutir el modelo taxonémico coherente con ellas, a sabiendas de que tales
conclusiones afectan a otras especies de la citada seccion.

En primer lugar, en lo que respecta a la delimitacion de la sect. Gymnopera del
género Saxifraga, los resultados de este trabajo hacen dudar de que la sistematizacion
mas adecuada de Saxifraga cuneifolia L. sea esa, sin que tampoco podemos hacer
ahora una propuesta sistematica alternativa. Para ello es necesario hacer un analisis
global del género que incluya una amplia representacion de especies de cuantas mas
secciones sea posible. La exclusion de S. cuneifolia de la sect. Gymnopera tendria
como consecuencia el que el area de distribucién de la Ultima estuviera limitado a los
territorios ibéricos mas oceéanicos, ademas de Irlanda; téngase en cuenta que las
especies de la seccidon tal como quedaria delimitada medran en los territorios
pirenaicos occidentales y centrales y, en los ultimos fundamentalmente en su vertiente
septentrional que es la mas oceanica.

En la seccion asi concebida se sistematizarian de acuerdo con tal propuesta las
plantas habitualmente identificadas como Saxifraga hirsuta s. I., S. spathularis y S.
umbrosa. Los resultados de los andlisis de diversidad genética presentados aqui,
coincidentes en alto grado con los obtenidos por Pérez Vallines (2011) parecen apoyar
claramente la independencia sisteméatica de S. spathularis, que muestra una clara
homogeneidad atendiendo a criterios tanto moleculares —ADNn y ADNcl- como a
morfoldgicos y distribuida por los territorios noroccidentales ibéricos e Irlanda (Webb
1993; Vargas 1997). Otra cuestion bien diferente es cual es el nombre correcto de tal
taxon. Como indica Nieto Feliner (1985) la tipificacion de Saxifraga umbrosa L. en un
icono de la obra de Magnol (1697) (Pugsley 1936; Webb 1987b) determina el que la
indicacion locotipica sea “Habitat in Montibus apud Cantabros” lo que pone en duda la
identidad con la planta pirenaica a la que tradicionalmente se asimila (Webb 1993;
Vargas 1997); no obstante la propia tipificacién realizada por Pugsley (1936) es
contradictoria con el concepto que el mismo tiene de S. umbrosa L. de la que se indica
se distribuye por los Montes Cantabricos y el Pirineo; desde luego la planta a la que
aplicamos el nombre S. spathularis no se conoce en los Pirineos y por tanto debiera
analizarse si tal lectotipificacion no entra en serio conflicto con el protdlogo (epigrafe b
del Art. 9.19 del CIN (McNeill et al. 2012); en tal caso debiera realizarse una nueva
lectotipificacion. Por tales razones se propone seguir usando los nombres S.
spathularis y S. umbrosa de la forma tradicionalmente aceptada (Webb 1993; Vargas
1997; McGregor 2008).
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Otra cuestion bien distinta es la independencia especifica entre S. hirsuta y S.
umbrosa que de acuerdo con los resultados obtenidos no es clara y tampoco las
diferencias morfoldgicas que habitualmente se consideran criterios adecuados para su
diagnosis son muy acusadas. De todos modos, antes de establecer conclusiones
firmes al respecto habrd que realizar andlisis mas exhaustivos, incluyendo mayor
namero de muestras de las plantas de ambas especies en los territorios pirenaicos
donde medran ambas y de los presuntos hibridos, identificados como S. xgeum L., Sp.
Pl.: 401 (1753).

En lo que se refiere a Saxifraga hirsuta s. |. que constituye el objetivo principal de
este trabajo los resultados obtenidos y atendiendo a la discusién realizada cuestionan
en muy alto grado el tratamiento sistemético habitualmente aceptado (Webb 1993;
Vargas 1997; McGregor 2008) en €l se reconocen dos subespecies: S. hirsuta subsp.
hirsuta y S. hirsuta subsp. paucicrenata. Las plantas habitualmente asignadas a la
segunda de las subespecies de las montafias pirenaicas y cantdbricas habitualmente
identificadas como S. hirsuta subsp. paucicrenata atendiendo a la diversidad
evidenciada mediante el uso de marcadores moleculares presentan haplotipos
distintos que marcan afinidades mas estrechas con las plantas de S. hirsuta subsp.
hirsuta que medran en los territorios basales que con plantas oréfilas de territorios
alejados. El modelo de diversidad que, atendiendo a los resultados obtenidos, se
puede reconocer en S. hirsuta s. I. tiene poco que ver en una diversificacion altitudinal
y mas con su dispersion territorial. En consecuencia, no parece adecuado el
reconocimiento de S. hirsuta subsp. paucicrenata que parece consecuencia de la
reunion de plantas orofilas de diversos territorios con una cierta convergencia
morfoldgica y que representarian ecomorfosis de plantas diversas genéticamente vy
que han sido descritas en territorios muy alejados: Saxifraga geoides Lacaita y S.
geum subsp. hirsuta var. cuatrecasassi Font i Quer & Guinea, de los Picos de Europa,
S. hirsuta var. paucicrenata Leresche ex Guillot, de los Pirineos Atlanticos, y S.
elegans J.Mackay [=S. hirsuta var. elegans (J.Mackay) D.A.Webb) de Irlanda.
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CONCLUSIONES

El anadlisis de los marcadores cloroplasticos rbcL y trnL-F, asi como el
marcador nuclear ITS han permitido evaluar la diversidad haplotipica y
filogenética de la seccion Gymnopera del género Saxifraga.

Las secuencias del gen rbcL han proporcionado una vision de la diversidad
haplotipica ancestral de la seccion.

El andlisis de las secuencias de la region intergénica trnL-F indican una gran
diversidad haplotipica presente en la seccion asociada a su distribucion
geografica.

La region nuclear ITS permitié evaluar las relaciones filogenética a nivel de
especie y de subespecie de la seccion, ademas de sus relaciones con
especies de otras secciones del genero.

No se ha detectado ninguna relacién genética entre el gradiente altitudinal y
la distribucion a nivel de subespecie de S. hirsuta s.I.

La informacion obtenida de los tres marcadores nucleares nos permite
plantear una hipotesis sobre el origen de la seccidn, teorizando la presencia
de un ancestro comdn a S. hirsuta s. I. y S. spathularis, ampliamente
distribuido en la Peninsula Ibérica y en Irlanda.

En los refugios glaciales de la zona de Somiedo y de los Pirineos la seccion
Gymnopera presenta una alta diversidad haplotipica.

S. umbrosa podria tener un rol muy importante en el origen filogenético de
S. hirsuta s. I.

Los Pirineos vy la cordillera Cantabrica son dos focos de diversidad genética
en la distribucion geogréfica de la seccion.

Los resultados obtenidos nos permiten hacer una revisién taxonémica de la

seccion.
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ANEXO |

Muestras usadas: sistematica, cédigo de identificacién y localidad de origen.

Taxon Cdédigo Localidad

Saxifraga seccion Gymnopera

S. cuneifolia CuU-1 Petit San Bernard, prox. Pont Serrand, 1833 m,
32T 0337986/50635, La Thuile (Val de Aosta,
Italia)

S. cuneifolia CuU-2 Entre Mt. Greben y Mt. Veliki Travnik, Crna na
1317 m, 33T 483212/5142224 (Koroskem,
Eslovenia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-1 Acefia do Sordo, Folgoso do Caurel, 627 m, 29T
648914/4716504 (Lugo, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-2 Entre Larén y Fondos de Vega, Cangas del
Narcea, 785 m, 29T 693664/4760991 (Asturias,
Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-3 Cerca de Villar de Vildas, Somiedo, 796 m, 29T
717412/4775855 (Asturias, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-4 Tufién, Sto. Adriano, 113 m, 30T
257959/4797804 (Asturias, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-5 Entre La Vara y el Pumar, 437 m, 30T
262718/4794222 (Asturias, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-6 Cuevas, Aller, 754 m, 30T 298300/4774410
(Asturias, Espana)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-7 Amieva, 193 m, 30T 324388/4793706 (Asturias,
Espana)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-8 Entre los Lagos de Covadonga y la Vega de Ario,

Cangas de Onis, 1257 m, 30T 339966/4791708
(Asturias, Espana)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-9 Desfiladero de Urdén, Pefarrubia, 154 m, 30T
367134/4791435 (Cantabria, Espafna)
S. hirsuta subsp. hirsuta HH-10 Subida al Puerto de Palombera, Hermandad de

Campoo-Cabuerniga, 879 m, 30T
396986/4772101 (Cantabria, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-11  Entre Ramales y Arredondo, Ruesga, 147 m,
30T, 453309/4791679 (Cantabria, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-12 Camino a Bonicaparra, Ezcaray, 1025 m, 30T
501436/4684416 (Rioja, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-13 Entre San Sebastian-Hendaya, Arragua, 127 m,
30T 593068/4796546 (Guiplzcoa, Espafia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-14 Cerca de Arnéguy, 312 m, 30T 639452/4773866
(Pirineos Atlanticos, Francia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-15 Cerca de Eaux Bonnes, 857 m, 30T
713629/4760669 (Pirineos Atlanticos, Francia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-16 Entre Arreau y Aragnouet, Alto Garona, 1295 m,
31T 281731/4751732 (Altos Pirineos, Francia)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-17 Connor’s Pass, peninsula de Dingle, 279 m, 29U
418607/5782836 (Kerry, Irlanda)

S. hirsuta subsp. hirsuta HH-18 Rio Glengariff, al norte de Glengariff, 18 m, 29U

460791/5734039 (Cork, Irlanda)
S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-1 Picos Albos, Somiedo, 1888 m, 29T
734472/4769973 (Asturias, Espafia)
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Taxon Cdédigo Localidad

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-2 Pefién de Ventana, Puerto de Ventana, Teverga,
1631 m, 29T 744102/4771652 (Asturias, Espafia)

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-3 El Fielato, Puerto de San Isidro, Aller, 1268 m,
30T 302024/4771369 (Asturias, Espafia)

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-4 Pico Tiatordos, Caso-Ponga, 1950 m, 30T
319615/4782773 (Asturias, Espafia)

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-5 Pico Cenfal, entre Lagos de Covadonga y Vega
de Ario, Cangas de Onis, 1440 m, 30T
340423/4790895 (Asturias, Espafia)

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-6 Torre de La Palanca, Macizo Central de los Picos
de Europa, 2438 m, 30T 348404/4782303 (Leon,
Espafia)

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-7 Portillo de Lunada, 1317 m, 30T
446890/4779901 (Burgos, Espaiia)

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-8 Plan Pignon, Arnéguy, 1215 m, 30T
641156/4769749 (Pirineos Atlanticos, Francia)

S. hirsuta subsp. paucicrenata HP-9 Cerca de Lac de Fabréges, Laruns, 1314 m, 30T
712025/4751314 (Pirineos Atlanticos, Francia)

S. spathularis SP-1 Subida a la Sierra de la Estrela, 1852m, 29T
0618712/4464555 (Beira Baxa, Portugal)

S. spathularis SP-2 Cuenca del rio Zézere, sobre Manteigas, 1308
m, 29T 621462/4465697 (Guarda, Portugal)

S. spathularis SP-3 Trascastro, Somiedo, 1698 m, 29T
0710003/4763113 (Asturias, Espafia)

S. spathularis SP-4 Puerto de Pandetrave, 1552 m, 30T
347174/4774426 (Lebn, Espafia)

S. umbrosa UM-1 Col d’Aubisque, 1662 m, 30T 716637/4761811
(Pirineos Atlanticos, Francia)

S. umbrosa UM-2 Barrage d’Oisseaux, nr. Cirque de Gavarnie,
2134 m (Altos Pirineos, Francia)

S. umbrosa UM-3 Cascada d’Arises, Artigues, 1338 m, 31T
271249/4756367 (Altos Pirineos, Francia)

S. xpolita PO-1 Cerca de Villar de Vildas, Somiedo, 796 m, 29T
717412/4775855 (Asturias, Espafa)

Saxifraga otras secciones

S. aizoides Al-1 Pista de Chisagles, Bielsa (Huesca, Espafia)

S. aretioides AR-1 1627m, 30T 717727/4762075 (Pirineos
Atlanticos, Francia)

S. granulata GR-1 Sureste del Embalse del Ebro, cerca de Cabafas
de Virtus, Valdebezana, 854 m, 30T,
430221/4762141 (Burgos, Espafia)

S. rotundifolia RO-1 Entre La Forgé y Ascou-Pailhéres, 1220 m, 31T

411377/4729954 (Arege, Francia)
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