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Las plantas parecian producir incansablemente nuevas formas y colores. Cada vez se abrian
mds capullos de flores, cada veg centelleaban mds cuajadas wmbelas. Y todo aquel desarrollo se

producia en medio de un silencio absoluto.

Al cabo de un rato, muchas plantas habian alcanzado ya la altura de girasoles, y algunas
eran incluso tan grandes como drboles frutales. Habia plumeros o pinceles de hojas largas de un verde
esmeralda, o flores como colas de pavo real, llenas de ojos con los colores del arco iris. Otras plantas
parecian pagodas de sombrillas de seda violeta, superpuestas y desplegadas. Algunos troncos gruesos se
retorcian como trenzas. Como eran transparentes, parecian de cristal rosa iluminado por dentro. Y
habia ranilletes de flores como grandes racimos de farolillos agules y amarillos. En muchos sitios
colgaban millares y millares de florecitas estrelladas, en cataratas brillantes como la plata, o cortinas de
oro viejo hechas de lirios de los valles con largos estambres en forma de borla. Y aquellas plantas
nocturnas luminosas crecian cada veg mds exuberantes y espesas, entrelazdandose poco a poco para

Jormar un magnifico tejido de snave Inz,
—jLTienes que darle un nombre! —susurrd la Hija de la Luna.
Bastidn asintio.

—Perelin, la Selva Nocturna —dijo.

Michael Ende
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Introduccién general

1. ANTECEDENTES

La subfamilia Salicornivideae Kostel. (Amaranthaceae Juss.) esta formada por
plantas haléfilas, obligadas a vivir en habitats salinos a lo largo de las costas y saladares
interiores de todos los continentes, con la excepcién de la Antartida (WAYSEL, 1972;
WILSON, 1980; DAVY ef al., 2001; SHEPHERD e/ al., 2005b; KADEREIT ef al., 2006, 2007,
ALONSO & CRESPO, 2008). Esta subfamilia compuesta por 11 géneros (KADEREIT ef
al., 2000), se caracteriza por presentar adaptaciones morfoldgicas y fisiologicas, lo que
les facilita la tolerancia a desarrollarse en estos hébitats extremos (WAYSEL, 1972;
SHORT & COLMER, 1999). Sin embargo, tales adaptaciones suponen una
homogenizacién de la morfologia, lo que conlleva notables dificultades taxondmicas,
puesto que la disponibilidad de caracteres diagnésticos es limitada, haciendo muy dificil
incluso la circunscripcién genérica (SHEPHERD & WILSON, 2007). Sarcocornia A.]. Scott
es uno de los géneros que componen la subfamilia y del que se reconocen entre 20 y 24
especies (STEFFEN et al., 2010). SCOTT (1977) describié este género para agrupar
pequefios arbustos erectos o postrados, en ocasiones enraizantes en los nudos, con
flores insertas al mismo nivel, semillas sin perisperma y con peticarpo membranoso, y la
testa de las semillas cubierta con papilas o pelos. De esta manera, lo separaba de las
especies anuales del género Sakicornia 1.. (LINNEO, 1753) y lo diferenciaba de otro
género afin, Arthrocnemum Moq (MOQUIN-TANDON, 1840), atendiendo a la presencia de

perisperma en las semillas glabras y brillantes de éste ultimo.

A pesar de esta reorganizacion genérica, la taxonomia de este grupo ha sido muy
complicada, debido tanto a su elevada variabilidad fenotipica, como a las mdltiples
denominaciones taxondémicas que ha recibido a lo largo de la historia. Muchas de las
especies reubicadas en Sarcocornia por SCOTT (1977), fueron descritas inicialmente en el
seno de los géneros Salicornia (ILINNEO, 1753) 'y Arthrocnemum (MOQUIN-TANDON,
1840). Por tanto, no es de extrafar, que atendiendo a la fuente bibliografica consultada,
encontremos en el género Sakicornia (MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA, 1963;
MEIKLE, 1985; FREITAG, 2000; COSTE, 2007) y Arthrocnemum (AELLEN ef al., 1967,
LAusL, 1982; BOLOS & VIGO, 1990; BALL, 1993) muchas de las especies consideradas
hoy en dia en el género Sarcocornia (SCOTT, 1977; CASTROVIEJO, 1990; STACE, 1991,

JEANMONOD & GAMISANS, 2007). Sin embargo, la separacién realizada por SCOTT
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(1977) de los géneros Salicornia y Sarcocornia no ha sido siempre aceptada por algunos
autores (LAUSI, 1982; MEIKLE, 1985; BALL, 1993; LOPEZ GONZALEZ, 1997; GIUSTI,
1997; JUuDD & FERGUSON, 1999; FREITAG, 1989, 2000). Para éstos, los caracteres
morfolégicos comunmente utilizados para separar ambos géneros —el hdbito perenne
del género Sarcocornia frente al anual de Salicornia, o la disposicion de las flores, en un
nivel (Sarcocornia) o en dos niveles (Salicornia)—, no tienen entidad suficiente como para
diferenciar los dos géneros. Estudios recientes basados en herramientas moleculares,
han puesto de manifiesto la monofilia del agregado formado por los géneros Salicornia y
Sarcocornia, frente a otros géneros afines como Arthrocnenum o Microcnenum Ung.-Sternb.
(SCHUTZE et al., 2003; SHEPHERD e/ al., 2004, 2005a; KADEREIT ef a/., 2006, 2007). Sin
embargo, en estos trabajos, no queda claro si Sarcocornia y Salicornia han de tratarse
como géneros diferentes, puesto que la posicion filogenética de Sarcocornia es parafilética
respecto a Salicornia, que si resulta ser un grupo monofilético. Ademas, cabe indicar que
la posicion filogenética de este dltimo género varfa atendiendo a las regiones analizadas

(SHEPHERD e¢f al., 2004, 2005a; KADEREIT ¢t al., 2006, 2007).

La distribucion del género Sarcocornia abarca las costas europeas con limite mas
septentrional en Escocia, llegando por el Mediterraneo hasta Turquia (GREUTER ¢ al.,
1984). En el continente americano, este género se distribuye practicamente en todas las
costas oceanicas, ademads de zonas altoandinas y del interior de Estados Unidos (BALL,
2003; ALONSO & CRESPO, 2008). En Africa, se distribuye por los paises riberefios del
Mediterraneo (MOLERO & MONTSERRAT, 2000), y en el sur de Sudafrica, Namibia y
Mozambique (STEFFEN ef al., 2009, 2010). Por dltimo, también aparecen representantes
de este género en algunas islas de Oceania (Australia, Nueva Zelanda y Tasmania)
(SHEPHERD ¢7 al., 2005a; DURETO & MORRIS, 2011). De toda esta amplia distribucion,
las especies americanas constituyen un grupo que ha estado sujeto a una nomenclatura
muy cambiante (ALONSO & CRESPO, 2008), llegindose a proponer hasta 18 taxones
diferentes. Ademas, la proposicion del género Sarcocornia (SCOTT, 1977) no ayudd a
esclarecer la identidad de estas plantas en el continente americano, ya que este autor
sinonimiz6 la mayor parte de las especies americanas a los dos tixones descritos en
Europa: Sarcocornia fruticosa (1) A.J. Scott y S. perennis (Mill.) A.J. Scott. Recientemente,

ALONSO & CRESPO (2008) reconocieron nicamente cinco especies de Sarocornia en
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Sudamérica, entre las cuales no se encuentra presente ninguna de las especies de
distribuciéon europeo-norteafricana, tal y como habfa dicho SCOTT (1977). A pesar de
esto, actualmente, si se consultan diferentes obras, todavia se pueden encontrar citas de
los taxones S. fruticosay S. perennis formando parte de la flora del continente americano

(e.g. MOSTACERO ¢t al., 2002; BALL, 2003; HOKCHE et al., 2008).

En el continente europeo y en el Norte de Africa se aceptan tres especies del
género: S. fruticosa, S. perennis y S. hispanica Fuente et al., de las cuales se han descrito
numerosas subespecies y variantes que en la mayorfa de los casos han resultado ser
cambios en la morfologia por causas fundamentalmente ecoldgicas (LOPEZ
GONZALEZ, 1997). Ademas, a esta complejidad taxonémica hay que sumarle la
mencién de fendémenos hibridativos por algunos autores (CASTROVIEJO & LAGO, 1992;
FIGUEROA et al., 2003; SHEPHERD & YAN, 2003) y la apariciéon de plantas poliploides
(CASTROVIEJO & COELLO, 1980; CASTROVIEJO & LAGO, 1992; SHEPHERD & YAN,
2003). Toda esta marafa de informacién hace que en muchas ocasiones seca
practicamente imposible diferenciar entre los distintos tixones descritos, sobre todo
dentro de la peninsula ibérica, donde se encuentran todos ellos e incluso llegan a
convivir. Por una parte, la presencia de las subespecies S. perennis subsp. perennis y S.
perennis subsp. alpini (Lag.) Castrov. con caracteres morfoldgicos poco estables para
diferenciarlas y con un drea de distribucion, que en el caso de S. perennis subsp. alpini no
esta bien definida, crean muchos problemas a la hora de distinguitlas 7z sitn (LOPEZ
GONZALEZ et al., 1997). Y, por otra parte, la reciente descripcion de S. hispanica
(FUENTE ¢ al., 2011), con un 4rea de distribucién plenamente coincidente con la de S.
[fruticosa (ALVAREZ ROGEL, 1997; ALONSO & DE LA TORRE, 2002; SALAZAR ef al., 2002;
LENDINEZ ¢/ al., 2011; GUILLO e/ al., 2012b) complica todavia més la diferenciacién

taxonémica, en este caso, para las poblaciones del sureste peninsular.

A todo lo comentado, hay que sumarle la fragilidad de los habitats en los que se
desarrolla el género Sarcocornia (ALONSO, 2000). Los taxones de Sarcocornia crecen en
suelos salinos, normalmente cerca de la costa y en saladates de regiones aridas y
semidridas de todo el mundo (CASTROVIEJO, 1990; SHEPHERD e/ al., 2005a; DAVY e al.,
2006; ALONSO & CRESPO, 2008; STEFFEN ef a/., 2010); habitats éstos muy fragmentados

y seriamente amenazados por actividades antrépicas (HERNANDEZ-GIL &
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ROBLEDANO, 1997; BROMBERG-GEDAN ¢/ al, 2009; PALOP-ESTEBAN e al, 2011).
Estos ecosistemas, debido a la reducida superficie que presentan a nivel mundial, tienen
un gran valor por su escasez y singularidad (HUESO & CARRASCO, 2009). Asimismo,
desde un punto de vista botdnico, la flora y vegetaciéon de estos medios es muy especial
y de gran interés, debido a la capacidad que presentan para desarrollarse en un suelo
con caracteristicas tan particulates y restrictivas (GONZALEZ-BERNALDEZ, 1990;

CONESA & JIMENEZ-CARCELES, 2007).

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS GENERALES

Atendiendo a todo lo comentado anteriormente, este trabajo se ha centrado en
el estudio del género Sarcocornia, enmarcandolo dentro del clado Salicornia/ Sarcocornia,
que ha sido igualmente analizado desde el punto de visto morfolégico y filogenético.
En este estudio, se ha hecho un mayor hincapié en las relaciones filogenéticas entre las
especies americanas, europeas y notrteafricanas de Sarocornia y se ha ido acotando el
area de estudio hasta llegar al analisis morfoldgico y molecular de las especies europeas
y norteafricanas. Asi como también, se ha analizado su diversidad genética poblacional,
estructuracién genética y filogeografica de las especies S. fruticosa y S. perennis en la

cuenca mediterranea y costa atlantica.

Por tanto, y de acuerdo con los antecedentes expuestos, los objetivos generales

planteados en esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1. Clarificar la posicién filogenética de los géneros Salicornia y Sarcocornia en el

seno de la subfamilia Sa/cornivideae (Capitulo 1).

2. Analizar las relaciones filogenéticas de los taxones del género Sarcocornia en

América, Europa y Norte de Africa (Capitulo 2).

3. Realizar un estudio morfolégico detallado del género Sarocornia en la cuenca

mediterranea y costa atlantica (Capitulo 3).

4. Evaluar la variabilidad genética y la estructura genética espacial de las
poblaciones de . fruticosa y S. perennis en su distribucién por la cuenca

mediterranea y costa atlantica (Capitulo 4).
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Capitulo 1: Relaciones filogenéticas del clado Salicornia/Sarcocornia

1. INTRODUCCION

Las plantas que forman parte de la familia Amaranthaceae, subfamilia
Salicornioideae se caracterizan por presentar hojas muy reducidas y suculentas, o tallos
articulados con inflorescencias espiciformes que presentan flores sésiles en el interior de
artejos fértiles suculentos, y estin adaptadas a suelos salinos (KUHN ez a/, 1993). En la
actualidad, dentro de esta subfamilia se acepta una sola tribu, denominada Salicornieae,
compuesta por 11 géneros (IKADEREIT e/ al., 2000), que estan adaptados a crecer en
areas extremadamente salinas (SHORT & COLMER, 1999; ENGLISH, 2004) ¢ incluso,
constituyen comunidades vegetales monoespecificas en los saladares donde crecen
(BRAUN-BLANQUET, 1928, 1933; EIG, 1946; OBERDOFER, 1952; BOLOS & MOLINER,
1958; TADROS, 1958; WOLE, 1968; BOLOS ¢ al., 1970; BRULLO & FURNARI, 1976;
RIVAS-MARTINEZ e/ al., 1980, 1992; COSTA & BOIRA, 1981; FERNANDEZ & SANTOS,
1983; GEHU e¢f al., 1984a,b; LLORENS, 1986; GEHU & BIONDI, 1994; ALONSO & DE LA
TORRE, 2002; KALIGARIC & SKORNIK, 2000). El modo de vida de estas plantas y la
adaptacion a su hdbitat han producido una convergencia morfolégica del cormo entre
todos los géneros de esta subfamilia: A/enrolfea Kuntze y Heterostachys Ung-Sternb. en
América; Tecticornia Hook.f. en Australia, Nueva Guinea, Malasia, Pakistan, y en las
costas este y oeste de Africa; Halopeplis Bunge ex Ung.-Sternb. en la cuenca
mediterranea, Asia central y Sudafrica; Kalidinm Moq. v Halostachys C.A. Mey. en el
sureste de Europa y en el centro y sureste de Asia; Microcnemnm en Hspafia, Turquia,
Armenia y noroeste de Iran; Halocnemum M. Bieb. en la cuenca mediterranea y en el
oeste y suroeste de Asia; Arthrocnemum en la cuenca mediterranea, Norteamérica y
suroeste de Asia; Sarcocornia en latitudes templadas, calidas o subtropicales de Eurasia,
América, Africa y Australia; y Salicornia 1.. en las regiones boreales, templadas y
subtropicales del hemisferio norte y Sudafrica. Estas plantas salvan el potencial edafico
al que se ven sometidas incorporando solutos disueltos en sus tejidos (SCHULZE ef al.,

2005; FLOWERS & COLMER, 2008; FLOWERS ¢ a/., 2010).

Los caracteres diagnésticos utilizados para diferenciar los distintos géneros son
confusos e incluso poco estables, pues muchas de las especies presentan una elevada
variabilidad fenotipica (SHEPHERD e¢f a/, 2005a; KADEREIT e/ al, 20006). Dicha

variabilidad, dificulta la identificacién de los taxones, incluso a nivel genérico. Por
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ejemplo, en el género Salicornia, descrito por LINNEO (1753), la especie Salicornia fruticosa
(L) L., fue reubicada en el seno del género Arthrocnemum (MOQUIN-TANDON, 1840) y

mas recientemente en Sarcocornia (SCOTT, 1977).

El género Sarcocornia fue descrito por SCOTT (1977), al realizar una revisiéon en la
familia Salicorniaceae |. Agardh (Caryophyllales Benth. & Hook.), en la que delimitaba los
géneros Arthrocnemum, Salicornia y Sarcocornia atendiendo al hébito, a la presencia o
ausencia de perisperma en las semillas y a la disposicion de las flores en las espigas
floriferas. De este modo, el género Salicornia quedaba representado por plantas anuales,
con flores de distinto tamafio dispuestas en tridangulo y con semillas membranosas
cubiertas de pelos y sin petisperma; Sarcocornia incluitia arbustos con las flores de igual
tamafio, y con semillas sin perisperma, cubiertas de papilas o pelos; y por ultimo,
Arthrocnemum conformarfa un género con especies arbustivas, en el que las flores de
igual medida son exertas, con semillas glabras y brillantes que presentan abundante
perisperma. Esta separacién ha sido adoptada por numerosos autores (e.g. WILSON,
1980, 1984; VALDES ¢/ al., 1987a,b; CASTROVIEJO, 1990; STACE, 1991; O’CALLAGHAN,
1992; TAN, 1997; BOULOS, 1999; DAVY et al, 2001; BALL, 2003; JEANMONOD &
GAMISANS, 2007; CABELLO, 2011). Otros autores, sin embargo, han abogado por la
utilizacién del género Salicornia, donde se incluirfan todas las especies perennes de
Sarcocornia, ya que sefialan que la separacién de ambos géneros no esta suficientemente
justificada (MEIKLE, 1985; FREITAG, 1989, 2000; KUHN ¢ al, 1993; GIUSTI, 1997,

LoprEZ GONZALEZ, 1997; JUDD & FERGUSON, 1999).

Desde el punto de vista molecular, las relaciones entre los géneros de la
subfamilia Sa/icornioideae han sido estudiadas previamente por diversos autores (PAPINI
et al., 2004; SHEPHERD e/ a/. 2004, 2005a; KADEREIT e a/. 2005a, 2006, 2007). PAPINI ¢#
al. (2004) analizaron las relaciones entre el género Salicornia y distintos géneros perennes
entre los que se encontraban Sarcocornia, Arthrocnemum y Halocnenmum. El resultado
obtenido del analisis de la regiéon I'TS, mostré como las especies del género Salicornia
formaban un clado monofilético (100% BS), hermano del clado conformado por las
especies Sarcocornia perennis, Sarcocornia fruticosa y Arthrocnenum macrostachynm (Moric.) K.
Koch. SHEPHERD e al. (2004, 2005a) analizaron morfolégica y molecularmente los

miembros australianos de la subfamilia Salicornioideae. En su estudio, también incluyeron
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especies de Sarcocornia no australianas. Atendiendo a la regién analizada, la posicion del
clado monofilético de Salicornia cambiaba. Con ITS, el clado monofilético de Salicornia
era hermano del clado conformado por las especies australianas del género Sarcocornia,
siendo todo este grupo a su vez, hermano del clado compuesto por la especie S.
[fruticosa. Por otra parte, el analisis realizado de la regién plastidial #»L mostraba una
ubicacién diferente del clado Salicornia, que estaba mas relacionado con las especies .
[fruticosa y Sarcocomia pacifica (Standl.) A.J. Scott que con las australianas. KADEREIT e/ /.
(2005a, 2006, 2007) estudiaron las regiones ribosémico-nucleares ITS y ETS, y el
espaciador plastidial a#p-rbel. en el clado Salicornia/ Sarcocornia. Como  resultado
obtuvieron tres grupos: por una parte el representado por algunas de las especies
americanas y euroasiaticas del género Sarcocornia; en segundo lugar, el clado conformado
por las especies del género Salicornia; y por tdltimo, el constituido por las especies
sudafricanas y australianas del género Sarocornia. Sin embargo, los datos moleculares
eran contradictorios con respecto a la posicion de Sakcornia. Con ETS, Salicornia
formaba un clado hermano del comprendido por el género Sarcocornia en Norteamérica
y BEurasia; en su arbol de I'TS, se originaba a partir del clado de Sarcocornia de Sudéfrica y
Australia; y por ultimo, con la region afp-rbcl. era grupo hermano del clado
americano/europeo del género Sarcocornia. KKADEREIT et al. (2007) aducen la posicion
cambiante del clado del género Salicornia a un posible artefacto debido al fenémeno
causado por la presencia de ramas largas, junto con ramas cortas en la base del clado
Salicornia/ Sarcocornia. Por ultimo, MURAKEOZY et al. (2007) realizaron un estudio sobre
la diversidad genética de la tribu Salicornieae de especies nativas de las costas atlanticas
de Francia. En su estudio, se centraron principalmente en las especies del género
Salicornia, aunque también incluyeron especies de otros géneros. Derivado de su andlisis
empleando las regiones ITS, matK y #ml-F, junto con los marcadores moleculares
RAPD (“Random Amplified Polymorphic DN.A”), se observa como Salicornia forma un
clado monofilético, que en el caso de la region ITS es hermano de dos especies de
Sarcocornia de Sudafrica y Australia. Sin embargo, en el resto de regiones no aparecen
todas las especies incluidas en el analisis de ITS, por lo que realmente no se puede
apreciar si esta relacién se mantiene o por el contrario, y como sucede en otros estudios

(SHEPHERD ¢z al. 2004, 2005a; KADEREIT ¢t a/. 2006, 2007), al cambiar la region de
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ADN analizada, Salcornia queda mas relacionado con las especies de Sarcocornia de

Europa, Norte de Africa y América.

Cabe reseflar que a toda esta complejidad taxonémica y molecular, se le une la
presencia de fendémenos hibridativos (CASTROVIEJO & LAGO, 1992; FIGUEROA ¢ al.,
2003; SHEPHERD & YAN, 2003; DAVY ef al., 20006), y como consecuencia, la aparicién
de plantas poliploides (MAUDE, 1939; CASTRO & FONTES, 1946; HAMBLER, 1954, 1955;
BArL, 1957; DALBY, 1962; CONTANDRIOPOULOS, 1968; NILSSON & LASSEN, 1971;
LABADIE, 1976; CASTROVIEJO & COELLO, 1980; GRANT, 1981; SANCHEZ-MONGE &
JOUVE, 1989; CASTROVIEJO, 1990; CASTROVIEJO & LAGO, 1992; SHEPHERD & YAN,
2003).

2. OBJETIVOS

El presente trabajo se centra en el estudio del grupo de las especies perennes
que actualmente se recogen bajo el género Sarcocornia, con la inclusion de taxones
procedentes de toda su distribucioén geografica. La dificultad a la hora de trabajar con
este grupo de plantas, que en muchos casos presenta una ausencia de estructuracién
genética y una baja variacién genética, hace necesario un estudio en profundidad del
grupo. Asi, los objetivos de este capitulo son:

- Clarificar las relaciones filogenéticas entre los componentes del clado

Salicornia/ Sarcocornia en el seno de la subfamilia Salicornivideae mediante un
estudio molecular y morfoldgico.

- Analizar la problematica filogenética y sistematica asociada a la relacién entre los

géneros Salicornia 'y Sarcocornia.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se han analizado 105 muestras pertenecientes a los géneros Sarcocornia, Salicornia,
Arthrocnemum, Halocnenum, Microcnemum y Tecticornia, siendo estos cuatro dltimos elegidos
como grupo externo. Del género Sarcocornia, se han estudiado un total de 63
especimenes, que representan 21 especies de las aproximadamente 26 que hay descritas.

En el caso de Salicornia, se han incluido 42 muestras pertenecientes a 30 especies,
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coincidiendo con el nimero aproximado de especies que se aceptan actualmente. Para
el grupo externo, el género Tecticornia aparece representado por tres especies,
Arthrocnemum por dos especies, mientras que los géneros Halocnemum y Microcnemum, pot
una especie, respectivamente. De algunas especies [Sarcocornia perennis, Sarcocornia
natalensis (Bunge ex Ung.-Sternb.) A.]. Scott, Microcnemum coralloides (Loscos & Pardo)
Font Quer y Tecticornia indica (Willd.) K.A. Sheph. & Paul G. Wilson] se han incluido
taxones infraespecificos (subespecies) que se reconocen en la actualidad. Los taxones
estudiados aparecen en el apéndice 1 con la informacién sobre su procedencia
geografica y la referencia de accesion al GenBank, en caso de incluir secuencias de otros

autores.

3.2. Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

El ADN gendémico total se ha extraido de material fresco o desecado en gel de
silice (CHASE & HILL, 1991), siguiendo el método modificado 2XCTAB (DOYLE &
DovYLE, 1987). EI ADN total se ha purificado mediante el uso de minicolumnas de
putificacién de Ultraclean® PCR Clean-Up Kit (MOBIO) siguiendo el protocolo del
fabricante. E1 ADN total se ha depositado en el banco de ADN de la Universidad de

Alicante.

Se ha realizado la amplificacion (PCR, “Polymerase Chain Reaction”) de dos
regiones de ADN ribosémico-nuclear (ADNrn): ITS (“Internal Transcribed Spacer”) y
BETS (“External Transcribed Spacer”). Para I'TS, se utilizaron los iniciadores (“primers”)
ITS18 e ITS26 (KAS & WINK, 1997). La amplificacién de ETS se realizé usando los
iniciadores ETS1 y ETS18 (KKADEREIT e¢f al, 2007). Para ambas regiones, las
amplificaciones se realizaron siguiendo el siguiente protocolo: 22 ul de ABgene PCR
Mastermix (1.25 U Thermoprime Plus DNA polymerasa; 75 mM Tris-HCL, 20 mM
(NH4)2SO4; 2.5 mM MgCly; 0.01% Tweenv 20; 0.2 mM de cada ANTP); 0.5 pl de
albimina de suero bovino (BSA; 0.4%); 0.5 ul de cada iniciador; y aproximadamente 50
ng de muestra de ADN. Estas amplificaciones se realizaron en un termociclador
GeneAmp®PCR System 9700 (PE Biosystems, Inc.). Para ITS, se utilizé el siguiente
programa: 2 minutos a 94°C, seguidos de 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 45°C
durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto, y una extensioén final de 72°C durante 4

minutos. Para ETS, el programa utilizado fue: 4 minutos a 95°C, seguidos de 30 ciclos a
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95°C durante 30 segundos, 55°C durante 45 segundos, 72°C durante 2 minutos y 30
segundos, 55°C durante 80 segundos y una extension final de 72°C durante 4 minutos.
Los productos de PCR se purificaron mediante el uso de minicolumnas de purificacién

de Ultraclean® PCR Clean-Up Kit (MOBIO) siguiendo el protocolo del fabricante.

Las secuencias se han obtenido empleando los mismos iniciadores sefialados
anteriormente. Con el uso del programa SEQUENCHER v. 4.8 (Gene Codes Corp.),
se editaron las secuencias. La obtencién de la matriz final se ha conseguido con el
programa PAUP v. 4.0b10 para Macintosh (SWOFFORD, 2002). Ademis, se utilizé el
programa GBLOCKS v. 0.91 (CASTRESANA, 2000; TALAVERA & CASTRESANA, 2007)
con el fin de mejorar los alineamientos, eliminando las regiones ambiguas. Los
parametros utilizados fueron: “Minimum Number of Sequences for a Conserved Position” y
“Minimum Number of Sequences for a Flank Position”: 1a mitad del numero de secuencias en
cada caso; “Minipnm Number of Contignous Nonconserved Positions”: 5; “Maximmnm Number of
Contignous Nonconserved Posttions”: 10; “Minimum Length of a Block™: 5, “Allowed Gap
Positions”: “With Half’. La matriz obtenida inicialmente con PAUP y posteriormente,
con el uso de GBLOCKS, fue analizada con los parametros indicados en el apartado

3.3 del capitulo 1.

Cabe sefialar que no todas las secuencias utilizadas en este capitulo son
originales (Apéndice 1), puesto que algunas de ellas proceden de los trabajos previos de
SHEPHERD ¢# al. (2005a) y KADEREIT e/ al. (2006, 2007). Por ello, el nimero de
muestras finalmente analizadas en las dos regiones, y en la combinacién de ambas, ha
variado atendiendo a la disponibilidad de las secuencias procedentes de GenBank. En el
andlisis de ETS, se han incluido un total de 92 muestras, mientras que en ITS, el
numero de muestras analizadas ha sido de 71. Finalmente, en el analisis conjunto de
ambas regiones, la matriz conjunta se ha tenido que reducir a tan solo 34 muestras,

entre las que no se ha podido incluir muestras australianas de Sarcocornia.

3.3. Analisis Molecular

Los analisis heuristicos de Maxima Parsimonia (MP) se han realizando con los
programas PAUP v. 4.0b10 para Macintosh (SWOFFORD, 2002) y TNT v. 1.1

(GOLOBOFF et al., 2003-2005), con los estados de caracteres no ordenados y los
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cambios entre estados igualmente probables (criterio de parsimonia de Fitch) (FITCH,
1971). Los gaps se han codificado como una quinta base. En la busqueda de los arboles
de mayor parsimonia, la matriz fue analizada con 1000 réplicas con la opcién de adicidén
de taxones al azar (“Random Taxon Addition”) y empleando la opcidén “Tree-Bisection-
Reconnection” (TBR) en la reorganizacion de las ramas (SWOFFORD ef al., 1996). El apoyo
de los clados obtenidos se ha examinado con el método de “bootstrap” (BS;
FELSENSTEIN, 1985), con 2000 réplicas, con las opciones adicién de secuencias simple
(“Simple addition sequence’) y TBR. Los clados con valores de BS comprendidos entre 50
y 74% se consideran débilmente apoyados, 75-89% moderadamente apoyados y entre
90 y 100% fuertemente apoyados (MARTINEZ-AZORIN et al, 2011). Los indices de
consistencia (CI) y de retencién (RI) se calcularon excluyendo los caracteres no

informativos.

Los analisis de Inferencia Bayesiana (IB) se calcularon usando MRBAYES v.
3.1.2 (HUELSENBECK & RONQUIST, 2001; RONQUIST & HUELSENBECK, 2003).
Previamente, se determinaron los modelos de evolucion mas afines a los datos
utilizando el criterio AIC (“Akaike Information Criterion”) (POSADA & CRANDALL, 1998;
POSADA & BUCKLEY, 2004), implementados con el programa JMODELTEST v. 0.1.1.
(POSADA, 2008). Con este andlisis Bayesiano, se han formado 3000000 de generaciones,
guardando una de cada 200, y se han excluido entre 8000 y 14000 drboles (““burnin”)
para evitar aquellos arboles que pudiesen haber estado muestreados antes de la
convergencia de las cadenas de Markov. En este caso, el apoyo de las ramas se ha
evaluado mediante la probabilidad posterior (PP), considerando ésta significativa en las

ramas que presenten un valor igual o superior a 0.95.

3.4. Caracterizacion morfolégica

Se han estudiado caracteres tanto vegetativos como reproductivos de cinco
géneros incluidos en la subfamilia Sa/icornivideae representados por un total de 25
especies (Tabla 1.1, Apéndice 2). La matriz morfolégica obtenida se ha basado en
caracteres estudiados a partir de material fresco, de herbario, asi como también, de
datos bibliograficos en el caso de no disponer de material vegetal. Este ha sido el caso
de las especies Tecticornia indica, Tecticornia australasica (Moq.) Paul G. Wilson, Sarcocornia

xerophila (Toelken) A.]. Scott, Salicornia borysthenica T'zvelev, Salicornia procumbens Sm.,
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Salicornia pojarkovae Semenova, Salicornia pachystachya Bunge ex Ung.-Sternb., Salicornia
meyeriana Moss 'y Salicornia perennans Willd., obteniendo la informacion de sus caracteres
estudiados de diversos trabajos (TOLKEN, 1967; O’CALLAGHAN, 1992; TZVELEV, 1996;
DATSON, 2002; SHEPHERD & WILSON, 2007; STEFFEN e/ al, 2010; DURETO &
MORRIS, 2011). Por otra parte, hay que comentar que muchas de las observaciones
realizadas, se han complementado con informacién procedente de la bibliografia
(MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA, 1963; ZOHARY, 1966; CASTROVIEJO &
COELLO, 1980; LAUSI, 1982; MEIKLE, 1985; VALDES e/ al, 1987b; BOLOS & VIGO,
1990; CASTROVIEJO, 1990; STACE, 1991; CASTROVIEJO & LAGO, 1992; BALL, 1993;
BALL & AKEROYD, 1993; GAMISANS & JEANMONOD, 1993; RIVAS-MARTINEZ &
HERRERA, 1996; BOULOS, 1999; AIZPURU et al., 2000; FREITAG, 2000; DAVY ¢t al.,
2001; LAHONDERE, 2004; DAVY e al, 2006; JEANMONOD & GAMISANS, 2007,
ALONSO & CRESPO, 2008; KADEREIT & YAPRAK, 2008; CABELLO, 2011; FREITAG,
2011).

Se han seleccionado un total de 48 caracteres morfolégicos (Tabla 1.1). Los
caracteres macromorfologicos (Tabla 1.1, caracteres 1-6, 9-23, 29-33 y 36) se han
examinado tanto 7 situ en el campo, como usando una lupa binocular Olympus SZX12,
con micréometro incorporado. Los caracteres micromorfologicos relacionados con
aspectos de la testa de la semilla, el polen y la superficie de las hojas (Tabla 1.1,
caracteres 8, 34, 35, 37-40 y 45) se han analizado con el uso de un microscopio
electrénico de barrido (MEB, JEOL 840), asi como también, para el caso concreto del
polen, con un microscopio 6ptico Olympus SX 212 con camara adaptada. El resto de
caracteres (Tabla 1.1, caracteres 7, 24-28, 41-44 y 46-48), se han obtenido a partir de
datos exclusivamente bibliograficos (TOLKEN, 1967; CASTROVIE]O & COELLO, 1980;
CONNOR, 1984; CASTROVIEJO, 1990; KADEREIT e/ a/., 2003; SHEPHERD e/ a/., 2005a,b;

FERNANDEZ-ILLESCAS e¢f al., 2011).

La evolucion en los patrones fenotipicos se evalué mediante el mapeo de los
caracteres sobre el arbol consenso obtenido de la combinacién de las regiones nucleares
ITS y ETS, usando el andlisis de Inferencia Bayesiana. Para ello, se emple6 el programa
MESQUITE v. 2.74 (MADDISON & MADDISON, 2010), por el que se establecié una

reconstruccion de los cambios en los estados de caracter mediante la implementacién
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de la funcién “Reconstruct Ancestral States” y empleando los algoritmos de Maxima

Parsimonia (utilizando la opciéon de caracteres desordenados) y de Maxima

Verosimilitud (con la opcion de “current probably”).

Tabla 1.1. Caracteres y estados de caracter utilizados en el rastreo morfolégico.

Longevidad de la planta y habito:

1. Longevidad de la planta; 0= anual. 1= perenne.
2. Habito; 0= erecto. 1= cespitoso. 2= postrado. 3= pulvinado.
3. Presencia de tallos radicantes; 0= si. 1= no.
Caracteristicas de las hojas:
4. Filotaxis; 0= opuesta. 1= alterna.
5. Apice de las hojas; 0= agudo. 1= obtuso.
6. Quilla en los artejos; 0= ausente. 1= claramente distinguible. 2= poco distinguible.
7. Presencia de esclereidas en empalizada; 0= presentes. 1=ausentes.
8. Tipo de estoma; 0= expuesto. 1= hundido.
Caracteristicas de las inflorescencias:
9. Fusion (por parejas) de las bracteas; 0= soldadas. 1= libres.
10. Inflorescencia; 0= ramificada. 1= no ramificada o poco ramificada.
11.  Longitud de la espiga terminal (mm); 0= < 10. 1= 10-50. 2= > 50.
12.  Numero de artejos fértiles; 0=< 13. 1=>13.
13. Longitud de los artejos fértiles (mm); 0=<4.1=> 4.
14. Anchura de los artejos fértiles (mm); 0=<4.1=> 4.
Caracteristicas de las flores:
15. Exercién de las flores; 0= si. 1= no.
16. Numero de flores; 0=< 3. 1= > 3.
17. Contacto entre las flores laterales; 0= no. 1= si.
18. Disposicion de las flores en el artejo fértil; 0= en fila. 1= en tridngulo.
19. Presencia de tabique de separacién entre las flores; 0= si. 1= no.
20. Numero de piezas del perianto; 0= 4. 1= < 4.
21. Textura del perianto; 0= membranosa. 1= carnosa.
22. Numero de estambres; 0=<1.1=> 1.
23. Longitud de las anteras (mm); 0= <0.5. 1=> 0.5.
Tipo de especies atendiendo a la sexualidad de las flores: 0= ginomonoica. 1= andromonoica. 2=
24. hermafrodita [Este estado se ha usado en especies en las que no hay evidencia de otro tipo de
flor, ya que por definicién las flores de estas plantas son hermafroditas]. 3= ginodioica. 4= dioica.
25. Maduracion diferencial de las anteras y el estigma (dicogamia); 0= si. 1= no.
26. Tipo de dicogamia; 0= flores proteroginas. 1= flores proterandras.
Caracteristicas de las semillas:
27. Tipo de embrién; 0= conduplicado. 1= curvado.
28. Perisperma en las semillas; 0= presente. 1= ausente.
29. Textura del pericarpo; 0= membranosa. 1= lefiosa.
30. Semilla rodeada totalmente por el pericarpo; 0= no. 1= si.
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Tabla 1.1 (Continuacion). Caracteres y estados de caracter utilizados en el rastreo morfolégico.

31. Adherencia del pericarpo a la semilla; 0= libre. 1= parcialmente adherido.
32. Fusion del pericarpo al perianto maduro; 0= soldado. 1= libre.

33. Orientacion de la semilla relativa al eje del tallo; 0= vertical. 1= horizontal.
34. Longitud de la semilla (mm); 0= < 1. 1= 1-1.5. 2= >1.5.

35. Anchura de la semilla (mm); 0=< 1. 1=2>1.

36. Color de la semilla; 0= marrén. 1= negro. 2= verde.

37. Tipo de tricoma en la semilla; 0= papila. 1= pelo.

Tipo de ornamentacion del indumento de la semilla; 0= pequefas protuberancias redondeadas
38. dispuestas en filas longitudinales separadas entre si por células no elongadas [tipo 1]. 1=
superficie mamilar [tipo 2]. 2= papilas o pelos [tipo 3].

39. Disposicion de los tricomas en la semilla; 0= adpresos. 1= patentes.

40. Longitud de los tricomas (um); 0= < 100. 1=> 100.

41. Presencia de lipidos; 0= no. 1= si.

42. Tipo de cuerpos proteicos; 0= pequefios y densamente empaquetados. 1= otro tipo.
43. Presencia de granos de almidén en los cuerpos proteicos; 0= si. 1= no.

44. Presencia de granos de almidon en las células del citoplasma; 0= si. 1= no.

Caracteristicas polinicas:

45.  Tipo polinico; 0= pantoporado apolar. 1= otro tipo.

Caracteristicas metaboélicas:

46. Metabolismo fotosintético; 0= C3. 1= Cy4.

Caracteristicas cromosoémicas:

47. Numero basal de cromosomas; 0= 9. 1= otro nimero.
48. Niveles de ploidia; 0= 2x. 1= 4x. 2= 6x. 3= 8x. 4= 3x.

4. RESULTADOS

El andlisis de la matriz, usando el programa GBLOCKS v. 0.91, mostté el
mismo resultado que con la matriz previa a su aplicacién, tanto en I'TS como en ETS;
por ello, los resultados que se muestran, se refieren al estudio de las matrices sin haber

aplicado GBLOCKS v. 0.91.

4.1. Analisis ITS

La matriz de I'TS incluye 582 caracteres, de los cuales 37 fueron variables y 156
(26.8%) fueron filogenéticamente informativos. Se obtuvo un total de 288 arboles (406
pasos; CI=0.648; RI=0.910). El analisis Bayesiano se realizé utilizando el modelo
evolutivo TIM2+G. Los andlisis de Maxima Parsimonia y Bayesiano aportan resultados

similares; solo se muestra el arbol basado en Maxima Parsimonia (Figura 1.1).

Las especies de los géneros Sarcocornia y Salicornia forman un grupo monofilético

fuertemente apoyado (100% BS; 1.00 PP), donde se pueden diferenciar dos clados
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monofiléticos, denominados a y b, respectivamente (Figura 1.1). El “clado a” esta
constituido por las especies americanas, europeas y norteafricanas del género Sarcocornia
(56% BS, 0.89 PP), mientras que el “clado b” estd conformado por las especies de
Sudafrica y Australia de este mismo género, junto con todos los representantes del

género Salicornia (51% BS, 0.57 PP).

Dentro de estos dos clados, se pueden observar, a su vez, diferentes grupos
monofiléticos bien apoyados. En el caso del “clado a”, se diferencian dos subclados
hermanos, correspondientes a las especies americanas (92% BS; 1.00 PP) y a las
europeas y norteafricanas (97% BS; 1.00 PP). En el “clado b”, las especies del género
Salicornia constituyen un clado monofilético fuertemente apoyado (100% BS; 1.00 PP),
que aparece totalmente incluido entre las especies de Sarcocornia, siendo un grupo
hermano de las especies australianas de Sarcocornia. Sin embargo, en MP es hermano de
las especies 8. blackiana (Ulbt.) A.]. Scott, S. quingueflora (Bunge ex Ung.-Sternb.) A.J.
Scott y S. globosa Paul G. Wilson con un apoyo del 60% BS, mientras que en IB, es
hermano de S. blackiana y S. quingueflora (1.00 PP), puesto que S. glbosa forma un
subclado mas externo junto con otro representante de S. guingueflora (1.00 PP). Las
especies sudafricanas de Sarcocornia no conforman un dnico grupo monofilético, sino
que aparecen distribuidas en cuatro ramas: la primera de ellas con las especies S.
natalensis y 8. littorea (Moss) A.J. Scott (100% BS; 1.00 PP), que serfa la rama maés externa
de todo el “clado b”; consecutivamente aparecen las especies S. natalensis, S. decumbens
(Toelken) A.J. Scott, S. pillansii (Moss) A.J. Scott, S. mossiana (Toelken) A.]. Scott y S.
terminalis (Toelken) A.]. Scott constituyendo un clado monofilético bien apoyado (87%
BS; 1.00 PP), aunque las relaciones entre estas especies no aparecen resueltas, salvo S.
natalensis (50) y S. decumbens (45) que forman un clado (99% BS; 1.00 PP); la tercera rama
la conforma la especie . capensis (Moss) A.J. Scott (0.61 PP); y, por dltimo, aparece S.
xerophila como una rama hermana del clado que reune a las Salicornias y Sarcocornias
australianas, aunque esta posicion solo aparece apoyada en el analisis Bayesiano (0.96

PP).
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Figura 1.1. Uno de los 288 arboles mas parsimoniosos encontrados en el analisis de ITS (longitud del
arbol=406 pasos; CI=0.648; RI=0.910). Las longitudes obtenidas en los arboles con pesos iguales (Fitch)
se muestran en la parte superior de las ramas. En la parte inferior de las ramas se muestran primero los
valores de “bootstrap”, seguidos de las probabilidades posteriores. Un guién (-) denota un clado que
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4.2. Anaélisis ETS

La matriz incluye 421 caracteres, de los cuales 141 (33.5%) fueron
filogenéticamente informativos y 49 (11.6%) correspondian a caracteres variables. Se
obtuvieron 9420 arboles (352 pasos; CI=0.730; RI=0.962). El modelo evolutivo
utilizado en el analisis Bayesiano fue GTR+I+G. Los anilisis de MP e IB aportan
resultados similares, por lo que los resultados se explican sobre el arbol de Maxima

Parsimonia (Figura 1.2).

Se pueden diferenciar dos clados monofiléticos denominados a y b,
respectivamente (Figura 1.2). El “clado a” estd constituido por un primer grupo
monofilético formado por las especies europeas, norteafricanas y americanas del género
Sarcocornia (60% BS; 0.81 PP). Dentro de este grupo, y de forma semejante a lo que
sucede con ITS, se aprecia una organizacién interna geografica, donde las especies
europeas y norteafricanas (100% BS; 1.00 PP), y las americanas (100% BS; 1.00 PP) son
dos grupos monofiléticos hermanos, respectivamente. El segundo grupo del “clado a”
corresponde a un grupo monofilético donde aparecen todas las especies analizadas del
género Salicornia (100% BS; 1.00 PP). No obstante, se ha de indicar que el “clado a”
solo presenta apoyo con el analisis Bayesiano (0.83 PP). En el andlisis de Maxima
Parsimonia, aparecen tres clados monofiléticos hermanos que se corresponden con las
especies europeas, norteafricanas y americanas de Sarcocornia (60% BS), las especies
sudafricanas y australianas de Sarvocornia (88% BS) y por dltimo, las especies del género

Salicornia (100% BS).

En relacién con el “clado b”, éste esta conformado por las especies sudafricanas
y australianas del género Sarcocornia (88% BS; 1.00 PP), donde las relaciones
filogenéticas no aparecen resueltas, y los subclados obtenidos no corresponden a un

claro patrén geografico.
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Figura 1.2. Uno de los 9420 arboles mas parsimoniosos encontrados en el analisis de ETS (longitud del
arbol=352 pasos; CI=0.730; RI=0.962). Las longitudes obtenidas en los arboles con pesos iguales (Fitch)
se muestran en la parte superior de las ramas. En la parte inferior de las ramas se muestran primero los
valores de “bootstrap”, seguidos de las probabilidades posteriores. Un guién (-) denota un clado que
presenta un apoyo < 50 en el correspondiente andlisis filogenético. Las abreviaturas hacen referencia a:
Microc. (Microcnemum), Sar. (Sarcocornia), Sal. (Salicornia), G. ext (Grupo externo), N. (Norte), Au
(Australia) y Saf (Sudafrica). La codificacion que aparece junto a los ejemplares estudiados, aparece en el

apéndice 1.
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Capitulo 1: Relaciones filogenéticas del clado Salicornia/Sarcocornia

4.3. Analisis conjunto ITS+ETS

El andlisis conjunto de los dos grupos de datos moleculares (ITS y ETS) generd
una matriz que incluye 1016 caracteres, de los que 117 fueron variables y 223
informativos (11.5% y 21.9%, respectivamente). Tras el analisis cladistico, se obtuvo un
total de 4 arboles (611 pasos; CI=0.722 y RI=0.886). El analisis Bayesiano se realizo
utilizando el modelo evolutivo TIM2+G. Ambos andlisis aportan resultados similares, y

los resultados se exponen sobre el andlisis de Maxima Parsimonia (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Uno de los 4 arboles mas parsimoniosos encontrados en el andlisis conjunto de ITS y ETS
(longitud del arbol=611 pasos; Cl=0.722; RI=0.886). Las longitudes obtenidas en los arboles con pesos
iguales (Fitch) se muestran en la parte superior de las ramas. En la parte inferior de las ramas se
muestran primero los valores de “bootstrap”, seguidos de las probabilidades posteriores. Un guion (-)
denota un clado que presenta un apoyo < 50 en el correspondiente analisis filogenético. Las abreviaturas
hacen referencia a: Microc. (Microcnemum), Sar. (Sarcocornia), Sal. (Salicornia), G. ext (Grupo externo) y
N. (Norte).
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Como en analisis anteriores, se pueden diferenciar dos clados que se han
denominado a y b, respectivamente (Figura 1.3). El “clado a” esta constituido por un
grupo monofilético con las especies del género Salicornia (100% BS; 1.00 PP), que es
hermano del grupo formado por las especies americanas, europeas y norteafricanas del
género Sarcocornia (72% BS; 1.00 PP). Como en los analisis anteriores, las especies
europeas y norteafricanas (100% BS; 1.00 PP) y las especies americanas de Sarcocornia
(100% BS; 1.00 PP) forman grupos monofiléticos, respectivamente. En el caso del
“clado b”, lo conforman las especies sudafricanas del género Sarcocornia (77% BS; 1.00
PP). La separaciéon entre dos clados (a y b) unicamente esta apoyada en el andlisis
Bayesiano (0.63 PP). En MP, aparecen tres clados, tal y como ocurtia en ETS (Figura
1.2). Los tres clados se corresponden con las especies europeas, norteafricanas y
americanas de Sarcocornia (72% BS), las especies sudafricanas de Sarcocornia (77% BS) y

las especies del género Salicornia (100% BS).

4.4. Evolucion de los caracteres morfolégicos

El estudio de los 48 caracteres, en las especies presentes en el arbol obtenido de
la combinacién de las regiones ITS y ETS, muestra la existencia de una gran
variabilidad morfolégica (Apéndice 2). Cabe indicar que el uso de Maxima Parsimonia y
Maxima Verosimilitud en la reconstruccién de caracteres ancestrales han producido
resultados congruentes, mostrando tnicamente los arboles obtenidos con el método de
Maxima Parsimonia. Los resultados obtenidos se van a exponer atendiendo a cuatro

subdivisiones en las que se englobarfan:

- Caracteres morfolégicos que permiten la identificacion del clado

Salicornia/ Sarcocornia (Tabla 1.1, caracteres 27, 28 y 38).

- Caracteres morfolégicos en los que se ha basado la separaciéon de los géneros

Salicornia'y Sarcocornia (Tabla 1.1, caracteres 1, 17 y 18).

- Caracteres motfoldgicos comunes a Salicornia y Sarcocornia sin valor diferencial

(Tabla 1.1, caracteres 2-4, 5, 6, 8, 10-14, 16, 22-26, 34-37, 39-40, 47 y 48).

- Caracteres morfologicos exclusivos de ciertos tixones del grupo externo (Tabla

1.1, caracteres 9, 15, 19-21, 29-33 y 40).
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Capitulo 1: Relaciones filogenéticas del clado Salicornia/Sarcocornia

Cabe indicar que los caracteres 7, 41-45 no aparecen incluidos en ninguno de los
anteriores apartados, bien debido a la ausencia de datos, o bien por la falta de

resolucion.

4.4.1. Caracteres morfolégicos que permiten la identificacion del clado

Salicornial Sarcocornia

Caracteristicas de la semilla: tipo de embrion (caracter 27), perisperma en las
semillas (caracter 28) y tipo de ornamentacién del indumento (caracter 38)

La presencia de semillas con embridén conduplicado, la ausencia de perisperma y
tener una ornamentaciéon del indumento tipo 3 —presencia de papilas o pelos— (Tabla
1.1), son tres caracteristicas comunes a las especies de los géneros Sarcocornia 'y Salicornia,
y que permiten diferenciar ambos géneros de los componentes del grupo externo:
Arthrocnemum, Microcnemnm vy Tecticornia  (Figura 1.4A). Tales caracteres pueden

considerarse simplesiomorficos para Salicornia y Sarcocornia.

4.4.2. Caracteres morfolégicos en los que se ha basado la separacion de

los géneros Salicornia 'y Sarcocornia

Longevidad de la planta y habito: longevidad de la planta (caracter 1)

En el interior del clado conformado por los géneros Sarcocornia y Salicornia,
aparecen los dos estados de caracter, estando Sarcocornia caracterizada por incluir las
especies perennes, y Salicornia las plantas anuales. La posicion filogenética de ambos
taxones parece indicar que la perennidad dentro del grupo de estudio fue antetior a la

aparicién de especies anuales.

Caracteristicas de las flores: contacto entre las flores laterales (caracter 17) y
disposicion de las flores en el artejo fértil (caracter 18)

La presencia de flores dispuestas en forma de tridngulo (caracter 18), junto con
la existencia de contacto entre las flores laterales (caracter 17) serfan dos caracteres
apomotficos compartidos por todas las especies del género Salicornia (Figura 1.4B), ya
que en el género Sarcocornia, las flores se encuentran dispuestas en fila, y no hay

contacto entre las flores externas. Tal y como se observa en la figura 1.4B, estos dos
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caracteres (flores dispuestas en fila, sin que exista contacto entre las flores externas)
serfan plesiomoérficos, compartiéndolos con el ancestro comun a ambos géneros y a la

mayor parte de los taxones del grupo externo.
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Figura 1.4. Estados de caracter para los taxones estudiados, mapeados sobre el arbol consenso obtenido
de la combinacion de las regiones nucleares ITS y ETS. Los estados de caracter ancestrales se han
derivado de un modelo cuyos parametros se han optimizado usando Maxima Parsimonia —asumiendo la
opcion de caracteres desordenados—, implementado en MESQUITE 2.74 (MADDISON & MADDISON, 2010).
Los caracteres correspondientes se han codificado atendiendo a la tabla 1.1. A. Tipo de embrion (caracter
27) y perisperma en las semillas (caracter 28). B. Contacto entre las flores laterales (caracter 17) y
disposicion de las flores en el artejo fértil (caracter 18). Las abreviaturas hacen referencia a: Microc.
(Microcnemum), Sar. (Sarcocornia).
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4.4.3. Caracteres morfolégicos comunes a los géneros Salicornia y

Sarcocornia sin valor diferencial

Longevidad de la planta y habito: tipo de habito (caracter 2) y presencia de tallos
radicantes (caracter 3)

Tener un hébito erecto (caracter 2) y ausencia de tallos radicantes (carcter 3)
son caracteres plesiomoérficos dominantes en el grupo de plantas estudiado, y tanto el
género Sarcocornia como Salicornia los presentan (Figura 1.5A). Aparecen, en menor
medida, otros caracteres morfolégicos apomorficos en este clado, como son el habito
postrado, cespitoso o pulvinado (cardcter 2) y la presencia de tallos radicantes (caracter
3); éste ultimo relacionado con el tipo de héabito postrado (Figura 1.5A). Todos los
caracteres mencionados aparecen en diferentes especies de los géneros Salicornia y
Sarcocornia, sin que ninguno de ellos caracterice un grupo monofilético o a uno de los

dos géneros estudiados.

Caracteristicas de las hojas: filotaxis (caracter 4), apice de las hojas (caracter 5),

quilla en los artejos (caracter 6) y tipo de estoma (caracter 8)

La presencia de hojas opuestas (cardcter 4) es un caracter plesiomorfico de todas
las especies estudiadas. Los caracteres relacionados con el apice de las hojas y la quilla
(caracteres 5 y 0) son mas variables, presentando distintos estados de caracter
compartidos por los géneros Sarcocornia y Salicornia. Este es el caso de la presencia de
hojas con apice agudo (caracter 5), que es un cardcter dominante para las especies de
Salicornia, pero en el seno del género Sarcocornia el apice puede ser tanto agudo como
obtuso. La quilla de los artejos y su distincidon (caracter 6) suele ser mayormente ausente
o poco distinguible para ambos géneros, sin que exista un patrén taxonémico claro. A
nivel micromorfolégico, los tipos estomaticos (cardcter 8) aparecen nuevamente
entremezclados entre las especies de estos dos géneros. No obstante, ha resultado ser
importante para la identificaciéon taxonémica de las especies europeas y norteafricanas

Sarcocornia perennis'y S. fruticosa, como se explicara con detalle en el capitulo 3.
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Caracteristicas de las inflorescencias: ramificacion de la inflorescencia (caracter
10), longitud de la espiga terminal (caracter 11), numero de artejos fértiles
(caracter 12), longitud de los artejos fértiles (caracter 13) y anchura de los

artejos fértiles (caracter 14)

La presencia de inflorescencias ramificadas (cariacter 10) es un caracter
dominante en las especies estudiadas, tratindose de un caricter plesiomorfico del
grupo. Tanto Sarcocornia como Salicornia lo comparten, aunque en el género Sarcocornia
hay ciertas excepciones, como las especies americanas S. andina (Phil.) Freitag, M.A.
Alonso & M.B. Crespo o S. pulvinata (R.E. Fr.) AJ. Scott, o la especie europea-
norteafricana S. perennis. Los caracteres relacionados con la longitud de la espiga
terminal (caracter 11), el nimero de artejos fértiles (caracter 12) y el tamafio de los
artejos fértiles (caracteres 13 y 14) no permiten hacer distinciones entre grupos de

plantas, ya que los géneros estudiados comparten los distintos estados identificados.

Caracteristicas de las flores: numero de flores (caracter 16), numero de
estambres (caracter 22), longitud de las anteras (caracter 23), tipo de especies
atendiendo a la sexualidad de las flores (caracter 24), maduracion diferencial de
las anteras y estigma (caracter 25) y tipo de dicogamia (caracter 26)

Existe un predominio de cimas trifloras (caracter 16), siendo éste un caracter
plesiomérfico, que no se mantiene en algunas especies del grupo externo (Tecticornia
indica y T. anstralasica), o en el caso de la especie S. fruticosa donde en casos aislados
aparecen cimas con cuatro flores. El nimero de estambres (caracter 22) presenta dos
estados de caracter, que aparecen reflejados en el ancestro comun, aunque flores con
mas de un estambre seria el caricter dominante entre las especies estudiadas. Las
anteras con una longitud superior a 0.5 mm es un caracter plesiomoérfico que aparece en
todos los clados. Sin embargo, dentro del clado constituido por las especies del género
Salicornia, también aparecen especies que presentan anteras con longitudes inferiores a

0.5 mm, compartiendo este caracter apomorfico con la especie Microcnenunr coralloides.

El tipo de especies atendiendo a la sexualidad de las flores (caracter 24, Figura
1.5B) presenta cinco estados de caracter, de los cuales, las flores hermafroditas son la
estrategia dominante, apareciendo este caracter en todos los clados. El género

Sarcocornia presenta aun asi tres estados de caracter (flores ginomonoicas, hermafroditas
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y ginodioicas), y el género Salicornia dos (flores andromonoicas y hermafroditas), de los
cuales, el caracter flores andromonoicas es exclusivo del género Salicornia presentandolo
tan solo una especie dentro del anilisis realizado (Salicornia europaea L.), frente a
Sarcocornia que presenta de manera exclusiva flores ginodiocas. Tales estados de caracter

(flores ginodioicas y andromonoicas) serfan apomorfias.

Los caracteres maduracién diferencial de las anteras y el estigma (caracter 25) y
tipo de dicogamia (caricter 20) se encuentran intimamente relacionados. Atendiendo a
los resultados obtenidos, la presencia de flores dicégamas dentro del clado
Salicornia/ Sarcocornia ha sido la estrategia que se ha mantenido desde la aparicion del
ancestro comun a ambos géneros, aunque no se dispone de datos especificos para el
grupo de las especies americanas de Sarcocornia. El ancestro comun presenta los dos
estados de caracter en igual proporcion para el tipo de dicogamia (caracter 26). Ante
estos resultados, no se puede saber cual ha sido la estrategia dominante de tipo de

dicogamia (flores proteroginas o proterandras) en Sarcocornia y Salicornia.

Caracteristicas de las semillas: longitud de la semilla (caracter 34), anchura de Ila
semilla (caracter 35), color de la semilla (caracter 36), tipo de tricoma (caracter
37), disposicion de los tricomas en la semilla (caracter 39) y longitud de los

tricomas (caracter 40)

Los caracteres que se encontrarfan en las semillas del ancestro de los géneros
Sarcocornia 'y Salicornia serfan semillas de un tamafio comprendido entre 1 y 1.5 mm de
longitud (caracter 34) y con una anchura inferior a 1 mm (caracter 35), de color marrén
(caracter 30) y que podrian presentar papilas o pelos (caricter 37, Figura 1.5C),
pudiendo ser adpresos o patentes (caracter 39) con una longitud menor o igual a 100
um (caracter 40), o por el contrario, tener otro tipo de indumento, sin papilas o pelos
(Figura 1.5C). Todos estos caracteres no proporcionan variabilidad entre Salicornia y
Sarcocornia, ya que en todos los casos, ambos géneros comparten algin estado de

caracter. Por lo que no son caracteres utiles para su separacion.
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Figura 1.5. Estados de caracter para los taxones estudiados, mapeados sobre el arbol consenso obtenido
de la combinacion de las regiones nucleares ITS y ETS. Los estados de caracter ancestrales se han
derivado de un modelo cuyos parametros se han optimizado usando Maxima Parsimonia —asumiendo la
opcion de caracteres desordenados—, implementado en MESQUITE 2.74 (MADDISON & MADDISON, 2010).
Los caracteres correspondientes se han codificado atendiendo a la tabla 1.1. A. Habito (caracter 1). B.
Tipo de especies atendiendo a la sexualidad de las flores (caracter 24). C Tipo de tricoma (caracter 37).
Las abreviaturas hacen referencia a: Microc. (Microcnemum), Sar. (Sarcocornia).
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Caracteristicas cromosomicas: numero basal de cromosomas (caracter 47) y

niveles de ploidia (caracter 48)

Todas las especies estudiadas del clado Sarcocornia/ Salicornia presentan el mismo
numero cromosémico basal (x=9); tan solo dentro del grupo externo la especie
Arthrocnemum macrostachyum presenta una dotacién cromosémica diferente (x=18). La
presencia de distintos niveles de ploidia (e.g. diploide, triploide, tetraploide, hexaploide
y octoploide) define al clado Sarcocornia/ Salicornia, compartiendo el nivel diploide y el

tetraploide.

4.4.4. Caracteres morfolégicos exclusivos de ciertos taxones del grupo

externo

Caracteristicas de las inflorescencias: fusién (por parejas) de las bracteas

(caracter 9)

La presencia de bracteas soldadas es un caracter plesiomoérfico para los géneros
Salicornia, Sarcocornia, Arthrocnemum y Microcnenum. Dentro del género Tecticornia aparecen
los dos estados de caracter, como puede observarse en las especies T. zndica y T.
anstralasica (Apéndice 2), siendo la dltima de ellas, la que presenta el caricter apomorfico

de hojas libres dentro de las especies estudiadas.

Caracteristicas de las flores: exercion de las flores (caracter 15), presencia de
tabique de separacion entre las flores (caracter 19), numero de piezas del
perianto (caracter 20) y textura del perianto (caracter 21)

El caracter flores exertas (cardcter 15) es una autoapomorfia de la especie A.
macrostachyum, ya que el resto de especies estudiadas tanto en el grupo externo como en
el clado Sarcocornia/ Salicornia, presentan flores no exertas. La ausencia de un tabique de
separacion entre las flores (caracter 19) también es una apomortia de A. macrostachyum,
aunque faltarfa confirmar si también la presentan las especies Tecticornia indica y T.
anstralasica. Respecto al nimero de piezas del perianto (caracter 20), unicamente 1. indica
y 1. anstralasica presentan un numero inferior a cuatro, tratindose por lo tanto de una
apomorfia asociada a este género. Por ultimo, la presencia de textura membranosa en el

perianto (caracter 21) aparece tanto en 1. australasica como en Microcnemum coralloides,
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tratindose de otro cardcter apomorfico dentro del grupo externo, puesto que el resto de

especies estudiadas presentan una textura carnosa.

Caracteristicas de las semillas: textura del pericarpo (caracter 29), semilla
rodeada totalmente por el pericarpo (caracter 30), adherencia del pericarpo a la
semilla (caracter 31), fusion del pericarpo al perianto maduro (caracter 32) y

orientacion de la semilla relativa al eje del tallo (caracter 33)

Del grupo externo, el género que presenta mayor numero de apomorfias, en
relacién con las caracteristicas de la semilla, es Tecticornia. Por una parte, 1. indica se
caracteriza por tener un pericarpo lefioso (caracter 29) que rodea totalmente a la semilla
(caracter 30). Por otra patte, las semillas de T. australasica son las Gnicas que tienen una
otientacion horizontal (caracter 33). En relacién con la adherencia del peticarpo a la
semilla (cardcter 31), es parcial en T. awstralasica, y el peticarpo no esta fusionado al
perianto maduro (caracter 32). Cabe sefialar que M. coralloides comparte con T.

anstralasica la presencia del pericarpo libre en relacién con el perianto maduro (caracter

32).

Caracteristicas metabdlicas: metabolismo fotosintético (caracter 46)

La presencia de metabolismo fotosintético Cs4 (caracter 46) es un caracter
apomorfico que aparece unicamente en la especie T. zndica, ya que el resto de especies
estudiadas presentan un metabolismo Cs, que es el que se encuentra presente en el

ancestro comun a los géneros Salicornia y Sarcocornia.

5. DISCUSION

5.1. Relaciones filogenéticas del clado Salicornia/Sarcocornia en el seno

de la subfamilia Salicornioideae

En relacién con los géneros que constituyen la subfamilia Sa/cornivideae, el clado
Salicornia/ Sarcocornia presenta una identidad propia, tanto desde el punto de vista
molecular como morfolégico, frente al resto de los géneros estudiados de la subfamilia
(Figuras 1.1, 1.2 y 1.3). Otros autores han analizado con mayor detalle las relaciones
entre todos los componentes de la subfamilia Salicornivideae (IKADEREIT et al., 2006), o

han tenido en cuenta tan solo los géneros australianos (SHEPHERD e7 al., 2004, 2005a).
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En ambos casos, estos autores han puesto de manifiesto la separacién entre el clado
Salicornia/ Sarcocornia y el resto de especies pertenecientes a distintos géneros de la
subfamilia (Allenrolfea, Arthrocnemum, Halocnemum, Halopeplis, Halostachys, Heterostachys,

Kalidium, Microcnemum y Tecticornia).

Los analisis moleculares realizados con las regiones nucleares ITS y ETS
confirman la monofilia del grupo constituido por los géneros Salicornia y Sarcocornia
(Figuras 1.1, 1.2 y 1.3), coincidiendo con los resultados obtenidos en trabajos previos
(SCHUTZE et al, 2003; SHEPHERD e/ al., 2004, 2005a; KADEREIT ef al., 2006, 2007;
MURAKEOZY et al., 2007). Sin embargo, es en el interior de dicho clado, donde las
relaciones entre ambos géneros no llegaron a clarificarse con los trabajos antes citados.
A través de los resultados aqui obtenidos, se puede comprobar la posicién cambiante
del clado monofilético del género Salicornia, el cual atendiendo a la regidén analizada, se
encuentra mas relacionado con el grupo sudafricano-australiano del género Sarcocornia
(ITS, Figura 1.1) o por el contrario, con el grupo europeo, norteafricano y americano
del género Sarcocornia, en el caso de ETS y del andlisis nuclear combinado (Figuras 1.2 y
1.3, respectivamente). Este mismo hecho queda reflejado en los resultados obtenidos
por KADEREIT ¢t al. (2006, 2007) para las regiones ITS, ETS y apB-rbel, asi como
también, por SHEPHERD e¢f a/. (2004, 2005a) con las regiones ITS y #zL.. En ambos
trabajos, el clado Salicornia aparece relacionado con las especies sudafricanas y
australianas del género Sarcocornia cuando se analiza la regiéon I'TS, mientras que para el
resto de regiones, se encuentra mas relacionado con el grupo europeo, norteafricano y
americano. El caso del género Sarcocornia es distinto, ya que en ninguno de los analisis
aqui realizados, constituye un grupo monofilético (Figuras 1.1, 1.2 y 1.3), coincidiendo
plenamente con lo aportado por SHEPHERD ef al. (2004, 20052), KADEREIT e7 a/. (2000,
2007) y MURAKEOZY et al. (2007).

Desde el punto de vista morfolégico, a través del rastreo de caracteres realizado
(Tabla 1.1), se ha visto que existen caracteres que permiten separar los géneros Salicornia
y Sarcocornia del resto de los componentes de la subfamilia. Se trata de caracteres
morfolégicos relacionados con las semillas (Figura 1.4A), en donde los géneros
Arthrocnemum, Halocnemmum, Microcnemnm y Tecticornia presentan semillas con embrion

curvado, abundante perisperma y un tipo de ornamentacién del indumento de la
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exotesta de tipo 1 y 2. Mientras que la presencia de embrién conduplicado, ausencia de
perisperma o presencia de trazas de éste (SHEPHERD ¢ al., 2005a) y semillas con pelos o
papilas en su exotesta es propio de Sarcocornia/ Salicornia. Estos mismos caracteres son
los que comentan SHEPHERD e7 a/. (2005a) y KADEREIT ¢f al. (2006) en su rastreo
mortfoldgico para identificar el clado Salicornia/ Sarcocornia frente al resto de géneros de
la subfamilia. Ademas, atendiendo al trabajo de KKADEREIT ¢ a/ (2000), existen
sindromes de caracteres que permiten diferenciar a nivel individual los distintos géneros

que componen la subfamilia.

5.2. Relaciones filogenéticas y sistematica del grupo

Salicornia/Sarcocornia: implicaciones taxonémicas

El gtupo Salicornia/ Sarcocornia presenta una identidad molecular y morfolégica, al
conformar un clado monofilético que presenta caracteres morfolégicos propios en
relacién con el resto de géneros de la subfamilia Salicornioideae. Sin embargo, tal y como
se ha dicho en el apartado 5.1. de este capitulo, estos dos géneros no constituyen dos
grupos monofiléticos: el género Sarcocornia es parafilético en relacién con el grupo

monofilético Sakcornia (Figuras 1.1, 1.2y 1.3).

Desde un punto de vista morfolégico, el nimero de caracteres que permite
diferenciar a estos dos géneros es muy reducido. SCOTT (1977) propone, por primera
vez, la separacién de estos dos géneros atendiendo al hecho de ser plantas anuales o
perennes y a la posicion relativa de las flores en el artejo fértil. A pesar de ello, muchos
autores (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; WILSON, 1980, 1984; CONNOR, 1984; VALDES
et al., 1987ab; CASTROVIEJO, 1990; STACE, 1991; CASTROVIEJO & LAGO, 1992;
O’CALLAGHAN, 1992; TAN, 1997; BOULOS, 1999; DAVY e al, 2001; BALL, 2003;
KADEREIT ¢f al., 2003, 2005a, 2006, 2007; SHEPHERD et al., 2004, 2005a,b; JEANMONOD
& GAMISANS, 2007; MURAKEOZY et al., 2007; STEFFEN e¢f al, 2009, 2010; CABELLO,
2011; FUENTE e al., 2011) han aceptado la clasificacion realizada por SCOTT (1977). El
caricter anual o perenne, no parece tener validez por si mismo para la separacion de
dos géneros en el seno de la familia Amaranthaceae. Existen numerosos ejemplos de
géneros en esta familia que presentan taxones anuales y perennes (e.g. Atriplex 1., Beta
L., Camphorosma L., Chenopodium L., Patellifolia A.]. Scott, Ford-Lloyd & J.T. Williams,

Salsola L., Snaeda Forssk. ex ].F. Gmel), y no se ha empleado este tipo de caricter para
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separarlos en géneros diferentes. Ademads, en la propia subfamilia Salcornioideae, los
géneros Tecticornia 'y Halopeplis incluyen tanto especies anuales como perennes (WILSON,
1972; KADEREIT ¢t al., 2006; SHEPHERD & WILSON, 2007). Y en el género Salicornia,
hay especies que presentan formas perennantes, tal es el caso de la especie eurasiatica S.
perennans. Con respecto a la posicion relativa de las flores, SCOTT (1977) sefiala que las
flores en Sarcocornia estarfan mas o menos alineadas y en Salicornia formando un
triangulo, con una flor central claramente por encima de las laterales. Sin embargo, tal y
como comenta LOPEZ GONZALEZ (1997), en el caso de plantas con flores solitarias
como Salicornia nniflora Toelken y S. pusilla J. Woods (SHEPHERD & WILSON, 2007), este
caricter no se puede observar. Ademas, pierde gran parte de su valor taxonémico
cuando se comprueba que la especie australiana Sarcocornia blackiana, presenta las flores
centrales de la cima normalmente en dos filas (WILSON, 1980). Son varios los autores
(BALL, 1964; LAuUsI, 1982; MEIKLE, 1985; FREITAG 1989, 2000; BALL & AKEROYD,
1993; KUHN ¢ al., 1993; GIUSTL, 1997, LOPEZ GONZALEZ, 1997; JUDD & FERGUSON,
1999), que tampoco aceptaron la propuesta de SCOTT (1977); aunque KADEREIT ef /.

(20006) indican que este caracter si presenta un elevado valor taxonémico.

Sin embargo, son mds numerosos los caracteres morfolégicos comunes a los
dos géneros, que aquellos propuestos por SCOTT (1977) que han sido utilizados
tradicionalmente para separarlos. El rastreo morfoldgico aqui realizado ha mostrado
que caracteres relacionados con la longevidad de la planta, el habito, las hojas, las
inflorescencias, las flores, las semillas y el numero cromosémico, tienen estados
compartidos por los dos géneros. En relaciéon con el hibito, a pesar de ser un caricter
diagnoéstico entre las especies americanas y sudafricanas del género Sarcocornia (ALONSO
& CRESPO, 2008; STEFFEN ef al., 2009, 2010), no lo es para discernir entre Salicornia y
Sarcocornia. Parece ser, que el habito erecto junto con la ausencia de tallos radicantes, se
fijaron de manera temprana en la evolucién de ambos géneros, identificindose como
una condicién ancestral para ellos (Figura 1.5A). Sin embargo, algunas especies
desarrollaron la presencia de un habito postrado con tallos radicantes como Sarcocornia
perennis o 8. magellanica (Phil.) M.A. Alonso & M.B. Crespo, o solamente un habito

postrado como . natalensis.
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La filotaxis de las bricteas es opuesta para todos los géneros presentes en el
estudio, tratindose por tanto de un caracter plesiomérfico en la filogenia realizada. A
pesar de ello, otros géneros de la subftamilia Salicornivideae no incluidos en el analisis
(Allenrolfea, Halopeplis, Heterostachys y Kalidium), presentan una filotaxis de bracteas
alternas. Por lo que se puede decir que la presencia de bracteas opuestas, no es un
caracter exclusivo de la subfamilia, sino que sirve para diferenciar entre géneros, no
siendo éste el caso de Salicornia y Sarcocornia. Hay que destacar, que este caracter se
encuentra dentro del desarrollo de las hojas, y que al igual que en las flores, es un
proceso regulado genética y hormonalmente (COEN & MEYEROWITZ, 1991; SMITH &
HAKE, 1992), y fijado de manera temprana en la ontogenia de las hojas (KUHLEMEIER,
2007). Igualmente, el tipo estomdtico aparece tempranamente en el desarrollo de las
hojas (GAY & HURD, 1975), y de nuevo, Salicornia y Sarcocornia comparten los dos
estados de este caracter morfoldgico. Asi, Salicornia ramosissima J. Woods y 8. meyeriana
presentan estomas expuestos como Sarcocornia perennis o S. neei, mientras que por
ejemplo Salicornia uniflora, Sarcocornia fruticosa y S. pacifica presentan estomas hundidos

(O’CALLAGHAN, 1992; GUILLO ¢f al., 2012a).

De entre los caracteres estudiados relacionados con las flores, aquellos que
tratan la sexualidad de las flores y las estrategias para evitar la autopolinizacién, han sido
previamente estudiados para las especies australianas de la subfamilia Salicornioideae
(WILSON, 1980; SHEPHERD e al, 2005a; SHEPHERD & WILSON, 2007). El
hermafroditismo se presenta como aquel caracter que se fij6 inicialmente en el ancestro
comun de las plantas estudiadas, apareciendo después el resto de estados descritos, que
dieron lugar a una sexualidad floral muy variable. De hecho, un mismo género como
Sarcocornia puede presentar hasta tres estados de caricter (flores ginomonoicas,
hermafroditas y ginodioicas), que ademas, alguno de ellos (estado de hermafroditismo)
esta compartido con Salicornia (Figura 1.5B). El hecho que estas plantas sean anemofilas
ha favorecido el desarrollo de distintas estrategias para prevenir la autogamia
(FERNANDEZ-ILLESCAS ¢ al., 2011), como es la maduracién diferencial de las anteras y
del estigma. Segin FERNANDEZ-ILLESCAS e¢f al. (2011) dentro del género Sarcocornia, S.
perennis y S. fruticosa no son dicégamas, aun asi, especies americanas y sudafricanas si lo

son, compartiendo con Salicornia este caricter, que aparece como plesiomorfico. A
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pesar que el tipo de dicogamia pueda parecer un caricter para separar Salicornia de
Sarcocornia, otras especies de Sarcocornia no incluidas en el andlisis como S. mossiana,
también tienen flores proterandras (TOLKEN, 1967), no siendo por lo tanto, este estado

exclusivo del género Salicornia.

Los caracteres seminales no han dado suficiente resolucién para poder distinguir
entre los dos géneros, tal y como ocurre a nivel especifico dentro del género Sarcocornia
(SHEPHERD ¢ al., 2005b; ALONSO & CRESPO, 2008; STEFFEN ef al., 2010; GUILLO ¢ al.,
2012a). Ambos géneros comparten los caracteres plesiomérficos en cuanto a tamaflo,
coloracion y caracteristicas relacionadas con el indumento de la exotesta de las semillas.
A parte de los caracteres antes mencionados, se deberfa profundizar en el estudio
anatémico de la semilla, ya que caracteres como presencia de lipidos, de cuerpos
proteicos y de granos de almidén en la semilla, podrian aportar nuevos datos en

relacién con la diferenciacion de los géneros Salicornia 'y Sarcocornia.

El caracter tipo polinico no aporta ninguna informaciéon taxonémica a nivel
genérico, ya que es el mismo para todos los géneros de la subfamilia Sakicornioideae
(VALDES e/ al., 1987a; FERNANDEZ-ILLESCAS ¢/ al., 2010), aunque se han descrito
algunos caracteres variables en cuanto al diametro del grano, el tamafio del poro o la
ornamentacion (MUDIE ¢ al., 2005), pero sin significado taxonémico (FERNANDEZ-

ILLESCAS et al., 2010).

En relacion con el nimero basal cromosémico, los dos géneros presentan una
dotacion cromosémica basica de x=9. Tanto Salicornia como Sarcocornia se caracterizan
por tener diversos niveles de ploidia, formando un gran complejo de especies
poliploides, donde el rango de variacién fenotipica dificulta el establecimiento de limites
taxonémicos. Dentro del género Salicornia se han descrito especies diploides y
tetraploides (CASTRO & FONTES, 1946; CONTANDRIOPOULOS, 1968; LAUSI, 1969;
CASTROVIEJO & COELLO, 1980; HERRERA-GALLASTEGUI ¢/ al., 1989; RUNEMARK,
1996), aunque también se encontré una forma triploide de la especie S. veneta Pignatti &
Lausi en Italia (CRISTOFOLINI & CHIAPELLA, 1970), y recientemente se ha descrito la
especie S. altaica Lomon. como decaploide (LOMONOSOVA, 2005). Ademas, en el
género Sarcocornia la poliploidizacion es evidente, con especies que van desde diploides

hasta octoploides (2#=18, 27, 36, 54, 72) (CASTRO & FONTES, 1946;
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CONTANDRIOPOULOS, 1968; NILSSON & LASSEN, 1971; CASTROVIEJO & COELLO,
1980; CASTROVIEJO & LAGO, 1992; LAGO & CASTROVIEJO, 1993), e incluso, se han
descrito tres hibridos con las siguientes dotaciones cromosémicas 27=45, 54 y 72

(CASTROVIE]JO & LAGO, 1992).

En comparacién con otros géneros que forman parte de la subfamilia
Salicornioideae, los géneros Salicornia y Sarcocornia no tienen caracteristicas morfologicas
propias. La utilizacion de caracteres vegetativos y florales tales como la filotaxis de las
hojas y las bracteas, la fusién o no de las bracteas, el tipo de perianto o de pericarpo y el
tipo de embrién, permiten diferenciar facilmente entre _Alenrolfea, Arthrocnennm,
Halocnemum, Halopeplis, Halostachys, Heterostachys, Kalidinm y Microcnemums; sin embatgo,
estos mismos caracteres no se pueden utilizar entre Sakcornia y Sarcocornia. Desde un
punto de vista filogenético, mantener independientes los géneros Sarcocornia y Salicornia
estarfa reflejando, respectivamente, el reconocimiento de un grupo parafilético y

monofilético, como ha sido aceptado por KADEREIT e a/. (2006, 2007).

Los resultados obtenidos muestran la necesidad de realizar nuevos analisis. Por
una parte, un estudio morfoldgico en el que se analicen otro tipo de caracteres, tales
como caracteristicas anatémicas e histoquimicas, que proporcionen nuevos resultados
para el grupo de estudio. Y por otra parte, nuevos andlisis moleculares utilizando
regiones diferentes, o incluso, técnicas moleculares distintas. A la espera de dichos
resultados, se han planteado diferentes hipétesis en relacién con la organizacién
taxondémica mas viable en el grupo Salicornia/Sarcocornia. Se han barajado tres
posibilidades diferentes: la opcién 1 reconocerfa un unico género con cuatro
subgéneros; la opcién 2 reconocerfa cuatro géneros; y la opcidén 3 reconoceria dos

géneros.

Opcion 1: Esta opcion requerirfa la inclusion de todas las especies del clado
Salicornia/ Sarcocornia en un unico género. Esta propuesta taxonémica estarfa en
consonancia con las recientes propuestas realizadas en el seno de la subfamilia
Salicornioideae por SHEPHERD & WILSON (2007). Estos autores realizaron una
reorganizacion taxonomica de los géneros australianos Halvsarcia Paul G. Wilson,
Pachycornia Hook £., Sclerostegia Paul G. Wilson, Tegicornia Paul G. Wilson y Tecticornia,

incluyéndolos todos ellos en el seno del género Tecticornia. De forma similar a los
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resultados aqui obtenidos para Salicornia/Sarcocornia, SHEPHERD & WILSON (2007)
demuestran una escasa diferenciaciéon genética en el reconocimiento de estos géneros, al
no conformar grupos monofiléticos (con la excepcidon de Tecticornia), y ponen de
manifiesto una carencia de caracteres morfologicos claros y consistentes, que permitan

distinguir entre diferentes géneros.

Si esta fuera la opcién elegida, la denominacién taxonémica a nivel de género
corresponderia a Salicornia, atendiendo al Codigo Internacional de Nomenclatura
(MCNEILL ¢t al., 2006). Ademas, cabe indicar que la mayor parte de las especies
reconocidas hoy en dfa en Sarcocornia fueron descritas inicialmente en el seno del género
Salicornia, 1o que apuntarfa a una mayor simplicidad y estabilidad nomenclatural. Esta
opcidn estarfa en consonancia con las ultimas clasificaciones filogenéticas que sefialan el
reconocimiento formal de grupos taxondémicos basados en clados monofiléticos
(STEVENS, 2001 en adelante; APG III, 2009; CHASE & REVEAL, 2009; HUMPHREYS &
LLONDER, 2009), asi como también, con el reconocimiento de taxones correspondientes
a grupos monofiléticos que presentan un respaldo morfoldgico, tal y como algunos
autores estan realizando para diferentes grupos de angiospermas (e.g. GALBANY-

CASALS ¢ al., 2010; MARTINEZ-AZORIN ef al., 2011; FEIST et al., 2012).

En el seno de este género, Sakicornia, se podria proponer una clasificacion
subgenérica, atendiendo principalmente a un criterio monofilético y geografico. En los
andlisis filogenéticos se pueden observar, cuatro grupos monofiléticos dentro del clado
Salicornia/ Sarcocornia. Ademas las especies perennes se agrupan atendiendo a su
distribuciéon geografica, distinguiéndose un clado americano, un clado europeo-
norteafricano y un clado sudafricano-australiano, y por ultimo, estaria el clado
constituido por todas las especies anuales. De esta manera, cada uno de los clados
monofiléticos comentados podrian constituit un subgénero diferente. Esta
reorganizacién infragenérica se encontrarfa en concordancia con las clasificaciones
realizadas en otros géneros de la familia Awarantahceae como Amaranthus 1.. (MOSYAKIN

& ROBERTSON, 1996) o Suaeda (SCHUTZE et al., 2003).

Opcidn 2: Esta opcion supondtia dividir el clado Sakicornia/ Sarcocornia en cuatro
géneros, enfatizando el reconocimiento de grupos monofiléticos. LLos cuatro géneros se

corresponderian con los cuatro subgéneros descritos en la opcién 1. Sin embargo, esta
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opcién no parece ser muy viable ya que no existirfan suficientes caracteristicas

morfoldgicas que permitieran diferenciar entre estos cuatro géneros.

Opcion 3: Esta opcién reconocerfa los dos géneros existentes en la actualidad,
aceptando la separacion tradicional en Salicornia y Sarcocomia, tal y como hacen
SHEPHERD ¢/ al. (2004, 2005a), KADEREIT ef al. (2006, 2007) y MURAKEOZY ¢t al.
(2007). Esta opcién estarfa en consonancia con HORANDL & STUESSY (2010) que
apoyan el reconocimiento de grupos taxonémicos atendiendo a clados parafiléticos. La
disposicién de las flores en el artejo fértil serfa el unico caracter morfolégico que
apoyaria esta separacién en dos géneros, tratindose de un caricter con un mayor

significado taxonémico que el hecho de tratarse de plantas anuales o perennes.

De las tres opciones planteadas, el reconocimiento de cuatro géneros serfa la
opcién menos viable, ya que como se ha dicho, la ausencia de caracteres morfolégicos
no apoyarfa esta separaciéon. En cuanto a las opciones 1 y 3, se ha decidido reconocer
los géneros Salicornia y Sarcocornia como entidades taxonémicas independientes (opcion
3), tal y como hacen otros autores (SHEPHERD ef al., 2004, 2005a; KADEREIT e¢f al.,
2006, 2007, MURAKEOZY et al., 2007). No obstante, es posible que futuros estudios
muestren la existencia de algin nuevo cardcter estable, que junto con la disposicién de
las flores en el artejo fértil apoyen la separacién de ambos géneros, o por el contrario,
apoyen la ausencia de diferencias entre ellos, y por tanto, sea necesario realizar una

reclasificacién taxonémica, como la planteada en la opcion 1.
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Capitulo 2: Relaciones filogenéticas, diversificacion y biogeografia del género Sarcocornia

1. INTRODUCCION

El estudio de las especies del género Sarcocornia en el continente americano
comenzé fruto de las grandes expediciones del siglo XVIII. El primer autor que
describié una especie fue MICHAUX (1803) con material procedente de las costas de
Carolina, y lo hizo en el seno del género Salicornia, con la denominaciéon de Salicornia
ambigna |=Sarcocornia ambigna (Michx.) M.A. Alonso & M.B. Crespo]. A partir de esta
primera descripcién, hubo muchas otras en todo el continente americano (LAGASCA,
1817; KUNTH, 1818; MOQUIN-TANDON, 1840; LORENTZ & NIEDERLEIN, 1881;
PuiLippr, 1891, 1895). Cabe sefialar que se llegaron a proponer hasta 18 taxones,
atendiendo a formas morfoldgicas diferentes. Sirva de ejemplo el caso de la expedicion
a Rio Negro (Argentina), que se realiz6 a finales del siglo XIX (LORENTZ &
NIEDERLEIN, 1881), donde se llegaron a describir tres taxones de Salicornia en una
misma localidad: S. corticosa var. nachtigalii Niedetl., S. doeringii Lor. & Niedetl. y S. bergii
Lor. & Niedetl; comprobandose, postetiormente, que todos ellos eran la misma
especie, e incluso esa misma especie ya habia sido descrita con anterioridad como
Salicornia neei Lag. (LAGASCA, 1817) vy S. peruviana Kunth (KUNTH en VON HUMBOLDT
et al., 1818). En consecuencia, algunas de las especies sudamericanas de este género se
han citado hasta con ocho nombres diferentes. La controversia definitiva lleg6 de la
mano de SCOTT (1977), cuando publicéd la desctipcion del género Sarcocornia. En su
trabajo, este autor sinonimizé la mayor parte de las especies perennes americanas a los
dos tixones descritos de Europa: Sarcocornia fruticosa y Sarcocornia perennis. En el dltimo
trabajo de revision taxonémica y nomenclatural de los tixones de Sarcocornia
sudamericanos realizado por ALONSO & CRESPO (2008), se ha aceptado la existencia de
solo cinco especies: S. ambigna (Michx.) M.A. Alonso & M.B. Crespo; . andina (Phil.)
Freitag, M.A. Alonso & M.B. Crespo; S. magellanica (Phil.) M.A. Alonso & M.B. Crespo;
S. neei (Lag.) M.A. Alonso & M.B. Crespo v S. pulvinata (R.E.Fr.) A.]. Scott. En el caso
de Norteamérica, se reconocen tres especies: S. ambigna, S. pacifica (Standl.) A.J. Scott y
S. utabensis (Tidestr.) A.J. Scott, que, en ocasiones, son igualmente confundidas con las
especies S. fruticosa 'y S. perennis (BALL, 2003; ALONSO & CRESPO, 2008). Por dltimo, se

quiere indicar que a finales del siglo XIX, PARISH (1898) describié la especie Salicornia
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subterminalis Parish para el oeste de Norteamérica. Sin embargo, STANDLEY (1914) la

combiné en el seno del género Arthrocnenum, como A. subterminale (Parish) Standl.

En Europa y Norte de Africa, se acepta ampliamente la existencia de dos
especies del género Sarcocornia: S. fruticosa y S. perennis (SCOTT, 1977; CASTROVIEJO &
COELLO, 1980; GREUTER ef al, 1984; VALDES e al., 1987a,b; CASTROVIEJO, 1990;
STACE, 1991; AIZPURU e/ al., 1999; VALDES ¢/ al., 2002; JEANMONOD & GAMISANS,
2007; DAVY et al., 2006; SANCHEZ-GOMEZ & GUERRA, 2007), ambas descritas por
primera vez bajo el género Salicornia, por lo que en algunos trabajos aparecen
denominadas de esta forma (MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA, 1963;
MEIKLE, 1985; FREITAG, 2000; COSTE, 2007) o Arthrocnemum (AELLEN et al., 1967,
LAUSI 1982; BOLOS & VIGO, 1990; BALL, 1993). De ellas, también se han descrito
numerosas subespecies y variedades, que en la mayorfa de los casos han respondido a
meros cambios en la morfologfa por causas fundamentalmente ecolégicas (QUEZEL &
SANTA, 1963; CASTROVIEJO & COELLO, 1980; RIVAS-MARTINEZ, 1988; CASTROVIEJO

& LAGO, 1992; LOPEZ GONZALEZ, 1997; LAHONDERE, 2004).

En el marco de la peninsula ibérica, CASTROVIEJO & COELLO (1980) publicaron
una sintesis taxondémica y cariolégica en la que confirmaron la presencia de tres
taxones: S. fruticosa, S. perennis subsp. perennis y S. perennis subsp. alpini. El criterio
utilizado para diferenciar entre estos taxones fue unicamente morfolégico, basado en la
presencia de porte arbustivo y tallos no enraizantes en S. fiuticosa, frente a tallos
enraizantes y decumbentes en S. perennis. En el seno de la especie S. perennis, estos
autores identifican la subespecie tipica por sus tallos enraizantes débiles, mientras que
son rigidos y tortuosos en S. perennis subsp. alpini. Este tratamiento taxonémico lo han
utilizado diversos autores (VALDES ¢ al, 1987ab, 2002; CASTROVIEJO, 1990;
REDONDO, 2004; DAVY ¢t al., 2006; SANCHEZ-GOMEZ & GUERRA, 2007; CABELLO,
2011), aunque 8. perennis subsp. alpini también ha sido considerada con el rango
especifico, como S. alpini (Lag.) Rivas Mart. (RIVAS-MARTINEZ, 1988; CASTROVIEJO &
LAGO, 1992; MATEO & CRESPO, 2009). Recientemente, se ha descrito una nueva
especie denominada Sarcocornia hispanica para el sureste ibérico (FUENTE ef al., 2011). La

distincién de este taxon, respecto a los anteriores, se ha basado en caracteres
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morfolégicos relacionados con el hébito, la forma del 4dpice de las hojas, el tipo de

pericarpo, la forma de las semillas y su tipo de ornamentacién (FUENTE ez /., 2011).

Tanto del continente americano, como del europeo y del Norte de Aftica, los
estudios realizados sobre este grupo de plantas han sido mayoritariamente
morfolégicos, aunque también hay algunos estudios basados en herramientas
moleculares. La mayor parte de ellos han sido incluidos en analisis filogenéticos
generales sobre la subfamilia Salcornivideae (PAPINI et al., 2004; SHEPHERD et al., 2004,
20052; KADEREIT ef al., 20052, 2006, 2007; MURAKEOZY ef al., 2007), siendo escasos los
trabajos filogenéticos enfocados especificamente sobre estos taxones. Existen trabajos
mas especificos llevados a cabo por LUQUE e7 a/. (1995) y FIGUEROA ef al. (2003). Estos
autores han realizado estudios poblacionales mediante el uso de RAPD (“Random
Amplified Polymorphic DNA”) en el suroeste de la peninsula ibérica. LUQUE ez a/. (1995)
pusieron de manifiesto una considerable variacién genética, con una clara
diferenciacion entre los géneros Sarcocornia, Salicornia y Arthrocnemum. FIGUEROA et al.
(2003), utilizaron los RAPD para caracterizar las especies del género Sarcocornia y para

identificar sus posibles hibridos.

2. OBJETIVOS

Atendiendo a los antecedentes expuestos, hasta el momento no se ha realizado
un estudio filogenético detallado de los taxones del género Sarcocornia en América,
Europa y Norte de Africa, que sirva de base para establecer las relaciones taxondmicas
propuestas basadas unicamente en caracteres morfoldgicos. Por estos motivos, se
plantearon los siguientes objetivos:

- Estudiar detalladamente las relaciones filogenéticas entre las especies
americanas, europeas y norteafricanas del género Sarcocornia.

- Clarificar las relaciones filogenéticas entre las especies americanas del género

Sarcocornia.

- Analizar las relaciones filogenéticas entre los tixones de distribucién europeo-
norteafricana.

- Interpretar la diversificacion y biogeografia del género Sarcocornia en su

distribucién americana y europeo-norteafricana.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Estudio filogenético de los taxones de distribuciébn americana,

europea y norteafricana

3.1.1. Material vegetal

Se han analizado 44 muestras pertenecientes a los géneros Sarcocornia,
Arthrocnemum y Halocnemum (Apéndice 1). Como grupo externo, se seleccionaron tres
taxones de los dos dltimos géneros (A. macrostachynm, A. subterminale y H. strobilaceum M.
Bieb.), incluyendo en el analisis dos ejemplares de A. macrostachyum, uno de A.
subterminale y dos de H. strobilacenm. Del género Sarcocornia, se han estudiado un total de
39 especimenes que representan 12 especies distribuidas por el continente americano,

territorios europeo-norteafricanos y sudafricanos.

3.1.2. Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacion

El ADN genémico total se ha extraido de material fresco o procedente de
material desecado en gel de silice (CHASE & HILL, 1991) siguiendo el método
modificado 2XCTAB (DOYLE & DOYLE, 1987). El ADN total se purific6 mediante el
uso de minicolumnas de purificacién de Ultraclean® PCR Clean-Up Kit (MOBIO)
siguiendo el protocolo del fabricante. E1 ADN total se ha depositado en el banco de

ADN de la Universidad de Alicante.

Se ha realizado la amplificacién de cinco regiones de ADN, dos nucleares y tres
plastidiales. Las dos regiones pertenecientes al ADN nuclear fueron ITS y el gen de
copia baja fitocromo C (PHYC). Para ITS, se utilizaron los iniciadores I'TS18 e ITS26
(KAs & WINK, 1997). La amplificacién de PHYC se realizé usando los iniciadores
PhyCDO y PhyCDLE (MATHEWS ¢f al., 1995). Los productos de la amplificacién de
PHYC se clonaron mediante el vector pGEM®-T Easy (Promega Gmbh, Mannheim,
Germany). A partir de las secuencias clonadas, se diseflaron nuevos iniciadores
denominados PHYC-Sar F [5-~ATAAGCTTGCAGTAAGGCC-3’] y PHYC-Sar R [5’-
AAGAAGATCTTGGGTGCATC-3], permitiendo secuenciar directamente un

fragmento de aproximadamente 900 pares de bases. Dicho fragmento se encuentra en
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el primer exén del gen PHYC comenzando a partir de las 677 pares de bases y

continuando en direccion 5°-3.

En el caso del ADN plastidial, las tres regiones empleadas fueron el espaciador
intergénico 1p/32-trnl (VAG), el espaciador intergénico #mQUVG)-rps16 y el intrén 7ps16. La
region 1pl32-tml (UAG) se amplificé utilizando los iniciadores rpl32F y trnL.(VAG) (SHAW o7
al., 2007). La amplificacién de #nQUVUC)-ps16 se realizé con los iniciadores trnQUUO) y
rps16X1 (SHAW e7 al., 2007). Y, por ultimo, 7ps76 se amplificé con los iniciadores tps16
5’exon y rps16 3’exon (DOWNIE & KATZ-DOWNIE, 1999).

Para todas las regiones nucleares y plastidiales, las amplificaciones se realizaron
siguiendo el protocolo: 22 ul de ABgene PCR Mastermix (1.25 U Thermoprime Plus
DNA polymerase; 75 mM Tris-HCI, 20 mM (NH4)2SO4; 2.5 mM MgCla; 0.01% Tween®
20; 0.2 mM de cada ANTP); 0.5 ul de albamina de suero bovino (BSA; 0.4%); 0.5 ul de
cada iniciador; y aproximadamente 50 ng de muestra de ADN. Estas amplificaciones se
realizaron en un termociclador GeneAmp®PCR System 9700 (PE Biosystems, Inc.).
Para ITS, se utilizé el siguiente programa: 2 minutos a 94°C, seguidos de 30 ciclos a
94°C durante 30 segundos, 45°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto, y una
extension final de 72°C durante 4 minutos. Para PHYC, el programa usado fue 3
minutos a 94°C, seguido de 32 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 52°C durante 1 minuto,
72°C durante 1 minuto, y una extension final de 7 minutos a 72°C. Las regiones #p/32-
trn VAG) y trnQUUG)-ps16 compartieron el mismo programa: 1 minuto a 96°C, seguido
de 30 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 52°C durante 2 minutos, 72°C durante 2 minutos,
y una extension final de 10 minutos a 72°C. Para 7ps76, se utilizo el siguiente programa:
30 segundos a 94°C, seguido de 35 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 50°C durante 1
minuto, 72°C durante 1 minuto, y una extensioén final de 10 minutos a 72°C. Los
productos de PCR se purificaron mediante el uso de minicolumnas de purificacion de

Ultraclean® PCR Clean-Up Kit (MOBIO), siguiendo el protocolo del fabricante.

Las secuencias se han obtenido empleando los mismos iniciadores sefialados
anteriormente y han sido editadas con el programa SEQUENCHER v 4.8 (Gene Codes
Corp.). Se utilizé el programa GBLOCKS v. 0.91 (CASTRESANA, 2000; TALAVERA &
CASTRESANA, 2007) con el fin de mejorar los alineamientos, eliminando las regiones

ambiguas. Los parametros utilizados fueron: “Minimmum Number of Sequences for a Conserved
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Position” y “Minimum Number of Sequences for a Flank Position”: la mitad del nimero de
secuencias en cada caso; “Minimmum Number of Contignons Nonconserved Positions”™: 5;
“Masznnm Number of Contignous Nonconserved Positions”: 10; “Mininum Length of a Block”: 5,
“Allowed Gap Positions”: “With Half’. La obtencién de la matriz final se ha conseguido

mediante el programa PAUP v. 4.0b10 para Macintosh (SWOFFORD, 2000).

3.1.3. Analisis molecular

Los analisis heutisticos de Maxima Parsimonia (MP) se han realizado con los
programas PAUP v. 4.0b10 para Macintosh (SWOFFORD, 2000) y TNT v. 1.1
(GOLOBOFF ¢t al., 2003-2005), con los estados de caracteres no ordenados y los
cambios entre estados igualmente probables (criterio de parsimonia de Fitch) (FITCH,
1971). Las gaps se han codificado como una quinta base. En la bisqueda de los arboles
de mayor parsimonia, la matriz fue analizada con 1000 réplicas con la opcion de adicion
de taxones al azar (“Random Taxon Addition”) y empleando la opcién ““Tree-Bisection-
Reconection” (TBR) en la reorganizacion de las ramas (SWOFFORD ¢ al., 1996). El apoyo
de los clados obtenidos se ha examinado con el método de “bootstrap” (BS,
FELSENSTEIN, 1985), con 2000 réplicas, adiciéon de secuencias simple y con el proceso
de reordenacion de las ramas TBR. Los clados con valores de BS comprendidos entre
50-74% se consideran débilmente apoyados, 75-89% moderadamente apoyados y entre
90-100% fuertemente apoyados (MARTINEZ-AZORIN e al, 2011). Los indices de
consistencia (CI) y de retenciéon (RI) se calcularon excluyendo los caracteres no

informativos.

Los analisis de Inferencia Bayesiana (IB) se calcularon utilizando MRBAYES v.
3.1.2 (HUELSENBECK & RONQUIST, 2001; RONQUIST & HUELSENBECK, 2003).
Previamente, se determinaron los modelos de evolucion mas afines a los datos
utilizando el criterio ALC (“Akaike Information Criterion”) (POSADA & CRANDALL, 1998;
POSADA & BUCKLEY, 2004), implementados con el programa JMODELTEST v. 0.1.1.
(POSADA, 2008). Con este andlisis Bayesiano, se han formado 3000000 de generaciones,
guardando una de cada 200, y se han excluido entre 4500 y 13000 arboles (“burnin”)
para evitar aquéllos que pudiesen haber estado muestreados antes de la convergencia de

las cadenas de Markov. En este caso, el apoyo de las ramas se ha evaluado mediante la
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probabilidad posterior (PP), considerando ésta significativa en las ramas que presenten

un valor igual o superior a 0.95.

3.2. Estudio de los taxones de distribuciéon europeo-norteafricana con la
técnica AFLP

3.2.1. Material vegetal y extraccion de ADN

Se han analizado un total de 53 muestras (23 de 8. fiuticosa y 30 de S. perennis, de
las que siete corresponden a localidades en las que se ha citado tradicionalmente S.
perennis subsp. alpini). Las 53 muestras analizadas pertenecen a ocho poblaciones. Para .
[fruticosa, se han incluido muestras de Cordovilla (COR; Albacete, Espafia), Delta del
Ebro (EBR; Tarragona, Espafia) y Playa de Sancti Petri (PET; Cadiz, Espafia). Para .
perennis subsp. perennis, se estudiaron muestras de las poblaciones de Orzola (ORZ;
Lanzarote, Espafia), Arekmane (ARE; Nador, Marruecos), Chichester (CHC; West
Itchenor, Reino Unido) y Estuario de Aposelemis (APO; Creta, Grecia), y para S.
perennis subsp. alpini, el material vegetal procedia de la poblacién de Laguna de las
Yeguas (YEG; Ciudad Real, Espafa). El nimero de individuos por poblacién varié de
tres a 16 muestras. E1 ADN genémico total se ha extraido siguiendo el protocolo

descrito en el apartado 3.1.2.

3.2.2. Técnica AFLP

Se ha seguido el protocolo de AFLP™ Plant Mapping Protocol (Applied
Biosystems), teniendo en cuenta que el género Sarcocornia se caracteriza por poseer un
genoma de pequefo tamafio (KOCE e a/, 2008), por lo que los iniciadores selectivos
fueron modificados, tal y como sugiere FAY e a/ (2005). Los iniciadores EcoR1
presentan solo dos bases, mientras que el resto de reactivos y rangos de temperaturas
de las amplificaciones siguieron el protocolo original. Se realizaron pruebas con 25
combinaciones de iniciadores diferentes, de los que las combinaciones EcoR1-AC +
Msel-CAC (marcador azul) y EcoR1-AA + Msel-CAC (marcador verde) mostraron
bandas claramente distinguibles. La separacién de los fragmentos marcados con

fluorescencia procedentes de las amplificaciones selectivas, se realiz6 mediante
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electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 5.0 % usando un secuenciador

automatico ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems, Inc.).

3.2.3. Analisis de los datos

El andlisis de los fragmentos se realizé con el programa GENEMAPPER v. 4.0
(Applied Biosystems). Aquellos fragmentos con tamafios comprendidos entre 50 y 500
pares de bases se codificaron como presente (1) o ausente (0), constituyendo una matriz

binaria.

Para obtener una estimaciéon de la singularidad de cada taxon, se calculd el
numero de alelos privados (Npal) utilizando el programa AFLP-SURV (VEKEMANS,
2002). Se construyé un arbol de “Neighbor-Joining” (NJ) (SAITOU & NEI, 1987) basado
en la medida de la distancia de NEI & LI (1979), utilizando el programa PAUP v. 4.0b10
para Macintosh (SWOFFORD, 2000) con el objetivo de detectar una estructuracion
geografica de la variacién genética. El apoyo de los clados fue evaluado con el método
de “bootstrap” (BS; FELSENSTEIN, 1985), con 5000 réplicas. Se realiz6 un analisis de
coordenadas principales (PCOA) basado en la matriz binaria, utilizando el programa
GENEALEX v. 6.4 (PEAKALL & SMOUSE, 20006), con la distancia de SMOUSE &
PEAKALL (1999). Asimismo, se determiné la estructuracién genética utilizando un
analisis bayesiano con BAPS v. 5.4 (CORANDER ¢ a/., 2004). En primer lugar se llevé a
cabo un andlisis de “wmixture” utilizando la opcion de “Clustering of individuals”, donde se
seleccionaron valores de K (numero de grupos) comprendidos entre dos y nueve,
repitiendo cada valor de K diez veces. En segundo lugar, se utilizaron los resultados del
analisis de “wixture” para realizar un analisis de “admixtnre’ (CORANDER & MARTTINEN,
2000). Los parametros usados en este segundo analisis fueron: (1) tamafio minimo de
las poblaciones: tres individuos; (2) 100 interacciones para estimar los coeficientes de
“admixture’ de los individuos; (3) 200 simulaciones en los individuos referenciados de
cada poblacion; (4) 10 interacciones para estimar los coeficientes de “admixture’ en los
individuos referenciados. Por dltimo, se realizdé un andlisis molecular de la varianza
(AMOVA), usando el programa ARLEQUIN v. 3.1 (EXCOFFIER e/ a/., 2005), donde se

compard la variacion genética entre taxones.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudio filogenético de los taxones de distribucion americana,

europea y norteafricana

Los datos referentes a las matrices analizadas, los indices de consistencia y
retencion y los modelos evolutivos obtenidos en cada caso, aparecen en la tabla 2.1. El
analisis de las matrices obtenidas usando el programa GBLOCKS v. 0.91 dio el mismo
resultado que el analisis de las matrices previo a la aplicacion de GBLOCKS v. 0.91, por
lo que los resultados que se muestran se refieren al estudio de las matrices sin haber
utilizado dicho programa. Puesto que los analisis de Maxima Parsimonia e Inferencia
Bayesiana aportan resultados similares, inicamente se presenta en cada caso, el arbol

basado en el analisis de Mdxima Parsimonia.

Tabla 2.1. Principales caracteristicas y resultados de las secuencias analizadas para las diferentes
regiones estudiadas: N° taxones (NUumero de taxones), L. matriz (pb) [Longitud de matriz (pares de
bases)], C. inf. (Caracteres informativos), N° arboles m. pars. (Nimero de arboles mas parsimoniosos), N°
pasos (Numero de pasos), Cl (indice de consistencia), Rl (indice de retencién), Modelo evol. (Modelo
evolutivo). La region rpl32(UAG’-trnL aparece como rpl32-trnL 'y th(UUG)-S’rps16 como trnQ-rps16.
Unicamente la ultima fila se corresponde con los resultados del analisis de Inferencia Bayesiana, el resto
son de Maxima Parsimonia.

IT 132-trnL -rps1
S rpl32-trn trnQ-rps16 rps16 PHYC 24344 1424344
(1) (2) (3) (4) (5)

NO

tixones 44 44 44 44 44 44 44

:BI;')“"'Z 691 923 683 913 913 2519 3210

C. inf. 118 67 53 50 95 170 288

NO

arboles 674 12 3720 1190 20 12 1212

m. pars.

N° pasos 250 102 92 79 195 277 555

Cl 0.788 0.931 0.891 0.949 0.779 0.910 0.807

RI 0.932 0.980 0.964 0.980 0.912 0.970 0.934

Modelo Cada Cada

evol TIM2+1+G GTR+G TVM+G TVM+G  GTR+I+G  region su region su
: modelo modelo
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4.1.1. Andlisis de la region ITS

Los resultados obtenidos en la regién I'TS son coincidentes con los obtenidos en
el capitulo 1, donde se pueden diferenciar dos clados monofiléticos a los que se ha
denominado a y b, respectivamente (Figura 2.1). El “clado a” esta constituido por las
especies americanas, europeas y norteafricanas del género Sarcocornia (89% BS, 1.00 PP),
mientras que el “clado b esta conformado por las especies del género Sarcocornia de

Sudafrica.

Dentro del “clado a”, se diferencian dos grupos monofiléticos fuertemente
apoyados, correspondientes a las especies americanas (subclado al; 98% BS; 1.00 PP), y

a las europeas y norteafricanas (subclado a2; 99% BS; 1.00 PP).

En el “subclado al”, no se observa ni un patrén geografico ni ecolégico (Figura
2.1). Asi, la especie S. utabensis aparece como rama externa a todo el clado americano,
seguida de S. pulvinata. El resto de especies conforman un clado fuertemente apoyado
(95% BS; 1.00 PP) dentro del cual, la posicion filogenética de S. andina y S. ambigna esta
sin resolver. Las especies 8. nees, S. pacifica y S. magellanica forman un clado monofilético
débilmente apoyado solo por IB (0.51 PP). En MP, las relaciones entre S. pacifica y las
poblaciones chilenas de . ez 10 y 11 (Copiapé y Chiloé, respectivamente) junto con S.
andina 'y 8. ambigna estan sin resolver. El resto de ejemplares de Argentina y Perd de S.
neei (7, 8 y 12) junto con la especie S. magellanica constituyen un clado monofilético (51%

BS; 0.96 PP).

En relacién con el “subclado a2”, se diferencian dos grupos monofiléticos
(Figura 2.1). El primero de ellos esta constituido por tres ejemplares de la especie S.
[fruticosa de las poblaciones italianas de San Giovanni de Sinnis (23), Laguna di Orbetello
(24) y Treporti (25), que presenta un fuerte apoyo (99% BS; 1.00 PP), siendo un clado
hermano del resto de ejemplares estudiados de S. fruticosa y S. perennis (98% BS; 1.00
PP). En el interior de este dltimo grupo, la mayor parte de las relaciones entre los
ejemplares de ambos taxones no aparecen resueltas. Atendiendo al analisis bayesiano, se
forman dos grupos en los que ambas especies estan entremezcladas. En primer lugar y
con un apoyo de 0.84 PP, aparece un clado conformado por ejemplares de ambas
especies procedentes de diversas poblaciones atlanticas. En su interior, dnicamente las

muestras de S. perennis forman un grupo monofilético (70% BS; 1.00 PP), ya que los
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ejemplares de S. fruticosa aparecen sin resolver. En el segundo grupo (0.78 PP), la mayor
parte de las poblaciones de S. perennis que lo conforman (Aveiro, 40; Laguna de Pefia
Hueca, 32; Isla Mayor, 31; Caridad, 27; Estuario de Aposelemis, 38; La Macta, 33; Capo
Feto, 39 y Monastir, 43), aparecen formando un grupo monofilético tanto en MP como
en IB (58% BS; 0.97 PP). Por el contrario, el resto de muestras de S. fruticosay S. perennis
aparecen consecutivamente como ramas hermanas al clado de S. perennis, careciendo

muchas de ellas de apoyo.
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Figura 2.1. Uno de los 674 arboles mas parsimoniosos encontrados en el analisis de ITS (longitud del
arbol=250 pasos; CI=0.788; RI=0.932). Las longitudes obtenidas en los arboles con pesos iguales (Fitch)
se muestran en la parte superior de las ramas. En la parte inferior de las ramas se muestran primero los
valores de “bootstrap”, seguidos de las probabilidades posteriores. Un guion (-) denota un clado que
presenta un apoyo < 50 en el correspondiente andlisis filogenético. Las abreviaturas hacen referencia a:
S. (Sarcocornia). La codificacion que aparece junto a los ejemplares estudiados, aparece en el apéndice
1.
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En el caso del anilisis MP, las relaciones de este “subclado a2” son diferentes.
En lugar de aparecer dnicamente los dos grupos monofiléticos antes descritos, la mayor
parte de las relaciones filogenéticas aparecen sin resolver. No obstante se puede
observar la presencia de pequeflos grupos monofiléticos. El primer clado (70% BS) esta
constituido dnicamente por ejemplares de la subespecie tipica de S. perennis procedentes
de poblaciones atlanticas de Reino Unido (41 y 42) y Espafia (34 y 35). El segundo
clado engloba a la mayor parte de las muestras estudiadas, aunque presenta un apoyo
muy débil (56% BS). Dentro de este clado, se observa un grupo monofilético
conformado por la gran mayoria de ejemplares de las dos subespecies de S. perennis de
las poblaciones de Aveiro (40), Laguna de Pefia Hueca (32), Isla Mayor (31), Caridad
(27), Estuario de Aposelemis (38), La Macta (33), Capo Feto (39) y Monastir (43) (58%
BS). El resto de ejemplares de S. perennis y S. fruticosa de las poblaciones de Bonanza
(28), Torroella de Montgri (30), Es Trenc (22), Arles (36) y Agua Amarga (19) aparecen
como ramas hermanas al clado mencionado de . perennis, aunque carecen de apoyo por

lo que sus relaciones filogenéticas aparecen mayormente colapsadas.

4.1.2. Andlisis PHYC

El estudio de PHYC (Figura 2.2) ha dado lugar a un arbol de topologia no
coincidente con los resultados previos de ITS (Figura 2.1). Por un lado, se puede
observar la existencia de un clado conformado por especies tanto americanas como
europeas y norteafricanas (8. neei, S. magellanica, S. perennis y S. fruticosa), con un fuerte
apoyo en ambos andlisis (100% BS; 1.00 PP). Por el otro lado, el resto de las muestras
analizadas aparecen formando un unico grupo monofilético (72% BS; 1.00 PP), donde
se aprecian relaciones filogenéticas similares a las indicadas en el analisis de I'TS, aunque

la posicion de algunos taxones y de las poblaciones analizadas es diferente.

Dentro del “clado a” (83% BS, 0.95 PP), se pueden distinguir dos grupos
monofiléticos denominados subclados al y a2, respectivamente. El “subclado al” esta
formado por todas las especies americanas, con la presencia de un tnico ejemplar de S.
[fruticosa (Agua Amarga, 19) como la rama externa al clado monofilético de las especies
americanas (87%BS; 0.99 PP). Dentro del clado de las especies americanas, se aprecia
una posicioén filogenética diferente para S. neei (Copiap6, 10), S. andina y S. pulvinata

frente al indicado en ITS. Para la primera de ellas, ésta presenta una posicién externa a
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todo el clado americano, mientras que S. andina y S. pulvinata aparecen totalmente
embebidas en un clado monofilético formado por S. neei, S. pacifica y S. ambigna, que

solo presenta un débil apoyo con IB (0.58 PP).
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Figura 2.2. Uno de los 20 arboles mas parsimoniosos encontrados en el analisis de PHYC (longitud del
arbol=195 pasos; CI=0.779; RI=0.912). Las longitudes obtenidas en los arboles con pesos iguales (Fitch)
se muestran en la parte superior de las ramas. En la parte inferior de las ramas se muestran primero los
valores de “bootstrap”, seguidos de las probabilidades posteriores. Un guion (-) denota un clado que
presenta un apoyo < 50 en el correspondiente analisis filogenético. Las abreviaturas hacen referencia a:
S. (Sarcocornia), Amér. (América), Euro. (Europa), N. (Norte), Afric. (Africa) y la codificacion que aparece
junto a los ejemplares estudiados, aparece en el apéndice 1.
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El “subclado a2” estd conformado tnicamente por las especies S. fruticosa y .
perennis (78% BS; 1.00 PP), que presenta como rama mas externa a la poblacién italiana
de Treporti de S. fruticosa (25). En su interior, se observan dos subclados principales,
cuya presencia estd apoyada unicamente con el analisis IB (0.55 y 0.76 PP;
respectivamente). El primero de ellos esta formado por dos ejemplares de S. perennis
subsp. perennis de Reino Unido (41 y 42) (51% BS; 0.98 PP), junto con el representante
de la misma subespecie de la poblacién portuguesa de Aveiro (40). El segundo de ellos
agrupa al resto de las poblaciones de S. perennis y S. fruticosa (0.76 PP). Cabe indicar que
dentro de este clado, la mayor parte de las poblaciones de ambas subespecies de S.
perennis aparecen entremezcladas formando un grupo monofilético tanto en MP como
en IB (94% BS; 1.00 PP). Por el contrario, las muestras de S. fruticosa aparecen
consecutivamente como ramas hermanas al clado de S. perennis, sin formar entre ellas,

un grupo monofilético.

Conviene destacar la presencia de un cjemplar de S. perennis (34) dentro del
“clado b” (74% BS, 0.98 PP). Este ejemplar europeo queda inmerso dentro de un clado
constituido unicamente por especies sudafricanas de Sarcocornia, formando parte de un

grupo (64% BS; 0.96 PP) junto con 8. pillansii y un ejemplar de S. natalensis.

4.1.3. Analisis conjunto del plasto: regiones rp/32-trnL"*®, trnQ"Y®-rps16

y rps16

Se presenta el arbol resultante del andlisis conjunto de las tres regiones
plastidiales (Figura 2.3), ya que el resultado es el mismo que el obtenido del estudio por
separado de cada una de las regiones. La topologia del arbol obtenido es coincidente
con los resultados previos de I'TS (Figura 2.1), salvo algunas excepciones. En términos
generales, se mantiene la existencia de dos clados principales denominados a y b,
respectivamente. El “clado a” (100% BS; 1.00 PP) corresponde a las especies
americanas y euroasidticas y el “clado b” (67% BS) a las especies sudafricanas. Asi
mismo, dentro del “clado a” se puede reconocer la separacién de dos subclados
monofiléticos denominados al (100% BS) en el que se representan todas las especies

americanas y a2 (100% BS; 1.00 PP) donde se engloban las europeo-norteafricanas.
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En relaciéon con el “subclado al” (100% BS), 1a posicién de las ramas basales del
clado americano varfa segin el analisis realizado. En MP, . #zabensis constituye la rama
mas externa, seguida del grupo monofilético formado por S. andina y S. pulvinata (99%
BS). Sin embargo, en IB, la rama mas externa se corresponde con el clado monofilético
S. andina y S. pulvinata (1.00 PP), seguido de . wtahensis (0.63 PP) (el cambio de posicién
de estas dos ramas no viene reflejado en el arbol de la figura 2.3). Con respecto al resto
de especies, todas ellas forman un clado monofilético fuertemente apoyado por ambos
analisis (94% BS; 1.00 PP), pero en el que la posicién de la especie S. magellanica varia
atendiendo al andlisis realizado. En MP, se distinguen tres lineas evolutivas cuyas
relaciones filogenéticas no estan resueltas. La primera de ellas esta conformada por un
clado constituidos por 5. neei (7, 8 y 12) (69% BS), la segunda por un clado formado por
S. neei (10 y 11), 8. pacifica (13 y 14) y 8. ambigna (1) (59% BS) y por ultimo, la tercera
rama estid constituida solo por . magellanica. Por el contrario, en IB la especie S.
magellanica forma parte de un clado monofilético junto a la especie S. nee (muestras 7, 8
y 12) (0.61 PP), donde aparece como rama externa (posiciéon no mostrada en la figura
2.3). Aparte de S. magellanica, el resto de especies americanas aparecen agrupadas en dos
clados monofiléticos. El primero (69% BS; 0.98 PP) esta conformado por tres
ejemplares de S. nee/ de Argentina (7 y 8) y Pera (12), mientras que el segundo (59% BS;
0.96 PP) agrupa el resto de especies, apareciendo el ejemplar de . 7ee/ de Copiapd (10)
como la rama mas externa del clado, en cuyo interior se forma a su vez, otro grupo
monofilético (66% BS; 0.91 PP) constituido por las especies S. ambigua, S. neei (11) y .
pacifica (13 y 14).

El “subclado a2” (100% BS; 1.00 PP) muestra la mayor parte de las posiciones
filogenéticas sin resolver de las especies europeo-norteafricanas. Unicamente se observa
la existencia de dos clados monofiléticos. El primero de ellos (66% BS; 0.94 PP), esta
constituido por diversos ejemplares de S. fiuticosa y de ambas subespecies de S. perennis,
donde se obsetva nuevamente la aparicién de ramas colapsadas, y solo dos de ellas
conforman grupos monofiléticos (54% BS; 0.97 PP y 62% BS; 0.98PP) sin patrén
geografico. El segundo de los clados monofiléticos (63% BS; 0.99 PP), lo conforman
unicamente dos ejemplares de S. fruticosa de Agua Amarga (19) y San Giovanni de Sinnis

23).
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Dentro del “clado b”, formado por especies sudafricanas, llama la atencién la
presencia de la subespecie europea S. perennis subsp. perennis (34), que se encuentra
embebida en el interior de un clado fuertemente apoyado (100% BS; 1.00 PP), formado

por la especie S. natalensis.
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Figura 2.3. Uno de los 12 arboles mas parsimoniosos encontrados en el analisis conjunto de rp/32-
tmL Y, tmQ"®)-rps16 y rps16 (longitud del arbol=277 pasos; CI=0.910; RI=0.970). Las longitudes
obtenidas en los arboles con pesos iguales (Fitch) se muestran en la parte superior de las ramas. En la
parte inferior de las ramas se muestran primero los valores de “bootstrap”, seguidos de las probabilidades
posteriores Las abreviaturas hacen referencia a: S. (Sarcocornia). Un guién (-) denota un clado que
presenta un apoyo < 50 en el correspondiente andlisis filogenético. La codificacién que aparece junto a los
ejemplares estudiados, aparece en el apéndice 1.
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4.1.4. Andlisis conjunto de la region nuclear ITS y regiones plastidiales

Coincidiendo con los anteriores analisis de I'TS y del plasto (Figuras 2.1 y 2.3), se
pueden diferenciar los clados a y b (100% BS; 1.00 PP y 83% BS, respectivamente)
(Figura 2.4), y los subclados al y a2 (100% BS; 1.00 PP, en ambos casos) dentro del

“clado a”.

Dentro del “subclado al”, §. wtabensis constituye la rama mas externa del grupo.
El resto de muestras forman un grupo monofilético que presenta un apoyo de 86% BS
y 1.00 PP. Las especies . pulvinata y S. andina no forman un grupo monofilético como
ocurrfa en el plasto (Figura 2.3), sino que constituyen dos ramas hermanas consecutivas
al clado constituido por 8. neei, S. magellanica, S. pacifica y S. ambigna (98% BS; 1.00 PP).
Las relaciones en el interior de este ultimo clado son coincidentes con las del plasto
(Figura 2.3), apareciendo la especie S. magellanica como hermana del grupo monofilético
constituido por S. neei de Argentina (7 y 8) y Peru (12) (69% BS; 0.99 PP). Al igual que

en andlisis anteriores, no existe un claro patrén geografico en este “subclado al”.

El “subclado a2” (100% BS; 1.00 PP) coincide con el resultado obtenido en I'TS
(Figura 2.1). Se pueden diferenciar dos grupos monofiléticos (100% BS; 1.00 PP, en
ambos casos). El primero de ellos esta conformado solo por tres muestras italianas de
S. fruticosa (23, 24 y 25), mientras que en el segundo de ellos, se agrupan el resto de los
¢jemplares analizados de las especies S. fruticosa y S. perennis. Dentro de este ultimo
clado, los dos grupos monofiléticos que se forman, estan apoyados por los dos analisis
realizados (56% BS; 0.92 PP y 56% BS; 0.94 PP, respectivamente). El primero de ellos
esta formado por la subespecie tipica de 8. perennis y la especie S. fruticosa de poblaciones
unicamente atlanticas (poblaciones 41, 42, 35, 20 y 26). En segundo lugar, se observa un
clado de gran tamafio conformado por el resto de ejemplares de ambas especies
estudiadas (56% BS; 0.94 PP), muchas de estas muestras aparecen entremezcladas, sin

que se aprecie un claro patrén taxonémico, ecolégico o geografico.

Tal y como ocurre con el analisis plastidial, el mismo ejemplar de S. perennis
subsp. perennis (34) aparece formando parte del “clado b”, que engloba a todas las
especies sudafricanas. De nuevo, este ejemplar curopeo aparece incluido en el interior

del clado conformado por la especie S. natalensis (85% BS; 1.00 PP).
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Figura 2.4. Uno de los 1212 arboles mas parsimoniosos encontrados en el analisis conjunto de ITS y de
las regiones plastidiales (longitud del arbol=555 pasos; Cl=0.807; RI=0.934). Las longitudes obtenidas en
los arboles con pesos iguales (Fitch) se muestran en la parte superior de las ramas. En la parte inferior de
las ramas se muestran primero los valores de “bootstrap”, seguidos de las probabilidades posteriores. Un
guion (-) denota un clado que presenta un apoyo < 50 en el correspondiente andlisis filogenético. Las
abreviaturas hacen referencia a: S. (Sarcocornia) La codificacién que aparece junto a los ejemplares
estudiados, aparece en el apéndice 1.

4.2. Estudio de los taxones de distribucion europea-norteafricana con la
técnica AFLP

El arbol de NJ muestra una separacién muy clara entre dos grupos (Figura 2.5),
que se corresponderian con las especies S. fruticosa 'y S. perennis con un apoyo de 100%
BS en cada uno de los grupos. En el grupo S. fruticosa se diferencian tres grupos
correspondientes con las poblaciones de PET, EBR y COR, que en el caso de COR
esta dividida en dos subgrupos (con apoyos de 80%, 94%, 98 y 91% BS,
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respectivamente). En el grupo de . perennis, se pueden distinguir dos grupos claros. El
primero de ellos esta constituido Unicamente por los ejemplares de la poblacion del
Mediterraneo oriental, APO (61% BS). El segundo grupo lo conforman los ejemplares
del resto de poblaciones de S. perennis analizadas de ARE, CHC y YEG (95% BS), sin
que se aprecie un patrén geografico claro. Cabe destacar que los ejemplares de la
poblacién YEG, que se corresponden con S. perennis subsp. alpini, aparecen embebidos

dentro de este grupo.

Sarcocornia perennis

ang

[ orz

Sarcocornia fruticosa Leyenda [ APO
B cor W ARE

EBR W cHe

B PET B vec

Figura 2.5. Arbol NJ sin enraizar para las ocho poblaciones estudiadas de Sarcocornia fruticosa y
Sarcocornia perennis basado en la distancia de NeI & Li (1979). En las ramas se indica el apoyo
BS. Las abreviaturas de las poblaciones aparecen indicadas en el apartado 3.2.1 de este capitulo.
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El analisis de coordenadas principales (PCOA) muestra una notable
estructuracion en dos grupos (Figura 2.6), en donde los dos primeros ejes explican el
81.72% de toda la variabilidad genética. Las poblaciones de COR, EBR y PET
constituyen el primer grupo, y las de ORZ, ARE, CHC, APO y YEG, el segundo. Tales
grupos se corresponderian con S. fruticosa 'y S. perennis, respectivamente. Conviene
sefialar que la poblacion YEG correspondiente a la subespecie S. perennis subsp. alpini
aparece totalmente entremezclada entre el resto de las poblaciones de S. perennis subsp.

perennis (Figura 2.0).

OCOR
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OPET

AORZ

AAPO

PCOA2 (10.62%)

AARE

. ACHC
S. fruticosa

¢ YEG

PCOA1(62.10%)

Figura 2.6. PCOA usando los fenotipos de los AFLP estudiados. Las muestras analizadas estan
representadas por un simbolo de acuerdo al taxon estudiado. La proporcién de varianza total aparece
junto al eje correspondiente. Las abreviaturas de las poblaciones aparecen en el apartado 3.2.1 de este
capitulo.

Los resultados obtenidos tanto con NJ como con PCOA estan apoyados con
BAPS, donde se vuelve a observar una separacion clara entre los dos grupos ya
identificados, sin que exista introgresién entre ellos. No obstante, este analisis bayesiano
identifica la presencia de cuatro grupos (K=4; Log-marginal likelihood: -4967.0576),
correspondiéndose dos de ellos a S. fruticosa y los otros dos a S. perennis (Figura 2.7). De
los dos grupos asociados a . fiuticosa, el primero de ellos estd conformado Gnicamente
por los ejemplares de la poblacién del interior de la peninsula ibérica COR, y el segundo
con los individuos de las poblaciones litorales de EBR y PET. En . perennis, el primer

grupo esta constituido por los ejemplares de las poblaciones de CF, YEG, ARE y CHC;
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y el segundo, tnicamente por los individuos de APO, en donde se puede ver que existe

cierta mezcla con el anterior grupo de S. perennis.

Sarcornia fruticosa Sarcocornia perennis

COR EBR PET CF YEG ARE CHC APO

Figura 2.7. Resultado del andlisis con BAPS de Sarcocornia fruticosa y Sarcocornia perennis. Los
individuos estan representados por barras verticales del mismo color que el grupo al que pertenecen. El
grupo 1 (color granate: individuos de COR) y grupo 2 (color rosa: individuos de EBR y PET) corresponden
a S. fruticosa, y el grupo 3 (color gris oscuro: individuos de CF, YEG, ARE y CHC) y grupo 4 (color gris
claro: individuos de APO) a S. perennis. Las abreviaturas de las poblaciones aparecen en el apartado
3.2.1 de este capitulo.

El nimero de alelos privados es elevado en cada uno de los grupos analizados
que corresponderfan a los taxones S. fruticosa y S. perennis (Tabla 2.2). Es importante
sefialar que, la poblacion de YEG, tratada tradicionalmente como S. perennis subsp.
alpini, tan solo muestra un alelo privado de los 26 que posee en total S. perennis. Los
resultados del AMOVA sefialan un porcentaje de variacidn muy semejante entre

taxones y dentro de los taxones (Tabla 2.3), siendo estos valores significativos

(P<0.001).

Tabla 2.2. Numero de alelos privados (Npal) en Sarcocornia fruticosa y Sarcocornia perennis. Las
abreviaturas de las poblaciones aparecen indicadas en el apartado 3.2.1 de este capitulo.

Especie Poblaciones Npal Especie Poblaciones Npal Poblaciones Npal

© COR 5 " YEG 1 CHC 1
[7] E

8 EBR 4 s ORZ 5

s S

& PET 18 3 APO 16

(%) %)

Total 27 ARE 3 Total 26
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Tabla 2.3. Andlisis de la varianza (AMOVA) de las poblaciones de Sarcocornia fruticosa y Sarcocornia
perennis basado en AFLP.

L Suma de los Componentes Porcentaje
Fuente de la variacion df ] o
cuadrados de lavarianza  de variacion
Entre taxones 1 622.007 22.84596 45.70
Dentro de taxones 51 1384.635 27.15970 54.30
Total 52 2006.642 49.99566 100.00

5. DISCUSION

5.1. Relaciones filogenéticas entre las especies americanas y las especies

europeas y norteafricanas en el género Sarcocornia

El estudio de las especies del género Sarcocornia no resulta una tarea facil; su
cormo adaptado a un modo de vida extremo ha provocado una convergencia
morfoldgica en las especies descritas (KUHN e a/., 1993). Tal es el caso de las especies
distribuidas en América, Europa y el Norte de Aftica. De hecho, desde la descripcién
de Salicornia ambigna (MICHAUX, 1803), han sido muchos los taxones descritos y
utilizados en el continente americano —unos 18 taxones— (MICHAUX, 1803; LAGASCA,
1817, KUNTH, 1818; SCHULTES, 1822; DIETRICH, 1831; MEYEN, 1834; MOQUIN-
TANDON, 1840; UNGERN-STERNBERG, 1866; LLORENTZ & NIEDERLEIN, 1881;
PHILIPPI, 1891, 1895; SPEGAZZINI, 1902; FRIES, 1905; REICHE, 1911; TILDESTROM,
1913; STANDLEY, 1914; ULBRICH, 1934; SORIANO, 1947; ScOTT, 1977; GIUSTI, 1984,
1997), lo que ha generado una gran confusion taxonémica. Incluso, se han llegado a
citar especies europeas en el continente americano (UNGERN-STERNBERG, 1866;
WATSON, 1874; PHILIPPI, 1895; SPEGAZZINI, 1902; WEBERBAUER, 1911; ULBRICH,
1934; SORIANO, 1947; LEON & ALAIN, 1951; WIGGINS & PORTER, 1971; ScoTT 1977,
WIGGINS, 1980; FERREYRA, 1983; GIUSTI, 1984, 1997; BRAKO & ZARUCCHI, 1993;
KAHN et al., 1993; BORHIDI, 1996; CANO et al., 1998; MOSTACERO ¢/ al., 2002; BALL,
2003; HOKCHE ef al., 2008). Recientemente, ALONSO & CRESPO (2008) realizaron una
revisién taxonémica y nomenclatural del género Sarcocornia en Sudamérica, aceptando la
existencia de tan solo cinco tdxones, entre los que no se incluyen las especies europeas
S. perennis y S. fruticosa. A través del estudio morfoldgico, estos autores encuentran
caracteres que hacen posible la distincién entre las especies sudamericanas, as{ como

entre éstas y las eutopeas y norteafricanas. Por ejemplo, utilizan caracteristicas
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relacionadas con el habito, la presencia de tallos enraizantes, las inflorescencias y las
semillas para distinguir entre parejas de especies como S. ambigna 'y S. perennis, o como S.
neer y S. fruticosa, que se habian tratado como meros sinénimos por diversos autores
(ULBRICH, 1934; SCOTT 1977; DAVY ¢f al., 2006). En el caso de Norteamérica, BALL
(2003) cita la presencia de tres especies del género Sarcocornia: S. pacifica, S. utabensis y S.
perennis. Advirtiéndose de nuevo controversias, ya que este autor comenta la dificultad a

la hora de diferenciar entre S. pacifica y S. perennis.

Los resultados del estudio filogenético realizado confirman lo dicho por
ALONSO & CRESPO (2008), y refuerzan los datos preliminares obtenidos potr JUAN ef 4.
(2007) y KADEREIT ef al. (2006, 2007), con respecto a la ausencia de tdxones europeos
del género Sarcocornia en el continente americano. Con todas las regiones empleadas (a
excepcion de PHYC), se pone de manifiesto una clara separacion filogenética entre las
especies americanas y las europeo-norteafricanas, al conformar ambas dos clados
monofiléticos (Figuras 2.1, 2.3 y 2.4) con apoyos muy elevados, con independencia del
analisis realizado (98-100% BS; 1.00 PP). Asi pues, tanto desde un punto de vista
molecular como morfolégico, se puede afirmar la existencia de una clara separacion
taxonémica entre las especies americanas y las europeas y norteafricanas, pudiéndose
afirmar que en el continente americano no estan presentes los taxones S. perennis y S.

[fruticosa.

Sin embargo, este resultado no se ve claramente reflejado con el andlisis de la
regiéon nuclear PHYC (Figura 2.2). En este caso, ciertas muestras de S. fruticosa y .
perennis subsp. perennis aparecen entremezcladas con muestras americanas. Este hecho
puede observarse tanto en el clado conformado unicamente por estas especies
americanas (presente en todas las regiones analizadas bajo la denominacién de
“subclado a”), como en un clado monofilético originado solo con esta regiéon. Una
posible explicaciéon para la formacion de estos clados puede estar basada en la presencia
de copias paralogas que originen clados no congruentes. Tal y como comentan SMALL
et al. (2004), ésta es una de las principales desventajas de trabajar con genes de copia
baja. De esta manera, y una vez identificado el problema, se optdé por repetir
nuevamente el protocolo de clonacién con aquellas muestras que presentaban una

posicién no congruente con el resto de las regiones analizadas. Los diferentes clones
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obtenidos se secuenciaron con el objetivo de encontrar mas de una copia. Sin embargo,
con los resultados obtenidos en dichas secuenciaciones, no se pudo diferenciar entre
distintas copias para la regiéon amplificada de PHYC. Por este motivo, los resultados
basados en PHYC han de tomarse de manera orientativa, y no se pueden utilizar
actualmente para basar las decisiones sobre las relaciones filogenéticas en este grupo de
plantas. Por el momento, se queda a la espera de conseguir la misma copia de la regiéon

amplificada del ex6n para todas las muestras incluidas en el estudio.

5.2. Relaciones filogenéticas entre las especies europeas y norteafricanas

de Sarcocornia

La ausencia de organizacién taxondémica en el clado formado por las especies
europeas y norteafricanas de Sarcocornia, aparece reflejada en las distintas regiones
analizadas (Figuras 2.1, 2.3 y 2.4). Por una parte, no se observa una diferenciacién
filogenética clara entre las especies S. fruticosay S. perennis. Ademas, las dos subespecies
descritas para S. perennis tampoco constituyen clados monofiléticos separados, sino que
aparecen embebidas en el seno del género Sarcocornia entremezcladas tanto con S.
[fruticosa, como con la subespecie tipica de S. perennis. Por otra parte, se podria estar
observando la formacién de clados que corresponderian mas bien a una estructuracién
geografica. Tanto con el analisis de ITS, como con el analisis molecular conjunto, se
observa una cierta tendencia a separar las poblaciones atlanticas de las mediterraneas
(Figuras 2.1 y 2.4). La formacién del clado constituido unicamente por ejemplares de
poblaciones atlanticas distribuidas desde Lanzarote hasta el Reino Unido, serfa un

ejemplo de ello.

El hecho de observar una ausencia de estructuracién filogenética podria estar
reflejando una evolucién no jerarquica de estas plantas. SHEPHERD e a/. (2005a)
observaron este mismo hecho entre las especies endémicas de la subfamilia
Salicornivideae en Australia. En el caso de Furopa y Norte de Africa, esta falta de
estructuracién podtia deberse al hecho de que este género se encuentre actualmente en
proceso de diversificaciéon, por lo que todavia no se podrian observar relaciones
filogenéticas claras. Recientemente, se ha realizado una afirmacién similar a la hipotesis
aqui planteada para el grupo de plantas australianas de la tribu Camphorosmeae Moq.

perteneciente a la familia Amaranthaceae (CABRERA et al., 2009).
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Los fenémenos hibridativos entre especies podrian estar también contribuyendo
a esta falta de diferenciacién filogenética. Tal y como otros autores ya han comentado
(FIGUEROA et al., 2003; SHEPHERD ¢/ al, 2003, 2005a; KADEREIT e/ al., 2000), la
hibridacién es muy frecuente dentro de la subfamilia Sakicornivideae. La presencia de
polinizacién anemdgama en estas plantas estarfa favoreciendo el flujo genético, y la
reducciéon en la variaciébn genética entre tixones (SHEPHERD ef al, 2005a).
CASTROVIEJO & LAGO (1992) sefialan la existencia de individuos hibridos en Sarcocornia
para la peninsula ibérica atendiendo a su dotacién cromosémica. En el caso de las
especies sudafricanas de Sarcocornia se ha visto que los fenémenos hibridativos son muy
comunes (TOLKEN, 1967; O’CALLAGHAN, 1992; STEFFEN e/ al., 2010), existiendo una
clave de identificaciéon de estos hibridos en el trabajo de TOLKEN (1967). Los
fenémenos de hibridacién han sido una de las fuerzas que han moldeado algunas de las
especies tipicas de saladares (BALL & TUTIN, 1959; DALBY, 1962, 1975; TOLKEN, 1967,
CONTANDRIOPOULOS, 1968; HEKMAT-SHOAR, 1978; CASTROVIEJO & COELLO, 1980;
WILSON, 1980; WOLF & JEFFERIES, 1987; CASTROVIEJO & LAGO, 1992;
O’CALLAGHAN, 1992; FIGUEROA ¢f al., 2003; SHEPHERD & YAN, 2003; SHEPHERD e¢7
al., 2005a; DAVY et al., 2006; KADEREIT ¢/ al., 2006; STEFFEN, 2006; STEFFEN ef al.,
2010). Relacionado con la hibridacién, se encuentra el fenémeno de la ploidizacion,
muy comun también en la subfamilia Sakicornivideac (SHEPHERD & YAN, 2003;
SHEPHERD e al, 2005a), provocando en muchos casos, el solapamiento de caracteres
morfolbgicos, aunque también puede favorecer la colonizacion de territorios nuevos, y
la posterior diversificacién de estas especies, puesto que se pueden producir fenotipos
variables que puedan tolerar un rango mayor de ambientes (STEBBINS, 1971; LYNCH,
1984).

De este modo, las especies reconocidas del género Sarcocornia europeas y
norteafticanas podrian estar mostrando la presencia de un gran flujo genético entre las
distintas poblaciones que estarfa contribuyendo al éxito de estas plantas en los
ambientes extremos en los que crecen, y también podtian estar reflejando la existencia
de un “poo/’ genético relativamente reciente, que todavia no se habria diferenciado. Sin
embargo, no es posible identificar clados monofiléticos que agrupen a cada uno de los

taxones estudiados. Por lo que el uso de las herramientas filogenéticas con las regiones
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empleadas no permite diferenciar entre las dos especies descritas para Europa y Norte

de Africa, asi como tampoco, entre S. perennis subsp. perennis'y S. perennis subsp. alpini.

El uso de una herramienta molecular diferente —AFLP—, si que ha permitido
confirmar desde el punto de vista molecular, la presencia de dos especies en el clado del
género Sarcocornia europeo y norteafricano. A pesar de tratarse de resultados basados en
un ndmero reducido de poblaciones mediterraneas y atlanticas, los datos obtenidos
apoyan el uso de AFLP como una herramienta util para la diferenciaciéon genética a
nivel taxonémico (MARTINEZ-ORTEGA ef al., 2004; KOOPMAN, 2005; KOOPMAN ¢ al.,
2007; BOG et al., 2010). De esta manera, la existencia de S. fruticosa y S. perennis queda
confirmada, a la espera de los resultados obtenidos en el capitulo 3, que caractericen
desde un punto de vista morfolégico ambas especies. En relaciéon con las dos
subespecies de S. perennis, los resultados obtenidos apuntan hacia el reconocimiento de
una unica entidad taxondémica. Esta dltima afirmacion, no se encuentra en consonancia
con algunos autores que tras haber realizado un estudio molecular con la técnica de
RAPD, reconocen la existencia de dos subespecies en el seno de S. perennis (DAVY et al.,

2006).

5.2.1. Un caso de introgresion en la peninsula ibérica

En los resultados obtenidos con los analisis de las regiones nucleares, y
plastidiales, como con el analisis molecular conjunto, se puede observar la posicién
cambiante de un ejemplar de la especie S. perennis de Ria de Villaviciosa (34). En el
andlisis de la region nuclear de I'TS aparece junto a las especies de Sarcocornia europeas y
norteafricanas, mientras que en los analisis plastidiales forma parte del clado
sudafricano de Sarcocornia apareciendo siempre junto con la especie S. natalensis. Puesto
que el ADN plastidial en angiospermas se hereda tnicamente por via materna y el
ADN ribosémico-nuclear es biparental (SANG, 2002; PLEINES e7 a/., 2009), para el caso
aqui descrito, la planta masculina procederfa de la poblacién espafiola de la Ria de

Villaviciosa (Asturias), mientras que la femenina serfa sudafricana.

De esta forma, la situacién planteada podria explicarse mediante la llegada a la
peninsula ibérica de la especie sudafricana S. natalensis, con la que S. perennis aparece en

los cladogramas. S. natalensis presenta una distribucién costera que va desde el sur de
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Mozambique hasta Namibia (STEFFEN ez @/, 2010), por lo que una posible hipdtesis
acerca de como llegd esta planta hasta la peninsula ibérica, serfa via marftima mediante
la accién del hombre. Se sabe que las semillas y las inflorescencias de especies muy
cercanas: Salicornia pusilla 'y S. dolichostachya, pueden flotar durante varios meses (DALBY,
1963; HILTON, 1975 en DAVY ef al., 2001); ademds, ciertas aves acudticas (e.g. limicolas,
anatidas) se alimentan de ellas (DAVY e# a/, 2001), siendo la Ria de Villaviciosa un
enclave de vital importancia para las comunidades de aves acudticas migradoras e
invernantes (ARCE, 2010); y también, se ha descrito el transporte de polen de S.
guinqueflora mediante abejas (Apis mellifera L) (ADAM ef al., 1987). De todas las
posibilidades, la opcién mas plausible, seria la de una llegada por via antrépica,
posiblemente a través de barcos que hiciesen una ruta pasando por estos dos puntos

geograficos.

Por una parte, Sudafrica ha tenido una larga historia de ocupacioén colonial por
parte de Gran Bretafia durante el siglo XIX (BIss1O, 1977), siendo la expoliacion de los
recursos mineros uno de los principales promotores de las acciones colonizadoras
(ADLER ¢t al., 2007). Los viajes hacia tierras coloniales, tal vez, sean una posible
explicacion a la llegada de S. natalensis al norte de Espafia. Por otra parte, hay que
comentar que Asturias también ha tenido una gran tradicién minera (PARRONDO,
2002), y tal vez, éste sea el vinculo entre ambas ubicaciones, aunque no se puede
demostrar que haya sido la via de entrada de la especie sudafricana. Lo que s es cierto,
es que tanto Sudafrica como Asturias han sido explotaciones auriferas durante mucho
tiempo, por lo que pudo existir alguna interaccién entre ambos sitios. De cualquier
forma, ha existido un fenémeno de introgresiéon en esta poblacién asturiana, y muy
probablemente la llegada de la especie sudafricana a Espafia tuvo que producirse de

forma antrépica.

5.3. Relaciones filogenéticas entre las especies americanas de

Sarcocornia

El estudio filogenético ha mostrado la formacién de un clado conformado por
las especies americanas, que es bastante similar en todos los analisis aqui realizados
(Figuras 2.1, 2.3 y 2.4). En el estudio combinado de I'TS y regiones plastidiales (Figura

2.4), se puede apreciar una tendencia a separar aquellas especies que presentan una
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distribucién litoral de las que crecen en el interior del continente americano. En el
primer grupo, se encontrarian las especies S. ambigna, S. magellanica, S. neei y S. pacifica, y
en el segundo, las especies S. andina, S. pulvinata, S. untabensis y S. neei. Hay que indicar
que S. neei es la unica especie que se distribuye tanto por territorios litorales (costa
Pacifica desde Pert hasta Chile), como por areas del interior del continente, en zonas
bajas ubicadas principalmente en Argentina (ALONSO & CRESPO, 2008). De esta
manera, se diferencia un clado monofilético, que se corresponde con las especies
costeras (a excepcion de dos ejemplares de S. mees que también crecen en zonas de
interior), y un segundo grupo constituido por las ramas mas externas del clado
americano, donde se encuentran aquellos tixones que crecen en dreas de interior a
mayor altitud (ALONSO & CRESPO, 2008). Este patrén ecolégico se puede observar
también en los resultados previos de KADEREIT e a/ (2006, 2007), aunque en su
propuesta filogenética no incluyeron todas las especies americanas, como S. pulvinata y
S. magellanica. Desde un punto de vista biogeografico, la especie S. #labensis aparece en
todos los analisis realizados como la rama mas externa del clado americano (Figuras 2.1,
2.3 y 2.4 de este capitulo; KADEREIT e @/, 2006, 2007). Estos resultados estarfan
apuntando hacia que S. utabensis fue la primera especie en colonizar el continente
americano, produciéndose posteriormente un proceso de diversificacién que se verfa
favorecido por el desarrollo de estas plantas en hébitats costeros como se vera con

mayor detalle en el apartado 5.4 de este capitulo.

En relacién con las tres especies que crecen en areas del interior y a grandes
altitudes, los resultados filogenéticos apoyarfan el reconocimiento de los tres tixones
aceptados (8. andina, S. pulvinata y S. wtabensis). Cada uno constituye una linea
filogenética en los andlisis realizados, con la excepcion del analisis del plasto, donde S.
andina 'y S. pulvinata conforman un clado monofilético. Morfoldgicamente, se trata de
tres taxones facilmente reconocibles (BALL, 2003; KADEREIT ¢/ al., 2006; ALONSO &
CRESPO, 2008). Todos ellos crecen en habitats caractetizados por bajas temperaturas, a
las que hacen frente con hédbitos pulvinados o cespitosos como en S. pulvinata y S.
andina, respectivamente, o con la presencia de fuertes tallos lefiosos y radicantes como
en S. utahensis (BALL, 2003; KADEREIT ¢ al., 2000). También, se han descrito caracteres

micromorfolégicos distintivos en relacién con las semillas, que presentan pelos
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adpresos en S. andina y papilas en S. pulvinata y S. utahensis (BALL, 2003; KADEREIT ¢t al.,
20006). De esta manera, tanto los resultados moleculares obtenidos, como los
morfolégicos (BALL, 2003; KADEREIT ef al, 2006; ALONSO & CRESPO, 2008)
confirmarfan la identidad taxonémica de estas tres especies. Esta afirmacién se ve
también apoyada por la distribucién restringida que presentan S. andina y S. pulvinata.
Ambas especies son endemismos que crecen a mas de 2000 m de altitud, formando
parte de lagunas endorreicas o de grandes extensiones de suelos salinos en Argentina,
Bolivia, Chile y Perd (ALONSO & CRESPO, 2008). En el caso de S. utabensis, su
distribucion se limita al Gran Lago Salado (Utah) a 1300 m de altitud (KOWALEWSKA &
COHEN, 1998), aunque también se ha citado en Méjico, Nuevo Méjico y Tejas (BALL,
2003).

En relacién con el grupo de especies costeras, las relaciones filogenéticas no se
encuentran resueltas, ya que ninguna de las especies descritas conforma un grupo
monofilético o una linea monofilética en los andlisis realizados. Por ejemplo, la especie
S. magellanica se encuentra intimamente relacionada con S. zee/ en los analisis de ITS y en
el analisis molecular conjunto, mientras que en el analisis de las regiones plastidiales
constituye una rama externa al grupo de . neez. La posicion de S. ambigna también varia
segun el andlisis realizado. En el analisis plastidial y conjunto aparece embebida dentro
del grupo de especies costeras, y en I'TS constituye una rama hermana de S. andina y del
clado de las especies costeras. Por ultimo, S. neei y S. pacifica muestran una relacién
filogenética muy cercana que se mantiene en todos los analisis realizados. De esta
manera, y desde un punto de vista filogenético, el grupo constituido por las especies S.
magellanica, S. ambigna, S. neei y S. pacifica no presenta resoluciéon, por lo que no apoyaria
en principio, la organizacién taxondémica aceptada actualmente. Sin embargo,
atendiendo a la morfologia, si se reconoce la existencia de estos cuatro tixones a nivel
especifico (BALL, 2003; ALONSO & CRESPO, 2008). Ante esta situacidén, setia
conveniente ampliar el estudio filogenético a nuevas regiones nucleares y plastidiales,
que ofrezcan una mayor resolucién. No obstante, otra opcién plausible serfa utilizar
otras herramientas moleculares, como los AFLP, a la vista de los datos obtenidos para

este género en Europa y Norte de Africa.
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5.4. Biogeografia del género Sarcocornia en América, Europa y Norte de
Africa

La historia biogeografica de Sarcocornia en América, Europa y Norte de Africa no
puede explicarse sin tener en cuenta al resto de especies que conforman este género, asf
como también al género Sakcornia, al que se encuentra intimamente unido, tal y como se

ha demostrado en el capitulo 1.

La distribucién de los géneros Sarcocornia y Salicornia a lo largo de costas,
saladares de interior y regiones aridas alrededor del mundo es indicativa de la habilidad
de los géneros que componen la subfamilia Salicornioideae a dispersarse entre lugares
muy distantes (SHEPHERD e¢# al, 2004; 2005a; KADEREIT ¢/ al, 2005a, 2006, 2007).
Algunos trabajos han propuesto diversas hipdtesis sobre la  biogeografia y
diversificacién de este grupo de plantas a lo largo de toda su area de distribucién
(SHMIDA, 1985; AKHANI ¢# al., 1997; SHEPHERD ¢# al., 2004; 2005a; KADEREIT ef al.,
2005a, 2006, 2007). Los datos mas antiguos relacionados con el clado
Salicornia/ Sarcocornia son de dos fosiles del Creticico Supetior ubicados entre los pisos
Santoniano y Mastrichtiano [entre 85.8 y 70.6 Millones de afios (Ma)| (SHEPHERD et /.,
2004; KADEREIT ¢ al, 2005a; CEVALLOS-FERRIZ et al, 2008). Se trata de polen
encontrado en Canada de la especiec Pohporina cribaria perteneciente a la familia
Chenopodiaceae  (SRIVASTAVA, 1969), vy de semillas encontradas al sur de Suecia
pertenecientes a la familia .Amaranthaceae (COLLINSON ef al., 1993). Respecto al registro
de las semillas, existen dudas sobre su validez, ya que segin COLLINSON e al. (1993)
serfa necesario realizar una desctipcién completa que apoyase este registro, que no se

encuentra publicado.

Recientemente, se ha indicado que la subfamilia Sakcornioideae se habria
originado después de la ruptura de Gondwana (hace aproximadamente 180 Ma)
(KADEREIT ¢ al., 2003). Este dato estatia en concordancia con AKHANI e al. (1997),
quienes comentan que algunas tribus de la tradicional familia Chenopodiaceae, que
actualmente corresponderian a la familia Awaranthaceae (APG 111, 2009), estuvieron
distribuidas en el supercontinente Gondwana (BOBROV, 1965; CAROLIN, 1982). El
siguiente dato cronolégico sobre la subfamilia Salicornioideae esta relacionado con su

separacion de la subfamilia Swaedoideae, con la que tiene una relacién parafilética
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(KADEREIT ¢t al., 2003). Se ha estimado que dicha separacién ocurrié a finales del
Eoceno/principios del Oligoceno (38.2-28.7 Ma), por lo que se estima que la mayoria
de los grandes linajes de la subfamilia Salicornioideae se habrian originado entre finales del
Oligoceno y mediados del Mioceno (26.0-14.6 Ma) (KKADEREIT ¢/ a/., 2006). SHMIDA
(1985) coment6é un origen mds reciente para la familia Chenopodiaceae, comprendido
entre el Mioceno y el Plioceno (23-1.8 Ma). Sin embargo, AKHANI ¢t al. (1996) no
aceptaron esta datacion, puesto que la mayoria de los grupos pertenecientes a la familia
Chenopodiaceae, como Salicornioideae, Chenopodieae, Canphorosmeae, Beteae, Polycnemeae,
Sclerolaeneae, presentan un metabolismo fotosintético C; en su distribucion en el Nuevo
Mundo y Australia (CAROLIN ¢ al., 1975). Por tanto, su aparicién tendria que haber
sido anterior, puesto que el metabolismo Cs aparecié antes que el Cy (AKHANI ¢f al.,
1997). Como consecuencia, la aparicion del posible ancestro del clado
Salicornia/ Sarcocornia deberfa de encontrarse en algin momento comprendido entre
finales del Oligoceno y mediados del Mioceno (26.0-14.6 Ma), y la diversificacion del
clado Salicornia/ Sarcocornia a mediados del Mioceno (14.4-9.4 Ma) (KADEREIT e¢f al.,

2006).

Coincidiendo con KADEREIT ¢7 a/. (2000), los datos obtenidos apuntan a que en
primer lugar se produjo la aparicion del género Sarcocornia, y posteriormente, de
Salicornia (Figuras 1.1, 1.2 y 1.3). Este ultimo, probablemente, se separd de Sarcocornia en
algin momento comprendido entre mediados y finales del Mioceno (9.4-5.3 Ma),
aunque sus linajes no comenzaron a diversificarse hasta principios del Pleistoceno (2.5-
1.4 Ma) (KADEREIT ¢t al, 2006, 2007). En relacién con el lugar donde apareci6
Salicornia, KADEREIT et al. (2007), comentan un origen del género en Eurasia, puesto
que la primera rama en diversificarse atendiendo a sus resultados, se corresponde con el
grupo de “Salicornia crassa’, que se distribuye por Eurasia. Esta misma relacién es la que
se presenta en la figura 1.2. Sin embargo, con los resultados obtenidos en el capitulo 1
(Figuras 1.1, 1.2 y 1.3), no es posible afirmar a partir de qué grupo de plantas del género
Sarcocornia se produjo la diversificacion de Salicornia, puesto que segun la region
analizada, la posicion del clado Salicornia cambia. Esta posicién cambiante del clado de
Salicornia aparece también reflejada en otros trabajos (SHEPHERD e a/., 2004; KADEREIT

et al., 2006, 2007).
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El origen y diversificacion del género Sarocornia también ha sido motivo de
analisis (SHEPHERD ¢# al, 2004; 2005a; KADEREIT ¢ al, 2005a, 2006, 2007). Para
KADEREIT ef al. (2000), el origen de este género se encuentra en Eurasia, puesto que la
subfamilia Sakicornioideae debié de aparecer en algin lugar de Eurasia, a lo largo del
margen norte del mar Tetis. Esta hip6tesis se basa en dos argumentos: por una parte, la
mayorfa de los linajes que aparecieron inicialmente (incluyendo Kalidium, linaje
Halocnemum/ Halostachys y Halopeplis) se encuentran distribuidos en Eurasia; y por otra
parte, las primeras ramas en diversificarse en la subfamilia Suaedoideae (Bienertia Bunge,
Suaeda sect. Schanginia Volkens, Borszezowia, Schoberia, Physophora y Suaeda subgen. Suaeda)
se encuentran igualmente restringidas a Eurasia (SCHUTZE ef /., 2003). Hace unos 7.5-
6.6 Ma, Sarcocornia habria llegado desde el area mediterranea al continente americano
mediante dispersiéon por larga distancia (KKADEREIT ¢f a/, 2000). Esta procedencia
mediterranea se explicarfa por la relacién cercana que existe entre el grupo de Sarcocornia
europeo y norteafricano, con el americano en los cladogramas presentados con
independencia de la regién empleada (Figuras 1.1, 1.2, 1.3, 2.1, 2.3 y 2.4), y que se

encuentra en concordancia con KADEREIT ¢ a/. (2000).

Dentro del continente americano, Sarcocornia ha colonizado mayoritariamente los
hébitats costeros (IKADEREIT e7 a/., 2006; ALONSO & CRESPO, 2008), aunque también ha
llegado hasta zonas del interior, tal es el caso de las especies S. utabensis, S. andina, S. neei
y 8. pulvinata. Puesto que en los analisis realizados, la rama mas externa del clado
constituido por las especies americanas de Sarcocornia es S. utabensis, todo parece indicar
que ésta fue la primera especie en diversificarse en América, exactamente en la zona del
Gran Lago Salado (Utah, Estados Unidos). Este origen de diversificacién dentro del
continente americano no parece improbable. DAVIS & MOUTOUX (1998) comprobaron
la presencia de polen de la familia Amaranthaceae (expresado en su trabajo como polen
de Chenopodiaceae-Amaranthns) en la zona del Gran Lago Salado durante los periodos del
Terciario (65-2.6 Ma) y del Cuaternario (2.6 Ma), corroborando la posible presencia del
ancestro del clado americano en Utah, lugar donde fue descrita . wtabensis
(TILDESTROM, 1913). Durante el Mioceno (23-5.3 Ma), el porcentaje de polen de la
familia Amaranthaceae fue en aumento, hasta convertirse en dominante junto con el de

Artemisia L. y otras compuestas durante el Plioceno (5.3-2.6 Ma) y principios del
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Pleistoceno (2.6 Ma), que son las épocas en las que se formé la vegetacion desértica en
esta zona (DAVIS & MOUTOUX, 1998). La dispersion del género hacia el resto de areas
en las que crece actualmente, podria explicarse mediante dispersion por larga distancia.
Se ha comprobado que semillas del género Salicornia son capaces de flotar durante
varios meses y luego establecerse en habitats adecuados (DALBY, 1963; PETCH &
SWANN, 1968; HILTON, 1975; SMITH, 1985; DAVY ¢ al, 2001). Ademas, en el
continente ameticano, durante el periodo de tiempo comprendido entre el Mioceno y
mediados del Plioceno (23-4 Ma) no se habia producido todavia la formacién ni del
istmo de Panama ni del istmo de Tehuanpec (Méjico), lo que pudo favorecer la
dispersion de muchos organismos entre las dos Américas (COATES & OBANDO, 1996;
BARRIER ef al., 1998; GRAHAM, 2010; JOHNSON & WECKSTEIN, 2011; SYMMANK ef 4/,
2011; CORREA-METRIO et al., 2012). De este modo, tanto por el océano Pacifico, como
por el Atlantico, pudo producirse la dispersion de Sarcocornia, llegando a las costas
pacificas (8. pacifica, S. neei, S. magellanica) y a las atlanticas (S. ambigna, S. magellanica). La
llegada hasta los Andes, como también, a las tierras bajas del interior, principalmente de
Argentina, donde crece actualmente S. e/, pudo verse favorecida por la situacién en la
que se encontraba Sudamérica a mediados del Mioceno (13-11 Ma). Durante esta
época, el continente no estaba totalmente emergido, sino que existian varios mares
(Paranaense, Pebas y Amazonico), que separaban el Macizo de Brasilia, el Macizo de

Guyana, los Proto-Andes y la Patagonia (ANTONELLI ¢ a/., 2009).

La llegada de las especies S. andina y S. pulvinata a los Andes supone que estas
especies se encontraban en estos territorios antes que la cordillera se elevase. El origen
de los Andes estd claramente relacionado con la subduccién de la placa de Nazca bajo
el borde occidental de América del Sur (99.6-70.6 Ma) (SEYFRIED ef al., 1998; RAMOS,
1999; FOLGUERA et al., 2002). El Altiplano, que es la zona en la que crecen estas
especies, es parte de la cadena andina, y por lo tanto, su origen es el resultado de
procesos asociados con la subduccién similar a los que se conocen en otras regiones de
los Andes (CHARRIER & MUNOZ, 1997). La superficie altipldnica se habria formado
primero por erosion de un relieve preexistente, y segundo, por el relleno de depésitos
sedimentarios y volcanicos. Dicha aparicién se habrfa producido en una region

deprimida y elongada, probablemente endorreica, desarrollada entre la cordillera

75



Relaciones filogenéticas del género Sarcocornia A.J. Scott (Amaranthaceae)

oriental y la cordillera occidental volcanica entre finales del Oligoceno y principios del
Mioceno (24 Ma), ademas del alzamiento provocado por el sistema de fallas inversas
convergentes al oeste del borde occidental del Altiplano (entre 16 y 4 Ma) (HERAIL o7
al., 1990; SEMPERE ¢ al., 1990; ALLMENDINGER ¢/ al., 1997; CHARRIER & MUNOZ,

1997).

En relacién con el género Sarcocornia en la zona europea y norteafricana, la
ausencia de estructuracién genética en los arboles filogenéticos, podria estar indicando
que dentro de este grupo de plantas, no hubiese finalizado el proceso de diferenciacién
genética, frente a las especies americanas que s{ muestran una mayor estructuracién
genética, sobre todo en el caso de las especies que crecen en el interior del continente.
De hecho, no se observan clados monofiléticos constituidos por los taxones descritos
para Europa y Norte de Africa, aunque el resultado de los AFLP muestra que si existe
una separacion en dos especies. La radiacién del género Sarcocornia, tuvo lugar durante
el Mioceno, separandose de Salicornia a finales de este periodo (9.4-5.3 Ma) (IKADEREIT
et al. 2000). Esta radiaciéon desde la region Euroasidtica, donde se encontraban los
ancestros de estos linajes (KADEREIT e/ a/ 2000), pudo verse favorecida por un
aumento en la aridez regional, durante el cual, el mar Mediterraneo se convirtié en un
saladar (KOVAR-EDER ¢/ a/., 2008). La llegada del género Sarcocornia al area mediterranea
occidental y costa atlintica de Europa, parece ser que tuvo lugar en, al menos, dos
momentos de colonizacién independientes. Atendiendo a los resultados (Figuras 2.1 y
2.4), se puede observar que, por una parte, se produjo la llegada del género a la regién
italiana (Cerdefia, Grosseto, Venecia), representada por un clado fuertemente apoyado,
que siempre aparece como una rama externa basal del clado europeo-norteafricano, y
por otra parte, al resto de areas geograficas en las que se distribuye el género Sarcocornia.
Dentro del clado constituido por la mayor parte de las poblaciones de S. fiuticosa y .
perennis, se observan tendencias geograficas, no taxondémicas. Este hecho estaria
favorecido por la predominante presencia de estas especies en hébitats costeros, y su
notable adaptacién a dispersarse tanto en ambientes acuaticos, como a través de aves
acuaticas migratorias (WILSON, 1980, 1984; HORTAS, 1997; GREEN ez al, 2002). No
obstante, no hay que olvidar la crisis de salinidad del Messiense (5.95-5.33 Ma; HSU,

1972; BERTOLANI-MARCHETTI, 1985; WEIJERMARS, 1988; KRIJGSMAN, 2002) y las
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condiciones climdticas durante el ultimo periodo glaciar (100000-10000 afios;
KADEREIT ¢t al., 2005b). Con todo ello, parece que las corrientes marinas podrian haber
intervenido también en la estructuracién geografica de estas plantas (BOND e al., 2005;
KADEREIT ¢t al., 2005a). Un ejemplo de ello serfa el clado constituido tnicamente por
poblaciones atlanticas (Chichester, Morston, Playa de Sancti Petri, Orzola y Larache),
tanto de S. perennis como de S. fiuticosa (Figuras 2.1 y 2.4). Si todos los ejemplares
atlanticos estudiados se encontrasen en un unico clado monofilético, se podria hablar
de una diferenciacién genética posiblemente causada por el estrecho de Gibraltar. De
hecho, son numerosos los casos de especies vegetales litorales que apoyarian esta
separacion genética y geografica (e.g. Cakile maritima Scop., Erynginm maritimum L.,
Halimione portulacoides (L.) Aellen y Salsola kali L., KADEREIT et al., 2005b). Otro punto a
considerar es la divisiéon en dos cuencas del area mediterranea a partir de Sicilia, que ha
sido reconocida tanto para organismos terrestres como marinos (MARKGRAF, 1934;
RIKLI, 1946; ZOHARY, 1973; BORSA ¢f al., 1997; GARIBALDI & CADDY, 1998; BIANCHI
& MORRI, 2000). Esta separacién se ve representada en un clado formado por S. perennis
con las poblaciones mas orientales de la cuenca mediterranea (Estuario de Aposelemis,
Capo Feto y Monastir) (Figuras 2.1 y 2.4). Las poblaciones del Mediterraneo occidental
aparecen tanto conformando clados, como es el caso de las poblaciones atlinticas
comentadas, o constituyendo ramas hermanas de estos clados, sin formar un grupo
monofilético (Figuras 2.1 y 2.4). La formacién del clado de poblaciones orientales
podtia estar relacionada con el hecho de que la isla de Sicilia formé parte de un puente
de tierra entre las placas africanas y eurasidtica durante el Terciario, que desapareci6 a
finales del Mioceno-principios del Plioceno (6-4 Ma) (PFENNINGER ef al., 2010; LO
PRESTI & OBERPRIELER, 2011). Posteriormente, la desecaciéon del Mediterraneo
durante la crisis de salinidad del Messiniense (HSU, 1972; KRIJGSMAN, 2002), y la
apertura del estrecho de Gibraltar, con la consecuente reinundacién del mar
Mediterraneo (hace aproximadamente 5.33 Ma; HSU, 1972; KRIJGSMAN, 2002; RYAN,
2009), provocod que las placas africanas y euroasidticas permanecieran separadas
(WALLMANN ¢ al., 1988; GIRAUDI, 2004; CASSAR ¢t al, 2008). Ambos eventos,
pudieron facilitar la dispersién de esta planta, y explicar su distribucién a lo largo del
mar Mediterraneo, a los cuales siguieron la expansion de la vegetacion xero-heliofitica

durante el Cuaternario (11000 afios) (CARRION ¢ al., 2000).
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Capitulo 3: Estudio morfologico del género Sarcocornia

1. INTRODUCCION

El estudio morfolégico del género Sarcocornia en su distribuciéon mediterranea y
atlantica ha sido abordado desde el siglo XVII. Varios autores prelinneanos se
centraron en los taxones del grupo Salicornia-Sarcocornia, por lo que han sido muchos los
polinomios que se han utilizado para designar los tixones de este agregado (BAUHIN,
1623; MAGNOL, 1676; TOURNEFORT, 1703; SAUVAGES, 1751). De las dos especies
actualmente aceptadas, S. perennis ha sido la mas variable en cuanto al numero de
nombres que ha recibido, utilizindose durante mucho tiempo el nombre de Salicornia
radicans Sm. (SMITH, 1807). De hecho, en algunas obras recientes se sigue utilizando esta
nomenclatura (COSTE, 2007). En el caso de S. fruticosa, el nombre asignado inicialmente
por Linneo (LINNEO, 1762) es el que ha permanecido hasta la actualidad sin muchas

variaciones.

LINNEO (1753) utilizé el nombre de Salicornia, tomado de TOURNEFORT (1703)
para designar varias especies de este género. LINNEO (1753) describe S. ewropaea L. con
dos variedades: S. ewropaea var. herbacea L., en la que se encontraban las especies anuales
[Salicornia annuna (SAUVAGES, 1751)] y S. eumropaea var. fruticosa L., para las especies
perennes [Kali geniculatum majns (BAUHIN, 1623); Salicornia sempervirens (SAUVAGES,
1751)]. En la segunda edicién de la obra Species Plantarum, LINNEO (1762) subi6 el rango
de S. enropaea var. fruticosa al de especie, tratandola como S. fruticosa (L.) L., incluyendo
en clla como sinénimos los taxones de SAUVAGES (1751) y BAUHIN (1623). De forma
paralela, GOUAN (1762) describié una variedad perenne en S. eurgpaea var. perenne
Gouan, que se correspondia con Kali geniculatum maius sempervirens de MAGNOL (1670),
Salicornia genicnlata sempervirens Tourn. (TOURNEFORT, 1703) y Salicornia sempervirens Sauv.
ex Steud. (SAUVAGES, 1751), tratindose, por lo tanto, de la misma especie descrita por
LINNEO (1762). Asimismo, WILLDENOW (1797) desctibib Salicornia fruticosa Willd. junto
con otras especies de Salcornia. LAGASCA (1817) también describid Salicornia anceps Lag.,
una especie muy parecida a Salicornia fruticosa (L.) L., que sinonimizé a Salicornia fruticosa
Willd., también empleada por PERSOON (1805). De las tres variedades que TENORE
(1831) describi6 dentro de Salicornia fruticosa, o. glancescens Ten. podria coincidir con S.
[fruticosa, atendiendo a la descripciéon dada por este autor. Por dltimo, MOQUIN-

TANDON (1840) realiz6 la primera monografia de la familia Chenopodiaceae, donde
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incluyé algunos taxones perennes de Salicornia en el nuevo género Arthrocnemum, y en el
caso de S. fruticosa lo hizo como Arthrocnemum fruticosum (1..) Mogq., ampliando su

distribucion a “In maritimis Enropae et Africae septentrionales”.

En relaciéon con Sarcocornia perennis, la primera publicaciéon del binomio Salicornia
perennis, se debe a MILLER (1768), quien recogio las descripciones y comentarios de RAY
(1696, 1724). El nombre asignado por MILLER (1768) se corresponde con el tipo del
género Sarcocornia asignado por SCOTT (1977) (GUILLO ef al., 2011). Esta especie ha
tenido varios nombres en uso. El primero de ellos fue Salicornia herbacea P asignado por
SMITH (1800) a una especie anual. Posteriormente, SMITH (1807) la describié como
Salicornia radicans Sm., dandole el cardcter perenne a la especie anteriormente referida.
TENORE (1831) describi6 diferentes variedades dentro de Salicornia fruticosa, una de ellas
(B humilis Ten.), coincide con la descripcion de S. perennis. Posteriormente, DUVAL-
JOUVE (1868) la sinonimizé a su Salicornia sarmentosa Duval-Jouve. Este ultimo autor
afladi6 a la sinonimia de S. sarmwentosa “an 8. radicans Smith (non auct. Gall.)?” indicando
una posible afinidad a S. perennis. Sin embargo, DUVAL-JOUVE (1868) describié su
nueva especie de manera muy detallada, facilitando de este modo su identificacién con
S. perennis (GUILLO et al., 2011). MOQUIN-TANDON (1840) no hizo ninguna mencién a
S. perennis, aunque la especie descrita como Arthrocnemum fruticosum vax. radicans (Sm.)
Mogq., coincide con ésta. Cabe sefialar que la separacion de los tixones perennes de
Salicornia realizada por MOQUIN-TANDON (1840) fue adoptada por UNGERN-
STERNBERG (18606), aunque realizando algunos cambios. WOODS (1851) describi6 la
especie Salicornia lignosa Woods, que es considerada un sinénimo de 8. perennis

atendiendo a caracteristicas de la testa de la semilla (GUILLO e# a/., 2011).

Mas recientemente, en el siglo XX, el estudio morfolégico de las especies de
Sarcocornia en la cuenca mediterrdnea y costas atlinticas se ha llevado a cabo por
muchos autores, formando parte en la mayorfa de las ocasiones de Floras (COUTINHO,
1939; MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA, 1963; ZOHARY, 1966; BALL, 1967,
1993; LLAUSI, 1982; MEIKLE, 1985; VALDES ¢/ 4/, 1987b, 2002; BOLOS & VIGO, 1990;
CASTROVIEJO, 1990; STACE, 1991; TAN, 1997; AIZPURU ¢/ al., 1999; BOULOS, 1999;
FREITAG, 2000; COSTE, 2007; JEANMONOD & GAMISANS, 2007; SANCHEZ-GOMEZ &

GUERRA, 2007; FIELDING & TURLAND, 2008; MATEO & CRESPO, 2009; CABELLO,
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2011), de articulos (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; RIVAS-MARTINEZ, 1988;
CASTROVIEJO & LAGO, 1992; DAVY ¢ al., 2006; FUENTE ef al., 2011; GUILLO e al.,
2011, 2012a,b) o de Tesis Doctorales (REDONDO, 2004). En todos ellos, se acepta la
presencia de una o dos especies, que son 8. fruticosa 'y S. perennis, que atendiendo al
criterio taxonémico seguido, aparecen tratadas en distintos niveles jerarquicos (e.g.
especie, variedad). El trabajo que acepta un mayor numero de taxones es Flora lberica
(CASTROVIEJO, 1990), con la presencia de un nuevo taxon, que ha sido considerado
como subespecie de S. perennis con la denominacién de S. perennis subsp. alpini (Lag.)
Castrov. (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; VALDES ¢/ al., 1987b; CASTROVIEJO, 1990;
REDONDO, 2004; COSTA et al., 2009) o como especie, S. alpini (RIVAS-MARTINEZ, 1988;
CASTROVIEJO & LAGO, 1992; AIZPURU ¢/ al., 1999; VALDES ¢t al., 2002; DAVY et al.,
2006; SANCHEZ-GOMEZ & GUERRA, 2007; MATEO & CRESPO, 2009; CABELLO, 2011;
FUENTE et al, 2011). Este taxon, también, se ha citado dentro de la cuenca
mediterranea en Marruecos (VALDES ef al, 2002; MOLERO & MONTSERRAT, 20006) e
Italia (BIONDI e/ afl, 2010). Ademads, también se cuenta en la bibliograffa con las
descripciones de Sarcocornia fruticosa var. deflexa C. Lahondére & Gamisans (LAHONDERE
& GAMISANS, 1988; GEHU & BIONDI, 1994; LAHONDERE, 2004) y . hispanica Fuente,
Rufo & Sanchez Mata (FUENTE ¢t al., 2011), esta dltima especie descrita recientemente

para el territorio de la peninsula ibérica.

La presencia de una gran plasticidad fenotipica dentro del género Sarcocornia en
su drea de distribuciéon mediterranea y atlantica, junto con la formacién de complejos
poliploides (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; CASTROVIEJO & LLAGO, 1992; SHEPHERD
& YAN, 2003), hacen que el estudio taxonémico de este grupo de plantas sea muy
complicado. De hecho, son varios los autores que han puesto de manifiesto la dificultad
a la hora de diferenciar entre las especies S. fruticosa 'y S. perennis (LAUSI, 1982; BOLOS &
VIGO, 1990; BALL, 1993). También, se ha puesto en tela de juicio la existencia de las
dos subespecies en S. perennis por falta de caracteres morfolégicos que permitan
diferenciarlas y por la ausencia de un patrén geogrifico y ecolégico (LOPEZ
GONZALEZ, 1997). Por otra patte, la propuesta de S. hispanica como nueva especie para
la peninsula ibérica, ha suscitado la problematica de la distribucién del género Sarcocornia

en la peninsula ibérica, ya que el area de distribucion de esta nueva especie (FUENTE ef
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al., 2011) es plenamente coincidente con lo citado para S. fruticosa por otros autores
(ALVAREZ ROGEL, 1997; ALONSO & DE LA TORRE, 2002; SALAZAR e/ al., 2002,
LENDINEZ ¢ al., 2011). Ademas del hecho que morfolégicamente, el taxon mas cercano

a 8. hispanica es S. fruticosa, tal y como se deriva de la diagnosis de la nueva especie.

Toda esta problematica relacionada con la diferenciacién entre los distintos
taxones descritos de Sarcocornia en el area de la cuenca mediterranea y costas atlanticas,

pone de manifiesto la dificultad para trabajar con estas plantas.

El tratamiento taxonémico que han recibido las plantas del género Sarcocornia
estudiadas en este capitulo, en relacién con caracteres morfolégicos, ha sido diverso.
Los géneros empleados para designar a estas plantas han sido Salicornia (COUTINHO,
1939; MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA, 1963; MEIKLE, 1985; FREITAG,
2000; COSTE, 2007), Arthrocnemum (ZOHARY, 1966; LAUSI, 1982; BOLOS & VIGO, 1990;
BALL, 1967, 1993) y Sarcocornia (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; VALDES ¢t al., 1987a,b,
2002; CASTROVIEJO, 1990; STACE, 1991; CASTROVIEJO & LAGO, 1992; TAN, 1997,
BouLos, 1999; AIZPURU, ¢t al., 1999; REDONDO, 2004; DAVY ¢ al., 2006; JEANMONOD
& GAMISANS, 2007; SANCHEZ-GOMEZ & GUERRA, 2007; FIELDING & TURLAND,
2008; MATEO & CRESPO, 2009; CABELLO, 2011; FUENTE e/ a/., 2011). Esta variabilidad
taxonémica refleja la elevada complejidad que presentan estas plantas a la hora de
realizar un estudio morfolégico. En la actualidad, el conjunto de caracteres que
permiten identificar el género Sarcocornia diferenciandolo de Salicornia y Arthrocnenum
son: el cardcter perenne y la presencia de todas las flores al mismo nivel en el artejo
tértil, que distinguen Sarcocornia de Salicornia y la presencia de semillas con tricomas y sin

perisperma que diferencian Sarcocornia de Arthrocnemmm.

2. OBJETIVOS

El presente capitulo se ha centrado en el estudio morfolégico de las plantas del
género Sarcocornia en su distribucion mediterranea y atlantica, como también en las
implicaciones en su taxonomia. Por ello, los objetivos que se plantearon fueron:

- Realizar una caracterizacién morfolégica de las poblaciones del género

Sarcocornia distribuidas por la cuenca mediterranea y costa atlantica.

- Aclarar la identidad taxondémica de los tixones del género Sarcocornia en el

area mediterranea y atlantica.

84



Capitulo 3: Estudio morfologico del género Sarcocornia

3. MATERIAL Y METODOS

El estudio morfolégico se ha realizado sobre un total de 63 localidades
distribuidas por la cuenca mediterranea y litoral atlintico. En cada una de estas
localidades, puede haber entre una y nueve poblaciones de Sarocornia (Apéndice 3,
Figura 3.1), entre las que también se encuentran las poblaciones estudiadas en el
capitulo 2. Con el fin de realizar el analisis morfolégico de manera objetiva, las muestras
se estudiaron a priori como una unica entidad taxonémica. De este modo, se analizaron
cada uno de los caracteres a nivel poblacional, por lo que la exposicién de los resultados

hace referencia a grupos morfolégicos o morfotipos.

3.1. Obtencién y estudio del material vegetal

El material vegetal utilizado proviene de dos fuentes. Por una parte, se han
realizado observaciones en poblaciones naturales de diferentes localidades (Apéndice
3), aunque el muestreo mas sistematico se ha realizado en la cuenca mediterrdanea
occidental (Figura 3.1). El material recolectado ha sido procesado e incluido en el
herbario oficial de la Universidad de Alicante (ABH). Por otra parte, se han revisado
alrededor de 800 pliegos procedentes de los siguientes herbarios: de la Universidad de
Alicante (ABH), Ginebra (G), Jardin Botanico Nacional de Santo Domingo (JSBD),
Royal Botanic Gardens, Kew (K), la Plata (LP), Real Jardin Botanico de Madrid (MA),
Facultad de Farmacia de Madrid (MAF), Jardin Botanico de Missouri (MO), Museo
Nacional de Historia Natural de Chile (SGO), Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima (USM), Florida (USF), Utah (UTC), Jardin Botanico de Valencia (VAL),

Museo de Historia Natural de Viena (W) (acrénimos de acuerdo con THIERS, 2012).

Las medidas morfoldgicas se han tomado de manera diferente, dependiendo de
si se trataba de caracteres macroscopicos o microscépicos. El estudio de los caracteres
macroscopicos vegetativos y reproductivos procede tanto de observaciones realizadas
en campo como en pliegos de herbario. Se han estudiado aquellos caracteres
morfolégicos utilizados tradicionalmente en los trabajos floristicos y tratamientos
taxonémicos del género y géneros afines (MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA,
1963; FERGUSON, 1964; TOLKEN, 1967; CASTROVIEJO & COELLO, 1980; LLAUSI, 1982;

MEIKLE, 1985; CASTROVIEJO, 1990; CASTROVIEJO & LAGO, 1992; O’CALLAGHAN,
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1992; FREITAG, 2000; SHEPHERD ¢ al., 2005a,b; DAVY ez al., 2006; ALONSO & CRESPO,
2008; STEFFEN et al, 2009, 2010), también, se ha ampliado el estudio sobre otros
caracteres no empleados habitualmente para este grupo de plantas. Algunos de los
caracteres han supuesto la realizaciéon de recuentos o el uso de una regla milimetrada
(ver detalles en los apartados 3.2.2 y 3.2.3 de este capitulo), estas mediciones y
recuentos se han realizado empleando una lupa binocular Olympus SZX12 con

micrémetro incorporado.

En el caso de los caracteres micromorfolégicos, el material vegetal utilizado
procede de material prensado, que ha sido estudiado usando un microscopio 6ptico
(Olympus SX 212) con camara adaptada y la técnica de microscopia electrénica de
barrido (MEB). De esta manera, ha sido posible estudiar el material sin la necesidad de
tratarlo de ninguna manera especial ni para su conservacion, ni para su pertinente
observacion con esta técnica. El montaje de las muestras se ha realizado directamente
sobre el portaobjetos especial del Microscopio Electronico de Barrido (MEB, JEOL
840), al que queda fijado con la ayuda de un adhesivo conductor. Tras su metalizacién
con una fina capa de oro, las muestras estin preparadas para su estudio. Con este
método la conservacion de las muestras sélo precisa de almacenamiento en un
desecador o en un recipiente hermético sin humedad. Las medidas realizadas se
expresan en intervalos, indicandose primero el dato correspondiente a la media minima
y en segundo lugar, el de la maxima. Cuando se nombran las poblaciones en el texto, se
indica el nombre de la poblacién o municipio junto con la sigla identificativa, que

aparece recogida en el apéndice 3 y en la figura 3.1.
3.2. Caracteres macromorfolégicos

3.2.1. Habito y ramas vegetativas

El habito se ha determinado siempre en campo, a través del estudio de plantas
vivas, pues es una caracteristica que es imposible estudiar adecuadamente a partir de
material de herbatio. Se ha medido la altura de la planta, expresada en centimetros, se
ha valorado la posicién de las ramas principales en referencia al suelo y la presencia de
tallos enraizantes. Ademds, se ha observado la presencia o ausencia de raices

adventicias.
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w1

e, i

Figura 3.1. Distribucién de las localidades estudiadas. El nombre de cada localidad (L) aparece en
el apéndice 3.

3.2.2. Hojas vegetativas

La observacién de las hojas vegetativas se ha realizado tanto en material fresco
como de pliego. Se ha utilizado el término “artejo” para designar la superficie foliar que
cubre todo el entrenudo. El tamafio de los artejos (longitud X anchura) expresado en
milimetros, se ha medido con una regla milimetrada sobre cinco artejos escogidos de
cada pliego, estudiando entre uno y cinco pliegos de cada localidad. La forma, apice,

presencia de quilla y coloracién de los artejos también han sido estudiados.

3.2.3. Caracteres reproductivos

El estudio de las inflorescencias ha consistido en la medicién del tamafio de las
espigas (longitud X anchura), entendiendo por inflorescencia aquellas espigas que
presentan cimas sésiles de 3 flores, formando inflorescencias tanto laterales como
terminales. También, se ha contabilizado por recuento directo el nimero de espigas
laterales por rama, nimero de attejos estériles bajo las espigas laterales y el numero de
flores por cima. Estas estin incrustadas en la parte inferior de un artejo fértil. En los
artejos fértiles de las espigas terminales, se ha medido, con una regla milimetrada la

distancia desde la parte superior de la flor central de la cima hasta la parte superior del
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artejo. De las flores, se ha observado el numero y morfologia del estigma, el nimero de
estambres y la longitud de las anteras. Por ultimo, se ha estudiado el tipo de fruto y su
relacién con el perianto, atendiendo a las indicaciones de SHEPHERD e¢7 a/ (2005b).
Todas las medidas y observaciones se han realizado en un numero de pliegos
comprendido entre uno y cinco de cada localidad. Las medidas realizadas de longitud y

anchura se han expresado en milimetros.
3.3. Caracteres micromorfologicos

3.3.1. Caracteristicas de los estomas

Se ha estudiado la supetficie foliar de 452 individuos usando pliegos de hetrbario,

que presentan una distribucién por la cuenca mediterrinea y por la costa atlantica

(Figura 3.1).

a. Morfologia estomatica

La morfologfa estomatica se ha observado en la zona del envés foliar central
para cada artejo estéril sobre fotografias del MEB realizadas a 1500 aumentos.
Siguiendo la metodologia aplicada por DELF (1911), la zona elegida para su observacién
ha sido la que se encuentra entre los niveles C y D, correspondiéndose justo con la

zona central, donde la morfologia de los estomas se mantiene estable (Figura 3.2).

Con el fin de corroborar que el procedimiento seguido en la preparacién de las
muestras para su observacion con el MEB, no altera la morfologia de las células anexas,
se han recolectado en campo muestras frescas, sobre las que se ha procedido a su
estudio con la técnica del desprendimiento de cuticula (ROSS & PAWLINA, 2007). Esta
se ha tefiido con azul de anilina especifico para lipidos, y por tanto, membranas. Las
cuticulas se han observado en un microscopio éptico con camara adaptada (Olympus
SX 212) a 40 aumentos. Las imdgenes observadas se han fotografiado para su mejor
estudio. La terminologfa seguida en la tipologfa estomatica esta basada en las obras de

METCALFE & CHALK (1979) y CUTLER ¢t al. (2008).
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Figura 3.2. Localizacion de la zona de estudio en el artejo. Modificado de DELF (1911).

b. Densidad estomatica y analisis estadistico

La densidad estomitica (DE), numero de estomas por mm? (LALLANA &
LALLANA, 2004), se calculd sobre conteos realizados en fotografias electrénicas (MEB)
realizadas a 100 aumentos. Se han contado 20 superficies de 0.28 mm? de un total de 36
individuos procedentes de 27 poblaciones: Chichester (IL1), Carretera de Saintes-Maries-
de-la-Mer (L7), Manade Raynaud (L7), San Giovanni de Sinnis (L11), Santa Giusta
(L11), San Antioco (L13), Capo Feto (L16), Laguna di Orbetello (L19), Kalloni (L24),
Estuario de Aposelemis (L25), Monastir (L31), Bahia de Alhoceima (L34), Aljezur
(L40), Es Trenc (L42), Ria de Villaviciosa (L40), Torroella de Montgt{ (1.49), Delta del
Ebro (L.50), Laguna de Pefia Hueca (I.51), Laguna de las Yeguas (I.52), Cordovilla
(L53), Agua Amarga (1.56), Isla Mayor (L.61), antigua Laguna de Val de Ojo (L61),
Bonanza (1.62), Caridad (L62), Trebujena (LL62) y Via de servicio de San Fernando
(L62).

Las variables cuantitativas se procesaron estadisticamente mediante el analisis de
la varianza. Para ello, se ha empleado la prueba Levene para contrastar la hipdtesis de
homogeneidad de la varianza. Para comprobar en donde difieren las medias, se ha
utilizado un contraste de medias por procedimientos de comparacién multiple, siendo
este contraste la prueba de GAMES-HOWELL (1976) (SALAS ez al., 2001; LALLANA &
LALLANA, 2004; PARES-MARTINEZ ¢ al., 2004). Estos andlisis se han realizado con los

programas estadisticos SPSS v. 15 y R v. 2.14.0 (R Development Core Team, 2011).
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c. Células epidérmicas

El estudio de la forma y tipo de células epidérmicas se ha realizado sobre

fotografias electronicas (MEB) tomadas a 370 aumentos.

3.3.2. Caracteristicas del polen

Se ha estudiado el polen de un total de 12 individuos a lo largo del area de
estudio. En la preparacién de las muestras, se han tomado las anteras, separandolas en
un portaobjetos y con la ayuda de unas pinzas y de una aguja enmangada se han abierto
totalmente, dejando salir todo el polen. La nomenclatura utilizada se ha basado en
estudios previos realizados sobre polen del mismo género o de géneros cercanos a
Sarcocornia (GOMEZ FERRERAS & PEDROL, 1987; VALDES ¢t al., 1987a; BORSCH, 1998;
SILVA & SANTOS, 1999; FERNANDEZ-ILLESCAS ¢/ al., 2010). Para corroborar que el
procedimiento seguido en la preparaciéon de las muestras de polen con el MEB, no
alter6 la morfologia de los granos, éstos se estudiaron también con el microscopio
optico a 40 aumentos. El diametro del polen se midié en cuatro fotografias de
microscopia electronica (MEB) a 2500 aumentos de cada individuo, en donde cada
fotografia presentaba un grano de polen. El didmetro de las aberturas se midié sobre
estas mismas imdgenes, midiendo en este caso cinco aberturas en cada una de las

fotografias.

3.3.3. Caracteristicas de las semillas

Para este estudio se han utilizado semillas, en su mayorfa maduras, procedentes
de 35 poblaciones naturales distribuidas por la cuenca mediterranea y la costa atlantica:
Chichester (1), Morston (L2), Les Capitelles (L0), Carretera de Saintes-Maries-de-la-
Mer (L7), Saladar préximo a Stintino (L10), San Giovanni de Sinnis (L11), Torre de la
Sal (L19), Laguna di Orbetello (L19), Porto Baselegue (L20), Grado (L20), Marano
(L20), Treporti (L20), Estuario de Aposelemis (L25), La Macta (L.32), Arekmane (L33),
Larache (L306), Carrasqueira (L38), Ludo (L39), Es Trenc (L42), Murueta (L43),
Torroella de Montgti (L49), Delta del Ebro (L50), Laguna de Pefla Hueca (L51),
Laguna de las Yeguas (L52), Laguna del camino de Villafranca (L52), Cordovilla (L53),
Saladar de Requena (1.54), Lagunas de Bon Mati (I.56), Playa del Carabasi (1.56), Salinas
del Brag del Port (L56), San Pedro del Pinatar (1.57), La Almadraba de Moteleva (1.58),
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Isla Mayor (L.61), Playa de Sancti Petri (L62) y Cartaya (1.63). Las medidas que a
continuacién se detallan se han realizado siempre tomando 3 semillas por cada

poblacién.

IL.a nomenclatura utilizada en todos los caracteres estudiados relativos a las
semillas se ha basado en estudios previos de la testa de las semillas de la subfamilia
Salicornioideae (SHEPHERD et al, 2005b), del género Sarcocornia (ALONSO & CRESPO,

2008) y en el Diccionario Botanico (FONT QUER, 1989).

a. Tamano de las semillas

Se ha medido el tamafio de las semillas (longitud X anchura), expresado en

milimetros, a partir de fotograffas de microscopia electrénica realizadas a 55 aumentos.

b. Indumento de la exotesta

El analisis de la exotesta se ha realizado sobre fotografias de microscopia
clectrénica (MEB) tomadas a 500 aumentos. Para cada una de las semillas, se ha
analizado la exotesta de entre 2 y 6 superficies, en donde los caracteres estudiados han
sido: forma y longitud del tricoma, anchura de la base, distribucién y densidad de los
tricomas en la semilla, disposicién de los tricomas y tipo de células epidérmicas. Todas

las medidas se han expresado en micrémetros.

b.1. Forma del tricoma

La definiciéon de tricoma seguida para el estudio de este caracter ha sido la
aportada por FONT QUER (1989). Se ha estudiado la superficie de las semillas en

fotogratias de microscopia electrénica realizadas a 500 aumentos.

b.2. Longitud del tricoma y anchura de su base

Sobre fotografias del MEB, tomadas a 500 aumentos, se han realizado medidas
de la longitud del tricoma y de la anchura de la base de éstos, expresandolas en

micrémetros. Se han tomando entre 5y 15 medidas de cuatro superficies distintas.
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b.3. Densidad de tricomas (tricomas/mm?)

El cilculo de la densidad de tricomas se ha realizado sobre las mismas
fotografias que en el apartado b.2. De cada semilla, se han contado 5 supetficies de un

area de 0.49 mm?. Los datos se han transformado para obtener la densidad por mm?.

b.4. Distribucion de los tricomas en la semilla

La disposicién de los tricomas y su distribucion en la superficie de la semilla son
caracteristicas a tener en cuenta en el estudio micromorfolégico. La observacion de

estas caracterfsticas se ha realizado sobre fotograffas del MEB tomadas a 500 aumentos.
b.5. Disposicion de los tricomas

Se estudié la disposicion de los tricomas respecto a la superficie de la semilla,
diferenciando entre tricomas patentes y adpresos. Este caricter se observo
principalmente en el borde la semilla, usando las mismas imagenes que en el apartado

anteriot.

3.3.4. Nivel de ploidia

La observacion de cromosomas somaticos en células meristematicas de las raices
se realizé en plantas de las poblaciones de Les Capitelles (L6), Carrasqueira (L38), Es
Trenc (L42), Cordovilla (L53), Salinas del Brag¢ del Port (L56), Torrelamata (L56) y San
Pedro del Pinatar (L57). Las raices se obtuvieron de semillas germinadas. Con el
objetivo de acumular células meristematicas en metafase con una morfologia de
cromosomas fiable, la raices se incubaron en 2 ml de agua destilada, que se sumergieron
en hielo a una temperatura aproximada de 0.5°C durante 24 horas (pre-tratamiento de
hielo). Tras ello, las raices se fijaron en una mezcla recién hecha de 3:1 de etanol 96%./«
y acido acético glacial (denominado fluido de Farmer modificado) a temperatura
ambiente durante dos dias. El liquido de fijacién se reemplazé por 3 ml de etanol 70%

v/v» manteniendo el material vegetal a —20°C hasta su utilizacién.

Una vez fijado, el material vegetal se transfirié a una placa petri con 15 ml de
agua destilada, colocindola en un agitador a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 minutos. A continuacion, se realiz6 la hidrolisis en 5 ml de HCI 1

M a 60°C durante 8 minutos, seguida de la reacciéon de tincién en 2 ml de reactivo
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Schiff a temperatura ambiente durante 30 minutos como minimo (FEULGEN &
ROSSENBECK, 1924). Las raices que presentaban su apice de color lila se diseccionaron
con ayuda de un bisturi, y se colocaron en un portaobjetos, donde se realizé el “squash”

con una gota de 1.25%/y de orceina propidnica.

Los cromosomas se observaron utilizando un microscopio Axioplan 2 (Carl
Zeiss, Gottingen, Germany), realizando fotograffas con una camara SPOT RT
(Diagnostic Instruments, Inc., Sterling Heights, MI, USA) y usando el software SPOT

ST v. 4.0.4 (Diagnostic Instruments).

3.4. Rastreo morfolégico

A través del rastreo morfologico, se combinaron los resultados moleculares de
ITS obtenidos en el capitulo 2 (Figura 2.1), con los caracteres morfolégicos mads
relevantes de este capitulo. Puesto que toda la metodologia referente a los analisis
moleculares estd explicada en el capitulo 2, en el presente apartado Unicamente se

comentan las técnicas y analisis que permiten llevar a cabo el rastreo morfolégico.

Tras haber realizado el estudio de los caracteres mencionados en los apartados
3.2y 3.3 de este capitulo, se ha construido una matriz de datos basada en observaciones
realizadas en material fresco y en pliegos de herbario (Apéndice 4). También se ha
realizado el rastreo morfologico sobre el resto de especies de Sarcocornia que aparecen
en el andlisis de ITS y sobre las especies del grupo externo. Por ello, parte de los datos
morfolégicos provienen de la bibliografia (TOLKEN, 1967, O’CALLAGHAN, 1992;
SHEPHERD e7 al., 2005a, 2005b; ALONSO & CRESPO, 2008; STEFFEN ¢f al., 2010).

La evolucién en los patrones fenotipicos se evalué mediante el mapeo de dichos
caracteres sobre el arbol consenso obtenido de la regién ITS, usando el analisis de
Inferencia Bayesiana. El programa MESQUITE v. 2.74 (MADDISON & MADDISON,
2010) se uso6 en la reconstruccion de los cambios en los estados de caracter mediante
implementacién de la funcién “Reconstruct Ancestral States” y utllizando algoritmos de
Maxima Parsimonia (con la asuncién de caracteres desordenados) y Maxima

Verosimilitud (con la opcidn de “current probably” activada).
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4. RESULTADOS
4.1. Caracteres macromorfolégicos

4.1.1. Habito y ramas vegetativas

El habito que presentan estas plantas estd intimamente relacionado con las
condiciones ecolégicas en las que se desarrollan. Atendiendo a la influencia marina, se

pueden distinguir tres situaciones que llevan asociadas diferentes tipos de habitos.

Algunas poblaciones del género Sarcocornia se desarrollan bajo una influencia de
las mareas, tal es el caso de las plantas estudiadas en las poblaciones de Chichester (I.1)
y Morston (L2) en el Reino Unido, y de Ria de Villaviciosa (1.46), Isla de la Toja (1.48),
Marisma de Carregal (L48) y desembocadura del rio Umia (1.48) en la peninsula ibérica.
En estas poblaciones, las mareas provocan que estas plantas pasen mucho tiempo
sumergidas, por lo que presentan un habito postrado caracteristico (Figura 3.3A), de
hasta 20 cm de altura. Suelen formar grandes extensiones, a modo de céspedes, en
donde las ramas son rastreras y los tallos enraizantes, siendo muy dificil la identificacién

de individuos aislados (Figura 3.3B).

En la cuenca mediterranea, donde las oscilaciones en el nivel del mar no son tan
acusadas como en las costas atlanticas y las plantas no pasan periodos tan largos
sumergidas como en el caso anterior, se pueden distinguir tres biotipos: el postrado-
enraizante, coincidente con el caso descrito en el patrafo anterior; un biotipo que
presenta ramas erectas y tallos enraizantes; y por ultimo, plantas con ramas erectas y sin

tallos enraizantes.

En las poblaciones de Porto Baselegue (L20) y Arekmane (L33) (Figura 3.3C)
crecen los tres biotipos, apareciendo el biotipo postrado-enraizante siempre en contacto
directo con el agua del mar, y conforme la influencia de ésta es menos directa, aparece
el segundo biotipo, que se caracteriza por presentar ramas erectas que pueden alcanzar
80 c¢m de altura, en donde los tallos son rigidos, ramificados y enraizantes, pudiendo
diferenciar individuos distintos. El tercer biotipo presenta ramas siempre erectas, que
llegan a alcanzar 100(180) cm de altura. Se trata de plantas con tallos robustos,

ramificados y no enraizantes; aunque en algunos casos, los tallos pueden llegar al suelo
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Figura 3.3. Habito y ramas vegetativas. A. Habito postrado-enraizante, Isla de la Toja (L48). B. Césped
formado por el biotipo postrado-enraizante, Marisma de Carregal (L48). C. Individuos con los tres biotipos,
Arekmane (L33). D. Biotipo erecto-no enraizante al borde de laguna, Salinas del Bra¢ del Port (L56). E.
Biotipo postrado-enraizante en primer plano y biotipo erecto-no enraizante al fondo, Marina de Cudeyo
(L44). F. Ejemplares con biotipo erecto-enraizante, Laguna de Pefia Hueca (L51). G. Biotipo erecto-
enraizante, Isla Mayor (L61). H. Biotipo erecto-no enraizante, Agramén (L53).
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y aparecer enterrados. En las poblaciones de Porto Baselegue (1.20) y Arekmane (1.33),
este ultimo biotipo es el que tiene menos relaciéon con el agua, aunque en otras
poblaciones de saladares costeros como Stagno di Cagliari (L12), San Antioco (L13),
Agua Amarga (L56), Salinas del Bra¢ del Port (L56), Lagunas de Bon Mati (L50),
Torrelamata (L506), San Pedro del Pinatar (.57) o Es Trenc (L42) aparece de manera
abundante, creciendo alrededor de las lagunas que se forman (Figura 3.3D). En la
poblacién de Marina de Cudeyo (L44), conviven el biotipo postrado y enraizante, con el
erecto y no enraizante (Figura 3.3E), apareciendo en primer lugar y en contacto directo
con el mar, el biotipo postrado-enraizante y mas alejado del mar el erecto y no

enraizante.

Fuera de la influencia marina, en los saladares de interior, aparecen dos de los
biotipos comentados: el erecto-enraizante y el erecto-no enraizante. El primero se ha
estudiado en las poblaciones de Laguna Larga (I.51), Laguna de Pefia Hueca (L51),
Laguna de Tirez (I.51), Laguna del camino de Villafranca (I.52), Laguna de las Yeguas
(L52), antigua Laguna de Val de Ojo (L61), e Isla Mayor (1.61) (Figura 3.3F,G). El
segundo de ellos se ha encontrado en las poblaciones de Les Capitelles (L6), Marano

(L20), Cordovilla (L53), Agramén (1.53) y Saladar de Requena (1.54) (Figura 3.3H).

4.1.2. Hojas vegetativas

a. Tamarnio de los artejos

Se ha observado que existe una tendencia a aparecer artejos de mayor tamafio
(3.0-20.0 x 1.5-5.0 mm), sobre todo en cuanto a la anchura, en las poblaciones de
Chichester (L1), Morston (L2), Arekmane (L33), Faro (L39), Marina de Cudeyo (L44),
Astillero (L44), Betanzos (L49), Ria de la Rabia (L47), Ria de Villaviciosa (L48), Isla de
la Toja (L48), Marisma de Carregal (L48) y desembocadura del rio Umia (L48). Sin
embargo, cuando estas medidas se comparan con las del resto de poblaciones (2.0-20.0
% 1.5-3.0 mm), se puede observar que existe un solapamiento entre ellas, no siendo éste
un buen caricter en la diferenciaciéon de los tixones que conforman el género Sarcocornia
en su distribucién europea y norteafricana. Por lo tanto se establece un unico rango

para el tamafio de los artejos de 2.0-20.0 X 1.5-5.0 mm.
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b. Coloracion de los artejos

Derivado de las observaciones realizadas en campo, no se puede atribuir una
unica coloracién a una poblacién determinada. Se ha visto que dentro de una misma
poblacién, al mismo tiempo, se pueden observar coloraciones que abarcan diferentes
tonos rojizos y verdes. Ademds, esta variacién patece cambiar a lo largo del aflo,
coincidiendo en el caso de las poblaciones visitadas, el periodo de la floracién con una

coloracién mayoritatiamente verdosa.

c. Forma y apices de los artejos

Otros caracteres relacionados con las estructuras vegetativas de estas plantas son
la forma y apices de los artejos (Figura 3.4, Tabla 3.1). La forma de éstos suele ser
obconica, asemejando la forma de un “barril”, observandose en su borde las laminas

foliares reducidas a escamas hialinas.

En las hojas mas jovenes (en los artejos de ramas desarrolladas durante el afio),
se ha observado que existen ejemplares en donde los apices de las hojas suelen ser
agudos o incluso, en ocasiones puntiagudos, y por tanto, se puede ver mejor que los
artejos son ligeramente aquillados. Tal es el caso de los ejemplares estudiados de las
poblaciones de Estuario de Aposelemis (L25), Monastir (L.32), Marisma de Carregal
(L48), Laguna de Pefia Hueca (L.51), Laguna de Tirez (I.51), Laguna del camino de
Villafranca (1.52), Laguna de las Yeguas (L.52) e Isla Mayor (1.61) (Figura 3.4A). Por
otro lado, otras plantas suelen presentar artejos con bordes mas redondeados, de apice
obtuso y la forma “en barril” es mas evidente. En este caso, los artejos ligeramente

aquillados son mas dificiles de observar (Figura 3.4B).

Figura 3.4. Apice de los artejos vegetativos. A. Apice obtuso, ejemplar de Es Trenc (L42). B Apice
agudo, ejemplar de Monastir (L32). La flecha sefiala la quilla.
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Tabla 3.1. Resumen de los caracteres estudiados del habito, ramas y hojas vegetativas. Abreviaturas: L.
Longitud; A.: Anchura.

Caracter Resultados
o " - Postrado-enraizante, hasta 20 cm de altura
= Habito .
_-g ramas veqetativas - Erecto-enraizante, hasta 80 cm de altura
X Y 9 - Erecto-no enraizante, hasta 180 cm de altura
T fio de | rtej

amarnio de los artejos 2.0-20.0 x 1.5-5.0
@ (LxA mm)
'% Forma de los artejos - Obconica
° . - Obtuso
[e)] . .
@ Apice de los artejos . Agudo (puntiagudo)
[}
% - Ausente
T Presencia de quilla - Poco distinguible

- Claramente distinguible

4.1.3. Caracteres reproductivos

a. Medidas de las espigas

Las medidas de la anchura de las espigas pueden aportar datos favorables en la
diferenciacién de poblaciones en Sarcocornia, puesto que las medidas de las longitudes
tanto en la inflorescencia terminal como en las laterales, se mantienen siempre dentro
del rango 5.0-60.0(90.0) mm. La anchura muestra una ligera tendencia a ser algo mayor
en algunas poblaciones, llegando a alcanzar medidas de hasta 5.0 mm [e.g. Chichester
(L1), Morston (L2), Marina de Cudeyo (L44), Astillero (L44), Ria de la Rabia (L45), Ria
de Villaviciosa (L406), Betanzos (L47), Isla de la Toja (L48), Marisma de Carregal (L50),
desembocadura del rio Umia (I.48)], en cambio, otras poblaciones presentan anchuras
que suelen encontrarse en un rango de 2.0-4.0 mm [e.g. Es Trenc (I.42), Torroella de
Montgri (I.49), Laguna de Pefia Hueca (LL51), Laguna de Tirez (I.51), Agramén (1L53),
Cordovilla (L53), Agua Amarga (1.56) e Isla Mayor (L.61)].

b. Numero de espigas laterales

Se han estudiado poblaciones en donde el nimero minimo de espigas laterales
puede llegar a ser muy bajo (2) o incluso no presentar [e.g. Isla de la Toja (L48),
Marisma de Carregal (L48) y desembocadura del rio Umia (L48)] (Figura 3.5A), frente a
otras poblaciones donde el nimero minimo es algo mayor a 10 [e.g. Capo Feto (1.16),

Arckmane (LL33), Laguna de Pefia Hueca (I.51), Agramén (1L53) y Via de servicio de San
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Fernando (L.62)] (Figura 3.5B). A pesar de observar esta diferencia en tales poblaciones,
la pauta general es presentar un nimero de espigas laterales que puede vatiar entre 0 y

40, ya que los rangos en todas las poblaciones son amplios y solapados.

Figura 3.5. Numero de inflorescencias laterales. A. Sin inflorescencias laterales, Unicamente
terminales, Isla de la Toja (L48). B. Ejemplar con inflorescencias laterales, Arekmane (L33).

Cabe sefialar que existe un rasgo comun en las inflorescencias laterales, y es que
suelen ser sentadas, es decir, los artejos fértiles se encuentran directamente sobre la
rama, aunque las inflorescencias mas basales suelen presentar un nimero variable de

artejos estériles, entre 1-11.

Algunas de las poblaciones estudiadas han mostrado caracteristicas llamativas en
el analisis de las inflorescencias, tal es el caso de los individuos estudiados en la
poblacién de Porto Baselegue (I.20). Estos presentan espigas de gran longitud
(alcanzando 90 mm), y artejos fértiles “abombados”, que llegan a presentar una forma

casi esférica, cuando lo normal es que presenten una forma obcénica.

c. Cimas

Las plantas del género Sarcocornia presentan cimas trifloras que aparecen en la
parte inferior del artejo fértil. Las flores estan separadas unas de otras a través de un
tabique que es muy aparente una vez que el fruto se ha desprendido en la madurez. De
todo el material estudiado, el unico caso en donde se han observado cimas con 4 flores
se corresponde con ejemplares recogidos en la localidad de Bonanza (1.62) (Cadiz,

Espana).
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Otra caracterfstica a tener en cuenta es observar si la flor central alcanza el
extremo superior del artejo fértil. Atendiendo al estudio realizado, se ha visto que
normalmente en los artejos iniciales de la inflorescencia, la flor central no alcanza la
parte superior del artejo, apareciendo una distancia que puede variar entre 0.5-3.5 mm.
Conforme se alcanza la parte apical de la espiga, la distancia entre la flor central y la
parte superior del artejo suele disminuir (0.5 mm). Las poblaciones en las que se ha
observado que la flor central no llega a la parte superior del artejo son Es Trenc (L42),
Agramén (L53), Cordovilla (L53) y Agua Amarga (L56) (Figura 3.0A). La tendencia a
alcanzar el extremos superior del artejo se ha visto en las poblaciones de Capo Feto
(L16), Isla de la Toja (L48), Marisma de Carregal (L48), desembocadura de rio Umia
(L48) y Laguna de Pefia Hueca (L51) (Figura 3.6B).

d. Flores

Las flores son poco vistosas. El estigma suele ser bifido, aunque en ocasiones es
trifido, y siempre plumoso. Las poblaciones en las que se ha observado el estigma
trifido han sido: Carretera de Pozallo a Pachino (1.106), Isla de la Toja (1.48) y Laguna de
Pefia Hueca (LL51). Todas las flores tienen 2 estambres, con anteras que presentan una

longitud de alrededor de 1.0 mm (Tabla 3.2).

Figura 3.6. Cimas trifloras en las que se aprecia la distancia de la flor central al extremo
superior del artejo fértil. A. La flor central no alcanza la parte superior del artejo fértil, Es Trenc
(L42). B La flor central alcanza la parte superior del artejo fértil, desembocadura del rio Umia
(L48).
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Tabla 3.2. Resumen de los caracteres estudiados relativos a la inflorescencia, flores y fruto. Abreviaturas:
L.: Longitud; A.: Anchura.

Caracter

Resultados

Tamanio de las
inflorescencias

(LxA mm)

- 5.0-60.0(90.0) x (1.5)2.0-4.0(5.0)

N° de Inflorescencias

[72]) - -

-g laterales 0-40

§ Presencia de artejos

@ gsterlles en _Ias - Normalmente en las basales (1-11)

5 inflorescencias

= laterales
Cimas - 3(4)flores
Disposicion de la flor - Alcanza la parte superior del artejo
central respecto al No al | " ior del artei
artejo fértil - o alcanza la parte superior del artejo

5 Estigmas - Bifido y plumoso (rara vez trifido)

w Estambres - 2, anteras de 1.0 mm de longitud
Tipo de fruto - Utriculo

8

el -

\ Relacion del
pericarpo y el - El pericarpo queda adherido al perianto carnoso
perianto

e. Tipo de fruto y relacion con el perianto

El fruto observado en las poblaciones estudiadas, es un fruto monospermo y

dehiscente. Siguiendo la definiciéon de FONT QUER (1989) se corresponderia con un

fruto en utriculo (Tabla 3.2).

En relacién con la disposicion del petricarpo respecto el perianto, se ha

observado que en todos los casos el perianto se vuelve carnoso en la madurez y el

pericarpo queda adherido al perianto.

4.2. Caracteres micromorfolégicos

4.2.1. Caracteristicas de los estomas

a. Morfologia estomatica

El tipo estomatico presente en las plantas de Sarcocornia estudiadas es paracitico,

caracterizado por la disposicién de dos células anexas respecto a las oclusivas (Figura

3.7). Se han observado dos morfotipos de estomas atendiendo a la disposicién vertical
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de las células oclusivas frente a las células anexas y epidérmicas (Tabla 3.3), que se han

denominado:

- Estomas con morfotipo 1: las células oclusivas se sitdan en un nivel
diferente, apareciendo hundidas frente al resto de las células epidérmicas y

anexas (Figura 3.7A,C).

- Estomas con morfotipo 2: las células oclusivas estin al mismo nivel que el

resto de las células (Figura 3.7B,D).

Figura 3.7. Estomas paraciticos. A. Morfotipo 1 [Agua Amarga (L56)]. B.
Morfotipo 2 [Laguna Larga (L51)] (observados con microscopia o6ptica) C.
Morfotipo 1 [Agramon (L53)]. D. Morfotipo 2 [Torroella de Montgri (L49)]
(observados con MEB).

b. Densidad estomatica

Tanto las plantas que tienen estomas con el morfotipo 1 (Figura 3.8A), como las
de morfotipo 2 (Figura 3.8B), presentan un valor medio en la densidad estomatica
similar (96.9 y 80.1 estomas/mm?, respectivamente). Sin embargo, la media es
ligeramente superior en las plantas que tienen estomas con el morfotipo 1, siendo estas

diferencias significativas (p<<0.001). Cuando se compararon las densidades estomaticas
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entre los individuos de las poblaciones, sin tener en cuenta el morfotipo estomatico al

que pertenecian, las diferencias, en este caso, no fueron significativas.

Figura 3.8. Aspecto general de la densidad estomatica. A. Estomas con morfotipo 1, San Pedro
del Pinatar (L57). B. Estomas con morfotipo 2, Torroella de Montgri (L41).

c. Células epidérmicas

Las células epidérmicas presentan una morfologia poligonal que es comuin a
todas las poblaciones estudiadas (Tabla 3.3). Sin embargo, se ha observado que la
superficie de las células es reticulada en ciertas poblaciones, como Capo Feto (1.16),
Puglia (I.18), Agios Andreas (I.22), Estuario de Aposelemis (1.25), La Macta (1.32),
Arekmane (1.33), Ria de Villaviciosa (1.46), Torroella de Montgri (1.49), Laguna Larga
(L51), Laguna de Pefia Hueca (I.51), Bonanza (1.62), Caridad (1.62) y Trebujena (1.62)
(Figura 3.9A), frente al resto de poblaciones donde es lisa (Figura 3.9B). Las células con
superficie reticulada siempre coinciden con los estomas que tienen el morfotipo 2, éstos
pueden presentar tanto células con superficie lisa como reticulada (Figura 3.9). En los

estomas con morfotipo 1 dnicamente se han observado células con superficie lisa.

Figura 3.9. Tipos de células epidérmicas. A. Estomas con morfotipo 2 y células con superficie
reticulada, Laguna Larga (L51). B. Estomas con morfotipo 2 y células con superficie lisa,
Torroella de Montgri (L49).
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Tabla 3.3. Resumen de los caracteres estudiados relativos a los estomas, polen y semillas. Abreviaturas:
L.: Longitud; A.: Anchura.

Caracter Resultados
Morfotipo - 1: hundido
” - 2:expuesto
© 2
§ Densidad estomatica media - 801 estomas/mm2
- - 96.9 estomas/mm
w : :
Tipo de células epidérmicas que - Poligonaly lisa
los acomparian - Poligonal y reticulada
E, Diametro polen (um) - 17.30-31.80
& Diametro aberturas (um) - 0.90-3.90
Tamario (L x Amm) - 0.63-1.10(1.50) x 0.41-1.02
- Papila-mamel6n
Forma del tricoma - Tr!coma S|rnple de morfologia cqnlca
- Tricoma simple largo, en ocasiones de
morfologia ganchuda
« ) - 12.31-100(106.67)
® L. tricoma (um) - 26.15-144.62
3]
@ % Anchura de la base - 10.80-27.70
% © tricoma (um) - 29.20-61.50
Q
@ g - Baja (14-38 tricomas/mmz)
‘g Densidad tricomas - Media (20-51 tricomas/mm?)
g - Elevada (38-83 tricomas/mm?)
©
= Disposicién tricoma - Patente
P - Adpreso
Ti - Tipoa
igode -~ - Tipob
ornamentacion -
- Tipoc

4.2.2. Caracteristicas del polen

El polen de las poblaciones estudiadas es polipantoporado, apolar, con simetria
radial, de tamafio mediano (D=17.30-31.80 um) y de superficie equinulada y punteada
con perforaciones muy pequefias y diferenciadas. Las aberturas en la superficie son
simples de tipo poro y muy numerosas, con un diametro que varfa entre 0.90 y 3.90 um

(Figura 3.10, Tabla 3.3).

El estudio del polen ha mostrado que las medidas del didametro y el analisis de
las aberturas son caracteres que se mantienen constantes en estas plantas, no
presentando tendencias de ningin tipo. De modo que se puede hablar de un solo tipo

de polen.
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Figura 3.10. Polen de la poblacion de Bonanza (L62). A. Fotografia de microscopia 6ptica. B.
Fotografia de microscopia electronica de barrido.

4.2.3. Caracteristicas de las semillas

Las semillas muestran una ligera variabilidad en su forma que va de ovada a
orbiculada. La orientaciéon de éstas, respecto a la posicion en el ovatio, es vertical, y su
coloracién es marrén. Cada semilla aparece parcialmente incluida dentro de la
estructura formada por el pericarpo y el perianto. Ia parte de la semilla, que esta
adherida al pericarpo-perianto, presenta sobre su testa restos del pericarpo dificiles de
desprender. La parte que no estd incluida en dicha estructura, queda desprotegida, y por

lo tanto, puede observarse directamente la testa.

a. Tamano de las semillas

Los tamafios de las semillas tienen un rango de 0.63-1.10(1.50) X 0.41-1.02 mm.
Sin embargo, se han observado poblaciones que se caracterizan por presentar semillas
en las que la longitud minima varfa entre 0.93-1.35 mm [Laguna di Orbetello (L.19),
Porto Baselegue (1.20), Grado (1.20), Marano (L20), Treporti (1.20), Estuario de
Aposelemis (L.25), Arekmane (I.33), Larache (L.36), Ludo (I.39), Es Trenc (1.42),
Murueta (1.43), Torroella de Montgti (1.49), Delta del Ebro (1.50), Lagunas de Bon Mati
(L56), Salinas del Brag del Port (L56) y Playa de Sacti Petri (L62)] (Figura 3.11).

En la tabla 3.4 se muestran las medidas de estas poblaciones, en las que el rango
en el que se encuentran los valores minimos de longitud, se corresponde con los valores
de longitud méaxima del resto de poblaciones estudiadas (rango de longitud general:
0.63-1.10 mm). En el caso de existir varias poblaciones para una misma localidad, se

muestra unicamente aquella poblacién en la que el rango ha sido mayor.



Tabla 3.4. Poblaciones caracterizadas por presentar tamafos de semilla grandes debido a su longitud
minima. El cédigo de la localidad a la que pertenecen aparece entre paréntesis. Los valores de longitud
(L) y anchura (A) se muestran en mm.

Semillas grandes

Poblaciones
Medidas (L x A)

Pais Provincia Localidad/Municipio
ltalia Grossetto Laguna di Orbetello (L19) 0.93-1.15 x 0.67-0.87

Venecia Treporti (L20) 1.31-1.50 x 0.94-1.02

Nador Arekmane (L35) 0.93-1.20 x 0.51-0.64
Marruecos

Téanger-Tetuan Larache (L38) 1.13-1.41 x 0.69-0.91
Grecia Creta Estuario de Aposelemis (L25) 1.00-1.09 x 0.57-0.72
Portugal Algarve Ludo (L39) 1.12-1.16 x 0.75-0.77

Mallorca Es Trenc (L42) 1.16-1.31 x 0.74-0.84

Vizcaya Murueta (L43) 1.17-1.40 x 0.93-1.13
Espafi Gerona Torroella de Montgri (L49) 1.07-1.13 x 0.80-0.85

spafa

Tarragona Delta del Ebro (L50) 1.01-1.07 x 0.65-0.89

Alicante Lagunas de Bon Mati (L56) 1.35-1.37 x 0.78-0.83

Cadiz Playa de Sancti Petri (L62) 1.38-1.45 x 0.83-0.98

Figura 3.11. Tamario de las semillas. A. Semilla con la longitud minima fuera del rango normal
[Treporti (L20)]. B. Semilla con la longitud minima dentro del rango normal [Isla Mayor (L61)].

b. Indumento de la exotesta

b.1. Forma del tricoma

Atendiendo a la definicion de tricoma dado por FONT QUER (1989), en las
semillas estudiadas aparecen tres tipos: el primero de ellos se puede definir como
papilas o mamelones (Figura 3.12B), en donde el tricoma estd reducido a una
excrecencia de la membrana de las células epidérmicas, a modo de abultamiento poco

pronunciado. El segundo tipo es un tricoma simple con morfologia cénica (Figura
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3.12D), y el tercer tipo también es un tricoma simple, largo y en ocasiones ganchudo.

(Figura 3.12F).

b.2. Longitud y anchura de la base del tricoma

Se ha observado que atendiendo a la longitud del tricoma se diferencian dos
grupos de semillas (Tabla 3.3): las de pelos o tricomas largos con una longitud que
puede alcanzar hasta los 144.62 pum; y las de tricomas cortos con longitudes que como
maximo alcanzan 100.00(106.67) um. Esta diferenciacién se encuentra asociada
también a la medida de la base del tricoma. Por una parte, se ha observado que existen
tricomas cuya base no es demasiado ancha (10.80-27.70 um), y por otra parte, existen
tricomas que presentan una morfologia conica, en donde la anchura de la base es mayor
(29.20-61.50 pm). Ambas caracteristicas, usadas conjuntamente, permiten hacer

distinciones entre los diferentes tipos de semillas.

b.3. Densidad de tricomas

El nimero de tricomas por mm? parece ser un caricter utll que permite
diferenciar entre tres grupos de semillas: semillas con una densidad elevada de tricomas,
con 38-83 tricomas/mm?; semillas con una densidad media con 20-51 tricomas/mm?2y

semillas con una densidad menor con 14-38 tricomas/mm? (Tabla 3.3).

b.4. Distribucién de los tricomas en la semilla

De modo general, se ha observado que los tricomas no suelen distribuirse
homogéneamente por toda la semilla, sino mas bien aparecen con mayor densidad en
los bordes de ésta y disminuyen hacia su zona central. En algunas zonas de la testa llega
incluso a desaparecer el indumento, visualizandose utnicamente la morfologia de las
células epidérmicas. Hay que sefialar que estas células no presentan ninguna
diferenciacién ni entre los distintos grupos de semillas, ni entre las poblaciones

analizadas.

b.5. Disposicion de los tricomas

La diferenciacion entre tricomas patentes y adpresos, principalmente en el borde

de la semilla, sirve de ayuda en la distincion de los diferentes tipos de semillas, ya que se
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ha observado una tendencia a presentar pelos adpresos y patentes en grupos diferentes
de semillas. Como consecuencia de ello, y tras haber estudiado las diferentes
caracteristicas del indumento de la exotesta, se pueden diferenciar tres tipos de
morfologias con diferencias en la ornamentacién (Tabla 3.3) a las que se ha

denominado:

Ornamentacién tipo a: suele presentar papilas o mamelones distribuidos
principalmente por el borde de la semilla, apareciendo la mayor cantidad de mamelones
en la zona opuesta al micrépilo (Figura 3.12AB). Los mamelones presentan una
morfologia redondeada en la parte superior, con una longitud comprendida entre 12.31
y 67.57 um y una anchura de la base de 29.20 a 61.50 um. La densidad de este tipo de
tricomas en la semilla no es muy elevada, apareciendo la densidad en un rango de 14 a

38 tricomas/mm?2.

Ornamentacién tipo b: presenta tricomas rectos y patentes de longitud
comprendida entre 15.38 y 100.00(106.67) um que suclen aparecer distribuidos por el
borde de la semilla, aunque en la parte central de ésta pueden aparecer también, siempre
en numero reducido (Figura 3.12C,D). La anchura de la base de estos tricomas esta
comprendida entre 30.80 y 53.80 um. La densidad de estos tricomas patentes es de 20-

51 tricomas/mm?2.

Ornamentacién tipo c: representada por tricomas finos y adpresos que suelen
terminar con el apice curvado, llegando en muchos casos y sobre todo en la zona de la
semilla opuesta al micrépilo, a parecer verdaderos garfios (Figura 3.12E,F). En el centro
de ésta, los tricomas son mas pequeflos y la curvatura del dpice no se encuentra
desarrollada. La longitud de estos tricomas curvados abarca el rango de 26.15 a 144.62
um y la anchura de la base va de 10.80 a 27.70 um. Como puede observarse, los
tricomas presentes en el tipo de ornamentaciéon c¢ son los que presentan una mayor
longitud y también una anchura de la base menor. Por otra parte, atendiendo a su
densidad, son también los que apatecen en mayor nimero en la superficie de la semilla

con 38-83 tricomas/mm?.

Hay que comentar que en ocasiones, en las ornamentaciones tipo b y tipo ¢
pueden aparecer tricomas bifidos (Figura 3.13). Por otra parte, la presencia de

mamelones puede aparecer también en semillas que presentan tricomas cortos y

108



Capitulo 3: Estudio morfologico del género Sarcocornia

patentes (ornamentacién tipo b), pero nunca aparecen en semillas con ornamentacién

tipo c.

Figura 3.12. Morfologia de los tricomas y ornamentacion de los tipos de testa. Tipos de tricomas: B.
Papilas/Mamelones. D. Pelos conicos. F. Pelos largos en ocasiones ganchudos. Tipos de
ornamentaciones: A y B Tipo a [A. San Pedro del Pinatar (L57); B. Cordovilla (L53)]; C y D Tipo b [C.
Les Capitelles (L6); D. Salinas del Brag del Port (L56)]; E y F Tipo c [E. Estuario de Aposelemis (L25);
F. Laguna de las Yeguas (L52)].
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Figura 3.13. Tricomas bifidos en la ornamentacion de tipo c. Arekmane (L33).

4.2.4. Nivel de ploidia

El nimero cromosémico basico del género Sarocornia es x=9. Unicamente se
pudo contabilizar el nimero de cromosomas de las poblaciones espafiolas de Salinas del
Brag del Port (L56) y Torrelamata (L56), en donde se pudo comprobar un nivel
hexaploide (2#=54) (Figura 3.14).
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Figura 3.14. Células en metafase de las poblaciones de Sarcocornia de A. Salinas del Brag
del Port (L56); B. Torrelamata (L56).

4.3. Rastreo morfolégico

El estudio morfolégico ha permitido identificar aquellos caracteres que son
utiles a la hora diferenciar entre distintos grupos de plantas dentro del género
(Apéndice 4). De esta manera, se ha realizado el rastreo morfolégico con los 16

caracteres que se recogen en la tabla 3.5.
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Los resultados obtenidos del rastreo morfolégico se exponen atendiendo a dos

subdivisiones:

- Caracteres que permiten la identificaciéon de grupos morfolégicos (Tabla 3.5,

caracteres 1-3, 5, 7y 11-10).

- Caracteres que no permiten la identificacién de grupos morfolégicos (Tabla

3.5, caracteres 4, 6 y 8-10).

Tabla 3.5. Caracteres y estados de caracter utilizados en el rastreo morfolégico.

Longevidad de la planta y habito:

1. Habito; 0= erecto. 1= cespitoso. 2= postrado. 3= pulvinado.
2. Presencia de tallos radicantes; 0= si. 1= no.
Caracteristicas de las hojas:
3 Apice de las hojas; 0= agudo. 1= obtuso.
4. Quilla en los artejos; 0= ausente. 1= claramente distinguible. 2= poco distinguible.
5.  Tipo de estoma; 0= hundido (morfotipo 1). 1= expuesto (morfotipo 2).
Caracteristicas de las inflorescencias:
6. Longitud de la espiga terminal (mm); 0= < 10. 1= 10-50. 2= > 50.
7 Disposicion de la flor c_entral resp_ecto al artejo fértil; 0= alcanza la parte superior del artejo. 1= no
’ alcanza la parte superior del artejo.
Caracteristicas de las semillas:
8. Longitud de la semilla (mm); 0= < 1. 1=1-1.5. 2= >1.5.
9.  Anchura de la semilla (mm); 0=<1.1=2>1.
10. Presencia de tricomas; 0= si. 1= no.
1. Ti'pc_) de trico_ma en I_a semilla; 0= papila._ 1= pelo cénico. 2'=papi|a y tricoma simple de morfologia
conica. 3= tricoma simple largo, en ocasiones de morfologia ganchuda.
12. Longitud de los tricomas (um); 0= < 100. 1=> 100.
13. Medida de la base del tricoma (um); 0= < 28. 1= > 28.
14. Disposicion de los tricomas; 0= adpresos. 1= patentes.
15. Densidad de los tricomas; 0= < 55 tricomas/mmZ. 1= > 55 tricomas/mm>.
16. Tipo de ornamentacion del indumento de la semilla; 0 = tipo a. 1 = tipo b. 2 = tipo c. 3 = otros

tipos.

4.3.1. Caracteres que permiten la identificaciéon de grupos morfolégicos

Longevidad de la planta y habito: tipo de habito (caracter 1) y presencia de tallos

radicantes (caracter 2)

La presencia de un habito erecto (caracter 1) y la ausencia de tallos radicantes

(caracter 2, Figura 3.15A) son caracteres plesiomorficos para las plantas del clado

constituido por el género Sarcocornia en Europa y Norte de Africa. La aparicion de tallos
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radicantes suele estar asociada con el tipo de habito postrado, aunque dentro del grupo
de plantas estudiado, también aparece asociada con el habito erecto (Apéndice 4). Por
este motivo, en relacién con la presencia de tallos radicantes, hay que decir que es un
caracter util para distinguir entre grupos de plantas, ya que permite diferenciar entre dos

tipos morfolégicos, aunque en el drbol mostrado aparecen entremezclados en los

distintos clados (Figura 3.15A).
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Figura 3.15. Estados de caracter para los taxones estudiados, mapeados sobre el arbol consenso
obtenido de la region nuclear ITS. Los estados de caracter ancestrales se han derivado de un modelo
cuyos parametros se han optimizado usando Maxima Parsimonia —asumiendo la opcién de caracteres
desordenados—, implementado en MESQUITE v. 2.74 (MADDISON & MADDISON, 2010). Los caracteres
correspondientes se han codificado atendiendo a la tabla 3.5. A. Presencia de tallos radicantes (caracter
2). B. Tipo de estoma (caracter 5). C Tipo de ornamentacién del indumento de la semilla (caracter 16).
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Caracteristicas de las hojas: apice de las hojas (caracter 3), tipo de estoma
(caracter 5)

El tipo de apice (caracter 3) y el morfotipo de los estomas (caracter 5, Figura
3.15B) permiten diferenciar dos grupos, que son coincidentes con los del apartado
anterior. Este dltimo caracter podria presentar un clevado valor taxonémico, ya que
permite diferenciar ficilmente dos morfotipos estomaticos asociados a dos grupos de
plantas (Figura 3.15B). En el caso del tipo de apice (caricter 3), a veces, su
identificaciéon puede ser dudosa si el material de estudio no se encuentra en buen

estado.

Caracteristicas de las inflorescencias: disposicion de la flor central respecto al
artejo fértil (caracter 7)

En las inflorescencias, la disposicién de la flor central respecto al artejo fértil
(caracter 7) permite diferenciar dos grupos de plantas asociados a la observaciéon de dos
tendencias: plantas en las que la flor central alcanza el extremo superior del artejo fértil

y plantas en las que no lo alcanza.

Caracteristicas de la semilla: tipo de tricoma (caracter 11), longitud de los
tricomas (caracter 12), medida de la base del tricoma (caracter 13), disposicion
de los tricomas (caracter 14), densidad de los tricomas (caracter 15) y tipo de

ornamentacion del indumento (caracter 16)

Los caracteres de la exotesta de la semilla son de gran utilidad en el estudio de
este grupo de plantas. De manera similar al estudio del tipo de estoma (caracter 5), los
caracteres micromorfolégicos de la semilla (11, 12, 13, 14, 15 y 16) muestran una
elevada importancia. Se trata de caracteres que permiten diferenciar dos tipos de
plantas. Por una parte, las que presentan semillas con pelos de longitudes mayores de
100 um (caracteres 11 y 12), que tienen unas medidas de la base del pelo < 28 um
(caracter 13), siendo por lo general adpresos (caricter 14) y que presentan unas
densidades que suelen ser < 55 pelos/mm? Por otra patte, plantas cuyas semillas
pueden tener papilas, o papilas y pelos conicos patentes (caracteres 11 y 14), de
longitudes inferiores a 100 um, con una medida de la base de los tricomas que suele ser

mayor de 28 um (caricter 13), y que tienen unas densidades > 55 tricomas/mm?2 En
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relacién con el tipo de ornamentacién del indumento (caracter 16), se distinguen tres
tipos de ornamentaciones, pudiendo aparecer dos de los tipos (a y b) en el mismo

grupo de plantas (Figura 3.15C).

4.3.2. Caracteres que no permiten la identificacion de grupos

morfolégicos

Caracteristicas de las hojas: quilla en los artejos (caracter 4)

La presencia de quilla en las hojas (caracter 4) ha mostrado para casi todos los
ejemplares estudiados dos estados de caracter: ausente o poco distinguible, que son los
que presentaria el ancestro, a excepcion de aquellos ejemplares en los que se ha
observado claramente la quilla. Por lo que no es un cardcter util a la hora diferenciar
entre distintos grupos de plantas. Ademads, en muchos casos la observacién de la quilla

es muy dificil.

Caracteristicas de las inflorescencias: longitud de la espiga terminal (caracter 6)

La longitud de la inflorescencia terminal (cardcter 6) presenta el mismo rango
de valores para todos los ejemplares estudiados en el clado (Figura 3.16). Por lo que

este caracter no permite realizar una diferenciacioén entre grupos de plantas.

Caracteristicas de las semillas: longitud de la semilla (caracter 8), anchura de la

semilla (caracter 9) y presencia de tricomas (caracter 10)

Los rangos establecidos para la longitud y anchura de las semillas (caracteres 8 y
9, respectivamente) son comunes a todos los ejemplares estudiados, no pudiendo

identificar distintos grupos de plantas en relaciéon con el tamano de las semillas.

ILa presencia o ausencia de tricomas en las semillas (caracter 10) tampoco
muestra resolucién dentro del grupo de estudio, ya que las plantas estudiadas presentan

siempre tricomas en sus semillas.
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Figura 3.16. Estados de caracter para los taxones estudiados, mapeados sobre el arbol consenso
obtenido de la regién nuclear ITS. Los estados de caracter ancestrales se han derivado de un modelo
cuyos parametros se han optimizado usando Maxima Parsimonia —asumiendo la opcién de caracteres
desordenados—, implementado en MESQUITE v. 2.74 (MaDDIsON & MADDISON, 2010). El caracter
correspondiente se ha codificado atendiendo a la tabla 3.5. Longitud de la espiga terminal (caracter 6).

4.3.3. Relevancia taxonémica de los caracteres estudiados

Una vez estudiados los distintos caracteres del rastreo morfolégico, se

diferencian dos grupos de plantas sobre todo en relaciéon con los caracteres

micromorfolégicos (Figura 3.15).

En el primer grupo, se encuentran aquellas plantas que presentan un hébito
erecto, sin presencia de tallos radicantes, en las que el apice de las hojas suele ser obtuso
y la flor central de la cima no suele alcanzar el extremo superior del artejo fértil.
Micromorfolégicamente, sus semillas pueden presentar dos tipos de indumentos para la
exotesta: indumento tipo a y b; y los estomas son del morfotipo 1. Este grupo de

plantas se corresponderfa con la especie cuya descripcién coincide con Sarcocornia

[fruticosa.

El segundo grupo de plantas presenta un habito postrado o erecto con tallos
radicantes, siendo el apice de las hojas normalmente agudo y la flor central de la cima
suele llegar al extremo superior del artejo fértil. Desde el punto de vista
micromorfolégico, la exotesta de las semillas s6lo presenta un tipo de ornamentacién
(tipo ¢) y los estomas son del morfotipo 2. Este segundo grupo coincide con la especie

aceptada actualmente como Sarcocornia perennis.
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5. DISCUSION

El estudio realizado refleja que S. fruticosa y S. perennis se pueden diferenciar en
relacién con caracteres macro y micromorfologicos, aunque es cierto, que estos ultimos
proporcionan una mayor resolucién taxondémica, ya que los caracteres
macromorfolégicos no son completamente fiables. Muchos de los caracteres utilizados
en las distintas Floras, para la separacién de las diferentes especies citadas en este
género, presentan esta problematica. El caso del habito ha sido muy utilizado (QUEZEL
& SANTA, 1963; LAUSI, 1982; MEIKLE, 1985; BOLOS & VIGO, 1990; CASTROVIEJO,
1990; BALL, 1993; TAN, 1997; AIZPURU, ¢/ al., 1999; BOULOS, 1999; FREITAG, 2000;
DAVY et al., 2006; COSTE, 2007; JEANMONOD & GAMISANS, 2007; SANCHEZ-GOMEZ &
GUERRA, 2007; MATEO & CRESPO, 2009), aunque en ocasiones este caricter puede
llevar a confusion, ya que dependiendo del habitat de la especie, cuando los tallos llegan
al suelo, éstos se hacen enraizantes. Atendiendo al estudio realizado, se puede hablar de
rangos amplios, y se ha optado por identificar tres morfotipos: erecto-no enraizante,
donde los tallos son generalmente erectos o decumbentes y muy ramificados, que se
corresponderia con S. fruticosa; y los morfotipos postrado-enraizante y erecto-enraizante
que aparecerian en la especie S. perennis. Otros autores como CASTROVIEJO & COELLO
(1980), LAust (1982), VALDES e a4l (1987b, 2002), BOLOS & VIGO (1990),
CASTROVIEJO (1990), STACE (1991), CASTROVIEJO & LAGO (1992), BALL (1993),
BouLos (1999), FREITAG (2000), JEANMONOD & GAMISANS (2007) y CABELLO (2011)
apuntan, al igual que ha sido confirmado en este estudio, a la presencia o ausencia de
estas ramas radicantes como uno de los caracteres distintivos entre las dos especies. No
obstante, de manera puntual S. fruticosa puede mostrar tallos que en contacto con el
suelo producen raices adventicias, como también lo han indicado BOLOS & VIGO

(1990).

Otros caracteres relacionados con el hdbito que se han utilizado, han sido la
altura y el diametro de las plantas, el tamafio y forma de los artejos de las ramas, el dpice

de las hojas y la coloracién de las plantas.

La altura maxima seflalada para S. fiuticosa en este estudio de 100(180) cm supera
la indicada en los datos bibliograficos. CASTROVIEJO (1990) describe S. fruticosa con un

rango comprendido entre 50-150 cm, para CABELLO (2011) es de 100(150) c¢m, y hasta
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100 m en los trabajos de MAIRE & QUEZEL (1962), ZOHARY (1966), BALL (1967a,
1993), VALDES ¢ al. (1987b), COSTE (2007) y JEANMONOD & GAMISANS (2007).
MEIKLE (1985) aporta alturas inferiores comprendidas entre 20 y 50 cm y COUTINHO
(1939) entre 30 y 80 cm. En el caso de 8. perennis, el morfotipo erecto-enraizante alcanza
una altura maxima de 80 cm mientras que el postrado-enraizante es de 20 cm. En el
primer caso, la medida coincide con las que CASTROVIEJO (1990) y CABELLO (2011)
indican pata S. perennis subsp. alpini, mientras que VALDES e/ al. (1987b) aportan una
altura maxima de 50 cm para esta subespecie. En el segundo caso, ZOHARY (1960),
VALDES e/ al. (1987b), BOLOS & VIGO (1990) y CASTROVIEJO (1990) presentan el
mismo dato para este motfotipo. Sin embatrgo, otros autores aportan medidas que
pueden alcanzar 25 6 30 cm (STACE, 1991; BOULOS, 1999; AIZPURU, ¢t al., 1999; DAVY
et al, 2006), 50 cm (TAN, 1997; FREITAG, 2000) y 60 cm (COUTINHO, 1939). Algunos
autores (MAIRE & QUEZEL, 1962; FREITAG, 2000; LAHONDERE, 2004) han empleado el
diametro de la planta para describir la especie S. perennis, aportando diametros de hasta
2 m. En el presente estudio no se han realizado medidas de didmetro, sin embargo, se
ha observado que en el caso del biotipo postrado-enraizante de S. perennis, ejemplares de
las poblaciones de Chichester (1), Morston (1.2), Arekmane (1.33), Faro (L.39), Marina
de Cudeyo (1.44), Astillero (1.44), Ria de la Rabia (I.45), Ria de Villaviciosa (1.40),
Betanzos (1.47), Isla de la Toja (I.48), desembocadura del rio Umia (1.48) y Marisma de
Carregal (1.48) llegan a formar verdaderos tapices donde es dificil diferenciar entre

distintos individuos.

Respecto al tamafio de los artejos en las ramas vegetativas, no se ha observado
una tendencia que posibilite distinguir entre diferentes especies ya que existe un rango
general en el cual se incluyen S. fruticosa y S. perennis. Este resultado estarfa en
desacuerdo con lo propuesto por BOLOS & VIGO (1990), quienes comentan la
presencia de artejos con una mayor longitud en S. perennis que en S. fruticosa, siendo
éstos mas delgados también. Este hecho comentado por BOLOS & VIGO (1990), podria
deberse a la acumulacién de agua junto con solutos disueltos (SCHUTZE 7 al., 2003) por
parte de aquellas poblaciones de S. perennis que se encontrasen en contacto directo con
el agua del mar. Las medidas resultantes de tamafio de los artejos en este trabajo

coinciden en gran parte con las aportadas por otros autores como MAIRE & QUEZEL
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(1962), BOULOS (1999) y DAVY e¢f al. (2006). En relacién con la forma de estos artejos,
se puede observar que la forma de los artejos es obconica en las dos especies. El 4pice
de los artejos es un caracter utilizado por varios autores en la descripcién de especies
del género Sarcocornia (MAIRE & QUEZEL, 1962; CASTROVIEJO, 1990; FREITAG, 2000;
DAVY et al., 2006; ALONSO & CRESPO, 2008; STEFFEN ¢f al, 2009, 2010), en donde la
presencia o ausencia de la quilla y el hecho de tener un borde redondeado o agudo es
importante con fines taxonémicos. La tendencia observada es que S. fiuticosa presente
apices mas bien obtusos, en los que la observaciéon de la quilla es dificil, mientras que S.
perennis presenta apices agudos, que pueden llegar a ser puntiagudos en algunas
poblaciones, donde la quilla se observa con mayor facilidad. Los datos obtenidos
coinciden con BOLOS & VIGO (1990), FREITAG (2000) y DAVY e al. (20006). Sin
embargo, CASTROVIEJO (1990) y CABELLO (2011) comentan la presencia de apices

puntiagudos para S. fruticosa'y agudos en S. perennis.

Para finalizar hay que comentar la coloracion. Se trata de un caracter cualitativo
que ha sido ampliamente utilizado en la diferenciaciéon de los distintos tixones
aceptados en el género Sarcocornia. Muchos autores han utilizado la diferenciacién entre
una coloraciéon verde glauca en S. fruticosa y un color verde-amarillento que puede llegar
a ser rojo en 8. perennis (MEIKLE, 1985; STACE, 1991; BALL, 1993; BOULOS, 1999;
FREITAG, 2000; DAVY 7 al, 2006; JEANMONOD & GAMISANS, 2007). Resulta llamativo
el caso de VALDES ¢z al. (1987b) que diferencian entre dos subespecies en S. perennis, las
cuales también difieren en cuanto a la coloracién (verde intenso frente a verde
amarillento o purpura). Sin embargo, puede que sea el cardcter mas variable de todos,
no siendo posible utilizarlo con los ejemplares de herbario. En las observaciones
realizadas en campo, se ha visto toda esta variabilidad de colores en las poblaciones
estudiadas, por lo que se trata de un caracter muy subjetivo y muy dificil de usar en la
diferenciacién de las especies. Ademas, se ha observado la coloracion rojiza en todas las
poblaciones. Fista se debe a la presencia de betalainas, un pigmento presente en el orden
Caryophylalles (CLEMENT et al., 1994; BROCKINGTON ¢f al., 2011), que atendiendo a la

época del aflo aparece en mayor o menor medida.

Las caracteristicas relacionadas con las estructuras reproductivas también se han

usado para diferenciar entre estas especies: la medida de la espiga terminal, el nimero
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de inflorescencias laterales, el numero de artejos estériles bajo las inflorescencias
laterales y los caracteres relacionados con las cimas (nimero de flores y disposicion de
la flor central respecto el artejo fértil), con las flores (estigma, nimero de estambres y

longitud de las anteras) y el tipo de fruto.

La medida de la espiga terminal es un caricter que no presenta suficiente
resolucién. Los intervalos aqui obtenidos para ambas especies coindicen con la mayoria
de los datos aportados para este caracter (MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA,
1963; MEIKLE, 1985; VALDES ef al, 1987b; CASTROVIEJO, 1990; STACE, 1991;
FREITAG, 2000; DAVY e al, 2006). COSTE (2007) presenta valores de longitud
inferiores a los mostrados en este capitulo tanto patra S. fiuticosa (3-5 mm) como para S.

perennis (3-4 mm).

La presencia de inflorescencias laterales ha sido menos discutida. De hecho,
MAIRE & QUEZEL (1962), CASTROVIEJO (1990) y COSTE (2007) no aportan ningin
dato referente a su numero, pero si lo hacen en relacién con las medidas de estas
inflorescencias laterales. En el presente estudio, si se ha estudiado su numero y el
numero de artejos estériles que presentan, resultando en un Unico rango para ambos
caracteres compartidos por las dos especies. VALDES ¢/ a/. (1987b) son los unicos que
comentan el nimero de artejos estériles, aportando un rango de 1 a 5, que se encuentra

dentro del rango presentado en este estudio.

Los caracteres relacionados con la descripcion de las cimas han sido mas
estudiados. Por una parte, la descripcion de cimas constituidas por tres flores aparece
en la mayorfa de los trabajos (MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA, 19063;
MEIKLE, 1985; BOLOS & VIGO, 1990; CASTROVIEJO, 1990; BALL, 1993; BOULOS, 1999;
COSTE, 2007), aunque en algunos de ellos el rango aparece ampliado hasta 5 (MAIRE &
QUEZEL, 1962; VALDES ¢ al, 1987b), e incluso hasta 12 (BouLros, 1999). En el
muestreo realizado, se han encontrado varios individuos de S. fruticosa de la localidad de
Bonanza (1.62) con cuatro flores. I.a presencia de cimas con mas de tres flores, se
presenta en otras especies del género como S. decumbens que tiene entre 3 y 7 flores por
cima (STEFFEN et al., 2010) v S. quingueflora con un rango de (3)5(9) flores por cima
(DURETO & MORRIS, 2011).
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La disposiciéon de la flor central respecto al artejo fértil se ha utilizado para
separar ambas especies. En el estudio realizado, se ha visto que existe una tendencia en
S. perennis a alcanzar el extremo superior del artejo, que no suele presentar S. fruticosa,
aunque esto no siempre se cumple. VALDES ¢ a/. (1987b), BOLOS & VIGO (1990), BALL
(1993) y BOULOS (1999) dectiben esta misma tendencia. Hay que tener en cuenta que el
caracter relacionado con la disposicién de la flor central no se cumple en los artejos mas
basales de la espiga, donde la flor central nunca o casi nunca llega hasta el extremo
superior del artejo, y conforme se va acercando hacia la patte superior de la espiga, es

cuando la flor alcanza tal punto.

Respecto a las caracteristicas del estigma, los estambres y las anteras, se ha
descrito que los estigmas suelen ser bifidos, aunque en ocasiones pueden ser trifidos
(MEIKLE, 1985; VALDES ¢ al, 1987b; BOLOS & VIGO, 1990; CASTROVIEJO, 1990;
STACE, 1991; DAVY et al., 2006; CABELLO, 2011) o que normalmente son trifidos y
raramente aparecen dos (MAIRE & QUEZEL, 1962; ZOHARY, 1966; BOULOS, 1999). Se
ha obsetvado que lo comun en ambas especies, es la presencia de estigmas bifidos y
plumosos, sin embargo, en algunos individuos de la poblacién atlantica de Isla de la
Toja (L48), y de ciertas poblaciones mediterraneas [Carretera de Pozallo a Pachino
(L16) y Laguna de Pefia Hueca (LL51)] se ha encontrado la presencia de estigmas
trifidos. Respecto al nimero de estambres, se ha observado que el numero es dos en
ambas especies. Este dato coincide con VALDES ¢ a/. (1987b), CASTROVIEJO (1990) y
CABELLO (2011). Sin embargo, TAN (1997) aporta el dato de un solo estambre para S.
fruticosa. En cuanto a la longitud de las anteras, se ha observado que es la misma para las
dos especies (1 mm). Este dato coincide con algunas de las medidas aportadas por otros
autores. MEIKLE (1985) y TAN (1997) dan este mismo dato para S. fiuticosa, mientras
que VALDES ¢/ al. (1987b) lo amplian hasta 1.5 mm en S. fiuticosa y lo mantienen en 1.0
mm para S. perennis, y STACE (1991) también lo amplia a 1.5 mm, pero en este caso para

S. perennts.

En relacién con el tipo de fruto que presentan estas plantas, la mayoria de las
obras no lo describen (MAIRE & QUEZEL, 1962; QUEZEL & SANTA, 1963; VALDES ef
al., 1987b; BOLOS & VIGO, 1990; STACE, 1991; BALL, 1993; TAN, 1997; AIZPURU e/ al.,
1999; BOULOS, 1999; FREITAG, 2000; DAVY ef al, 2006; COSTE, 2007; JEANMONOD &
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GAMISANS, 2007; CABELLO, 2011). Unicamente MEIKLE (1985), CASTROVIEJO (1990) y
FUENTE e al. (2011) hacen referencia al fruto. CASTROVIEJO (1990) y FUENTE ef al.
(2011) comentan que se trata de un fruto en aquenio, mientras que para MEIKLE (1985)
se trata de un fruto en utriculo. Tras haber estudiado el fruto y consultado las
definiciones de ambos tipos de fruto (FONT QUER, 1989), se concluye que se trata de
un fruto en utriculo para ambas especies. La relacién entre el pericarpo-perianto y la
semilla se ha utilizado en el estudio de la subfamilia Sakicornioideae (SHEPHERD et al.,
2005b) y en la descripcion de especies del género Sarcocornia (FUENTE e al., 2011). Los
resultados obtenidos en este capitulo coinciden con lo dicho por SHEPHERD e/ al.
(2005b), observandose en S. fruticosay S. perennis el peticarpo-perianto fusionados con la

semilla, que queda parcialmente incluida dentro de esta estructura.

Los caracteres micromorfolégicos son los que, sin duda, permiten diferenciar las
dos especies que conforman el género Sarocornia en su distribucién europea-
norteafricana. Se trata concretamente de caracteres sobre la morfologia seminal y
estomatica. Los resultados obtenidos con el primero de ellos, coinciden con lo indicado
por ALONSO & CRESPO (2008) para diferenciar las distintas especies de Sarcocornia en
Sudamérica, con STEFFEN e a/. (2009, 2010) para separar las especies sudafricanas, y
con SHEPHERD e¢7 a/. (2005b) que utilizaron este mismo caracter dentro de la subfamilia
Salicornioideae. En relacién con la morfologia estomitica, el uso de este caracter se
remonta a DUVAL-JOUVEL (1868) quien ofrecié una clave dicotémica basada en la
disposicién de las células epidérmicas alrededor de los estomas. Posteriormente, MAIRE
& QUEZEL (1962) hicieron alusién al distinto contorno de los estomas entre las
especies Salicornia perennis y Salicornia arabica. Mas recientemente, REDONDO (2004) y
DAVY et al. (2006) comentaron la existencia de estomas de tipo paracitico, aunque no
usaron este caricter con un enfoque taxonémico, sino mas bien, como informacién

aportada para un mayor conocimiento de las especies.

El estudio de los estomas permite diferenciar entre las dos especies. Ambas
especies, como ya se ha comentado anteriormente, tienen una forma de vida semejante,
unas adaptaciones a la salinidad muy patrecidas y comparten el mismo habitat, incluso
conviven. También se ha comprobado que en especies que viven sumergidas

temporalmente por efecto de las mareas, presentan el mismo tipo de estomas tanto en

121



Relaciones filogenéticas del género Sarcocornia A.J. Scott (Amaranthaceae)

la parte aérea como en la zona sumergida. Por tanto, se puede concluir que el
morfotipo estomatico es un caracter estable y propio para cada uno de los tixones
estudiados y que puede servir como caracter taxonémico para la identificacién de las
especies aqui estudiadas, S. fiuticosa 'y S. perennis. Sobre todo, cabe destacar que el hecho
que sea un cardcter vegetativo, permite ser observado en cualquier tipo de material
(fresco y de herbario). Se demuestra asf lo dicho por GAY & HURD (1975) en relacion
con los estomas que apatecen de manera muy temprana en el desarrollo de las hojas.
Ademas, hay que comentar que muchos autores tratan la existencia de densidades bajas
de estomas hundidos como una adaptacién de las plantas a zonas aridas (MULLER,
1964; LARCHER, 2003), incluso sefialan que reducen la transpiracién y en habitats
salinos inhiben la absorcién (DELF, 1915). Otros autores han usado este caricter para
adscribir las especies que los desarrollan a condiciones de vida xérica (HILL, 1998).
Incluso se ha publicado, que ciertas condiciones ambientales, hacen variar las dreas
foliares y el nimero de estomas por unidad de drea foliar; segun esto, las plantas que
crecieron en suelos secos y con poca humedad ambiental tienen mas estomas hundidos
que las que lo hicieron en suelos himedos y alta humedad ambiental (METCALFE &
CHALK, 1979; WILLNER, 1986). Con el fin de comprobar si existia una correlacioén entre
el morfotipo estomatico y su densidad en la hoja, se calcularon las densidades
estomaticas. El resultado obtenido mostré que no existia una relacién entre la presencia
de estomas hundidos, su densidad y el desarrollo de estas plantas en ambientes aridos
puesto que atendiendo a los resultados obtenidos, . perennis con estomas expuestos, ha
mostrado densidades estomaticas inferiores a las de S. fiuticosa. De esta manera se
corroboré lo publicado por JORDAN e7 al. (2008) en la familia Proteaceae Juss., donde se
contradice lo establecido acerca que la presencia de estomas hundidos son una
adaptacién a los climas xéricos (MULLER, 1964; LARCHER, 2003). También se ha
demostrado que el hecho de tener estomas hundidos tampoco supone una gran ventaja

en la disminucién de la transpiracion de éstos (ROTH-NEBELSICK ¢f /., 2009).

El polen, tal y como comentan VALDES ef al. (1987a), presenta las mismas
caracteristicas que las descritas en la familia Chenopodiaceae. Atendiendo a los resultados
de este trabajo, las dos especies estudiadas presentan un unico tipo de polen,

coincidiendo con lo dicho por VALDES ¢f al. (1987a). En su trabajo presentaron datos
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concretos para S. fruticosa, S. perennis subsp. perennis y 8. perennis subsp. alpini, los cuales se

encuentran dentro del rango aqui presentado.

Las caracteristicas presentes en las semillas del género Sarcocornia incluyen forma
ovado-orbiculada, con orientacion vertical y coloracién marrén. Respecto al tamafio de
la semilla, en muchos trabajos se ha utilizado este caracter para diferenciar entre tixones
(MAIRE & QUEZEL, 1962; MEIKLE, 1985; FREITAG, 2000, FUENTE e/ 4/, 2011). Sin
embargo, con las medidas obtenidas en el presente trabajo, se ha visto que las especies
no pueden separarse basandose unicamente en esta caracteristica, ya que los tamafios de
las semillas son muy variables y en las dos especies las medidas se encuentran solapadas.
El rango de medidas que se presenta para las semillas de S. perennis y S. fruticosa es de
0.63-1.10(1.50) x 0.41-1.02 mm, encontrandose dentro del rango aportado por
SHEPHERD ¢ a/l. (2005b) para la longitud de las semillas de la subfamilia Salicornioideae.
Las medidas aportadas por otros autores (MAIRE & QUEZEL, 1962; MEIKLE, 1985)
aparecen dentro del rango presentado. Por su parte, FREITAG (2000) indica como
longitud aproximada de las semillas de S. perennis 2 mm. Derivado del estudio del
tamafio de las semillas y de los niveles de ploidia presentes en S. fiuticosa 'y S. perennis, se
ha observado que en el caso de S. fiuticosa, se podria establecer de manera preliminar
una relacién entre semillas de gran tamafio y el maximo nivel de ploidia que se conoce
para esta especie (2#=72). Las poblaciones en las que se ha observado esta tendencia
han sido Ludo (1.39), Es Trenc (1.42), Delta del Ebro (1.50), Lagunas de Bon Mati (L56)
y Salinas del Brag¢ del Port (L56), de acuerdo con los recuentos cromosémicos dados
por NILSSON & LASSEN (1971), CASTROVIEJO & COELLO (1980) y CASTROVIEJO &
LAGO (1992). Sin embargo, serfa necesario comprobar a través de estudios futuros, si
esta tendencia observada, se cumple también en el resto de poblaciones de . fruticosa,
pudiéndose establecer una relaciéon entre el tamafio de las semillas y su nivel de ploidia.
Otros caracteres referentes a las semillas son los relacionados con el indumento de la
exotesta. Como ya indicaran ALONSO & CRESPO (2008) en el estudio de las especies de
Sarcocornia sudamericanas, es muy probable que sea uno de los caracteres més fiables en
la identificacién taxonémica de este grupo de plantas. Es asi como muchos autores
hacen referencia siempre a este caricter (MAIRE & QUEZEL, 1962; MEIKLE, 1985;

VALDES ¢/ al., 1987b; BOLOS & VIGO, 1990; CASTROVIE]JO, 1990; BALL, 1993; BOULOS,
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1999; FREITAG, 2000; DAVY et al., 2006; COSTE, 2007; CABELLO, 2011). Atendiendo a
los resultados obtenidos, y tras analizar el indumento de la testa, la forma de los
tricomas, la longitud y la medida de la base de éstos, la densidad de tricomas, su
distribucién y disposicion por la semilla, se pueden diferenciar tres tipos de
ornamentaciones de la exotesta, que se han denominado a, b y ¢ (ver Figura 3.12). Las
ornamentaciones a y b se han observado en la especie . fruticosa, y la ornamentacién
tipo ¢ en S. perennis. De forma general, la ornamentacion de las semillas de S. perennis se
ha caracterizado por presentar pelos curvados y ganchudos (MAIRE & QUEZEL, 1962;
ZOHARY, 1966; VALDES ¢ al., 1987b; BOLOS & VIGO, 1990; CASTROVIEJO, 1990;
BALL, 1993; BOULOS, 1999), que pueden ser cortos y largos, aunque COSTE (2007) la
describe como pubescente. Los resultados obtenidos en este capitulo coinciden con
dicha caracterizacion, permitiendo identificar sin lugar a dudas las semillas de S. perennis.
En cuanto a §. fruticosa, se han realizado diferentes descripciones de la ornamentacion.
MAIRE & QUEZEL (1962), ZOHARY (1966), VALDES ez al. (1987b) y BOLOS & VIGO
(1990) comentan que presentan pelos cortos y conicos, CASTROVIEJO (1990) y
CABELLO (2011) afiaden la presencia de protuberancias a los pelos cortos y cénicos.
MEIKLE (1985), BALL (1993) y BOULOS (1999) hacen alusion a un indumento
tuberculado y por dltimo, COSTE (2007) describe la superficie de las semillas como
granulada. Los datos obtenidos para S. fruticosa en este capitulo son similares a los
descritos, con la diferencia que se han definido dos tipos de ornamentaciéon de las
semillas para S. fruticosa: tipo a (con papilas o mamelones) y tipo b (con tricomas cortos
y patentes, que en ocasiones aparecen acompafiados de mamelones), que se distinguen

perfectamente de la ornamentacién de las semillas de S. perennis (tipo c).

Atendiendo a los niveles de ploidia, se ha podido verificar la presencia de
ejemplares hexaploides (2#=54) de S. fiuticosa en la costa alicantina, exactamente en las
poblaciones de Salinas del Bra¢ del Port (L56) y de Torrelamata (L56). Estos datos
coinciden con los de CASTRO & FONTES (1946) sobre material portugués, con los de
CONTANDRIOPOULOS (1968) y LABADIE (1976) sobre material francés, con los de
CASTROVIEJO & COELLO (1980) sobre material espafiol de Alicante, Huelva y Mutcia, y
con los de PASTOR & VALDES (1986) sobre material de Huelva. A parte del nivel

cromosoémico hexaploide, en 8. fiuticosa se han descrito también ejemplares tetraploides
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(2#=306) y octoploides (2#=72) (NILSSON & LASSEN, 1971; CASTROVIEJO & COELLO,
1980; CASTROVIEJO & LAGO, 1992). En relacion con S. perennis, tnicamente se han
descrito dos niveles de ploidia: diploide (2#=18) y triploide (2#=27) (MAUDE, 1939;
CASTRO & FONTES, 1946; HAMBLER, 1954, 1955; BALL, 1957; DALBY, 1962;
CONTANDRIOPOULOS, 1968; CASTROVIEJO & COELLO, 1980; PASTOR & VALDES,
1986; CASTROVIEJO & LAGO, 1992), siendo el nivel diploide el mas extendido en la
peninsula ibérica (CASTROVIEJO & COELLO, 1980). Los resultados cromosémicos
obtenidos en este capitulo junto con los datos aportados por otros autores (MAUDE,
1939; CASTRO & FONTES, 1946; HAMBLER, 1954, 1955; BALL, 1957; DALBY, 1962;
CONTANDRIOPOULOS, 1968; NILSSON & LLASSEN, 1971; LABADIE, 1976; CASTROVIEJO
& COELLO, 1980; CASTROVIEJO & LAGO, 1992), revelan la presencia de un gran
complejo poliploide constituido por las dos especies objeto de estudio. La poliploidia
podria explicar la gran variabilidad morfologica observada en S. fruticosa 'y S. perennis, ya
que ha sido reconocido como un mecanismo que promueve la diversidad fenotipica

(SHEPHERD & YAN, 2003).

5.1. La identidad taxonémica de Sarcocornia perennis subsp. alpini

En relacién con la identidad taxonémica de . perennis subsp. alpini, se ha podido
observar que con los datos morfolégicos analizados, no existen suficientes
caracteristicas que permitan identificar dos subespecies en el seno de S. perennis. Para
cada uno de los taxones propuestos, se deberia observar una ocupacién geografica y
ecologica bien delimitada, que a su vez estuviese asociada a unas caracteristicas
morfolégicas que permitiesen su identificacién. CASTROVIEJO & COELLO (1980)
presentan la tipificacion de S. perennis subsp. alpini con material procedente de las
marismas de Barrameda (MA 29391). En su discusién, aluden a que este taxon,
inicialmente descrito por Lagasca, aparece en zonas desecables, al menos de territorios
ibéricos, y se distingue morfoldgicamente de la subespecie tipo por su habito, ramas y
didmetro de las inflorescencias. Desde el punto de vista cariolégico, S. perennis subsp.
alpini comparte los niveles diploide y triploide con . perennis subsp. perennis
(CASTROVIEJO & COELLO, 1980; CASTROVIEJO, 1990; CASTROVIEJO & LAGO, 1992).
Son muchos los autores (VALDES ¢# al., 1987b; CASTROVIEJO, 1990; CASTROVIEJO &

LAGO, 1992; LUQUE ¢f al., 1995; FIGUEROA ¢t al., 2003; DAVY ez al., 2006) que han
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seguido la separacién propuesta por CASTROVIEJO & COELLO (1980). Sin embargo,
LOPEZ GONZALEZ (1997) no acepta la separacion taxonémica de estas dos subespecies,
atendiendo a la variabilidad de los caracteres vegetativos, a la inestabilidad de los
medios en los que vive y a la ausencia de una separacién geografica o ecolégica entre las

dos subespecies.

En relacién con los resultados obtenidos, la division de S. perennis en dos
subespecies no esta apoyada ni desde el punto de vista moleculat, ni desde el punto de
vista morfolégico. Los analisis filogenéticos y poblacionales han mostrado que no existe
apoyo para el reconocimiento de dos subespecies en el seno de 5. perennis. De hecho, no
existe una diferenciacién filogenética entre las dos subespecies, que en ningin caso
forman dos clados monofiléticos separados. Ademas, el estudio de wvariabilidad
poblacional, ha confirmado la ausencia de estructuracién genética a nivel subespecifico
en S. perennis, apareciendo la poblacién del taxon reconocido como S. perennis subsp.

alpini embebida entre el resto de poblaciones de S. perennis subsp. perennis.

Tal y como ocurre en los resultados moleculares, no se ha encontrado ningin
caracter morfolégico que apoye la separacion de S. perennis en dos subespecies.
CASTROVIEJO & COELLO (1980) basaron la descripcion de S. perennis subsp. alpini en la
presencia de matas lefiosas y densas con los tallos tortuosos y las ramas generalmente
erguidas y lefiosas, asi como en la presencia de espigas con un diametro de 1.5-3.5 mm,
y mas homogéneamente tubulares. Estas caracteristicas junto con una altura maxima de
80 cm (CASTROVIEJO, 1990), se han utilizado para diferenciatla de la subespecie tipica
que puede llegar a alcanzar 20 cm de altura, presenta los tallos generalmente flexibles y
flexuosos y el didmetro de las espigas esta comprendido entre 2.5 y 4.5 mm
(CASTROVIEJO, 1990). Otros autores se han basado en esta descripcioén para diferenciar
las dos subespecies, afladiendo algunos caracteres mds, como es el caso de VALDES ¢/ 4.
(1987b) que hacen referencia al color de las ramas vegetativas. Este autor diferencia
entre una coloracion verde intensa en S. perennis subsp. alpini y una coloraciéon verde-

amarillenta, amarillenta o purpura en S. perennis subsp. perennis.

El estudio aqui realizado de los caracteres vegetativos y reproductivos no ha
permitido reconocer diferentes unidades taxonémicas. De las localidades en las que se

ha citado tradicionalmente S. perennis subsp. ajpini [En Espafia: Alicante, Albacete,
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Almerfa, Barcelona, Cadiz, Ciudad Real, Castellén, Granada, Huelva, Madrid, Malaga,
islas baleares (Cabrera), Pontevedra, Sevilla, Tarragona, Toledo y Valencia. En Portugal:
Algarve, Baixo Alentejo, Beira Litoral, Estremadura y Ribatejo. En Marruecos: Beni
Snassen, Guercif e Imzoréne. En Italia] (CASTROVIEJO, 1990; MOLERO &
MONTSERRAT, 20006; BIONDI ¢t al, 2010), se han estudiado muchas poblaciones
(Apéndice 3), obteniendo siempre rangos claramente solapados entre las dos

subespecies.

Ademas, en aquellos caracteres micromorfolégicos que han tenido relevancia
taxonémica en la diferenciacion de S. fiuticosa y S. perennis (ornamentacién de la testa de
las semillas y tipo estomatico), tampoco se ha observado diferenciacién alguna. En
primer lugar, las semillas que pertenecerfan a las dos subespecies presentan el mismo
tipo de ornamentacion (tipo ¢), y en segundo lugar, los estomas para ambas subespecies

también serfan del mismo morfotipo (tipo 2).

5.2. Identidad taxonémica de la especie Sarcocornia hispanica

FUENTE e¢f al. (2011) describieron la especie S. hispanica basandose en ciertos
caracteres morfoldgicos, como son la forma de vida o habito, el 4pice de las hojas, el
pericarpo, y la forma y ornamentacién de las semillas, que permitirfan distinguir esta
nueva especie del resto de las especies peninsulares. Existe una clara diferenciacién
motfolégica entre S. bispanica y S. perennis, basada en la presencia en S. perennis de un
hébito postrado-enraizante o erecto-enraizante, de artejos con dpice agudo o
puntiagudo en las hojas jévenes, y de semillas con una ornamentacién caracterizada por
tener pelos largos y curvados. Sin embargo, la distincion entre S. hispanica y S. fruticosa
no es tan evidente, existiendo un gran solapamiento entre los caracteres seflalados por

FUENTE ef al. (2011).

En cuanto al habito, muchos autores lo interpretan como un buen caracter para
diferenciar entre especies en el género Sarcocornia (QUEZEL & SANTA, 1963; LAUSI,
1982; MEIKLE, 1985; BOLOS & VIGO, 1990; CASTROVIEJO, 1990; BALL, 1993; TAN,
1997; A1ZPURU, et al., 1999; BOULOS, 1999; FREITAG, 2000; DAVY ef al., 2006; COSTE,
2007; JEANMONOD & GAMISANS, 2007; SANCHEZ-GOMEZ & GUERRA, 2007; MATEO

& CRESPO, 2009), ya que, como se ha comentado, permite distinguir entre especies
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postradas y enraizantes como S perennis, frente a erectas y no enraizantes como S.
Sfruticosa. En el caso de S. fruticosa y S. hispanica, ambos tiaxones son erectos y no

enraizantes, por lo que este cardcter no serfa util para separar ambas especies.

Otro de los caracteres que indican FUENTE e /. (2011) es la forma del apice de
la hoja. Este es un caracter utilizado por varios autores en la identificacién de varias de
las especies del género Sarcocornia (MAIRE & QUEZEL, 1962; CASTROVIEJO, 1990;
FREITAG, 2000; DAVY e al, 2006; ALONSO & CRESPO, 2008; STEFFEN e/ al., 2009,
2010). Segun los datos aqui obtenidos, se puede observar que S. fiuticosa muestra una
tendencia a presentar 4pices obtusos, lo que coincidiria de nuevo con el tipo
morfolbgico propuesto para S. hispanica: de apices que van de subagudos a redondeados

(FUENTE et al., 2011).

En relacién con la exotesta de la semilla, se trata de un caracter que permite
identificar con facilidad las especies S. perennis y S. fruticosa, como ya se ha puesto de
manifiesto en este trabajo y por autores previos (MAIRE & QUEZEL, 1962; MEIKLE,
1985; VALDES ¢t al., 1987b; BOLOS & VIGO, 1990; CASTROVIEJO, 1990; BALL, 1993;
BouLos, 1999; FREITAG, 2000; DAVY ¢ al., 2006; COSTE, 2007; CABELLO, 2011;
GUILLO ¢ al., 2012a). La descripcién morfolégica de la testa de la semilla de S. fruticosa

coincide con el indumento propuesto por FUENTE ez a/. (2011) para 8. hispanica.

Relacionado con la semilla, FUENTE e a/. (2011) hicieron referencia a la fusion
entre el pericarpo y la semilla. En su discusién apuntaron hacia la presencia de un
pericarpo parcialmente fusionado a la semilla como una caracteristica distintiva de la
nueva especie. Sin embargo, en las observaciones realizadas de las semillas y del fruto
en el presente estudio, se ha visto que tanto para S. fruticosa como para S. perennis, el
perianto se fusiona al pericarpo y la semilla queda incluida parcialmente en esta
estructura, separandose con dificultad. Estos resultados, ademds, coinciden con los
aportados por SHEPHERD ef al. (2005b) para S. fruticosa, pot lo que este cardcter no

puede emplearse para diferenciar esta nueva especie de S. fiuticosa.

En el estudio de los estomas realizado en el presente trabajo, se han incluido
poblaciones en las que crecetia S. hispanica. Se ha comprobado que dichas poblaciones
presentan el mismo morfotipo estomatico que S. fruticosa (morfotipo 1), donde los

estomas aparecen claramente hundidos.
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Por dltimo, en cuanto a la cariologia, FUENTE ez a/. (2011) presentaron un nivel
hexaploide para §. hispanica, realizando recuentos de las poblaciones de Las Virtudes
(Villena, Alicante) y San Felipe Neri (Alicante). Este nivel hexaploide coincide con los
datos obtenidos en este capitulo, donde se ha realizado un recuento cromosémico en
las poblaciones alicantinas de S. fruticosa de Torrelamata (Torrevieja) y Salinas del Brag
del Port (Santa Pola). También concuerda con los datos aportados por CASTROVIEJO &
COELLO (1980) y PASTOR & VALDES (1986) para diversas poblaciones del sureste

peninsular y Huelva.

Atendiendo a todo lo dicho, se puede concluir que no existen caracteres
morfolégicos significativos que permitan aceptar la existencia de dos especies que
convivan en el sureste de la peninsula ibérica. Ademas, las comparaciones morfologicas
entre las poblaciones de LLas Virtudes (localidad tipo de . bispanica) y las poblaciones de
la Camarga (Francia) (localidad tipo de S. fruticosa), no aportan diferencias significativas
para reconocer dos tixones diferentes, como proponen FUENTE ef a/. (2011). De esta
manera, se puede afirmar que no hay motivos para identificar un nuevo taxon en el
sureste peninsular y que la especie recientemente descrita como S. hbispanica serfa un

mero sinénimo de Sarcocornia fruticosa.

5.3. Tratamiento taxonémico del género Sarcocornia en Europa y Norte de
Africa

Tras analizar los datos morfolégicos y moleculares en su conjunto, se pueden
reconocer dos taxones distribuidos en saladares y lagunas salinas de los paises riberefios
del mediterraneo, y en las costas atlanticas europeas, incluyendo las islas de Lanzarote,
Fuerteventura y Gran Canaria, y las costas marroquies (regiéon Tanger-Tetuan), siendo
su distribucién mas septentrional, las costas de Escocia (FERNANDEZ & SANTOS, 1983;
GREUTER ¢ al, 1984; DAVY e al, 2000). Estos tiaxones del género Sarcocornia

pertenecen a las especies S. fruticosa y S. perenns.

Los caracteres morfolégicos comunes a las dos especies son la presencia de
hojas opuestas, soldadas entre si y con el tallo formando un artejo de morfologia
obcobnica, en cuyo borde se observan las laminas foliares reducidas a escamas hialinas.

El tamafio de los artejos es de 2.0-20.0 X 1.5-5.0 mm. Las inflorescencias espiciformes
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con un tamafo de 11.0-60.0(90.0) X (1.5)2.0-4.0(5.0) presentan cimas sésiles de 3(4)
flores que se encuentran en la axila de cada bractea, apareciendo dos cimas opuestas en
cada artejo fértil. Se pueden diferenciar tanto espigas terminales como laterales, estas
ultimas son sentadas a excepcién de las inflorescencias mas basales, en las que se
pueden observar entre 1 y 11 artejos estériles. El nimero de espigas laterales es variable,
con un rango comprendido entre 0 y 40. Las flores son hermafroditas reunidas en
grupos de 3, apareciendo situadas en la parte inferior de un artejo fértil, y separadas
unas de otras por medio de un tabique, muy aparente después de que el utriculo se haya
desprendido en la madurez. El perianto formado por la unién de 4 piezas, queda
fusionado al pericarpo en la madurez y cada semilla, se encuentra parcialmente incluida
en esta estructura. Como consecuencia, cuando se desprenden las semillas, aparecen
restos de pericarpo sobre su testa. El estigma es bifido (en ocasiones trifido) y plumoso.
Los estambres en nimero de 2 presentan anteras que miden 1.0 mm de longitud. Los
estomas son paraciticos. El polen es polipantoporado, apolar, con simetria radial, de
tamafio medio (didametro de 17.3-31.8 um) y de supetficie equinulada y punteada con
aberturas muy pequeflas y diferenciadas (didmetro 0.9-3.9 um). Las semillas son ovado-
orbiculadas, con una orientacién vertical, coloraciéon marrdn y ausencia de perisperma.
El tamafio es de 0.63-1.10(1.50) X 0.41-1.02 pm. El periodo de floracién abarca
aproximadamente los meses de mayo a octubre. En cuanto a la fructificacién, se ha
observado que la produccién de semillas puede darse desde julio a diciembre, pudiendo

alargarse bastante este perfodo, sin existir una pauta clara.

Sarcocornia fruticosa (L.) A.J. Scott in Bot. J. Linn. Soc. 75(4): 367 (1978)
= Salicornia europaea L. vax. fruticosa L., Sp. Pl: 3 (1753) (Basiénimo)
= Salicornia fruticosa (L.) L., Sp. Pl ed. 2: 5 (1762).
= Arthrocnenum fruticosum (L.) Moq., Chenop. Monogr. Enum.: 111 (1840)
= Salicornia enropaea 3 perennis Gouan, Hortus Monsp.: 2 (1762)
= Salicornia fruticosa Willd., Sp. P/ 1: 24 (1797)
= Salicornia anceps Lag., Mem. Pl Barrill.: 52 (1817)

= Salicornia fruticosa o. glancescens Ten. in Syll. P1. F1. Neapol.: 582 (1831)

130



Capitulo 3: Estudio morfologico del género Sarcocornia

= Salicornia fruticosa B deflexa Rouy, FL France 12: 60 (1910)

= Sarcocornia fruticosa var. deflexa C. Lahondére & Gamisans 7z Candollea 43(1): 368
(1988)

= Sarcocornia hispanica Fuente, Rufo & Sanchez-Mata zn Lazaroa: 32 (2011)
— Salicornia arabica auct. non. L. Sp. P/ 1: 3 (1753)

Lectotypus: Designado por BALL (2007) en JARVIS (ed.) Order out of Chavs: 807 (2007):
Herb. Burser XVI(2): 22 espécimen de la derecha (UPS).

Hste taxon se caracteriza por un habito representado por arbustos con ramas
ramificadas siempre erectas y no enraizantes, pudiendo alcanzar 100(180) cm de altura.
Los tallos son erectos, pudiendo ser decumbentes. No presentan tallos radicantes en los
nudos, aunque en raras ocasiones las ramas laterales mas largas alcanzan el suelo
enraizando. Los apices de las hojas son mayormente obtusos, raramente agudos, sin
quilla aparente. Los estomas presentan las células oclusivas situadas a distinto nivel que
las células anexas (estomas hundidos, morfotipo 1). Las células epidérmicas vegetativas
son de morfologia poligonal y de superficie lisa. En las inflorescencias, la flor central de
la cima no suele alcanzar el extremo del artejo Las semillas presentan dos morfotipos
distintos en la ornamentacién de la exotesta: el denominado tipo a, que presenta papilas
o mamelones distribuidos principalmente por el borde de la semilla, apareciendo mayor
cantidad de mamelones en la zona opuesta al micrépilo. Los mamelones tienen una
morfologia redondeada en la parte superior, con una longitud comprendida entre 12.31
y 67.57 um, y una anchura de la base de 29.20-61.50 um. La densidad de estos
mamelones en la semilla es de 14-38 tricomas/mm?. La ornamentacion tipo b presenta
tricomas conicos y patentes de longitud comprendida entre 15.38 y 100.00(106.67) um,
que suelen aparecer distribuidos por el borde de la semilla, aunque en la parte central de
la misma pueden aparecer también, siempre en nimero reducido. La anchura de la base
de estos tricomas esta comprendida entre 30.80-53.80 um, y la densidad de estos
tricomas patentes es de 20-51 tricomas/mm?2 En esta ornamentacioén, junto a los

tricomas cortos y patentes, en ocasiones aparecen también papilas o mamelones.

21=36, 54, 72.
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Sarcocornia perennis (Mill.) A.J. Scott in Bot. J. Linn. Soc. 75: 367 (1978)
= Salicornia perennis Mill., Gard. Dict. ed. 8, n. 2 (1768) (Basiéonimo)

= Arthrocnenum fruticosum B radicans (Sm.) Moq., Chenop. Monogr. Enum.: 112 (1840)

Salicornia herbacea B Sm., F/. Brit.: 2 (1800)

Salicornia radicans Sm. in Sowerby & Sm., Engl. Bot. 24, tab. 1691 (1807)
= Salicornia lignosa Woods in Bot. Gaz. (London) 3: 31 (1851)

= Salicornia sarmentosa Duval-Jouve zn Bull. Soc. Bot. France 15: 174 (1869)
= Salicornia fruticosa 3 humilis Ten., Syll. Pl. Fl. Neapol.: 582 (1831)

Lectotypus: Designado por GUILLO ef al. (2011). Salicornia radicans. Isle of Shepey-Kent; c.
1850. Coll.? Dr. B. Thompson Lowne, K [K000450665].

Esta especie se caracteriza por la presencia de dos tipos de hédbitos siempre
enraizantes. Por una parte el postrado en donde las ramas principales son rastreras y
presentan siempre tallos enraizantes, dando lugar a formaciones extensas a modo de
céspedes, en donde es muy dificil diferenciar individuos con una altura maxima de 20
cm. Y por otra parte el erecto, con ramas erectas que llegan a alcanzar hasta 80 cm. Las
hojas jévenes de ramas secundarias presentan los dpices agudos e incluso pueden ser
puntiagudos, pudiendo apreciarse en algunos casos que los artejos son ligeramente
aquillados. Los estomas presentan las células oclusivas al mismo nivel que las células
anexas (estomas expuestos, morfotipo 2). Las células epidérmicas son poligonales, con
una superficie que puede ser reticulada o lisa. En las cimas de las espigas existe una
tendencia a que la flor central alcance el extremo superior del artejo fértil. Las semillas
presentan un morfotipo de ornamentacién de la testa tipo caracterizado por presentar
tricomas finos que suelen terminar con el apice curvado, llegando en muchos casos, y
sobre todo en la zona de la semilla opuesta al micrépilo, a parecer verdaderos garfios.
Por lo comun, son adpresos en su distribucién por los bordes de la semilla a excepcién
en el centro de ésta, donde son mas pequefios y la curvatura del apice no se encuentra
desarrollada. La longitud de estos tricomas curvados abarca el rango de 26.15-144.62
um y la anchura de la base va de 10.80 a 27.70 um. La densidad de estos tricomas es de
38-83 tricomas/mm?2. 27=18, 27.
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Capitulo 4: Estructuracion genética y filogeografia de S. fruticosa 'y S. perennis

1. INTRODUCCION

Las poblaciones naturales de muchas especies vegetales estin notablemente
influidas por el aislamiento y la fragmentacion de los habitats donde se desarrollan. La
propia fragmentacion de los ecosistemas puede influir directamente en la comunicacién
del flujo genético entre las poblaciones. YOUNG ef al. (1996) apuntaban que las
consecuencias directas de la fragmentacion del habitat van ligadas a un cambio de la
variabilidad genética, un aumento de la divergencia genética y una reduccién del flujo
génico; aunque segun estos mismos autores, no siempre se cumplian estas premisas.
Recientemente, HONNAY & JACQUEMIN (2007) y AGUILAR ¢/ al. (2008) realizan una
nueva revisién sobre los efectos de la fragmentacién de los habitats naturales,
comentando la existencia de los siguientes efectos: cambios en los valores de diversidad
genética, aumento de la divergencia genética interpoblacional, disminucién del flujo
genético entre las poblaciones, aumento de procesos de endogamia, aumento de la
probabilidad de extincién local, procesos que afectan por igual a plantas comunes y a
raras, y por ultimo, la necesidad de conocer la diversidad genética original previa a la

fragmentacién.

Sin embargo, conviene destacar que en el caso de las dos especies objeto de
estudio, S. fiuticosa y S. perennis, crecen en habitats que ya se encuentran fragmentados
por si mismos. Sus poblaciones naturales se encuentran ligadas unicamente al medio
salino (ALONSO & DE LA TORRE, 1999; ALVAREZ ROGEL ef al., 2001; KADEREIT ef al.,
2006; ALONSO, 2009; LENDINEZ, 2010), y por lo tanto, la fragmentacién forma parte
intrinseca de su evolucién. No obstante, los efectos causados por la fragmentacion
pueden estar, ademas, notablemente acrecentados por la accién antrépica (PALOP-
ESTEBAN ez al., 2011). Las diversas acciones humanas sobre los saladares influyen, entre
otros factores, a las vias naturales de flujo génico, estructura espacial y diversidad
genética. Muchos de los saladares objeto de estudio representan un refugio de especies
animales y vegetales (TORRALVA ¢ al., 2001). Sin embargo, existe en muchos casos una
gran presion urbanistica y turistica que hace que aumente la tasa de desapariciéon de los
humedales costeros, siendo necesaria la conservacién de las comunidades vegetales
haléfilas tipicas de saladares, que llevan asociada una gran diversidad de aves,

aportandoles su nicho ecolégico (CONESA & SCHULIN, 2010).
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El estudio de estos habitats fragmentados puede realizarse desde una
perspectiva molecular. Actualmente la distribucién geografica de la diversidad genética
dentro de las especies recibe un especial interés y el conocimiento adquirido de tales
estudios, ha promovido el entendimiento de patrones intraespecificos de variacién. La
interpretacién de los patrones encontrados en los estudios filogeograficos se ha de
realizar teniendo en cuenta tanto los procesos histéricos a los que ha estado sujeta una
especie, como la influencia de las caracteristicas ambientales (MANTEL e/ a/., 2003) y la
propia biologfa (WESTBERG & KADEREIT, 2009). De esta manera, cada vez son mas los
estudios que combinan el papel de la biologia de las especies en los patrones
filogeograficos de variaciéon genética, junto con el analisis del sistema de reproduccion,
la dispersién de las semillas, el rango geografico de las especies objeto de estudio,
relacionando todo ello con los procesos histéricos a los que se han encontrado
sometidas (PEREZ-COLLADOS ¢ al, 2006, RODRIGUEZ-SANCHEZ et al, 2009;

WESTBERG & KADEREIT, 2009; JUAN e al., 2012).

Con todo lo dicho, el presente capitulo pretende realizar un estudio
comparativo, utilizando herramientas moleculares, de dos especies del mismo género
que presentan requerimientos ecolédgicos similares. De esta manera, se ofrecerd una
vision mas aproximada de los diferentes procesos de variaciéon genética que pueden
estar padeciendo S. fruticosa y S. perennis en un area de estudio caracterizada por ser una
de las regiones mas complejas y heterogéneas del mundo desde un punto de vista

biogeografico, la regién mediterranea (QUEZEL, 1985).

2. OBJETIVOS

En este capitulo se propone realizar un trabajo centrado en la diversidad
genética y estructura genética espacial de las poblaciones de S. fruticosa 'y S. perennis en la
cuenca mediterranea y costa atlantica, con la utilizacién de diversas técnicas moleculares
(AFLP y marcadores plastidiales). LLos objetivos planteados son los siguientes:

- Evaluar la variabilidad genética poblacional y la estructura genética espacial

de S. fruticosa 'y S. perennis.

- Identificar si la fragmentacién natural de las poblaciones de estas dos

especies corresponde a una fragmentacion genética.

- Interpretar las vias de flujo génico entre las poblaciones.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material vegetal y extraccion de ADN

El estudio poblacional de S. fruticosa y S. perennis se ha realizado sobre 353
muestras procedentes de 36 localidades y 47 poblaciones distribuidas en la cuenca del
mar Mediterraneo y costa atlantica (Figura 4.1, Tabla 4.1), pudiendo incluir cada
localidad entre una y cuatro poblaciones. El ADN genémico total se ha extraido de
material fresco o desecado en gel de silice (CHASE & HILL, 1991), siguiendo el método
modificado 2XCTAB (DOYLE & DOYLE, 1987) y se ha resuspendido entre 700 y 1000
ul de tampén TEo1 (10 Mm Tris-HCI, 1 Mm EDTA, pH 8.0). El ADN total se ha
purificado mediante el uso de minicolumnas de purificaciéon de Ultraclean® PCR

Clean-Up Kit (MOBIO) siguiendo el protocolo del fabricante.
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Figura 4.1. Distribucion de las localidades estudiadas de Sarcocornia fruticosa'y Sarcocornia perennis. La
codificacion de las localidades aparece en la tabla 4.1

137



9 - 9 .22} ST o NuZ'T 0L o6E Zr 4s NYL oual] s3 eolo|[e\ cuedsg
8 8 8 0.5Z o€+ NiZL 062 1P ds Z40 e|oziQ sjolezue]
6 - 6 0 .£€L .0G o8 N .70V 0T o€ i 4S/dS rv nzally
i - L 0.9} S oL NLOL' LS Z oLE 6€T 4S/dS yv4 oJe anebly |ebnyiod
S - S 308 NoO¥ €7 4s EN oll_AY
€ - € 009 NoGE 9¢7 4s uvl ayoele] uenojg)-iebue|
SsooanJie|\
ze 8 e 0.0°EE S¥ o Nl EE 7S obE €€ 4S/dS ENS auewyaIy lopeN
oL - ol 0ub'¥Z L 00 NL9'8 (LY o5E ze 4S/dS OVIN ejoe B ueio eljebuy
4 - 4 2.6V £ 0L NulL G oSE L€ ds NOW - Jnseuop zaun]
L Ll Ll 3.8'6G 8} o5Z N.0'0S 61 oGE A ds odv siwajesody ap oLen}s3 1810 elaIn
6 - 6 .21 92 o) N.9'LY ST oGF 0z 4s N3IA enausp obe
L - L 3.8°€€ 7€ o) N.E'ZE 6T oSF 0z 4s ENST nuodau]. ZREITE
4 - v 3.8%Y 66 o) Nut'LL 8E oSF 0z 4S/ds q1g auolqig
ol - ol 3.2°1G £} ol NuZ'95 92 oZ¥ 611 4s 940 o||218g10 ewoy erey
9 - 9 A.7°67 O oSk NuPL Fh oL€ L1 ds dIs esnoelg -
9 14 9 3.£°8€ 62 o} N.F'6E 0 oL 917 ds 40 oje4 odep
S - S 3,762} o6 N.9'EZ.0L oBE ZL 48 ovo uelben euopIoo
8l - 8l 3.9°€.VE o8 N.E9L.6Y o6 L1 4s (}¥0) ouBslO
i - L 3.6°12 22 o N.E'6L 62 oEF 21 4s WS Ja|\-Bl-op-SalB|\-Sajules auguy
4 - z 3.2°€0 8€ ob N.9'ZS .0V oE ¥ 1 ds oY sy “Np-sayonog epuel
4 - z 3,182 b o€ N.O0S 6V oZ¥ 91 4s ER 8jeonaT apny
S - S 3.0°Z€ 85 o0 N b ) LG 025 z1 ds HOW uojsiop MIOHON YHON opUn Uy
L € Ll 0.9'L £5 o0 N.Z'6. 8Y 005 11 ds OHO Jeisayolyy  Jouayoy| IseM
QZ eN IN wmo_uw._mowm sepeuapioo) _UMW___NMMJ .QW ‘ADIQY uolide|qod eloulinodd sled

‘(dN) sejelpnse|d saiopedsew so| uod A (eN)

138

Relaciones filogenéticas del género Sarcocornia A.J. Scott (Amaranthaceae)

d14V UOO sopeipnise sonpIAIpUl 8P [0} 0JswWnNU |8 ‘(IN) SOpE}o8|008. SONPIAIPUI 8P 810} oJawnu |8 eoloadse ag "seolelbosh sepeusplood se| A sepepi|eoo| se|
ap obIpoo |8 (dS) siuusiad ejuios0aies A (4S) esoann.y eiuio2024es aius opuepualaylp ‘(‘dg) sepeipnise saoadsa se| ‘(‘Aaiqy) sauoloe|qod sejss eled sepesn
seinjelnaiqe se| ‘sauoioe|qod se| ap aiquiou [o 0sed eped esed opuedipul ‘siuusiad eiui0202/eS A BS00/NI BILI0202JES 9P SEPEIPNISS Sopeplieoo Ly ejqel



Capitulo 4: Estructuracion genética y filogeografia de S. fruticosay S. perennis

€ - € O.¥'6l 99 09 Nil'LC 0l oLE €91 ES) 1do [SIPO Ol |9p sewslep -
14 - 4 OWC ol NLL ol€ €91 ES) VAV ajuoweAy

14 - 4 0.8GL ¥l 09 N.9'GE L€ 09€ 291 ES) and elle|\ ejues sp ousand 21pen
6 S 6 0.5V €l 09 N..O'0€ (€C 09€ 291 ES) 13d ad noues op ehe|d

S - S O.7'1G 609 Nu8'8 (9 0LE 1971 ds AVIN Jokep eys| enes
9 - 9 0,997 .0 09 N.6'EY 9G 09€ 1971 ds a31 elige )
ol - ol 0.50} G€ o€ N..§'8€ 8€ oL€ 6G1 ES) no Je|nd epeuelo
8 - 8 0.89) Cl o€ N.6'SY V¥ 09€ 8671 ES) FIN JeliN ellswly
¢l - ¢l 0.9'1C 97 0 N.O'LL .0G oLE 167 ES) Nid Jejeuld [sp olpsed ueg BIINN
6 - 6 0.€0€ LE 0 N.8'G (L} o8E 9671 ES) NVS e|od ejueg
¢l - ¢l 0.80} 1€ 00 N.6'6% Gl 08E 9671 ES) nov eblewy enby Sjuedlly
ol - ol 0.87€ 959 o0 N.8' .6€ o8€ 12 ES) INVY BUIJIIA eueds3
¢l 9l 9l 0.9°€ 8€ ol Nu6'8 €€ o8E €471 ES) d00 E|[IA0pI0D 9}9%EqlY
ol L ol 01702 Gl o€ N.G'8G VT o6E 4 ds O3A senboA se| op eunbe] |1e9y pepnio
14 14 vi 0.Vl 0C o€ N.O'LC (L€ o6E 161 ds aNnH £09NH BUad op eunben opsjoL
ol 14 ol 3.G9Y .05 00 N.€'G LV o0 0§81 ES) g3 0iq3 |Sp B}eQ euobele]
¢l ¢l 3.8°GE (L o€ NB'EV ) oV 671 4S/dS d0L1 1BjUON ep E|j90L0L BuoJe9
9 - 9 O.¥'GG € o6 Nu8'6 V€ ol 8Y ds g00 opagnuio) Bunioy e
14 - vi 0.88¢ GC 05 N..0'9C .0€ oE¥ ol 4S/dSs TIA ESOINEIIN 9P BlY Seunisy
14 - 4 0.2°€C 05 o€ N..L'EL VT oEV 74 ES) 1SV oI9Sy eugeluen
9 - 9 O.£°€l G¥ o€ Nil'€G ST oEV 74 ES) ON 0Aapng ap eulep

3 - 3 J.LVV 9C ol N0V £V 08E 44 ES) O4N epepelog eEN

14 - 14 3.6'VS LG o€ N.G'8C (L) 06E 44 ES) OdN €iqod EN eiaiqed
€ - € 3,68 GG o NuE'LY L o6E 44 ES) vds S9jey s8s
dN eN IN seolyesboab sepeuspioo) _".MW___NMM._ 'dg  "Aauqy uoloejqod eIoUIAOId sled

‘(dN) selelpnse|d salopealew so| uod A (eN) 474V UOD sopeipnisa
SONPIAIPUI 8P [B10} OJawWnu |8 ‘(IN) SOpE}o8|0d8l SONPIAIPUI 8p [BJ0} oJsWnU |8 eoloadse g "seolelfosh sepeuspiooo se| A sepepljeso| se| ap obipoo 8 (dS)
sjuuaiad ejui102021es A (4S) Bsoonniy eiuio202/eS a1ud opuepualayp ‘('dg) sepelpnisa saloadse se| ‘(‘Aaiqy) sauoloe|qod sejse eled sepesn seinjeinalqe se|
‘sauoloe|qod se| ap aiquiou [ 0Sed eped eled opuedlpul ‘Siuualad eiui0202eS A BS02iNI) BILI0D02JES P Sepelpnisa sapepleoo “(uoloenunuo)) Ly ejgeL

139



Relaciones filogenéticas del género Sarcocornia A.J. Scott (Amaranthaceae)

3.2. Analisis de AFLP

Entre todos los ejemplares recolectados, se seleccionaron un total de 81
individuos para estudiar la estructuracién genética en S. fruticosa (38 muestras) y S.
perennis (43 muestras). Se trata de un estudio preliminar en donde se ha incluido un
numero reducido de poblaciones, que pueden contener de tres a 16 individuos. Para §.
[fruticosa, se han incluido muestras de Arekmane (ARE; Nador, Marruecos), Delta del
Ebro (EBR; Tarragona, Espafia), Cordovilla (COR; Albacete, Espafia) y Playa de Sancti
Petri (PET; Cadiz, Espafia). Para S. perennis se estudiaron muestras de las poblaciones
de Chichester (CHC; West Itchenor, Reino Unido), Capo Feto (CF; Sicilia, Italia),
Estuario de Aposelemis (APO; Creta, Grecia), Arekmane (ARE; Nador, Marruecos),
Orzola (ORZ; Lanzarote, Espafa), Laguna de Pefla Hueca (HUE; Toledo, Espafa) y
Laguna de las Yeguas (YEG; Ciudad Real, Espafia) (Tabla 4.1). El protocolo seguido
para realizar las reacciones de restriccion-ligacion y amplificacion de preselectivos fue el
de AFLP™ Plant Mapping Protocol (Applied Biosystems). Sin embargo, y debido a que
el género Sarcocornia posee un genoma de tamafio pequeno (KOCE ez af, 2008), los
iniciadores selectivos fueron modificados tal y como sugiere FAY ez a/. (2005), donde los
iniciadores EcoR1 presentaban tan sélo dos bases. Se realizaron pruebas con 25
combinaciones diferentes de iniciadores selectivos, de los que los iniciadores EcoR1-
AC + Msel-CAC (marcador azul) y EcoR1-AA + Msel-CAC (marcador verde)
mostraron bandas claramente distinguibles. La separacién de los fragmentos marcados
con fluorescencia procedentes de las amplificaciones selectivas se realizé6 mediante
electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 5.0% usando un secuenciador

automatico ABI Prism 3730 (Applied Biosystems, Inc.).

3.3. Marcadores plastidiales

Se secuenciaron y alinearon 48 regiones plastidiales, con el fin de localizar
microsatélites o regiones polimoérficas de nucleétidos. Para ello se seleccionaron cuatro
individuos pertenecientes a dos poblaciones de S. fruticosa (AVI y AGU) y a dos
poblaciones de S. perennis (VILL y CHC), correspondiéndose con dos poblaciones
proximas entre si (AVI y AGU) y lejanas a las anteriores (VILL y CHC). Las regiones
plastidiales secuenciadas fueron pS72-1pl.20, psbB-psbl, trul-L, psal-accD, rpS14, trnK
int, mHOCYOpsb A, trnC-D, trnSb-trnkM, trnD-T, trnLe-trnl FKress,  trnl/VAQ-ndhC,
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trnl (CAG)-1p[32F, ndhF-rpl32, trnQUVS) 1pslGexl, 1pS16, psbD-truT, ndhFA, ndh]-trnl E,
1poB-trnCGCN, il 14-1pl 36, psbB-psbH,  petl -psbE,  psb]-petA, —atpl-atpH, trnSGCV)-
trnGOYO), frnGUVO1rpSGCD), g SGCO G, trnKUUWexT -1pst Gex2, psbK-1rnSCGCV), atpFex2-
atpFex1, atpl-1ps2, 1poClex2-rpoClext, tmCCNpetIN,  trnECVO -1 TGSV, psbC-pshZ,
trnGGCO1ps14, psad-yef3ex3, trnBCANndp], trnl/ VA ex2-trm " UAOexct, psal-ycft, yefd-cemA,
petl -psbE,  psaJ-1pl33,  1pl33-1ps18,  petE/ G-trnPUGC),  clpPexc3-clpPex2,  clpPexc1-psbB
(TABERLET et al., 1991; SMALL et al., 1998; SHAW ef al., 2005, 2007; EBERT & PEAKALL,
2009a,b). De todas ellas, solo ocho regiones (psbC-psbZ, clpPex3-cipPex2, petE/G-
trnPUSO) apl-aipH,  ndbF-1p/32,  ndh]-trnlE, mpS12-1pL.20, tmnT-1)  presentaron
deleciones entre las muestras, que pueden ser usadas como potenciales marcadores
moleculares. Estas ocho regiones son las que se amplificaron en un total de 353
individuos pertenecientes a 47 poblaciones (Figura 4.1, Tabla 4.1). Para todas las
regiones indicadas, se disefiaron iniciadores nuevos (“forward’ y “reversé”’) a excepcion de
petE/ G-trmPUGS), donde solo fue necesatio disefiar el iniciador “reverse” (Tabla 4.2). El
programa de amplificacién para los nuevos marcadores moleculares fue: 5 minutos a
94°C, seguidos de 42 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 48°C durante 30 segundos,
72°C durante 30 segundos, y una extension final de 72°C durante 7 minutos. Las
amplificaciones se realizaron en un volumen de reacciéon de 10 pl conteniendo 7.2 pl de
agua destilada ultrapura, 1 ul de 10XNH4 Bioline Taq Buffer, 0.2 ul 50 mM Bioline
MgCl, 0.1 ul 10 mM dNTP, 0.1 pl 5 U/ul Taq polimerasa, 0.2 pl iniciador marcado
(10pmol/ul), 0.2 pl iniciador no marcado (10pmol/ul) y 0.5 pl de albumina de suero
bovino (BSA; 0.4%). La longitud de los fragmentos se analiz6 en un secuenciador
automatico ABI 3100 (Applied Biosystems, Inc.). De los ocho marcadores
preseleccionados, seis fueron utilizados en los andlisis que se detallan en el apartado
3.4.2 Marcadores (SAR2, SAR4, SAR5, SAR9, SAR10 y SARI11). El resto de

marcadores no produjeron la variabilidad esperada o no amplificaron correctamente.

141



Relaciones filogenéticas del género Sarcocornia A.J. Scott (Amaranthaceae)

Tabla 4.2. Descripcién de las 8 regiones plastidiales seleccionadas, nombre asignado a los 11
marcadores plastidiales, nombre de los iniciadores, secuencia de los iniciadores, la referencia (Ref.) [Or.
Original; * EBERT et al. (2009b)] y el numero de haplotipos (Nh) que generaron. Los marcadores
plastidiales marcados en negrita se corresponden con los seis marcadores utilizados en los andlisis
posteriores.

Regiones Marcadores Nombre
plastidiales lastidial iniciad Secuencia (5’-3’) Ref. Nh
seleccionadas plastidiales iniciador
ANU47-48F TTCAATGTTTTGAGGTAGG Or.
psbC-psbZ SAR 1 -
ANU47-48R TAGGTGAGATAGCCGAGCCA Or.
UGG) PetE/G GGGGATCAGTTGGATCTTTG *
petE/G-trnP" SAR 2 3
ANU81-82R CCGATGTCGTAGGTTCAAAT Or.
ANU89-90F CCGTTGCTTTATATATTTAT Or.
clpPex3-clpPex2 SAR 3 2
ANUB89-90R GTAGTATGAGATGAAGAGTA Or.
atpl-HF TATACAAATACCTACAGTCT Or.
atpl-atpH SAR 4 7
atpl-HR CACTTATAGGCATTAGATTC Or.
ndhF-rpl32F Or.
ndhF-rpl32 SAR 5 p CAACTCAGGATCTAATAACT 3
ndhF-rpl32R AGAAAGTAAAGTAACGTAAA Or.
ndhJ-trnLEF CTAAGAACTGATAGAATGAA Or.
ndhJ-trnLE SAR 6 2
ndhJ-trnLER AAGGATGAAAATGGATGAAA Or.
SAR7 rps12 GTCCGAGGAACATGTACTAGG Or.
rps12R TTTCACAACGAGATTCACCT Or.
SAR S rps12F AGGTGAATCTCGTTGTGAAA Or.
$12-pL.20 rps121R TCTTATTGATAACTTGTACA Or.
1 -1}
P P SAR 9 rps121F TGTACAAGTTATCAATAAGA Or. 4
rps122R CTTTTTAAACGGTGAGGTCC Or.

L AR 1 rpl20F GGACCTCACCGTTTAAAAAG Or. 5
rpl20R ATTAATTGTATTAATGTATC Or.
trnT-LF AGTAGAGCTATGAATTTGAA Or.

trnT-L SAR 11 2
trnT-LR TTAAAGTCTTAAAGAAGGCC Or.

3.4. Analisis de los datos

3.4.1. Datos de AFLP

El anilisis de los fragmentos se realizé con el programa GENEMAPPER® v.
4.0. (Applied Biosystems). Aquellos fragmentos con tamafios comprendidos entre 50 y
500 pares de bases se codificaron como presente (1) o ausente (0), constituyendo una
matriz binaria. Cada una de las especies se analizé por separado, por lo que se
elaboraron dos matrices binarias. Se utilizé el software R (R development core team
2011) con el paquete de funciones AFLPDAT (EHRICH, 20006) en la obtencién de las
matrices para los programas ARLEQUIN v. 3.1 (EXCOFFIER ¢/ al., 2005) y BAPS v. 5.4
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(CORANDER ¢ al., 2004). Para cada poblaciéon, se calcularon las frecuencias alélicas
usando la aproximaciéon Bayesiana propuesta por ZHIVOTOVSKY (1999), basada en una
distribucién no uniforme prioritaria de frecuencias no alélicas. Estas frecuencias alélicas
se usaron para calcular la diversidad genética para cada poblacién (Hj), la diversidad
genética total (Ht), la diferenciacién genética entre poblaciones (Fst) (LYNCH &
MILLIGAN, 1994) y el valor de Fst por parejas. El porcentaje de fragmentos
polimérficos (P) al nivel 5% se calculé con el programa AFLP-SURV (VEKEMANS,
2002), como también el nimero de alelos privados (Npal). Debido a que las diferencias
en la intensidad de muestreo entre poblaciones podrian sesgar las comparaciones
realizadas de diversidad, se ha utilizado el método de rarefaccién para calcular la riqueza
de bandas (Br) con AFLP-DIV v. 1.0 (COART ¢# al., 2005). El analisis de “Neighbor-
Joining” (NJ) (SAITOU & NEI, 1987) se ha basado en la medida de la distancia de NEI &
L1 (1979), utilizando el programa PAUP v. 4.0b10 para Macintosh (SWOFFORD, 2000).
La construccion de un arbol NJ ha tenido como objetivo detectar una posible
estructuraciéon geografica de la variacion genética. El apoyo de los clados se ha
calculado con el método de “bootstrap” (BS; FELSENSTEIN, 1985), con 5000 réplicas.
Asimismo, se realiz6 un analisis de coordenadas principales (PCOA) con el programa
GENALEX v. 6.4 (PEAKALL & SMOUSE, 2000), usando la distancia de SMOUSE &
PEAKALL (1999).

Se utilizé el andlisis de SAMOVA (“Spatial Analysis Of Molecular V ariance”) para
identificar aquellos grupos de poblaciones que maximicen la proporcién de la varianza
genética total con el uso del programa SAMOVA v. 1.0 (DUPANLOUP ¢t a/., 2002). En
SAMOVA, se asumieron diferentes grupos (K): 2-3 para S. fiuticosay 2-7 para S. perennis.
Se determind la estructuracién poblacional de las dos especies usando un andlisis
bayesiano con BAPS v. 5.4 (CORANDER ¢f al., 2004), realizando un anélisis de “wmzxture”
de los individuos utilizando la opcién de “Clustering of Individuals”. En el caso de S.
[fruticosa, la simulacién se llevé a cabo utilizando valores de K (ndimero maximo de
grupos) comprendidos entre 2 y 5. Para S. perennis, los valores de K estuvieron entre 2y
8. En ambos casos, se realizaron diez réplicas de cada valor de K. Los resultados
obtenidos en el analisis de “wixture” se utilizaron como datos de entrada para el andlisis

de “admixture’ (CORANDER & MARTTINEN, 20006). Los parametros usados en este

143



Relaciones filogenéticas del género Sarcocornia A.J. Scott (Amaranthaceae)

segundo analisis fueron: (1) tamafilo minimo de las poblaciones: tres individuos; (2) 100
interacciones para estimar los coeficientes de “admixture’ de los individuos; (3) 200
simulaciones en los individuos referenciados de cada poblacién; (4) 10 interacciones
para estimar los coeficientes de “admixture’ en los individuos referenciados. También se
realiz6 un analisis molecular de la wvarianza (AMOVA), usando el programa
ARLEQUIN v. 3.1 (EXCOFFIER ef al., 2005). Este analisis se ha llevado a cabo con
cinco y seis estructuras poblacionales, dependiendo de la especie estudiada, sin
considerar grupos geograficos, identificando grupos atendiendo a los resultados
obtenidos con NJ, PCOA, SAMOVA y BAPS y finalmente, siguiendo diferentes
criterios geograficos. En este ulimo caso, y para la especie S. fiuticosa, se han
diferenciado las poblaciones mediterraneas y las atlanticas, mientras que para S. perennis
se han establecido dos niveles: poblaciones mediterraneas y atlinticas y ademas,
poblaciones litorales mediterraneas, poblaciones continentales mediterraneas y
poblaciones atlanticas. Por ultimo, se evalud si existia correlacion entre las distancias
genéticas y geograficas entre las poblaciones estudiadas en cada especie. Para ello se
realizé la prueba de Mantel (MANTEL, 1967) con 1000 permutaciones, usando el
programa ARLEQUIN v. 3.1 (EXCOFFIER e7 al., 2005).

3.4.2. Marcadores plastidiales

Se construy6 una matriz de los haplotipos encontrados en S. fruticosa y S. perennis
mediante la combinacién de alelos obtenidos con los marcadores plastidiales que

amplificaron correctamente (Tabla 4.3).

Se calculé el nimero de haplotipos (Nh) y el nimero de haplotipos privados
(Hp) para cada poblacién. La diversidad genética y la riqueza de haplotipos se
obtuvieron siguiendo a PETIT ef al (1998) con el programa CONTRIB v. 1.02. Para
ello, se aplicé el método de rarefaccion para corregir las diferencias en tamafios, usando
como referencia la poblacién mas pequefia en cada especie (n=4 en S. fruticosa, n=2 en

S. perennis).

Por dltimo, se calcularon los indices Gst y Nst para inferir una posible existencia
de estructura filogeografica segin PONS & PETIT (1996). El indice Gst es una medida

de diferenciaciéon basada unicamente en las frecuencias alélicas, mientras que el indice
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Nst tiene en cuenta las similitudes entre haplotipos (e.g. el nimero de mutaciones entre
haplotipos). Ambos parametros se compararon usando el programa PERMUT v. 1.0

(PONS & PETIT, 1996), con 5000 permutaciones.

Se realiz6 una red de haplotipos usando el algoritmo de “Median-Joining” (M))
(BANDELT ¢7 al., 1999), mediante el programa NETWORK v. 4.6.10 (www.fluxus-
engineering.com), asignando pesos iguales a todas las variables y con los valores por
defecto para el parametro épsilon (épsilon=0). Tanto para S. fruticosa como para S.
perennis, se introdujo el haplotipo comun encontrado en la especie Halocnemum
strobilacenm, utilizandolo como grupo externo de cada red de haplotipos. Este método
permite resolver patrones de haplotipos muy complejos (POSADA & CRANDALL, 2001),

utilizando el algoritmo “Median Joining” (M]).

Cabe sefalar que salvo la matriz de los haplotipos encontrados (Tabla 4.3), el

resto de analisis se realiz6 por separado en cada una de las especies.

4. RESULTADOS

4.1. Datos de AFLP

Los resultados de los AFLP se obtuvieron de un total de 64 muestras, ya que
algunas de ellas mostraron electroferogramas muy débiles o no llegaron a amplificar. En
el caso de . fruticosa, se analizaron un total de 27 muestras, que generaron una matriz
final con 282 caracteres. Para S. perennis, se realizaron los analisis incluyendo la
poblacién de APO y excluyéndola, puesto que se trata de la unica poblacién analizada
que pertenece a la cuenca mediterranea oriental. En el primer caso, se analizaron 37
muestras, y en el segundo 26, la matriz final contuvo 242 caracteres cuando se inclufa
APO y 194 sin incluitla. Los estimadores de diversidad genética para ambas especies
aparecen en las tablas 4.4 (8. fruticosa) y 4.7 (S. perennis). En el caso de la poblacion ARE
de S. fruticosa, no aparece ningtin valor en el calculo de la riqueza alélica (Br) debido a
que esta poblacién estd formada por dos individuos y el programa AFLP-DIV v. 1.0

necesita como minimo tres individuos para realizar el analisis.
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Para S. fruticosa, de las cuatro poblaciones analizadas, PET fue la poblacién con
el mayor valor de diversidad genética, mientras que la poblaciéon marroqui ARE fue la

menos diversa (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Estimadores de diversidad genética de Sarcocornia fruticosa (SF). Se indican las poblaciones
junto con los codigos de las poblaciones, la proporcién de alelos polimorficos (P), la diversidad genética
(Hj) con su error estandar (+SE), la riqueza de las bandas (Br) y el numero de alelos privados (Npal).

. . Caédigos .
Especie Poblaciones N P Hj (+SE) Br Npal
poblaciones
Cordovilla COR 65.2 0.22799 (0.01098) 1.337 32
SE Delta del Ebro EBR 63.5 0.28564 (0.01167) 1.415 12
Playa de Sancti Petri PET 71.3 0.31880(0.01117) 1.491 38
Arekmane ARE 34.0 0.21084 (0.01206) - 6

Hste patron es coincidente con el resto de indices calculados. La diversidad
genética total (Ht) de esta especie fue de 0.3280 y el valor de la distancia genética (Fst)
fue de 0.2031. Al analizar el estadistico de Fst por parejas de poblaciones (Tabla 4.5), se
aprecia que el valor mas bajo se corresponde con la pareja de poblaciones peninsulares
litorales PET-EBR (0.0967). Por el contrario, el valor mas elevado coincide con las
poblaciones COR-ARE (0.3324), siendo la primera de ellas del interior de la peninsula
ibérica (COR) y la segunda de ellas del litoral de Marruecos (ARE).

Tabla 4.5. indices de Fst por parejas entre las poblaciones de Sarcocornia fruticosa. Todos los valores
fueron significativos (P<0.001). Las abreviaturas de las poblaciones aparecen en la tabla 4.4.

COR EBR PET ARE
COR -
EBR 0.1585 -
PET 0.1986 0.0967 -
ARE 0.3324 0.2600 0.1798 -

El arbol de NJ muestra la formacién de dos grupos (Figura 4.2), con un apoyo
de 100% BS. El primero de ellos estarfa constituido por todos los ejemplares de la
poblacion de COR, mientras que dentro del segundo grupo se diferencian a su vez tres
grupos. Con un 84% BS, se encontrarfa un grupo formado por casi todos los
ejemplares de EBR (a excepcién de un individuo). De igual modo, los ejemplares de la
poblacién de PET, a falta de un individuo, formarfan un segundo grupo (99% BS). Por

ultimo, se encontrarfa un tercer grupo con un apoyo de 93% BS, que estaria
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conformado por los dos integrantes de la poblacién de ARE, junto con otros dos

individuos pertenecientes cada uno a las poblaciones de EBR y PET.

0.05 changes

Leyenda

B cor W PET
"] EBR W ARE

Figura 4.2. Arbol NJ sin enraizar para las cuatro poblaciones estudiadas de Sarcocornia fruticosa basado
en la distancia de NeI & LI (1979). En las ramas se indica el apoyo BS. Las abreviaturas de las
poblaciones aparecen indicadas en la tabla 4.4.

Los resultados obtenidos con el PCOA son coincidentes con los del arbol de
NJ. El analisis de coordenadas principales (PCOA) muestra una cierta estructuracion
geografica, observandose dos grupos (Figura 4.3), en donde los dos primeros ejes
explican el 65.08% de toda la variabilidad genética. En el primer grupo aparecen todas
las muestras de la poblacién de COR, mientras que el segundo grupo corresponderia al
resto de poblaciones. En este segundo grupo, las poblaciones de EBR y PET presentan

una tendencia a formar cada una dos grupos constituidos por tres y cuatro ejemplares,
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respectivamente. Asimismo, los dos individuos de la poblaciéon de ARE, junto con un

individuo de EBR y PET, constituirfan un tercer grupo.

PCOA2 (22.06 %)
O
2%
g e

100
T

PCOA1 (43.02 %) OCOR OEBR OPET WARE

Figura 4.3. PCOA usando los fenotipos de los AFLP estudiados de Sarcocornia fruticosa. El color de las
muestras analizadas se corresponde con cada una de las poblaciones analizadas. Las abreviaturas de
estas poblaciones aparecen en la tabla 4.4. La proporcion de varianza total aparece junto al eje
correspondiente.

Los resultados de SAMOVA también mostraron que el numero 6ptimo de
grupos de poblaciones (K) era dos. Sin embargo, estos resultados no coinciden con los
obtenidos con el PCOA o con el arbol de NJ, puesto que en SAMOVA se separa la
poblacién de ARE frente al resto de las poblaciones. El analisis bayesiano BAPS reveld
que el nimero de grupos optimo para S. fiuticosa era K=3 (Log marginal likelihood:
-3367.1303). El primer grupo estarfa constituido unicamente por la poblacién de COR,
mientras que los otros dos grupos estarfan formados por varias poblaciones. Por una
parte, aparece un grupo constituido por tres ejemplares de la poblacién de EBR vy
cuatro ejemplares de PET. Por otra parte, el otro grupo lo constituyen los dos
ejemplares de la poblacién de ARE, junto con un individuo de EBR y otro individuo de

PET. El analisis de “admixture’ no mostro la existencia de mezcla en ninguno de los 27

individuos analizados (Figura 4.4).
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interior costa

COR EBR PET ARE

Figura 4.4. Resultado del analisis con BAPS de Sarcocornia fruticosa. Los individuos estan representados
por barras verticales del mismo color que el grupo al que pertenecen. Se distinguen tres grandes grupos:
grupo 1 (color granate: individuos de COR), grupo 2 (color gris oscuro: individuos de EBR y PET) y grupo
3 (color gris claro: individuo de EBR, individuo de PET e individuos de ARE). Las abreviaturas de las
poblaciones aparecen en la tabla 4.4.

El AMOVA revelé que en todos los analisis realizados el mayor porcentaje de
variacion se debia a la variacion intrapoblacional, mostrando porcentajes comprendidos
entre el 58.82% y el 67.65% (Tabla 4.6). El valor de menor variacién intrapoblacional se
ha obtenido cuando se han agrupado las poblaciones atendiendo a los resultados
obtenidos con SAMOVA, mientras que en la agrupaciéon obtenida con BAPS este valor
de wvariaciéon ha sido mayor. El resto de agrupaciones realizadas han mostrado
resultados similares (64.77% agrupaciéon como PCOA y 63.95% agrupaciéon segun
criterio geografico), como también el AMOVA cuando se ha llevado a cabo sin realizar

ningun tipo de agrupacion (64.74%).

La prueba de Mantel ha mostrado un coeficiente de correlacién negativo
(x=-0.289419, P>0.05), sugiriendo que no existe una correlacién significativa entre

distancias genéticas y geograficas entre las poblaciones.

150



Capitulo 4: Estructuracion genética y filogeografia de S. fruticosa 'y S. perennis

Tabla 4.6. Analisis molecular de la varianza (AMOVA) de las poblaciones de Sarcocornia fruticosa basado
en AFLP. Las abreviaturas de las poblaciones aparecen en la tabla 4.4.

Fuente de la variacion df Su?;: e g:rlr;pvoar:ar:]t:as dF;O\::;ra‘:f;?n
cuadrados

Sin agrupar

Entre poblaciones 3 340.997 15.96340 35.26

Dentro de las poblaciones 23 674.263 29.31576 64.74

Total 26 1015.259 45.27916 100.00

K=2

Criterio: Resultados de PCOA y NJ

(COR | EBR+PET+ ARE)

Entre grupos 1 182.288 1.79771 3.94

Entre poblaciones dentro de los grupos 2 158.709 14.48491 31.77

Dentro de las poblaciones 23 674.263 29.31576 64.29

Total 26 1015.259 45.59838 100.00

K=2

Criterio: Resultados de SAMOVA

(ARE / COR+PET+ EBR)

Entre grupos 1 91.179 5.95476 11.95

Entre poblaciones dentro de los grupos 2 249.817 14.57210 29.24

Dentro de las poblaciones 23 674.263 29.31576 58.82

Total 26 1015.259 49.84262 100.00

K=3

Criterio: Resultados de BAPS

(COR/EBR + PET / ARE + EBR + PET)

Entre poblaciones 2 281.911 14.61168 32.35

Dentro de las poblaciones 24 733.348 30.55618 67.65

Total 26 1015.259 45.16785 100.00

K=2

Criterio: Geografico (Atlantico y

Mediterraneo)

(PET / COR + EBR + ARE)

Entre grupos 1 137.287 1.20334 2.62

Entre poblaciones dentro de los grupos 2 203.710 15.34486 33.46

Dentro de las poblaciones 23 674.263 29.31576 63.92

Total 26 1015.259 45.86396 100.00

Para S. perennis, la diversidad genética total obtenida (Ht) fue de 0.2142. A nivel
poblacional, los valores més elevados de diversidad genética se obtuvieron en la
poblacion cretense de APO (Hj= 0.24063), mientras que la poblacién de Sicilia, CF,
mostro los valores mas bajos (Hj= 0.15854) (Tabla 4.7). El valor de la distancia genética

(Fst) fue de 0.1477.
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Tabla 4.7. Estimadores de diversidad genética de Sarcocornia perennis (SP). Se indican las poblaciones
junto con los codigos de las poblaciones, la proporcion de alelos polimérficos (P), la diversidad genética
(Hj) con su error estandar (+SE), la riqueza de las bandas (Br) y el niUmero de alelos privados (Npal).

Codigos

Especie Poblaciones poblaciones P Hj (xSE) Br Npal

Capo Feto CF 35,5 0.15854 (0.01223) 1.226
Laguna de Pefia Hueca HUE 36.8 0.15980 (0.01235) 1.190
Laguna de las Yeguas YEG 459 0.16901 (0.01153) 1.295 11

SP Orzola ORZ 34.7 0.16414 (0.01288) 1.242 10
Arekmane ARE 442 0.19827 (0.01160) 1.354 12
Chichester CHC 36.0 0.18798 (0.01234) 1.331 3
Estuario de Aposelemis APO 68.2 0.24063 (0.01263) 1.321 49

Al realizar el estudio por parejas de poblaciones de Fst, se observé que las
parejas de poblaciones coincidentes con CHC-ORZ y CHC-ARE presentaban un valor
de cero. Mientras que el valor mas elevado coincide con las poblaciones APO-ORZ
(0.2701) (Tabla 4.8). Con el objetivo de tener resultados comparativos con la especie S.
[fruticosa, se calcularon los valores de diversidad genética Ht y Fst, y se realizé el estudio
por parejas de poblaciones de Fst, sin incluir en los andlisis la poblacién de APO. En
este caso, los valores de Ht y Fst fueron 0.1907 y 0.0947, respectivamente. Los valores
de Fst por parejas de poblaciones, mostraron que el valor mas bajo (0) se obtenfa en las
parejas de poblaciones formadas por CHC-ORZ y CHC-ARE, y que el mayor valor
correspondia con las poblaciones ORZ-HUE (0.2333) (datos no mostrados).

El arbol de NJ muestra una separacioén en dos grupos (Figura 4.5) con un apoyo
de 87% BS para el grupo constituido unicamente por los ejemplares de la poblacion
cretense de APO. El resto de poblacién incluidas en el analisis (CF, YEG, HUE, ORZ,
ARE y CHC) no muestran ningun tipo de estructuracion, apareciendo los ejemplares de
estas poblaciones entremezclados, no pudiendo observar la formacién de grupos

coincidentes con alguna de las poblaciones analizadas.
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Tabla 4.8. indices de Fst por parejas entre las poblaciones de Sarcocornia perennis. Todos los valores
fueron significativos (P<0.001). Las abreviaturas de las poblaciones aparecen en la tabla 4.7.

CF YEG HUE ORzZ ARE CHC APO
CF -
YEG 0.0598 -
HUE 0.2012 0.1669 -
ORZ 0.1150 0.0758 0.2333 -
ARE 0.0641 0.0081 0.1483 0.624 -
CHC 0.0573 0.0048 0.1773 0.000 0.0000 -
APO 0.2338 0.2440 0.2612 0.2701 0.2155  0.2280 -

98 N

0.05 changes

Leyenda [ orz
Wcr MARe
M vec M cHc
B Hue [l APO

Figura 4.5. Arbol NJ sin enraizar para las siete poblaciones estudiadas de Sarcocornia perennis basado
en la distancia de NelI & LI (1979). En las ramas se indica el apoyo BS. Las abreviaturas de las
poblaciones aparecen indicadas en la tabla 4.7.
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En relacién con el PCOA, se observa un patron geografico entre las poblaciones
analizadas, observandose la formacién de dos grupos (Figura 4.6), en donde los dos
primeros ejes explican el 72.22% de toda la variabilidad genética. Por una parte, se
puede diferenciar el grupo formado por los individuos de la poblacién de APO. Por
otra parte, el resto de poblaciones incluidas en el analisis conforman el otro grupo,
apareciendo entremezcladas. En este segundo grupo, con los datos disponibles, no es
posible diferenciar la formacién de ningin grupo geografico (CF, YEG, HUE, ORZ,
ARE y CHC).

PCOA2 (13.03 %)
k=]

PCOA1 (59.19%* ACFAYEG AHUE AORZ & ARE A CHC AAPO

Figura 4.6. PCOA usando los fenotipos de los AFLP estudiados de Sarcocornia perennis. El color de las
muestras analizadas se corresponde con cada una de las poblaciones analizadas. Las abreviaturas de
estas poblaciones aparecen en la tabla 4.7. La proporcion de varianza total aparece junto al eje
correspondiente.

En SAMOVA, se observa que el numero 6ptimo de grupos de poblaciones (K)
ha sido dos. De nuevo, la separacion de las poblaciones en dos grupos coincide con la
separacion de la poblaciéon cretense de APO, del resto de poblaciones mas occidentales.
Los resultados obtenidos con BAPS, concuerdan con los antetriores analisis, siendo
K=2 (Log marginal likelihood: -3650.6131). Se observa la formacién de un grupo
coincidente con los ejemplares de la poblaciéon de APO, y otro grupo con el resto de
poblaciones. El analisis de “admixture’ ha mostrado que dos individuos de la poblacién

de APO presentan mezcla con el otro grupo mediterraneo (Figura 4.7).
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Mediterraneo occidental-Atlantico Mediterraneo oriental

CF YEG HUE ORZ ARE CHC APO

Figura 4.7. Resultado del analisis con BAPS de Sarcocornia perennis. Los individuos estan
representados por barras verticales del mismo color que el grupo al que pertenecen. Se distinguen dos
grandes grupos: grupo 1 (color gris oscuro: individuos de CF, YEG, HUE, ORZ, ARE y CHC) y grupo 2
(color gris claro: individuos de APQ). Las abreviaturas de las poblaciones aparecen en la tabla 4.7.

Los resultados de AMOVA han mostrado que en todos los analisis realizados,
tanto estableciendo diferentes tipos de agrupaciones, como sin realizar agrupaciones de
las poblaciones, el mayor porcentaje de variaciéon ocurre dentro de las poblaciones. Este
resultado es coincidente con el obtenido para la especie S. fiuticosa. Sin embargo, los
valores obtenidos en S. perennis son inferiores, variando entre 59.14% cuando se
agrupan las poblaciones atendiendo a los resultados obtenidos con el arbol de NJ, el
PCOA, SAMOVA y BAPS, y 70.04% cuando no se realiza ningtn tipo de agrupacién
(Tabla 4.9). En el caso de no incluir la poblacion de APO en los distintos analisis
planteados, los valores obtenidos de variacién intrapoblacional fueron muy similares

para todos los casos, con valores superiores al 80% (datos no mostrados).

La comparacién entre las distancias genéticas y geograficas a través de la prueba
de Mantel, ha mostrado tresultados diferentes dependiendo de si se incluia o no la
poblacién de APO. En el primer caso, se ha encontrado una correlacién positiva entre
las distancias genéticas y las distancias geograficas de S. perennis, con un coeficiente de
correlacion positivo (r=0.275310, P>0.05). En el segundo caso, el coeficiente de
correlacion ha sido negativo (r=-0.075275, P>0.05), sugiriendo que no existe tal
correlacion. Hay que tener en cuenta, que en ambos casos el nivel de significacion (P)
obtenido es claramente supetior a 0.05, y por tanto, hay que tomar estos resultados con

cautela.
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Tabla 4.9. Analisis molecular de la varianza (AMOVA) de las poblaciones de Sarcocornia perennis basado
en AFLP. Las abreviaturas de las poblaciones aparecen en la tabla 4.7.

Suma de los Componentes Porcentaje

Fuente de la variacion df . L
cuadrados de la varianza de variacion

Sin agrupar

Entre poblaciones 6 443.734 9.98063 29.96
Dentro de las poblaciones 30 699.996 23.33319 70.04
Total 36 1143.730 33.31382 100.00
K=2

Criterio: Resultados de NJ, PCOA,

SAMOVA y BAPS

(APO /| YEG+HUE+ORZ+ARE+CHC+CF)

Entre grupos 1 249.485 12.47960 31.63
Entre poblaciones dentro de los grupos 5 194.249 3.64109 9.23
Dentro de las poblaciones 30 699.996 23.33319 59.14
Total 36 1143.730 39.45387 100.00
K=2

Criterio: Geografico (Atlantico y
Mediterraneo)
(ORZ+CHC / YEG+HUE+ARE+CF+APO)

Entre grupos 1 84.749 1.92582 5.58
Entre poblaciones dentro de los grupos 5 358.985 9.26230 26.83
Dentro de las poblaciones 30 699.996 699.996 67.59
Total 36 1143.730 34.52131 100.00
K=3

Criterio: Geografico (Atlantico, litoral
Mediterraneo, continental Mediterraneo)
(ORZ+CHC / YEG+HUE /| ARE+APO)

Entre grupos 3 344.470 8.48733 24.85
Entre poblaciones dentro de los grupos 3 99.264 2.33752 6.84
Dentro de las poblaciones 30 699.996 23.33319 68.31
Total 36 1143.730 34.15803 100.00

4.2. Marcadores plastidiales

El estudio de marcadores plastidiales se realiz6 en un total de 353 muestras: 205
de S. fruticosa y 148 de S. perennis. De los 11 marcadores moleculares seleccionados
inicialmente, unicamente se utilizaron seis (Tabla 4.10), ya que los restantes no
amplificaron correctamente o no produjeron la variabilidad esperada. Los seis
marcadores polimorficos seleccionados mostraron un total de 11 haplotipos diferentes

(Tabla 4.10).

El haplotipo mids frecuente en S. fiuticosa y S. perennis es H1 (Tabla 4.10).
Ademas, estas especies comparten los haplotipos H3, H4, H5, H6 y H7. S. fruticosa
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presenta un unico haplotipo privado que es H2, mientras que en S. perennis el nimero
de haplotipos privados es considerablemente mayor que en S. fruticosa, presentando los

haplotipos H8, H9, H10 y H11.

Tabla 4.10. Composicion alélica de los haplotipos obtenidos para las dos especies estudiadas,
Sarcocornia fruticosa (SF) y Sarcocornia perennis (SP).

Alelos
Haplotipos Especie
SAR2 SAR4 SAR5 SAR9 SAR10 SARM
H1 2 2 2 1 2 1 SF/SP
H2 1 3 2 2 1 1 SF
H3 2 2 2 1 1 1 SF/SP
H4 3 4 2 1 2 2 SF/SP
H5 2 2 3 1 2 1 SF/SP
H6 3 4 2 1 2 1 SF/SP
H7 2 4 2 1 2 1 SF/SP
H8 1 1 1 3 1 1 SP
H9 2 1 1 3 1 1 SP
H10 2 1 2 3 2 1 SP
H11 1 4 1 3 1 1 SP

Desde un punto de vista geografico, existen haplotipos exclusivamente
atlanticos y mediterraneos (Figura 4.8). En el primer caso, se encuentran los haplotipos:
H2 que aparece en la poblacién de ALJ (L40); el haplotipo H7 en la poblacién de FAR
(L39); el haplotipo H8 que se encuentra representado en las poblaciones de VILL (L406)
y AL] (L40); el haplotipo H9 en VILL (L406); el haplotipo H10 en COB (L48); y pot
ultimo, el haplotipo H11 en ALJ (L40). En el caso de los haplotipos exclusivamente
mediterraneos, se encuentran: H3 que apatrece en las poblaciones de SIR (L17) y ARE
(L33); el haplotipo H4 que esta representado en las poblaciones de LEU (LL6), SMM
L7, AGU (1.56), SAN (L56) y PIN (I.57); y en dltimo lugar, el haplotipo H6 que
unicamente aparece en las poblaciones sardas de ORI (L11) y CAG (L12). En cuanto a
los haplotipos H1 y H5 son los tnicos que aparecen tanto en el area mediterranea como

atlantica.
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En S. fruticosa, el nimero de haplotipos por poblacién varfa entre uno y tres

(Tabla 4.11). Las poblaciones mas diversas en términos de riqueza de haplotipos fueron

aquellas poblaciones que presentaron un solo haplotipo fueron LEU, AMO, ORI,
CAG, ORB, BIB, TRE, VEN, MAC, LAR, TRN, SRA, NPO, NFO, MC, AST, VILL,
TOR, EBR, COR, AVI, CU, PET, AYA y ODI (Pb=0.000).
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Figura 4.8. Mapa mostrando los haplotipos de Sarcocornia fruticosa y Sarcocornia perennis. Los cédigos
de las localidades y las poblaciones aparecen en las tablas 4.11 y 4.12. La trama rayada se corresponde
con la especie S. fruticosa y la trama lisa con S. perennis.

AGU y PIN presentando en ambos casos tres haplotipos (H1, H4 y H5). En cambio,
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Los estimadores de divergencia genética en S. fruticosa con haplotipos ordenados
(Nst) y desordenados (Gst) fueron 0.658 y 0.726 respectivamente, indicando la ausencia

de una estructuracién genética.

Tabla 4.11. Estimadores de diversidad genética de Sarcocornia fruticosa con marcadores plastidiales.
Riqueza alélica después de la rarefaccion (Pb), nimero de haplotipos (Nh) y nimero de haplotipos
privados (Hp) y haplotipos presentes en cada poblacién (H). Aquellas poblaciones con Pb=— no han sido
analizadas por tener un solo individuo.

Poblaciones de Cadigos 5di

S. fruticosa polfl. Cfgfo Pb Nh Hp H
Leucate LEU L6 0.000 1 0 H4
Aigues Mortes AMO L7 - 1 0 H1
Saintes-Maries-de-la-Mer SMM L7 0.571 2 0 H1, H4
Oristano ORI L11 0.000 1 0 H6
Cagliari CAG L12 0.000 1 0 H6
Orbetello ORB L19 0.000 1 0 H1
Bibione BIB L20 0.000 1 0 H1
Treporti TRE L20 - 1 0 H1
Lago Venetta VEN L20 0.000 1 0 H1
La Macta MAC L32 0.000 1 0 H1
Arekmane ARE L33 0.333 2 0 H1, H3
Larache LAR L36 0.000 1 0 H1
Faro FAR L39 0.250 2 0 H1, H7
Aljezur ALJ L40 0.500 2 1 H1, H2
Es Trenc TRN L42 0.000 1 0 HA1
Ses Rates SRA L42 0.000 1 0 H1
Na Pobra NPO L42 0.000 1 0 H1
Na Foradada NFO L42 - 1 0 HA1
Marina de Cudeyo MC L44 0.000 1 0 H1
Astillero AST L44 0.000 1 0 H1
Ria de Villaviciosa VILL L46 0.000 1 0 H1
Torrella de Montgri TOR L49 0.000 1 0 HA1
Delta del Ebro EBR L50 0.000 1 0 H1
Cordovilla COR L53 0.000 1 0 H1
Villena AVI L54 0.000 1 0 H5
Agua Amarga AGU L56 0.621 3 0 H1, H4, H5
Santa Pola SAN L56 0.222 2 0 H4, H5
San Pedro del Pinatar PIN L57 0.318 3 0 H1, H4, H5
Nijar NIJ L58 0.536 2 0 H1, H5
Cullar CuU L59 0.000 1 0 H1
Playa de Sancti Petri PET L62 0.000 1 0 H1
Puerto de Santa Maria PUE L62 1.000 2 0 H1, H7
Ayamonte AYA L63 0.000 1 0 H1
Marismas del Rio Odiel ODI L63 0.000 1 0 HA1
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La red de haplotipos de . fruticosa muestra que el haplotipo mas frecuente es H1
(poblaciones AMO, SMM, ORB, BIB, TRE, VEN, MAC, ARE, LAR, FAR, ALJ, TRN,
SRA, NPO, NFO, MC, AST, VILL, TOR, EBR, COR, AGU, PIN, NIJ, CU, PET,
PUE, AYA y ODI), aunque existen poblaciones que no lo presentan (CAG, AVI y
SAN). Se observa que a partir de H1, se diferencian tres grupos de haplotipos en los
que no se observa ningun patrén geografico (Figura 4.9). En primer lugar, aparece el
grupo constituido por los haplotipos H7, H6 y H4, que apatecen tanto en poblaciones
atlanticas (PUE y FAR en H7) como mediterraneas (CAG, ORI en H6; y AGU, SAN,
PIN, SMM y LEU en H4). En el segundo grupo se obsetrva solo el haplotipo H5, que lo
forman poblaciones mediterraneas (AGU, SAN, AVI, PIN y NIJ). Por dltimo, el tercer
grupo estarfa conformado por el haplotipo H3 que se corresponde con la poblacién
mediterranea ARE y el H2 con la poblacion atlantica ALJ. Ademas, este ultimo grupo
presenta mas relacién con el haplotipo H12, que corresponde con H. strobilacenm (grupo

externo).

2 H12

Figura 4.9. Red de haplotipos de ADN plastidial en Sarcocornia fruticosa. El tamafio de cada circulo es
proporcional a la frecuencia de cada haplotipo. El nUmero de mutaciones que se requieren para explicar la
transicion entre los haplotipos se indica a lo largo de las lineas de la red, excepto para aquellas
conexiones que requieren una sola mutacion. Los colores hacen referencia a cada uno de los haplotipos,
tal y como aparece en la leyenda de la figura 4.8. El haplotipo H12 hace referencia al haplotipo presente
en la especie Halocnemum strobilaceum que actia como grupo externo.

En relacién con la especie S. perennis, el nimero de haplotipos por poblacién
varfa entre uno y dos. Las poblaciones mas diversas atendiendo a la riqueza de

haplotipos fueron MOR, ARL, ORI, CF, FAR, AL]J, VILL y COB (Tabla 4.12). El resto
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de poblaciones con un solo haplotipo fueron CHC, SIR, BIB, APO, MON, MAC,
ARE, AVE, ORZ, TOR, HUE, YEG, LEB y MAY (Pb=0.000).

Tabla 4.12. Estimadores de diversidad genética de Sarcocornia perennis con marcadores plastidiales.
Riqueza alélica después de la rarefaccion (Pb), nimero de haplotipos (Nh) y nimero de haplotipos
privados (Hp) y haplotipos presentes en cada poblacién (H). Aquellas poblaciones con Pb=— no han sido
analizadas por tener un solo individuo.

Poblaciones de Codigos 6di

S. perennis po:I. Ctg:f-lo Pb Nh Hp H
Chichester CHC L1 0.000 1 0 HA1
Morston MOR L2 0.400 2 0 H1, H5
Arles ARL L7 1.000 2 0 H1, H4
Oristano ORI L11 0.509 2 0 H1, H6
Capo Feto CF L16 0.333 2 0 H1, H3
Siracusa SIR L17 0.000 1 0 HA1
Bibione BIB L20 - 1 0 HA1
Estuario de Aposelemis APO L25 0.000 1 0 H1
Monastir MON L31 0.000 1 0 HA1
La Macta MAC L32 0.000 1 0 HA1
Arekmane ARE L33 0.000 1 0 HA1
Aveiro AVE L37 0.000 1 0 HA1
Faro FAR L49 1.000 2 0 H1, H7
Aljezur ALJ L40 0.667 2 2 H8, H11
Orzola ORZ L41 0.000 1 0 HA1
Ria de Villaviciosa VILL L46 0.333 2 1 H8, H9
Corrubedo COB L48 0.333 2 1 H1, H10
Torroella de Montgri TOR L49 0.000 1 0 H1
Laguna de Pefia Hueca HUE L51 0.000 1 0 H1
Laguna de las Yeguas YEG L52 0.000 1 0 H1
Lebrija LEB L61 0.000 1 0 HA1
Isla Mayor MAY L61 0.000 1 0 HA1

Para S. perennis, los datos de Nst y Gst muestran la existencia de una
estructuracion genética, puesto que Nst (0.844) fue mayor que Gst (0.588), aunque este

resultado no fue significativo.

La red de haplotipos de S. perennis mostté que el haplotipo H1 fue el mas
frecuente (poblaciones CHC, MOR, ARL, ORI, CF, SIR, BIB, APO, MON, MAC,
ARE, AVE, FAR, ORZ, COB, TOR, HUE, YEG, LEB, MAY), a partir del cual
aparecen tres grupos (Figura 4.10). Dos de estos tres grupos estan formados por un

solo haplotipo, presente en una sola poblacién en cada caso. Por una parte, el haplotipo
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H5 que aparece en la poblacién atlantica de MOR, y por otra parte, el haplotipo H3 que
aparece en la poblacién mediterranea de CF. El tercero de estos tres grupos esta a su
vez subdividido en dos subgrupos. El primero de ellos presenta tres haplotipos tanto de
poblaciones atlanticas (FAR en H7) como mediterraneas (ORI en H6; ARL en H4)
mientras que el segundo muestra un linaje de haplotipos tnicamente atlantico (COB en
H10; VILL en H9; VILL y ALJ en H8; ALJ en H11). Este tercer grupo, aparece ligado

el haplotipo 12 de H. strobilacenm (grupo externo).

H12
6
H1
2 1 2 4 2 2
H5 = mv2 o M O o
H7 H10 H9 H8 H11
2 2
H3 H6
2
H4

Figura 4.10. Red de haplotipos de ADN plastidial en Sarcocornia perennis. El tamafio de cada circulo es
proporcional a la frecuencia de cada haplotipo. EI niUmero de mutaciones que se requieren para explicar la
transicion entre los haplotipos se indica a lo largo de las lineas de la red, excepto para aquellas
conexiones que requieren una sola mutacion. Los colores de los circulos hacen referencia a cada uno de
los haplotipos, tal y como aparece en la leyenda de la figura 4.8. El haplotipo H12 hace referencia a la
especie Halocnemum strobilaceum.

5. DISCUSION

5.1. Diversidad genética y filogeografia

Los factores histéricos, ecolégicos y demogrificos en las plantas son
determinantes en los niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones y en la
estructuracion espacial de la diversidad intraespecifica (HAMRICK & GODT, 1996). Un
ejemplo de ello son los valores de diversidad genética obtenidos en muchas plantas

endémicas, caracterizadas por presentar una diversidad genética baja (AYRES & RYAN,
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1999; SEGARRA-MORAGUES & CATALAN, 2002; LOPEZ-PUJOL e/ al., 2003; JUAN e/ al.,
2004; PARK, 2004). Sin embargo, varios estudios han mostrado también valores de
diversidad elevados en especies endémicas (RANKER, 1994; ROSSETTO e al., 1995;
TORRES ¢t al., 2003; LOPEZ-PUJOL ef al., 2004; XUE ¢t al., 2004; PEREZ-COLLADOS &
CATALAN, 2000). En el caso de S. fiuticosa y S. perennis, a pesar de no tratarse de plantas
endémicas, si comparten con estas especies su presencia en habitats siempre

fragmentados.

El estudio de la distribucién espacial de los haplotipos plastidiales de S. fruticosa y
S. perennis ha mostrado que ambas especies tienen en comun varios haplotipos, siendo el
haplotipo H1 el mas frecuente para las dos. La presencia de haplotipos comunes en
especies cercanas ha sido observada en otros grupos de plantas, como en Anthemis
secundiramea Biv. (LO PRESTI & OBERPRIELER, 2011), el complejo de Senmecio sect. Senecio
L. (COMES & ABBOTT, 2001) o el género Coregpsis 1. (MASON-GAMER ¢ al., 1995). Se
podria hablar de dos posibles hipétesis para la presencia de haplotipos compartidos en
S. fruticosa y S. perennis: la evolucion reticulada y la distribucién de linajes incompleta. En
el primer caso, la reticulacién implicarfa la existencia de procesos de hibridacion,
introgresion, especiaciéon homoploide y poliploide (ABBOTT, 1992; ARNOLD, 1997,
RIESEBERG, 1997, 1998), mientras que la distribuciéon de linajes incompleta supone la
persistencia y retenciéon de polimorfismos ancestrales a través de multiples eventos de
especiacion (AVISE, 1994, 2000). Ambas explicaciones serfan plausibles para S. fruticosa y
S. perennis, puesto que se han descrito hibridos entre ambos taxones (CASTROVIEJO &
COELLO, 1980; CASTROVIEJO & LAGO, 1992). Se conoce la existencia de nimeros de
ploidia elevados en estas especies e incluso la introgresién entre diferentes tixones de
areas geograficas bien alejadas (ver capitulo 2, apartado 5.2.1), pero los datos obtenidos
de AFLP si han apoyado la clara separacion entre . fruticosa 'y S. perennis, sin mostrar la
existencia de mezcla genética entre ambas (Figura 2.7). Ante esta situacion, es dificil
responder cual de las dos hipétesis es mas probable en el escenatio planteado, puesto
que no es facil distinguir entre ambos procesos (JOLY e7 al., 2009). Tal y como ocurte en
otros géneros (e.g. Hordenwm L. en JAKOB & BLATTNER, 2000; Macaranga Thouars en
BANFER e7 al., 2006; Luzuia DC. en ZAVESKA & VLCEK, 2010; Lespedeza Michx. en XU

et al., 2012), los dos procesos son igualmente probables y el planteamiento de éstos
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aparece normalmente cuando se observa la existencia de un haplotipo general
compartido por varias especies, que suelen ser poliploides, o en el caso de haber
incongruencias en los drboles filogenéticos. En estos casos, la presencia de una
distribucién de linajes incompleta se presenta como opcién mas posible cuando las
especies son relativamente jévenes (MADDISON, 1997; JOLY e7 al., 2009), puesto que no
ha transcurrido el tiempo suficiente para que se haya producido una pérdida gradual de
polimorfismos y una fijacién de los alelos (JAKOB & BLATTNER, 2000). En el caso de S.
[fruticosa 'y S. perennis, el género Salicornia se separd de Sarcocornia hace 9.4-5.3 Ma
(KADEREIT ¢ al., 2006). Segin estos mismos autores, la radiacién de Sarcocornia tavo
lugar a finales del Mioceno, por lo que se podria considerar que no se trata de un
género muy antiguo, y podria estar afectado por tanto, por una distribucién de linajes
incompleta. Aunque no se puede descartar la existencia de una evolucién reticulada por

todo lo dicho anteriormente.

5.1.1. Sarcocornia fruticosa

8. fruticosa ha mostrado una diversidad genética elevada (Ht=0.3280) frente a .
perennis (Ht=0.2142) y otras especies arbustivas mediterraneas (LOPEZ-PUJOL ef al.,
2003; JUAN et al, 2004; WESTEBERG & KADEREIT, 2009). Estos altos niveles de
variabilidad genética pueden interpretarse como una medida indirecta de la capacidad
de las plantas para adaptarse a su entorno y amortiguar los cambios estocasticos
(ELLESTRAND & ELAM, 1993; PASCHKE e al., 2002; WISE et al., 2002). La eclevada
diversidad genética en S. fruticosa podria deberse al hecho de tener niveles altos de
ploidia. La poliploidia puede evitar la erosién genética resultante de los procesos de
endogamia y deriva genética (MAHY ez al, 2000; PALOP-ESTEBAN ¢ al., 2011). Este
mecanismo permite una mayor competencia en la colonizaciéon de nuevos habitats,
debido a que las especies pueden mostrar una mayor habilidad de adaptaciéon a
situaciones ecoldgicamente extremas (STEBBINS, 1985; WILLIAMSON & WERTH, 1999;
MAHY et al., 2000; HEDREN ¢ al., 2001; SHEPHERD & YAN, 2003; BROCHMANN ¢ 4.,
2004). En . fruticosa, se han descrito niveles tetra, hexa y octoploides, siendo estos dos
ultimos los mas habituales (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; CASTROVIEJO, 1990;
CASTROVIEJO & LAGO, 1992). La mayor parte de las poblaciones estudiadas presentan

un nivel octoploide (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; PASTOR & VALDES, 1986;
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CASTROVIEJO & LAGO, 1992), lo que apoyarfa los valores de diversidad obtenidos en
cada caso. De todas las poblaciones estudiadas, la poblacion gaditana de PET es la mas
diversa frente a la marroqui ARE, de la que no hay datos sobre numeros
cromosémicos, v de la que se han analizado tan sélo dos individuos, por lo que los

resultados obtenidos deben de tratarse con cierta cautela.

La presencia de valores de diversidad genética bajos en poblaciones de interior
respecto a litorales, se ha observado en plantas en las que existe un flujo genético
limitado que estd asociado con las poblaciones que se desarrollan en las zonas de
interior (e.g. Spergnlaria media; PRINZ et al., 2010). La poblaciéon de interior de COR
(Albacete) serfa la poblacién ibérica con un valor de diversidad genética menor. Este
resultado podtia estar relacionado con el hecho de ser la unica poblacién que crece en
saladares de interior, en relacién con el resto que son costeras. Ademas de esta
separacion entre poblaciones costeras y de interior, las poblaciones estudiadas estarfan
mostrando signos de fragmentacién. Los andlisis de NJ, PCOA y BAPS separan la
poblaciéon de COR frente al resto, que constituyen a su vez diferentes grupos
coincidentes mayormente con cada una de las poblaciones. Ademas, el valor de Fst
(0.2031) apuntarfa hacia la existencia de tal fragmentacién poblacional, produciéndose
el mayor porcentaje de variabilidad a nivel intrapoblacional, tal y como muestran los
distintos AMOVA realizados. Sin embargo, no se puede hablar de una correlacién
positiva entre distancia geografica y genética en las poblaciones analizadas, asi como
tampoco se ha obtenido una clara estructuracién filogeografica atendiendo a datos
plastidiales. A pesar de ello, los datos obtenidos estarfan mostrando una tendencia

preliminar a que cada poblacién funcione de manera independiente.

5.1.2. Sarcocornia perennis

El comportamiento mostrado por S. perennis difiere notablemente del de S.
[fruticosa. Por una parte, presenta una diversidad genética inferior (Ht=0.2142), aunque
sigue siendo un valor elevado en relacién con los comentados previamente para otras
especies que también crecen en hébitats fragmentados (e.g. PALACIOS ef al, 1999;
LOPEZ-PUJOL ef al., 2003; JUAN e al., 2004). En el caso de S. perennis, los niveles de
ploidia que se conocen son diploide y triploide (CASTROVIEJO & COELLO, 1980;

CASTROVIEJO, 1990; CASTROVIEJO & LAGO, 1992). Este hecho podria explicar los
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valores de diversidad mas bajos encontrados en . perennis, que estarfan en consonancia
con una correlaciéon positiva entre los niveles de ploidia y los valores de diversidad
genética (SOLTIS & SOLTIS, 1993; HARDY & VEKEMANS, 2001; LOPEZ-PUJOL ef al.,
2004). Por otra parte, el valor de Fst (0.1477) es también inferior al de . fruticosa,
observandose incluso poblaciones entre las que no existe diferenciaciéon genética (CHC-

ORZ y CHC-ARE).

Se aprecia una clara separacion de las poblaciones atendiendo a la division de la
cuenca mediterranea en dos partes: oriental y occidental. Este resultado ha sido
obtenido en los distintos analisis realizados (NJ, PCOA, SAMOVA y BAPS) y estarfa
apoyado por los resultados de la prueba de Mantel y la comparacién entre los indices
Nst y Gst (aunque estos dos ultimos analisis no han resultado significativos). Esta
vicarianza este-oeste a lo largo de la cuenca mediterranea se ha descrito también para
otras plantas (e.g. MARKRAF, 1934; RIKLI, 1946; LUMARET ¢t al., 2002, 2005; HAMPE ef
al., 2003; FADY-WELTERLEN, 2005; KADEREIT e al., 2005b; BESNARD e/ al., 2007,
RODRIGUEZ-SANCHEZ ¢ al., 2009) y animales (e.g. OOSTERBROEK & ARNTZEN, 1992;
BORSA ¢7 al., 1997; GARIBALDI & CADDY, 1998; BIANCHI & MORRI, 2000; PETIT ¢ al.,
2005), pudiendo interpretarse como una huella genética de dinamicas antiguas (pre-
Cuaternario), junto con cambios en la paleogeografia del Tetis-Mediterraneo. En
particular, los continuos movimientos de las microplacas y la apariciéon esporadica de
barreras de agua a lo largo del Nebdgeno podrian haber contribuido, o estar
contribuyendo, a la migracién y diferenciaciéon dentro de la cuenca (STEININGER &
ROGL, 1984; ROSENBAUM ¢ al., 2002). De este modo, la poblacién cretense de APO se
estarfa separando del resto de poblaciones, presentando cierto porcentaje de mezcla

todavia (tal y como se observa en BAPS).

En el caso de analizar unicamente las poblaciones situadas en la cuenca
mediterranea occidental, y atendiendo a los AFLP, no se ha observado una clara
correlacién entre una fragmentacién genética y geografica, tal y como se pone de
manifiesto en los diferentes analisis realizados (PCOA, BAPS, AMOVA, prueba de
Mantel). Por tanto, las poblaciones de . perennis se comportarfan como una
metapoblacion. La presencia de una dispersion de las semillas a larga distancia (DAVY e7

al., 2006; KADEREIT ¢t al., 2006) y de un notable crecimiento vegetativo (DAVY ez al,
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2006) podrian explicar esta ausencia de fragmentacién genética poblacional. Una
situacion similar ocurre en Calystegia soldanella (1..) Roem. & Schult., una especie perenne
que crece en dunas costeras y playas arenosas en Europa, caractetizada por presentar
clones con una gran longevidad (ARAFEH & KADAREIT, 2006). Por el contrario, y
atendiendo a los datos plastidiales, se aprecia la existencia de una rama exclusivamente
atlantica, dentro de la red de haplotipos, lo que estaria indicando la presencia de un
patréon filogeografico en las poblaciones atlanticas de S. perennis, mientras que en las
mediterraneas no se observa. Esta separacion entre la cuenca mediterranea y costas
atlanticas ha sido previamente observada en otras especies como Cakile maritima,
Crithmum maritimmm L., Eryngium maritinum, Halimione portulacoides y Salsola kali, que
mostraron diversos patrones filogeograficos, todos ellos relacionados con una elevada

dispersion de sus semillas a través de las corrientes marinas (KKADEREIT ¢f a/., 2005b).

5.2. Estructuracion genética espacial y migracion de Sarcocornia en el

Mediterraneo occidental y costa atlantica

El estudio en paralelo de especies muy cercanas puede ofrecer una vision mas
aproximada de los diferentes procesos de variacién genética, que pueden estar
sufriendo dichas especies. En el caso de S. fiuticosa'y S. perennis, los resultados que se han
obtenido muestran un comportamiento diferente de las dos especies. Las poblaciones
de S. fruticosa mostrarfan una notable diferenciacién genética sin existir estructuracion
filogeografica, que podtia estar indicando un aislamiento genético de sus poblaciones.
Mientras que en S. perennis, las poblaciones se comportarfan todas ellas como una tnica
metapoblacion, existiendo un elevado flujo genético entre ellas, y observandose ciertos
patrones filogeograficos. Tales resultados podtian estar indicando que las caracteristicas
biolégicas (e.g. dispersion de semillas, tipo de reproduccién) tendrian una mayor
influencia en la variabilidad genética, que la propia fragmentacién y aislamiento de los
saladares. Segun esto, la especie S. perennis frente a S. fruticosa, presentaria una mayor
dispersion de sus propagulos, posibilitando una colonizacién mds eficaz de nuevos

nichos.
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5.2.1. Germinacion y dispersion de semillas

8. fruticosa y S. perennis a pesar de tratarse de dos especies euhalofitas
(STROGONOV & KABANOZ, 1967) que conviven en algunos saladares, presentan
algunas diferencias que estarfan relacionadas con su localizaciéon dentro de la zonacién
de los saladares y marismas salinas. Dicha ubicaciéon podria afectar a la germinacion,
dispersion de sus semillas y tipo de crecimiento, presentando adaptaciones muy

especializadas en cada caso (PICKART, 1988; NAVARRO & GUITIAN, 2003).

8. fruticosa aparece tanto en saladares costeros como de interior. En el caso de los
primeros, suele encontrarse en los niveles mas elevados del saladar, no estando
expuesta a inundaciones continuadas (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; REDONDO e al.,
2004), mientras que en los segundos, tiene que hacer frente a largos periodos de
desecacién de las lagunas, sobre todo durante los periodos de sequia (ALONSO, 2009).
S. perennis se encuentra en las zonas bajas de los saladares costeros, estando sujeta en
muchas ocasiones a inmersiones prolongadas y a bajos potenciales redox de los
sedimentos (FIGUEROA ef al., 2003; DAVY et al., 2006), ademas, crece en saladares de
interior (CASTROVIEJO & COELLO, 1980; CASTROVIEJO, 1990). Ambas especies han
desarrollado mecanismos que les permiten crecer en tales situaciones. En el caso de S.
[fruticosa, la germinacion de las semillas se puede dar en condiciones de hipersalinidad
(REDONDO et al., 2004), una situacién a la que se encuentra continuamente expuesta, ya
que la concentracién de salinidad en los suelos donde crece suele ser bastante elevada
(ALVAREZ ROGEL ¢t al., 2000). La germinacién de las semillas en S. perennis, en cambio,
se ve inhibida ante elevadas concentraciones de salinidad, germinando en tales casos
cuando ésta disminuye (CHAPMAN, 1974; REDONDO ¢f al, 2004). En el caso de
saladares de interior, no se han encontrado datos a cerca de la germinacion de las
semillas de 5. perennis, aunque de forma similar a S. fruticosa, tiene que hacer frente a
clevadas concentraciones de salinidad. A pesar de esta inhibicién de la germinacion por
altos niveles de salinidad, 5. perennis es una especie que presenta una propagacioén clonal
a través de los tallos enraizantes, que producen raices adventicias en los nodos (DAVY ef
al., 2000). La presencia de esta reproduccion vegetativa, que en S. fruficosa es menos
frecuente, permite una rdpida colonizaciéon del terreno (ADAM & BATE, 1994;

PENNINGS & BERTNESS, 2001; DAVY ef al., 2000) favoreciendo la propagacién de S.
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perennis, aunque DAVY et al. (2006) comentan que la reproduccién por semillas en S.

perennis es mas efectiva.

A parte de los mecanismos que inhiben o aceleran la germinacién y de la
existencia de una reproduccién vegetativa, la dispersion de las semillas tiene una gran
importancia en la explicacién de los resultados obtenidos en estas dos especies. La
presencia de S. perennis en la zona baja de los saladares costeros facilita la dispersion de
sus semillas, puesto que éstas al desprenderse de las inflorescencias quedatian en el
sustrato o caerfan directamente al agua (DAVY e/ al, 2000), mientras que en S. fruticosa
las semillas no llegarian de manera tan facil al agua (FIGUEROA ef /., 2003). Este mismo
hecho se ha comprobado en otras plantas costeras como Cakile maritima, Crithmum
maritimnm, Eryngium maritimnm, Halimione portulacoides, Salsola kali y Calystegia soldanella,
que han mostrado diversos patrones filogeograficos, todos ellos relacionados con la
elevada dispersion de sus semillas a través de las corrientes marinas (KKADEREIT e al.,
2005b; ARAFEH & KADEREIT, 2000; WESTBERG & KADEREIT, 2009). En el caso de S.
[fruticosa y S. perennis, este tipo de dispersion de las semillas podtia explicar el aislamiento
de las poblaciones de S. fiuticosa, frente al funcionamiento de las poblaciones de S.
perennis como una unica poblacién. Ademas, la presencia de un linaje de haplotipos en S.
perennis exclusivamente atlantico podria deberse a que el estrecho de Gibraltar podria
estar actuando como barrera geografica (TOUMI & LUMAREt, 1998; VARGAS ¢ al., 1999;
F1z et al., 2002; LUMARET e/ al., 2002; CAUJAPE-CASTELLS & JANSEN, 2003; HAMPE e#
al., 2003; KADEREIT e# a/., 2005b; ESCUDERO ef al., 2008). La existencia de una masa de
agua mediterranea de salida (“Medzterranean Outflow Water”) en la zona del estrecho de
Gibraltar, favoreceria la dispersion de los linajes atlanticos puesto que esta masa de agua
fluye por el golfo de Cadiz hacia el norte del océano Atlantico (ROGERSON ez al., 2005;
MONTOYA & ACOSTA, 2000). Sin embargo, este tipo de dispersion no servirfa en el

caso de las poblaciones que se desarrollan en saladares del interior.

Otra posible via de dispersion de las semillas a considerar seria a través de aves
acuaticas, principalmente limicolas (familias Charadriidae y Scolopacidae) y anatidas (familia
Anatidaé), que hacen su recorrido migratorio entre Africa y Furopa del Norte
(BARBOSA, 1997; HORTAS, 1997). En este caso, la peninsula ibérica representa un papel

muy importante, ya que se trata de un enclave muy significativo tanto para la migracion,
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como la invernada o avituallamiento de estas aves en BEuropa occidental (HORTAS,
1997). Son aves de amplia distribucién (BURGER, 1984), capaces de recorrer largas
distancias (GREEN e a/., 2002; SANCHEZ et al., 2006), ocupando principalmente habitats
litorales encharcados con presencia de limos. Su alimentacién esta basada
fundamentalmente en distintos grupos de invertebrados, que se encuentran en grandes
cantidades en los medios costeros, particularmente en las areas fangosas y marismas
(BARBOSA, 1997). Es por ello que utilizan principalmente los saladares costeros como
areas de descanso, para alimentarse o como sitios de invernada (VIVIAN-SMITH &
STILES, 1994; HORTAS, 1997; SANCHEZ ¢t al., 2006; GOSALVEZ ef al., 2012), y de esta
manera facilitan la dispersion de las semillas, bien a largas distancias, puesto que las aves
limicolas realizan largos trayectos, o bien entre las distintas partes de los complejos
lagunares, ya que también se mueven entre salinas y humedales separados hasta 20 km
(SANCHEZ et al., 2006). El modo de transporte de las semillas podria darse de diferente
manera, por ingestiéon o bien a través de su adhesion a las plumas y patas (DARWIN,
1859; RIDLEY, 1930; SALISBURY, 1970; VAN DER PIjL,, 1982; VIVIAN-SMITH & STILES,
1994; GREEN ¢t al., 2002; SANCHEZ ¢t al., 2000). Por lo que la dispersién de las semillas
de S. fruticosa y S. perennis a través de estas aves acudticas parece factible, aunque de
nuevo, es en el caso de S. perennis donde parece mas probable que se favorezca su
dispersion, ya que las aves acuden a la orilla de los saladares a alimentarse. Aunque
también existe una avifauna acuatica, que comparte especies con las aves limicolas que
visitan los saladares costeros (GOSALVEZ ef al, 2012), asociada a los saladares del
interior, que permitiria la dispersién de las poblaciones de S. fruticosa y S. perennis que

crecen en tales saladares.

De nuevo, la dispersion a través de aves acuaticas permititia relacionar la via de
vuelo del Atldntico este, mostrada por muchas aves limicolas (e.g. Himantopus himantopus
L., 1758; Charadrins alexandrinus 1., 1758 v Numenius phaeopus 1., 1758, entre otros, en
HORTAS, 1997) con el patrén atlantico encontrado en los haplotipos de S. perennis. Asi
como también, la presencia del haplotipo H5, en el caso de S. fruticosa, en poblaciones
del sureste peninsular y Camarga francesa que coinciden con puntos geograficos que
forman parte de la via de vuelo del Mediterraneo occidental en algunas aves limicolas

(HORTAS, 1997). Sin embargo, en este ultimo caso, para el resto de poblaciones
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estudiadas no se ha observado ningtn patrén filogeografico, al igual que sucede con las
poblaciones mediterraneas de S. perennis, por lo que para el Mediterraneo la dispersion
de las semillas a través de las aves no es tan efectiva, o simplemente, estd
experimentando actualmente un proceso de diferenciacién, por lo que predomina el

haplotipo ancestral y existen otros haplotipos todavia no relacionados.

5.2.2. Importancia del estrecho de Gibraltar en la estructura genética de

las poblaciones de Sarcocornia

Relacionado con la dispersiéon de las semillas a través del agua, habria que
comentar que el estrecho de Gibraltar muestra un papel fundamental en la
estructuraciéon genética de muchas plantas. Su abertura se produjo a principios del
Plioceno (hace aproximadamente 5.3 Ma; HSU, 1972; KRIJSMAN et al., 1999, 2000;
LOGET & VAN DEN DRIESSCHE, 2006; GARCIA-CASTELLANOS ¢ al., 2009; RYAN,
2009), produciendo la reinundacién del mar Mediterraneo (GARCIA-CASTELLANOS ef
al., 2009) y la apariciéon de una barrera para el flujo genético (VALDES, 1991; ToUMI &
LUMAREt, 1998; VARGAS ¢/ al., 1999; F17 et al., 2002; LUMARET ¢t al., 2002; WERNER ¢/
al., 2002; CAUJAPE-CASTELLS & JANSEN, 2003; HAMPE ef al., 2003; KADEREIT e/ /.,
2005b; ESCUDERO ef al., 2008). Aunque en otros casos, constituyé un puente activo
para la migracién y diferenciacion de especies (QUEZEL, 1978; CAUJAPE-CASTELLS &
JANSEN, 2003). En el caso de S. fiuticosa y S. perennis, la presencia del mismo haplotipo
dominante en ambos lados del estrecho apunta a que no existe una barrera al flujo
genético entre el Mediterraneo y el Atlantico. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
de los 11 haplotipos identificados para ambas especies, seis son exclusivamente
atlanticos y tres mediterraneos. Ante esta situacioén se podtia pensar, que tal y como se
ha dicho anteriormente, la aparicién de estas dos especies es relativamente reciente, por
lo que en la actualidad estarfa teniendo lugar un proceso activo de diferenciacion. Para
poder afirmar que el estrecho de Gibraltar constituye una barrera genética, seria
necesario seguir la evolucion de las poblaciones estudiadas, y afladir nuevas poblaciones
a ambos lados del estrecho para observar si esta separacion geografica de los haplotipos
se mantiene, o por el contrario, aparecen la totalidad de los haplotipos encontrados a

ambos lados.
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5.2.3. El sur de la peninsula ibérica como refugio genético

Desde un punto de vista geografico, los lugares donde aparece un mayor
numero de haplotipos y una mayor diversidad genética, teniendo en cuenta ambas
especies, coinciden con el sur de la peninsula ibérica. Este hecho se ha observado en
otros grupos de plantas (RODRIGUEZ-SANCHEZ ¢ al., 2010) y estatfa relacionado con el
papel desempefiado por la peninsula ibérica como refugio glaciar durante el ultimo
maximo glaciar (LGM), a partir del cual se produjo la colonizacién hacia el norte
(BENNET, 1997; HEWITT, 1999, 2004; MEDAIL & DIADEMA, 2009). De igual forma que
sucede con otras especies arbustivas escleréfilas (CARRION ef al, 2000), la mayor
acumulacion de haplotipos de S. fruticosa 'y S. perennis se han encontrado en territorios
meridionales, traduciéndose esta drea geografica en una reserva de diversidad genética.
En relacién con la zona del sureste peninsular, las caracteristicas propias de esta region,
podrian sumarse al papel de la peninsula como refugio glaciar y punto caliente de
diversidad (MEDAIL & QUEZEL, 1997), y favorecer el mantenimiento de una alta
variabilidad de haplotipos. Esta zona perteneciente a la provincia biogeografica
Murciano-Almeriense esta representada por un clima semiarido, motivado por las
escasas precipitaciones y las elevadas temperaturas (ALONSO, 1996; ALVAREZ ROGEL,
1997; ALONSO, 2000), que favorecen la aparicion de ambientes salinos de indudable
valor ecologico (GONZALEZ-BERNALDEZ, 1990; CONESA & JIMENEZ-CARCELES,

2007).

5.2.4. El aislamiento genético de la isla de Cerdefia

Hay que prestar especial atencién a la presencia del haplotipo H6 en la isla de
Cerdefia, ya que es el unico lugar en el que aparece de toda la zona de estudio, y lo hace
tanto para S. fruticosa como para S. perennis. La presencia de este haplotipo unicamente
en Cerdefla no estaria reflejando una colonizacién reciente, sino mas bien se tratarfa del
resultado de un proceso de diferenciacién, que estarfa relacionado con la historia
geoldgica de la cuenca mediterranea occidental (ROSENMBAUM & LISTER, 2004a,b;
DUERMEIJER ¢ al., 1998). De acuerdo con las reconstrucciones tecténicas (ALVAREZ,
1972; ROSENBAUM e al., 2002) y las paleogeograficas actuales (MANSION e7 al., 2008), la
microplaca cabilio-balearica y la corso-sardo-calabresa, se separaron de la peninsula

ibérica hace 30-20 Ma. Ambas placas estuvieron sometidas a un fenémeno de rotacién
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y translaciéon que produjo la separacién del archipiélago balear de Cabilia, su
establecimiento (hace alrededor de 21 Ma) en la posicién actual, la colision de la
microplaca corso-sarda-calabresa con la apuliana y la separacion, primero de Coércega
(16 Ma) y luego de Cerdefa (5 Ma) hasta la posicién actual (ROSENBAUM et al., 2002;
SPERANZA et al., 2002). Toda esta sucesion de eventos geoldgicos podria explicar que
las poblaciones de S. fiuticosa y S. perennis, una vez que Cerdefia quedé aislada del resto
de islas, evolucionasen de manera independiente al resto. El flujo genético de estas
poblaciones habria quedado restringido a la isla, explicando su actual situacién, que
concuerda con los datos para otros géneros y especies que crecen en islas mediterraneas
(e.g. Cyclamen balearicum, AFFRE et al., 1997; Medicago citrina, JUAN et al., 2004; Agunilegia L.,
GARRIDO ¢ al., 2012). Sin embargo, no explicaria el hecho que el resto de islas de la
cuenca mediterranea occidental estudiadas (Baleares y Sicilia) y la costa italiana
presenten el haplotipo comun. Este segundo hecho se podria explicar si se tiene en
cuenta que la historia de las islas Baleates y Sicilia ha sido muy compleja en los ultimos
20 Ma, haciendo frente a periodos de inmersion y emersion, y a contactos continentales
con la peninsula ibérica y Tunez (LAZARO e/ al, 2011). De este modo se habria

favorecido el mantenimiento del haplotipo H1.

5.3. Principales amenazas

Desde una 6ptica ecolégica, las zonas salinas son ecosistemas muy vulnerables
ya que sufren continuos cambios en sus condiciones ecoldgicas (ALONSO, 2000). Por
un lado, una gran mayorfa de saladares costeros estan sometidos a las fluctuaciones de
las mareas. Por otro, la existencia de los saladares de interior estd condicionada al
inconstante régimen de lluvias de las regiones aridas y semidridas, donde se localizan
este tipo de ecosistemas. Esta dependencia de la vegetacién haldfila a las alteraciones

del nivel fredtico o las mareas es la responsable de su extremada fragilidad.

Si existe un factor serio que amenaza a estos ecosistemas, éste es la accidon
antrépica (HERNANDEZ-GIL & ROBLEDANO, 1997). Los saladates costeros, potr su
situacién, son punto de mira de las grandes constructoras, favoreciendo de esta manera
la fragmentacion de tales habitats, lo cual conduce irremediablemente a un aislamiento
de las poblaciones, pérdida de diversidad genética, procesos de cuello de botella, etc.

(GIL-DELGADO ¢ al., 1989; CASTRO et al., 2001; ORTEGA ¢t a/ ., 2006; PALOP-ESTEBAN
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et al., 2011). Los saladares del interior estin sometidos a otras actividades humanas,
como la roturacién de las tierras de labranza y la nitrificacién del medio por pastoreo,
con la consiguiente desapariciéon de las comunidades haldfilas a favor de las
halonitrofilas (CIRUJANO, 1990; ALONSO, 2000; GOSALVEZ ef al., 2012). Los saladares
interiores por su caracteristica de impermeabilidad del suelo también son candidatos

idéneos para la instalacion de depuradoras, plantas de reciclaje, etc.

Por todo ello, se deberia continuar y ampliar el estudio poblacional de las
comunidades halofilas, puesto que como se ha visto en este capitulo, dentro de un
mismo género pueden existir especies con patrones genéticos bien diferentes. El
mantenimiento de ecosistemas tan vulnerables y a la vez tan diversos depende también
de la realizacion de este tipo de estudios, que desempefian un papel notorio en la

conservacion bioldgica, como ya sefialaron HEDRICK (2001) y FRANKHAM (2003).
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en esta memoria, pueden extraerse las

siguientes conclusiones:

Capitulo 1

1. Se confirma la monofilia del grupo constituido por los géneros Salicornia y
Sarcocornia, que presenta caracteres morfologicos propios en relacion con el resto de

géneros de la subfamilia Sakicornioideae.

2. Los resultados filogenéticos indican que el género Salicornia constituye un clado
monofilético, mientras que Sarcocornia es parafilético en relacion con Salicornia. El
estudio morfolégico muestra que exclusivamente la disposicion de las flores en el
artejo fértil, apoyarfa la distinciéon de estos dos géneros. A la vista de estos
resultados, se acepta la separacion tradicional en los géneros Salkicornia y Sarcocornia,
aunque se plantea la posibilidad de realizar futuros estudios morfolégicos y
moleculares, cuyos resultados confirmen esta opcién, o por el contrario, apunten

hacia la existencia de un solo género.

Capitulo 2

3. Desde un punto de vista molecular y morfolégico, se puede afirmar la existencia de
una clara separacion taxonémica entre las especies americanas, y las europeo-
norteafricanas, pudiéndose confirmar que en el continente americano no estan

presentes los taxones Sarcocornia perennis y Sarcocornia fruticosa.

4. Laausencia de estructuracion filogenética en los tixones europeos y norteafricanos
no permite diferenciar entre las especies S. fruticosa y S. perennzs. Sin embatgo, el
estudio preliminar realizado con la técnica AFLP, si confirma la existencia de dos
taxones en Buropa y Norte de Africa, y descarta la presencia de taxones

infraespecificos en el seno de S. perennis.

5. Las incongruencias observadas en la posicion de S. perennis de la localidad de Ria de
Villaviciosa (Asturias, Espafia) entre los drboles filogenéticos de la region nuclear
ITS, las regiones plastidiales y el analisis conjunto de I'TS y el plasto, apuntan hacia

la existencia de un fenémeno de introgresién genética entre una especie sudafricana
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(Sarcocornia natalensis) y una europeo-norteafricana (8. perennis), que pudo deberse a

causas antropicas.

6. Desde un punto de vista filogenético, el estudio combinado de ITS y de tres
regiones del plasto ha mostrado la existencia de un patrén ecoldgico en el clado de
especies americanas de Sarcocornia. En el caso de aquellas especies que crecen en
areas del interior del continente y a grandes altitudes (8. andina, S. pulvinata y S.
utahensis), su tratamiento taxonémico basado en datos morfolégicos esta apoyado
desde un punto de vista filogenético. En cambio, para el caso de las especies que
crecen mayoritariamente en la costa, los resultados filogenéticos no permiten
diferenciar entre distintas entidades taxondmicas. Por ello se propone realizar un
estudio molecular mas completo, empleando diferentes regiones del ADN, o
incluso, utilizando otras herramientas moleculares como los AFLP, para obtener
nuevos resultados, que en combinacién con el estudio morfolégico, permitan

resolver el tratamiento taxonémico en este grupo de plantas.

7. la presencia de S. wtahensis en todos los analisis filogenéticos como la rama mads
externa del clado constituido por las especies americanas de Sarcocornia, podria estar
indicando que esta especie fue la primera en diversificarse en América,
produciéndose la dispersion del género, desde la zona del Gran Lago Salado (Utah,

Estados Unidos) hacia el resto de dreas en las que crece actualmente.

Capitulo 3

8. Se confirma la utilidad de ciertos caracteres morfologicos para diferenciar entre las
especies S. fruticosa y S. perennis, destacando las caracteristicas micromorfolégicas
(seminales y estomaticas) por su gran resolucién taxondémica. Atendiendo a estos
caracteres micromorfolégicos, S. fruticosa se caracteriza por tener estomas hundidos
y semillas con mamelones y tricomas cortos, y S. perennis por presentar estomas

expuestos y semillas con tricomas largos y curvados.

9. El estudio morfolégico realizado no ha aportado caracteres que permitan
diferenciar entre S. perennis subsp. perennis y S. perennis subsp. alpini. De esta manera,
se corroboran los resultados obtenidos en el capitulo 2 con el uso de los AFLP, no

aceptandose la existencia de dos subespecies en el seno de S. perennis.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

El solapamiento en los caracteres de habito, apice de las hojas, tipo de exotesta de
la semilla, relacién entre el pericarpo, el perianto y la semilla, tipo estomatico y
catiologia, entre las especies S. hispanica y S. fruticosa, muestra una ausencia de
caracterfsticas morfologicas que permitan identificar un nuevo taxon en el sureste
peninsular. Por lo tanto, la especie recientemente descrita como Sarcocornia hispanica

debe ser tratada como un sinénimo de 8. fruticosa.

Capitulo 4

Se proponen dos posibles hipdtesis pata la presencia de un haplotipo comun en las
poblaciones estudiadas de S. fruticosa y S. perennis: la existencia de una evolucién
reticulada o de una distribucién de linajes incompleta. De las dos posibles
opciones, la segunda se encontrarfa mas en consonancia con un grupo de especies

de aparicion relativamente reciente, como podrian ser S. fruticosa'y S. perennis.

La existencia de una elevada diversidad genética en S. fruticosa podria deberse al
hecho de ser una planta con altos niveles de ploidia. Ademas, el valor obtenido de
Fst y los resultados de los analisis de BAPS, NJ y PCOA apuntan hacia la existencia

de una fragmentacién en sus poblaciones.

La presencia de una estructuraciéon genética en las poblaciones de S. perennis estaria
reflejando la divisiéon de la cuenca mediterranea en dos areas: cuenca mediterranea
occidental y oriental. Sin embargo, dentro de la primera de ellas, las poblaciones de
8. perennis se estarfan comportando como una metapoblacion, existiendo un flujo

genético activo entre sus poblaciones.

Las tendencias observadas en las poblaciones de S. fiuticosa de un posible
aislamiento genético, y en S. perennis, de un funcionamiento como una
metapoblacion, podrian explicarse si se tienen en cuenta las distintas formas de
dispersion de las semillas a larga distancia, a través de las corrientes marinas o de
aves acuaticas. En el caso concreto de S. perennis, estas dos vias de dispersion

podtian explicar la existencia de un linaje de haplotipos atlanticos.

La acumulacién de una mayor diversidad de haplotipos al sur de la peninsula
ibérica podria estar confirmando el papel de esta regién como refugio genético para

estas especies.
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16.

17.

La presencia de un haplotipo exclusivo en Cerdefia podria ser el resultado de la
historia geoldgica y paleogeografica de la cuenca mediterranea. Este hecho ha
favorecido la aparicién de un haplotipo aislado en esta isla frente al resto de islas de
la cuenca mediterranea occidental, que hicieron frente a periodos de inmersién y
emersion, y a contactos con el continente europeo y africano durante los dltimos

20 Ma.

Se confirma la importancia del estudio poblacional de las comunidades haléfilas,
puesto que forman parte de ecosistemas muy vulnerables, tanto por las condiciones

ecologicas cambiantes, como por la accién antrépica del ser humano.
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Apéndice 2.

Matriz de datos del rastreo morfolégico realizado en el

capitulo 1
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Apéndice 2

Apéndice 2. Matriz de datos morfolégicos de la tabla 1.1. Los nimeros de la fila superior corresponden a
los caracteres estudiados. El simbolo “?” indica datos desconocidos y “-“ ausencia de datos.

Taxon Datos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sarcocornia ambigua 1 0 0 0 1 2 0 0 0 1 1,2 1
Sarcocornia andina 1 1 0 0 1 1 0 1 0 1 0,1 0
Sarcocornia magellanica 1 2 0 0 1 0 0 0 0 1 0,1 0
Sarcocornia neei 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1,2 0,1
Sarcocornia neei 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1,2 0.1
Sarcocornia neei 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1,2 01
Sarcocornia pacifica 1 0 0 0 0 ? 0 1 0 0 1,2 1
Sarcocornia pacifica 1 0 0 0 0 ? 0 1 0 0 1,2 1
Sarcocornia pulvinata 1 3 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0
Sarcocornia utahensis 1 0 1 0 0 ? 0 1 0 0 1 0,1
Sarcocornia fruticosa 1 0 1 0 1 0,2 0 1 0 0 0,1,2 0,1
Sarcocornia fruticosa 1 0 1 0 1 0,2 0 1 0 0 0,1,2 0,1
Sarcocornia fruticosa 1 0 4 0 1 0,2 0 1 0 0 0,1,2 0,1
Sar. perennis subsp. alpini 1 0 0 0 0 012 O 0 o 01 012 01
Sar. perennis subsp. perennis 1 2 0 0 0 012 O 0 0o 01 012 01
Sar. perennis subsp. perennis 1 2 0 0 0 012 O 0 o 01 012 01
Sarcocornia natalensis 1 2 0,1 0 1 2 1 1 0 0 1,2 0,1
Sarcocornia natalensis 1 2 0.1 0 1 2 1 1 0 0 1,2 01
Sarcocornia pillansii 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 01,2 01
Sarcocornia pillansii 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0,1,2 0,1
Sarcocornia xerophila 1 0 1 0 ? 0 0 0 0 ? 0,1 0
Salicornia borysthenica 0 0 1 0 ? ? ? ? 0 0 1,2 ?
Salicornia europaea 0 0 1 0 0 2 ? ? 0 0 1 0
Salicornia meyeriana 0 0 1 0 0 0,2 0 0 0 0 1 ?
Salicornia pachystachya 0 0 1 0 0 2 0 ? 0 0 1,2 ?
Salicornia patula 0 0 1 0 0 1 ? ? 0 0 1 0
Salicornia perennans 0 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 1 1
Salicornia pojarkoviae 0 0 1 0 ? ? ? ? 0 ? 1,2 ?
Salicornia procumbens 0 0 1 0 ? ? ? ? 0 ? 2 0,1
Salicornia ramosissima 0 0 1 0 0 2 ? 0 0 0 1,2 0,1
Arthrocnemum macrostachyum 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1,2 1
Microcnemum coralloides 0 0 1 0 0 0 ? ? 0 0 2 0
Tecticornia australasica 0 0 1 0 0 ? 1 ? 1 0 2 ?
Tecticornia indica 1 0 1 0 0 1 1 ? 0 0 2 0
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Apéndice 2 (Continuacién). Matriz de datos morfol6gicos de la tabla 1.1. Los numeros de la fila superior

“

corresponden a los caracteres estudiados. El “?” indica datos desconocidos y “-“ ausencia de datos.

Taxon Datos

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Sarcocornia ambigua 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 ? 2
Sarcocornia andina 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 ? 2
Sarcocornia magellanica 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 2
Sarcocornia neei 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 ? 3
Sarcocornia neei 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 ? 3
Sarcocornia neei 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 ? 3
Sarcocornia pacifica 0,1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 3
Sarcocornia pacifica 0,1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 3
Sarcocornia pulvinata 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 ? 0
Sarcocornia utahensis 0 0 1 0 0 0 0 0 1 ? 1 2
Sarcocornia fruticosa 0 0 1 0,1 0 0 0 0 1 1 1 2
Sarcocornia fruticosa 0 0 1 0,1 0 0 0 0 1 1 1 2
Sarcocornia fruticosa 0 0 1 0,1 0 0 0 0 1 1 1 2
Sar. perennis subsp. alpini 0,1 0,1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0,1 01 1 0 0 0 0 0 1 1 1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0,1 01 1 0 0 0 0 0 1 1 1 2
Sarcocornia natalensis ? ? 1 0 0 0 0 0 1 0,1 ? 2
Sarcocornia natalensis ? ? 1 0 0 0 0 0 1 0,1 ? 2
Sarcocornia pillansii 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0,1 ? 3
Sarcocornia pillansii 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0,1 ? 3
Sarcocornia xerophila ? ? 1 0 0 0 0 0 1 1 ? 2
Salicornia borysthenica ? ? 1 0 1 1 0 0 1 0,1 0 2
Salicornia europaea 0 0,1 1 0 1 1 0 0 1 0,1 1 1
Salicornia meyeriana ? ? 1 0 1 1 0 0 1 0,1 1 2
Salicornia pachystachya ? ? 1 0 1 1 0 0 1 0,1 1 2
Salicornia patula 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0,1 ? 2
Salicornia perennans ? ? 1 0 1 1 0 0 1 0,1 ? 2
Salicornia pojarkoviae ? ? 1 0 1 1 0 0 1 0,1 ? 2
Salicornia procumbens ? ? 1 0 1 1 0 0 1 0,1 ? 2
Salicornia ramosissima 0,1 0 1 0 1 1 0 0 1 0,1 0 2
Arthrocnemum macrostachyum 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 2
Microcnemum coralloides 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tecticornia australasica 0,1 0 1 1 1 0 ? 1 0 0 ? 2
Tecticornia indica ? ? 1 0,1 0 0 ? 1 1 0 ? 4
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Apéndice 2

Apéndice 2 (Continuacién). Matriz de datos morfologicos de la tabla 1.1. Los numeros de la fila superior

“

corresponden a los caracteres estudiados. El “?” indica datos desconocidos y “-“ ausencia de datos.

Taxon Datos

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Sarcocornia ambigua 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
Sarcocornia andina ? ? 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia magellanica ? ? 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
Sarcocornia neei 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia neei 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia neei 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia pacifica ? ? 0 1 0 0 0 0 0 1 0,1 0
Sarcocornia pacifica ? ? 0 1 0 0 0 0 0 1 0,1 0
Sarcocornia pulvinata ? ? 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia utahensis ? ? 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia fruticosa 1 - 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0
Sarcocornia fruticosa 1 - 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0
Sarcocornia fruticosa 1 - 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0
Sar. perennis subsp. alpini 1 - 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0
Sar. perennis subsp. perennis 1 - 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0
Sar. perennis subsp. perennis 1 - 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0
Sarcocornia natalensis 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,1 0 0
Sarcocornia natalensis 0 0 0 1 0 0 0 0 0 01 0 0
Sarcocornia pillansii 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
Sarcocornia pillansii 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0
Sarcocornia xerophila 0 0 0 1 0 0 0 0 0 ? ? 0
Salicornia borysthenica 0 1 0 1 0 0 0 0 0 ? ? 0
Salicornia europaea 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 ? 0
Salicornia meyeriana 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1,2 ? 0
Salicornia pachystachya 0 1 0 1 0 0 0 0 0 ? ? 0
Salicornia patula 0 1 0 1 0 0 0 0 0 ? ? 0
Salicornia perennans 0 1 0 1 0 0 0 0 0 ? ? 0
Salicornia pojarkoviae 0 1 0 1 0 0 0 0 0 ? ? 0
Salicornia procumbens 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 2
Salicornia ramosissima 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0,1 0
Arthrocnemum macrostachyum 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0,1 0 1
Microcnemum coralloides 0 ? 1 0 0 0 0 1 0 0,1 0 0
Tecticornia australasica 0 ? 1 0 0 0 1 1 1 1 ? 2
Tecticornia indica 0 ? 1 0 1 1 0 0 0 0,1 0 0
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Apéndice 2 (Continuacién). Matriz de datos morfol6gicos de la tabla 1.1. Los numeros de la fila superior

“

corresponden a los caracteres estudiados. El “?” indica datos desconocidos y “-“ ausencia de datos.

Taxon Datos

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
Sarcocornia ambigua 1 2 0 0 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia andina 0,1 2 0 01 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia magellanica 0,1 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia neei 1 2 1 0,1 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia neei 1 2 1 0,1 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia neei 1 2 1 0,1 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia pacifica 1 2 1 1 ? ? ? ? 0 0 0 1
Sarcocornia pacifica 1 2 1 1 ? ? ? ? 0 0 0 1
Sarcocornia pulvinata 0 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia utahensis 0 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia fruticosa 0,1 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 1,2,3
Sarcocornia fruticosa 0,1 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 1,2,3
Sarcocornia fruticosa 0,1 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 1,2,3
Sar. perennis subsp. alpini 1 2 0 01 ? ? ? ? 0 0 0 0,4
Sar. perennis subsp. perennis 1 2 0 01 ? ? ? ? 0 0 0 0,4
Sar. perennis subsp. perennis 1 2 0 01 % ? ? ? 0 0 0 0,4
Sarcocornia natalensis 0 2 1 0 ? % ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia natalensis 0 2 1 0 2 ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia pillansii 0 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia pillansii 0 2 1 0 ? ? ? ? 0 0 0 ?
Sarcocornia xerophila 0 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 ?
Salicornia borysthenica 1 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 ?
Salicornia europaea 1 2 ? ? 0 0 1 0 0 0 0 0,1
Salicornia meyeriana 1 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 ?
Salicornia pachystachya 1 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 ?
Salicornia patula 1 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 0
Salicornia perennans 1 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 0
Salicornia pojarkoviae 1 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 1
Salicornia procumbens 1 2 ? ? ? ? ? ? 0 0 0 ?
Salicornia ramosissima 1 2 0 ? ? ? ? ? 0 0 0 0,1
Arthrocnemum macrostachyum - 1 - - 0 0 0 1 0 0 1 0
Microcnemum coralloides - 1 - - ? ? ? ? 0 0 0
Tecticornia australasica - 0 - - ? ? ? ? 0 0 0 ?
Tecticornia indica - - - - ? ? ? ? 0 1 0 0124
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Apéndice 4.

Matriz de datos del rastreo morfolégico realizado en el

capitulo 3



Universitat d’Alacant
Universidad de Alicante



Apéndice 4. Matriz de datos morfologicos de la tabla 3.5. Los nimeros de la fila superior corresponden a
los caracteres estudiados. El simbolo “?” indica datos desconocidos y “-“ ausencia de datos.

Taxon Datos

1 2 3 4 5 6 7 8
Sarcocornia ambigua 0 0 1 2 1 1,2 ? 1
Sarcocornia andina 1 0 1 1 0 0,1 ? 1
Sarcocornia magellanica 2 0 1 0 1 0,1 ? 1
Sarcocornia neei 0 1 1 0 1 1,2 ? 1
Sarcocornia neei 0 1 1 0 1 1,2 ? 1
Sarcocornia neei 0 1 1 0 1 1,2 ? 1
Sarcocornia neei 0 1 1 0 1 1,2 ? 1
Sarcocornia neei 0 1 1 0 1 1,2 ? 1
Sarcocornia pacifica 0 0 0 ? 0 1,2 ? 1
Sarcocornia pacifica 0 0 0 ? 0 1,2 ? 1
Sarcocornia pulvinata 3 1 0 1 0 0 ? 1
Sarcocornia utahensis 0 1 0 ? 0 1 ? 1
Sarcocornia fruticosa 0 1 1 0,2 0 0,1,2 1 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 1 1 0,2 0 0,1,2 1 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 1 1 0,2 0 0,1,2 1 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 1 1 0,2 0 0,1,2 1 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 1 1 0,2 0 0,1,2 1 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 1 1 0,2 0 0,1,2 1 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 1 1 0,2 0 0,1,2 1 0,1
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sar. perennis subsp. perennis 2 0 0 0,1,2 1 0,1,2 0 0,1
Sarcocornia natalensis 2 0,1 1 2 0 1,2 ? 0,1
Sarcocornia natalensis 2 0,1 1 2 0 1,2 ? 0,1
Sarcocornia pillansii 0 1 1 1 1 0,1,2 ? 1
Sarcocornia pillansii 0 1 1 1 1 0,1,2 ? 1
Sarcocornia xerophila 0 1 ? 0 1 0,1 ? ?
Arthrocnemum macrostachyum 0 1 1 0 0 1,2 0 0,1
Arthrocnemum macrostachyum 0 1 1 0 0 1,2 0 0,1
Arthrocnemum subterminale 0 0 ? ? 1 1 1 0
Halocnemum strobilaceum 0 1 1 0 0 1,2 ? 0
Halocnemum strobilaceum 0 1 1 0 0 1,2 ? 0

265



Relaciones filogenéticas del género Sarcocornia A.J. Scott (Amaranthaceae)

Apéndice 4 (Continuacion). Matriz de datos morfologicos de la tabla 3.5. Los nimeros de la fila superior
corresponden a los caracteres estudiados. El “?” indica datos desconocidos y “-“ ausencia de datos.

Taxon Datos

9 10 1 12 13 14 15 16
Sarcocornia ambigua 0 0 3 0 0,1 0 0 2
Sarcocornia andina 1 0 1,2 0,1 0,1 0 0 0,1
Sarcocornia magellanica 0 0 1,2 0 1 1 0 0,1
Sarcocornia neei 1 0 3 0,1 0,1 1 0,1 2
Sarcocornia neei 1 0 3 0,1 0,1 1 0,1 2
Sarcocornia neei 1 0 3 0,1 0,1 1 0,1 2
Sarcocornia neei 1 0 3 0,1 0,1 1 0,1 2
Sarcocornia neei 1 0 3 0,1 0,1 1 0,1 2
Sarcocornia pacifica 0,1 0 3 1 0,1 1 0 2
Sarcocornia pacifica 0,1 0 3 1 0,1 1 0 2
Sarcocornia pulvinata 1 0 0 0 ? 1 ? 0
Sarcocornia utahensis 1 0 0 0 1 1 0 0
Sarcocornia fruticosa 0 0 0,1,2 0 1 1 0 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 0 0,1,2 0 1 1 0 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 0 0,1,2 0 1 1 0 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 0 0,1,2 0 1 1 0 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 0 0,1,2 0 1 1 0 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 0 0,1,2 0 1 1 0 0,1
Sarcocornia fruticosa 0 0 OE2 0 1 1 0 0,1
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. alpini 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sar. perennis subsp. perennis 0 0 3 0,1 0 0 0,1 2
Sarcocornia natalensis 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia natalensis 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia pillansii 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia pillansii 0 0 0 0 0 1 1 0
Sarcocornia xerophila ? 0 0 ? ? ? ? 0
Arthrocnemum macrostachyum 0 1 - - - - - 3
Arthrocnemum macrostachyum 0 1 - - - - - 3
Arthrocnemum subterminale 0 1 - - - - - 3
Halocnemum strobilaceum 0 1 - - - - - 3
Halocnemum strobilaceum 0 1 - - - - - 3
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Reunido el Tribunal que suscribe en el dia de la fecha acord6 otorgar,

POF .. i, a la Tesis de DAa. ANA GUILLO RECUERDA la calificacion de

El Secretario, El Presidente,

UNIVERSIDAD DE ALICANTE
CEDIP

La presente Tesis de Dfia. ANA GUILLO RECUERDA ha sido registrada con el n°

......................... del registro de entrada correspondiente.

El Encargado del Registro,



