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et al.(2005). We selected P. coerulescens as a suitable outgroup as Soreng & Davis (1998) 

indicated the close relatedness between this speciesgenus Phalaris and Anthoxanthum. 

A. eristatum Boiss. 
Mi A. odorefum L. 
^ A amerum Brot. 
• A elpinum Lwe 8 Lo 
^ A.maderenseTeppne 

A. grecile Biv. 
-^ A. ovetum Leg. 

Figure 6.1. Geographic location of the 46 studied populations of Anthoxanthum. 

Leaf material from five individuals were randomly collected per population and 

included in silica gel (Chase & Hills, 1991). Each sampled specimen was separated by at 

least 10 m from the next one. This number of specimens is usual in studies where large 

scale geographical variation is investigated (e.g., Gabrielsen et al., 1997; Tribsch, 

Schánswetter & Stuessy, 2002). The total number of analyzed individuals was 235. 

Differentiation of species in those localities where more than one Anthoxanthum taxa 
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Table 6.1. Sampled populations of Anthoxanthum and Phalaris coerulescens (outgroup) from the 

different geographical areas considered. Precise localities and collectors are provided on the 

voucher labels. 
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grew in simpatry was made following different floras and monographs on the genus (e.g., 

Valdés, 1973; Tutin, 1980; Lauber & Wagner, 2001). Voucher specimens from all the 

populations were stored in the Herbarium of the University of Santiago de Compostela 

(SANT) (Holmgren, Holmgren & Barnett, 1990). 

DNA ISOLATION AND AFLP FINGERPRINTING 

Total genomic DNA from perennials was extracted from 25 mg of dried leaves using 

the CTAB protocol (Doyle & Doyle, 1990). As plant material was often scarce in annuals, 

extractions were performed with the Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) 

according to the manufacturer's protocol. The quality of the DNA was checked on 1% 

TAE-agarose gel, and its concentration was quantified by spectrometry with a Cary 3E 

Spectrophotometer (Varian, Palo Alto, USA). The AFLP method was performed with the 

AFLP Analysis System [ for plant genomic DNA (Invitrogen, Carlsbad, USA) following 

the manufacturer's protocol. Two PCR primer pairs with three selective bases, 

E.AAG/M.CTC and E.AGC/M.CAG, were chosen over twelve pairs tested for the quality 

of the produced bands (even distribution of bands with relatively homogeneous intensity). 

The use of three selective bases is recommended in species where the genome size is 

between 0.3-12.0 pg (Fay, Cowan & Leitch, 2005). DNA content (measured as the 1C 

value) of the tetraploid A. odoratum has been established in 5.9 pg (Grime & Mowforth, 

1982; Bennet & Leitch, 2004), so its average DNA amount per genome was clearly 

within the appropriate range. Moreover, the quality of AFLP bands appears to be 

independent to the ploidy level within a genus (Fay, Cowan & Leitch, 2005 and 

references therein). 

Products were separated by electrophoresis on a 6% denaturing polyacrylamide gel. 

Visualization of AFLP markers was achieved by silver staining (Bassam, Caetano-

Anollés & Gresshoff, 1991). Amplified traces were scored as presence (1) or absence (0) 

in a matrix that was manually constructed. Only bands with homogeneous intensity were 

taken into account, and a DNA molecular weight marker (weight marker VI, Roche 

Pharmaceuticals, Basel, Switzerland) was included as a reference. We repeated twice the 

whole AFLP protocol for 10 randomly chosen individuals. Thus, the reproducibility of 

the observed patterns was assured. 
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DATA ANALYSIS 

All the analyses performed were based in several assuptions. First, AFLP markers 

behave as dominant markers. Second, comigrating fragments are considered homologous 

loci. Lastly, populations are at the Hardy-Weinberg equilibrium (Després, Loriot & 

Gaudeul, 2002). 

To stablish the mean genetic diversity within populations and within taxa, the 

percentege of polymorphic fragments, the Shannon diversity index (Hsh, Shannon, 1948) 

and the Nei's average heterozygosity (Nei, 1987) were calculated. Subsequently, average 

values of these parameters for each taxon ( and geographical region) were obtained. In 

addition to this, the mean number of rare (N^) and private (NP) fragments were estimated 

for each population, taxon and region. Fragments with a prevalence under ] 0% were 

considered rare, whereas private ones were confined to one group (Legendre & Legendre, 

1998; Després, Loriot & Gaudeul, 2002; Schónswetter et al., 2004). All these parameters 

were calculated using the program SPSS Version 11.5 (SPSS [nc. Chicago, USA). 

Different distance measures ( Euclidean distance, Nei's unbiased distance, Dice's 

similarity coefficient and Jaccard distance) were used to assess the similarity between 

individuals and populations. Subsequently, the equivalence among the different measures 

was assessed by means of a Mantel correlation test (fMantel, 1967; Legendre & Legendre, 

1998). To represent the relationships among samples, dendrograms based on the 

Euclidean distance were constructed using the UPGMA and Neighbor joining (NJ) 

clustering methods. All cluster tests were performed with the program MEGA Version 2.1 

(Kumar et al., 2002). A principal coordinates analysis ( PCoA) with minimum spanning 

tree (MST, Gower & Ross, 1969) based on a matrix of inter-individual Euclidean 

distances was calculated and plotted to search for groupings of populations. This analysis 

was performed using the program NTSYS-pc Version 2.1 (Rohlf, 2002). 

The genetic differentiation among taxa, regions and populations was calculated as the 

unbiased FST estimator of Weir & Cockerham ( 1984) using TFGPA Version 1.3 ( Miller, 

1997). The 95% confidence interval for the estimator was obtained by bootstrapping 5000 

replicates over loci. 

To evaluate among-population or among-region genetic differentiation, a hierarchical 

analysis of molecular variance (AMOVA, Excoí^ier, Smouse & Quattro, 1992) on 

Euclidean pairwise distances was performed using ARLEQUIN 2.000 (Schneider et al., 

2000). For each AMOVA analysis, 1000 permutations were performed to obtain 
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significance levels of the variance. Different subsets of populations were analysed 

separately to investigate possible differences in the hierarchical apportioning of 

molecular variation among the main geographical regions (Gabrielsen, Brochmann & 

Rueness, 2002). Given that only one P. coerulescens and A. gracile populations were 

included in the survey, both of them were excluded from the AMOVA analysis. 

The Mantel test (Mantel, 1967; Legendre & Legendre, 1998) has been extensively 

used to quantify the genetic distance between pairs of individuals as a function of their 

geographical distance (Gabrielsen et al., 1997; Stehlik, Schneller & Bachmann, 2001; 

Després Loriot & Gaudeul, 2002; Tribsch, Sch^nswetter & Stuessy, 2002; Schiinswetter 

et al., 2003). To apply this analysis, a matrix of geographical distances (Km) among the 

populations was constructed. For all the performed Mantel tests, the normalized statistic 

RM was estimated. The level of significance was assessed by means of a permutation test 

(999 replicates). All the Mantel tests were carried out using NTSYS-pc Version 2.lla 

(Rohlf, 2002). 

Mantel tests were applied in two ways. Firstly, by means of a direct comparison 

between both genetic and geographic distance matrices. Secondly, by following Oden & 

Sokal (1986), who proposed a modification in this method to compute a correlogram for 

multivariate data using the normalized Mantel statistic RM. A correlogram is a plot of 

genetic similarity as a function of geographical distance. To obtain it, the geographical 

matrix must be transformed into a model matrix that represents the phylogeographical 

hypothesis to be tested. By means of this test, region-wise and population-wise spatial

genetic relationships were analysed (e.g., Stehlik, Schneller & Bachmann, 2001; 

Schtinswetter et al., 2004). All the RM values obtained were Bonferroni-corrected. 

Mantel tests were not applied to P. coerulescens and A. gracile populations. On the 

other hand, A. maderense was not considered for the population-wise analyses. 

RESULTS
 

AFLP PATTERNS AND POLYMORPHISM
 

The two primer combinations used generated 205 unambiguously scorable fragments. 

Two of them (0.97%) were monomorphic in the entire data set. If only Anthoxanthum 

populations are considered, 174 scorable traces were produced, three of which were 

monomorphic (1.7%). The number of fragments revealed in each taxon varied from 60 in 

diploid A. gracile to 111 in tetraploid A. odoratum. The maximum and minimum number 
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of AFLP traces generated per population in each taxa and the overall number of fragments 

scored per species are listed in Table 6.2. Differences between annuals and perennial are 

generally low despite the higher number of perennial specimens analysed. The ploidy 

level does not seem to affect the amount of fragments produced. 

N° of markers per population
Taxa N° of o ulationsp p N° of markers 

Minimum/111aximum Mean SD* 
A. odoratunt 15 111 66-94 82.7 7.9 
A. atprnunt I 1 97 55-72 63.2 5.9 
A. amarum 4 92 76-83 78.75 3 

A. maderense 2 87 71-84 77.5 9.2 
Perennials 32 132 55-94 75,2 11.1 

A. arislatum 8 109 59-73 66.5 3.8 
A. ovatum 5 94 60-69 64.8 3.7 
A. gracile I _ 60 _ 60 60 -
Annuals 14 139 _ 59-73 65.4 3.9 

P. coerutescens I 52 52 52 -
Totals 47 205 55-94 71.8 10.8 

Table 6.2. Overall number of bands produced per taxon ans maximum and minimum number of 
AFLP bands generated per population in each taxa. *SD, Standard Deviation. 

GENETIC DIVERSITY WITHIN REGIONS AND TAXA 

The percentage of polymorphic loci and the Shannon diversity index for each 

population (Table 6.3) were strongly correlated (pairwise Spearman's correlation 

coefficient; rs = 0.98, P= 0.002). Moreover, polymorphism percentage and Shannon 

index were significantly higher in annuals than in perennials, regardless of the 

geographical region or the taxon considered (Mann-Whitney U-test; P= 0.002). 

Regarding rare and private fragments (Table 6.3), they were scarce accross all 

populations and taxa, with the only exception of A. gracile and P. coerulescens. 

Within annuals, there were no significant differences concerning polymorphism 

between A. aristatum and A. ovatum, or among the regions where both species were 

collected (U-test A. aristatum vs A. ovatum; P = 0.12). Interestingly, the Maltese 

population of A. gracile was much less variable compared to the other species (e.g., U

test A. gracile vs A. aristatum; P= 0.003). Regarding the private fragments (A. gracile 

excluded), they were restricted to the northwestern Iberian populations of A. aristatum. 

In perennials, despite the generally low values of polymorphism, there were some 

minor differences among taxa and regions. Thus, A. amarum presented the lowest values 

of genetic diversity, whereas A. alpinum presented the highest. Populations from southern 
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Table 6.3. Diversity indices in 47 studied populations of Anthoxanthum and P. coerulescens. 

Population numbers and details are listed in Table 6.1; Hsh, Shannon diversity index; Np, number 
of private fragments; NRI, mean number of rare bands (frequency of 0.1 or under) per individual; 

% pol, percentage of polymorphic bands. In bold, average values for each taxa, region within taxa 

and life cyde type. 
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PHENOTYPIC RELATIONSHIPS AMONG POPULATIONS AND TAXA 

Mantel correlation coefficients between the different pairwise distance measures 

calculated were high and significant (e.g., Euclidean vs Nei's unbiased genetic distance, 

RM = 0.97, P = 0.005; Euclidean distance vs Dice coefficient, RM =-0.96, P = 0.005). In 

the light of this, the Euclidean distance was used for all subsequent analyses. 

The UPGMA tree (Figure 6.2) based on the pairwise distances between individuals 

showed a clear differentiation between annuals (except A. gracile) and perennials. There 

was no taxonomical structuring within the A. aristatum/A. ovatum clade, although a 

limited region-wise differentiation was observed between populations from SW Iberian 

Peninsula and populations from other regions. 

Within perennials, A. maderense was basal to the other species, whereas A. amarum 

and A. odoratum grouped together and apart from A. alpinum. Both A. alpinum and A. 

odoratum clades showed a neat geographical structuring. We distinguished three main 

groups within A. odoratum: Iberian Peninsula, S. Scandinavia and the Alps. The 

populations from the Sudetes Mts. were intermingled or slightly differentiated. A similar 

pattern was observed in A. alpinum. The maltese A. gracile was clearly distinct from all 

the other populations, both perennials and annuals, acting as a basal group. The same 

clustering pattern was revealed by UPGMA dendrograms based on the distances between 

populations as well as by the Neighbor-Joining trees (data not shown). 

The results of the UPGMA dendrogram were supported by the PCoA with 

superimposed MST (Figure 6.3). The first three axes extracted 45% of the total variation 

(first component: 21.1 % of the variation; second component: 16.5% and third component: 

7. I%). We observed a clear split between annuals and perennials along the first axis of the 

plot. Within annuals, there was no differentiation among taxa nor regions, although a 

separate PCoA for A. aristatum and A. ovatum revealed a weak separation between SW. 

Iberian Peninsula and the other areas (results not shown). Regarding perennials, A. 

alpinum and A. odoratum were separated mainly in the second axis, with populations from 

the Sudetes in an intermediate position between both species. Geographical structuring in 

the PCoA was less evident than showed by the dendrogram, but it may still be 

appreciated. Alpine populations appeared more widely scattered in A. odoratum than in 

A. alpinum, while Scandinavian populations were well defined in both taxa. Moreover, A. 

maderense populations were connected to A. odoratum in the minimum spanning tree, 
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although they are clearly separated along axis two. Within annuals, A. aristatum and A. 

ovatum were connected to the A. alpinum clade in the minimum spanning tree. Again, A. 

gracile remained clearly isolated from all the other species of Anthoxanthum. The 

obtained results support the traditionally discussed taxonomic differentiation between 

annuals and perennials. 

^ A. odoretum. Alps. 

^ A. odoratum. IDerian Peninwla. 

♦ A odaalum an0 A ery(ú^^i. Sudetes. 

^ A. o0aretum. S Scandinavle. 

0 A. odaetum. N ScanClnaWa. 

^ A. amerum. IDerian Peninsula. 

q A. mBdonense. 

(! A. alpinum. Alps. 

♦ A. alpinum. Sudetes 

^ A. alpinum. N ScanEinavia. 

O A. a.istefum and A. ovafum. SW Iberíen Peninwla. 

^ A. arisfafum aid A. ovNum. NW tberian Peninsula 

%( A. aris(a(um ane A. ovetum C Ibenan Peninsule. 

^ A. çpa^-rh 

^ P.cnenJr,r.ens
 

Figure 6.3. Principal coordinate analysis performed with the complete dataset. 

GENETIC DIFFERENTIATION AMONG-TAXA AND AMONG-REGION 

The Global FST value among all populations was high in both perennials [FST = 0.9; 

95% confidence interval (CI) 0.88-0.94; P= 0.02] and annuals ( FST = 0.8; CI 0.77-0.83). 

Within perennials, among-population differentiation was similarly high in A. alpinum 

(FsT = 0.94; CI 0.90-0.97) A. odoratum (FST = 0.87; CI 0.84-0.90) and A. amarum (FST 
= 0.91; CI 0.85-0.96). 

Regarding among-region differentiation, it was moderate in perennials (FsT = 0.34; C[ 

0.29-0.39), being higher in A. alpinum than in A. odoratum (FsT = 0.4; 95% C[ 0.34-0.46 

vs 0.3; CI 0.23-0.37). Conversely, it was much lower within annuals (FST = 0.14; CI 

0.075-0.22). The overall partition of the genetic variation (AMOVA) for both perennials 

and annuals (Table 6.4) showed that the most of the diversity was found among 

populations (90.94% and 77.34% respectively). The variation within populations was 

generally low, and significantly higher in annuals than in perennials (22.66% vs 9.06%). 

The low intra-populational variability is remarkable, and could be partially due to the 
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VARIANCE PERCENTAGE OF 
SOl'RCE OF ^'ARI:^I'ION df SS 

COMPONENTS VARIATION 

G lo bal anal sis. Perennials a 
Amon ^ o ulatio ns 31 2554.17 16.15 90 94° b 

Within populations 128 206.0 1.6 9.06°-0 

Global anal sis. Annuals b 
Amon ^ o ulations 12 988 83 I5 56 77.34% 

Within populations 52 237.2 4.56 22.66°-ó 

P ' 1 R' 1 sis cerennla s. e lon-wlse ana 
Amon ^ re ions b 

Amone ^ol, ^^nhinrc ► i^m: 25^^ 1205.82 
1348 35 

6.68 
10.46 

35.65% 
55.77% 

Within o ulations 128 206 1.6 8.58% 

A. odoralum. R ion-wise analvsis (d) 

Amon re ions 4 381.45 4.02 31.32°ó 

Amon > o s. within re ions 10 355.93 6.68 51.99% 

W'i[hin to ulations 60 128 8 2.14 18.69° ° 

A /' R ' Isise. a ^num. e lon-wlse ana 
Amon ^ re ^ions 2 

Amon ^ o x^^ ithin rccion^^ 8 
217.64 

254 61 

4.34 
6 09 

36.9% 

51.82% 

Within o ula tions 44 58.40 1.32 1 L 28°^ó 
Annuals. Re ion-wise analvsis 

Amon ^ re ions 2 263.89 3 03 14.31°á 

Amon s. within re *ions 10 724.93 13.58 64.15°ó 
Within o ulations 52 237.20 4.56 21.54% 

1'crennials. la^on -Hisc anahsis 
Amon ^ taxa 3 1183.73 10.08 47.66° ° 

Amon ^ o s within taxa 28 1370.44 9 46 44.74% 

Within o ulations 128 

P ' Is T I sis "(herenma . axon -wlse ana 

Amon taxa^2 

206.0 

96 I .99 

16 

10.13 

7.6 I °^ó 

47.25° o 

Amon • o s^^ ithin ta^a 29 I592 17 10 65 47.57°ió 
Within o ulations 128 206 1.6 7. I 8 ió 

Annuals. Taxon -wise analvsis i 
Amon taxa 1 127.16 1.58 7.59°-° 

Amon o s. within taxa II 86 I .66 14.75 70.58°ió 

Within o ulations 52 237.20 4.56 21.82% 

Table 6.4. Analyses of molecular variance (AMOVA). Hierarchical partitioning of the overall 

genetic variation on two levels (within and between population) for perennials and annuals (a and 

b); region-wise analysis for perennials (c); region-wise analyses for A. odoratum and A. atpinum (d 

and e); region-wise analysis for annuals (f); taxon-wise analysis for perennials (g and h). (*), A. 

amarum merged in A. odoratum; taxon-wise analysis for annuals (i). df, degrees of freedom; SS, 

sum of squares. All the estimated values were highly significant. Pops., populations. 

scarce number of individuals analysed, although other factors such as inbreeding or the 

prevalence of vegetative reproduction cannot be discarded. 

AMOVAs for several groupings of populations were perfotmed separately for annuals 

and perennials. Also, within the latter, A. odoratum and A. alpinum were analysed 

separately (Table 6.4). The tested groupings of specimens reflected different taxonomic 

arrangements proposed for these species, as well as the geographical distribution of the 

selected populations. 
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The results yielded by the AMOVAs revealed a clear geographical structure for A. 

odoratum and A. alpinum, and were coincident with the patterns observed in the UPGMA 

dendrogram and in the PCoA. In perennials, 35.65% of the genetic variation was found 

among regions (31.32% in A. odoratum and 36.9% in A. alpinum). Conversely, only 

14.31% of the variation was inter-regional in annuals. Moreover, intrapopulational 

variation was higher in annuals (21.54%) than in perennials (all perennials: 8.58%; A 

odoratum: 18.69%; A. alpinum: 11.28%). 

Regarding taxon-wise analyses, only 7.59% of the observed genetic variation was 

found between taxa in annuals. In perennials, the differentiation among species explained 

47.66% of the variation encountered. The merging of A. amarum into A. odoratum did 

not modify this value. No alternative grouping of populations rendered a higher level of 

among-taxa discrimination. 

GENETICS AND GEOGRAPHY
 

Pairwise genetic distance increased with geographical distances (Table 6.5) (overall 

RM = 0.34). This correlation was even higher when different subsets of data were 

analysed. The RM value for A. alpinum and A. odoratum were 0.66 and 0.62 respectively, 

whereas the overall RM value for perennials was 0.42. The lowest RM value was obtained 

for annual species (0.30). All the estimated Mantel correlation coefficients were 

significant (P = 0.001). 

Mantel correlograms computed within and between geographical regions were 

performed separately for perennials and annuals. Autocorrelation values were high and 

significant for all regions in both life-cycles (Figure 6.4). In perennials, all region pairs 

except NW-NE Iberian Peninsula and Sudetes Mts.-S Scandinavia were significantly 

correlated. Positive RM values were obtained for NW Iberian Peninsula-S Scandinavia 

(0.044; P= 0.001); S Scandinavia-NE. [berian Peninsula (0.15; P = 0.002), Alps-Sudetes 

(0.11; P= 0.001) and Sudetes-N. Scandinavia (0.037; P= 0.001) (Figure 6.4, B). All 

other significant correlations were negative (Figure 6.4, A& B). In annuals, correlation 

coefficients within regions were significantly high and positive, whereas RM values 

between regions were always significant and negative (Figure 6.4, C). 

Populational Mantel correlograms were also plotted separately for both life cycles, 

perennials (A. odoratum, A. alpinum and A. amarum) and annuals (A. aristatum/A. 

ovatum). Regarding A. odoratum (Figure 6.5, A), populations from the Iberian Peninsula 
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SUBSET OF DATA OVERALL RM1^ 

Overal I 0.336* *
 
Perennials 0.422* *
 
Annuals 0.303**
 

A. alpinum 0.663** 
A. odoratum 0.394** 

Table 6.5 Overall RM values for different subsets of data. (**) significant value (P=0.001) 

A 

Figure 6.4. Maps showing significant Mantel 

correlations between and within regions. Bars 

represent the RM value: (A, B), Perennials; 

(C), annuals (Anthoxanthum aristatum and 

Anthozanthum ovatum). 
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(NW and NE) were positively correlated to each other (RM ranging from 0.025 to 0.117) 

and to all other populations from the Alps and S Scandinavia, and negatively correlated 

to Sudetes Mts. populations. On the other hand, RM values were higher between 

Scandinavia and the Iberian Peninsula than between the latter and the Alps. Finally, 

Mantel correlations between populations from the pairs Iberian Peninsula (NW and NE)-

Sudetes Mts were rarely significant. 

Alpine populations showed a significantly positive correlation with each other that 

ranged from 0.025 to 0.087. Moreover, significant RM values were also obtained between 

Alpine and S Scandinavian populations. Conversely, correlations between populations 

from the Sudetes Mts. and the Alps were rarely significant. In addition to this, Mantel 

coefficients calculated between populations within the Sudetes Mts region were not 

significant (ranging from -0.003 to -0.013), and comparisons of these populations to those 

from other regions except S. Scandinavia produced low and non significat RM values. 

Finally, Mantel correlations within S. Scandinavia yielded positive and significant RM 

values ranging between 0.05 and 0.081. 

In A. alpinum, significantly positive correlations between populations were more 

frequent than in A. odoratum (Figure 6.5, B), and were obtained between populations 

within the three regions considered; Alps (RM from 0.04 to 0.128), Sudetes (RM from 

0.037 to 0.046) and N. Scandinavia (RM from 0.04 to 0.081). Positive correlations also 

occurred in the pair Alps-Sudetes (RM from 0.012 to 0.04). On the other hand, correlations 

between populations from both Alps and Sudetes and populations from N. Scandinavia 

were positive, but generally not significant. 

Finally, regarding A. amarum, most of the between-populations correlations were 

positive, although not significant (not shown). 

The lack of geographical structuring in A. aristatum and A. ovatum was also reflected 

on Mantel tests (Figure 6.5, C), as no clear pattern was encountered by population-wise 

comparisons. Correlation coefficients calculated between populations within the three 

considered regions showed wide variation intervals (e.g., RM ranged from -0.087 to 0.105 

in SW. [berian Peninsula). Generally, RM values between populations from SW. Iberian 

Peninsula and from the other regions were negative and, in general, not significant. 

Correlation between populations from central and NW [berian Peninsula was generally 

low and not significant, with some exceptions like populations from Fuente de Tres 

Cantos (population 13, C Iberian Peninsula) and S. Cristovo (population 7, NW Iberian 

Peninsula) that were positively correlated. 
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DISCUSSION 

The analysis of 230 plants from 46 populations belonging to the different European 

species of genus Anthoxanthum has been useful to draw different consequences about the 

phylogeography of this genus, as well as to clarify the taxonomical relationships among 

these taxa. 

GENETIC DIVERSITY DISTRIBUTION 

Our results indicated a clear genetic distinction between two main groups, 

corresponding to annuals (but A. gracile) and perennials. Also, a certain geographical 

structure of genetic variation was observed. 

In all perennial taxa, the highest genetic variation was detected among populations 

within regions, whereas the lowest was found within populations (e.g., A. odoratum, 

51.99% vs 18.69%; A. alpinum, 51.82 vs 11.28) (Table 6.4). This pattern does not agree 

with the one usually reported for outcrossing, wind-pollinated, widespread species 

(Hamrick et al., 1991; Després, Loriot & Gaudeul, 2002; Schónswetter et al., 2004). This 

could be due to the low number of individuals analysed per population. Nevertheless, the 

particular conditions in which sampled populations grow could favour the clonal spread 

of individulas, reducing the intra-populational genetic variation (Richards, 1990). This 

trend has been also observed in other perennial grasses, such as Lolium perenne L., 

Agrostis curtisii Kerguelen or Puccinelia maritima (Hudson) Parl. (reviewed in Richards, 

1990). Although Wu & Subodh (1980) considered that asexual reproduction is not likely 

to be common in Anthoxan[hum, Antonovics, Clay & Schmitt, (1987) pointed out the 

occurrence of clonal-derived tillers in natural populations of A. odoratum. Interestingly, 

some of the populations collected in disturbed habitats (e.g., population 5 from A 

Zapateira or population 21 from Nikkaloukta. Table 6.3) presented relatively higher 

levels of genetic variation. 

In overall, 90.94% of the genetic variation was found among populations in perennials 

(Table 6.4, a). This percentage, as well as the global FST values obtained for perennial 

species, indicate that there is little gene-flow among populations and taxa. This is not 

surprinsing given the wide geographical range considered (maximum distance between 

two populations = 6300Km) and the higher than expected genetic distance among some 

of the studied species (Figure 6.2). Regarding regions, the FST values obtained for A. 

odoratum and A. alpinum (0.3 and 0.4 respectively) indicated that among-regions 

isolation is higher in A. alpinum than in A. odoratum. This is probably due to the different 
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distribution of both taxa. 

Despite the low within-population genetic diversity observed, it can be seen that, in 

perennials, mean genetic variation is higher in southern populations than in northern ones 

regardless of the taxon considered (e.g., Hsh: 6.98 in NW. Iberian Peninsula vs 2.06 in S. 

Scandinavia for A. odoratum; 5.05 in the Alps vs 1.37 in the Sudetes for A. alpinum). In 

our opinion, this fact might be due to its past history in relation with the tabula rasa 

hypothesis ( Hewitt, 1996; King & Ferris, 1998; Després, Loriot & Gaudeul, 2002). The 

relatively high genetic variation of A. alpinum in the Alps might be related to the 

existence of a glacial refugium for mountain flora in southwestern Alps (Scotti et al., 

2000). Apparently, this is not valid to A. odoratum, whose genetic diversity in this region 

is relatively low. 

Regarding the prevalence of private fragments, they were circumscribed to northern 

Scandinavia in A. alpinum. This pattern could be explained by the confluence of a 

southern lineage and a putative eastern one in this area, that has been highlighted as suture 

zone by different authors (e.g., Taberlet et al., 1998; Hewitt 1999, 2004; Carlsson, 

SSderberg & Tegelstrom, 2003). Given the distribution of A. alpinum, from Scandinavia 

to Japan and along different European mountain ranges, we postulate that the Balkans 

may have acted as glacial refugia for this taxon. Unfortunately, no specimens were 

collected in that region. 

Within perennials, A. maderense presented the highest prevalence of rare and private 

fragments (2.2 and 8 respectively, Table 6.3). This could reflect the isolation and ancient 

origin of this taxa, endemic to high altitude inland cliffs of Madeira Island. Finally, A. 

amarum populations showed a low level of genetic polymorphism that could be related to 

the prevalence of clonal spread in this taxon. Its close relationship with A. odoratum and 

the absence of private markers suggest a recent origin for this high polyploid. 

[n annuals, the highest diversity was also detected among populations within regions 

(64.15%; FST = 0.8). Nevertheless, intra-population variation was still substantial in 

annuals (21.54%) due to their outcrossing breeding system, their short life cycle and their 

occurence in the early serial stages ( Hamrick et al., 1991). 

Regarding annuals, no clear geographical structure was found. In addition to this, 

genetic differentiation among regions was low (14.31%). Interestingly, our results reflect 

a certain differentiation of the populations from SW Iberian Peninsula. This is consistent 

with the observations of Tremetsberger et al. (2004), who postulated that the geological 
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history of the Guadalquivir River basin has prevented the mixture among populations 

from this area and from the Iberian Massif. 

Regarding the lack of geographical structure observed in annuals, it could be argued 

that the northern-most distribution areas of these taxa native up to northern France (Tutin, 

1980) have not been sampled. However, climatic conditions in N Iberian Peninsula during 

last glacial maximum must have been clearly unsuitable for these mediterranean species 

(reviewed by Vila, 2004), so an ex novo colonization of northern areas may have 

occurred. The lack of geographical structuring of genetic diversity might be due to the 

origin of the southern populations, most of which were collected in sandy littoral 

localities of the Doñana National Park (SW Iberian Peninsula). In this area, changes in 

coastal environments have been pronounced during the late Quaternary (Rodríguez-

Ramírez et al., 1996). Therefore, founder effect could be expected in these populations. 

Probably this region was colonized from other southern refugial areas such as SE Iberian 

Peninsula or even northern Africa, where annual Anthoxanthum species are highly 

variable in both morphology and ecology. Different studies suggest that the Strait of 

Gibraltar did not act at a severe barrier for gene flow in plants and animals (Comes, 2004; 

reviewed in Vila, 2004). 

Within annuals, it is noteworthy the high number of private and rare fragments present 

in A. gracile. This number and the results of both PCoA and clustering analysis (Figures. 

6.3 and 6.2) might indicate an ancient isolation for these species. A. gracile grows 

basically in some Mediterranean islands, such as Sardinia, Malta, Sicily, Crete and other 

Aegean archipelagos. It has been also reported from continental Italy, the Peloponese, 

(Tutin 1980), Corsica (Pignatti, 1982) and some limited regions in northern Africa. 

However, the revision of the A. gracile specimens deposited in different European 

Herbaria (PAL, UPS, G, FI) showed that it has been often mistaken for A. aristatum 

(Quezel & Santa, 1962; Lambinon & Deschátres, 1991; Pignatti, 1982). In the light of 

this, we consider that the presence of this taxon in these areas is doubtful. 

Both this distribution pattern and the high level of genetic differentiation observed in 

this taxon may be indicating a Messinian origin for A. gracile. Furher research involving 

new molecular analyses and a higher number of populations would be needed to clarify 

this question. 
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GEOGRAPHY AND GENETICS.
 

The Mantel analyses showed a positive and significant correlation between genetic 

and geographic distance for all the data subsets. The RM coef^`icients (Table 6.5) were 

higher in those groups that were apparently more geographically structured, like A. 

alpinum, whereas they were minimum in annual Anthoxanthum species, whose 

populations and regions are totally intermingled. 

Regional and populational Mantel correlograms showed a clear geographical 

structuring for A. alpinum (Figures 4 and 5). For this taxon, a significantly positive Mantel 

correlation was found between Alpine and Sudetes regions. This pattern is supported by 

the PCoA-MST (Figure 6.3) and the clustering analysis (Figure 6.2), in which populations 

from both regions appeared closely related. In our opinion, this lack of differentiation 

indicates to a narrow relationship between both areas, and would suggest the existence of 

a northwards colonization route for A. alpinum. The similarity between arctic-alpine 

floras from both regions and the importance of the Sudetes as a"crossroad" in plant 

migrations have been stressed in different studies (e.g., Stursa 1998; Després, Loriot & 

Gaudeul, 2002). According to different authors, the Alps and the Sudetes were ice

covered during the last glacial maximum (Huijzer & Vandenberghe, 1998; Catr et al., 

2002), therefore, recolonization from unglaciated areas during the following interglacial 

ocurred. The finding of a higher genetic diversity in W. Alps for A. alpinum (Table 6.2) 

suggests that a putative subalpine glacial refugium may have existed for this taxon. This 

has been also reported for other cold-tolerant species such as Trollius europaeus L. or 

Picea abies (L.) Karst. (e.g., Scotti et al., 2000; Després, Loriot & Gaudeul, 2002). 

Finally, Mantel correlograms (Figures 4B and 5) showed a low and rarely significant 

correlation in A. alpinum between populations in N. Sweden and the Alps or the Sudetes. 

These results, as well as the finding of several private fragments in northern Scandinavia 

(Table 6.2), seem to indicate the existence of a suture zone for A. alpinum. The same 

pattern has been already observed in different plant and animal species (e.g., Taberlet et 

al., 1998). 

For A. odoratum, regional and populational correlograms showed a clear geographical 

structure as well. Nevertheless, the picture obtained is different. For this taxon, the highest 

genetic variation was found in the Iberian Peninsula, whereas Alpine populations were 

more genetically homogeneous. 

Regional Mantel tests showed a negative correlation between the Iberian Peninsula 

and the Alps or the Sudetes, suggesting the existence of an eastern lineage for A. 

Genetic variation in a geographic context. The case of European sweet vernal grasses 195 



Estudio taxonómico y biogeográfico de las especies europeas del género Anihoxanlhum L. 

odoratum. Conversely, regional and population correlograms revealed a close 

relationship between S Scandinavian and [berian A. odoratum populations (Figures 4B 

and 5). These results suggest a northward colonization route between these regions for A. 

odoratum. The existence of this route has been already proposed by different authors for 

a wide range of plants and animals (e.g., Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2001). According 

to our data, the Iberian Peninsula might have acted as glacial refugium for A. odoratum. 

This taxon is not currently frequent in southernmost areas of the Iberian Peninsula, but 

recent investigations suggest that different glacial refugia existed in northern Iberian 

Peninsula during the last glacial maximum (Comes, 2004; Vila et al., 2005). 

Differentiation among populations was higher in A. alpinum than in A. odoratum 

(FST 0.4 vs 0.3 respectively). Although this was probably due to the discontinuous 

distribution of the former, it could also indicate a more ancient establishment of A. 

alpinum populations. We put forward the hypothesis that a northward advance from W 

Alps to the Sudetes took place in two different stages. In the first one, A. alpinum might 

have colonized the lowlands and, as the climate became milder, its distribution range 

would have rised in the mountains. [n the second stage, A. odoratum may have colonised 

the areas where A. alpinum was no longer present. The existence of sharp boundaries 

between the distribution ranges of both taxa in these areas (Bogenrieder, Biihler & 

Harringer, 1993; Felgrová & Krahulec, 1999) might be one of the consequences of this 

process. According to Hedberg (1967), these sharp boundaries are currently fading away 

because of human activities like hay transport or the use of commercial seed mixtures. 

Finally, a significatively negative Mantel correlation occurred between Madeiran 

plants and those from the rest of the regions (Figure 6.4, A). Moreover, A. maderense 

occupies a basal position to all the other perennials in the dendrogram, and is fairly 

isolated in the PCoA-MST. According to these results, the divergence of A. maderense 

may have occurred before the differentiation of A. odoratum, A. alpinum or A. amarum. 

The climate change that caused the differentiation of the Macaronesian Flora was 

probably involved in the origin of A. maderense. It is widely accepted that most of the 

Macaronesian species have a Mediterranean origin (e.g., Francisco-Ortega et al., 1997), 

so, the ancestor of A. maderense might have been a diploid, perennial and mediterranean 

lineage of Anthoxanthum. At present, perennials are mainly distributed in temperate and 

cold regions of Europe, however, different studies have suggested that a mediterranean 

perennial diploid Anthoxanthum was involved in the origin of tetraploid A. odoratum 

(Felber, 1986; Hedberg, 1990). 
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REMARKS ON ANTHOXANTNUM TAXONOMY 

According to our results, a higher than expected differentiation exists between A. 

gracile and the other species. Within perennials, A. odoratum and A. alpinum were 

genetically differentiated, despite their morphological similarity (Hedberg, 1990). Also, 

A. amarum appeared remarkably close to A. odoratum, which suggests a recent 

divergence for this nonaploid taxon. Finally, A. maderense is basal to all other perennials 

in the dendrogram and its specific status seems to be clear. 

Our results also indicated that the current taxonomical arrangement is particularly 

unsuitable for A. aristatum and A. ovatum. According to the PCoA, the AMOVA and the 

cluster analysis, there was no clear genetic differentiation between both taxa. Moreover, 

our results suggest that no infraspecific taxon should be defined in A. aristatum or A. 

alpinum. Ongoing research on ecological and morphological issues will help to clarify the 

taxonomy of this complex group of species (Pimentel & Sahuquillo, unpublished). 

CONCLUSIONS 

l. The AFLP technique and the different statistical analyses applied have proven to be 

useful to make phylogeographic and taxonomic inferences in a complex genus where a 

great variation in natural history parameters exists. 

2. A deep effect of different natural history parameters such as life form, breeding 

system or ecological preferences on the genetic structure of the different taxa has been 

detected in Anthoxanthum. 

3. A messinian origin is proposed for the Mediterranean diploid A. gracile. Also, our 

results suggest an ancient isolation of the Macaronesian A. maderense. 

4. Northward colonization routes between the Iberian Peninsula and Scandinavia and 

between the Alps and the Sudetes Mts. have been proposed for A. odoratum and A. 

alpinum respectively. We postulate the existence of glacial refugia for these species in the 

[berian Peninsula and the Alps respectively. 

5. A higher than expected genetic differentiation between A. odoratum and A. alpinum 

has been observed. Conversely, our results have revealed a close relationship between the 

former and A. amarum. 

6. The sampling of new populations, specially in putative glacial refugia such as the 
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Balkans, Italy and N Africa would be needed to get more conclusive results. Besides, 

increasing the number of individuals studied per population would be also necessary to 

improve the study. 
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esumen de los resultados y 

discusión general 

El creador de la Naturaleza, cuando creó /as especies, impuso en sus creaciones una ley 

eterna de reproducción y multip/icación dentro de los límites de sus propias c/ases. En realidad, 

en muchos casos !es permitió variar su apariencia externa, pero jamás pasar de una especie a 

otra. 

(C. Linneo, tomado de Grant, 1989) 

/ confess that after Shakespeare and Spino^a the greatest effect was produced upon me by 

Linnaeus, namely by the opposition to whtch he challenged me. While / tried to take up his sharp, 

ingenious separation, and his well-aimed, useful, but often also arbitrary rules, I fe/t a discord in 

my inner self what he wanted to keep apart with force, seemed to aspire towards union 

according to its innermost necessity. 

(J. W. Goethe, tomado de Weber. 2003) 

n el presente trabajo se han abordado las complejas relaciones taxonómicas entreElas especies europeas del género Anthoxanthum L. Muchos de estos taxones no 

han sido, hasta el momento, bien caracterizados morfológicamente y, por otro lado, 

persisten numerosas incógnitas sobre su distribución y sobre el tratamiento taxonómico 

que pudiera resultar más adecuado para este grupo y sus componentes. Estas incógnitas 

no se refieren exclusivamente a la categoría taxonómica que pudiera corresponder a cada 

una de las variantes europeas de las gramas de olor, sino que afectan sobre todo a las 

relaciones de proximidad evolutiva entre estos taxones, todos ellos muy íntimamente 

relacionados. En el presente capítulo, se resumirán brevemente los resultados obtenidos 

en los distintos apartados de la tesis. Asimismo, se elaborará nuestra propuesta 

taxonómica para las especies europeas del género Anthoxanthum. 
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RESUMEN DE LOS RESULTADOS
 

En el capítulo 2, se estudian los patrones de variación morfológica observados en los 

distintos taxones europeos de Anthoxanthum, tanto específicos como infraespecíficos. Se 

analizaron un total de 1787 individuos pertenecientes a 60 poblaciones provenientes de la 

Península Ibérica, los Alpes, los Balcanes, los Montes Sudetes, Escandinavia, Madeira y 

Malta. Además se incluyeron seis individuos pertenecientes a dos especies africanas del 

género-Anthoxanthum aethiopicum Hedberg y Anthoxanthum nivale K. Schum-como 

grupos externos. En cada uno de los individuos se midieron un total de 59 caracteres 

macromorfológicos y micromorfológicos de la epidermis foliar abaxial y de la sección 

transversal del limbo de la hoja. A continuación, se emplearon diversos análisis 

estadísticos de uso común en Taxonomía Numérica para establecer las relaciones 

morfológicas entre los taxones (Sneath & Sokal, 1973; Rohlf, 1993; Legendre & 

Legendre, 1998). 

Los resultados obtenidos mostraron que dos de los taxones europeos se encuentran 

bien caracterizados en base a su micro y macromorfología; A. gracile, especie diploide 

anual con distribución mediterránea no bien conocida en la actualidad y A. amarum, 

poliploide y perenne, endémico del NW de la Península Ibérica. Hasta donde sabemos, es 

la primera vez que se aportan datos sobre la anatomía foliar de estas dos especies. La 

diferenciación morfológica entre las restantes especies resultó más conflictiva basándose 

en los caracteres analizados, si bien podían distinguirse dos grupos de taxones. EI primer 

grupo estaba compuesto por las especies perennes: A. odoratum, tetraploide de amplia 

distribución, A. alpinum, diploide de distribución alpino-boreal y A. maderense, diploide 

endémico de los archipiélagos de Madeira y Azores. De acuerdo con nuestros resultados, 

la diferenciación morfológica entre estas especies es difícil. El segundo grupo de especies 

inclufa a los diploides anuales mediterráneos: A. aristatum y A. ovatum, cuyo estatus 

taxonómico ha sido muy discutido ya desde mediados del siglo XIX (revisado por López-

González, 1994). En este capítulo se pusieron de manifiesto los problemas taxonbmicos 

que serán abordados durante los siguientes apartados. 

En el capítulo 3, se estudiaron las relaciones morfológicas y moleculares entre A. 

odoratum, tetraploide, y A. alpinum, diploide. Tanto la taxonomía como las relaciones 

evolutivas de las especies de este complejo poliploide han sido profusamente estudiadas, 

fundamentalmente mediante trabajos cariológicos y macromorfológicos (revisado por 

Hedberg, 1990). Sin embargo, los patrones de variación morfológica no habían sido 

analizados mediante métodos de Taxonomía Numérica y, hasta donde nosotros sabemos, 
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tampoco se había estudiado la afinidad genética entre ambos citotipos. 

Para la consecución de estos objetivos, se analizaron 14 poblaciones, ibéricas y 

escandinavas, pertenecientes a los dos citotipos; el tetraploide A. odoratum s. str. y el 

diploide A. alpinum. Un total de 45 individuos fueron recolectados en cada población. De 

éstos, en 35 se llevaron a cabo estudios macromorfológicos, mientras que en 5 se 

analizaron variables micromorfológicas (anatomía foliar) de la epidermis abaxial y de la 

sección transversal del limbo. Los 5 individuos restantes por población se dedicaron al 

estudio molecular mediante la técnica de los marcadores RAPDs (Random Amplifred 

Polymorphic DNAs; Williams et al., 1991). 

De acuerdo con nuestros resultados, los caracteres macromorfológicos seleccionados 

no son útiles en la diferenciación de los citotipos, ni siquiera aquellos como la 

pubescencia de las glumas o la escabridez de las flores fértiles, que han sido atribuidos de 

forma exclusiva a una de las dos formas (Knaben, 1950). Asimismo, hemos detectado una 

gran influencia de las variables ambientales en los caracteres micromorfológicos foliares 

analizados. De acuerdo con diversos autores (e.g., Rozmus, 1960; Humbert-Droz & 

Felber, 1992), la anatomía foliar es útil en la determinación del nivel de ploidía en 

poblaciones naturales de Anthoxanthum s. lat. Sin embargo, dados nuestros resultados 

consideramos que tal utilidad es dudosa. 

Con respecto a los datos moleculares, los marcadores RAPDs no revelaron una 

diferenciación genética entre los citotipos sino su relacibn geográfica. En resumen, la baja 

diferenciación morfológica y molecular (o bien, morfológica en un sentido amplio) entre 

A. odoratum (tetraploide) y A. alpinum (diploide) no permite su diferenciación a nivel 

específico. De acuerdo con nuestros resultados, el rango de subespecie sería más 

adecuado para el diploide, si bien nuevas poblaciones de áreas no muestreadas deben ser 

consideradas en el estudio molecular para obtener resultados concluyentes. 

En el capítulo 4, se planteó el análisis de las relaciones morfológicas y moleculares 

entre los taxones del complejo A. aristatum/A. ovatum mediante el estudio de poblaciones 

simpátricas de ambas especies. En estas áreas los límites entre los taxones se difuminan 

por la aparición de formas transicionales entre ellos. Dos hipótesis se han propuesto para 

explicar este comportamiento: (i), la hibridación puntual entre dos especies bien definidas 

y(ii), la total introgresión entre dos taxones todavía en proceso de diferenciación. 

Para determinar qué hipótesis es más factible, se recolectaron un total de 608 plantas 

pertenecientes a ambas especies y a sus taxones infraspecíficos. De los especímenes 
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muestreados, 494 lo fueron en 6 poblaciones simpátricas del Parque Nacional de Doñana 

(Huelva, España), mientras que las restantes 114 pertenecían a poblaciones alopátricas de 

A. aristatum, A. ovatum, y de A. alpinum que fueron utilizadas como grupos externos. 

Como en los casos anteriores, los individuos recolectados se analizaron desde el punto 

de vista macromorfológico, micromorfológico (caracteres de la epidermis abaxial de la 

hoja y del corte transversal del limbo) y molecular (marcadores moleculares AFLP, 

Amplified Fragment Length Polymorphism; Vos et al., 1995) 

Los diversos análisis realizados con los datos moleculares muestran que, en todos los 

casos, las poblaciones simpátricas estan más próximas entre sí que a cualquiera de los 

grupos externos, independientemente de su identidad taxonómica. Por otro lado, los datos 

macromorfológicos y micromorfológicos de la epidermis foliar abaxial indican que las 

poblaciones simpátricas presentan un fenotipo intermedio entre las alopátricas, éstas sí 

bien diferenciadas. Finalmente, los análisis de asociación realizados muestran que el 

agrupamiento de los individuos no es coherente con las categorías taxonómicas 

consideradas y, por lo tanto, los caracteres analizados no son, aparentemente, útiles en la 

identificación de los taxones. Únicamente el taxon A. aristatum subsp. macranthum 

muestra una cierta diferenciación genética, si bien esta subespecie se encuentra muy 

próxima morfológicamente a A. ovatum var. ovatum. 

En nuestra opinión, el complejo A. aristatum/A. ovatum es un ejemplo de evolución 

en curso. Ambos taxones forman unidades bastante bien definidas en alopatría, sin 

embargo, su diferenciación es problemática en simpatría, tanto más cuando no existen 

diferencias ecológicas claras entre ellas. En principio, nuestros resultados parecen no 

apoyar la diferenciación a nivel específico entre ambos taxa. Asimismo, en nuestra 

opinión, las diversas categorías infraespecíficas definidas en estas especies son el 

resultado de variaciones puntuales, reflejo de su plasticidad fenotípica, por lo que su 

validez taxonómica es dudosa. Sin embargo, y dada la ligera diferenciación genética 

observada para A. aristatum subsp. macranthum, consideramos que el estudio de nuevas 

poblaciones de este taxon sería conveniente. 

EI punto de partida del capítulo 5 es el análisis de la importancia de la diferenciación 

morfológica y ecológica detectada dentro del poliploide A. amarum ( Pimentel & 

Sahuquillo, 2003), en el que se han observado 2 morfotipos (Norte y Sur). EI primero de 

ellos (tipo N), se caracteriza por sus hojas pruinosas y por la presencia de estolones. 

Habita principalmente localidades del N del área de distribución de la especie. Por su 

parte, el segundo tipo (tipo S) presenta hojas no pruinosas y bulbillos en la base de la 
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planta. Crece generalmente en zonas del S del área de distribución. Sin embargo, la 

separación entre ambos grupos no es completa, y existen poblaciones mixtas. 

Los principales objetivos de este capítulo fueron: (i), determinar el grado de 

diferenciación genética y morfológica entre ambos morfotipos y(ii), abordar la 

biogeografla de esta especie en Galicia (NW Península Ibérica) mediante el análisis de la 

estructura genética de las poblaciones. 

Para la consecución de estos objetivos, se analizaron 358 individuos de ]0 

poblaciones gallegas de A. amarum. De éstos, 279 se usaron en el análisis morfológico y 

79 se analizaron en ensayos moleculares mediante los marcadores moleculares RAPDs. 

Los resultados muestran que la diferenciación entre los morfotipos sólo se apoyaba en 

los caracteres macromorfológicos cualitativos (presencia de pruina en las hojas y 

presencia de estolones y bulbillos), si bien también se detecta una fuerte dependencia de 

éstos con respecto a diversos parámetros ambientales, tales como las precipitaciones o la 

sequía estival. Por contra, los resultados moleculares y los rasgos macromorfológicos 

cuantitativos muestran una baja diferenciación entre estos morfotipos, obteniéndose una 

mezcla total entre poblaciones. Estos resultados indican que ambos morfotipos se pueden 

considerar ecotipos y por lo tanto, no se les puede asignar ninguna categoría 

infraespecífica. 

Con respecto a su Biogeografla, los análisis de asignación (Pritchard, Stephens & 

Donnelly, 2000) y de partición de la varianza molecular revelan una cierta estructura 

genética. En base a los resultados moleculares, pueden distinguirse tres grupos de 

poblaciones, si bien es necesario tener en cuenta que el mayor porcentaje de variabilidad 

genética se encuentra entre las poblaciones dentro de los grupos. El primer grupo incluye 

las poblaciones del S de la provincia de Pontevedra, el segundo las poblaciones del Valle 

del Miño y el tercero, el más heterogéneo, diversas poblaciones dispersas y bastante 

diferenciadas ecológicamente. El mismo agrupamiento de poblaciones se refleja también 

en los análisis de asociación obtenidos con los datos moleculares. Estos resultados 

indican una mayor relación genética entre las poblaciones incluidas en los grupos 1 y 2, 

mientras que no se detecta relación entre los diversos grupos. En nuestra opinión, la alta 

frecuencia de la reproducción vegetativa en este taxon influye en el aislamiento entre los 

grupos y poblaciones. Asimismo, es destacable que dos de los grupos obtenidos se 

corresponden a dos de las rutas de migración propuestas por Izco (1987) para la Flora de 

Galicia, la ruta costera y la interior, paralela al río Mir^o. 
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En el capítulo 6 se abordó, mediante el uso de los marcadores moleculares AFLPs, el 

estudio de la filogeografía del género Anthoxanthum en Europa (Avise, 1989). Para la 

consecución de este objetivo, fueron incluidos en el estudio 235 especímenes procedentes 

de 46 poblaciones de los diversos taxones europeos del género. Los resultados obtenidos 

acerca de la distribución de la varianza genética, así como de las correlaciones entre las 

distancias genéticas y geográficas han permitido establecer diversas hipótesis sobre la 

Filogeografía del género Anthoxanthum. 

En primer lugar, para los taxones perennes del género, se ha encontrado una mayor 

variabilidad genética en las poblaciones del S de Europa con respecto a las del Norte. EI 

mismo resultado se ha obtenido en distintas especies de animales y plantas, y se ha 

atribuido al efecto que tuvieron las glaciaciones del Cuaternario sobre el origen y 

distribución de los taxones en Europa. En cambio, en las especies anuales no se ha 

observado este efecto debido a su distribución en el entorno mediterráneo. 

La estructura genética observada en las especies A. alpinum y A. odoratum sugiere una 

intensa influencia de las glaciaciones cuaternarias en la distribución actual de estos 

taxones. La fuerte correlación entre las poblaciones del NW de la Península Ibérica y las 

del S de Escandinavia, indica la existencia de una ruta de colonización costera entre estas 

dos áreas tras la retirada de los glaciares. Por otro lado, esta relación no fue detectada 

entre las poblaciones Ibéricas y las de los Alpes o los Sudetes, lo que indicaría la 

existencia de más de un linaje en A. odoratum. Con respecto a A. alpinum, la variabilidad 

genética observada en las poblaciones de los Alpes es mucho mayor que en los Sudetes o 

Escandinavia, encontrándose una fuerte correlación entre las poblaciones Alpinas y las de 

los Sudetes. Estos resultados refuerzan la idea, propuesta ya por diversos autores, de la 

existencia de una ruta de migración para la flora ártico-alpina entre ambas regiones. 

Los análisis realizados indican una alta diferenciación genética de dos de las especies 

analizadas, A. gracile y A. maderense. Dadas sus distribuciones respectivas (islas del 

Mediteráneo y el archipiélago macaronésico de Madeira), y su elevada diferenciación, 

sugerimos un origen Messiniense para el primero de los taxones. Con respecto al segundo, 

su diferenciación parece ser previa a la de A. odoratum, A. amarum y A. alprnum, y podría 

estar ligada a los procesos climáticos que diferenciaron a las floras mediterránea y 

macaronésica durante el Terciario. 

Con respecto a las posibles consecuencias taxonómicas de nuestros resultados, cabe 

decir que las diferencias genéticas observadas entre varios de los taxones analizados son 

mayores de lo esperado a la luz de resultados anteriores referidos a su macro y 
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micromorfología. Por otra parte, los datos de los AFLPs indican una fuerte semejanza 

entre A. aristatum y A. ovatum. 

DISCUSIÓN GENERAL 

En este apartado se discutirá nuestra propuesta taxonómica para las especies europeas 

del género Anthoxanthum a la luz de los resultados obtenidos en las distintas fases del 

estudio. En dicha propuesta hemos pretendido reflejar las relaciones de proximidad 

morfológica, en su sentido más amplio (Stuessy, 2003), entre los diversos taxones del 

grupo. 

En la clasificación que proponemos para el género en Europa no se ha considerado un 

único concepto de especie, sino que se han recogido distintos aspectos de los conceptos 

biológico, genético y morfológico. El primero de ellos se basa en la existencia de barreras 

reproductivas entre las especies, ya sean éstas fisiológicas o ecológicas (Mayr, 1942, 

1982; Stuessy, 1990; Carrión, 2003). Este concepto no resulta siempre aplicable en las 

plantas, especialmente en el caso de grupos de diversificación reciente como las 

gramíneas (Stuessy, 1990; Castroviejo, 2004). Por otra parte, el establecimiento de 

barreras reproductivas puede deberse a modificaciones en muy pocos genes o en muy 

pocos caracteres morfológicos, de forma que las proximidad global (morfológica y 

genética) entre los taxones no se tiene en cuenta. EI concepto genético postula que la 

medida de las distancias genéticas entre los grupos es el mejor método para definir 

especies (Stuessy, 1990; Carrión, 2003). Este concepto presenta la ventaja de incluir una 

gran cantidad de caracteres que, en el caso de marcadores moleculares inespecíficos como 

los RAPDs y los AFLPs, estarán distribuidos por todo el genoma del organismo. Por otra 

parte, permite tener en cuenta el parentesco entre los individuos en la definición de las 

especies (Stuessy, 1990). La principal desventaja es que resulta poco útil para la 

diferenciación de los taxones a simple vista (Grant, 1989; Castroviejo, 2004). En el 

concepto morfológico, la diferenciación fenética es la base para separar las especies. Su 

principal desventaja es no tener en cuenta el parentesco entre los taxones (Castroviejo, 

2004). Por otra parte, el número de caracteres utilizados en la diferenciación específica 

suele ser bajo. 

En nuestra propuesta, tanto la posibilidad de hibridación entre los grupos como la 

diferenciación genética y morfológica se han tenido en cuenta según los criterios de 

Stuessy (1990). Sin embargo, en todo proceso de asignación de una categoría taxonómica 
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a un conjunto de individuos hay una alta carga de subjetividad (Grant, 1989; Stuessy, 

1990; Heywood, 1998; Castroviejo, 2004). En los casos en los que se observó 

discrepancia entre los distintos tipos de datos se primó la diferenciación 

macromorfológica, ya que uno de los objetivos del presente trabajo fue hallar caracteres 

que permitan una diferenciación de los taxones. La revisión de pliegos de herbario 

procedentes de diversas instituciones oficiales permitió detectar la variabilidad de algunos 

de los caracteres tradicionalmente utilizados. 

Según los resultados obtenidos, consideramos que el género Anthoxanthum en Europa 

está constituido por 5 especies: A. gracile Biv., A.ovatum Lag., A. maderense Teppner, A. 

amarum Brot. y A. odoratum L.; 2 subespecies: A. odoratum L. subsp. odoratum y A. 

odoratum L. subsp. alpinum (Lóve & L'dve) Hultén y dos variedades: A. ovatum Lag. var. 

ovatum y A. ovatum var. aristatum Pérez Lara. A continuación se realizará una breve 

descripción de los taxones citados. Con respecto a la micromorfología foliar, la 

terminología empleada es la de Ellis (1976, 1979) modificada por Nicora y Rúgolo de 

Agrassar, Devesa (1992) y Aliscioni y Arriaga (1998). 

Anthoxanthum graci[e Biv. 

Los diferentes aspectos biogeográficos y taxonómicos de esta especie han sido 

tratados en los capítulos 2 y 5. Este taxon presenta un nivel muy elevado de diferenciación 

morfológica, principalmente en base a caracteres florales tales como la longitud de la 

arista, la longitud y anchura de la lema estéril superior o la longitud de las espiguillas. Los 

caracteres florales cuantitativos han sido comúnmente empleados en la diferenciación de 

esta especie en distintas floras y monografías (e.g. Valdés, 1973; Tutin, 1980; Pignatti, 

1982). En cambio, los caracteres vegetativos no son útiles en su caracterización. Los 

rasgos macromorfológicos cualitativos y micromorfológicos, asocian este taxon a los 

otros Anthoxanthum anuales de distribución mediterránea, A. ovatum y A. aristatum. 

Con respecto a los caracteres nanomorfológicos (en este caso marcadores AFLPs), 

también revelan una alta diferenciación genética para este taxon, que podría indicar un 

aislamiento muy antiguo, probablemente desde el Mesiniense. 

Dado que A. gracile está claramente caracterizado en base a diversos rasgos 

morfológicos, y dada su diferenciación genética frente al resto de las especies europeas 

del género, consideramos que debe mantenerse como una especie diferente. 
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Ant/roxanthum gracile Biv., Stirp. Rar. Sicilia 1:13 t.l, f.2. (1813). 

Planta anual de pequeño tamaño (hasta 30 cm), de tallos simples o ramificados en la 

base. Sus hojas presentan una vaina hinchada y pubescente en la parte superior. Lígula 

corta. Inflorescencia laxa y pauciflora, de pequeño tamaño, con espiguillas de 10-12 mm, 

que presentan una arista en la lema estéril superior el doble de larga que la espiguilla 

(hasta 2 cm). 

Propia de ambientes secos. Endemismo del mediterráneo central y oriental, citado en 

Albania, Grecia e Italia, pero que se distribuye fundamentalmente por las Islas de Creta, 

Cerdeña, Sicilia y Malta, aunque su área podría ser más reducida. Pignatti ( 1982) no lo 

considera presente en Sicilia. 2n = 10 

MICROMORFOLOGÍA FoL^AR. Enidermis abaxial: Zona internerval homogeneo

exodérmica o silicico-exodérmica. Células largas de tipo 12 y 13, de longitud media entre 

] 00-500 µm. Células cortas escasas. Estomas solitarios, en lineas paralelas a ambos lados 

de los nervios, con células subsidiarias de lados paralelos. Longitud media de los estomas 

50 µm. Zonas nervales silícico-exodérmicas, con células largas tipo 12 y 13 y de longitud 

media ]00-200 µm. Células cortas tipo SI', de 11-20 µm. Elementos exodérmicos 

aguijones y macropelos (Figura 7.1, A). 

Sección transversal: Epidermis con células subredondeadas a poligonales. Células 

buliformes de 10-30 µm en grupos de 5-8 en forma de abanico en el fondo de los valles 

de la cara abaxial. Esclerénquima en islotes asociaciados a los haces vasculares y en los 

extremos del limbo. Haz vascular central trabado o semitrabado, de diámetro 30-60 µm, 

con vaina doble y mestoma completo formado por 14-17 células (Figura 7.1, B). 

Anthoxanthum a^istatum Boiss. y Anthoxanthum ovatum Lag. 

La posición taxonómica de estas dos especies anuales ha sido muy discutida ya desde 

su definición en el siglo XIX. Dos aspectos han sido especialmente controvertidos: (i) su 

posible identidad taxonómica y (ii) sus relaciones con A. odoratum, especie perenne pero 

que bajo ciertas condiciones se comporta como bienal o incluso anual. Por otra parte, la 

gran variabilidad morfológica que se ha detectado en este grupo ha llevado a la definición 

de numerosos taxones infraespecíficos, cuya validez ha sido muy discutida (revisado por 

López-González, 1994). 

De acuerdo con nuestros resultados, la diferenciación morfológica entre A. ovatum y 
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Figura 7.1. Micromorfología foliar de A. gracile ( ejemplar de la población de Wied Zembaq, 

Malta): (A), Detalle de la superficie epidérmica abaxial; ( B), Sección transversal. 

A. aristatum es muy difícil en base a los caracteres seleccionados, ya sean macro 0 

micromorfológicos. Rasgos generalmente utilizados para la separación entre ambas 

especies, tales como el grado de cobertura de la lema fértil por parte de las estériles o la 

forma de la inflorescencia (Paunero, 1953; Valdés, 1973; Tutin, 1980), han mostrado 

variabilidad intrapoblacional en la práctica totalidad de las localidades visitadas, muy 

especialmente en aquellas en las que varios taxones del complejo A. aristatum/A. ovatum 

crecían en simpatría. Asimismo, esta variabilidad se ha onservado también en muchos de 

los especímenes de herbario analizados Con respecto a los distintos taxones 

infraespecíficos, los rasgos macro y microanatómicos estudiados tampoco apoyan su 

diferenciación, ya que los caracteres que los definen, tales como la longitud de la arista o 

la forma de las lemas estériles (Valdés, 1973), son también altamente variables. Este 

elevado polimorfismo dentro de las poblaciones ya ha sido apreciado por otros autores 

como Briquet (1910) o López-González (1994). 

Con respecto a los datos moleculares, apenas hay diferencias entre los perfiles de 

bandas de los diferentes taxones y, por lo tanto, los análisis genéticos realizados no 

apoyan su posible diferenciación. 

Los resultados obtenidos muestran que cuando las poblaciones simpátricas y los 
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taxones infraespecíficos no son tenidos en cuenta, sí se observa una cierta separación 

entre las especies, en base principalmente a los caracteres macromorfológicos 

cuantitativos y los micromorfológicos de la epidermis foliar. EI hecho de que ambos 

taxones constituyan grupos bien diferenciados en alopatría, pero que sus límites 

desaparezcan cuando ambas especies se ponen en contacto, indica que todavía no existen 

barreras que impidan la fecundación cruzada y, en consecuencia, todavía se encuentran 

en un proceso de especiación. 

Con respecto a las relaciones entre el complejo A. aristatum/A. ovatum y el perenne 

A. odoratum, los análisis moleculares realizados muestran que estos taxones están bien 

diferenciados a nivel genético. A nivel morfológico, los análisis multivariantes realizados 

indican que una ligera diferenciación es posible, especialmente en base a caracteres 

vegetativos tales como el tamaño de la inflorescencia, el tamaño de la planta, la longitud 

de la rama floral inferior de la inflorescencia y la longitud de la hoja. 

Consideramos que la diferenciación específica entre A. ovatum y A. aristatum no está 

justificada, si bien estos taxones están claramente diferenciados de A. odoratum. En 

nuestra opinión, dada la diferenciación morfológica existente entre los taxones en 

alopatría, y dada la ligera caída que se produce en la viabilidad de los híbridos (Borrill, 

1962), el rango apropiado para A. aristatum es el de variedad. Consideramos que el 

nombre A. ovatum debe conservarse por el principio de prioridad. Esta estructura 

taxonómica ya fue propuesta con anterioridad por Pérez-Lara (1866). 

Por otra parte, ni los estudios morfológicos ni los genéticos apoyan la descripción de 

categorías infraespecíficas en estos taxones. Por otra parte, coincidimos con López-

González (1994) en que el A. aristatum subsp. macranthum debe ser englobado en A. 

ovatum. Con respecto a A. ovatum var. exertum, en nuestra opinión está más próximo a 

A. arislalum. 

Anthoxanthum ovatum Lag., Gen. Sp. Pl. 2. ( 1816). 

= Anthozanthum aristatum subsp. macranthum Valdés, Lagascalia, 3(1):130 (1973). 

= Anthoxanthum ovatum subsp. macranthum (Valdés) Rivas Mart., Lazaroa, 2: 159 

(1980). 

= Anthoxanthum odoratum L. [subsp. ovatum (Lag) Trab.] f. macranthum (Valdés) G. 

López, Ann. Jard. Bot. Madrid, 51(2): 312 (1994). 
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Plantas anuales o bienales, con raíces fibrosas y tallos erectos de hasta 70 cm, sencillos 

y, a menudo, ramificados en la base y geniculados. Las hojas presentan limbo ovado 0 

linear, piloso o glabro, de hasta 8 mm de anchura, con lígula aguda de 1-2 mm. La 

panícula es ovada, de hasta 6 cm. Las glumas miden hasta 8 mm, y generalmente son 

pilosas. Lemas estériles variables en cuanto a su forma, presencia de escotadura o margen 

membranoso superior. La arista de la lema estéril superior es igual o más larga que la 

espiguilla, a veces marcadamente más larga. 

De distribución latemediterránea, ascenciendo por la orla Atlántica hasta Bélgica. 2n 

10. 

Se diferencian dos variedades: 

AnthoxantJrum ovatum Lag. var. ovatum. 

Individuos cortamente aristados, de panícula densa y truncada en la base. 

Antl^oxanthum ovatum Lag. var. aristatum Pérez Lara, 

Anal. Soc. Españ. Hist. Nat., 15: 382 ( 1866). 

= Anthoxanthum aristatum Boiss., ^oy. Bot. Midi Esp., 2: 638 (1842). 

= Anthoxanthum ovatum var. exertum Lindberg, Itin. Med., 11 (1932). 

Individuos largamente aristados, de panícula laxa y atenuándose en la base. 

MICROMORFOLOGÍA FoLIAR: Eoidermis abaxial: Zonas internervales homogéneas u 

homogéneo-exodérmicas, con aguijones exodérmicos muy escasos y con macropelos. 

Células largas generalmente de tipo 12 y las exteriores de tipo 13. La longitud media es 

de 210-258 µm. Sin células cortas. Estomas de longitud media entre 43-55 µm, situados 

en líneas paralelas a ambos lados de los nervios con células subsidiarias de lados 

paralelos. Zonas nervales silícico-exodérmicas, con células largas de tipo 12, cuya 

longitud es de 115,5-125 µm. Células cortas de tipo Sl', escasas y solitarias, de longitud 

media entre 25 y 37,5 µm. Elementos exodérmicos nervales de tipo aguijones. 

Sección transversal: Epidermis con células subredondeadas a poligonales. Células 

buliformes de 20-40 µm en grupos de 4-6 en forma de abanico en el fondo de los valles 

de la cara abaxial. Esclerénquima en islotes asociaciados a los haces vasculares y en los 

extremos del limbo. Haz vascular central trabado o semitrabado, de diámetro entre 30 y 
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90 µm, con vaina doble y mestoma completo formado por 14-20 células. 

Anthoxanthum maderense Teppner 

De acuerdo con nuestros resultados, A. maderense es, entre los taxones perennes, el 

más diferenciado genéticamente, siendo basal al conjunto de A. alpinum, A. odoratum y 

A. amarum. Por contra, esta diferenciación no se aprecia en los caracteres macro y 

micromorfológicos seleccionados, ninguno de los cuales ha servido para caracterizar a 

esta especie. 

A pesar de que estos resultados apoyarían la inclusión de A. maderense en A. 

odoratum, consideramos que debe mantenerse su estatus específico ya que en este estudio 

no se han incluido los caracteres que generalmente diferencian a las gramíneas 

macaronésicas como son el porte, la lignificación en la base, la presencia de pruina en las 

hojas, etc. Por otro lado este taxon está claramente diferenciado ecológica y 

cariológicamente de A. odoratum tetraploide (Teppner, 1998). 

Anthoxanthum maderense Teppner, Phyton (Horn) 38(2): 309 (1998). 

Plantas perennes cespitosas, con raíces fibrosas y de bases de los vástagos aereos 

lignificadas. Tallos tipo caña decumbentes con hojas de limbo plano, glaucas, de hasta 7 

mm de anchura, pilosas o pubescentes. Panículas densas, con espiguillas de 7 a 8,7 mm 

y aristas de longitud igual o ligeramente superior a la de la espiguilla. 

Planta propia de zonas elevadas, expuestas. Endemismo de la Isla de Madeira. 2n = 

10. 

MICROMORFOLOGÍA FOLIAR: E^iderllliS abaxiaL Zona internerval homogéneo

exodérmica o silícico-exodérmica. Células largas de tipo 13, con una longitud media de 

100-300 µm. Presencia de células cortas puntual. Estomas solitarios con una longitud 

media de 22 µm, en lineas paralelas a ambos lados de los nervios, con células subsidiarias 

de lados paralelos. 

Zona nerval silícico-exodérmica, con células largas tipo 13, con longitud media de 

100-200 µm. Las células cortas son tipo S1'. Elementos exodérmicos de dos tipos, 

aguijones y macropelos, en los márgenes (Figura 7.2, A). 

Sección transversal: Epidermis con células subredondeadas. Células buliformes de 
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30-40 µm en grupos de 4-6, muy comprimidas en abanico en el fondo de los valles de la 

cara abaxial. Esclerénquima en islotes asociaciados a los haces vasculares y en los 

extremos del limbo. Haz vascular central trabado, de diámetro entre 60 y 120 µm, con 

vaina doble y mestoma completo formado por (14) 16-20 células (Figura 7.2, B). 

Figura 7.2. Micromorfología foliar de A. maderense (ejemplar de la población de Poça da Neve, 
Madeira):.(A), Detalle de la superficie epidérmica abaxial; (B), Sección transversal. 

Anthoxanthum amarum Brot. 

Los análisis Ilevados a cabo sobre los caracteres macro y micromorfológicos muestran 

que esta especie endémica del NW de la Peninsula Ibérica está claramente diferenciada 

del resto en base a caracteres macromorfológicos vegetativos, tales como la longitud y 

anchura de la hoja, la talla de la planta o la presencia de bulbillos y estolones. La 

resolución de los rasgos micromorfológicos es menor, si bien también hay una cierta 

diferenciación en base a caracteres como la longitud de las células largas de las áreas 

internervales. 

A diferencia de los análisis morfométricos, las pruebas basadas en los marcadores 

moleculares AFLPs muestran que A. amarum está muy relacionado con el tetraploide A. 

odoratum pero sus poblaciones e individuos están diferenciados genéticamente, puesto 

que no se entremezclan. 
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Consideramos que la diferenciación morfológica y genética observada en A. amarum 

justifica que se mantenga como una especie independiente. Por otra parte, se ha 

observado una cierta diferenciación entre dos morfotipos en A. amarum. Esta separación 

se basa en caracteres tales como la presencia de bulbillos o estolones o la presencia de 

pruina en las hojas. La estrecha relación observada entre estos rasgos y diferentes 

parámetros ambiental indica que deben ser considerados como ecotipos. 

Antlroxanthum amarum Brot., Fl. Lusit. 1: 32 (1804). 

Plantas perennes, tuberosas, rizomatosas o con raíces fibrosas que presenta vástagos 

aéreos de hasta 130 cm de longitud. Hojas de limbo ancho y plano, siempre > 1 cm de 

anchura, de pilosidad variable y con lígula membranosa, truncada y hasta 5 mm de 

longitud, pilosa en algunos casos y con aurículas bien marcadas. La inflorescencia es 

cilíndrica, densa, rara vez ramosa, de hasta 14 cm. Las espiguillas siempre > 1 cm, 

presentan una arista largamente exerta en la lema superior de las flores estériles. 

Endemismo del NW de la Península Ibérica (Galicia, Asturias, Cantabria, N y C de 

Portugal). 2n = 80, 86, 88, 90. 

MICROMORFOLOGÍA FOLIAR: )3 pldeffTliS abaxial: Zona internerval homogéneo

exodérmica o silícico-exodérmica. Células largas mayoritariamente de tipo 13, 

puntualmente células tipo 12 en las zonas centrales, de longitud media entre 500 y 600 

µm. Estomas solitarios, poco abundantes y de longitud media de 70-80 µm. Situados en 

lineas paralelas a ambos lados de los nervios, con células subsidiarias de lados paralelos 

o en domo. Elementos exodérmicos tipo aguijón, dispersos por toda la zona internerval. 

Células cortas escasas, solitarias de tipo Sl'. Zonas nervales silícico-exodérmicas, con 

células largas tipo 13 y de tamaño medio 180-270 µm. Células cortas tipo Sl'. Elementos 

exodérmicos de dos tipos; aguijones de punta larga y macropelos en los márgenes (Figura 

7.3, A). 

Sección transversal: Epidermis con células redondeadas, subredondeadas o 

poligonales. Células buliformes de 40-50 µm en grupos de 4-6, en abanico en el fondo de 

los valles de la cara abaxial. Esclerénquima en islotes asociaciados a los haces vasculares 

y en los extremos del limbo. Haz vascular central trabado o semitrabado, de diámetro de 

90 a 120 µm, con vaina doble y mestoma completo formado por 16-25 células (Figura 

7.3, B). 
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Figura 7.3. Micromorfología foliaz de A. amarum (ejemplar de la población de San Andrés de 

Teixido, NW de la Península Ibérica):.(A), Detalle de la superficie epidérmica abaxial; ( B), Sección 

transversal. 

Anthoxanthum odonatum L. y Anthoxanthum alpinum Lóve & L^ve 

Las relaciones filogenéticas entre estas especies y su posible identidad taxonómica ha 

sido muy discutida a lo largo del siglo XX (e.g. Ltive & LSve, 1948; Knaben, 1950; 

Hedberg, 1990). Según nuestros resultados, la diferenciación morfológica entre estos 

taxones resulta difícil en base a los caracteres seleccionados. Sin embargo, a pesar del 

elevado grado de solapamiento observado, se encontraron diferencias significativas para 

la mayor parte de los caracteres cuantitativos analizados al comparar los valores medios. 

Por otra parte, los tests de clasificación (CDA) mostraron que un porcentaje muy elevado 

de los individuos de cada especie era correctamente clasificado. 

Los rasgos que generalmente se han señalado como característicos de uno u otro taxon 

mostraban una gran variabilidad intrapoblacional. Por otro lado, variables como la 

pilosidad de las lemas fértiles, característica de A. alpinum, mostró un comportamiento 

diferente en cada una de las regiones estudiadas. Únicamente los caracteres 

microanatómicos de la epidermis foliar mostraron una cierta capacidad para diferenciar A. 

odoratum de A. alpinum, especialmente por sus células largas de mayor longitud. 
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A diferencia de los estudios morfométricos, los estudios genéticos Ilevados a cabo con 

marcadores AFLP mostraron una diferenciación genética importante entre estos taxones, 

lo que apoya la teoría de un origen alotetraploide para A. odoratum. 

Tanto la distancia genética observada entre los taxones como su diferenciación 

biogeográfica y ecológica sugieren un estatus específico para A. odoratum y A. alpinum. 

Sin embargo, dada la imposibilidad de diferenciar entre los taxones en base a los 

caracteres morfológicos, consideramos que elrango de subespecie es adecuado para el 

diploide. 

Antl^oxanthum odoratum L., Sp. Pl. 1:28 (1753). 

Planta cespitosa perenne con raíces fibrosas cuyo tamaño oscila entre 10-80 (100) cm. 

Caña sencilla, erecta o geniculada. Las hojas de limbo plano, de 3-5 (0.9) mm de anchura, 

glabras o pilosas, especialmente en la lígula, que es oblonga, membranosa, truncada y de 

hasta 4 mm. 

La inflorescencia es una panícula espiciforme, oblongo cilíndrica, densa y, a veces, 

ramificada en su base. Las espiguillas pueden alcanzar hasta 9 mm de longitud, con 

pedúnculos pubescentes o glabros. Las glumas son hialinas con quilla verde y nervios 

marcados. La gluma superior rodea y cubre las flonánculas, la inferior es mucho más 

corta. Las lemas de las flores estériles aristadas y pubescentes. La arista de la lema 

superior es más larga y a menudo geniculada. La lema de la flor fértil es orbicular. Planta 

generalmente aromática por su elevado contenido en cumarina. 

MfCROMORFOLOGÍA FouAR: Enidermis abaxial: Zonas internervales homogéneo

exodérmicas, con células largas mayoritariamente tipo 13, de longitud media 300-700 

µm. Estomas en líneas paralelas a lo largo de los nervios con células subsidiarias de lados 

paralelos o en domo. Su longitud media oscila entre 45-75 µm. No se observan celulas 

cortas en las áreas internervales. Como elementos exodérmicos presenta abundantes 

aguijones. En ocasiones aparecen macropelos. Las zonas nervales homogéneo

exodérmicas con células largas de tipo 12 cuya longitud media es de 121-275 µm. Se 

observan los mismos elementos exodérmicos que en las zonas internervales. 

Sección transversal: Epidermis con células de subredondeadas a poligonales. Células 

buliformes de (20^0-50 µm en grupos de 4-7, en abanico en el fondo de los valles de la 

cara abaxial. Esclerénquima en islotes asociaciados a los haces vasculares y en los 

extremos del limbo. Haz vascular central trabado o semitrabado, de diámetro 90-120 µm, 
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con vaina doble y mestoma completo formado por 14-20 células. 

Dentro de esta especie diferenciamos dos subespecies: 

Antltoxantltum odoratum L. subsp. odoratum. 

Planta repartida por todo el ámbito de la especie excepto la zona Boreal y las altas 

montañas centroeuropeas. Se caracteriza por la presencia de hojas y glumas pubescentes 

o glabras, además de las lemas no escábridas. [ncluye citotipos tetraploides y diploides, 

estos últimos todavía no caracterizados. Planta aromática por su elevado contenido en 

cumarina. 

Anthoxantl:um odoratum L. subsp. alpinum (Lbve & LSve) Hultén, 

Kongl. Svenska vetenskapsakad. Hand1. BPH. 517.11 (1952). 

Planta propia de la zona boreal y de las montañas centroeuropeas. Caracterizada por 

presentar hojas y glumas glabras, lemas escábridas o no escábridas, coloración rojiza en 

las vainas y la panícula. Incluye también citotipos diploides y tetraploides, morfológica y 

ecológicamente indiferenciables. 
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onclusiones 

lo largo del presente trabajo se han extraido las siguientes conclusiones acercaAde la Taxonomía y la Biogeografla de las especies europeas de Anthoxanthum: 

1. De entre los 7 taxones del género Anthoxanthum analizados, sólo dos pueden ser 

identificados de forma no ambigua en base a los caracteres morfológicos seleccionados: 

A. gracile, que puede ser caracterizado en base a rasgos florales cuantitativos, y A. 

amarum, que se diferencia del resto de las especies principalmente por caracteres 

vegetativos. Asimismo, se detectó la existencia de dos ecotipos de A. amarum en Galicia. 

2. Dentro de los taxones perennes, A. maderense no pudo ser caracterizado en base a 

los distintos caracteres macromorfológicos o anatómicos estudiados. Sin embargo, 

aquellos rasgos que suelen ser definitorios de los taxones macaronésicos no han sido 

incluidos en este análisis, por lo tanto, los resultados no son concluyentes. Por otra parte, 

esta especie está altamente diferenciada genéticamente del resto de las perennes. 

3. Las variables morfológicas y anatómicas seleccionadas fueron relativamente poco 

útiles para la diferenciación taxonómica dentro del complejo A. odoratum/A. alpinum. 

Entre estas variables, los caracteres que han sido tradicionalmente utilizados en su 

separacibn han mostrado una gran variabilidad regional e incluso intrapoblacional. 

Asimismo, hay una clara diferenciación genética, ecológica y biogeográfica entre ambos 

taxones. Consideramos que el rango de subespecie es adecuado para A. alpinum según la 

Condusiones 231 



Estudio taxonómito y biogeográfico de las especies europeas del género Anthoxanthum L. 

tipificación de Hultén. La diferenciación genética observada entre A. odoratum y A. 

alpinum sugiere un origen alotetraploide para el primero. 

4. La clara estructura geográfica de la diversidad genética observada en las 

poblaciones estudiadas de A. alpinum y A. odoratum sugieren la influencia de los ciclos 

glaciares del Cuaternario en su presente distribución. 

5. La fuerte afinidad genética observada en A. odoratum entre las poblaciones ibéricas 

y escandinavas apoya la existencia de una vía de migración entre ambas áreas que ha sido 

ya señalada para otros organismos. Con respecto a A. alpinum, se aprecia una estrecha 

relación entre las poblaciones alpinas y las de los Montes Sudetes. Esto apoyaría la 

existencia de una vía de migración entre ambas áreas. Por otro lado, la mayor diversidad 

genética observada en las poblaciones de A. alpinum de los Alpes apoya la existencia de 

un refugio subalpino en esta área. 

6. Se observó una cierta diferenciación morfológica entre el complejo A. aristatum/A. 

ovatum y el tetraploide A. odoratum. Por otra parte, ambos grupos se separaron 

claramente en los estudios genéticos realizados. Nuestros resultados sugieren que ambos 

grupos deben mantenerse separados taxonómicamente a nivel específico. 

i. A. aristatum y A. ovatum resultaron indistinguibles en base a las variables 

estudiadas, ya fueran macromorfológicas, micromorfológicas o marcadores moleculares. 

Esta falta de diferenciación es especialmente evidente en el caso de las poblaciones 

simpátricas, mientras que los análisis multivariantes mostraron una cierta separación entre 

las poblaciones de ambos taxones en alopatría. En base a estos resultados proponemos el 

rango de variedad para la planta de Boisser según la tipificación de Pérez Lara. 

8. Los resultados obtenidos no apoyan la diferenciación de ninguna de las variedades 

infraespecíficas de A. ovatum y A. aristatum que han sido incluidas en el estudio. Por otra 

parte, A. aristatum subsp. macranthum está más próxima morfológicamente a A. ovatum, 

mientras que A. ovatum var. exertum se aproxima más a A. aristatum. 
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9. Se observó una fuerte afinidad morfológica, cuantitativa y cualitativa, entre los 

poliploides A. amarum, endémico del N de la Península Ibérica y Anthoxanthum nivale, 

de zonas montañosas tropicales de África Oriental. Serán necesarias pruebas genéticas 

para aclarar la posible afinidad entre ambas especies. 

10. En todos los casos se ha apreciado una fuerte influencia de los parámetros 

ambientales estudiados, especialmente las precipitaciones, sobre los rasgos de la 

anatomía foliar analizados, lo que disminuye la validez taxonómica de este tipo de 

caracteres en el género Anthoxanthum. 
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