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CAPITULO 1:

| NTRODUCCION



Capitulo 1. Introduccion

Este trabajo se encuadra dentro proyectos de igaegin que se han llevado a cabo
gracias a la colaboracion de investigadores deUlaisersidades de Salamanca y
Granada, con el objetivo de desarrollar herramgegtee ayuden a establecer criterios
de conservacion de recursos fitogenéticos en pobles de especies con apetencias
ecoldgicas especificas. Se recurrio a la filogdtmrasus herramientas para interpretar
la huella que los diferentes fenbmenos paleoclonaty paleogeogréaficos han dejado
impresos en la estructura y diversidad genéticéasleespecies objeto de estudio. Se
utilizaron también los fundamentos de la teorigsties para estudiar, tanto los patrones
genéticos ancestrales como los actualesAstragalus edulisJacobaea auriculay

Arenaria balearica

Esta tesis doctoral se ha podido realizar graciascancesion de ayuda financiera del
Banco Santander y la Agencia Espafiola para la Cacpe Internacional asi como a la
Direccion General de Politicas Universitarias, iario de Educacion. Algunos
capitulos se han financiado mediante contribucialee$os proyectos de la Direccion
General de Investigacion-Ministerio de Economia gm@etitividad, referencias
CGL2012-32574, CGL2010-16357 y CGL2009-07555.

ISLAS VERDADERASERSUSISLAS DE HABITAT

Las islas constituyen unidades simples y pequeftas)imites claramente definidos y
susceptibles a ser etiquetadas. Su homogeneidadslgmento (transitorio o

permanente) permiten estudiar respuestas ecoldgieaslutivas que la complejidad de
las comunidades continentales impide dilucidar famlidad. De manera general las
islas pueden dividirse en dos clases: Islas camties e Islas oceanicas, siendo la
principal diferencia entre ambas el contacto (tafale éste) que han tenido con las
masas continentales y su biota. Algunos habitateeda firme pueden ser considerados
como “islas de habitat”, y han sido definidos coparches de un tipo de habitat
particular, aislados de parches similares por zala$abitat totalmente diferente a
ellos. Se parecen a las islas oceanicas el aisitnéspacial y la restriccion de flujo

genético al que se ven sometidas las especies igee gn ellas, siendo la mayor
diferencia entre las “islas de habitat” y las isl@sdaderas el que las ultimas que no
presentan limites claros y definidos, ademas dar estdeadas por habitats que

contienen especies capaces de establecer poblacixitesas dentro del parche. A
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diferencia de los fragmentos recientes, las istakabitat son estables, tanto en nimero
como en composicién de especies. Este tipo de atakitele contener poblaciones
pequefias y con reducida capacidad de dispersiém,qoe conservan su potencial de
divergencia y de generaciéon de endemismos resdorgiExisten diversos trabajos
tedricos que han utilizado el modelo de islas cpan@adigma para explicar la forma en
qgue las interacciones entre el flujo genético, faamefectivo de las poblaciones y la
deriva genética influyen en los patrones de didexkiintra- e interpoblacionales, pero
no tantos trabajos practicos dedicados a comprddavalidez de las hipotesis
establecidas. Tanto las islas verdaderas comodbsgals tipo isla presentan un gran
potencial como laboratorios naturales para lleveatzo estudios tanto sobre radiacion
adaptativa, como sobre el papel que la deriva gengtla divergencia poblacional han

desempeiado en la historia evolutiva de diferezgpscies de plantas vasculares.
FILOGEOGRAFIA Y MARCADORES MOLECULARES

Las plantas recurren a estrategias de dispersiéndgterminan tanto la localizacién
fisica y espacial de los individuos y genotipostdere las poblaciones, como la
cantidad de intercambio genético dentro y entrdgoadnes. Sin embargo, la estructura
de la variabilidad genética en las poblaciones ldat@s no se debe Unicamente a las
fuerzas contemporaneas de intercambio genéticobiéames producto de factores
historicos. El impacto de esta historia evolutivecdr necesario el uso de estudios
filogeograficos para comprenderlas. La filogeogrags una disciplina relativamente
reciente, que utiliza herramientas moleculares pkeatificar e interpretar las sefiales o
huellas genéticas que los cambios paleohistérias dejado en la diversidad y
estructura genética de los individuos y poblacioizgante los ultimos afios se han
desarrollado técnicas que permiten el estudio deald@abilidad genética a nivel
molecular, mediante el uso de marcadores espexifRara poder reflejar las variables y
procesos de interés en estudios de indole filogéiogr las herramientas moleculares a
utilizar deben ajustarse al contexto geograficanpmral y taxonomico de los
organismos investigados y a sus dinamicas, es giorcpie para realizar el presente
estudio se han utilizado tanto marcadores nucle@mas AFLP), como organulares
(secuencias de ADN cloropléastico).

Los AFLPs son considerados marcadores de altacifiga que permiten el analisis de

un elevado numero deci por experimento. Son muy eficientes para reakzsandios



de diversidad a nivel especifico e infraespecifamemas de ser una técnica robusta y
con resultados altamente reproducibles. Su origetiear y dominancia los hace
especialmente atractivos para la realizacion delest en los cuales los marcadores de
herencia uniparental no ofrecen suficiente vaiiddl siendo particularmente

apropiados para los estudios en plantas con imypeggrocesos de hibridacion.

El ADN cloroplastico (cpDNA) es una unidad de herarsimple, haploide, multicopia
y no recombinante. En la mayoria de las angiospesainicamente transmitido por
las semillas, lo que lo convierte en un buen nthncgpara los procesos de
colonizacion. Debido a su modo clonal de herenbajas tasas de mutacion y
polimorfismo, el cpDNA ha sido utilizado en el efitude los efectos genéticos de la
migracion y colonizacién durante largos periodosie®po ya que es capaz de revelar
los principales eventos histéricos de un linajer &oa parte, debido al alto nivel de
fijacion que presenta, es suficiente muestrear goastos individuos para caracterizar
completamente una poblacion, a diferencia de loscaares nucleares que suelen
requerir una muestra mucho mas amplia, por lo gaees$fuerzos pueden centrarse en

cubrir la estructura espacial del linaje estudiado.
ESPECIES SELECCIONADAS

Las especies incluidas en este estudio son tigieasstemas insulares, bien sean islas
verdaderas o islas de habitat, tienen en comunredeptar distribucién natural
fragmentada y disyunta, alto grado relativo deaaigtnto geografico entre poblaciones
y el que no existan, hasta ahora, estudios geséfjue ayuden a dilucidar su historia
evolutiva y a explicar los patrones de diversidadri e intrapoblacional que presentan
en la actualidad. Algunas de estas especies, adeorapropias de habitats prioritarios
para la conservacion en Europa y estan recogideatéiogos de especies amenazadas,

bajo distintas categorias y criterios de amenaza.

Astragalus eduli8unge (Fabaceae)

Astragalus eduligfig. 1) es una hierba anual, de tamafo varialpelgsa. Posee hojas
imparipinadas, inflorescencias en racimos pedudoslacon flores papilionadas de
corola blanco-amarillenta o blanco-azulada. Eldres una legumbre glabra, péndula
con quilla bien desarrollada en la linea de sutletecarpelo. El area de distribucion de
la especie incluye el noroeste de Africa, surest&spafia e Islas Canarias. Habita en

pastizales de zonas muy secas o semiaridas, dasdeatiaciones en los ciclo de
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precipitaciones provocan que la especie presergertantes fluctuaciones interanuales
en el tamafo de sus poblaciones. No presenta nimguie reproduccion asexual, ni
adaptaciones obvias para la dispersion de fruteenyillas. Dado que su presencia
podria estar favorecida por la alteracion moded&au habitat, cabe pensar en una
posible dispersion por el hombre y/o ganafistragalus edulissta incluida en varias
listas rojas espafiolas con la categoria de espé&nme Peligro” (EN). Algunas
poblaciones ibéricas, o parte de ellas, se enarenentro de espacios protegidos. A
pesar de que en Espafia se han propuesto medidasyp@roteccion no se conocen
iniciativas para su proteccion fuera del territagpanol.

Jacobaea auriculdBourg. ex Coss.) Pelser (Asteraceae)

Jacobaea auriculafig. 2) es una herbacea perenne, con hojas digsues roseta
basal, inflorescencias en capitulos, con floresrflas Aquenios con vilano persistente
o caedizo dispersados principalmente por el viddémmero cromosémico 2n = 40. Esta
especie es un endemismo ibero-norteafricano, lolistio a lo largo de la mitad oriental
de la Peninsula Ibérica, con una sola referenciaudgresencia en los alrededores de
Djelfa (Argelia), donde ha sido buscada infructuwsate. Prefiere enclaves rocosos y
terrenos yesosos, aunque también puede estar elorfaatas salinas. Dentro de la
variacion de la especie se han reconocido tresspabies, todas ellas incluidas con
categorias de amenaza elista Roja de Flora Vascular Espafiofaen elCatalogo de
Especies Amenazadas de Aragba subespecisicoricusesta ademas catalogada en
Aragon y en Catalufia como vulnerable, mientras Ruesubespecieauricula se
encuentra incluida en lhista Roja de la Flora Vascular de Andalucteamo “En

Peligro”.

Arenaria balearica.. (Caryohyllaceae)

Arenaria balearical. (fig. 3) es una herbacea perenne, densamespéit@®a, con hojas
pequefias dispuestas densamente en la parte irderios tallos. Flores generalmente
solitarias color blanco. EI niamero cromosomico deetspecie es 2n=18. Crece en
taludes terrosos, oquedades al pie de roquedakesakafrescas, en climas de influencia
maritima. Es endémica de las islas del Mediterr&Deoidental EuropecArenaria
balearica no parece verse afectada por la influencia humpndiendo incluso ser
favorecida por la presencia de fuentes y depositosagua cercanos a los pueblos.
Debido a su interés ornamental ha sido introduygideturalizada en Gran Bretafia y

Francia.
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Figura 1. Asfragaius edulis Bunge. a) vista general de la planta, con frutos casi maduros; b) detalle del
fruto adn verde ; c) detalle de la flor. (Fotos Sara Bamios y Santiago Andrés)
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Figura 2. Jacobaea auwricida (Bourg ex Coss)Pelser. a) vista general de la planta; b) detalle de
la roseta basal, c) detalle de laflor; d) inflorescencias maduras. (FotosSara Barrios)

.[- : !
Figura 3. Arenaria baledrica L. &) vista general de la planta, b) detalle de 1a flor; c) vista general

de lashojas. (Fotos Sara Barrios) .



ESTRUCTURA DE LA MEMORIA DE TESIS DOCTORAL

La presente memoria doctoral se ha estructuradoirero capitulos. ElI primero es
introductorio y contiene el fundamento tedrico e ge basa el resto de los capitulos.
Se inicia por la biogeografia de islas y como lmsceptos originalmente aplicados a las
islas verdaderas se adecuan a los parches eslati@bitat que se encuentran en tierras
continentales. Para continuar, se expone una apaaibn al concepto de filogeografia
y a las aplicaciones que dentro de esta discipieren los marcadores moleculares,
tanto nucleares como organulares. Finalmente se haa breve descripcion de las

especies objeto del presente trabajo.

En el segundo capitulo se presenta el estudioefiiggifico deAstragalus edulisen el
cual se analiza como han influido las principalesrdras biogeograficas e historia
paleogeografica y paleocliméatica en la distribucipnestructura de la diversidad

genética actual de la especie.

El tercer capitulo se enfoca en la conservaciorétgen de Astragalus edulis Se

propone el uso de Unidades Genéticas RelevantasGmarservacion para el manejo y
preservacion de la especie. Se combina el uso dmdwes moleculares con el estudio
de parametros ecoldgicos, poblacionales y datamedgraficos, asi como otros
parametros cualitativos relevantes, para deteatapbblaciones que son prioritarias y

contienen la maxima diversidad genética considerahpool global de la especie.

En el cuarto capitulo se revisan y estudian lowfas paleohistéricos y paleoclimaticos
gue han determinado la estructura actual de lasidasdl genética en una especie tipica
de islas de habitat ibéricas (yesares y saladames), auricula. También se estudiaron
los niveles de divergencia entre las poblacionesadespecie, para determinar si el
patron encontrado entre grupos genéticos es camgrgen el tratamiento taxonémico
intraespecifico hasta ahora utilizado.

Finalmente, en el quinto capitulo se hace unaitevidel impacto que ha tenido la
historia geotectdnica de las islas Tirrénicas giglamiento, en la distribucién actual y
estructura genética dgenaria balearica cuya distribucion incluye Mallorca, Corcega,
Cerdefa y algunas islas del archipiélago Toscano.niedio de una reconstruccion

filogeografica, se analiz6 el papel que han jugadoprocesos de formacion de islas



continentales del Mediterraneo Occidental, medidragmentacion de microplacas

tectonicas y su historia posterior, en la evoluciéria especie objeto de estudio.

OBJETIVOS GENERALES

Para este estudio se han seleccionado las espetragalus eduliBunge,Jacobaea
auricula (Bourg. ex Coss.) Pelser mrenaria balearical., y se han utilizado
marcadores hipervariables del ADN nuclear tipo A&LY secuencias de ADN

plastidial, con el propdsito de:

* Analizar la organizacién espacial de la diversidadética, asi como la historia
evolutiva de estas especies de flora endémicaemieEsen sistemas insulares del
Mediterraneo Occidental y Macaronesia, a fin ddatrale identificar qué

factores han modelado su actual distribucion gdiogra

e Evaluar la huella que los diferentes acontecim&nfmaleohistoricos y
paleoclimaticos acontecidos desde el Oligoceno le@rea del Mediterraneo
Occidental (y Macaronesia) han dejado impresosaesstructura y diversidad

genética de las especies objeto de estudio.

» Explorar los patrones de diversidad y rareza gemstiasi como el grado de
diferenciacion inter- e intrapoblacionales en emsecon distribucion natural

fragmentada.

* Proponer un método para la seleccion de unidade&tigas relevantes para la
conservacion deA. edulis en el que se tome en cuenta la perspectiva
filogeografica, que pueda ser extendido a otrosscae especies amenazadas,

con areas de distribucion relativamente amplias.



GENERAL AIMS
For this study we have selected spedssragalus eduliBunge,Jacobaea auricula
(Bourg. ex Coss.) Pelser adenaria balearicaL. and used hypervariable nuclear

markers of DNA as well as plastid DNA sequences to:

- Analyze the spatial genetic diversity organizatias, well as the evolutionary
history of these species of endemic flora, pre$#¥astern Mediterranean and
Macaronesia island systems, in order to identifysénfactors that have shaped

their current geographic distribution.

- Asses the fingerprint that Oligocene paleohistamc paleoclimatic events in
the Western Mediterranean area (and Macaronesi® ledt printed in the

structure and genetic diversity of the studied sgsec

- Explore the diversity and singularity genetic patse as well as the inter and

intra population differentiation in species withural fragmented distribution.

- Propose a method for the selection of relevanttgenaits for the conservation
of A. edulis which takes into account a phylogeographic petsge and that
can be extended to other threatened species wadkivedy wide distribution

areas.
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CAPITULO 2:

FILOGEOGRAFIA DE ASTRAGALUSEDULIS
BUNGE (FABACEAE): EL IMPACTO DE LOS
CAMBIOS EN EL NIVEL DEL MAR DURANTE EL
CUATERNARIO EN EL M EDITERRANEO
OCCIDENTALY MACARONESIA



CAPITULO 2. Filogeografia de Astragalus edulis Bunge (Fabaceae): El
impacto de los cambios en el nivel del mar durantel Cuaternario en el

Mediterraneo occidental y Macaronesia

Los ciclos de desecacién y transgresion del mariteledneo durante el Messiniense,
tras el cierre de la conexidn con el Atlantico,npiéeron intercambios de flora y fauna
anteriores a la crisis de salinidad Messinienselegb, la apertura del Estrecho de
Gibraltar provoco la extincion parcial y aislamende poblaciones anteriormente
conectadas, promoviendo especiacién por vicariatamenos en algunos casos
documentados. M&s tarde, las oscilaciones clingtidal Cuaternario también
contribuyeron en el modelado de la estructura genét distribucion espacial de la
biota. Otro factor que pudo tener impacto en $rithucion actual de las plantas en el
norte de Africa, es el levantamiento de la cordilldel Atlas, que puede representar una
barrera para la migracion de especies de tierjas Barofilas, sin embargo, su poder
relativo a la prevencion de tales migraciones alhansido directamente probado. Otra
barrera geografica para la migracion de plantaMamuecos es el Corredor del Riff,
qgue conecto el mar Pre-Mediterraneo con el Océdldmtico, justo antes de la crisis de
salinidad del Messiniense.

Astragalus eduliBunge es una herbacea anual, cuya area de disfribincluye el
sureste de la Peninsula Ibérica, Lanzarote y Fueartera (en el Archipiélago Canario)
y Marruecos, donde se encuentra en tres nucleosifales, separados entre si por el
Rif y las montafias del Medio Atlas. Su distribucifisyunta proporciona un sistema
ideal para estudiar la dinamica evolutiva post iglade especies endémicas del
Mediterraneo Occidental, presentes en ambos laelonar de Alboran y las montafas

del Atlas, y que también han colonizado las islasntales del archipiélago canario.

Se utilizaron secuencias de ADN cloroplastico (cpDPN y Amplificacion de
Fragmentos Polimorficos (AFLPs) para reconstrug fpmtrones filogeograficos, asi
como el momento y ritmo de la diferenciacion insggecifica de linajes eA. edulis
con el objeto de: (1) identificar las areas de stipencia a largo plazo para edulis
(2) evaluar el impacto que las fluctuaciones enil del mar durante el Cuaternario
tuvo en la divergencia de las poblaciones, (3) wlza respuesta satisfactoria a la

pregunta sobre de como tuvo lugar la colonizaciériagd Islas Canarias por el linaje
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mediterraned. edulis y explorar los mecanismos de colonizacidn exisgeentre las

islas, (4) evaluar el papel que el Mar de Albotds, montafias del Atlas, la distancia
existente entre las poblaciones marroquies orEntabccidentales y la discontinuidad
entre las islas Canarias orientales y la costaagair han jugado en la divergencia

genética de la especie estudiada.

Para cumplir estos objetivos, se muestreé mateeaB60 individuos, provenientes de
31 sitios de muestreo localizados a lo largo de tedrango de distribucion de la
especie. El principal nucleo de poblacion ibérieadwidio en 19 puntos de muestreo
para asegurar un esfuerzo de muestreo comparablext&jo ADN gendmico total
siguiendo el protocolo CTAB 2x y se obtuvieron pesf de AFLP siguiendo los
protocolos establecidos, con algunas modificaciomesores. Complementariamente se
secuenciaron las regiongwG-trnS, trnC-rpoB y tab~tabC con el fin de explorar la

variacion haplotipica de la especie.

Se realizaron los siguientes analisis: Neighbouridg (NJ), NeigbourNet (NNet), un
analisis de coordenadas principales (PCoA) y lgnasion de los individuos a grupos
establecidos siguiendo modelos Bayesianos. Adinoente se calcularon, para cada
poblacién, el indice de diversidad de Nei y el éedile rareza (DW). Finalmente, para
evaluar los efectos historicos comparativos d@taipales barreras biogeograficas, se
llevé a cabo un analisis jerarquico de varianzaecuwhr (AMOVA) utilizando cuatro
diferentes agrupacionekas secuencias cloroplésticas obtenidas fueronmdriadas,
editadas, alineadas y concatenadlas gaps mayores de un par de bases se codificaron
como mutaciones de un solo paso y trataron comquimto estado de caracter. Las
repeticiones nucleotidicas fueron excluidas. Luegara deducir la relacidon
genealdgica entre haplotipos, se construy6 undedthplotipos, utilizando el algoritmo
de parsimonia estadistica de Templeton. Con elranog BEAST 1.7.1 para realizar
una datacion intraespecifica de la divergenciaodedliihajes haplotipicos, para esto se
utiliz6 GTR como modelo de sustitucidon, bajo un elodde reloj molecular relajado y
una distribucion logaritmica normal. La distributi priori de la tasa de mutacion fue
asumida como normal con una media de 1.16 x 1@®gciones por sitio por millén
de afios y una amplia desviacidén estandar. La eafrestringié a una edad maxima de
500 Ka , basada en el tiempo estimado de divergesnireA. edulisy su especie

hermanaA. boeticus
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La reconstruccion de las lineas de costa a 21 KylBPPse presenta en este trabajo fue
realizada extrayendo los datos topogréaficos y ltioos del area de estudio de
ETOPO, ajustando el modelo digital de elevacionaa 120 m.

Tanto los diagramas de NJ y NN, como el PCoA rewalana estructura general de la
variacion genética en tres grupos principales. dtugamiento Bayesiano dio como
resultado una particion de la variabilidad en augtupos. El indice de diversidad de
Nei varié entre 0.04-0.20, y el DW entre 0.99 y77.8&0s sitios de muestreo

genéticamente mas distintivos se encuentran enpdates centrales de la zona
semidesértica de Tabernas (Espafia) y en Fuerteagmiientras que los valores mas
bajos DW se han encontrado en la parte mas origatdia poblacion ibérica. El

AMOVA sefala que la discontinuidad entre las Is@@anarias y las poblaciones
restantes puede haber jugado un papel importaritecamformacion de la diversidad y
estructura genética de la especies. La estrucfurai® la diversidad genética en tres
grupos representa un alto porcentaje de la varigereética total (24,70 %), se

obtuvieron resultados similares para los grupasingss.

Las regiones de cpDNA dieron como resultado unmeatién de 2,545 pb. La

variabilidad haplotipica de la especie fue notakelet® baja. Se obtuvieron en total 7
haplotipos. La red construida con TCS marca untéirfmaximo de cuatro pasos. Se
detectd variacion haplotipica intrapoblacional émce sitios dentro de la Peninsula
Ibérica, que muestra dos haplotipos endémicain Unico haplotipo endémico se

encuentra en Fuerteventura y Lanzarote. De acuewdonuestra reconstruccion, la
diferenciacion entre los linajes ocurrié ca. 1139:30) Ka entre los haplotipos VI y

VII, seguido con una division entre haplotipo Vog llinajes restantes (ca. 316 ; 503-
120 Ka), y entre el haplotipo Il y los linajes aedes (ca. 252 ; 465 - 69 Ka). Por
altimo, la diferenciacion del linaje que contieraplotipo Il podria haber ocurrido ca.

196 (413-33) Ka. Hay un claro caso de incongruerire las reconstrucciones
obtenidas con TCS y BEAST en base a la misma mdé&izlatos de secuencias de
CpDNA.

La reconstruccion Bayesiana reveld un patron qeel@explicarse por la supervivencia
a largo plazo de la especie en las zonas climatiotarfavorecidas. También sugieren

queA. edulis estuvo ampliamente distribuida y que los cambiwmsaticos posteriores
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podrian haber causado la fragmentacion inicialudeasgo. Teniendo en cuenta sélo
los datos de AFLPs se podria concluir que las pablas Canarias de no tienen
vinculos evidentes con las poblaciones marroquiés€ncas. Los datos de AFLPs

obtenidos sélo son compatibles con un patron gerdgareduccion de rango y

aislamiento a largo plazo. Esto podria explicamsela hipotesis de que edulisllego

a las Islas Canarias orientales a través de losteamasubmarinos que emergieron
durante el periodo glacial, y que las poblacioneslas areas de intervencion se
extinguieron en etapas interglaciares. Esta higtasbién es congruente con el patrén
filogeografico general basado en la variacion @tastica. Ademas, la estrecha relacion
entre los haplotipos VI y VII indica contactos gnibs entre Marruecos y las Islas
Canarias, sefialando al norte de Africa como latéuprincipal de colonizacién de las

islas. Probablemente, la region que hoy es Fuettesse fue colonizada primero. El

hecho de que las poblaciones de ambas islas canparmismo haplotipo y el que la

composicién genética global sea homogénea, indiea lgs poblaciones actuales
pudieron probablemente fueron parte de una solagdéh grande, cuando las islas,

ahora separadas formaban una sola protoisla ("Mahan

Tanto el analisis bayesiano como la reconstructilogenética utilizando BEAST y
nuestra reconstruccion de la linea de la costanttural LGM, sugieren que los
contactos secundarios y el flujo de genes entredataciones del norte de Africa y la
Peninsula Ibérica pueden haber existido. El coojul@ resultados obtenidos pueden
representar las primeras evidencias de contactngremtes entre los continentes a
ambos lados del Estrecho, quizas a través de m#es submarinos actualmente
sumergidos en el mar de Alboran. Esto acentluaparitancia de esta area para las rutas
de dispersion norte-sur (y viceversa) durante lasiariones del Pleistoceno. Las
coicidencias temporales propuestas entre los evel@alivergencia de haplotipos y los
principales eventos paleoclimaticos cuaternariaipa inducir a error, dado los bajos
niveles de apoyo obtenidos para los clados relesam la reconstruccion filogenética.
Este problema probablemente se debe a los bayeteside variacion haplotipica
encontrados. Se necesita mas evidencia para propardechas exactas, pero, en este

caso, la ausencia de registros fOsiles apropiadpeesentaria una seria limitacion.

El mar de Alboran, las montafias del Atlas y la geatension entre las poblaciones

orientales y occidentales en Marruecos fueron ifieados como barreras secundarias
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para el flujo genético, sin embargo, cuando el ctgpde estas barreras es considerado
en conjunto, es notorio que han jugado un impcgtgepel en el modelado de la
estructura genética actual deedulis Parece que, a pesar de que el Mar de Alboran ha
tenido algun impacto sobre la estructura genéteedadespecie, no ha impedido por
completo el flujo genético durante el Pleistocen@ cordillera del Atlas, el extremo
oriental del Rif y el Medio Atlas son barreras querepresentan obstaculos importantes
para intercambio genético de las especie. La pcesee dos haplotipos endémicos en
las poblaciones marroquies M4 y M5 sugiere aislatoi@ largo plazo entre ellas. El
cronograma de reloj molecula confirma el aislangeatlargo plazo de M5, lo que
sugiere que podria representar al menos una zorefudgo secundaria para la especie.
Nuestros datos podrian confirmar la hipétesis gquéa planteado de la existencia de
zonas de refugio a baja altura alrededor de lastafias del Atlas para las hierbas

anuales

La Peninsula Ibérica contiene tanto los sitios destreo que presentan los valores
maximos de diversidad y rareza, como aquellos lpargue estos valores son minimos.
Esto, sumado al hallazgo de dos haplotipos endé&micdican que la parte central de
la poblacién ibérica puede representar areas densguenciain situ a largo plazo. Las
subpoblaciones ibéricas orientales podrian serugtodde eventos de dispersion
individuales ya que su extremadamente baja divamisigenética y la rareza que
muestran podrian ser productos de los cuellos tidldgenéticos a los que se han visto
sometidas. En Marruecos, las poblaciones del reomgisentan valores contrastantes,
maximos y minimos, de diversidad y singularidadgie indica supervivencia a largo
plazo en una poblacion, mientras que la otra padnial resultado de un evento puntual
de dispersion, siendo la primera el area de origste patron a pequefia escala de
colonizacion de este a oeste, junto con los bagdsres de diversidad y rareza que se
encuentran en la Peninsula Oriental Ibérica y ensitios de muestreos Marroquies,
parece indicar que la colonizacion histérica dedpecie hacia el este podria haberse

visto afectada por los efectos fundador y cuelbatella genéticos.
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CAPITULO 3:

DISENANDO ESTRATEGIAS DE CONSERVACION
A TRAVES DE LA SELECCION DE UNIDADES
GENETICAS RELEVANTES PARA LA
CONSERVACION, EN LA ESPECIE AMENAZADA
ASTRAGALUS EDULIS BUNGE



CAPITULO 3. Disefiando estrategias de conservaciéon a través de |
seleccion de Unidades Genéticas Relevantes paradanservacion, en

la especie amenazadAstragalus edulis Bunge

Es ampliamente reconocido que la mejor manera desecoar las especies,
comunidades y ecosistemas, es preservando tantbalsiiat como los procesos
ecologicos que las rodean. Sin embargo, el rapctemento en los niveles de pérdida
de habitat hace que este tipo de estrategias deem@tion sean cada vez menos
eficientes para asegurar la supervivencia de lpscess vegetales, es por esto que
actualmente se hacen necesarias aproximacionesegeafoquen en la composicion
genética de las mismas. Para que los programesnservacion sean efectivos, deben
intentar identificar unidades de manejo que refldge importancia evolutiva de los
linajes. Con este fin se han propuesto numerostmares, como: Unidades
Evolutivas Significativas (ESUs); Unidades de ManefMus); Unidades de
Conservacion Operativas (OCUs); Unidades Geogmafjc&volutivas Fundamentales
(FGEUSs); Unidades Funcionales de Conservacion (FCUasdos ellos intentan dar una
respuesta satisfactoria a las preguntas de cugirtadles poblaciones de una especie
deben ser priorizadas con fines de conservacioRecientemente se introdujo el
concepto de Unidades Genéticas Relevantes paranae€acion (RGUCs, por sus
siglas en inglés), cuyo fin es ayudar en la idmatiion de las poblaciones que
presentan mayor singularidad genética, basandokeidea de que los alelos raros son
esenciales en la conservacion, debido a que repaeseroductos evolutivos Unicos,
capaces de proporcionar a las especies caradasistentajosas que las ayuden a
enfrentar exitosamente los cambios ambientales.ddras principales ventajas de este
aproximamiento es que permite la priorizacion dgetle poblaciones particulares en
especies vegetales que se encuentran catalogadasdeobajo riesgo, particularmente
en taxones que poseen numerosos individuos y pob&s; lo que hace dificil, la

proteccion y monitoreo de todo su rango de distitinu

En EspafiaA. edulis se encuentra catalogado como especie en peliggunslas
categorias UICN, y se encuentra incluido en vdisséss rojas nacionales y regionales;
sin embargo no ha sido catalogado bajo ningunageadte UICN a nivel mundial.
Algunas de las poblaciones ibéricas de la espexiensuentran incluidas en la red

Natura 2000, y de manera parcial en la red RENRAQ pinguna de las poblaciones
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canarias 0 marroquies se encuentran protegidasa l& poblaciones espafiolas se han
propuesto medidas de conservacion, pero su abuadamtativamente alta en la
peninsula, junto con su distribucion dispersa embdgos y las Islas Canarias impide el

manejo y conservacion de la especie en todo sw @daglistribucion.

Es este estudio se utilizaron marcadores tipos ABEPuencias de ADN cloroplastico
(cpDNA) y datos ecoldgicos para disefiar una esgfiate conservacion adecuada para
A. edulis Debido a que el area de distribucién de la éspes disyunta y a que
previamente han sido descritos interesantes patroiogeograficos para la misma, la
principal informacion filogeografica también hastdmada en cuenta para la seleccion
de RGUCs. Los objetivos especificos de este estati: (1) Evaluar la distribucion de
la diversidad genética entre las poblaciones, salbpimnes y/o nucleos geograficos de
la especie; (2) Encontrar el nimero minimo de midiees que deben ser preservadas
con el objetivo de capturar un porcentaje represeotde la variabilidad genética e
edulis (3) Identificar las poblaciones que deben seasrf@madas con el fin de preservar
la mayor singularidad genética y variabilidad géfiga tanto para la conservaciér

situ comoin situde la especie.

Se obtuvo material vegetal proveniente de 17 nggbeblacionales a lo largo de todo el
rango de distribucién de la especie. En todoscEsos el numero de individuos
muestreados por poblacion o subpoblacion fue poogaal al tamafio del nucleo. Para
asegurar el muestreo correcto de la principal podalbérica (IP), esta fue dividida en
19 sitios de muestreo, luego estos sitios se rpagsn en 6 subpoblaciones para
asegurar la homogeneidad del tamafio muestral. dDehl reducido numero de
individuos encontrados en dos sitios de muestreoooais, geograficamente muy
cercanos, estos también fueron reagrupados en cieonfoblacional. Paralelo al
muestreo, se midieron variables cualitativas pai@mnéner la possible existencia de
patrones de rareza entre poblaciones. Para apgayawaluacion del estatus de
conservacion de las poblaciones estudiadas, seaapli los siguientes parametros:
Tamafo relativo, abundancia local, grado de vubikdad y estatus legal de las

poblaciones.

Se extrajo ADN gendmico total y se obtuvieron AFLBguiendo protocolos
establecidos. Los productos de las amplificacis®tsctivas fueron separados en un
secuenciador de electroforesis capilar en la unidiadyenémica de la Universidad
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Politécnica de Madrid. Adicionalmente se secuennidres regiones cloroplasticas,
para explorar la variacién haplotipica y compleraeid informacién obtenida con los
AFLPs.

Con el fin de evaluar la estructura genética desfzecie se realizaron un filograma sin
enraizar, utilizando el método de Neighbour JoiniNg), un andlisis de coodenadas
principales (PCoA) y un andlisis de la varianzaeuoolar (AMOVA). Este ultimo se
llevé a cabo primero considerando a todas las pumivlas como un solo grupo, y luego
dividiendo las variacion en tres grupos geografipesdefinidos, con el objetivo de
evaluar la existencia de estructura genética esdtes grupos. Adicionalmente se
calcularon para cada poblacion o punto de muedsiaeto el indice de diversidad de
Nei y como el indice de rarezfigquency down-weighted marker valuB&V). Para
finalizar, se calcul6 el nimero de alelos rarosg),(omo una medida adicional de
rareza. Las secuencias de cpDNA se editaron gatemaron para luego constuir un
red de haplotipos sin enraizar que fue utilizada paerior las relaciones genealdgicas

existentes entre haplotipos.

Para seleccionar las FGUCs se compararon los gadereérdida de los alelos raros con
los calores de subdivision inter poblacional. Rrimse utilizé6 el coeficiente de
diferenciacion (FST) para estimar el numero total mbblaciones que deben ser
priorizadas, de acuerdo con la expresion P =71-A_uego, utilizando las frecuencias
medias de los alelos raros y sus probabilidadgged#ida asociadas, se calculo el valor
dep, segln la ecuacién L = ()?". Para cada uno de los alelos raros, se calculason
probabilidades de pérdida observadas (Lo) y espsréde). Luego, el logaritmo
natural de esos valores fue ploteado y utilizada palcular las respectivas regresiones
lineales. EIl valor de R se calculdé como el co@estitre la pendiente de ambas lineas
de regresién. Para terminar, se utilizé la infaridla obtenida de las secuencias
cloroplasticas (capitulo 2), junto con un set deapeetros cualitativos para determinar

que poblaciones de la especie merecen prioridadimesmde conservacion.

Cerca de la mitad de las poblacionesAdedulis presentan poblaciones relativamente
grandes, pero la mayoria con numeros reducidosdid@duos. En la Peninsula Ibérica
casi todas las poblaciones son grandes, con ailtadahcia local y con un habitat
moderadamente conservado, sin embargo la mayoripolkaciones marroquis son

pequefias y con reducida abundancia local, siendwabitat mucho mas vulnerable.
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Las poblaciones canarias presentan una combinad@mareza y vulnerabilidad

moderada o aceptable.

Los AFLPs detectaron bajos niveles de diversidadétiga intrapoblacional en A.
edulis, el indice de diversidad de Nei vario eftf¥#6 y 0.155. La diversidad total de
la especie fue 0.108. En cuanto a la rareza, tddapiones genéticamente mas
singulares son la AE16 (CI) , mientras que los meswalores de DW se encontraron
en la parte este de la peninsula (poblacion AEG).

Tanto el filograma de NJ como el PCoA revelaron estauctura genética bien definida
segun grupos geograficos sin embargo el PCoA ngaalaorelacion cercana entre e las
muestras de Marruecos y de las Canarias sugeridal pdJ, mientras que sefiala una
relacion cercana entre los individuos ibéricos yrromuis. EI AMOVA de todas las
muestras como un grupo revela que la variabilidadética entre individuos es
significativamente mayor que entre poblaciones. AHIOVA jerarquico confirma la
division de las poblaciones en los tres grupogygdiwos sugeridos por el resto de
andlisis.

Segun nuestros resultados el nUmero minimo de gohks a preservar, para mantener
el 99.9% de la diversidad genética de la espesi®, eSe encontraron un total de 273
alelos raros, 66 de los cuales son exclusivos dé8kRle M y 57 de Cl. El valor de R,
considerando a la especie como un solo grupo e8.354. Este valor, calculado para
cada una de las areas geogréficas es:IP = 0.40%, MB55 and Cl = 0.293.La
proporcion éptima de poblaciones a ser elegir ddacgrupo, con propésitos de
conservacion puede expresarse como 0.45: 0.34: 0.21

Aunque la comparacioén de niveles de variabilidadétjea entre estudios basados en
marcadores dominantes puede ser dificil, los névale variacion en la especie
estudiada parecen ser similares a los encontradosas especies anuales, con areas de
distribucion comparables a la Beedulis esto indica que las diferencias relativas en la
diversidad poblacional no son un artefacto prodwb#d nimero de muestras por
poblaciones. Los niveles de diversidad obtenidoabtén son comparables a los
encontrados en herbaceas Mediterraneas perenmeaceas perennes pertenecientes a

Astragalus, e incluso a arboles que habitan el tdedneo Occidental.

Para la seleccion de RGUCs, considerando los walteediversidad y rareza de cada

una de las poblaciones, junto con el nimero mirdmgpoblaciones a priorizar de cada
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grupo geografico, se recomendo inicialmente comiolgetones (y subpoblacione) a
considerar como de interés prioritario: AE1, AEAK5 (IP), AE8 y AE9 (M) y AE16
(Cl). AE4 y AE5 muestran los valores méaximos deediidad y rareza en la Peninsula
Ibérica y trabajar en ellas podria garantizar laseovacion de dos haplotipos ibéricos
endémicos, ademas de los haplotipos comunes. |étcsenar AE1, se conservariia
ademds otro haplotipo endémico. En las islas Ganda poblacion AE16 posee los
valores mas altos de diversidad y singularidadcasio el Unico haplotipo presente en
el grupo. En el caso de Marruecos, la selecciOR@ECs es mas complicada. Dentro
de este grupo geografico, las poblaciones AE8 y #d&las que presentan los mejores
valores de diversidad y singularidad, pero dosodehbplotipos endémicos de la zona
no estan representados en ellas. Es por estolagueorizacion de las poblaciones
AE10 y AE11 seria mas adecuada, si se toma enauUrtistoria evolutiva de la
especie. Debido a que las poblaciones marroquisstie especie muestran valores
moderados de diversidad y rareza, la decision de ppblaciones deberian ser
consideradas como prioritarias con fines de coas#&wu podria ser mas acertada al
basarse en la consideracion de los haplotipos raroestringidos, por lo tanto se
sugiere que las poblaciones AE10 y AE20 debenrgaizadas sobre AE8 o AE9.

El método utilizado en este esudio para la elecd®RGCUs se basa no solamente en
las aproximaciones descritas por otros autoreshbiamse toma en consideracion
informacion filogeogréafica y ecologica, o que lack mas intuitivo y, probablemente,
mas util. La identificacion de las poblacionesamiénte representativas, basada en
datos genéticos, es esencial en el disefio de um gs#aconservacion apropiado,
especialmente si se considera que la especie lsgéangajo una de las categorias mas
bajas de proteccion de la UICN, y el que su ampliego de distribucién dificulta el

tomar medidas para su proteccion.
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CAPITULO 4:

PATRONES GENETICOS COMPLEJOS EN LAS
ISLAS DE HABITAT IBERICAS : FILOGEOGRAFIA
DE JACOBAEA AURICULA (BOURG. EX C0SS)
PELSER (ASTERACEAE)



CAPITULO 4. Patrones genéticos complejos en las &l de habitat
ibéricas: Filogeografia deJacobaea auricula (Bourg. ex Coss.) Pelser

(Asteraceae)

La Peninsula Ibérica es una region de transicidya dheterogeneidad fisiografica ha
determinado la historia evolutiva de los linajesldea que la habitan. Segun Barren
al., durante el Paledégeno la flora ibérica estuvamidada por elementos
paleotropicales, pero durante el Nedgeno huboespldzamiento o desaparicion de la
flora subtropical y el afianzamiento de la medéega. Durante el Mioceno y Plioceno
se dio una reduccion gradual de la diversidad akgetomparada por la expansion de
taxones mediterraneos, sobre todo en las tierjas ki@ la Peninsula Ibérica. En el
Plioceno Superior se iniciaron los ciclos glaciaeesinterglaciares, causando la
alternancia de flora calida-humeda y esteparia tmeédneas. A partir del Pleistoceno
medio el ritmo de estas oscilaciones se acelemyopando que la distribucion y
abundancia de las comunidades vegetales cambiasmaticamente al afectar de
manera ciclica al rango geografico de especienyigemas. Asi, durante los periodos
en que las condiciones ecoldgicas eran desfavaetable rango geogréafico de las
especies se contrajo, causando aislamiento y dimei@ mientras que en los periodos
con condiciones adecuadas, estos rangos se exparutemitiendo el contacto
secundario entre poblaciones. A las zonas endasiga especie permanece durante el
periodo de maxima contraccion de rango se las eoommo refugios. En la Peninsula
Ibérica se han encontrado multiples zonas con mpedgrae diversidad que parecen ser
resultado de los ciclos de expansion y contracdénrango de distribucion de las

especies.

Jacobaea auricula(Bourg. ex Coss.) Pelser §enecio auricul®ourg. ex Coss.) es un
endemismo ibero-norteafricano, edaficamente reggitiina enclaves rocosos y terrenos
yesosos, desde los 5 hasta los 900 m de altit@dcoforman un enorme archipiélago
de “habitats isla” en la Peninsula Ibérica. Actuaite se reconocen tres subespecies,
que han sido descritas sobre la base de caracheréslogicos, y que ademas parecen
estar asociadas con la distribucidén geograficasig@bblaciones. Todas las subespecies
se encuentran incluidas bajo la categoria de \aiter(\VVU) en lalista Roja de Flora

Vascular Espafiolg en elCatalogo de Especies Amenazadas de Ardgdexo lll), la

24



subsp.auricula se encuentra ademas incluida ehitia Roja de la Flora Vascular de

Andaluciacomo “En Peligro”.

No se dispone de suficientes datos filogeografesupiricos en plantas que crezcan en
islas edéficas, donde tanto el aislamiento poadga, como el efecto fundador estan
tedricamente asociados. Se ha selecciodadmiriculacomo especie modelo y se han
empleado marcadores tipo AFLP y secuencias de ADMpastico, para: (1) Estudiar
e interpretar los patrones filogeograficos intraesicos enl. auriculg (2) Explorar los
patrones de diversidad y rareza genéticas, asi ceimgrado de diferenciacion
interpoblacional, para tratar de determinar el icbpague su distribucién en islas
edaficas ha podido tener en la estructura y vdidali genética actuales; (3) Estudiar
los niveles de divergencia entre grupos genéticogely si el patron obtenido es

congruente con el tratamiento taxonomico intradfipeal uso.

Se recolectd y secé material vegetal de 285 indogdprovenientes de 31 puntos de
muestreo en la Peninsula Ibérica. Adicionalmentsekeciond una muestra de herbario
de la especidacobaea othonnagoara ser utilizada como grupo externo en losisigal
de haplotipos cloroplasticos. Para asegurar la filianael grupo, se secuencid la
region ITS en 6 muestras al azar que se analiarda con dos secuencias analogas
obtenidas de GeneBanK. Se extrajo ADN genomiguirsesl protocolo 2x CTAB.
Para la obtencion de los perfiles de AFLPs se &igliprotocolo de Vot al.con
modificaciones menores. Los productos de la PCRcBeh se separaron en un
secuenciador de electroforesis capilar en la Whidia Gendmica de la Universidad
Politécnica de Madrid. Adicionalmente se secuepaoiatres regiones de ADN
cloroplasticotrnQ -5'rpS16, psbA-3'trnK-matky rpll6, en un total de 75 individuos.
Los productos de PCR purificados se analizaron rersecuenciador automatico de
electroforesis capilar en la Unidad de Genomica ldeUniversidad Politécnica de
Madrid.

Se realizaron los siguientes analisis: Neighbouridg (NJ), NeigbourNet (NNet), un
analisis de coordenadas principales (PCoA) y lgnasion de los individuos a grupos
establecidos siguiendo modelos Bayesianos. Adinoente se calcularon, para cada
poblacion, el indice de diversidad de Nei y eldedie rareza. Finalmente, se realizé un

analisis molecular de la varianza (AMOVA) examinandinco agrupaciones
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jerarquicas. Las secuencias cloroplasticas obtenfdaron ensambladas, editadas,
alineadas y concatenadas. Lgaps se trataron comanissing dataen los analisis
ulteriores y no se encontraron inversiones. Finatmese construyeron una red de
haplotipos, usando el algoritmo de parsimonia depleton y un arbol filogenético

apoyado en el andlisis bayesiano, ambosJcothonnae&omo grupo externo.

Tanto los diagramas de NJ como NNet revelaron gwariacion genética de la especie
se divide 7 grupos principales mientras que el @gniento bayesiano arroj6 como
resultado que la mejor particion de la variaciondgiea es en cuatro grupos. El PCoA
muestra resultados muy similares a los encontrgawsel andlisis bayesiano. Al
representar las subespecies tradicionalmente a@easpen el diagrama de PCoA se
puede observar que existe una falta de ajuste Entstructura genética hallada con
AFLPs y la estructura taxonomica al uso. EI AMOVéArgrquico sefiala que la
estructura genética encontrada por medio del ad®yesiano representa la mejor
particion de la diversidad genética de la espeé&in.términos generales la diversidad
genética es mas alta en las poblaciones de larmmtea de la Peninsula que en las del
sur. La poblacién que presenta el segundo gradoaftade singularidad genética es la
namero 9, situada al noreste de la Peninsula. é@aseacias de cpDNA dieron como
resultado un total de 16 polimorfismos y 9 haplagip La red de haplotipos construida
muestra una clara separacion entre los haplotigts € 1X] y el resto. Se detectd
variacion haplotipica intra-poblacional en tredae31 puntos de muestreo, siendo los
haplotipos mas frecuentes el | y el lll. Se eneoh tres haplotipos endémicos en el
noreste de la peninsula. La diversidad haplotipcanayor hacia el norte que hacia el
sur de la Peninsula Ibérica. La reconstruccioresiaya realizada es congruente con la

red de haplotipos.

La red de haplotipos y el &rbol filogenético sugmneuna diferenciacion inicial en dos
linajes intraespecificos, uno distribuido en el darla Peninsula, y otro que no parece
geograficamente restringido. La pérdida de contasitre éstos es probablemente
anterior a las oscilaciones climaticas del Plemtoc Aunque la ausencia de puntos de
calibracion externos ha impedido llevar a cabaal@cion de la filogenia intraespecifica
de J. auricula se puede afirmar que la distribucion geografiealas haplotipos
ancestrales 1 y VIII se ajusta a la distribucionakezonas que en el Mesiniense estaban

ocupadas por comunidades mediterraneas xerofgticakares a las que ahora albergan
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poblaciones dd. auricula lo cual apoyaria la hipotesis de que la divergeantre los
dos linajes pudo deberse a supervivencia diferend@ taxén en puntos
geograficamente aislados, cuando la Peninsulacibé&stuvo ocupada por masas
discontinuas de aguas salobres epicontinentaleaqu&u las pulsaciones climaticas
pleistocénicas no parecen haber tenido un grandmmpn las poblaciones del sur, si
podrian haber promovido la diferenciacion de hapbsten el norte peninsular, donde
las contracciones de éarea habrian podido pernatidiferenciacion de haplotipos
endémicos. La composicion genética actual de l@osspparece encontrarse bien
estructurada desde el punto de vista geogréaficanalisis de los datos permite abordar
la hipétesis de la existencia de una via de camtantigua entre las poblaciones del
interior ibérico, linea que coincide con las tierraiempre emergidas durante el
Tortoniense. Las caracteristicas genéticas deb&agon 9 indican que puede tratarse
de una poblacién relictica, quizas producto de rathuccion drastica del rango de
distribucion del linaje haplotipico [VIII+IX]. Laestructura espacial que reflejan los
patrones genéticos parece ser producto de lasacoitnes de rango en conexion con
maximos glaciares, seguidas de recolonizacionetglpomres mas o menos rapidas,
pero también de fragmentaciones de rango, contaemsdarios, colonizaciones a mas
0 menos larga distancia y situaciones de restnicdé flujo genético. La distribucion
de la diversidad genética intraespecifica paresporaler a las oscilaciones climaticas
del Plioceno-Pleistoceno y a los ciclos de expangigontraccion de area asociados a

ellas.

Debido a quel. auricula se encuentra en islas edaficas, se espqudori una alta
divergencia poblacional, sin embargo los nivelesat&gacion genética encontradesn
mas bajos que los hallados para otras especieladi@ag mientras que los niveles de
rareza son comparativamente elevados y, al cantjae los de diversidad, no estan
distribuidos de acuerdo a un patron geograficoo€gatrones pueden tener que ver con
razones paleohistdricas y paleoclimaticas, aunquéaja disponibilidad de habitat
favorable para la especie no parece haber limi@adoodo drastico sus movimientos de
dispersién a escala historica. Los analisis deuestra genética muestran que existe
cierto grado de estructuracion genética dentrd. gairiculg lo que indica cierto grado
de aislamiento entre poblaciones. Sin embargo iledes de divergencia encontrados
para la totalidad de la especig{F).325) no son altos, es posible guauriculaposea

cierta capacidad de dispersion a media o largardist y que esto haya facilitado el
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intercambio genético entre poblaciones. En con@fygbarece que la estructuracion y
variacion de la variabilidad genética &rauricularesponde, tanto a un patron historico,
como a un modelo clasico de islas de habitat. Riona] si este resultado es aceptado,
habria que revisar la evaluacion del grado de ansed@ la especie en el conjunto de su

distribucion ibérica.

Los datos obtenidos en este estudio no parecenaagdaycoincidencia entre el
tratamiento taxonomico infraespecifico aceptada fpeaespecie y la organizacion de la
variacion genética. En este trabajo no se handtewa cabo estudios morfologicos
detallados, pero la revision, tanto de materiahedario como de especimenes frescos
en campo, no hizo evidentes las diferencias mayfohé asociadas a la distribucion
geogréafica de las subespecies. Ademas, los recuat#ocromosomas realizados
confirman que el nimero cromosOmico es constant®das las subespecies (2n=40).
Considerando lo expuesto, se puede concluir quearere apropiado el reconocimiento
de taxones infraespecificos dentraldauricula
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CAPITULO 5. Filogeografia del endemismo tirrénico Arenaria
balearica L.: Huellas genéticas de la historia de las islasontinentales

del Mediterraneo Occidental desde el Oligoceno

Dentro de la cuenca mediterranea las islas copstitimportantes puntos calientes de
diversidad, debido a sus altos niveles de endemismamero de especies. Las altas
tasas de diversificacion que frecuentemente seeetraun en las islas han sido
explicadas aludiendo a diferentes procesos comadiacion adaptativa, predominante
en islas oceanicas y la divergencia poblacionaklemso de fragmentos continentales.
En la cuenca Mediterranea, las Islas Tirrénicade@das, Corcega, Cerdefia y Sicilia)
son identificadas como uno de los 10 hotspots dersidad vegetal de la Region.
Tanto las islas Baleares, Corcega, Cerdefia confocblipiélago Toscano muestran
una gran complejidad paleogeografica y paleoclicaatiecho que ha provocado que la
historia de la flora que las pueblan sea muchassvgmoducto de eventos de
fragmentacion y divergencia poblacional. Pero existademas acontecimientos
climaticos que han podido afectar en gran medida laistoria evolutiva de la flora
vascular del Mediterraneo Occidental, como el leaaento del estrecho de Gibraltar
y la consecuente desecacion del mar Mediterranee, pgrmitio la formacion de
puentes de tierra que facilitaron intercambiosloi@fy fauna. La crisis de salinidad del
Messiniense fue seguida por el establecimientaétgien climatico mediterraneo en
el Plioceno y mas tarde, por los ciclos glaciarelsRlio-Pleistoceno, fenémenos que
influyeron de manera determinante en la supervigendistribucién geografica y
diversificacion de un gran nimero de linajes. Dtedns maximos glaciales el nivel del
mar llegd a ser entre 120 y 150 m menor que eotieabdad de manera que, al parecer,
se establecieron conexiones directas entre laalastislas de Cércega y Cerdefiay con
la Peninsula Itdlica.Algunas islas, como Montecristo y Capraia permaareaqi sin
union alguna con el continente mientras que ladsldavolara estuvo unida a Cerdefia
durante los maximos glaciales. Las Baleares, tambe vieron afectadas por las
fluctuaciones en el nivel del mar, que provocareriquos de conexion y desconexion

entre islas.

Arenaria balearical.. es un endemismo tirrénico, que se encuentrfardea natural en

las islas de Mallorca, Corcega, Cerdefa y en akjisias del Archipiélago Toscano.
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Se trata de una herbacea perenne, mas o0 menodosaspBin especializaciones
evidentes para la dispersién de sus semillas a @iggancia. Su nimero cromosémico
es & = 18. Esta especie crece habitualmente en ladeassquedos y pefascos calizos
o en laderas frescas y humedas. Muchas especiéseag del Mediterraneo tienen en
comun su presencia en habitats rocosos y proteggdosomunidades con niveles bajos
de presion. Este tipo de ambientes se caractenman tener una distribucion

fragmentada, albergar altos niveles de endemismporgue representan refugios de

taxones relicticos.

En el presente estudio se utilizaron marcadores ApLP y secuencias de ADN
cloroplastico para analizar la organizacion espatgda diversidad genética, asi como
la historia evolutiva del endemismo tirréniégenaria balearica a fin de tratar de
aclarar si la actual distribucion de la especie darersas islas del Mediterraneo
Occidental se debe a evolucién disyunta o, shalistribucion se explica mejor por
causas bioldgicas o antropogénicas. Se pretendar li@ cabo una reconstruccion
filogeografica que permita conocer detalles soardiversificacion espacial y temporal
de las poblaciones d& balearica para reconocer el papel que realmente han jugado

los procesos de fragmentacion de area en la evoluld la especie objeto de estudio.

La reconstruccion de las lineas de costa para dittfeaneo Occidental a 21 KyBP que
se presenta en este trabajo fue realizada extrayéosl datos topograficos y
batimétricos del area de estudio de ETOPO, ajustahanodelo digital de elevacion

actual a 120 m.

Se recolectd y secé material vegetal de 213 indogdprovenientes de 29 puntos de
muestreo. Los pliegos de referencia fueron depbsstaen los herbarios de las
Universidades de Salamanca, Granada y/o Caglidicionalmente, se seleccionaron
tres muestras de la espegiebertolonij para ser utilizada como grupo externo en los
analisis de haplotipos cloroplasticos. También seusncio la region ITS en 28
muestras dé. balearica y en diversas muestras de las espe&idgertolonii, Arenaria
funiculata, Arenaria tejedensig A. suffruticosaSe encontrd que el grupo de estudio es
claramente monofilético. EI ADN gendmico se extrapando el protocolo 2x CTAB
con modificaciones. Para la obtencion de los merfile AFLPs se siguié el protocolo de

Voset al, con modificaciones menores. Los productos deCIR Belectiva se separaron
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en un secuenciador de electroforesis capilar erhaddad de Gendmica de la
Universidad Politécnica de Madrid. Se secuencidres regiones ADN cloroplastico
en un total de 52 individuos. Los productos de RB&Rurificaron y analizaron en un
secuenciador automatico de electroforesis capkaladUnidad de Gendmica de la

Universidad Politécnica de Madrid.

Como primer acercamiento a las relaciones genégicdmles y a la estructura de los
datos, se realizaron los analisis de Neighbourid@iiNJ) y NeigbourNet (NNet).
Adicionalmente se realiz6 un analisis de coordesgutincipales (PCoA), y como
estimacion complementaria, la asignacion de logvithdos a grupos establecidos
siguiendo modelos Bayesianos. Adicionalmente sailzabn el indice de diversidad de
Nei y el indice de rarez&réquency down-weighted marker valupdV). Finalmente se
realizaron analisis moleculares de la varianza (AM{) examinando cinco tipos de
agrupaciones jerarquicas. Las secuencias de cpDEAn ensambladas, editadas,
alineadas y concatenadas. Lgemps mayores a un par de bases se codificaron como
mutaciones de un solo paso y trataron como urt@estado de caracter. Se construyo
una red de haplotipos en la que se Asdertoloniicomo grupo externo, usando el

algoritmo de parsimonia de Templeton.

Segun el NJ, la diversidad genética actual defdaas se estructura de manera general
en dos grandes grupos, sin embargo PCoA muestesaaso grado de estructuracion
de la variacién genética de la especie. Hay urta f& ajuste entre los resultados
obtenidos con el NJ y PCoA, ya que el segundo @ndierto grado de diferenciacién
entre las poblaciones de Mallorca y las de Corcpgey no de las de Cerdeia. El
agrupamiento bayesiano sefiala que la mejor partide la variacion genética es en
cuatro grupos uno de los cuales se encuentra espeel® en todas las islas y
practicamente en todas las poblaciones. Este snalisestra también que han debido
existir importantes contactos secundarios entrgdddaciones de Corcega y Cerdefia.
El AMOVA jerarquico sefala que la estructura ger@tencontrada por medio del
analisis NJ representa la mejor particion de lemidad genética de la especie. En
lineas generales, los valores mayores de rarezaveysilad se presentan en las
poblaciones de la isla de Cércega, mientras qudagnde Mallorca, en general,
diversidad y singularidad son bajas. La concatémade las regiones de cpDNA dio

como resultado un alineamiento de 2422 pb, conotal tle 33 polimorfismos y 12

32



haplotipos. La red de haplotipos construida presant topologia en forma de estrella,
con un haplotipo central a partir del cual parebaber derivado los demas; este
haplotipo esta presente en todas las islas. B s haplotipos son mucho menos
frecuentes, siendo el mas derivado el VI. Lgddigpos derivados son endémicos de
una isla y, por lo general, endémicos de una Upmalacion. Se detectd ademas
variacion haplotipica intra-poblacional en 6 de28spuntos de muestreo. La diversidad
haplotipica mayor se presenta en Cerdefa y la neanibtallorca.

Los paleoendemismos tirrénicos ofrecen multiplesitplidades para llevar a cabo
estudios que podran llegar a demostrar la valide2ad hipétesis que atribuian un
origen precuaternario a muchas de las especiesejoensideran paleoendémicas. Los
datos obtenidos para. balearicaparecen apoyar su caracter paleoendémico y que su
actual distribucion disyunta en las islas de MalprCoércega, Cerdefa, Tavolara y
Montecristo (las poblaciones de Capraia no handwoder incluidas en este trabajo),
puede explicarse sobre la base de la disgregaelbMakcizo Hercinico, acontecida a
comienzos del Oligoceno. Los datos procedentesani&lisis de AFLPs indican que
existe un bajo grado de organizacion de la varadul genética intraespecifica, y en
especies con limitada capacidad de dispersion cémdalearica, se esperarian
encontrar niveles significativos de divergenciaremnioblaciones, especialmente en
aquellas que permanecen o han permanecido en @stamlLos resultados estan
también en correspondencia con la obtencion deshajeles de divergencia en las
diferentes agrupaciones poblacionales ensayada®l eAMOVA. Los resultados
obtenidos a partir de las secuencias de cpDNA smgraentes con lo anterior. La
forma en estrella de la red de haplotipos sugiaeetqdos los haplotipos actualesAle
balerica han derivado de un Unico haplotipo ancestral. el gste haplotipo ancestral
esté bien representado en todo el rango de disibibale la especie sugiere una posible
huella oligocénica. Los haplotipos endémicos deaaah de las tres islas mayores,
habrian derivadin situ a partir del haplotipo ancestral y de forma inaejpente unos
de otros. De los datos obtenidos a partir de AFh®ss posible inferir episodios
interinsulares claros de dispersion a larga disgtiamdemas, la topologia en estrella de
la red haplotipica parece poco compatible con istenxcia de este tipo de eventos. Los
resultados hallados parecen concordar con un esz@&mael que las poblaciones Ae
balearica habrian sufrido fragmentacion antigua. Estas point@s podrian haber

obtenido refugio en habitats de relativa estaldlidebiental a lo largo del Cuaternario.
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Sin embargo, llama la atencion los bajos nivelesat@&cion haplotipica encontrados,
pero se ha propuesto que muchos paleoendemism@sdis presentan bajos niveles
de variacion morfolégica interpoblacional, pese & gus poblaciones llevan largo
tiempo aisladas, 1o que podria estar en consonamciague esas especies muestren
bajas tasas de evolucion molecular. Esta afirmapenece verse respaldada por los
resultados obtenidos en este trabajo. En el cago dalearicalos resultados obtenidos
sugieren la existencia de contactos secundariasregites entre las islas de Corcega y
Cerdefa, posiblemente en momentos posterioresdisgregacion de Mallorca, pero
que no podemos datar con exactitud, razoén por & @pos contactos podrian ser

Messinienses o Cuaternarios.
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CAPITULO 6:
CONCLUSIONES



CAPITULO 6.Conclusiones

Se han llevado a cabo estudios filogeograficos idiegia de conservacion, utilizando
AFLPs y secuencias de ADN plastidial, pakatragalus edulisBunge (Fabaceae),
especie que se distribuye en las islas mas orentdel Archipiélago Canario
(Lanzarote y Fuerteventura), Marruecos y en elsterde la Peninsula Ibérica, de los

cuales se concluye que:

1. Las variaciones en el nivel del mar producto de potsos glaciales del
Pleistoceno debieron afectar de manera sucesivas aareas de transicion
Mediterraneo—Macaronésicas, y parecen haber caitdlile manera decisiva a
modelar tanto la estructura como la diversidad geméctual de la especie.

2. No se han hallado evidencias genéticas de evemtalispgersion recientes (ni
anicos, ni multiples) a larga distancia desde Mzgos hacia las Canarias
orientales. Sin embargo, no puede descartarseidtergia de estos eventos en
tiempos remotos, durante los que diversos isletesy sumergidos situados
entre las costas canaria y marroqui, estuvieronrgidos y pudieron haber
facilitado intercambios de flora entre ambos teriits. Los datos disponibles
(conexion antigua entre las poblaciones Canarilklyno permiten distinguir
con claridad esta hipétesis, de la de que hayadpaskistir una fragmentaciéon
del rango antiguo de distribucion de la especidaetnansicion Mediterrdneo—
Macaronésica.

3. Los resultados obtenidos mediante el andlisis dePAFy haplotipos de ADN
plastidial paraA. edulis son congruentes con la hipotesis de que las d#as
Lanzarote y Fuerteventura emergieron como una (miédad, una protoisla
conocida con el nombre de Mahan, y que permaneciesoectadas entre si
durante largos periodos de tiempo.

4. Se han hallado evidencias de intercambio genéted. @dulisentre el norte de
Africa y el continente europeque quizas tuvieron lugar a través del mar de
Alboran. Los islotes, en su mayor parte hoy sundesgipresentes en la region,
podrian haber actuado como pasaderstepping stongs que facilitaron
contactos entre esas areas. Los datos obtenidfiextam la hipotesis de que las
plantas anuales tienden a mostrar mayores nivadeflupb genético que las
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perennes, a través de la barrera biogeograficaeguesenta el area Estrecho de
Gibraltar-Mar de Alboran.

5. Sobre la base de los datos obtenidos utilizand@adares del ADN nuclear
hipervariable tipo AFLP, se ha procedido a la satet de RGUCsrglevant
genetic units for conservatipnLos datos obtenidos indican que, si se pretende
preservar el 99.9 % de la diversidad genética gldba#\. edulis es necesario
conservarin situ o ex situal menos seis poblaciones (o subploblaciones). Se
calcularon las probabilidades de pérdida de alelss, a fin de poder
seleccionar aquellas poblaciones que en particlgaerian ser protegidas (o
recogidas para conservacién sity) sobre la base de una composicién alélica
singular. Dichas probabilidades de pérdida indicare la proporcién de
poblaciones (o subpoblaciones) que deben ser peskey de cada uno de los
tres nucleos geograficos principales en los Ajuedulisse encuentra distribuido
son: 45% de la Peninsula Ibérica : 34% de Marruec@d% de las islas
Canarias.

6. Considerando los niveles de diversidad y rarezdicas hallados a nivel
poblacional, la proporcién éptima de poblaciones daberian ser muestreadas
de cada grupo geogréfico, su singularidad haptatipidiversos aspectos, tanto
ecologicos, como referidos a medidas legales dequoidn que las afectan, las
poblaciones que se recomienda priorizar son: AE4 % AE5 de la Peninsula
Ibérica, AE10 y AE11 de Marruecos y AE16 de lagssCanarias.

Por otra parte, se ha llevado a cabo un estudigeilgrafico, utilizando AFLPs y
secuencias de ADN plastidial, pagacobaea auricula(Bourg. ex Coss.) Pelser
(Asteraceae), endemismo ibérico restringido a detadas islas edaficas, el cual

permite concluir que:

7. El analisis filogenético de las mencionadas sedasnmdica una diferenciacion
intraespecifica en dos linajes principales inigalseparados por un numero
relativamente elevado de pasos de parsimonia, lepehsugiere que la pérdida
de contacto entre ambos debe ser muy antigua, lesbante anterior a las
pulsaciones climaticas del Plio-Pleistoceno. Estiedp se interpreta como una
fragmentacion de area antigua, quizas miocénicguid® de supervivencia

diferencial del taxén en zonas geograficamente radpa. Los resultados
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obtenidos del andlisis de AFLPs apoyan este pafd@ifado en datos de
secuencias plastidiales, pero sugieren una histgghitiva alin mas compleja.

8. La complicada organizacién espacial de la varidaili genética intraespecifica
en J. auricula indica supervivencia en multiples areas refugienyperiodos
paleohistéricos diferentes. Ademas, parece implichversos procesos:
contracciones de rango en conexidn con maximosiagés; seguidas de
recolonizaciones postglaciares mas o0 menos rapidaExo también
fragmentaciones de area quizds muy antiguas, dostaecundarios entre
linajes, y/o colonizaciones a mas o menos largamtiga asi como situaciones
de restriccion del flujo genético.

9. El hecho de qué. auricula crezca en islas edaficas, y la consecuente baja
disponibilidad de habitat favorable para la espepie haya podido darse a
escala paleohistorica, no parecen haber limitadmalgo drastico su capacidad
histérica de dispersion.

10. Los datos genéticos obtenidos no apoyan que egitcidencia entre el
tratamiento taxondmico infraespecifico hasta el mwim aceptado pard.
auricula y la organizacion de la variacion genética tal cose deriva del
analisis de AFLPs. Esto indica que debe replarddarsvaluacion del grado de

amenaza de la especie en sentido amplio.

Por ultimo, se ha llevado a cabo un estudio filggéfico, utilizando AFLPs y
secuencias de ADN plastidial, pa#aenaria balearicaL. (Caryophyllaceae), especie
restringida a islas continentales del Mediterra@eoidental, como resultado del cual se

ha hallado que:

11.Ambas fuentes de datos sugieren congruentementeequel pasado, debid
existir un area de distribucién continua de esteqedemismo tirrénico (o de
sus ancestros) y que su actual distribucion esuptodde la posterior
fragmentacion de su rango de distribucion, quizémsecuencia de la
disgregacion y desplazamiento relativo de las mlaeas Corso-Sardo-
Calabrense, por un lado y Balear-Cabilia, por otro.

12.Se confirma la existencia de contactos secundaresurrentes, bien
messinienses, bien cuaternarios, entre las isla€daeega y Cerdefia, que

permitieron intercambios floristicos entre una yaotSin embargo, no se ha

38



encontrado evidencia de este tipo de contactomdados entre estas islas y
Mallorca.

13.Se han hallado bajas tasas de evolucién molecnlAr balearica que estan en
consonancia con la existencia de bajos niveles a@gaocrdn morfoldgica
interpoblacional, pese a que las poblaciones de@anta llevan largo tiempo
aisladas. Este resultado apoya la hipétesis de lgsepaleoendemismos

tirrénicos, presentan bajas tasas de mutaciénaatasch estasis morfolégica.

CHAPTER 6. Conclusions

Phylogeographic and conservation biology studiesdaoted using AFLP data and
plastid DNA sequences féwstragalus eduliunge (Fabaceae), a species distributed on
the easternmost Canary Islands (Lanzarote and éwesrtiira), Morocco and in the

southeast of the Iberian Peninsula, allow the ¥alhg conclusions:

1. The successive Quaternary sea level oscillatiome paobably contributed in a
decisive way to shaping both structure and curgenetic diversity ofA. edulis
in the Mediterranean-Macaronesian transition area.

2. Genetic evidence of recent long-distance dispexgahts (single or multiple)
from Morocco to the Eastern Canary Islands hasbeeh found. However, the
existence of these events in ancient times caneafiscarded. When several
seamounts, now submerged, located between the \Cktends and Moroccan
coasts, were emerged they could have facilitatezhanges of flora between
both territories. The available data (i.e., anci@annection between the
Canarian populations and M4) do not allow differidn of this hypothesis
from the one that proposes that a fragmentatioa farmerly more continuous
range of the species in the Mediterranean-Macaramdsansition may have
happened.

3. Obtained results from the analysis of AFLPs and MpDhaplotypes forA.
edulis are consistent with the hypothesis that Lanzaaotd Fuerteventura
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islands emerged as a single unit, a proto-islaravknas Mahan, and remained
connected for a long time.

4. Evidence of genetic exchange between North AfrrehBurope has been found.
This exchange perhaps took place across the AlbBean Islets present in the
region, most of them today submerged, could haveedeas stepping stones,
which facilitated contacts between those areas. ddta obtained confirm the
hypothesis that annual plants tend to show higkegl$ of gene flow than the
perennial ones, through the biogeographic bareeresented by the Alboran
Sea-Strait of Gibraltar area.

5. On the basis of the data obtained using DNA hypelkbke nuclear markers,
RGUCs (relevant genetic units for conservation)ehbeen selected. The data
indicate that, if it is intended to preserve the998 of the overall genetic
diversity of A. edulis it is necessary to conserwesitu or ex situa minimum of
six populations (or sub-populations). Rare alleless probabilities were
calculated, in order to select those populationghvbeserve to be protected (or
collected forex situconservation) on the basis of its unique alletimposition.
These rare alleles loss probabilities indicate that proportion of populations
(or subpopulations) that must be preserved in eaththe three main
geographical cores in which edulisgrows are: 45% for the Iberian Peninsula;
34% of Morocco; 21% of the Canary Islands.

6. Taking into account the diversity and allelic naralues found at the population
level, the optimal proportion of populations thabsld be sampled from each
geographical group, the presence of endemic hgpstyas well as ecological
and legal measures of protection affecting thenpufadions recommended to
prioritize are: AE1l, AE4 and AE5 (Iberian Peningul&AE10 and AE1ll
(Morocco) and AE16 (Canary Islands).

Additionally, a phylogeographic study, using AFL&sd cpDNA sequences has been
carried out forJacobaea auriculaBourg. ex Coss.) Pelser (Asteraceae), an lberian

endemic restricted to edaphic islands. It allowesdonclusions:

7. Phylogenetic analysis of above mentioned sequeimcksate an intraspecific
differentiation in two initial main lineages, septad by a relatively large

number of steps of parsimony. This suggests thatidhs of contact between
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these two lineages must be very old, probably previto the Plio-Pleistocene
climatic oscillations. This pattern can be intetpdeas an ancientperhaps
Miocene- area fragmentation, followed by differential swali of the taxon in
geographically separate areas. The AFLP resultsasthis pattern, originally
found in sequences data, but they suggest an eve& complex evolutionary
history.

8. The complex spatial organization of intraspecifiengtic variability inJ.
auricula indicates survival in multiple refuge areas infali€ént paleohistoric
periods. Additionally, it seems to involve sevepabcesses: range contraction
associated with glacial maxima, followed by more less fast post-glacial
recolonizations, but also ancient area fragmemtafiosecondary contacts
between lineages, and/or more or less long-distaalmmization and restriction
of gene flow situations.

9. The fact thatl. auriculagrows in edaphic islands and the consequent hgpoth
low availability of favorable habitat for the spesiin a paleohistoric scale, do
not seem to have dramatically limited the histdridspersion ability of the
species.

10. Genetic data do not support the coincidence betweemfraspecific taxonomic
treatment accepted until now far. auricula and the structure ofjenetic
variation, as derived from AFLP analysis. It isréfere necessary to reconsider

the evaluation of the threat degree for this spgecie

Finally, a phylogeographic study, using AFLPs apBMNA sequences, has been carried
out for Arenaria balearicaL. (Caryophyllaceae), a species restricted to inental

Islands in the Western Mediterranean. This suggests

11.In the past, this Thyrrenic paleoendemic specigsitfoancestors) showed a
continuous distribution area. The current distitoubf A. balearicais a product
of subsequent range fragmentation, due perhapetdisintegration and relative
movements of the Corsican-Sardinian-Calabrian rpiete, on the one hand,
and Balearic-Kabylies microplate, on the other.

12.The existence of recurrent secondary contacts (kiass or Quaternary),

between Corsica and Sardinia, allowed floristichexges between both islands.
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However, there is no evidence of this kind of cohtaetween these islands and
Majorca.

13.Low rates of molecular evolution have been foundirbalearica which are
consistent with low levels of morphological intesgulation variation, despite
the fact that the populations of this plant haverbisolated for a long time. This
result supports the hypothesis that Thyrrenianqeddemic species present low

mutation rates, associated with morphological stasi
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SUMMARY



1. Introduction

This work is framed within research projects thavén been developed thanks to the
collaboration of Universidad de Salamanca y Unidad de Granada researchers.
Philogeography and its tools have been used inrdaeterpret the fingerprint that
different paleoclimatic and paleogeographic phenmnéave left printed in the
structure and genetic diversity of the species #natbeing studied. Theoretical island
fundamentals were also used to study ancestraliedsas current, genetic patterns in
the specieéstragalus edulisJlacobaea auriculandArenaria balearica

This doctoral thesis was realized due to the firdraad grant fromBanco Santander
andAgencia Espafiola para la Cooperacion Internacioredditionally, some chapters
have been financed through contributions of thgegte from the Direccion General de
Investigacion-Ministerio de Economia y Competitadl] references CGL2012-32574,
CGL2010-16357 y CGL2009-07555.

Islands constitute simple and small units, wittadiedefined limits, that are susceptible
to be labeled. Its homogeneity and isolation gitany or permanent) have allowed the
study of ecological and evolutionary answers thHag¢ tontinental communities’

complexity makes difficult to elucidate. In a geslenay, islands can be divided in two
classes: continental islands and oceanic islaredsglthe main difference between them
the contact (or the lack of it) that has had whlk tontinental masses and its biota.
Some mainland habitats can be considered as “haldads”, or patches of a particular
kind of habitat, isolated from similar patches labhat zones that are totally different.
Resemble oceanic islands because its spatial imolahd in the restriction of genetic

flow in which the species that live in it have besebmitted, being the main difference
between this “habitat islands” and the real islatiasfact that the first do not present
clear and defined limits, and are surrounded bytatsbwith species that are capable of

establishing successful populations within de patch

Despite the recent fragments, the habitat islanmdsstable, in number and species
composition. This kind of habitat usually hosts Bm@opulations, with reduced

dispersion capacity, but which do preserves itemjgnce potential. There is a certain
number of theoretical works that have used theddanodel as paradigm to explain the

way in which the interactions between the gene fleffective population size and
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genetic drift influence the patterns of intra amter population diversity, but not so

many practical works dedicated to prove the validitthe established hypothesis.

Plants turn to strategies of dispersion that detegrphysic and spatial localization of
the individuals and genotypes within the populatjcas well as the quantity of genetic
exchange within and between populations. Howewer structure of genetic variability

in plant populations is not due only to the conterapy forces of genetic exchange, is
also product of historical factors. The impacthustevolutionary history makes the use
of phylogeographic studies necessary to understarithylogeography is a relatively

recent discipline, it uses molecular tools to idgrand interpret the signs or genetic
fingerprints that paleohistorical changes haveitetihe diversity and genetic structure
of individuals and populations. Recently some tezhrinave been developed to the
study of genetic variability in a molecular levély means of specific markers. To
reflect the interesting processes in phylogeogi@tstudies, the molecular tools to be
used must be adjusted to the characteristics o$ttidied organisms and its dynamics.
ecause of that, and in the present study nucle&lPA and organular (cpDNA

sequences) were used.

The species included in this study are typical rdular systems, which can be true
islands or habitat islands, which have in commanpresence of disruptive distribution,
high level of geographical isolation between popals and no presence of it, until
now, genetic studies that help to elucidate itslgianary history and to explain the
inter and intrapopulational diversity patterns tlaatrrently present. Some of this
species, besides, belong to priory habitats toerwasion in Europe and are gathered in

catalogs of threatened species, under differertttoategories and criteria.

Astragalus eduli8unge (Fabaceae)

Astragalus eduliss an annual herbaceus, of variable size. Itiflm@gripinnate leaves,
inflorescence in stalked clusters, with papiliontevers of white yellowish or white
blue corolla. The fruit is a legume, with a wellvétped keel in the suture line of the
carpel. The distribution area of the species inetudortheast Africa, Southeast of Spain
and Canary IslandsA. edulisgrows in pastures of dry zones, the variationsainfall

of the zones in which it inhabit provoke that tipedes present important year-on-year

fluctuations in its population sizes. It does nlobw any kind of asexual reproduction,
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nor obvious adaptations for the dispersion of raihd seeds. Due to its presence could
be favored by the moderate alteration of its hgbitas possible to think in human or
cattle dispersion. Astragalus eduliss included in several Spanish red lists as “in
danger” (EN). Some iberian populations, or at Igast of them, are in protected areas.
Despite some proposals to its protection in Sghigre are not known initiatives for its

protection outside Spanish territory.

Jacobaea auriculdBourg. ex Coss.) Pelser (Asteraceae)

Jacobaea auriculais a perennial herb, with leaves arranged in basaktte,
inflorescence in capitula, with yellow flowers. Aates with pappus persistent or
deciduous, dispersed mainly by wind. Chromosomebmurdn = 40. This species is an
Ibero-North-African endemism, distributed along tbeental half of the Iberian
Peninsula, with one reference of its presence enstirrounding of Djelfa (Algeria). It
inhabit in rocky places and gypsum grounds, althotigcan also found in saline
depressions. Within the species variation, theeetlaree recognized subspecies, all of
them included as vulnerable (VU) in thesta Roja de Flora Vascular Espafiola (Red
List of Spanish Vascular Florgnd theCatalogo de Especies Amenazadas de Aragon
(Species Catalog of Aragon Endangered Spgci€se subspeciesicoricusis also
cataloged in Aragon and Catalufia as vulnerable]ewthie subspecieauricula is
included in thelLista Roja de la Flora Vascular de Andaludi@ed List of Andalucia

Vascular Florg as “endangered”.

Arenaria balearical.

Arenaria balearical. is a perennial herb, with small leaves dispodedsely in the
inferior part of the stem. Flowers are generallyely and white colored. The
chromosome number of the species is 2n = 18. lvgia terrain slopes, cavities at the
foot of crags and fresh hillsides, in climates withritime influence. It is endemic from
the islands of European Occidental Mediterran@aanaria balearicaseems to not be
affected by the human influence, and it can berfeddy the presence of fountains and
water deposits near the towns. Due to its ornarheriaest, it has been introduced and
naturalized in Great Britain and France.

The present doctoral thesis has been structurdtv@nchapters. The first ones is an
introduction and contain the theoretical basis imol the rest of the chapters are based

on. It begins with island biogeography and how dhiginal concepts applied to real
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islands have been adapted to explain the ecologsgtaille patches of or “island
habitats”. To continue, there is an approximatehef concept of phylogeography and
the applications that within this discipline hahe molecular markers. Finally there is a

brief description of the object species of the pnesvork.

In the second chapter, there is a phylogeograplsitaly of the specieAstragalus
edulis In this chapter is analyzed how the main biogapiical barriers and the
paleogeoraphic and paleoclimatic history have @rited in the distribution and

structure of the actual genetic diversity of theces.

Third chapter is focused in conservationAsitragalus edulislt is proposed the use of
Relevant Genetic Units for Conservation for the aggament and conservation of the
species. It is combined the use of molecular marketh the study of ecological,

population and phylogeographic data parametersedsas other relevant qualitative
parameters, to detect the priority populations #mmke who contain the maximum

genetic diversity considering the global pool af 8pecies.

In the fourth chapter the paleohistorical and péllewtic factors are studied that have
determined the actual genetic diversity structuithiw a typical species of the iberian
habitat islands, i.eJ. auricular. Also the levels of divergence in between popafei

of a species were also studied, to determine ifféead pattern in genetic groups is

congruent with the intraspecific taxonomic treatingsed until now.

Finally, in the fifth chapter there is a revisiohtbe impact that the geotectonic history
and isolation of Thyrrenic islands has had in #Hwual distribution and genetic
structure ofArenaria balearica which distribution includes Majorca, Corsica, @ara

and some Tuscan archipelago islands. By a phylogpbg reconstruction, it was
analyzed the role that has played the formatiorcgs® of Western Mediterranean

islands in the evolution of the studied species.
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GENERAL AIMS

For this study we have selected spedssragalus eduliBunge,Jacobaea auricula
(Bourg. ex Coss.) Pelser adenaria balearicaL. and used hypervariable nuclear
markers of DNA as well as plastid DNA sequences to:

- Analyze the spatial genetic diversity organizatias, well as the evolutionary
history of these species of endemic flora, pre$#¥astern Mediterranean and
Macaronesia island systems, in order to identifyséhfactors that have shaped
their current geographic distribution.

- Asses the fingerprint that Oligocene paleohistamc paleoclimatic events in
the Western Mediterranean area (and Macaronesi® ledt printed in the
structure and genetic diversity of the studied msec

- Explore the diversity and singularity genetic paise as well as the inter and
intra population differentiation in species withtural fragmented distribution.

- Propose a method for the selection of relevanttgenaits for the conservation
of A. edulis which takes into account a phylogeographic petsge and that
can be extended to other threatened species wakivedy wide distribution

areas.

2. Range-wide phylogeography of Astragalus edulisudige (Fabaceae): The impact
of Quaternary sea level changes in the western Mddrranean—Macaronesian
transition

The cycles of desiccation and transgression oMhbditerranean Sea in the Messinian
period, after the closure of the connection to Atlantic, enabled interchanges of
lineages of flora and fauna that predated the Messisalinity crisis. After this, the
opening of the Strait of Gibraltar caused partiinetion and isolation of previously
connected populations and seems to have promotadant speciation at least in some
documented cases. The Quaternary climatic osoiiathave also contributed to model
the genetic structure and spatial distribution @ftdo and have eventually led to
speciation. One more event that may have had impadhe current distribution of
plants in Northern Africa is the uplift of the AflaMlountains, that may represent a
formidable barrier for the migration of lowland wehytic species, but its relative

power at preventing such migrations has not beeacily tested yet. Another
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geographical barrier for plant migration in Morocothe Riffian Corridor, which
connected the pre-Mediterranean sea with the Atl@tean just before the Messinian
salinity crisis and represented a strong barriertfie migration of plants both before

and after the Messinian age.

Astragalus edulisBunge is an annual herbaceous, that shows higldyundt
distribution area that include the southeasterm glathe Iberian Peninsula, Lanzarote
and Fuerteventura, and Morocco, where is distributethree population cores that are
roughly separated by the Rif and Middle Atlas Ma@un$. This strikingly disjunct
distribution provides an ideal system to investgdhe postglacial evolutionary
dynamics of Western Mediterranean endemic specdiesept at both sides of the
Alboran Sea and Atlas mountains, which has alsontpéd the easternmost islands of

the Canarian Archipelago.

In this work we use sequencing of chloroplast DNALNA) regions and amplified
fragment length polymorphism (AFLP) fingerprintingo reconstruct the
phylogeographic patterns and the timing and temipdiféerentiation of intraspecific
lineages within A. edulis. Our objectives are: iff@ntify long term survival areas for A.
edulis; (2) evaluate the impact of the sea levettilations during the Quaternary
succession of glacial cycles on population divecgeii3) give a satisfactory answer to
the question on how the colonization of the Canistgnds by the Mediterranean
lineage A. edulis took place and explore mechanismster-island colonization; (4)
asses the role that the Alboran Sea, Atlas mouwtdime extension between the
easternmost and westernmost Moroccan populatiotghendiscontinuity between the
eastern Canary Islands and the Moroccan coast played in the genetic divergence

within the study species.

To meet these objectives, leaf material from 31 ey sites, along the entire
distribution range of A. edulis, was collected atreéd in silica gel. The main Iberian
population core was decomposed in 19 sampling wtescure a comparable sampling
effort. Total genomic DNA was isolated from cradhdried leaf material following the
2x CTAB protocol. AFLP profiles were obtained follimg established protocols with
minor modifications. To complement the informatigiven by the dominant markers,
the trnG-trnS, trnC-rpoB and tabF-tabC regions wsrquenced to explore haplotype

variation.
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As approach to the main genetic structure of thecigg, following analyses were
conducted: Neighbour-Joining (NJ), an unrooted NeogirNet (NN) and a Principal
Coordinate Analysis (PCoA). As an estimate of plopulation genetic structure, a
model-based Bayesian assignment was performedinddsators of genetic diversity,
Nei's gene diversity index and frequency down-weghmarker values per population
or sampling site (DW) were calculated and finatly,test the comparative historical
effects of the main biogeographical barriers, ardn@hical analysis of molecular
variance (AMOVA) was performed for four differentogipings. cpDNA sequences
from the three regions were concatenated and gagel than one base pair was coded
as single-step mutations and treated as a fifthacher state, mononucleotide repeats of
different sizes were excluded. To infer the gengiald relationships among haplotypes,
was constructed an unrooted haplotype network, gusie statistical parsimony
algorithm as implemented in TCS 1.21. Further phghetic analyses were conducted
using BEAST 1.7.1 with GTR as substitution mod&he evolution rate was modeled
in a relaxed molecular clock framework with an umetated lognormal distribution for
the substitution rate variation and a coalescerdehwith constant size assumed as tree
priors. The prior distribution of the mutatione@atvas given as a normal distribution
with a mean 1.16 x 10-9 substitutions per site m#lion years and a wide standard
deviation of half the mean. The root was constiditeea maximum age of 500 Ka,
based on the divergence time estimations of A.iedidm its sister species A. boeticus.
To map the past and current shorelines in dethd, gresent-day topographic and
bathymetric data covering the area were extraatea the ETOPO1. This model was
built from numerous global and regional data sets] is available in "Bedrock".
Estimates of exposed land area at LGM with resfmetite present-day are the result of

raising 120 m the values of the Digital Elevationdél.

NJ and NN diagrams, as well as PCoA, revealed \@wmrall structure of genetic

variation into three main groups. Bayesian clusterconducted resulted in a best
partition of four clusters. Nei's gene diversityglex ranged from 0.04 to 0.20, and DW
varied from 0.99 to 7.87. The genetically mostidigttve sampling sites were found in
the central parts of the semidesertic area of Tese(Spain) and in Fuerteventura,
while the lowest DW values have been found at #segnmost part of the large Iberian

population. AMOVA analysis demonstrates that tiee@htinuity between the Canary
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Islands and the remaining populations may haveeplan important role shaping the
genetic diversity and structure in A. edulis. Thengtic structure in three groups
accounts comparatively for a high amount of thaltgenetic variance (24.70%) and

similar results are obtained for the remaining gaplical groupings tested.

cpDNA regions resulted in an alignment of 2545 bidaplotype genetic variability
within A. edulis was remarkably low; all mutationegether defined a total of 7
haplotypes. TCS inferred a parsimony network witmaximum limit of four steps.
Intrapopulational haplotype variation was detectedive sampling sites within the
Iberian population, which shown two endemic haglet/ as well as the western
Moroccan populations. A single endemic haplotypes i@und in Fuerteventura and
Lanzarote. According to our reconstruction, degf@ration among lineages occurred ca.
117 (339-10) Ka between haplotypes VI and VII, daled with a split between
haplotype V and the remaining lineages (ca. 318-%00 Ka), and between haplotype
Il and the remaining lineages (ca. 252; 465-69 Kayt, the differentiation of the
lineage that contains haplotype Ill could have omlica. 196 (413—-33) Ka. There is a
clear case of incongruence between the reconsinsctibtained with TCS and BEAST

based on the same cpDNA sequence data matrix.

Bayesian reconstruction revealed a pattern that lmeagxplained by long-term survival
in climatically favored areas. It also suggest thaedulis was once broadly distributed
and that posterior climatic changes could have ethasd initial range fragmentation.
Considering only the AFLP data would lead to thenatosion that the Canarian
populations of A. edulis do not show evident tieghwthe Moroccan or Iberian
populations. In fact, the obtained AFLP data arly compatible with a general pattern
of range constriction and long term isolation, whicould be explained by the
hypothesis that A. edulis reached the easternmasal@ Islands through seamounts
that were emerged during glacial periods, and ladg@ulations in the intervening areas
went extinct at interglacial stages. This hypotheasialso congruent with the general
phylogeographic pattern based on cpDNA variatioddifionally, the well supported
close relationship between haplotypes VI and Vdigates ancient contacts between
Morocco and the Canary Islands, which points totiNdtfrica as the primary source
area for the initial colonization of the island€?robably the region that today is
Fuerteventura could have been colonized first. falsethat the populations from both

islands share the same endemic haplotype andhbabverall genetic composition is
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highly homogeneous, indicates that the currenthasste populations could be a single

big one when the present day separate islandsavg@rgle protoisland (Mahan).

Bayesian analysis, phylogenetic reconstructionquBiIEAST and our reconstruction of

the coast line during LGM, suggests that secondarytacts and gene flow among
populations from North Africa and the Iberian Peila may have existed. Considering
the available data sources as a whole, our resdis represent the first evidences of
recurrent contacts between these continents oNé&ukterranean side to the east of the
Strait, maybe through the today submerged seamauantbe Alboran sea, which

stresses the significance of this area at fadgiigaborth—south (and vice versa) dispersal
routes during the Pleistocene glaciations. The gee@ temporal matches between
haplotypic divergence events and the main Quatgrpalaeoclimatic events could be
misleading, given the low Bayesian support levéisimed for the relevant clades in the
phylogenetic reconstruction. This problem is prdpatlue to the low levels of

haplotypic variation found. Further evidence isdegkto provide accurate dates but, in

this case, the absence of appropriate fossil reamiitirepresent a serious limitation.

The Alboran Sea, the Atlas Mountains and the lagension between eastern and
western Moroccan populations were identified aiséary barriers for genetic flow,
nevertheless when the impact of these barriensngl&neously considered, appear that
them have mainly shaped genetic diversity withinedulis. It seems that even if the
Alboran Sea has had some impact shaping genetarsiliy in the species, has not
completely prevented gene flow during the Pleiste¢avhile the Atlas mountain range
and the easternmost end of the Rif plus Middle Abarriers do not represent important
obstacles for genetic exchange within the speciBise maintenance of two endemic
haplotypes in Moroccan populations M4 and M5 sutggksg term isolation between
them. The molecular-clock chronogram confirms tlagl term isolation of M5,
suggesting that could represent at least a secpndéugial area for the species. In
annual herbs, it has been hypothesized the exestehcefugial areas at low altitudes
around the Atlas Mountains, our data would confitmat. The Iberian Peninsula
contains both, the sampling sites for which maxindiversity together with maximum
rarity have been found, and those for which thesaes are minimum. These values,
and the finding of two endemic haplotypes, indictiat the central parts of the large
Iberian population may represent long term in siuvival areas for A. edulis. The

easternmost Iberian subpopulations could be proolusingle dispersal events and the
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extremely low genetic diversity and rarity that ythdisplay could be signatures of
genetic bottlenecks. In Morocco, the northeastapulations contrastingly contain
maximum and minimum values of diversity and singtya indicating long term
survival in one population and that the other cdadda result of a single dispersal event,
being the first one the source area. This finees@ast to east colonization pattern,
along with the low values of diversity and rariguhd in the easternmost Iberian and
Moroccan sampling sites, may indicate that theweaslts colonization history of the

species might be affected by founder effects ameie bottlenecks.

3. Designing conservation strategies through the leetion of Relevant Genetic
Units for Conservation in the endangered specigsstragalus edulis Bunge

It is widely accepted that the best way to preseramt species, communities and
ecosystems is conserving both, habitat and ecabgrocesses. However, the
increasing levels of habitat loss make this kindcofservation strategy no longer
sufficient to ensure the survival of world’s plaspecies. Thus, an approach more
focused on species and their genetic compositiaedsired. Effective conservation
programs should try to identify management unitat theflect the evolutionary
importance of lineages within the species. In tBense several estimators, as
Evolutionary Significant Units (ESUs); Managementitd (MUs); Operational
Conservation Units (OCUs); Fundamental Geographml dvolutionary Units
(FGEUSs); Functional Conservation Units (FCUs), haeen assayed to try to give a
satisfactory answer to the question on how manyvamdh populations ought to have
conservation priority. Recently was introduced toecept of Relevant Genetic Units
for Conservation (RGUCSs), that helps to identhg imost singular populations based
on the idea that rare alleles are essential inezgation, because they represent unique
evolutionary products that could provide the speaigth advantageous properties to
cope with eventual environmental shifts. One of tmain advantages of this
conservation genetic approach is that allows olecprioritization of particular
populations of plants under low-extinction riskegadries, particularly in taxa that have
many populations and individuals, which makes difi or unaffordable active

protection and monitoring of the entire distributiarea of the species.
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In SpainA. edulis is considered under International Union for then€svation of
Nature (IUCN) category of extinction risk as an amgered species and it is included in
several national and regional red lists; nonetiseless not yet been assessed for the
global scale IUCN Red List. Some locations of thenpin the Iberian Peninsula are
included in Natura 2000 network aslkightly in the RENPA Network, but others are out
of such protected zones and none of the placelseirCanary Islands or Morocco are
effectively protected. Additional conservation maas have been proposed for the
populations in Spain, but its high relative aburcam the Iberian Peninsula, as well
the fact that the plant is scattered in Morocco #mel Canary Islands, precludes

management of the whole distribution range of fhecies.

In this study we have used AFLPs, sequences of ép@hd field data to design a
management strategy for the endangered spéciexiulis Considering the disjunct
distribution area and the interesting biogeograplaitterns previously described for tis
species, the main phylogeographic informationse &ghken into consideration to design
a conservation genetic strategy through the seledi RGUCs. Our specific aims are:
(1) Evaluate the distribution of the genetic diigramong the different populations,
subpopulations and/or geographic cores; (2) Asdest v8 the number of populations
that should be sampled or preserved in order ttuca@ representative percentage of
the genetic variation d&. edulis (3) Identify which populations should be priazéd to
better represent the genetic singularity and gebgcavariability for ex situ anéh situ

conservation.

Leaf material from 17 population cores was sampthedughout the entire distribution
range of the plant. In all cases the number ofviddals collected per population or
subpopulation was proportional to core size. Taeaeha correct sampling of the main
Iberian population (IP), it was decomposed intas&fhpling sites then; those sites were
regrouped into 6 subpopulations to warrant homogersampling sizes. As only very
few individuals were found in two geographicallpst sampling sites from Morocco,
them were regrouped into one population core. draltel with the plant material
sampling, some qualitative variables were measurearder to examine the existing
patterns of rarity among locations. Thus, to supfite evaluation of the conservation
status of the studied populations, the followingapaeters were applied: Relative

population size, local abundance, vulnerability deghl status. Total genomic DNA
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extraction and the AFLP procedure were performdtbviang established protocols.
Selective amplifications products were separated aorcapillary electrophoresis
sequencer at the genomic department of the UndamisPolitécnica de Madrid. Three
cpDNA regions were explored in search of haplotypeiation to complement the

information given by the mainly nuclear AFLPs.

To evaluate the genetic structure parameters oll@ving analyses were performed: an
unrooted phylogram based on Nei's and Li genetstadices, using the Neighbour-
Joining (NJ) clustering method, Principal CoordenAnalysis (PCoA) and an analysis
of molecular variance (AMOVA). The last one wassfficonducted considering all
populations belonging to the same group and, seqmardtioning genetic variation into
portions assignable to differences among threegbreetl groups, in order to test the
existence of genetic structure among geographicakions. Additionally were
calculated the Nei's gene diversity index and thexjiency down-weighted marker
values per population or sampling site (DW), focke@opulation. Finally, the number
of rare alleles (N was calculated as an additional measure of radpDNA sequences
were assembled and edited and an unrooted haplogtperk constructed and used to

infer the genealogical relationships among haplesyp

To the selection of RGUCs, the values of the proibalof loss of rare alleles are
compared with those of the degree of inter-popohesiubdivision. First, the population
differentiation coefficient (k7) is used to estimate the total number of poputatithat
should be targeted according to the equation P Fs7l- Second, using the mean
frequencies of rare bands and their associatedapiidies of loss, frequencp was
calculated using the expression L =p)f*. For each rare allele the observeg) @nd
expected (L) probabilities of loss were calculated. The negatatural logarithms of
those values were plotted and used to calculateegective linear regressions. The
representative R value was calculated as the eptdietween the slope of the expected
regression line and the slope of the observed ssgne line. Finally, the available
information on cpDNA sequences (Chapter 2), togethi¢gh the set of qualitative
parameters were considered to establish which ptpok of A. edulis deserve

conservation priority.
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Approximately half of the populations & edulisshow large relative population sizes
(> 1 knf) the other ones have small sizes (<1?kmBut most of them have a low
number of individuals (< 1.000 individuals), anégent moderate habitat vulnerability.
Most of Iberian populations have large sizes, Hagal abundances and acceptable or
moderate habitat quality. Most of the Morocco pagiohs have small populations with
reduced local abundances and moderate or critiolevability. Canary Islands
populations present a combination of the rarityrfer and moderate or acceptable
vulnerability. A total of 1134 polymorphic and iedle bands were obtained, with an
insignificnt final error rate (1.67%). AFLPs deted low levels of intrapopulation
genetic diversity folA. edulis Nei's gene diversity index ranged from 0.066 01b55.
The total species diversity was 0.108. Regardinigyrahe genetically most distinctive
population seems to be AE16 in Fuerteventura, whielowest DW values have been

found in the easternmost part of the large Ibepgpulation (AE6).

Both the unrooted NJ tree and the PCoA revealecladefined genetic structure of
populations in correspondence with geographic ggolijpe same geographical groups
are revealed by the PCoA, but in this case therapfa close relationship between
some of the Moroccan and all the Canarian sampiggested by NJ does not seem to
be supported, while an affinity between the Morocead the Iberian individuals is
suggested. AMOVA analysis of the entire data se& aingle group reveals that the
genetic variation among individuals is meaningfligher than the variation among
populations. The results of the hierarchical AMOV&onfirm the division of
populations into the three geographic groups fduwntlJ and PCoA analyses.

According to our results, the 99.9% of the speonsrall genetic diversity through the
entire distribution range oA. edulis would be represented by six populations. This
should be the minimum number of populations to drgeted in order to accomplish
suitable conservation objectives. There were fo2in8 rare alleles, 66 of which were
exclusive to IP, 78 M and 57 to CThe representative R value considerfgedulisas
one group was R = 0.354. This value, calculatetpendently for each geographic
area, were: IP = 0.407, M = 0.355 and CI = 0.29Bhe optimal proportion of
populations to be sampled for conservation purpre@s each geographical group can
be expressed as 0.45: 0.34: 0.21. Although wewaageaof the fact that estimates of the

level of genetic variation are difficult to compaaeross studies based dominant
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markers, the levels of genetic variationAinedulisappear to be similar to that found in
other outcrossing annual species, showing moressr¢omparable distribution areas to
that of A. edulis,indicating that relative differences in populatidiversity are not an
artifact of the number of sample per populatione Tivtained diversity levels are also
comparable to those shown by other Mediterraneaanp&l herbs, perennial herbs
belonging to the same genus, or even long-liveelstfeom the Western Mediterranean
region.

The selection of RGUCs has allowed the estimatioth® number of populations that
should be targeted to sample a 99.9% of the totalegc diversity ofA. edulis
Considering the diversity and rarity values found éach population based on AFLP
data and also this optimal proportion of populadida be sampled for conservation
purposes from each geographical group, we woutdhilyirecommend the selection of
populations (or subpopulations) AE1, AE4 and AB%)(IAE8 and AE9 (M) and AE16
(CI) as of priority interests. Subpopulations AEHI&AE5 show maximum diversity and
rarity values within the Iberian distribution rangkthe species and their sampling may
warrant conservation of two Iberian endemic, apann the widely distributed ones.
Selecting AE1, would additionally contribute to tbenservation of another endemic
haplotype. Within the Canary Islands, population 1l8Eshows comparatively the
highest values of singularity and diversity; aslvesl the unique endemic haplotype of
the Cl. For Morocco the selection of RGUCs is mammplicated. Within this
geographic area, populations AE8 and AE9 presémshighest values of singularity
and diversity, but two of the endemic haplotypesnmir N Africa would not be
represented. Therefore protection of populatioBd Band AE10 would be also highly
desirable as the evolutionary history based on cdBNA. eduliswould be taken into
account. Given that the Moroccan populations of 8pecies show medium values of
genetic diversity and rarity, the decision on whisbpulation deserve priority for
conservation purposes would be more correct g lhased on the consideration of rare
or restricted haplotypes. Therefore, AE10 and ABAduld be prioritized over AE8 or
AE9.

Followed method to choose RGUCs is based not onlyhe approach indicated by
previous authors, but on the consideration of cempgitary phylogeographic and
ecological data and is, therefore, more comprekiersnd also probably more useful.
The identification of these highly representativapylations based on genetic data is

essential to design appropriate conservation guaielel especially considering that this
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species is included in one of the lower threat Ul€Megories because it presents a
relative high number of populations and also effechumber of individuals (at least in
the large Spanish main population), which makeScdit the protection of the entire

distribution range of the species.

4. Genetic complex patterns in Iberian habitat islads: Phylogeography of
Jacobaea auricula(Bourg. ex Coss.) Pelser (Asteraceae)

The Iberian Penninsula is a transitional regios; physiographic heterogeneity has
determined the evolutional history of the floraeliges that inhabit there. According to
Barronet al, during the Paleogene the Iberian flora was dotathdy paleotropical
elements, but along the Neogene there was a despktt or disappearing of the
subtropical flora and a strengthening of the Mediigean one. During the Miocene and
Pliocene there was a gradual reduction of vegetarsity, and an expansion of
Mediterranean taxa, mostly in lowlands of the laerPeninsula. In the upper Pliocene,
glaciar and interglaciar cycles started, promotihg alternation of the warm-humid
flora and Mediterranean steppe. From middle Pleete, the rhythm of these
oscillations accelerated, provoking the drasticngeain the distribution and abundance
of plant communities by affecting in a cyclic wdnyetgeographical range of species and
ecosystems. So during the periods in which ecoébgionditions were not favorable,
the geographic range of the species was contracteing isolation and divergence,
but in the periods with adequate conditions, rangesanded again, allowing the
secondary contact between populations. Zones inhndoispecies survive in the periods
of maximum range contraction are called refuger@lare multiple refugia within the
Iberian Peninsula, with diversity patterns thategpto be the result of expansion and

contraction cycles of distribution range of sevefacies.

Jacobaea auricula(Bourg. ex Coss.) Pelser §enecio auriculdourg. ex Coss.) is an

iberian-northafrican endemism. This taxon pres#mse recognized subspecies, which
have been described on morphological characterss,bbesides they seem to be
associated with their geographical distribution.| Alubspecies are included as

vulnerable (VU) in several red lists.
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There is no enough phylogeographic empiric daggants that grow in edaphic islands,
were the isolation by distance, as well as the inmeéffect are theoretically associated.
J. auricula has been selected as model species, and markeis asu AFLP and

chloroplast DNA have been used to: (1) Study antérpmet the intraspecific

phylogeographic patterns & auricula; (2) Explore diversity patterns and genetic
singularity, as well as inter-population differextion level, to try to determine the
impact that its disjunct distribution have beenit® current genetic structure and
variability; (3) Study the divergence levels amogenetic groups and check if the

obtained pattern is congruent with the intraspect¢égkonomic classification.

Plant material from 285 individuals belonging to mpling points was collected and
dried in silica gel. Additionally, an herbaria sdmpf Jacobaea othonnagas selected
to be used as outgroup in the chloroplastic hapksgyanalysis. To ensure the groups’
monophyletic status, was sequenced the ITS regi@random samples, that were then
analyzed together with two analog sequences olatdinen GeneBanK. Genomic DNA
was extracted according to 2x CTAB protocol. ToaidtAFLPs profiles the Vost al.
protocol was used, with minor modifications. SelecPCR products were separated in
a capillary electrophoresis sequencer at the Gembmiit of Universidad Politécnica de
Madrid. Additionally, three cpDNA regions were sequente&’b individuasl. Purified

PCR products were analyzed in an automatic sequahtee same Genomic Unit.

Following analyses were carried out: Neighbour-ihgr(NJ), NeigbourNet (NNet), a
principal coordinate analysis (PCoA) and assigmabb the individual to established
groups following the Bayesian models. Adittionalgi’s diversity index and DW were
calculated for each population. Finally, a molecalaalysis of variance (AMOVA) was
realized, examining five hierarchical aggrupatiorShloroplast sequences were
assembled, edited, aligned and concatenated. Gagstreated as missing data in the
further analysis and there were no inversions fouridally a construction of an
haplotype network, using the Templeton parsimomgp@thm, and a phylogenetic tree

based on the Bayesian analysis were built, both Jvibothonnaeas outgroup.

NJ and NNet diagrams revealed that the genetiawani of the species is divided in 7
main groups while the Bayesian algorithm threw assallt that the best partition of the

genetic variation is in four groups. PCoA showsyvamilar results to those found in
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the Bayesian analysis. By representing the trathtlp accepted subspecies in the
PCoA diagram it can be noticed that there is a t#Hcadjustment between the genetic
structure found with AFLPs and the taxonomic stiestbeing used. Hierarchic
AMOVA analyses points out that the genetic struetiound by the Bayesian analysis
represents the best partition of the genetic dityeos the species. In general terms, the
genetic diversity is higher in populations of nodteas of the peninsula than those of
the south. The population that presents the selmmest grade of genetic singularity is
number 9, located at northeast of the Peninsula.CPiDNA sequences gave a result of
16 polymorphisms and 9 haplotypes. Haplotype néiwsitows a clear separation
between haplotypes [VIII + IX] and the other onés intra-population haplotypic
variation was detected in three of the 31 sampkssbeing | and Il most frequent
ones. Three endemic haplotypes were found in thehe@st of the Peninsula.
Haplotypic diversity is higher to north than sowththe Iberian Peninsula. The built

Bayesian reconstruction is congruent with the hgpk network.

Both, the haplotype network and phylogenetic treggest an initial split in two
intraspecific lineages, one distributed in the Booft the Peninsula and the other that
doesn’'t seem geographically restricted. The lossonitact between them is probably
previous to climatic oscillations of the PleistoeerAlthough the lack of external
calibration points has stopped the dating of theagpecific phylogeny al. auriculg it
can be assured that the geographical distributfoancestral haplotypes | and VI
adjusts to the zone distribution which in the Mess1 age were occupied by
Mediterranean xerophitic communities, similaritoge that now host populationsJof
auricula, supporting the hypothesis that the divergencevémt the two lineages could
have been due to the differential survival of teatin isolated geographic areas, when
the Iberian Peninsula was occupied by discontinumasses of epicontinental salt
water. Even though the Pleistocene climatic pulsatido not seem to have had great
impact in southern populations, they could promdkeddifferentiation of haplotypes in
the north of the peninsula, were area contractiongd have allowed the differentiation
of endemic haplotypes. The actual genetic commosif the species seems to be well
structured from the geographic point of view; tregadanalysis allows addressing the
hypothesis of the existence an ancient way of cbriiatween the populations of the
central Iberian area, line which matches with theegent lands during the Tortonian

Age. Genetic characteristics of the population nentbindicate that it could be a relict
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population, maybe product of a drastic reductionthe distribution range of the
haplotypic lineage [VIII+IX]. Intraspecific genetdistribution of the species appears to
be product of the Plioecene-Pleistocene climaticillaions, and their associated

contractions and expansions of its distributioaalge.

Due toJ. auriculais found in edaphic islands, it is expectegbriori that shows high
population divergence levels, however, the genetication values found are lower
than those found in other plant species, whileréineness values are comparatively high
and, on the contrary of the diversity levels, @b mspond to a geographic distribution
pattern. Found patterns may be related to palewiistind paleoclimate reasons,
although the low habitat availability favorable the species do not seem to be limited
in a drastic manner its dispersion movements oriseorit scale. Genetic structure
analysis shows that there is a certain level aficttire withinJ. auricula which
indicates certain grade of isolation between pdpmra. Although the levels of
divergence found for the species{F0.325) are not high, it is possible tidatauricula
has some long or medium distance dispersion cgptmat has facilitated the genetic

exchange between populations.

Concluding, it appears that the structure and tranaof genetic variability inJ.
auricular answers to a historical pattern, as well as asidavodel of habitat islands.
Finally, if this result is accepted, there is adhé® check the evaluation of the menace

level of the species in the set of its Iberianrdstion.

The data obtained do not seem to support the ct@nce between the intraspecific
taxonomic treatment accepted for the species aerdotiganization of the genetic
variation. In this work there were no detailed nfuregical studies, but the checking of
herbarium and fresh specimens, did not made evittentmorphological differences
usually associated to the geographical distributibthe subspecies. Besides, the made
chromosome recounts confirm that the chromosome beums constant in all
subspecies (2n=40). Considering this, it can becloded that is not appropriate the

intraspecific taxa acknowledge withinauricula
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5. Phylogeography of the Tyrrhenian endemicArenaria balearica L.: Genetic
traces of the history of the continental islands othe Western Mediterranean from
the Oligocene

Within the Mediterranean Basin, islands constitatportant hot spots of diversity, due
to their high levels of endemism and species numbee high rates of diversification
often found in islands have been explained by uhfie processes such adaptive
radiation in, predominant in oceanic islands, aodypation divergence, in the case of
continental fragments. In the Mediterranean basie, Tyrrhenian Islands (Balearic
Islands, Corsica, Sardinia and Sicily) are ideedifas one of the 10 hotspots of plant
diversity in the region. Balearic Islands, CorgiSardinia and the Tuscan archipelago
show great Paleogeographic and paleoclimatic contplevhich has caused that the
story of the flora inhabiting them contains seveepisodes of fragmentation and
population divergence events. But there are alberotvents that have been able to
affect the evolutionary history of the vasculardlof the Western Mediterranean, such
as the lifting of the Strait of Gibraltar and sutpsent desiccation of the Mediterranean
Sea, which allowed the formation of land bridgest flacilitated exchanges of flora and
fauna. The Messinian salinity crisis was followsdtbe establishment, in the Pliocene,
of a mediterranean climate regime, and later by Rhe-Pleistocene glacial cycles,
phenomena that has decisive influence in the salviyeographical distribution and
diversification of a large number of lineages. Dgrithe glacial maximum, sea level
came to be between 120 and 150 m lower than tamlbowing the establishment of
direct connections between Corsica and Sardiniavatidthe Italian Peninsuleésome
islands, such as Montecristo and Capraia remaispdrated from mainland, and the
island of Tavolara was linked to Sardinia during thlacial Maxima. The Balearic
Islands were also affected by fluctuations in #nel of the sea, which caused periods

of connection and disconnection between islands.

Arenaria balearicalL. is a Tyrrhenian endemism, which could be natyridund in
Majorca, Corsica, Sardinia and some islands offtiean archipelago. It is a perennial
herbaceous, more or less cespitose, without obwspesializations for long-distance
seed dispersal. Its chromosome numbemis=2L8. This speciegrowsusually at the
base of limestone cliffs and rock face or in cont anoist slopes. Many endemic

species of the Mediterranean have in common thesgnce in rocky protected habitats,
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within communities with low levels of pressure. §hiype of environments are
characterized by having a fragmented distributiogh levels of endemism and because
they represent taxa relictic shelters.

In the present study were used AFLP markers and\épBequences to analyze the
spatial genetic diversity organization, as well thg evolutionary history of the
Tyrrhenian endemismrenaria balearicain order to clarify if the current distribution
of the species in the islands of the Western Meditean is due to disjunct evolution
or, if such distribution is better explained bylbgical or anthropogenic causes. It was
performed a phylogeographic reconstruction to dlate details on spatial and temporal
diversification of the populations @. balearica to recognize the role that they have
played in the processes of fragmentation in theluthemary history of the studied

species.

The reconstruction of the coast lines for the Westilediterranean at 21 KyBP,
presented in this work, was carried out by extractopographic and bathymetric data

of the study area from ETOPO and adjusting thealigievation model 120 m.

Plant material from 213 individuals from 29 of sdimg points was collected and dried
in silica gel. Reference specimens were depositatia herbaria of the universities of
Salamanca, Granada or Cagliari. Additionally, wiected three samples of the species
A. bertolonii to be used as outgroup in the haplotypes analysiShere was also
sequenced the ITS region in 28 sample#.obalearicaand in several samples of the
speciesA. bertolonii, Arenaria funiculataArenaria tejedensisand A. suffruticosa
There was found that the study group is clearly optwyletic. Genomic DNA was
extracted using the 2 x CTAB protocol with minor difecations. To obtain the AFLPs
profiles, was followed the Vost al, protocol with minor modifications. Selective PCR
products were separated into a sequencer of agp#lactrophoresis in the genomic
unit of the Universidad Politécnica de Madrid. Tdhevas sequenced three cpDNA
regions in a total of 52 individuals. PCR produatsre purified and analyzed in an

automatic sequencer of capillary electrophoresthénsame unit.

As first approach to global genetic relationshipsl ghe structure of the data, a

Neighbour Joining (NJ) and NeighbourNet (NNet) smat were performed.
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Additionally a Principal Coordinates Analysis (PQoAas run, and as a supplementary
estimate, the assignment of individuals to esthbtis groups, following Bayesian
models, was done. Additionally Nei’'s diversity i’dand frequency down-weighted
marker value§DW) were calculated. Analysis of molecular vadgar{AMOVA), were
finally made by examining five types of hierarchigeoupings. cpDNA sequences were
assembled, edited, aligned, and concatenageg@sgreater than two pair of bases were
encoded as a single-step mutations and treated fdih asstate. Then a network of
haplotypes, withA. bertoloniias outgroup, was built, using the algorithm ofspaony

of Templeton. According to the NJ, the currentegendiversity of species is divided
into two large groups; however PCoA shows a lowelesf genetic variation in the
species structure. There i$aak of adjustment between the results obtainet thi¢ NJ
and PCoA, since the second indicates some degrediffafrentiation between
populations of Majorca and Corsica, but not frontdBaan populations. Bayesian
clustering indicates that the best partitioninggehetic variation is in four groups, one
of which is represented in all the analyzed islazag in virtually all populations. This
analysis also shows that have due be importantngecy contacts between the
populations of Corsica and Sardinia. HierarchicM@VA analyses suggest that the
genetic structure found by the NJ analysis reptsstire best partition of the genetic
diversity of the species. In general, the greatasty and diversity values arise in
populations of Corsica, while in Majorca, in geedaversity and singularity values are
low. The concatenation of cpDNA regions resultecm alignment of 2422 bp, with a
total of 33 polymorphisms and 12 different hapl@ypThe built haplotype network has
a star shape topology, with a central haplotypectviseem to have derived the others;
central haplotype is broadly distributed in albisis. The rest of haplotypes are much
less frequent, being the most derived haplotype AMl.derived haplotypes are endemic
to an island and, generally, to a single populatintraspecific haplotype variation was
detected in 6 of the 28 sampling points. Higheplbigpe diversity values occur in

Sardinia and the lowest ones in Majorca.

Thyrrenian paleoendemisms offer multiple possibk#itfor carrying out studies that will
prove the validity of the hypothesis that attrilsli@ pre-Quaternary origen to many
species that are considered as paleo-endemicdaftaebtained foA. balearicaseem
to support its paleoendemic character and thaarésent disjunctive distribution, in the

islands of Majorca, Corsica, Sardinia, Tavolara Bluhtecristo (populations of Capraia
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haven't been included in this work), can be exm@dion the basis of the disintegration
of the Hercynian Massif, that took place at theitieigg of the Oligocene. AFLP data
obtained indicate that there is a low degree oawoization of the intraspecific genetic
variability, in species with limited dispersal cajg, as A. balearica, would be
expected to present significant levels of divergeamong populations, especially in
those that remain or have remained isolated. @sults are also in correspondence
with the low levels of divergence obtained in thiéedent population groups tested with
AMOVA analysis. The cpDNA results are also consisteith the above described.
The star shape presented by the haplotype netwmydests that all current haplotypes
of the studies species have been derived fromghesancestral haplotype (haplotype 1).
This ancestral haplotype is well represented inghtre range of distribution of the

species, fact that suggests a possible Oligocegerforint.

Endemic haplotypes of each of the three majonddawould have derived-situfrom
the ancestral haplotype and independently from eatbler. From the AFLP data
obtained is not possible to infer clear inter-islapisodes of long distance dispersal, the
shape of the haplotype network seems too littlapatible with the existence of this
kind of event. The results found seemmtatch with a scenario in that populationsfof
balearica would have suffered old fragmentation. These pagpads could have
obtained refuge in habitats with relative environtaé stability throughout the
Quaternary period. However, becadbe low levels of haplotype variation found, it
have been proposethat many thyrrenian paleoendemisms shows low de\adl
morphological inter-population variation, despitee tfact that their populations have
been isolated for long periods of time, fact thatild be consistent with the fact that
these species presents low rates of molecular gmoluThis afirmation seems to be
supported by the results obtained in this workthie case ofA. balearicaour results
also suggest the existence of recurrent secondary dsntaetween Corsica and
Sardinia, possibly after their breakdown from MagorBut was not possible to date
accurately them, reason why we just suggest theticontacts could be Messinian or

Quaternary.
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6. Conclusions

Phylogeographic and conservation biology studiesdaoted using AFLP data and
plastid DNA sequences fdstragalus eduli8unge (Fabaceae), a species distributed on
the easternmost Canary Islands (Lanzarote and éwesrtiira), Morocco and in the

southeast of the Iberian Peninsula, allow the ¥alhg conclusions:

1. The successive Quaternary sea level oscillatiome beobably contributed in a
decisive way to shaping both structure and curgenktic diversity ofA. edulis
in the Mediterranean-Macaronesian transition area.

2. Genetic evidence of recent long-distance dispargahts (single or multiple)
from Morocco to the Eastern Canary Islands hasbeen found. However, the
existence of these events in ancient times canedadiscarded. When several
seamounts, now submerged, located between the YCht@nds and Moroccan
coasts, were emerged they could have facilitatethanges of flora between
both territories. The available data (i.e., anci@annection between the
Canarian populations and M4) do not allow differaidn of this hypothesis
from the one that proposes that a fragmentatioa fafrmerly more continuous
range of the species in the Mediterranean-Macaramdsansition may have
happened.

3. Obtained results from the analysis of AFLPs and NpADhaplotypes forA.
edulis are consistent with the hypothesis that Lanzaaotd Fuerteventura
islands emerged as a single unit, a proto-islaravknas Mahan, and remained
connected for a long time.

4. Evidence of genetic exchange between North AfrrehBurope has been found.
This exchange perhaps took place across the AlbBean Islets present in the
region, most of them today submerged, could haveedeas stepping stones,
which facilitated contacts between those areas. ddia obtained confirm the
hypothesis that annual plants tend to show higkegl$ of gene flow than the
perennial ones, through the biogeographic bareeresented by the Alboran
Sea-Strait of Gibraltar area.

5. On the basis of the data obtained using DNA hypéeakke nuclear markers,
RGUCs (relevant genetic units for conservation)ehbeen selected. The data
indicate that, if it is intended to preserve the998 of the overall genetic
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diversity of A. edulis it is necessary to conserwesitu or ex situa minimum of
six populations (or sub-populations). Rare alleless probabilities were
calculated, in order to select those populationghvbeserve to be protected (or
collected forex situconservation) on the basis of its unique alletimposition.
These rare alleles loss probabilities indicate that proportion of populations
(or subpopulations) that must be preserved in eaththe three main
geographical cores in which edulisgrows are: 45% for the Iberian Peninsula;
34% of Morocco; 21% of the Canary Islands.

6. Taking into account the diversity and allelic naralues found at the population
level, the optimal proportion of populations thabsld be sampled from each
geographical group, the presence of endemic hgpstyas well as ecological
and legal measures of protection affecting thenpufaiions recommended to
prioritize are: AE1l, AE4 and AE5 (Iberian Peningul&AE10 and AE1ll
(Morocco) and AE16 (Canary Islands).

Additionally, a phylogeographic study, using AFL&sd cpDNA sequences has been
carried out forJacobaea auriculaBourg. ex Coss.) Pelser (Asteraceae), an Iberian

endemic restricted to edaphic islands. It allowesdonclusions:

7. Phylogenetic analysis of above mentioned sequeimcksate an intraspecific
differentiation in two initial main lineages, septad by a relatively large
number of steps of parsimony. This suggests thatidhs of contact between
these two lineages must be very old, probably previto the Plio-Pleistocene
climatic oscillations. This pattern can be intetpdeas an ancientperhaps
Miocene- area fragmentation, followed by differential swali of the taxon in
geographically separate areas. The AFLP resultsastiphis pattern, originally
found in sequences data, but they suggest an ewve® complex evolutionary
history.

8. The complex spatial organization of intraspecifiengtic variability inJ.
auricula indicates survival in multiple refuge areas infeliént paleohistoric
periods. Additionally, it seems to involve sevepabcesses: range contraction
associated with glacial maxima, followed by more less fast post-glacial

recolonizations, but also ancient area fragmentafiosecondary contacts
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between lineages, and/or more or less long-distaalmmization and restriction
of gene flow situations.

9. The fact that). auriculagrows in edaphic islands and the consequent hgpoth
low availability of favorable habitat for the spesiin a paleohistoric scale, do
not seem to have dramatically limited the histdridspersion ability of the
species.

10. Genetic data do not support the coincidence betweemfraspecific taxonomic
treatment accepted until now far. auricula and the structure ofjenetic
variation, as derived from AFLP analysis. It isréfere necessary to reconsider

the evaluation of the threat degree for this spgecie

Finally, a phylogeographic study, using AFLPs apBMNA sequences, has been carried
out for Arenaria balearical. (Caryophyllaceae), a species restricted to inental

Islands in the Western Mediterranean. This suggests

11.In the past, this Thyrrenic paleoendemic specigsitfoancestors) showed a
continuous distribution area. The current distidoubf A. balearicais a product
of subsequent range fragmentation, due perhapetdisintegration and relative
movements of the Corsican-Sardinian-Calabrian rpiete, on the one hand,
and Balearic-Kabylies microplate, on the other.

12.The existence of recurrent secondary contacts (kiass or Quaternary),
between Corsica and Sardinia, allowed floristichexges between both islands.
However, there is no evidence of this kind of cohtaetween these islands and
Majorca.

13.Low rates of molecular evolution have been foundiirbalearica which are
consistent with low levels of morphological intesgulation variation, despite
the fact that the populations of this plant haverbisolated for a long time. This
result supports the hypothesis that Thyrrenianqeddemic species present low

mutation rates, associated with morphological stasi
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