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RESUMEN

En este estudio se llevo a cabo el andlisis filogenético y biogeografico del género Anthoxanthum L.
Se pretende analizar los procesos historicos responsables de la distribucion de las especies del género,
haciendo especial hincapi¢ en los taxa sudafricanos y su diversidad genética. Para ello, se analizan
regiones de ADN cloroplastico y nuclear obtenidas de 148 muestras representando 15 especies del
género. De los especimenes analizados, 95 pertenecen a 17 poblaciones naturales de las especies
sudafricanas (+Madagascar) del género Anthoxanthum dregeanum, A. tongo, A. ecklonii e A.
madagascariense. Estas cuatro especies habitan en areas montafiosas de Sudafrica con clima
mediterraneo a subtropical situadas en el Cabo Occidental (A. dregeanum y A. tongo), en la cordillera de

los Drakensberg (A. ecklonii) y el centro de Madagascar.

Para la consecucion de los objetivos, las secuencias obtenidas se analizaran mediante métodos de
maxima parsimonia ¢ inferencia bayesiana para estudiar las relaciones filogenéticas entre 15 de las 18-22
especies de Anthoxanthum. Dichas relaciones se representaran mediante arboles filogenéticos. Nuestro
estudio muestra que las especies capenses (+ A. madagascariensis) forman un grupo monofilético
emparentado con el clado asidtico de Anthoxanthum. También se observa que el continente africano ha
sido colonizado por Anthoxanthum cuando menos dos veces. En una primera colonizacion antecesores
asidticos dieron lugar a las especies sudafricanas. En un evento independiente de colonizacion,

antecesores euroasiaticos dieron lugar a las especies del E de Africa.

INTRODUCCION

Anthoxanthum L. es un género de plantas vasculares perteneciente a la familia

Poaceae (gramineas) compuesto por entre 18 y 22 especies (Pimentel et al., 2007).

El género fue descrito por Linneo y publicado en Species Plantarum en 1753. Su
nombre deriva de las palabras griegas anthos (flor) y xanthos (amarillo), en referencia al
color de la panicula después de la floracion. Dentro de Anthoxanthum se distinguen
especies anuales y perennes, muchas de las cuales muestran una gran variacion en sus

niveles de ploidia.
Situacion taxonoémica del género Anthoxanthum en la F. Poaceae

Tradicionalmente, el género Anthoxanthum se ha incluido dentro de la tribu Phalaridae,
junto con los géneros Phalaris L. y Hierochloé R.Br. (Soreng & Davis, 2000; GPWG,
2001). Los miembros de esta tribu de gramineas tienen en comin que las espiguillas
estan constituidas por tres flores, la superior siempre hermafrodita con dos estambres, y
las dos inferiores con distintos niveles de reduccion de sus piezas florales (Schouten &

Veldkamp, 1985). Si bien la proximidad entre los géneros Anthoxanthum y Hierochloé
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ha sido demostrada mediante métodos moleculares (Quintanar et al., 2007), la Tribu
Phalaridae no resultdé monofilética, por lo que en la actualidad se la tiende a considerar
monogenérica (incluyendo unicamente Phalaris) mientras que Anthoxanthum e
Hierochloé se incluyen en la Subtribu Anthoxanthinae dentro de la Supertribu Aveneae-
Pocae (Quintanar et al., 2007). La diferenciacion entre Anthoxanthum y Hierochloé se
establece en base a la estructura floral. Anthoxanthum presenta dos flores inferiores
estériles y, a menudo, reducidas a lemas. Hierochlog, sin embargo, tiene dos flores
inferiores masculinas con 3 estambres cada una. Entre ambos géneros existen, sin
embargo, formas intermedias, lo que ha llevado a distintos autores a proponer su fusion
(Connor, 2012). Anthoxanthum e Hierochloé comparten ademas altas concentraciones
de un compuesto aromatico llamado cumarina, pero se diferencian en su nlimero basico
de cromosomas, siendo 5 para Anthoxanthum y 7 para Hierochloé. Dentro de
Anthoxanthum se distinguen dos secciones en base a su morfologia floral, seccion
Anthoxanthum y seccion Ataxia. La seccion Anthoxanthum comprende 9-10 especies
anuales y perennes, y presenta una gran diversidad en su nivel de ploidia y morfologia.
La seccion Ataxia contiene entre 7 y 10 especies cuyas caracteristicas no han sido muy

estudiadas.
Morfologia del género Anthoxanthum

El género Anthoxanthum esta formado por plantas herbaceas anuales o perennes,
que se caracterizan por sus hojas planas y envainantes, con ligulas membranosas,
truncadas o en punta, pero nunca reducidas a una linea de pelos. Los individuos, que
pueden ser glabros o pilosos, presentan inflorescencias en forma de panicula
condensada que amarillea tras la floracion. La inflorescencia presenta numerosas
espiguillas comprimidas lateralmente, que contienen, en la seccion Anthoxanthum, (Fig.
1) una sola flor fértil acompanada de dos rudimentos estériles, concretamente las lemas
de flores degeneradas, normalmente pubescentes por el dorso aristado y de mayor
tamafio que la fértil. Las glumas son muy desiguales, carenadas y mucronadas. La
inferior es mas corta y uninervia, mientras que la superior es mas larga que las flores y
trinervada. La lema y la pélea de la flor fértil son pequefias, membranosas y glabras,
mientras que en las estériles son pilosas y aristadas; en ambas, la lema superior siempre
presenta una robusta arista que surge por encima de la base. La flor fértil, que carece de

lodiculas, presenta dos estambres y un estigma dividido, largo y plumoso (pubescente),
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rasgo caracteristico de la panicula de Anthoxanthum. La cariopside es glabra, brillante,

oval y no canaliculada (Tutin, 1980).

Figura 1.- Esquema de inflorescencia y espiguilla de A. amarum (seccion

Anthoxanthum). Dibujo de D. Romero.

La seccion Ataxia se caracteriza porque las flores inferiores de la espiguilla pueden
ser tanto estériles como masculinas, existiendo una gran variacion entre las especies y, a
veces, dentro de una misma especie. Asi, entre las especies Africanas A. ecklonii y A.
madagascariense tienen las flores inferiores vacias en la madurez, semejantes a la
seccion Anthoxanthum (si bien se pueden apreciar flores abortadas al inicio de se
desarrollo). Por el contrario, A. tongo y A. dregeanum son andromonoicos, produciendo
flores hermafroditas y masculinas en la misma planta, con la flor inferior normalmente
masculina y la intermedia, masculina (A. dregeanum) o estéril (A. tongo) (Connor,
2012).

Morfologicamente, la seccion Ataxia representa un estado intermedio entre la
seccion Anthoxanthum y el género Hierochle (Fig. 2) por lo que se ha sugerido el
caracter hibrido de esta seccion (Schouten & Veldkamp, 1985).
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Figura 2. Espiguillas de (A) Hierochlée, (B) Seccion Ataxia y (C) Seccion
Anthoxanthum. (1) Gluma inferior; (2) gluma superior; (3) arista; (4) flor fértil; (5) flor

masculina; (6) flor estéril vacia reducida a lema; (7) flor estéril con palea.

La existencia de estas formas intermedias llevo a Schouten & Veldkamp (1985) a
reunir ambos géneros bajo la denominacion de Anthoxanthum s. lat. (incluye a

Hierchloé R. Br.). Este criterio ha sido seguido en numerosas floras.
Distribucién y composicion del género

Las especies del género Anthoxanthum son nativas del Viejo Mundo, si bien algunas
especies han sido introducidas en América y Australia. El género se distribuye
principalmente en regiones templado-boreales de Europa, Asia y Africa, aunque
presenta también disyunciones en zonas de alta montafia tropical africanas y del SE
Asiatico. La distribucion de las secciones es claramente diferente. La seccion
Anthoxanthum abarca regiones templadas y artico-alpinas del norte de Europa, el
Mediterraneo, Macaronesia, y el Este de Africa (Clayton, 1970) y la seccion Ataxia esta
distribuida por el sur de Africa (incluyendo Madagascar) y el este de Asia (area sur de

Japon-Himalaya-Nueva Guinea).

En general se incluyen alrededor de 18 especies en el género, si bien el nimero exacto
de taxa es todavia una fuente de controversia (Pimentel et al., 2007). El grupo de
especies mas analizado es el complejo poliploide que se distribuye por Europa boreal y
templada, compuesto por las especies A. odoratum L. (4x) y A. alpinum Love & Love
(2x). Otras especies son A. amarum Brot. (18x), endémico del NW de la Peninsula

Ibérica, las diploides mediterrancas A. gracile Biv., A. aristatum Boiss. y A. ovatum
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Lag. y las macaronésicas A. maderense Teppner y una especie aiin no caracterizada de

las Islas Canarias.

Este trabajo se centra a las especies Africanas y Asiaticas de Anthoxanthum, de las que
existen menos datos. Entre las primeras, A. nivale K.Schum es endémica de las
Montafias del E de Africa, mientras que A. ecklonii (Nees ex. Trin) Stapf. se encuentra
dividida en dos nucleos de poblacion, uno en Malawi y otro en el extremo sur-este de
Africa (Fig. 3). Anthoxanthum dregeanum (Trin) Stapf. y A. tongo (Trin) Stapf.,
endémicas del Cabo Occidental y A. madagascariense Stapf. es endémica de la zona
central de Madagascar. Todas las especies Sudafricanas de Anthoxanthum (incluyendo
Madagascar) habitan en zonas de montafia, en cotas mas altas en las zonas de clima

tropical o subtropical (Madagascar y SE de Sudéafrica).

FI '?(

Figura 3. Distribucion de (A) A. dregeanum, (B) A. madagascariense, (C) A.
ecklonii, (D) A. tongo.

Entre las especies Asiaticas, para este estudio se consiguieron muestras de A.
hookeri Rendle, A. horsfieldii (Kunth) Mez y A. angustum (Hitchc.) Ohwi. Todas ellas

habitan en montafas del SE de Asia.
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Obijetivos

Los principales objetivos de este trabajo fueron: (i) establecer las relaciones
filogenéticas entre las especies del género Anthoxanthum; (ii) analizar la posicion
filogenética de las especies africanas del género, asi como su diversidad genética y (iii)
establecer una hipoétesis sobre el origen biogeografico de las especies africanas de
Anthoxanthum, tanto de las secciones Ataxia como Anthoxanthum. Para la consecucion
de estos objetivos se emplearan técnicas de analisis filogenético Bayesiano y de maxima

parsimonia sobre secuencias del ADN cloropléstico y nuclear.



Biogeografia del género Anthoxanthum en Africa

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal y aislamiento del ADN

Para la obtencion de las secuencias se extrajo ADN tanto de hojas frescas como de
hojas recogidas en las poblaciones naturales entre los afos 2009 y 2012 (Anexo 1), y
que estaban disponibles en el Area de Botanica de la Facultad de Ciencias conservadas
en silica gel. La extraccion se llevd a cabo siguiendo el protocolo del método del
bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB) (Doyle & Doyle, 1987). Es un procedimiento
especialmente indicado para eliminar los polisacaridos y los compuestos polifendlicos,
que, de otro modo, alterarian la pureza del ADN vy, por tanto, su calidad. La primera
etapa consiste en la lisis de la membrana celular y nuclear, para lo cual la muestra se
trata con el tampon de extraccion CTAB, un detergente que captura los lipidos de la
membrana celular. En la segunda fase se consigue desnaturalizar las proteinas con la
ayuda de cloroformo. Por tltimo, se separan los acidos nucleicos y se tratan con etanol
para una mayor purificacion. Tras la extraccion, la cuantificacion del ADN obtenido se
realizd en un gel de agarosa al 1,5% y utilizando el Nanodrop (Thermo Scientific,

Wilmington, Delaware, USA).
Amplificacion y secuenciacion del ADN

Se escogieron 2 regiones de ADN, una nuclear (ETS) y una plastidica (trnLF), por
su alta variabilidad en plantas (Taberlet et al., 1991; Gillespie et al., 2009). El uso
combinado de regiones plastidicas y nucleares es especialmente util en el estudio de
grupos donde la evolucion reticulada es frecuente, como las Poaceae. Para la
amplificacion del espaciador intergénico trnLF se emplearon los primers de Taberlet et
al. (1991) y el protocolo de Torrecilla et al. (2003). La reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) se realizd con la siguiente mezcla de reaccion (25 ul): 2,5 ul 10 x
PCR Buffer; 1,5 pl MgCI2 (25 mM), 0,5 pl ANTP (10 mM), 2,5 ul BSA (1 %), 0,5 pl
Primer forward y Primer reverse (10 uM), 0,5 Taq polymerase (5U/ ul) y 1 ul ADN (50
ng/ul). El programa de la PCR fue: un paso de desnaturalizacion del ADN a 95°C
durante 10 min seguido de 30 ciclos compuestos por una desnaturalizacion de 30
segundos a 95°C, una fase de annealing de 30 segundos a 50°C y una extension de 2

minutos a 72°C. Finalmente se realizé una extension adicional de 5 minutos a 72°C.
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En la amplificacion de la region nuclear ribosomal multicopia ETS (External
Transcribed Spacer) se sigui6 el protocolo y se utilizaron los primers de Gillespie et al.
(2009). La mezcla de reaccion (15 pl) fue: 1,5 pl 10 x PCR Buffer; 0,9 pl MgCI2 (25
mM), 0,3 pul ANTP (10 mM), 0,38 ul Primer forward y Primer reverse (10 uM), 0,06

Taq polymerase (5U/ ul) y 1,5 ul ADN (50 ng/ul). El programa de la PCR fue: un paso
de desnaturalizacion del ADN a 95°C durante 1 min seguido de 30 ciclos compuestos
por una desnaturalizacion de 45 segundos a 95°C, una fase de annealing de 45 segundos
a 58°C y una extension de 90 segundos a 72°C. Finalmente se realizd una extension
adicional de 5 minutos a 72°C. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un

termociclador MyCycler (Bio-Rad, Hercules, California, USA)

El resultado de la amplificacion se comprobd mediante un gel de agarosa al 1,5%.
Los amplicones ppositivos se purificaron mediante la mezcla de enzimas ExoSap
(Affymetrix, Santa Clara, California, USA). La secuenciacion se llevoé a cabo en un
secuenciador 3130x1l de Applied Biosystems (Foster City, California, USA) a través de

la empresa Macrogen Europe (Amsterdam, Holanda).
Alineamiento de las secuencias y analisis filogenéticos

Las secuencias forward y reverse fueron ensambladas y editadas usando el
programa CodonCode Aligner v. 4 (CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts,
USA), el mismo con el que mas adelante se alined todo el conjunto de secuencias para
cada region amplificada. Posteriormente, las regiones de ADN fueron alineadas usando
el algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004), puesto en practica mediante el programa Sea
View v. 4 (Gouy et al., 2010). Las secuencias se editaron manualmente cuando fue
necesario para mejorar el alineamiento, mediante la adicidon o supresion de gaps usando
el programa MEGA v. 5 (Kumar et. al, 2001). El alineamiento generado se guardd con

formato fasta.

Se usaron dos aproximaciones filogenéticas distintas para evaluar las relaciones
filogenéticas: criterio de méxima parsimonia e inferencia Bayesiana. En ambos métodos
se usaron las secuencias de Hierochlde como grupo externo, dado que este taxon tiene
una relacion filogenética cercana con Anthoxanthum. El archivo de entrada para los
programas de analisis filogenético se prepar6 mediante el programa Mesquite v. 2.75

(Maddison & Maddison, 2011).

10
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El analisis de maxima parsimonia no requiere el establecimiento de priors
(asunciones a priori referidos al modo de evolucion de la secuencia), y se basa en el
criterio de que el arbol filogenético mas probable es aquel que requiere un menor
numero de cambios nucleotidicos. Este andlisis se realizo a través del programa PAUP
v. 4 (Swofford, 2000). Los gaps del alineamiento no se tuvieron en cuenta y se les dio el
mismo peso a todos los caracteres del alineamiento. El modo menos elaborado de
identificar el arbol més parsimonioso consiste en contar el nimero de pasos que
contiene cada uno de los arboles posibles y quedarse con el que tenga menor
puntuacioén. Pero dado que esto solamente es posible para un numero relativamente
pequetio de secuencias o especies, se realizdé una busqueda heuristica con 1000 réplicas
aleatorias de secuencia aditiva (random addition sequence replicates), utilizando la
permutacioén de ramas tipo TBR (tree bisection and reconnection). Asimismo se utilizd
el algoritmo “branch and bound” para aumentar la eficiencia de busquedas de
soluciones cuasi-Optimas (Pefia, 2011). Adicionalmente, la consistencia de nodos del
arbol de maxima parsimonia fue estimada por la técnica de bootstrapping con 1000

réplicas.

El anélisis de inferencia bayesiana se llevo a cabo mediante el programa MrBayes v.
3.0b4 (Ronquist & Huelsenbeck, 2005). El analisis Bayesiano emplea el algoritmo de
las Cadenas de Markov y Monte Carlo (MCMC) para estimar la probabilidad a
posteriori de los distintos arboles filogenéticos posibles. Los analisis filogenéticos
bayesianos requieren el establecimiento de priors, asunciones a priori que resumen las
expectativas que se tienen sobre las secuencias. En nuestro caso, previamente, se
determind el mejor modelo de evolucion con la ayuda del programa MrModeltest v.2
(Nylander, 2004). Una vez seleccionado el modelo (GTR+I+G) se realizaron los analisis
bayesianos cada uno con 4 cadenas de Markov y 2 millones de generaciones. Los
valores de los parametros para el modelo fueron estimados a partir del alineamiento. Se
muestrearon los arboles cada 1000 generaciones y el arbol consenso final se contruyo
con el mismo programa MrBayes. La convergencia de los distintos analisis se comprobd
mediante la medida ad hoc ofrecida por el programa. La fiabilidad de los distintos

clados de los arboles se comprobd mediante la probabilidad posterior.

Los arboles resultantes de ambos andlisis filogenéticos fueron visualizados y

editados empleando el programa FigTree v.1.4.0 (Rambaut, 2012).

11
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el analisis se emplearon secuencias de 88 (trnLF) y 148 (ETS) muestras
pertenecientes a 15 taxa del total de ~ 18-22 especies del género (Anexo 1). 70 de estas
secuencias se obtuvieron para este trabajo y las restantes se recogieron de la base de
datos existente en el Area de Botanica de la Facultad de Ciencias. 95 (ETS) y 37
(trnLF) secuencias corresponden a especies Asiaticas ¢ Africanas de la seccion Ataxia.
En concreto, en las especies sudafricanas se han obtenido nuevas secuencias para 7

poblaciones de A. ecklonii, 3 de A. tongo y 2 de A. dregeanum y A. madagascariensis.
Arboles filogenéticos

Los resultados de los analisis filogenéticos basados en parsimonia y en inferencia
bayesiana fueron coherentes, si bien el analisis bayesiano ofrecid, por regla general, un
mayor nivel de apoyo estadistico. En el trabajo se mostraran los resultados de este

utlimo anélisis.

Los arboles nuclear (Fig. 4) y plastidico (Fig. 5) dieron resultados solo parcialmente
coherentes, si bien en ambos casos Hierochloé y Anthoxanthum (ambas secciones)
aparecen como grupos hermanos. Esta relacion ha sido observada en numerosos
estudios previos (Quintanar et al., 2007). La principal diferencia entre los resultados de
ambos analisis es la posicion relativa del diploide mediterraneo A. gracile y las
secciones Anthoxanthum y Ataxia. En el analisis nuclear (Fig. 4) las secciones Ataxia y
Anthoxanthum (incluyendo A. gracile) son hermanas, mientras que el analisis plastidico
(Fig. 5) muestra a A. gracile como hermana de ambas secciones. En ambos casos los
clados tienen un apoyo del 100%. La disposicion relativa de A. gracile y las secciones
Anthoxanthum y Ataxia podrian indicar un origen hibrido para A. gracile, pero nada en
la morfologia de este taxon apoya esta idea. Los linajes involucrados en el origen de A.
gracile serian: (i) un linaje dentro de la seccion Anthoxanthum (paterno) y (ii) un linaje
previo a la separacion de las secciones (materno). Este resultado no concuerda con lo
observado en otros estudios (Connor, 2012), que sefialan un posible origen hibrido para
le seccion Ataxia. Su estructura floral, intermedia entre la seccion Anthoxanthum y

HierochlGe apoyaria esta idea, pero nuestro analisis no lo indica.

La seccion Anthoxanthum es claramente monofilética segtin el arbol basado en las

secuencias ETS (Fig. 4) y en las secuencias plastidicas (excluyendo A. gracile). Dentro

12
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de esta seccion, la resolucion del arbol nuclear es mucho mayor que la del plastidico, si

bien algunos de los clados principales pueden observarse en los resultados de ambos

analisis.
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Figura 4.- Arbol filogenético basado en las secuencias del ETS y obtenido por

inferencia bayesiana. Los ntimeros sobre las ramas indican el nivel de probabilidad

posterior (PS). Los niimeros en rojo sefialan valores de apoyo inferiores a 80. P. Ibérica,

Peninsula Ibérica; Pob., poblacion.
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Asi, por ejemplo en ambos analisis se observa un clado constituido por el diploide
late-mediterraneo A. aristatum, el poliploide A. amarum, endémico del NW Peninsular
y, en el caso del arbol nuclear (Fig. 4), las poblaciones de Europa occidental del
tetraploide A. odoratum. En el arbol plastidico este clado comprende unicamente

poblaciones del Occidente Ibérico (Fig. 5).
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Figura 5.- Arbol filogenético basado en las secuencias del trnLF y obtenido por
inferencia bayesiana. Los niimeros sobre las ramas indican el nivel de probabilidad
posterior (PS). Los numeros en rojo sefalan valores de apoyo inferiores a 80. P. I,

Peninsula Ibérica; Pob., poblacion.

Estos resultados parecen sugerir la existencia de un complejo poliploide constituido
por las especies antes citadas, y sefiala que el origen del poliploide A. amarum esta en
linajes diploides mediterraneos. Como grupo hermano al anteriormente descrito se
observa, en el arbol nuclear (Fig. 4), un clado constituido por la especie diploide
Mediterranea A. ovatum y las especies Macaronésicas endémicas de Madeira y las Islas

Canarias. Esto apoya la teoria de diversos autores (Franciso-Ortega et. al, 1996) de que
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las especies macaronésicas no tuvieron su origen a partir de Africa, si no que en su
mayoria provienen de linajes mediterraneos. Este grupo no esta resuelto en el arbol

plastidico.

La topologia obtenida a partir de los ETS muestra también la proximidad entre los
componentes del complejo poliploide formado por A. alpinum (diploide) y las
poblaciones del C y N de Europa de A.odoratum (tetraploide). Asi, la especie
A.odoratum presenta dos grupos tetraploides, uno en Centro y Norte de Europa y otro
en Europa Occidental. Este resultado sugiere que los linajes tetraploides han surgido en

mas de una ocasion en la evolucion del género.
Especies Africanas de Anthoxanthum. Seccién Anthoxanthum

Ninguna de las topologias obtenidas resuelve exactamente la posicion de la especie
Afroalpina-Oriental A. nivale. Sin embargo, en todos los casos se asocia con los grupos
Europeos de la seccion Anthoxanthum. Este resultado indica que la colonizacion de las
montafias del E de Africa tuvo lugar a partir de linajes Europeos. Nuestros resultados,
ademas, no indican que exista una relacion directa entre A. nivale y las especies
Sudafricanas-Malgaches. La relacion estrecha entre la flora Afroalpina y Europea ha

sido sefialada en numerosas ocasiones (Hedberg, 1970).
Especies Africanas de Anthoxanthum. Seccion Ataxia

La seccion Ataxia es claramente monofilética en el analisis nuclear (Fig. 4), no asi
en el plastidico en el que las especies Asiaticas de la seccion no estan resueltas (Fig. 5).
En el estudio basado en las secuencias nucleares se observan dos clados en la seccion,
uno constituido por las especies Sudafricanas y Malgaches, y un segundo grupo de
especies Asiaticas. Esta relacion estrecha sefiala una posible segunda colonizacion del
continente africano por el género Anthoxanthum. Esta vez la colonizacién seria
protagonizada por especies Asiaticas de la seccion Ataxia, que poblaron la zona del
Cabo y Madagascar. Las especies sudafricanas de Anthoxanthum (A. dregeanum, A.
ecklonii y A. tongo) estan distribuidas por la Provincia Occidental del Cabo y por las
montafias escarpadas del este de Sudafrica, y son parte de la muy endémica flora del
Cabo. Si bien nuestra filogenia no nos permite conocer la direccion de la colonizacion,
los estudios acerca de la flora Capense (Linder, 2003), senalan la existencia de diversos

geoelementos en la misma:
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- Especies Eurasiaticas, que han migrado recientemente hacia el sur a través de las
montafias de Africa (antes de la formacién del Desierto del Sahara).
- Linajes migrantes desde Australasia (a través de diversos eventos de migracion a
larga distancia.
- Linajes formados en la propia region Capense
Segtin nuestro estudio, el género Anthoxanthum formaria parte de los elementos de
origen Australasico. De acuerdo con distintos autores (Yoder & Nowak, 2006; Warren,
2010), estas migraciones debieron su éxito a la emergencia intermitente de numerosas
islas (“stepping-stones™) entre la zona sur de Asia y Madagascar en los ultimos 5
millones de anos a causa de las oscilaciones en el nivel del mar. Asimismo, las
corrientes ocednicas y los fuertes vientos monzdnicos desde Australasia en direccion a
Africa, que se dan durante el llamado “Indian Summer”, podrian haber servido de ayuda

en este proceso.

Las especies Sudafricanas forman un clado monofilético en la topologia nuclear
(Fig. 4), pero no asi en la plastidica (Fig. 5) en la que la posicion de A.
madagascariensis no esta resuelta. El analisis nuclear detecta un grupo muy
diferenciado formado por las especies morfologicamente cercanas A. dregeanum y
A.tongo, que resultan ser no monofiléticas. Ambas especies se localizan en el Cabo
Occidental y poseen hdbitats muy similares, estando limitadas a zonas de media
montafa (800 m de altitud) y de cierta humedad edafica. La distribucion y ecologia de
estas especies podria deberse a oscilaciones climaticas, muy marcadas en el Pleistoceno
en Sudafrica (Partridge, 1999; Linder, 2003). Estos hechos pudieron ser la causa de que
estas especies, de metabolismo C3, quedasen restringidas a areas altas en la parte SW de
la region del Cabo, donde la humedad edéfica es mucho mayor y donde son capaces de
competir contra la dominancia de las plantas C4. Nuestros resultados parecen apoyar a
aquellos autores que sugieren una fusion de ambas especies, si bien habria que estudiar

mas poblaciones para asegurarlo.

Otro grupo diferenciado de especies Sudafricanas lo constituye A.ecklonii. Es una
especie que se encuentra en las montafias escarpadas del este de Sudafrica, como los
Montes Drakensberg, y ocupa un habitat similar a A.dregeanum y A.tongo, si bien
requiere mas humedad. Su anatomia floral se acerca mas a la caracteristica de especies

europeas, sin embargo, los analisis moleculares contradicen esta idea.
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El tltimo clado esta formado por A. madagascariense, una especie que ocupa las
montafias centrales de Madagascar. Al igual que el resto de la seccion Ataxia, A.
madagascariense habita en zonas de montafia, aunque en este caso a mucha mas altura
(mas de 2000 m en la cordillera central de Madagascar —Ankaratra). A diferencia de
Sudafrica, el clima en Madagascar es mas marcadamente tropical, lo que obliga a las

plantas C3 a refugiarse en zonas mas altas.
Conservacion

Los rapidos cambios ambientales que se estan dando actualmente suponen una gran
amenaza para cualquier especie, pero afectan en gran medida a aquellas que habitan en
areas muy restringidas. Las especies Sudafricanas y Malgaches de Anthoxanthum son
un claro ejemplo. El sur de Africa, por sus condiciones climéticas, estd dominado por
plantas C4 capaces de alcanzar altas tasas de fotosintesis a altas temperaturas. Es por
ello que plantas C3 como Anthoxanthum quedan reducidas a areas donde los niveles de
humedad y de agua disponible son lo suficientemente elevados (y las temperaturas
suficientemente bajas) como para que lleguen a dominar frente a las C4. Asi, se refugian
en zonas medias y altas de sistemas montafiosos (e.g. Drakensberg en Sudafrica y

Ankaratra en Madagascar).

Debido a las diferencias de requisitos ecologicos de plantas C3 y C4, factores
relacionados con el cambio climatico tienen el potencial de cambiar el equilibrio
dinamico en los ecosistemas (Ehleringer et al, 1997; Collatz et al., 1998; Bond and
Midgley, 2000). Los principales factores que influyen en las abundancias relativas de
especies C3 frente a las C4 son la temperatura, el agua, los nutrientes, el fuego y el
estrés biotico (Mantlana et al., 2008). La tendencia actual de aumento de temperatura
reducird ain mas el habitat disponible para las plantas C3 en las zonas calidas, lo que
afectara a las especies relictas y endémicas como las del género Anthoxanthum en el Sur

de Africa.
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Anexo 1. Poblaciones empleadas en el estudio. v,n, nimero de Herbario.

SANT, herbario de la Universidad de Santiago de Compostela.

Section Anthoxanthum; Anthoxanthum alpinum L&ve and Léve. 1, Francia: Chamonix-
Mont Blanc: Brévent. vn, SANT 52191; 2, Suecia: Norrbotten: 10 Km N Bjorkliden. vn, SANT
53394. Anthoxanthum amarum Brot. 3, Espafia: Asturias: Grandas de Salime: La Coba. N 43°
12° 50.7”/W 006° 58’ 22.6”. vn, SANT 65936. 4, Espaiia: Asturias: Taramundi: Road between
Taramundi and Teixoes. N 43° 21 07.9”/W 007° 05* 46.7”. vn, SANT 65935. 5, Portugal:
Guarda: Almeida: Castelo Bom. N 40° 36' 48.3"/W 006° 55' 13,1". vn, SANT 65933. 6, Portugal:
Viseu: Oliveira de Frades: Souto de Lafoes. N 40° 44' 14,9"/W 008° 09' 39". vn, SANT 65932. 7,
Portugal: Aveiro: Agueda: Redonda. N 40° 32' 49.8"/W 008° 22" 53.6". vn, SANT 65934. 8,
Espaifia: Galicia: Lugo: Palas de Rei: Castelo de Pambre. N 42° 51' 33.4" / W 007° 56' 55.9". vn,
SANT 65937. 9, Espafia: Galicia: A Corufia: Zas. N 43° 05' 52,7"/W 008° 54' 35,1". vn, SANT
62922. Anthoxanthum aristatum Boiss. 10, Espaiia: Galicia: Pontevedra: Baiona: Cabo Silleiro.
vn, SANT 52193 (2). 11, Espafia: Galicia: A Corufia: Ferrol: San Cristovo. vn, SANT 52196 (2).
Anthoxanthum gracile Biv. 12, Italia: Cerdefia: Iglesias: Lago Corsi. N 39° 20°23,6”” /E 008°
31°24,5”’. vn, SANT 65965 (2). 13, Italia: Cerdefia: Orune. N 40° 23°18,3’° /E 009° 22°13,2’.
vn, SANT 65950. 14, Grecia: Creta: Gouverneto: Katoliko Gorge. N 35° 35°27°¢ /E 024°
08°41,5°°. vn, SANT 65947. Anthoxanthum maderense Teppner. 15, Portugal: Madeira:
Achada do Teixeira, camino al Pico Ruivo. vn, SANT 52178. Anthoxanthum sp. Santos
Guerra A., pers. comm. 16, Espafia: Santa Cruz de Tenerife: La Palma (2). Anthoxanthum
nivale KSchum. 17, Uganda: Rwenzori: Upper Bigo Bog. vn, SANT 65955. 18, Uganda:
Virunga Volcanoes. vn, SANT 65956. Anthoxanthum odoratum L. 19, Espafia: Aragoén:
Huesca: Benasque: La Renclusa. vn, SANT 52210. 20, Espafa: Aragon: Teruel: Albarracin:
Fuente Buena. vn, SANT 52212. 21, Espaiia: Galicia: Lugo: Folgoso do Courel: Taro Blanco.
vn, SANT 53364. 22, Espana: Galicia: Lugo: O Corgo: Marei. vn, SANT 53424. 23, Irlanda:
Wicklow County: Little Sugar Loaf. vn, SANT 65957. 24, Irlanda: Wicklow County:
Carrigoona. vn, SANT 65959. 25, Irlanda: Dublin County: Carrickgollogan. vn, SANT 65958.
26, Suecia: Uppsala County: Gamla Uppsala. vn, SANT 53402. 27, Francia: Hautes Alpes: Col
de Lautaret. vn, SANT 53387. 28, Republica Checa: Rokytnice: Jehlanka chalet. vn, SANT
52208 (3). Anthoxanthum ovatum Lag. 29, Grecia: Creta: Imbros: Imbros Gorge. N 35° 14’
48.0’¢ /E 024° 10’ 0.30’“. vn, SANT 65967. 30, Grecia: Creta: Omalos Plain. N 35° 19’ 25.0’‘/E
23° 53° 31.2°°. vn, SANT 65966. 31, Italia: Cerdefa: Iglesias: Fluminimaggiore. N 39° 27’
01.5°¢/E 008° 28’ 15.7°*. vn, SANT 65970 (3). 32, Grecia: Achaia: Kalogria. N 38°08°50°/E 21°
237 05.3°°. vn, SANT 65968. 33, Marruecos: Boukhalef Sovahel: 15 Km SW Tanger. vn, SANT
65971 (2). 34, Espaia: Andalucia: Huelva: Dofiana: El Acebuche. vn, SANT 53378. 35, Espaiia:
Andalucia: Huelva: Dofana: Laguna de Santa Olalla. v, SANT 53366. 36, Espafia: Andalucia:
Cadiz: Jerez de la Frontera: Puerto de Galiz. vn, SANT 65969. 37, Marruecos: Carretera de
Tiflet a Si AifaclBahraoui: Bosque de Mamora. vn, SANT 65972. 38, Montenegro: Lovcen
National Park. vn, SANT 65964; 7 ETS Clones (GB KC898100- KC898106). Section Ataxia;
Anthoxanthum angustum (Hitchc.) Owhi. 39, New Guinea: W Highland District: 1 mile N of
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Tubonjas Lutheran Mission. H n.c. Anthoxanthum dregeanum Stapf 40, Sudafrica: Western
Cape: Swartberg Pass. vn, SANT 65938 (11). 41, Sudafrica: Western Cape: Stellenbosch:
Jonkershoek. vn, SANT 65939 (6). Anthoxanthum ecklonii Stapf. 42, South Africa: Eastern
Cape: Stutterheim: Amatole Mountains: Mt Thomas. vn, SANT 65940 (11); 43, Sudafrica:
Eastern Cape: Amatole Mountains: Gaika’s Kop (5). 44, Sudafrica: Eastern Cape: Amatole
Mountains: Zingcuka Swamp (10). 45, South Africa: Eastern Cape: Stutterheim: Amatole
Mountains: Dohne Swamp. vin, SANT 65943 (12). 46, Sudafrica: KwaZulu Natal: Drakensberg:
Sani Pass (6). 47, Sudafrica: KwaZulu Natal: Drakensberg: Didima (10). 48, Sudafrica:
KwaZulu Natal: Drakensberg: Mahlangubo River (7). Anthoxanthum hookeri Rendle. 49,
China: Kunming Municipality: Qiongzhusi Temple. vn, MO3619761. Anthoxanthum horsfieldii
(Kunth) Mez. 50, Taiwan: Nantou County, Jen-ai Hsiang, Hsiao-feng-kou. E 121° 17 23’‘/N
24° 9” 59’ vn, SANT 65951. Anthoxanthum madagascariense Stapf. 51, Madagascar:
Ankaratra Mts: Tambunana, Tsiafajavjona community; SW of Tsiafajavona Mt. vn, SANT
65953 (6). 52, Madagascar: Ankaratra (4). Anthoxanthum tongo Stapf. 53, Sudafrica: Western
Cape: Ceres: Gydo’s Pass. vn, SANT 65976 (4). 54, Sudafrica: Western Cape: Cape Town:
Table Mountain. 55, Sudafrica: Western Cape: Sir Lowry’s Pass. Hierochloé. Hierochloé hirta
Hayek. 56, Noruega: Hedmark: Hamar. O 313689 (3); 57, Noruega: Troms: Nordreisa. O
285489; 58, Noruega: Oppland: Véagad. O 1544547. Hierochloé odorata (L.) PBeauv. 59,
Norway: Akerhus: As. O 276430. Hierochloé redolens R.Br. 60, Chile: Tierra del Fuego: Lago
Roca. SANT 65929.
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