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Resum

Carduncellus dianius Webb (= Lamottea diania (Webb) G. Lopez) (Cardueae, Compositae) (2n = 24) és
un endemisme de la comarca alacantina de la Marina Alta (territori dianic), el nord d’Eivissa i I'illot proper
de S’Espartar. Es tracta d’una espécie amenagada, llistada com a vulnerable (VU) a la Lista Roja 2008 de
la Flora Vascular Espafiola. El seu habitat s6n roquissars calcaris principalment litorals i, secundariament,
pot trobar-se en matollars. El nombre de poblacions d’aquesta especie és escas, trobant-se la majoria
d’elles a la zona del massis del Montgd. En el present estudi s’han estudiat un total de 9 poblacions de la
Marina Alta, 6 poblacions d’Eivissa i una poblacio de l'illot de S’Espartar amb els seguents objectius: (i)
estudiar la diversitat genética a nivell de cpDNA d’'una espécie amenagada i d’area restringida com és
Carduncellus dianius; (ii) esbrinar l'estructura geografica d’aquesta diversitat genética per tal de
determinar 'origen de les poblacions i (iii) interpretar els resultats d’'una manera que permeti comprendre
I'historia filogeografica d’aquesta espécie. Aquest treball recull els resultats obtinguts amb els marcadors

Uuu

de cpDNA (els espaiadors intergénics rpl32-trnL, trnK™ " -rpsl16 i ycf3-trnS) de 3 individus de cada

poblacié.
Paraules clau: Carduncellus dianius, cpDNA, diversitat genetica, especie amenagada, filogeografia.

Abstract

Carduncellus dianius Webb (= Lamottea diania (Webb) G. Lépez) (Cardueae, Compositae) (2n = 24) is an
endemism that grows in La Marina Alta a region from Alacant (Denia surrounding territory), the north of
Eivissa and an islet in close proximity to S’Espartar. This threatened species receives the category of
vulnerable (VU) in the Red List of Threatened Plant Species of Spain from 2008. Calcareous rocky places
mainly nearby the sea are its habitat, although secondarily it could grow in bushes. The number of
populations is quite low, inhabiting most of them in the area of El Montgé Range. 9 populations from La
Marina Alta, 6 populations from Eivissa and another one from S'Espartar Islet, in order to attain the
following goals: (i) study the genetic diversity of cpDNA in a threatened species that grows in a restricted
area such as Carduncellus dianius; (ii) find out the geographic structure of this genetic diversity in order to
determine the origin of the populations and (iii) interpret the results so they provide an explanation about
the phytogeographic history of this species. This work collects the results obtained with cpDNA markers
(rpl32-trnL, trnKUUU-rpslG and ycf3-trnS intergenic spacers) obtained from 3 individuals of each one of the

populations.

Keyword: Carduncellus dianius, cpDNA, genetic diversity, endangered species, phylogeography.



INTRODUCCIO

La regié mediterrania és un dels centres d’endemicitat vegetal més importants del mén
(Hawksworth & Kalin-Arroyo, 1995; Myers et al., 2000). Els alts nivells d’endemicitat a
I'est i a I'oest de la Mediterrania indiquen que massissos litorals i les arees costaneres
no es van glacar durant el Quaternari. Molts taxons endémics estan restringits a arees
amb penya-segats, barrancs i massissos rocallosos on la topografia va propiciar tot un
seguit de microclimes locals que va protegir aquestes arees dels grans canvis
macroclimatics dels darrers 3 milions d’anys (Gémez-Campo & Malato-Beliz, 1985;
Hewitt, 2001; Thompson, 2005; Médail & Diadema, 2009).

L’arxipélag balear esta format per dos grups d'illes (les Gimnésies, amb Mallorca,
Menorca, Cabrera i els illots adjacents, i les Pitiises, amb Eivissa i Formentera i els
illots adjacents) d’origen continental, és a dir, connectades amb el continent des de la
seva genesi. Els endemismes de les Balears poden estar restringits a una sola illa
(com per exemple Femeniasia balearica (J.J.Rodr.) Susanna a Menorca o Globularia
cambessedesii Willk. a Mallorca), a un dels dos sub-arxipélags (Thymelaea velutina
(Pourr. ex Camb.) Endl. a les Gimnésies), a les Gimnésies i una part de la microplaca
original (com Arenaria balearica L., present a les Gimneésies, Corsega, Sardenya i la
Toscana) o bé a les Pitilses i I'est de la peninsula Ibérica (com ara Silene
cambessedesii Boiss. & Reut. o I'espécie que ens ocupa, Carduncellus dianius Webb).
Aquests patrons de distribucié il-lustren molt bé les diferents afinitats biogeografiques
dels taxons de les Gimnésies i les Pitilises (Figura 1). La forta afinitat de les Gimnésies
amb l'antiga microplaca fa que els taxons paleoendemics siguin presents principalment

a Mallorca i Menorca i rarament es trobin a les Pitilises (Thompson, 2005).

En el Messinia (6 Ma, epoca en que Greuter (1994) ha suggerit I'origen de la flora de
les llles Balears) I'arxipélag balear estava connectat amb el continent, permetent el pas
de flora i fauna. Després de l'obertura de l'estret de Gibraltar (vora 5,3 Ma) les
Gimnésies i les Pitiuses es van aillar degut a 'augment del nivell del mar (Gautier et
al., 1994).
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Figura 1: Patrons de distribuci6 dels endemismes a les illes Balears. S: endemismes d’una sola illa; G: endemismes
de dues 0 més illes gimnésiques; P: endemismes de dues o més illes pitiusiques; T: taxons on la distribucié s’estén
fins les illes tirreniques o els continents del voltant; I: taxons on la distribucié s’estén fins la peninsula Ibérica. No
s’han inclos els taxons on la distribucio abasta les Gimnesies i les Pitilises conjuntament
(extret de Thompson, 2005).

Durant el Quaternari les Balears van seguir aillades i sense connexions ni amb el
continent ni amb altres arxipélags fins i tot durant els periodes de regressié marina. El
gue si van provocar els canvis en el nivell del mar, causats per oscil-lacions
eustatiques, fou una variacié substancial de la forma i la mida de les Balears (Hillaire-
Marcel et al., 1996; Vesica et al., 2000). El nivell del mar a l'area de les Balears va
oscil-lar dins un rang de +90/-180 metres respecte el nivell actual (Cuerda, 1975;
Gracia et al., 2001). Aixd va fer que en I'época en que les aiglies estaven més baixes
(sobretot al Plistocé Superior) Mallorca i Menorca quedessin unides i que els illots
propers estiguessin units a les illes principals. A més, la distancia que separava
Eivissa de la peninsula Ibérica es redui, aproximadament, a la meitat i passa a ser
d’'una cinquantena de quildmetres. Aquesta reduccio va afavorir, de ben segur, el pas

d’espécies d’'una banda a I'altra.

La dispersi6 a llarga distancia (LDD) ha estat considerada des de sempre una
dispersié passiva (Carlquist, 1981), pero per a cada diaspora dispersada passivament
ha d’haver-hi un vector i, depenent del vector, cada diaspora anira a parar a un lloc
diferent (Nathan, 2006). La LDD pot jugar un paper important en la formacié de tot un
seguit de processos ecologics i evolutius (Nathan, 2006) com pot ser la colonitzacio
d’illes des del continent (0 a linversa). Un clar exemple va ser la rapida colonitzacio
posterior a I'erupcié del volca Krakatau (Indonésia) el 1883, que 50 anys després ja
estava del tot vegetada (Docters van Leeuwen, 1936) o l'illa de Surtsey, on la primera

planta vascular va apareixer el 1965, dos anys més tard de 'emergéncia d’aquestailla



a 32 km d’Islandia (Fridriksson, 1992) i que el 2008 comptava amb 69 espécies de
plantes vasculars (Blask, 2008).

Carduncellus dianius (= Lamottea diania (Webb) G. Lépez) (Cardueae, Compositae)
(2n = 24; Vilatersana et al.,, 2000a) (Figura 2) és un endemisme de la comarca
alacantina de la Marina Alta (territori dianic), el nord d’Eivissa i lillot proper de
S’Espartar. Es tracta d’'una planta perenne de fins un metre d’algada, amb fulles basals
grans, peciolades i profundament partides, i capitols terminals grans amb flors tubulars
de color blanquinds que es formen entre abril i juliol. Els aquenis s6n obovoides de 7-
7,5 mm, amb contorns poc angulosos i amb una petita cresta apical de color groc
pal-lid tacat de negre a vegades (Vilatersana, 2008). Presenta una elevada capacitat

de germinacio ex situ (R. Vilatersana, com. pers.).

Figura 2: Aspecte d'alguns individus de Carduncellus dianius a la comarca alacantina de la Marina Alta

[Fotografies: J. Lodpez-Pujol]



No es coneix amb detall els pol-linitzadors de C. dianius, perd es pot suposar que, com
ocorre a la resta de compostes, es pol-linitza per mitja d’himenodpters i dipters (Jeffrey,
2009). De fet, estudis en géneres propers com Femeniasia (Conesa et al., 2003) i
Carthamus (Pandey & Kumari, 2008) es destaca el paper dels himenopters i dipters
com a pol-linitzadors.

Habita en roquissars calcaris en una algada d’entre 0 i 500 m snm (Figura 3),
principalment litorals, i acompanyat per Scabiosa saxatilis Cav., Teucrium buxifolium
Schreb. subsp. hifacense (Pau) Fern. Casas, Asperula paui Font Quer subsp.
dianensis (Font Quer) Romo, Melica minuta L. i Chiladenus glutinosus (L.) Fourr. entre
d’altres. Secundariament es pot trobar en matollars interiors amb Teucrium flavum L.
subsp glaucum (Jord. & Fourr.) Ronninger, Pistacia terebinthus L., P. lentiscus L.,

Rhamnus alaternus L. i Coronilla juncea L. entre d’altres. EI nombre d’efectius de les

poblacions és escas, trobant-se la majoria d’ells a la zona del massis del Montgo
(Marina Alta).

v v
Figura 3: Diverses poblacions de Carduncellus dianius a la comarca alacantina de la Marina Alta. A 'esquerra,

individus en una paret calcaria a la pedrera de Gata de Gorgos. A dalt a la dreta, parets de la serra de Bérnia on es

troba C. dianius. A baix a la dreta, individu de C. dianius a la vessant sud del Montgd. [Fotografies: J. Lépez-Pujol]



Es tracta d’'una espécie llistada com a vulnerable (VU) a la Lista Roja 2008 de la Flora
Vascular Espafola (Moreno, 2008). A nivell legal, les poblacions de les Balears
apareixen al Listado de Especies Silvestres en Régimen de Proteccion Especial (Real
Decreto 139/2011), mentre que les poblacions alacantines han perdut la proteccié que
proporcionava I'antic Catalogo Nacional de Especies Amenazadas (BOE, 2011).

Els objectius d’aquest treball sén: (1) estudiar la diversitat genética a nivell de cpDNA
d'una espécie amenacada i d’area restringida com és Carduncellus dianius; (2)
esbrinar l'estructura geografica d’aquesta diversitat genética per tal de determinar
'origen de les poblacions i (3) interpretar els resultats d’'una manera que permeti

comprendre I'historia filogeografica d’aquesta espécie.

MATERIAL | METODES

Mostreig

S’ha mostrejat tota I'area coneguda de I'espécie seguint d’Arellano & Torres (1981) per
a Eivissa i S’Espartar i seguint J. Soler (com. pers) i Soler et al. (1999) per a la Marina
Alta. En total s’han recol-lectat 16 poblacions (9 a la Marina Alta, 6 a Eivissa i 1 a l'illa
de S’Espartar; Taula 1; Figura 4). El material recol-lectat s’ha conservat en gel de silice
a temperatura ambient. De cada poblacié s’han estudiat 2-4 individus, amb un total de
48 individus analitzats. A més, seguint la filogénia de Vilatersana et al. (2000b) s’han
usat com grups externs (outgroups) dos individus de Femeniasia balearica de Menorca
(Capifort).

Figura 4: Localitzacié de les poblacions estudiades de Carduncellus dianius.



Codi Localitat Latitud Longitud N Recol-lectors

MA-1  Montg6 - Pare Pere 38°49'01.5"N 0°06'21.4"E 3 Garnatje & Vilatersana

MA-2  Montg6 - Jesls Pobre 38°48'45.9" N  0°05'19.5" E 3 Lépez-Pujol, Masso, Soler & Vilatersana
MA-3  Cap de Sant Antoni 38°48'16.3"N 0°11'31.4"E 3 Garnatje & Vilatersana

MA-4  Llosa de Camatxo 38°46'07.5" N 0°00'02.3"W 3 Lbépez-Pujol, Mass6, Soler & Vilatersana
MA-5 Gata de Gorgos 38°45'52.4"N  0°04'03.9" E 3 Lépez-Pujol, Masso, Soler & Vilatersana
MA-6 Pedrera de Gata de Gorgos 38°44'53.6" N 0°06'28.6" E 3 Lépez-Pujol, Masso, Soler & Vilatersana
MA-7  Xabia - La Falzia 38°44'52.7"N 0°13'24.8"E 3 Lopez-Pujol, Mass0, Soler & Vilatersana
MA-8  Xabia - Barranc d'Orxella 38°44'10.7"N 0°10'21.9"E 3 Lépez-Pujol, Masso, Soler & Vilatersana
MA-9  Serra de Bérnia 38°39'55.5" N 0°04'51.7"W 3 LoOpez-Pujol, Masso, Soler & Vilatersana
El-1 Punta ses Torretes 39°03'44.2" N 1°2046.4"E 2 Garnatje & Vilatersana

El-2 Penyals de Cala Sardina 39°03'11.2"N 1°20'21.1"E 3 Garnatje & Vilatersana

EI-3 Entre Cala Aubarca i Rac6 Sa Punta 39°03'46.6" N  1°22'06.7" E 3 Garnatje & Vilatersana

El-4 S'Aguila 39°04'38.0" N 1°24'36.0" E 3 Garnatje & Vilatersana

El-5 Penyal s'Aguila 39°04'37.5" N 1°24'42.1"E 3 Garnatje & Vilatersana

El-6 Cala Ximena 39°04'34.6" N  1°24'55.7" E 3 Garnatje & Vilatersana

ESP llla s'Espartar 38°57'30.7" N  1°11'40.2" E 4 Blanché & Saez

Taula 1: Taula de localitats de les poblacions estudiades de Carduncellus dianius, codis, coordenades geografiques,

nombre d’individus estudiats i recol-lectors.

Extraccio, amplificacio i sequenciacio del DNA

Per a I'extraccio de DNA del material estudiat s’ha seguit el métode de CTAB descrit
per Doyle & Dickson (1987) madificat per Cullings (1992) amb tres rentats previs amb
tampé de sorbitol (Tel-Zur et al., 1999).

S’ha realitzat un estudi preliminar amb 8 individus de diferents poblacions i s’ha fet un
screening per saber quines sén les regions cloroplastiques més bones pel seu estudi,
és a dir, les que presenten més canvis nucleotidics i s6n facilment amplificables. En
total s’han provat tretze regions i se n’han escollit tres: els espaiadors intergénics
rpl32-trnLY®, trnK"Y-rps16 i ycf3-trnS (Taula 2).

Regio Primer: seqliencia nucleotids Referéncia

rpl32-F: 5’ CAG TTC CAA AAA AAC GTACTT 3’
trnL"*®: 5 CTG CTT CCT AAG AGC AGC GT 3’
rps16x2F2: 5 AAA GTG GGT TTT TAT GAT CC 3’
trnk”“Y x1: 5 TTA AAA GCC GAG TAC TCT ACC 3’
SP43122F: 5° ATT GGC YAC AAY TGA AAA GG 3’
SP44097R: 5 ATT CGA ACC CTC GGTAAACA 3’

Shaw et al. (2005)
Shaw et al. (2005)
Shaw et al. (2007)
Shaw et al. (2007)
Hershkovitz (2006)
Hershkovitz (2006)

rpl32-trnLYA¢

uuu

trnK™""-rps16

ycf3-trnS

Taula 2: SeqUéncies dels primers usats per a 'amplificacié i la seqiienciacioé de Carduncellus dianius.



La PCR s’ha realitzat en un volum de 25 pL, amb el seguent contingut: 10% 10x
AmpliTag buffer (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 10% 25 mM MgCl,
(Applied Biosystems), 10% 2 mM dNTPs mix (Applied Biosystems), 4% d’albumina
serica bovina (BSA, New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA), 4% de cada primer a 5
UM, 1 U AmpliTag DNA polimerasa (Applied Biosystems). Fins arribar al volum de 25

ML s’ha completat amb aigua destil-lada esterilitzada.

Les condicions de la PCR han estat diferents segons la regié a estudiar. Per a les

regions rpl32-trnLYA°

i ycf3-trnS s’ha fet un preescalfament de 3 min a 95°C seguit de
30 cicles amb els segiients passos: 40 s a 95°C, 40 s a 54°C i 1 min 40 s a 72°C. S’ha
finalitzat amb una fase final d’extensié de 5 min a 72°C i refredament fins a 12°C. Per a
la regi6 trnK"“Y-rps16 s’ha fet un preescalfament de 4 min a 80°C seguit de 30 cicles
amb els seglents passos: 1 min a 95°C, 1 min s a 50°C i 2 min 30 s a 65°C. S’ha

finalitzat amb una fase final d’extensio de 5 min a 65°C i refredament fins a 12°C.

El producte de la PCR ha estat purificat amb ExoSAP_IT (USB Corp., Cleveland, OH,
EUA) i seqlenciat amb els mateixos primers a la University of Florida ICBR Core

Facility usant un ABI 3730xI DNA analyzer (Applied Biosystems).

Alineament de seqiéncies i analisis filogeografiques

Les sequéncies s’han alineat visualment usant BioEdit ver. 7.0.5.3 (Hall, 1999). Les
sequéncies de les tres regions cloroplastiques s’han concatenat. Les insercions i
delecions han estat codificades com a preséncia/abséncia (1/0) i s’ha eliminat una

base ambigua aixi com dues Poly A per no tenir senyal filogenetica.

Les analisis filogenétiques s’han realitzat usant maxima parsimonia (MP) amb PAUP*
v.4.0b10 (Swofford, 2002) i amb inferéncia bayesiana usant Mr.Bayes ver. 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Per a maxima
parsimonia, la recerca heuristica s’ha fet usant 1000 répliques amb addici6 de taxons a
I'atzar (random taxon addition) i TBR branch swaapping. S’han guardat tots els arbres
mMEés parsiomoniosos i es resumeixen en l'arbre de consens estricte. Per examinar el
nivell relatiu de suport dels clades s’ha utilitzat el métode bootstrap (BS; Felsenstein,
1985) amb 100 processos de remostreig i recerca heuristica amb addicié simple de
taxons i el métode TBR. També s’han computat els estadistics descriptius que

quantifiguen la senyal filogenética sota el criteri de MP: indexs de consisténcia (Cl;



Kluge & Farris, 1969), de retencié (RI: Swofford, 2002) i d’homoplasia (HI; Swofford,
2002).

El millor model evolutiu per a les analisis bayesianes s’ha buscat mitjangant
Mr.Modeltest ver. 2.2 (Nylander, 2004), el resultat del qual va ser GTR+l usant
I'estadistic Akike Information Criterion (AIC). Han corregut dues analisis d’'inferéncia
bayesiana simultanies i independents, per a cada analisi, quatre cadenes de Markov
han corregut simultaniament per 10 milions de generacions, de les quals s’ha mostrejat
cada 1000 generacions. Posteriorment s’ha descartat els primers 2500 arbres (burn-in
del 25%). L’arbre consens 50% i la probabilitat posterior (PP) s’ha calculat amb la resta
dels arbres. Els nodes amb una probabilitat posterior = 0.95 s’han considerat com

suportats estadisticament.

La diversitat genética s’ha calculat usant DnaSP ver. 5.10.00 (Librado & Rozas, 2009)
aplicant I'index de diversitat haplotipica (Hd) (Nei & Tajima, 1983) i I'estimacio de la
diversitat de parells de nucledtids (1) (Jukes & Cantor, 1996). La distribucié geografica
dels haplotips s’ha analitzat mitjancant la comparacié de dos indexs de fixacio: Gsr
(calculat Uunicament amb la freqiéncia d’haplotips) i Ngt (calculat a partir de la
freqliéncia d’haplotips i la distancia genética entre ells). La neutralitat de la selecci6 per
mutacio s’ha testat mitjangant I'index D de Tajima (Tajima, 1989) i els métodes D* i F*
de Fui Li (Fu & Li, 1993). En aquestes analisis, les insercions i delecions s’han tractat

com a missing data.

S’han construit networks d’haplotips amb el software TCS ver. 1.21 (Clement et al.,
2000) que utilitza la maxima parsimonia per tal d’elaborar sistemes no arrelats que
mostrin les relacions entre sequéncies no recombinants basant-se en l'algoritme de

reconstruccié genealogica descrit per Templeton et al. (1992).

Les analisis de la variangca molecular (AMOVA,; Excoffier et al., 1992) i les analisis
espacials de la varianga molecular (SAMOVA; Dupanloup et al., 2002) s’han realitzat
amb els programes Arlequin ver. 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010) i SAMOVA ver. 1.0
(Dupanloup et al. 2002) respectivament. Realitzar una analisi AMOVA comporta la
definicié de grups poblacionals per als quals s’estimara la diferenciacio genética. Per la
seva banda, SAMOVA realitza un nombre determinat de cllsters geografics definits
per l'usuari (K) per tal de buscar que la variancia genetica total entre els grups (Fcr)

sigui maxima. SAMOVA s’ha realitzat amb valors de K entre 2 i 12 buscant el valor



optim de Fcr. Per a cada K s’han realitzat 10000 iteracions amb 500 sets de condicions

inicials.

RESULTATS

Variabilitat i diversitat d’haplotips

La primera regi6 (trnK“"“-rps16) té una llargada d’entre 731 i 767 bp i s’ha alineat en
una matriu de 769 bp. S’han trobat 4 canvis nucleotidics i 2 gaps de 14 i 22 bp. La
llargada de la segona regi6 (rpl32-trnL"A®) és d’entre 833 i 870 bp i s’ha alineat en una
matriu de 893 bp. En aquesta regidé s’han detectat 5 canvis i 2 gaps de 15i 21 bp. La
tercera i darrera regio (ycf3-trnS) té una llargada d’entre 684 i 715 bp i s’ha alineat en
una matriu de 716 bp. No s’han trobat canvis, pero si dos gaps d'1i 21 bp. La llargada

de les tres regions concatenades és d’entre 2310 bp i 2358 bp en una matriu de 2378

bp.

Aquests canvis i gaps han permeés determinar fins a tretze haplotips diferents (A-M)
(Taula 3, Figura 5A-C). D’aquests tretze haplotips només un (E) el trobem a les tres
zones estudiades (Marina Alta, Eivissa i S’Espartar). L’haplotip B esta representat en
tres poblacions de la Marina Alta (MA-1, MA-2 i MA-3, totes tres a la zona del Montgd i
el cap de Sant Antoni). Els altres haplotips estan restringits a una sola poblaci6, bé
sigui a la zona de la Marina Alta (A, C, D, H, K) o d’Eivissa (F, G, |, J, L, M) (Figura 5
A). Només 4 poblacions tenen més d’un haplotip (les 3 esmentades al Montgd i cap de

Sant Antoni més EI-2, a Eivissa).

Parametre Valor

Nombre de poblacions 16

Nombre d’individus 48

Nombre d’haplotips 13

Nombre de canvis 9

Nombre de gaps 6

Nombre d’arbres amb outgroup 35 arbres, 29 passos
Nombre d’arbres sense outgroup 159 arbres, 13 passos
index de consisténcia (Cl) 0,897

index d’homoplasia (HI) 0,103

index de retencié (RI) 0,925

index de consisténcia reescalada (RC) 0,829

Model evolutiu de Bayes GTR+I

Taula 3: Caracteristiques de les analisis filogenétiques i filogeografiques.
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Figura 5: Distribucié geografica (A), filograma consens bayesia amb el suport de la posterior probabilitat de les
branques (B) i network d’haplotips (C, on I'estrella representa el punt d’unié amb I'outgroup i el cercle blanc petit
representa un canvi no trobat) dels tretze haplotips trobats de Carduncellus dianius. Pels codis de poblacié veure

Taula 1. La mida dels cercles al mapa (A) és proporcional al nombre d'individus analitzats.
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La diversitat nucleotidica (1) en les 16 poblacions té un rang d’entre 0,000 i 0,00116,
amb un valor de 0,00120 per a I'espécie. El nivell més alt de diversitat nucleotidica es
troba en una de les poblacions del Montgd (MA-3, m = 0,00116). Les altres dues
poblacions del Montgd tenen nivells elevats de diversitat nucleotidica (MA-1, m =
0,00058; MA-2, ™ = 0,00029). A Eivissa, la poblacio d’El-2 és qui presenta un valor de
diversitat nucleotidica més elevat (m = 0,00029) (Taula 4). Per regions geografiques,

I'area que presenta un valor de ™ més elevat és la Marina Alta (Taula 4).

El valor mitja de diversitat haplotipica (Hd) per a C. dianius és de 0,836. Les tres
poblacions del Montg6 (MA-1, MA-2, MA-3), juntament amb la poblacié eivissenca El-
2, sbn les que mostren un nivell més elevat de diversitat d’haplotips (Hd = 0,667).

Eivissa com a conjunt és la regi6 amb més diversitat haplotipica (Taula 4).

Pel que fa als diferents tests de neutralitat emprats, tots han resultat no significatius

tant a nivell de poblacié com de regi6 i d’espécie (Taula 4).

Parametres de diversitat ) i Eivissa + o
 tests estadistics Total Marina Alta Montgé Espartar Eivissa

Hd (sd) 0,836 (0,002) 0,752 (0,065) 0,583 (0,183) 0,876 (0,043) 0,912 (0,035)

1T (sd) 0,00120 0,00117 0,00065 0,00097 0,00108

(0,00012) (0,00013) (0,00028) (0,00012) (0,00013)

N° haplotips 13 7 4 7 7

D Tajima -0,599 ns 0,476 ns -1,398 ns 0,035 ns 0,200 ns

D* Fu & Li 0,205 ns 0,240 ns -1,390 ns 0,766 ns 0,814 ns

F* Fu & Li -0,078 ns 0,362 ns -1,551 ns 0,644 ns 0,741 ns

Gst 0,747 0,696 0,697 0,774 0,730

Nst 0,867 0,819 0,819 0,923 0,919

Nst — Gsr 0,120 0,123 0,122 0,149 0,189

Taula 4: Parametres de diversitat i tests de neutralitat per a 16 poblacions de Carduncellus dianius basat en tres

regions de cpDNA. sd = desviacio estandard; ns = no significatiu.

Relacions filogenetiques entre haplotips

Les analisis de maxima parsimonia (MP) han donat un network amb els tretze
haplotips (Figura 5C) on s’observa que I'haplotip C és el més proper a I'outgroup
(assenyalat amb una estrella negra). Des de I'haplotip C es forma un grup d’haplotips
que es queden al Montgd (A, B) i un altre grup d’haplotips que engloba els deu

restants i que es reparteixen entre la Marina Alta i Eivissa. Tots tretze haplotips
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divergeixen molt poc I'un de l'altre, tenint, la majoria, un sol canvi amb el més proper o

estant, com a molt, a dos canvis de I'haplotip genéticament més proxim.

L’estadistica bayesiana amb el suport de la posterior probabilitat (Figura 5B) revela
que els haplotips de Carduncellus dianius sén monofiletics (BS = 100%; PP = 1,00).
Les analisis bayesianes i de parsimonia identifiquen els haplotips exclusius del Montgo
(A, B, C) com a germans i basals a la resta d’haplotips (BS < 75%, PP = 0,99). La
topologia de les dues analisis és coincident, excepte en la subdivisié que fa I'analisi
bayesiana de dos dels haplotips eivissencs (L, M), que en I'analisi de parsimodnia no es

troba. Els estadistics de les analisis filogenétiques es troben a la Taula 3.

Estructura genetica de les poblacions

En TAMOVA amb dos nivells jerarquics, el 88,05% de la variabilitat genética es troba
entre les poblacions (Taula 5). Les analisis niades son totes significatives amb
I'excepcio del percentatge de variabilitat genética entre poblacions de la Marina Alta i

Eivissa (Taula 5).

g.l.  Sumagquadrats Components varianca % variabilitat  Fst
Dos nivells jerarquics 0,881
Entre poblacions 15 57,708 1,228 88,05 **
Dins les poblacions 32 5,33 0,167 11,95 **
Analisis niades
Marina Alta i Eivissa 0,885
Entre grups 1 6,629 0,123 8,48 ns
Entre poblacions 14 51,079 1,163 80,05 **
Dins les poblacions 32 5,333 0,167 11,47 **
Montgo i la resta 0,926
Entre grups 1 20,990 1,255 56,00 *
Entre poblacions 14 36,718 0,820 36,57 **
Dins les poblacions 32 5,333 0,167 7,44 **
Montg6, Marina Alta i Eivissa 0,896
Entre grups 2 24,018 0,618 38,76 *
Entre poblacions 13 33,690 0,810 50,79 **
Dins les poblacions 32 5,333 0,167 10,45 **

Taula 5: Analisis de varianga molecular (AMOVA) basats en tres regions de cpDNA de Carduncellus dianius.
**P < 0,0001 (significatiu després de 10100 permutacions), * P < 0,01 (significatiu després de 10100 permutacions),

ns: no significatiu
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SAMOVA no permet identificar amb claredat un valor adient de K, ja que els valors de
Fcr van incrementant progressivament a mesura que incrementa el valor de K (Figura
6). Els valors de Fcr es situen en un rang dentre 0,531 i 0,933 sense arribar a
estabilitzar-se (Figura 6). El primer nivell de divergéncia (K = 2) revela un grup ben
definit al massis del Montgé i el cap de Sant Antoni i un altre grup amb la resta de
poblacions. Amb K =5 i K = 6 s’observa un grup repartit entre la Marina Alta, Eivissa i
S’Espartar (1), dos grups exclusius de la Marina Alta (2 i 5) i dos més exclusius
d’Eivissa (3 i 4) (Figures 7 i 8).
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Figura 6: Valors de K en relacié a Fcr.

Amb K = 8 es mantenen els grups de K = 6 pero el grup 1 es divideix en dos grups (1 i
8) i el grup 3 es divideix en dos grups (3 i 7) (Figures 7 i 8). En el cas de K =9 es
divideix encara més el grup 3 (de tal manera que el grup 3 es queda tan sols amb una
poblacio i I'altra que hi havia amb K = 8 passa a formar el grup 9; Figures 7 i 8). Amb K
= 10 es divideix el grup del massis del Montgd, separant-se la poblacié del cap de

Sant Antoni per formar el grup 10 (Figura 8).

(" ~) (|| [ mas™) ( MA—T\|\
ma4 N s W N
MA-S N\ : Y Nl =
MA-1 ess || L B ¢
m.z - - -.\--\
| /\h g es _/|‘
\_ n y, . n J
.-/.}" \“\ &
. — n -
El1 o ——\
El-2 TN NN
‘ El4 | EIS El-6
\Mﬂ S )\
A J #
- ° N > N ¢ I
AN A
) 5 ” 6 (] n,
S I - AN B
\ z NG 2z J
N | 1] v,

Figura 7: Clusters derivats de les analisis SAMOVA a Carduncellus dianius. Els agrupaments inconsistents (aquells

on desapareix un grup quan s'afegeix un nivell de separaci6) no s’han representat.
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Figura 8: Grups de Carduncellus dianius definits per SAMOVA. Els valors de Fcr es van incrementant a mesura que s'incrementa el valor de K (Figura 7).
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DISCUSSIO

Malgrat la variabilitat del cpDNA acostuma a ser baixa (Soltis et al., 1998), el network
d’haplotips (Figura 5C) de Carduncellus dianius conté fins a 13 haplotips (amb un
maxim de 8 canvis entre tots), amb un valor de diversitat haplotipica per a I'espécie
gque pot considerar-se elevat (Hd = 0,00120) (Taula 4). Tot i aix0, cal tenir present que
és dificil comparar resultats amb altres estudis a I'haver-se treballat amb diferent
nombre i tipus de marcadors aixi com tenir una mida mostral diferent. A més, hi ha
molt pocs els estudis de variabilitat intraespecifica del cpDNA en plantes d’area
restringida a la conca mediterrania (Molins et al., 2009). Teoricament, les espécies
d’area restringida i les que son de vida llarga (cas de I'espécie que ens ocupa) tenen,
de mitjana, un baix nivell de diversitat genetica (Hamrick & Godt, 1989) com és el cas
de Silene hifacensis Rouy ex Willk. (Prentice et al., 2003). No obstant, s’han detectat
casos en que aixo no és aixi (Femeniasia balearica, Vilatersana et al., 2007; Senecio
rodriguezii Willk. ex J.J. Rodr., Molins et al., 2009; o el present estudi sobre
Carduncellus dianius). De fet, els nivells i la distribucié de la diversitat genética d’'una
espécie no només respon a caracteristiques ecologiques (e.g. sistema reproductiu,
especificitat d’habitat) i area de distribucid, siné que també esta molt influenciada per
la seva historia evolutiva (colls d’ampolla poblacionals, migracions i canvis

substancials de I'area de distribucid, etc.) (Gray, 1996; Booy et al., 2000).

Donat els estudis de dataci6é de la tribu Cardueae (L. Barres et al., in prep.) que situen
la formacié del génere Carduncellus fa entre 51 6 Ma, és a dir, durant el Messinia, i
veient aquest maxim de 8 canvis entre haplotips es pot aventurar un origen recent
d’aquesta espécie 0, com a minim, de la seva expansié geografica. Molt probablement,
aguest procés es va produir durant el Quaternari, quan les oscil-lacions del nivell del
mar causades per les glaciacions (regressions marines) van afavorir el pas d’espécies
entre les illes Balears i la peninsula Ibérica. De fet, els fenomens de diferenciacio i
especiacié no haurien estat estranys al llarg del Quaternari a la conca mediterrania,

com, per exemple, els que s’han descrit en el génere Senecio (Comes & Abbott, 2001).

Els patrons de diversitat de cpDNA reflecteixen processos poblacionals associats amb
la dispersié de llavors degut a la seva heréncia habitualment materna (Ennos, 1994;
Comes & Kadereit, 1998) i diferents estudis han demostrat la idoneitat dels haplotips
de cpDNA per a la reconstruccié de les rutes migratories i la historia poblacional de les

espécies vegetals (Comes & Kadereit, 1998; Weiss & Ferrand, 2007). Els elevats

16



nivells de Gsr (Taula 4) indiguen que existeix una clara estructura geografica en la
distribucio dels haplotips de Carduncellus dianius. A més, com que el valor de Nst €s
superior al de Gsr, es pot dir que existeix també una estructura filogeografica.

El network d’haplotips (Figura 5C) defineix dos grups a partir de la unié de I'outgroup.
Un grup estaria restringit al massis del Montgo (haplotips A-C) i l'altre estaria repartit
entre les altres poblacions de la Marina Alta i Eivissa (haplotips D-M). Aquesta aparent
similitud genetica entre la Marina Alta i Eivissa vindria corroborada pels valors
obtinguts en el percentatge de variabilitat de I'analisi niada de TAMOVA entre aquestes

dues regions geografiques (Taula 5).

A I'hora d’interpretar els resultats genétics obtinguts per al Montgé, cal tenir en compte
gue el aquest massis calcari probablement allotgi una gran poblaci6 més o menys
continua de C. dianius.. En primer lloc, convé tenir present que el cap de Sant Antoni
forma part geoldgicament del massis del Montgé. D’altra banda, és en aquest massis
és on es troben les poblacions amb un major nombre d’individus, i la continuitat
d’habitat potencial (parets de roca) garanteix el contacte entre els diferents nuclis
poblacionals. En realitat, doncs, d’aquesta gran poblacié s’haurien mostrejat dues sub-
poblacions dels extrems (MA-2 i MA-3) i una de central (MA-1), fet que no faria
descartar I'existéncia de nous haplotips en aquesta zona. Aqui es pot observar un dels
dos patrons que presenta la diversitat genética en aquesta espécie. EI Montg6 és
geneticament ric i alhora diferent, amb una singularitat genética important, com ho
demostra els elevats nivells de 1 de cadascuna de les poblacions (Taula 4) i I'elevat
valor de variabilitat del Montgé respecte la resta de poblacions de I'espécie (Taula 5).
Dels quatre haplotips presents al Montgd, un és comu en totes tres poblacions (B) i
existeix un haplotip propi per a cada poblacié (C a MA-1, A a MA-2 i D a MA-3). La
situacio basal de 3 dels 4 haplotips presents al Montgd en el filograma (i dels quals
I'haplotip C és el central en el network), juntament amb la separacié que fa SAMOVA
amb K = 2 (Figura 7) fa pensar que la poblacié del Montg6 és la més antiga i que des
d’allda s’hauria estés per la Marina Alta i arribat durant les glaciacions a la zona
occidental d’Eivissa, probablement a través de lillot de S’Espartar (on segons
d’Arellano & Torres (1981) hi ha una de les poblacions més grans d’aquesta espécie a

les Pitilises) o d’altres illots proxims a Eivissa.
La resta de les poblacions de la Marina Alta presenten practicament totes el mateix
haplotip (Figura 5A), degut molt probablement a I'expansié de l'espécie des del

Montgd. Aquesta expansid s’hauria produit d’'una manera relativament senzilla, al
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tractar-se d’'una zona continental on la dispersio és forca més facil que no pas a les
illes (on les poblacions sempre es troben a la costa, en penya-segats aillats i separats
per platges de sorra). Al continent, la major continuitat d’habitat (els massissos
rocallosos calcaris son frequents al territori dianic), la major facilitat per a la planta de
trobar zones de refugi en époques desfavorables (donada la major amplitud altitudinal
dels massissos calcaris respecte els penya-segats litorals d’Eivissa), i també a la major
preséncia tant de pol-linitzadors com de vectors que afavoreixen el flux genétic,
expliqguen el patr6 de diversitat genética que caracteritza les poblacions alacantines
(preséncia haplotips d’amplia distribucid geografica i nivells alts de diversitat

nucleotidica).

Per contra, les poblacions més petites i fragmentades es troben a Eivissa, on la
morfologia dels habitats de Carduncellus dianius (penya-segats litorals aillats) hauria
fixat els haplotips (per un procés de deriva genética), diferenciant-se aixi les
poblacions encara que geograficament estiguin molt properes (Figura 5A). A Eivissa es
revela, doncs, un patr6 de diversitat genética considerablement diferent del de la
Marina Alta: a Eivissa la diversitat haplotipica (Hd) és la més alta de totes les zones
geografiques, (Taula 4) fruit de la existéncia d’haplotips generalment exclusius per a
cada una de les poblacions mentre que la diversitat nucleotidica és reduida. El tipus de
dispersié que presenta C. dianius (barocoria, és a dir, que les diaspores madures es
desprenen de la planta mare i cauen pel seu propi pes) hauria afavorit els colls
d’ampolla responsables de la fixacié haplotips. Tot i la preséncia de papus, la llavor
pesa massa i la LDD es veu perjudicada. Al ser plantes de vida llarga, a més, tot fa
pensar que les poblacions han resistit principalment gracies a la longevitat dels
individus i a la seva elevada germinabilitat. Sobta aguest comportament en una

especie rupicola, ja que seria un comportament més tipic d’'una espécie colonitzadora.

El fet que el network d’haplotips (Figura 5C) enllaci un haplotip d’Eivissa (I) amb
haplotips de la Marina Alta (H, K) fa pensar que s’hauria produit com a minim una
onada de retorn a la peninsula Ibérica. Aquesta idea es basa en la possibilitat de que
fos I'haplotip | qui retornés a la peninsula i des d’alla originés els haplotips H i K en un

procés de LDD.

De cara a la conservacié d’aquesta espécie amenagada, seria recomanable la
preservacié del maxim nombre de poblacions possibles, atés que la variabilitat
genética de C. dianius és deu principalment a diferéncies entre les poblacions (Fst =

0,881), i en especial a Eivissa (donat I'elevat nombre d’haplotips exclusius). A la
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Marina Alta, caldria prioritzar la conservacié del Montg6 perque conté les poblacions
meés grans, les més singulars genéticament i les que contenen nivells més elevats de

diversitat nucleotidica.

CONCLUSIONS

1.- Al contrari del que es podria esperar al tractar-se d’'una espécie d’area restringida,
Carduncellus dianius és una espécie genéticament molt diversa.

2.- Carduncellus dianius que presenta un diferent patr6 de diversitat genetica segons
I'area geografica (Marina Alta o Eivissa).

3.- Carduncellus dianius es podria considerar originari del massis del Montgo i, des
d’alla, s’hauria expandit cap a la Marina Alta i cap a Eivissa. Des d’Eivissa, a més,
hauria retornat com a minim una altra vegada a la peninsula Ibérica.

4.- Els elevats valors de Fst que presenten les poblacions de C. dianius indiquen que
és important la conservacié de totes les poblacions per tal de preservar la maxima
variabilitat genética d’aquesta especie. De totes aquestes convé prioritzar les

poblacions del Montgd degut a la seva singularitat genética.
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