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derecha, se introducen en los tubos de 2ml y base ancha para ayudar a que el material de
hoja se pulverice mejor.

Figura 3.9. Homogeneizador automatico con dos brazos de sujecién. A la derecha, detalle
de los receptaculos donde se colocan los tubos conteniendo muestras que ya han sido
pulverizadas.

Figura 3.10. Muestra de hojas convertidas en polvo fino tras su machacado en el
homegeneizador automatico.

Figura 3.11. Las muestras son sometidas a distintos pasos de agitacién, centrifugacion y
adicion de soluciones hasta la formacién de varias fases dentro del tubo, quedando en la fase
superior translicida, el ADN. El color verde de la fase inferior es debido a los pigmentos
fotosintéticos como la clorofila.

Figura 3.12 a) Presencia del pigmento hipericina que le da una coloracién rojiza al
sobrenadante recuperado para Hypericum coadunatum, y b) presencia de mucopolisacaridos
que le dan una viscosidad muy alta al sobrenadante recuperado para Aichryson punctatum.

Figura 3.13. Preparacion y carga de los extractos de ADN en el gel de agarosa para su
electroforesis. @) Carga de muestras en cada uno de los pocillos del gel que ya se encuentra
cubierto por tampdn TBE 1X, en el interior de la cubeta de electroforesis. b) Soporte con los
laterales sellados con cinta para contener la solucién caliente de agarosa y tampdn, hasta
que se enfrie y solidifique. c) Papel de parafilm sobre el que se realiza la mezcla de 5 pL de
muestra con 3 pL de tampdn de carga, favoreciendo que las muestras se depositen en el
fondo de los pocillos.

Figura 3.14. Gel de agarosa en el que aparecen muestras con un alto contenido de ADN (p.
€j., carriles 2, 3, 4, 6, 7,9, 12, 25, 26, 27, 29 6 33) frente a muestras sin ADN (p. €j., carriles
13, 24, 34, 36 6 37) o con un bajo contenido en ADN (p. €j., carriles 1, 5, 8 6 38). La sefial
que aparece en la parte baja del gel se corresponde con el ARN, que por ser de menor
tamaio molecular que el ADN, ha migrado mas rapidamente a lo largo del gel.

Figura 3.15. Biofotdmetro NANODROP ND-2000c y ordenador portatil conectado a él para
la toma de datos.

Figura 3.16. Extractos de ADN con a) una coloracién oscura debido a la oxidacion de
proteinas y b) con una textura viscosa por la presencia de mucopolisacaridos.

Figura 3.17. Gel de agarosa (1,8%) correspondiente a la electroforesis realizada con los
productos amplificados para rbcL de algunos taxones de la RBGC. La muestra
correspondiente a la cuarta posicién, empezando por la derecha del gel, fue la Unica que no
amplificd, por ello no se visualiza una banda. Las bandas correspondientes al marcador de
tamano (100bp DNA Ladder H3 RTU, Genetics) que nos sirve de referencia para determinar si
la regién amplificada coincide con el tamafo esperado, las visualizamos en la primera
posicion del gel empezando por la izquierda. En este caso, esperabamos unos amplicones de
unos 700 pares de bases, que es el tamafo aproximado de la regidn rbcl en los grupos que
estamos estudiando. Vemos como los productos resultantes de la amplificacion de rbcl se
alinean, segun lo esperado, con la séptima banda del marcador de tamafo (7 x 100 pb).
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Figura 3.18. Cromatograma de una de las secuencias obtenidas para la regién matK,
editado con el programa BloEdit. La zona inicial de picos distorsionados (50 pares de bases)
tiene fondo oscuro y muestra claramente los problemas de lectura por saturacion del
secuenciador (ver texto). Aproximadamente después de los 50 primeros nucleétidos (zona de
fondo blanco), los picos de colores correspondientes a cada base nitrogenada se definen
mucho mejor, de forma que el secuenciador no comete apenas errores de asignacion.

Figura 3.19. Imagen de la ventana del programa Genejous donde se muestra parte de uno
de los alineamientos multiples obtenidos con su herramienta de analisis MUSCLE.
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Figura 4.1. Esquema de la ubicacién de la regién rbclL incluida en la secuencia de
Arabidopsis thaliana (1.439 bp). Se muestra Unicamente el fragmento (entre 1 y 743 bp) que
queda entre las zonas de anclaje de los cebadores para su amplificacion y secuenciacion
(extraido de la pagina web del CBOL). La designacion de los cebadores F y R (“forward” o

“reverse”) varia en funcién de los autores que han disefiado cada uno de ellos.

Figura 4.2. Esquema de la ubicacion de la region matK incluida en la secuencia de
Arabidopsis thaliana (1.581 bp). Se muestra Unicamente el fragmento (entre 173 y 1.132 bp)
que queda entre las zonas de anclaje de los cebadores para su amplificacion y secuenciacién
(extraido de la pagina web del CBOL). La designacion de los cebadores F y R (“forward” o

“reverse”) varia en funcidn de los autores que han disefiado cada uno de ellos.

Figura 4.3. Valores normalizados de distancias-p inter e intraespecificas (rbcl+matK, rbcl y
matK) mostrando que no se detecta un "DNA barcoding gap" (ambos tipos de distancias-p se
solapan) entre todos los casos, taxondmicamente claros, comparados en este estudio. La
media se muestra con una cruz, y la linea continua negra dentro del bloque corresponde a la
mediana. Los valores extremos se marcan con un rombo.

Figura 4.4. Ejemplos de tipos de caracteres (diagndsticos y no diagndsticos) identificados al
comparar secuencias de dos individuos (n1 y n2) de dos especies con-genéricas diferentes
(SP1 y SP2). Se sefialan con flechas gruesas los caracteres diagndsticos (monomorficos o
polimorficos). Algunos de los caracteres no-diagnéstico monomorficos se han agrupado con
una llave, mientras que con una flecha mas pequefia se sefiala el Unico caracter no
diagndstico polimdrfico que se detectd en el alineamiento que se muestra.

Figura 4.5. Arbol consenso obtenido con 1000 réplicas de bootstrap para la relacion entre
las poblaciones de Erica canariensis (Canarias y Madeira) respecto a las poblaciones de £.
platycodon de Canarias. En rojo se muestran las poblaciones de Madeira (£. canariensisy E.
maderensis), en gris las de Tenerife (£. canariensis y E. platycodon) y, en negro las de La
Gomera (E. canariensis y E. platycodon). Las ramas de los distintos clados del arbol
resultante, muestran un trazo diferente dependiendo de la especie que agrupen. (Imagen
extraida de Jaén-Molina et a/. 2010)
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Figura 5.1. El 46% de la superficie total de Gran Canaria que fue declarada Reserva de la
Biosfera supone unas 100.459 hectareas. En el mapa de la izquierda se representa la
zonificacion actual de la parte terrestre de la RBGC (Cabildo Insular de Gran Canaria 2008).
En el mapa de la parte derecha se muestran los espacios protegidos incluidos en cada una de
las mencionadas zonas. Se incluye una leyenda de colores tanto para el mapa de la izquierda
como el de la derecha.

Figura 5.2. Distintas imagenes de la RNE de Guguy. A la izquierda la playa de Guguy y a la
derecha acantilados donde nidifican las aves amenazadas.
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Figura 5.3. La RNI de Inagua. A la derecha, paisaje del pinar de Inagua y a la izquierda
detalle de la jarrilla de Inagua (Helianthemum inaguae) uno de los endemismos vegetales
exclusivos de esta RNI.

Figura 5.4. Parque Natural de Tamadaba y pinos canarios (Pinus canariensis).

Figura 5.5. A la izquierda el pico picapinos (Dendrocopos major thanneri) y a la derecha el
pinzon azul (Fringilla teydea subsp. polatzeki), ambas subespecies endémicas de Gran
Canaria, que podemos encontrar en los pinares del Parque Natural de Pilancones (centro).

Figura 5.6. Parque Rural del Nublo y a la derecha, el endemismo conocido como rosalillo,
Dendriopoterium pulidoi.

Figura 5.7. Panoramica de San Bartolomé de Tirajana.

Figura 5.8. Area terrestre de la RBGC (izquierda) y su compartimentacion en cuadriculas de
1km? (derecha). Se muestra la codificacion alfanumérica para las celdas 1x1 km dispuesta
sobre la superficie terrestre de la RBGC (color verde). La compartimentacion fue llevada a
cabo por la asistencia técnica: “Listados de la distribucion espacial de la flora endémica
terrestre presente en la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria, en cuadriculas de 1x1 km
(de la Cruz, 2012) en el marco del proyecto “Desarrollo de un cédigo de barras molecular
para la flora de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria” dirigido por personal del Jardin
Botanico Canario “Viera y Clavijo”.

Figura 5.9. Esquema de los pasos seguidos para la recoleccidon y conservacién de muestras
(1.1. hojas y 1.2. pliegos de herbario), protocolos de laboratorio (2.1 extraccién de ADN, 2.2.
cuantificaciéon de los extractos de ADN, 2.3 amplificacién de las regiones “cddigo de barras”)
y para el analisis de datos (3.1. edicidn de las secuencias de ADN y alineamiento en matrices,
3.2. busqueda de caracteres diagndstico, 3.3. obtencion del arbol de relaciones genéticas, 3.4
obtencidn del listado de taxones distribuidos por cuadriculas 1x1km de la RBGC y 3.5 célculo
de valores de diversidad filogenética para los endemismos vegetales terrestres de la RBGC).
Todos estos pasos se detallan en los correspondientes apartados de este capitulo y en el
capitulo 3 de esta tesis.

Figura 5.10. Fragmento de la “super-matriz” que contiene las secuencias combinadas (rbcL
+matK) y alineadas. Las columnas representan los nucleétidos de las secuencias de ADN
mientras que las filas se corresponden con cada uno de los especimenes analizados. Los
diferentes colores sefialan partes de estas secuencias en las que se detectaron diferencias
diagndsticas entre taxones o conjuntos de taxones.

Figura 5.11. “Super-arbol” de relaciones filogenéticas (segun matK'y rbclL) obtenido para los
taxones vegetales endémicos conocidos en la parte terrestre de la RBGC. Se muestra
Unicamente la estructura basica de la topologia resultante, habiéndose agrupado los taxones
y familias representadas en cinco grandes grupos (numerados del 1 al 5).

Figura 5.12. Detalle de los grupos 1, 3, 4 y 5 que constituyen la estructura basica de la
topologia del “super arbol” de referencia. Para cada uno de ellos se indica el nombre de las
familias a las que pertenecen los taxones que engloban. El grupo 1 agrupa a todas las
monocotileddneas incluidas en el andlisis, mientras que los grupos 3, 4 y 5 agrupan a
distintas familias de dicotileddneas.
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Figura 5.13. Fragmento del “sUper-arbol” de referencia que representa al grupo 2 de la
topologia general resultante. Se indican las familias, géneros y taxones que quedan
englobados en el mismo.

Figura 5.14. Mapa de colores de los valores de diversidad filogenética obtenidos para la
biodiversidad vegetal de la parte terrestre de la RBGC. Las cuadriculas coloreadas de rojo
oscuro representan zonas con mayores valores de PD y las de color amarillo claro, las de
menor diversidad filogenética. Las cuadriculas con margen grueso se corresponden con las
dos zonas consideradas como nucleo (RNE de GuGuy, al oeste y RNI de Inagua, en el
centro), en la actual zonificacion de la RBGC.

Figura 5.15. Mapa de colores de los valores de diversidad taxondmica obtenidos para la
biodiversidad vegetal de la parte terrestre de la RBGC. Las cuadriculas rojo oscuro
representan zonas con mayor diversidad taxondmica y las amarillo claro, las de menor
diversidad taxondmica. Las cuadriculas con margen grueso se corresponden con las dos
zonas consideradas como nucleo (RNE de GuGuy, al oeste y RNI de Inagua, en el centro), en
la actual zonificacién de la RBGC.

Figura 5.16. Comparacion entre la representacion grafica de la diversidad taxondmica
(izquierda) y la diversidad filogenética (derecha), considerando las especies vegetales
endémicas de la RBGC (cuadriculas de 1 km?). En ambos mapas de colores, el rojo oscuro
sefala las areas de mayor diversidad y el amarillo mas claro las de menor diversidad. Las
cuadriculas con margen grueso se corresponden con las dos zonas consideradas como nucleo
(RNE de GuGuy, al oeste y RNI de Inagua, en el centro), en la actual zonificacion de la RBGC.
Se indica el promedio estandarizado de los valores de TD y PD segun los test de Mann-
Whitney.

Figura 5.17. Ejemplos de representantes de los tres géneros en los que las secuencias
“codigo de barras moleculares” no discriminaron entre algunos taxones con-genéricos. a)
Sonchus acaulis, b) Argyranthemum lidii, y c) Micromeria pineolens.

Figura 5.18. Ejemplos de géneros poco representados en la RBGC y para los que las
secuencias “codigo de barras moleculares” discriminaron entre algunos de sus taxones con-
genéricos. a) 7eline rosmarinifoliay b) Hypericum coadunatum

Figura 5.19. Ejemplos de taxones de géneros que han sufrido radiacién y para los que las
secuencias “codigo de barras moleculares” lograron discriminar respecto a sus congéneres: a)
Aichryson punctatum, b) Aichryson pariatorei, c) Aeonium simsiiy d) Aeonium simsii.

Figura 5.20. Cuadriculas de la parte terrestre de la RBGC para las que se ha detectado la
presencia de linajes evolutivamente mas activos (coloreadas en rojo) y que por lo tanto son
“crisoles evolutivos” y merecen especial atencidén conservacionista.

Figura 5.21. Comparacion entre la representacion grafica de las areas dentro de la RBGC
que hemos denominado como “crisoles evolutivos” (izquierda) y las areas que representan
“santuarios evolutivos” (derecha) y que se corresponden con cuadriculas con maximos
valores de diversidad filogenética (rojo oscuro). Las cuadriculas con margen grueso se
corresponden con las dos zonas consideradas como nucleo (RNE de GuGuy, al oeste y RNI de
Inagua, en el centro), en la actual zonificacion de la RBGC.

Figura 5.22. Comparacidn entre la zonificacion actual de la RBGC y las estimaciones de
diversidad filogenética y diversidad taxondmica de la flora canaria endémica conocida en
cada cuadricula de 1 km? (con méaxima fiabilidad geogréfica). En la representacion de la
zonificacién actual (izquierda), las dos zonas nucleo (GuGuy e Inagua) se han sefalado con
diferentes tonos de verde, mientras que, en las representaciones de la diversidad filogenética
(centro) y taxondmica (derecha), las cuadriculas con mayor diversidad son las rojo oscuro vy,
las de menor diversidad, son las amarillo claro.
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Figura 5.23. Zonificacion actual de la RBG (izquierda) y valores promedio resultantes de los
test de Kruskal-Wallis para las estimaciones de TD (centro) y PD (derecha) de la flora canaria
endémica por km? Se indican los valores promedio obtenidos para cada zona nicleo por
separado (distintas tonalidades de verde) y para las zonas de amortiguacién (naranja) y
transicion (rojo).

Figura 5.24. Mapa de la zonificacién actual de la RBG (izquierda) dénde se indica con
circulos azules las cuadriculas que forman parte de la zona de transicién y que por poseer
valores de PD muy altos (marcados con circulos rojos en el mapa de colores correspondiente
a la diversidad filogenética, derecha) deberian ser incluidas en una zona de amortiguacién
mas amplia que la actual.

Figura 5.25. 7est de Kruskal-Wallis considerando otra hipotética “zona nucleo” en las
cuadriculas marcadas con azul oscuro (ver texto). Nétese en las agrupaciones significativas
por zonas (enmarcadas) que las tres zonas nucleo de esta propuesta hipotética serian las que
concentrarian los mayores “valores naturales” filogenético-floristicos, lo cual refuerza el papel
de este parametro como indicador preferente.

Figura 5.26. Zonificacion actual (arriba a la izquierda) en contraposicidon a la zonificacién
hipotética de la RBGC, propuesta en base a los valores de PD discutidos y presentados en
este capitulo, y que incluye una posible “nueva zona nucleo” marcada en azul oscuro (arriba
a la derecha). El grafico de dispersion de los valores de PD y TD ilustra la importancia de
estas cuadriculas de la zonificacion hipotética (marcadas en azul) para que las zonas nucleo
alberguen también los “valores naturales” asociados a la riqueza filogenética endémica del
territorio de la RBGC.
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ANEXOS

Capitulo 4

Anexo I: Tabla S1. Taxones muestreados para este estudio con los nimeros de entrada a
GenBank para las secuencias generadas de novo (ver Demiurge, D-DNASE 89 y D-DNASE
90), los cddigos del Banco de ADN de la Flora Canaria (DNA bank-JBCVCSIC), las localidades
donde se recolectd el material vegetal (las siglas corresponden a las islas G: la Gomera, P: La
Palma, T: Tenerife, C: Gran Canaria, F: Fuerteventura; M: Madeira y Az: Azores). Se indican
los cddigos de los pliegos depositados en los herbarios LPA (JBCVCSIC) y ORT (JAO). Los
géneros que han radiado en Macaronesia (siete 0 mas especies con-genéricas) estan
marcados con el superindice +, y las especies taxondmicamente conflictivas con el
superindice *.

Anexo II: Tabla S2. Secuencias rbcl y matK que fueron descargadas desde GenBank para
este estudio. Se indican los nimeros de entrada o “accesion numbers”, el nombre de los
taxones y su distribuciéon (poblaciones macaronésicas o no).

Anexo III: Tabla S3. Distancias genéticas (distancias-p) entre las especies comparadas
dentro de este capitulo de tesis y calculadas con la aplicacion DNADISTv. 3.5c (Felsenstein,
1993) del programa BioEdit (Hall, 1999-2004).

Anexo IV: Tabla S4. Numero total de especies por género presentes en Canarias (segun
el listado de Arechavaleta et al coord. 2010) Se indica el total de especies endémicas y
nativas distribuidas en Canarias respecto al nimero de especies endémicas y nativas
analizadas dentro del capitulo 4 de esta tesis doctoral.

Anexo V: Articulo Jaén-Molina et al. 2014 (Molecular Ecology Resources)

Anexo VI: Articulo Jaén-Molina et al. 2010 (Proyectos de investigacion en parques
nacionales 2006-2009)

Capitulo 5
Anexo VII: Listado de taxones incluidos y excluidos en el capitulo 5 de esta tesis doctoral.

Anexo VIII: Tabla S5. Codificacion de los taxones endémicos de Canarias presentes en la
RBGC y considerados en este capitulo de tesis

Anexo VII: Tabla S6. Taxones analizados dentro del capitulo 5 de esta tesis doctoral y
muestreados en la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria (RBGC). Se indica el cddigo de la
alicuota de ADN depositada en el banco de ADN de la Flora Canaria (Via/ Code) asi como la
localidad (municipio) donde fue recolectada. Los taxones del Anexo VII que representan
sinonimias no han sido incluidos en esta tabla.
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GLOSARIO DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

ADN:
ADNCcp:
ADNnN:
ADNmt:
AFLP:

APG:
ARN:
bp:
BLAST:
BSA:
CBOL:
CI:

HI:

RI:
COI:
CR-1:
CR-2:
CsSIC:
CTAB:
dNTP:
EDTA:
EtBr
ETS:
IBSICA:
ITS:
ISSR:
JBCVC:
LPA:
MaB:

Acido desoxirribonucleico
Genoma cloroplastico
Genoma nuclear
Genoma mitocondrial

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados
(Amplified Fragment Length Polymorphism)

Grupo para las filogenias de angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group)
Acido ribonucleico

pares de bases (base pairs)

Herramienta para alineamientos (Basic Local Alignment Search Tool)
Albumina de Suero de Bovino (Bovine Serum Albumin)

Consorcio del “cédigo de barras” de la Vida (Consortium of Barcoding of Life)
fndice de Consistencia (Consistency Index)

indice de Homoplasia (Homoplasy Index)

indice de Retencion (Retention Index)

Citocromo C oxidasa I (Cytochrome c Oxidase I)

Criterio basado en distancias-p

Criterio basado en caracteres con valor diagnostico

Centro Superior de Investigaciones Cientificas

Bromuro de Cetiltrimetilamonio (Cety/ Trimethyl Ammonium Bromide)
Deoxinucledtidos (Adenina, Timina, Citosina y Guanina)

Acido EtilenDiaminoTetraAcético

Bromuro de Etidio (Ethidium Bromide)

Espaciadores Transcritos Externos

Proyecto de Estrategias de Diversidad Bioldgica para Islas y Areas Costeras
Espaciadores Transcritos Internos (Internal Transcribed Spacer)
Inter-microsatélites (Inter Simple Sequence Repeat)

Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”

Herbario del Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”

Programa “Hombre vy la Biosfera” (Man and Biosphere)
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Mg: Magnesio

MP: Maxima Parsimonia

ORT: Herbario del Jardin de Aclimatacién de La Orotava

PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
PD: Diversidad Filogenética (Phylogenetic Diversity)

PWG: Grupo de trabajo de plantas (Plant Working Group)

PN: Parque Natural

PR: Parque Rural

RBGC: Reserva de la Biosfera de Gran Canaria

RNE: Reserva Natural Especial

RNI: Reserva Natural Integral

SIG: Sistemas de Informacion Geografica

Taq: ADN polimerasa (Termophilus aquaticus DNA polymerase)
TD: Diversidad taxonémica ( Taxonomic Diversity)

TE: Tampon Tris-EDTA

UNESCO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura
(United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization)

UTO: Unidades Taxondmicas Operativas

UTOM: Unidades Taxondmicas Operativas Moleculares



RESUMEN/ ABSTRACT




Resumeny/ Abstract

RESUMEN

En el desarrollo de esta tesis doctoral se ha testado, en primer lugar, la
aplicabilidad de las regiones del ADN cloroplastico reconocidas oficialmente como
“cddigo de barras universales” de plantas terrestres (“Plant Working Group” del
Consorcio para el Cddigo de Barras de La Vida, en adelante CBOL PWG), en la
identificaciéon molecular de un subconjunto de angiospermas endémicas de Canarias
(23 familias, 35 géneros, 45 especies, 12 subespecies y 3 variedades).

La identificacion molecular de la flora canaria representa un reto para el concepto
de “codigo de barras”, entre otras causas, por la abundancia de linajes que han
experimentado espectaculares radiaciones morfoldgicas pero cuyo polimorfismo
molecular es, en el mejor de los casos, moderado o bajo. La viabilidad de utilizar
“identificadores moleculares” como complemento a las variables morfoldgicas en la
caracterizacion taxondmica de la flora endémica canaria, se evalué examinando el
porcentaje de éxito de las mencionadas regiones “cddigo de barras” (rbcl y matk) en
la discriminacidon de casos en los que no existia conflicto taxondmico (especies con-
genéricas que son identificadas sin ambigliedades por las variables morfoldgicas que
utiliza la Taxonomia). Para ello, se emplearon dos criterios de discriminacion: uno
basado en distancias-p (segun la publicacion del CBOL PWG en 2009) vy, otro basado
en caracteres con valor diagndstico (deteccion de al menos un nucledtido o inde/
exclusivo en las secuencias de una de las especies comparadas). El porcentaje de
éxito en la discriminacion utilizando un criterio basado en caracteres fue del 82%,
mientras que el obtenido con el criterio basado en distancias fue en torno al 80%.
Ambos porcentajes superan a la mayoria de los alcanzados (con un criterio basado en
distancia), en otras floras donde la incidencia de la radiacién no es tan relevante.

Este elevado porcentaje de éxito, junto a los siguientes resultados: (1) el criterio
basado en distancias fue incapaz de discriminar entre comparaciones con-genéricas y
con-especificas, y (2) uUnicamente el criterio basado en caracteres pudo resolver
ciertos casos, apoyan que la estrategia mas eficiente para la discriminacion de las
angiospermas endémicas canarias (y, posiblemente, de representantes de la flora de
otros enclaves insulares oceanicos similares) debe sustentarse en un criterio basado
en caracteres diagndstico. Ademas, el hecho de que en algunos casos taxonomica-
mente claros las secuencias “cddigo de barras” no lograran discriminar entre algunas
de las especies con-genéricas comparadas (p. €j., en géneros como Argyranthemum,
Micromeria o Sonchus), indica la necesaria complementariedad de las variables
morfoldgicas y moleculares para la caracterizacion taxonodmica de la flora canaria
endémica.
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Por otro lado, se comprobd que estas regiones “cddigo de barras” revelaban
potenciales especies cripticas no detectadas por la morfologia en algunos grupos de
nuestra muestra de la flora canaria, y se proponen recomendaciones “taxondmicas”
para esos grupos en cuestion. También, se determind que la existencia de un “DNA
barcoding gap” (clara separacidén entre los promedios de las distancias-p intra- e
interespecificas) no es un requisito necesario para lograr la caracterizaciéon molecular
correcta de los endemismos vegetales canarios.

En la segunda parte de esta tesis, se han secuenciado las regiones rbcL y matkK
de los endemismos vegetales conocidos en la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria
(RBGC), para estimar la diversidad filogenética (PD) en cada kildmetro cuadrado de
su parte terrestre, que ocupa el 46% de la superficie de Gran Canaria actualmente
emergida. La alta diversidad floristica, ecoldgica y geografica de este territorio le
confieren una importancia vital para el estudio de los mecanismos y procesos
evolutivos que han dado forma a la biodiversidad vegetal de Gran Canaria y, para su
conservacion.

Se compararon los valores de PD y diversidad taxondmica (TD) obtenidos en cada
una de las cuadriculas de 1 km? en las que se dividié la RBGC para comprobar: i) si la
distribucién de los valores de ambos indicadores era similar, y ii) si alguno de los dos
indices resolvia con mayor detalle la rigueza de la biodiversidad floristica por
cuadricula de este territorio. Nuestros resultados muestran que las cuadriculas con los
valores mas elevados de PD y TD no estan dentro de ninguna de las dos zonas nucleo
de la zonificacion actual de la RBGC.

La conservacion de los procesos evolutivos ha sido reconocida como una de las
maximas prioridades para preservar la biodiversidad frente a la incertidumbre que
plantean los cambios globales actuales. Por ello, se propone una modificacion de la
zonificacion actual de la RBGC, en la que las cuadriculas con los valores mas elevados
de PD quedarian comprendidas en una tercera zona nucleo y en una zona de
amortiguacion ampliada. De esta forma, se garantizaria que los mas destacables
valores taxondmicos y filogenéticos asociados a la flora endémica de la RBGC se
beneficiarian de una mayor proteccion, con respecto a la que tienen en la actualidad.

En suma, esta investigacion sienta las bases tanto para la construccién de una
base de datos molecular de referencia para facilitar una identificacion rapida y
rigurosa de las angiospermas endémicas de Canarias, como para la estimacion de la
diversidad filogenética de la flora endémica de este archipiélago.

Ambas actuaciones ya se estan desarrollando como parte de las misiones del
Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”-Unidad Asociada al CSIC (Consejeria de
Medio Ambiente y Emergencias del Cabildo de Gran Canaria).
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La metodologia presentada en esta tesis doctoral permitira elaborar censos de
biodiversidad mas completos y precisos que contribuyan a conservar y gestionar la
rica biodiversidad endémica vegetal canaria. Si se dan las circunstancias de financia-
cion adecuadas, podra ser extrapolada a cualquier otro territorio, incluyendo hotspots
insulares oceanicos que comparten problemas de conservacién y gestién de la
biodiversidad con Canarias.

ABSTRACT

In the development of this PhD. thesis, we first tested the applicability of the two
chloroplast DNA regions officially recognized as "universal barcodes" for terrestrial
plants ("Plant Working Group" of the Consortium for the Barcode of life, hereinafter
CBOL PWG) in the molecular identification of a subset of Canarian endemic
angiosperms (23 families, 35 genera, 45 species, 12 subspecies and 3 varieties).

The molecular identification of the Canarian flora represents a challenge to the
concept of "DNA barcode", among other reasons, by the abundance of lineages that
have undergone dramatic morphological radiation but whose molecular polymorphism
is, in the best case, moderate or low. The feasibility of using "molecular identifiers" in
addition to the morphological variables in the taxonomic characterization of the
Canarian endemic flora was assessed by examining the percentage of success of
these "DNA barcode" regions (rbcL and matK) in the discrimination of cases with no
taxonomic conflict (congeneric species unambiguously identified by morphology-
based taxonomy). With this objective, two criteria for discrimination were used: one
based on p-distances (following the publication of CBOL PWG in 2009), and other
based on diagnostic characters (i.e. at least one exclusive nucleotide or indel is
detected in the sequences of one of the species compared). The rate of
discrimination success using a “character-based” criterion was 82%, while that
obtained with the “distance-based” approach was about 80%. Both rates are higher
than most of those retrieved with a “distance-based” criterion in other floras where
the incidence of radiation is not as relevant.

This high success percentage, along with (1) the unability of a “distance-based”
criterion to discriminate between congeneric and conspecific comparisons, and (ii) the
fact that only the “character-based” discrimination criterion resolved some cases that
the “distance-based” criterion did not, further support that the most efficient strategy
for the discrimination of the Canarian endemic angiosperms (and possibly
representatives of the flora of other similar oceanic island enclaves) must be based
on a “character-based” discrimination criterion.
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In addition, the fact that in taxonomically non-conflictive cases, the DNA barcode
sequences could not discriminate between some of the congeneric species compared
(e.g., from the genera Argyranthemum, Micromeria or Sonchus), indicates the
necessary complementarity of morphological and molecular variables for the
taxonomic characterization of the Canarian endemic flora.

Furthermore, the "DNA barcode" regions revealed potential cryptic species
overlooked by morphology in some groups of our sample, and we offer "taxonomic"
suggestions for these cases. Our research also allows us to contend that the
existence of a "DNA barcoding gap" (clear separation between the average of intra-
and interspecific p-distances) seems not to be a necessary requisite for the correct
molecular characterization of the Canarian flora.

In the second part of this thesis, we have sequenced the regions rbcL and matk
for the endemic land plant species known in the Biosphere Reserve of Gran Canaria
(RBGC) to estimate the phylogenetic diversity (PD) for each square kilometer of this
territory, whose terrestrial part occupies 46% of the presently emerged area of the
island. The high floristic, ecological and geographical diversity of this region, give to it
a vital importance for the study of the mechanisms and evolutionary processes that
have shaped plant biodiversity of Gran Canaria, and to its conservation. The values of
PD and taxonomic diversity (TD) obtained for each quadrat of 1 km? within the RBGC,
were compared to test: i) if the distribution of the values of both indicators was
similar and, ii) if any of the two indexes resolved better the floristic richness of the
plant biodiversity, by quadrat of this territory.

Our results show that the quadrats with higher values of PD and TD are not
within the current central zones of the RBGC. The conservation of evolutionary
processes has been recognized as one of the top priorities for preserving biodiversity
in the face of uncertainty posed by current global changes. Therefore, we propose a
modification of the current RBGC s zonification, where the quadrats with the highest
values of PD would be included in a third central zone and an extended buffer zone.
Such proposal would ensure that the most significant taxonomic and phylogenetic
values associated with the RBGC "s endemic flora would benefit from more protection
than at present.

In summary, this research provides the basis for both the construction of a
molecular database of reference to facilitate the rapid and thorough identification of
endemic angiosperms of the Canaries, and for the estimation of the phylogenetic
diversity of the endemic flora of this archipelago.
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Both actions are already under way as part of the missions of the Jardin Botanico
Canario "Viera y Clavijo"- Unidad Asociada CSIC of the Cabildo de Gran Canaria.

The methodology presented in this thesis will allow the development of more
complete and accurate biodiversity surveys for the conservation and management of
the Canarian endemic plant biodiversity. If adequate financial circumstances are
given, this methodology may be extrapolated to any other territory, including oceanic
insular hotspots that share problems of biodiversity conservation and management
with the Canary Islands.
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Laminas flora canaria (de izquierda a derecha):
Lotus kunkelii (M.A. Kunkel), Euphorbia bravoana (E.R. Sventenius) y Sventenia bupleuroides (M.A. Kunkel).
Extraidas de http://www.jardincanario.org/flora-de-gran-canaria.

Fotos: (de izquierda a derecha y desde esquina superior)
Vieraea laevigata, Pericallis webbii, Gonospermum oshanahanii, Lavandula bramwellij, Echium wildpretii y Crambe santosii.

Ruth Jaén Molina y extraidas de http://www.plantasdemitierra.blogspot.com


http://www.jardincanario.org/flora-de-gran-canaria
http://www.plantasdemitierra.blogspot.com/

Capitulo 1. Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. LA TAXONOMIA: DEFINICION E HISTORIA.

La TAXONOMIA es la ciencia que se ocupa de la clasificacién de los seres vivos,
clasificacion que tiene como fin ordenar, jerarquizar y nombrar a los organismos
vivos. El término "Taxonomia" fue empleado por primera vez por el bidlogo suizo
Augustin Pyrame de Candolle a comienzos del siglo XIX, pero se trata de un vocablo
de origen griego que significa “ordenacién”. La Taxonomia forma parte de la
Sistematica, que esta dedicada al analisis de las relaciones de parentesco entre los
organismos vivos. Mientras que la Taxonomia se ocupa de asignar los nombres de los
taxones (de acuerdo a los principios de la nomenclatura) y de elaborar las claves
dicotdmicas de identificacion, la Sistematica tiene el cometido de crear los sistemas
de clasificacién en series jerarquicas, enfatizando en sus relaciones filogenéticas
(Lincoln et al. 1998).

En consecuencia, las clasificaciones modernas consideran (ademas de factores
bidticos y espaciales) las relaciones filogenéticas y evolutivas, que aportan un
componente histdrico que, a su vez, propone hipotesis demostrables para explicar los
cambios que surgen en la biodiversidad.

La SISTEMATICA es, por tanto, la rama de la Biologia que se ocupa de establecer
las relaciones de parentesco o filogenéticas de los organismos, asumiendo como
principio que todos los organismos del planeta tenemos un antecesor comun, y que
por consiguiente, los organismos mas emparentados tendran mas similitudes entre si
que los que estén menos emparentados. Para establecer el grado de similitud o rango

de parentesco que existe entre dos organismos, la Sistematica se vale de caracteres
7
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(Hennig 1966; Wiley 1981; Judd 2002). Para que un caracter sea util en Sistematica
es fundamental que exista variacidn de ese caracter, denominandose “estados del
caracter" a las diferentes formas en las que un caracter puede presentarse en los
organismos estudiados (Melic & Ribera 1996). Los caracteres seleccionados pueden
ser binarios y definirse con dos Unicos estados (“presencia” o “ausencia”) o pueden
ser mas complejos y definirse como varios estados (“flores blancas”, “flores azules”,
“flores con lineas azuladas”). Asi, a diferencia de otras metodologias (p. €j., en la
elaboracion de claves dicotdmicas) donde Unicamente se estudian aquellos estados
alternativos que separan a las especies comparadas, en la Sistematica cladista
(Hennig 1950) se estudian todos los estados de los caracteres, en todas las especies
que los presentes.

A lo largo de la historia de la Taxonomia, se han empleado distintas reglas técnicas
dentro de los diferentes sistemas de clasificacion para establecer, por ejemplo el
nimero de categorias taxondmicas o la forma de designar a dichas categorias. Todas
estas normas estan recogidas en los “Cddigos Internacionales de Nomenclatura”,
como los Cddigos de Nomenclatura Botanica, Zooldgica y Bacterioldgica (McNeill et al.
2012; Lapage et al. 1992).

La NOMENCLATURA es la subdisciplina que se ocupa de reglamentar, entre otros,
los preceptos que debe cumplir un nombre para que sea considerado como valido o
“correcto” para nombrar a un taxon (Greuter et a/. 2000; Judd et a/. 2002).

Algunas de estas reglas son:

1. Se le debe haber otorgado un nombre en latin segun su categoria taxondmica,
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2. Debe haber sido descrito y estar asociado a un ejemplar “tipo” (que es diferente
segun se trate de especies y taxones inferiores o de si se trata de taxones
superiores), y

3. Debe estar publicado en una revista cientifica.

Los mencionados "tipos" representaban la forma mas comun del grupo, o la forma
que “mejor refleja” las caracteristicas que lo definen, y es sobre el que se ha
realizado la descripcion de la especie y el que valida el nombre cientifico que se da a
dicha especie la primera vez que se publica (Greuter et a/ 2000). El “tipo” es el
espécimen concreto sobre el cual el autor define un taxdn y sobre el que su nombre
esta basado, por lo tanto, actia como referencia para el nombre pero no para el
taxdn. Cuando se trata de una planta, el "espécimen tipo" se conserva normalmente
en un herbario oficial, pero también puede estar en museos, jardines botanicos,
universidades y otros centros de investigacion, de forma que debe poder ser
consultado siempre que sea necesario, por lo que debe estar perfectamente
registrado y localizable.

En la tipificacion de taxones de categoria superior a especie, el nombre "tipo" del
género se correspondera con el nombre de la primera especie sobre la cual se baso la
descripcion original que validaba dicho nombre. De forma analoga, el "tipo" del
nombre de una familia se correspondera con el nombre del primer género que fue
publicado, y sobre el cual fue basada la descripcidn original valida de esa familia.

La categoria fundamental dentro de los sistemas de clasificacion es la de especie,

aungue es un concepto que ha sido intensamente debatido tanto por la Sistematica
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como por la Biologia evolutiva, como ocurre con el término especiacion (King 1993,
Lambert & Spencer 1995, Hull 1997, Howard & Berlocher 1998, Levin 2000, Wheeler
& Meier 2000).

Son muchos los autores que, atendiendo a distintos criterios, han tratado de
definir el concepto de especie: bioldgica (Dobzhansky 1935 y 1937, Mayr 1942 y
1963), ecologica (Van Valen 1976), morfologica (Cronquist 1978), evolutiva (Simpson
& Gaylord 1961; Wiley 1978 y 1981) o filogenética (Cracraft 1983; Mishler & Brandon
1987; Nixon & Wheeler 1990) siendo todas ellas definiciones con limitaciones para
ser aplicadas de forma general. Asi por ejemplo, el concepto “bioldgico” de especie
(grupo natural de individuos reproductivamente aislados) definido por Mayr en 1942,
1963, 1970 y 1992 (y, posteriormente, apoyado por numerosos autores
especialmente dentro de las publicaciones zooldgicas) no puede ser aplicado en
muchos casos, porque la hibridacion es un proceso muy comun tanto en plantas
como en animales (Mallet 2005 y 2007).

En muchas ocasiones, las segundas generaciones de las plantas hibridas son
fértiles y se establecen como unidades genéticas y evolutivas independientes, por
ejemplo, los hibridos en el género 7oipis presentes en Macaronesia (Crawford et al.
2013), los hibridos entre algunas especies canarias del género Argyranthemum
(Brochman et al. 2000) 6 los hibridos entre Phoenix canariensis (palmera canaria) y A
dactylifera (palmera datilera introducida en las islas Canarias) que no solamente son
fértiles sino que se han extendido ampliamente por toda Canarias (Sosa et a/. 2009).

El concepto “bioldgico” de especie tampoco seria adecuado para clasificar a

especies ampliamente distribuidas, que abarcan en su rango de distribucidon lugares

10



Capitulo 1. Introduccion

muy alejados entre si (incluso distintos continentes) pero, que por no intercambiar
material genético entre ellas, no constituyen especies distintas (por ejemplo, especie
de dragos (Dracaena draco) que se distribuyen tanto en el norte de Africa como en
Canarias, Bramwell 1985; Marrero et al. 1998).

El concepto de “especie morfoldgica” es probablemente el que mas criticas ha
recibido, ya que, Unicamente tiene en cuenta caracteristicas morfoldgicas afines para
agrupar a los individuos de una misma especie.

Uno de los grandes problemas de los caracteres morfoldgicos es que no siempre
permiten diferenciar a las especies. De hecho, las denominadas especies cripticas
(ver definicion detallada de este término en Tabla 4.1, cap. 4) son casi idénticas
morfoldgicamente. También puede ocurrir lo contrario, es decir, que poblaciones de
una misma especie presenten diferencias morfoldgicas debido a, por ejemplo, las
variaciones entre los individuos que la conforman o, a clinas inducidas por el
ambiente. Por estas razones, los sistematicos de plantas no suelen definir a las
especies como comunidades reproductivas y han abandonado el concepto bioldgico
de especie para centrarse en las poblaciones o grupos de individuos de una misma
especie, que ocupan una regién geografica mas o menos bien definida y que
interactdan entre si (Davis & Heywood 1963; Raven 1976; Donoghue 1985; Mishler &
Brandon 1987; Nixon & Wheeler 1990; Kornet 1993; Baum & Shaw 1995).

Pero también, hay dificultades para establecer los limites de las poblaciones que
pueden variar en tamano (de un individuo a millones de ellos), en tiempo de
supervivencia (menos de un ano hasta miles de anos), estar aisladas, o recibir

constantemente inmigrantes (por lo que también cambian sus niveles de diversidad
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genética en el tiempo). Cuando existen grupos de poblaciones que difieren
morfoldgicamente entre si, se subdivide a la especie en razas. Segun Templeton
(1989), una subespecie (o raza) es un linaje evolutivo particular dentro de una
especie. La diferenciacion genética entre subespecies (razas) se debe a barreras que
han persistido por largos periodos de tiempo e impiden el intercambio de genes, por
lo tanto, poseen continuidad histdrica.

Por otro lado, Lewontin et a/ (2003) definen una raza geografica como una
poblacion local fenotipicamente diferenciada dentro de una misma especie, capaz de
intercambiar genes con otras razas de la misma especie. Debido a que, practicamente
todas las poblaciones difieren entre si en la frecuencia de algunos de sus genes, el
concepto de raza no es de gran utilidad operativa en Biologia.

A finales del siglo XIX y principios del XX algunos autores (G. Roudy, P. Ascherson,
P. Graebner y H. Engler) sitian la categoria taxondmica de raza entre la de
subespecie y variedad, mientras que otros como J. Briquet emplearon el término de
raza como sindnimo del término variedad en especies cultivadas. En el Congreso
Internacional de Botanica de 1905, celebrado en Viena, se desaconsejo el uso de raza
como categoria taxondmica, de forma que en la actualidad los términos que se
emplean para designar categorias infra-especificas son los de variedad y forma.

A su vez, existe una jerarquia para agrupar a los taxones en categorias superiores
a la de especie, nos referimos a: géneros, familias, ordenes, clases, filos o division y
reinos. Como se recoge en Greene (1983), ya en 1583, el italiano Andreas

Caesalpinus apuntd algunas de las caracteristicas que un buen sistema de
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clasificacion taxondmica debia tener: ser sencillo de usar y memorizar, ser sdlido,
predictivo y riguroso.

Sin duda alguna, fue el naturalista Carl von Linneo, quien impulso el avance mas
importante de la Taxonomia, primero con la publicacién en 1735 de su obra Systema
naturae ("Sistema natural, en tres reinos de la naturaleza, segun clases, ordenes,
géneros y especies, con caracteristicas, diferencias, sindnimos, lugares) v,
posteriormente, en 1753, con su obra Species Plantarum ("Las Especies de Plantas").
Entre las numerosas descripciones de plantas que Linneo incluye en su obra, se
encuentran unas cuarenta especies endémicas de Canarias, a pesar de que Linneo no
visitd las islas (Gonzalez 2001). En ambos trabajos, Linneo expuso sus ideas para
nombrar y agrupar a todos los organismos vivos de forma que se reflejaran sus
similitudes morfoldgicas. La segunda de estas obras esta centrada en la clasificacion
de las plantas, por lo que fue a partir de su publicacion cuando se considerd el inicio
oficial de la aplicacion de la nomenclatura botanica moderna.

Linneo fue uno de los primeros naturalistas en enfatizar el uso de caracteres
morfoldgicos compartidos entre organismos para clasificarlos de forma que, a su vez,
tenia en cuenta sus similitudes genéticas y, por lo tanto, también evolutivas. Como se
reconoce ampliamente, su sistema binomial sirvié para definir las bases del sistema
de clasificacion bioldgica que se utiliza hoy en dia. Antes de su propuesta de la
nomenclatura binomial, muchos de los hombres que se daban a las especies eran
largos y complejos, de ahi que uno de los grandes aciertos de Linneo fue el de
establecer un nombre corto para cada especie, mas facil de recordar. Otro de sus

grandes logros fue establecer las categorias taxondmicas y definir un esquema
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jerarquico de clasificaciéon (Anderson 1997), donde las especies muy similares
morfoldgicamente se agrupaban en un mismo “género” (categoria taxondmica
definida por Joseph Pitton de Tournefort en 1964). De hecho, Feuillée, uno de los
primeros cientificos que estudid la flora canaria (Gonzalez 2001), empled el método
de Tournefort para clasificar las aproximadamente 30 plantas canarias que describe
en el diario sobre su paso por las islas Canarias (El Hierro y Tenerife, entre 1706 y
1724). Muy pronto, éste método de clasificacion fue reemplazado por el método de
Linneo.

Linneo se dio cuenta de que las especies se agrupaban de forma diferente si se
elegian caracteres diferentes, como delatan las siguientes palabras: “los caracteres no
hacen al género, el género nos da sus caracteres”. De este modo, Linneo destacd la
importancia de saber elegir los caracteres que debian ser considerados para poder
agrupar a las especies en “grupos naturales”, por ejemplo, un mismo género.
Teniendo en cuenta esta observacion, Linneo y otros autores posteriores, al llevar a
cabo actualizaciones del sistema de clasificacion, consideraron que los caracteres que
definian a los géneros debian estar presentes en todos sus miembros y ser
reconocibles de visu.

Con Michel Adanson y su obra Families des Plantes (1763-64) comienzan los
sistemas de clasificacion natural basados en la semejanza de la morfologia. Para
Adanson "todos los caracteres deben ser tenidos en cuenta en la clasificacion y todos
ellos han de tener la misma importancia en la elaboracion del sistema". Sin embargo,
el propio Linneo, Adanson y otros autores se encontraron con una variabilidad mucho

mayor de la esperada, al profundizar en el uso de los caracteres morfoldgicos para la
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descripcion exacta de los taxones. La indiscutible evidencia de que los caracteres
variaban dentro de los grupos "naturales" (incluso dentro de la misma especie) llevo
a estos investigadores a concluir que no existian caracteres fundamentales para
definir a un grupo. De hecho, para definir un “grupo natural” se exigia de forma
imperativa que la mayoria de los caracteres considerados estuvieran presentes en
cada especie incluida en dicho grupo. Asi, un Unico individuo de la especie no era ya
suficiente para conocer los caracteres de toda la especie. Todo esto llevd a que se
empezara a tener en cuenta un conjunto de individuos (aquellos que presentaban
variaciones respecto al espécimen tipo o de referencia) para definir a las especies
(Adanson 1763-1764).

Posteriormente, Antoine-Laurent de Jussieu (1789) publicd su gran obra Genera
plantarum (“Los géneros de las plantas ordenadas en familias naturales, de acuerdo
al método usado en los jardines reales de Paris desde el afio 1774") que incluia
aspectos para la clasificacion taxondmica de las plantas que sentaron las bases de la
Sistematica moderna, y que sirvid6 de referencia para los trabajos de otros
importantes botanicos como Cuvier y de Candolle. Su “Principio de subordinacion de
caracteres” (es decir, preponderancia de unos caracteres sobre otros) le llevd a
establecer un sistema de agrupacidon en especies, géneros y familias, agrupando a
estas Ultimas en clases. En base a la presencia o ausencia de cotiledones, establece
tres grupos principales: acotiledéneas (“sin cotiledones”), monocotiledéneas (“un
cotiledén”) y dicotiledoneas (“dos cotiledones”). Posteriormente, los limites de las
familias existentes en su Genera plantarum fueron modificados, y se agregaron

nuevas categorias como las de orden, entre familia y clase, y las de filo y reino, por
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encima de la clase (Jussieu 1789). Augustin Pyrame de Candolle consideré como
caracter taxondmico fundamental la complejidad del aparato vegetativo, dividiendo a
las plantas en vasculares y celulares ( 7Théorie elémentaire de la Botanigue, 1813).

Su hijo, Alphonse de Candolle, con la contribucion de varios autores finalizd (en
1873) la edicién del tratado de Botanica iniciado por su padre en 1824: “Prodromus
systematis naturalis regni vegetabilis”, en cuyos 17 volumenes se tratan todas las
familias conocidas (incluyendo descripciones de algunas plantas endémicas de las
islas Canarias), y cuyo sistema de clasificacion desplazé completamente al de Linneo.
Alexander von Humboldt también se une a este grupo de naturalistas que, a través
de sus numerosos viajes (en 1799, hace una breve visita a Tenerife), logra tener una
vision mas amplia del mundo y en 1805 da vida a “una nueva ciencia”: la
Fitogeografia o Geobotanica.

Robert Brown, el descubridor del nucleo celular (1831) y el primero en notar
también la falta de envolturas carpelares en las semillas de gimnospermas, desarrolld
una clasificacion (que aun se mantiene en la actualidad) basada en las diferencias
entre angiospermas y gimnospermas, que incluyd en su Botanicarum facile princeps
(1827). Propuso que ordenes reconocidos entonces (familias actuales) podian ser
agrupados en categorias mayores (equivalentes a los 6rdenes actuales).

Posteriormente, Stephan Endlicher establecioé en su Genera Plantarum (1836-1840)
una clasificacion en la que las dicotileddneas son divididas en cuatro grupos
(polipétalas, apétalas, aclamideas y monopétalas), mientras que Adolphe Theodore
Brongniart clasificé a las monocotiledoneas, segin la presencia o ausencia de

endospermo en la semilla (Enumeration des genres de plantes 1843). Asi, pues
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podemos decir que este fue un periodo de importantes descubrimientos en el campo
de la Botanica con significativas repercusiones en la Taxonomia Vegetal.

“El origen de las especies”, obra escrita por Charles Darwin en 1859, marca un
nuevo periodo en la historia de la Biologia, pues nunca antes se habian introducido
conceptos evolutivos en las clasificaciones de los seres vivos. Los sistematicos
comenzaron a ordenar secuencialmente a los grupos naturales de plantas, de forma
que primero se encontraban los grupos mas simples (formados por organismos que
se asemejan mas entre si y que por lo tanto, compartian un ancestro comun cercano)
y, después los mas complejos (grupos con menos rasgos en comun, descendientes de
ancestros mas lejanos). Por lo tanto, el grado de similitud morfolégica entre los
organismos quedaba reflejado en la topologia del arbol de parentesco, segun los
ancestros comunes. A estos primeros sistemas de clasificacion se les llamod
filogenéticos, aunque en realidad estaban constituidos por una combinacion entre los
rasgos naturales contemplados por el sistema de Linneo y rasgos filogenéticos.

Posteriormente, August Eichler modifico los sistemas de clasificacion previos, de
forma que, situé dentro de las Fanerégamas a las gimnospermas como basales a las
angiospermas y dentro de estas ultimas, a las monocotiledéneas precediendo a las
dicotileddneas. Otro sistema de clasificacion de plantas relevante durante el siglo XX,
fue el sistema de Adolf Engler. Este sistema, fue el primero considerado como
“filogenético” y, es probablemente el mas ampliamente adoptado en la actualidad,
siendo el sistema seguido en muchos de los grandes herbarios del mundo porque
esta basado principalmente en rasgos morfoldgicos, faciles de visualizar con la ayuda

de una lupa o un microscopio. Richard Wettstein en su “Tratado de Botanica
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Sistematica” (1924), tomd en cuenta algunos aspectos del sistema de Engler (flores
unisexuales como primitivas y flores con perianto como derivadas) y ademas,
incorpord informaciéon filogenética para considerar a las dicotiledoneas como
primitivas y las monocotiledéneas como derivadas.

Por su parte, Charles Bessey, crea un sistema (Outlines of Plant Phyla, 1911) que
se asemeja al de Engler en los grupos inferiores, aunque difiere de este Ultimo en la
subdivisién de las dicotileddneas, mas similar al sistema seguido por autores como De
Candolle 6 Bentham. El sistema de Bessey mas actual ( 7he phylogenetic taxonomy of
flowering plants, 1915) sigue una serie de principios que reflejan su creencia de que
hay diferentes grados de evolucion (desde lo mas primitivo hasta lo mas desarrollado)
en plantas. Considera que la evolucidon no es siempre ascendente y que no ocurre al
mismo tiempo ni en el mismo sentido (de menos a mas complejo) en todas las partes
del organismo. Asimismo, cree en la consistencia de la evolucién, es decir, una vez
tienen lugar los fendmenos de progreso (desarrollo) o retroceso (degradacion), se
mantienen (heredan) hasta el final de ese phylum.

En 1966, Armen Takhtajan publica su obra: A system and phylogeny of flowering
plants. En ella, explica en detalle un sistema evolutivo de clasificacién de las plantas
con flor, que posteriormente vuelve a publicar con algunas modificaciones como:
Flowering plants. origin and dispersal (1969). El sistema de Takhtajan esta basado en
numerosos principios filogenéticos y refleja las relaciones evolutivas de una forma
mas acertada que muchos otros. Considera las angiospermas como monofiléticas y a
las monocotiledéneas como derivadas. Este sistema se suele comparar con el de

Cronquist, porque ambos admiten grupos parafiléticos.
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El sistema de Cronquist para la clasificacién de plantas con flor (An Integrated
System of Classification of Flowering Plants 1981 y The Evolution and Classification of
Flowering Plants 1988) esta basado principalmente en la morfologia y, aunque no
acepta los superdrdenes de Takhtajan, los dos sistemas se basan practicamente en
los mismos conceptos. Aunque esta clasificacion fue muy popular en la década de los
80, la llegada de los analisis moleculares (a partir de la década de los 90) ha
provocado una modificacion drastica del arbol filogenético de las angiospermas
(sistema APG III 2009), que hoy en dia es muy diferente del propuesto
“tradicionalmente” por Cronquist y otros autores.

El sistema publicado por Dahlgren (1980) también coincide en muchos aspectos
con los de Takhtajan y Cronquist. La diferencia principal es que no incluye subclases
sino superdrdenes. Rolf Dahlgren representa su nueva clasificacion de las
angiospermas (Dahlgren et al. 1985) como un arbol filogenético tridimensional en el
cual los organismos vivos podian representarse por un corte de un plano de ese arbol
("Dahlgrennograma”) y las ramas ancestrales representaban taxones desconocidos,
muchos de ellos extintos. Acepta como improbable que muchos grupos de
angiospermas actuales sean ancestros de otros grupos vivos en la actualidad, por lo
que las considera como un grupo que ha retenido una gran proporcion de caracteres
ancestrales. Los caracteres que utiliza en su clasificacion van desde caracteres
anatdmicos y quimicos, hasta caracteres que tienen que ver con el desarrollo.

Los botanicos W. Zimmermann y W. H. Wagner, junto con el bidlogo W. Hennig
tuvieron un papel clave en la conversién de los sistemas de clasificacion, pues

aportaron una perspectiva filogenética, para que éstos reflejaran la historia evolutiva
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de los organismos. La obra de Hennig “Elementos de una sistematica filogenética”
(1966) es especialmente relevante en la Sistematica actual, pues dio origen a la
escuela cladista, en la que se fundamentan muchos de los sistemas modernos de
clasificacion bioldgica. En el cladismo (Hennig 1966; Wiley et a/. 1991; Kitching et al.
1998) se concibe a los taxones como “clados” o ramas de un arbol filogenético, de
forma que los organismos (previamente asignados a una categoria taxondmica) se
agrupan segun si derivan de un ancestro comun (grupos monofiléticos) o no (grupos
parafiléticos). Una vez se resuelve el arbol filogenético y se conoce la historia
evolutiva del grupo de especies de interés, la Sistematica se encarga de estudiar las
relaciones de parentesco, permitiendo clasificar a los organismos a partir de una
jerarquia de inclusion (es decir, cada grupo abarca a otros que quedarian por debajo
en la escala jerarquica, a la vez, que estarian subordinados a otros que ocuparian un
rango mayor en dicha escala). Todas estas aportaciones a las clasificaciones, han
hecho que en la actualidad se haya pasado de agrupar a los organismos segin su
morfologia a hacerlo segun las similitudes de sus secuencias de ADN.

La DETERMINACION es una subdisciplina de la Taxonomia, también denominada
“Identificacion”, pues persigue asignar un organismo desconocido a uno de los
taxones conocidos del sistema de clasificacion dado (Simpson et al. 2010), a través
de los caracteres diagndsticos del organismo incognita (que son los que determinaran
su inclusién en uno u otro taxon).

Lamarck realizd la mayor recopilacion botanica de su época en Francia, que publico
en 1778 bajo el titulo Flore Francgaise. En ella, empled claves dicotdmicas para la

identificacién de las especies y sugirid que los caracteres utilizados por los cientificos
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para dividir los taxones no tenian que ser necesariamente los mismos que los que se
utilizaran para diagnosticarlos. Promovid el empleo de las claves de identificacion
dicotdmicas, que concibid como guias para permitir a los usuarios, no expertos,
identificar con mayor sencillez, a un organismo dado, mediante caracteres facilmente
visibles. Este era un sistema mas intuitivo que los sistemas de clasificacion empleados
hasta ese momento.

Normalmente, las claves de identificacion se elaboran para una region geografica
dada [p. €j., “Flora Iberica" de plantas vasculares de la Peninsula Ibérica e islas
Baleares, Castroviejo, S. (coord. gen.). 1986-2012; “Flora de Andalucia Oriental”,
Blanca et al. (eds.) 2011; “Flora de Andalucia Occidental”, Valdés Castrillon et al.
(eds.) 1987 6 “Flora of Madeira”, Press & Short (eds.) 2001], ya que seria inutil
consignar en ellas, la informacidon sobre taxones que no se encuentran en la region
en la que se encontro el organismo a determinar

Todo lo expuesto anteriormente nos lleva a concluir que solamente después de dar
nombres a los organismos y agruparlos en categorias reconocibles podemos empezar
a clasificar, estudiar y comprender la biodiversidad.

La existencia de un sistema jerarquico de clasificacion de organismos
universalmente reconocido es, probablemente, uno de los mayores logros que se ha

alcanzado en beneficio de la biodiversidad.

1.1.1 LA TAXONOMIA Y LOS CODIGOS DE NOMENCLATURA.

Durante las décadas posteriores a la edicion de los volimenes de Linneo se

asignaron los nombres para muchos animales y plantas, lo que provocd mucha
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confusién nomenclatural porque se dieron situaciones como que a un mismo taxon se
le asignaron nombres diferentes ("sinonimias").

Esta situacidén provocé la redaccion de reglas para establecer los nombres validos,
tanto de las plantas (7eoria Elemental de la Botanica, 1813) como de los animales
(Strickland Code, 1842). En 1930 se establece el Cddigo Internacional de
Nomenclatura Botanica o ICBN (International Code of Botanical Nomenclature), que
trata sobre la nomenclatura de plantas y hongos, en el que se dejan sin efecto los
nombres publicados para las plantas antes del afio 1753 (cuando se publicé Species
Plantarum de Linneo).

En 2011 (Congreso internacional de Botanica, Melbourne, http://www.iapt-

taxon.org/nomen/main.php) se cambia el nombre del ICBN por el de ICN

(International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants), para de esta
manera reflejar que el cddigo recoge normas para la nomenclatura de hongos y
algas, ademas de las plantas terrestres.

De forma parecida, el que originalmente fuera el Codigo Strickland (1842), fue
renombrado en 1901 como Cddigo Internacional de Nomenclatura Zoologica

(http://iczn.org/iczn/index.jsp) o ICZN, con el objetivo de obtener un solo nombre

valido para cada taxdn dentro de los animales. Con el tiempo han ido surgiendo otros
cddigos de nomenclatura como el (ddigo Internacional de Bacterias

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK8817/) o ICNB (International Code of

Nomenclature of Bacteria), publicado en 1958 e incluso en la actualidad se debate

sobre formalizar la nomenclatura de los genes y proteinas (http://www.gene.ucl.

ac.uk/nomenclature/quidelines.html).
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1.2. TAXONOMIA Y BIODIVERSIDAD

El concepto de biodiversidad fue acufiado en 1985 por Edward O. Wilson, en el
Foro Nacional sobre la Diversidad Bioldgica de Estados Unidos, cuyas conclusiones
fueron publicadas bajo el titulo de “Biodiversidad” (Wilson 1988). Al definir el
concepto de especie como un elemento genético mas o menos aislado que
evoluciona por si mismo, Wilson permitié entender la biodiversidad desde una vision
menos estatica, que la que se habia ido manejando segln el concepto clasico. Asi, a
la biodiversidad no hay que entenderla como un conjunto de especies aisladas unas
de otras, sino como una compleja red de interacciones entre las comunidades de

seres vivos y el ambiente que las rodea (biodiversidad ecoldgica).

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (http://www.cbd.int/doc/), en su Articulo

2, define a la biodiversidad o diversidad bioldgica como “la variabilidad de organismos
vivos de cualquier fuente, incluidos, entre otros, los ecosistemas terrestres y marinos
y otros ecosistemas acuaticos y los complejos procesos ecoldgicos de los que forman
parte; comprende la diversidad dentro de cada especie, entre las especies y de los

ecosistemas ”

Tradicionalmente, la diversidad bioldgica se ha dividido en tres niveles, dentro de
los cuales puede ser cuantificada y evaluada de diferentes formas: genético (dentro
de cada especie), taxondmico (entre especies) y ecoldgico (entre ecosistemas). Por
tanto, para medir la biodiversidad de especies en una regidon determinada (p. €j., un
pais, un archipiélago o un rio) podemos simplemente realizar un conteo del nimero

total de especies diferentes presentes en esa area dada. También, se puede
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establecer la biodiversidad genética o diversidad a nivel genético de las especies de
esa region o area determinada. Es decir, se puede cuantificar la variabilidad genética
o el polimorfismo entre los genes de diferentes especies, entre poblaciones distintas
dentro de una misma especie (variabilidad intraespecifica) o entre poblaciones de
distintas especies (variabilidad interespecifica).

Si pretendemos tener una medida mas precisa de la diversidad taxonédmica de una
region, habria que tener en cuenta las relaciones entre los grupos taxondmicos
presentes en dicha regidn. Asi, un area conteniendo especies pertenecientes a
diferentes géneros y familias tendria mayor diversidad taxondmica que areas en las
que se distribuyeran solo especies con-genéricas. Otra forma de cuantificar la
biodiversidad tiene que ver con la abundancia de especies por unidad de area (p. €j.,
de 1km? 6 de 100km?), de forma que sabemos que en los bosques himedos
tropicales hay mayor biodiversidad que en la tundra o que en los desiertos (Jablonski
et al. 2006). La biodiversidad entre ecosistemas es variable.

Puesto que todas las disciplinas de la Biologia dependen de la asignacién correcta
y sin ambigliedades de cada organismo a una Unidad Taxonodmica Operativa (UTO de
aqui en adelante), la identificacion taxondmica se hace indispensable para llevar a
cabo cualquier investigacion de la diversidad bioldgica.

Ademas, las amenazas globales sobre la biodiversidad del planeta (especialmente
en la ultima década) son cada vez mas acuciantes, y hacen urgente la necesidad de
avanzar en la localizacion, descripcion y clasificacion de los seres vivos; es muy
probable que en la proxima década muchas de las especies endémicas desaparezcan

0 se conviertan en inaccesibles para la Ciencia. Todos estos motivos indican que la
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necesidad de llevar a cabo esfuerzos cientificos a nivel taxondomico tal vez sea aun

mayor que en el pasado.

1.2.1 LA TAXONOMIA Y SU PAPEL EN LA CONSERVACION DE LAS ESPECIES:
PASADO, PRESENTE Y FUTURO.

La acuciante necesidad de preservar el legado natural de nuestro planeta llevd a la
Convencion sobre Diversidad Bioldgica de la ONU a acordar, entre otros objetivos,
que debia mitigarse el actual ritmo de extincidén de las especies antes del afio 2010,

declarado como el Afo Internacional de la Biodiversidad (http://ec.europa.eu/

environment/biodiversity/international/pdf/brochure _es.pdf). Esta iniciativa fue

adoptada para llamar la atencion sobre la grave situacion que padecen los diferentes
ecosistemas del planeta (desarrollo econdmico insostenible en areas de alta riqueza
bioldgica o devastacidn de areas que se habian mantenido hasta recientemente
virgenes) y sobre la considerable reduccion en el nimero de especies, que esta
teniendo lugar como consecuencia de los cambios globales.

Puesto que la dramatica pérdida de biodiversidad actual conlleva la disminucion de
la diversidad ecoldgica y genética del planeta, se priorizan los esfuerzos de
“Conservacion” donde se contemplan estudios cientificos multidisciplinares. Las
amenazas Yy los procesos erosivos que estan afectando a las poblaciones naturales
sélo pueden ser comprendidos, anticipados y mitigados a la luz de la
multidisciplinariedad. Sin embargo, uno de los graves problemas con los que todavia
nos encontramos para conservar las especies tiene que ver con la delimitacién de las

mismas Yy, también, con el hecho de que ya no es posible conservar todas las
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especies, ni todos los habitats. Los recursos dedicados a la conservacién son
limitados, por lo cual los especialistas deben estimar en qué habitats y en qué
especies focalizar los presupuestos asignados, y generar modelos predictivos acerca
del futuro de la biodiversidad.

En ese sentido, la Taxonomia juega un papel preciso en lo que respecta a la
definicion de especie y de especiacion pues, sin duda, la eleccidén de una clasificacion
u otra de las especies puede afectar enormemente las prioridades de conservacion de
cada habitat. Se ha visto que los inventarios biolégicos de las regiones, se ven
afectados a diferentes niveles, en funcion del concepto de especie empleado en su
elaboracion (Gaston 1996). Conceptos de especie divergentes plantean problemas en
los estudios de biodiversidad, por lo que es importante, asegurarnos de que se ha
aplicado el mismo concepto de especie, para un taxén superior dado, cuando se
hacen comparaciones de numeros de especies presentes en diferentes areas
(Heywood 2004).

Por encima de estas consideraciones, debemos tener en cuenta que las especies
actuales también estan sometidas a procesos evolutivos, por lo que es probable que
algunas de ellas, en el futuro, den lugar a nuevas especies o se extingan.

Por otro lado, las areas que se establezcan como prioritarias para la conservacion
podran variar, dependiendo del punto de vista desde el que hagamos el andlisis
(diversidad genética, filogenética, rareza, ecologia, etc.).

En todas estas dimensiones, el taxdbnomo debe jugar un papel fundamental para

sefalar las lagunas de nuestro conocimiento, las prioridades de conservacion, y las
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futuras direcciones de investigacién. Wheeler (2008) propone la utilizacién de una
"aproximacion conceptual" para realizar un analisis a largo plazo de la biodiversidad.

En las Ultimas décadas, existia un consenso sobre la prioridad de la Biologia
Sistematica (esto es, nombrar y describir todas las especies del planeta en la medida
que fuera posible), y se establecid un sistema de clasificacion y unos plazos para la
descripcion de las especies y el andlisis de sus relaciones evolutivas (Systematics
Agenda 2000). No obstante, a pesar de que en la actualidad ya han sido descritas
mas de un milldn de especies, éstas solamente representan alrededor de un 15% de
las que se estima que habitan el planeta (Wilson 2003), lo que muestra que nuestro
conocimiento de la diversidad bioldgica a nivel de géneros y especies es francamente
deficiente (Blaxter 2003). Como hemos ido sefialando, esta situacion se debe
principalmente a las dificultades de elaborar censos de los organismos, cuando el
concepto basico en el que se fundamentan (el de “especie”) presenta muchas
definiciones que en ocasiones entran en conflicto y, en otros casos, simplemente no
son validas (Adams 2001; Blaxter et a/. 2005).

Otro gran problema que padece la Taxonomia es la poca adecuacion de los
instrumentos metodoldgicos que utiliza la Biologia comparada para diferenciar y
describir las especies. En efecto, aunque existiera una definicion de especie que fuera
aplicable en todos los casos posibles, los caracteres morfoldgicos (que son los Unicos
qgue la Taxonomia clasica utiliza para la caracterizacion de los organismos vivos),
presentan, en ocasiones, limitaciones intrinsecas que disminuyen su valor taxonédmico
y, que hacen que la clasificacién taxondmica no sea posible sin incurrir en

ambigliedades.
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1.3 IDENTIFICACION MOLECULAR Y TAXONOMIA.
1.3.1 LOS CARACTERES MORFOLOGICOS Y LA TAXONOMIA.

Las variables morfoldgicas han sido, hasta hace poco tiempo, las Unicas que se
consideraban validas para establecer Unidades Taxondmicas Operativas (UTO) en la
mayoria de linajes de plantas. El principal problema de estas variables es que estan
muy influenciadas por el ambiente, es decir, su rango de variacidon puede estar
condicionado por factores externos. El ambiente influye notablemente en el desarrollo
de las plantas, de forma que muchas veces cambios en el tamafio de sus hojas o la
longitud de sus tallos no se deben a mutaciones genéticas (variacion heredable), sino
que se trata de adaptaciones ambientales (ecotipos o variantes inducidas por el
ambiente) que en ocasiones provocan confusiones taxonomicas. Otra de las
limitaciones, esta vez extrinseca, de los caracteres morfolégicos es que su
importancia depende en gran medida de la subjetividad del taxénomo, lo que
frecuentemente genera controversias que no hacen posible la identificacién de las
UTO (Caujapé-Castells 2006).

Por todo esto, la busqueda de marcadores alternativos que mitiguen y/o
complementen algunas de las limitaciones inherentes a la identificacion taxondmica
mediante variables solamente morfoldgicas es fundamental para poder delimitar
mejor y mas rapidamente las unidades de conservacion.

En resumen, si comparamos los marcadores moleculares con los morfoldgicos nos
encontramos con ciertas ventajas de los primeros sobre los segundos, como se

recoge en Caujapé-Castells et a/. 2011:
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1) los caracteres morfoldgicos sufren variaciones a veces enormes durante su ciclo
vital (p. €j., en el caso de los arboles, las plantulas difieren muchisimo morfologica-
mente del ejemplar en estado adulto) lo que hace que (especialmente en
invertebrados) diferentes estadios vitales de una misma especie hayan sido
errdbneamente asignados a diferentes especies. Por el contrario, los caracteres
moleculares utilizados en Sistematica permanecen invariables a lo largo del

desarrollo.

2) Algunos caracteres morfoldgicos son adaptativos (por ejemplo el tamafio de las
hojas, que depende de las condiciones en las que se desarrolle la planta). La
eventual confusion de esta variabilidad ambiental con variabilidad heredable puede
desembocar en la definicidn de “especies” sin ninguna base bioldgica, algo que no
ocurriria con los caracteres moleculares utilizados en sistematica, que no estan

sujetos a influencias medioambientales (Judd et a/. 2007).

3) Los caracteres morfoldgicos son a menudo dificiles de analizar estadisticamente,
porque estan influidos por multitud de genes cuya contribucién al fenotipo
desconocemos (Doebley et al. 1990, Koornneef et al. 2004), mientras que los
caracteres moleculares utilizados en sistematica son discretos y homologables en
todos los organismos, garantizandose la total homologia de las comparaciones.

4) Cuando hay pocos caracteres morfoldgicos para la discriminacion taxondmica,
estos generan problemas en lugar de consenso. Las variables moleculares aportan

otra fuente de caracteres que pueden contribuir a disipar dudas taxondmicas.
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1.3.2 EL ROL DEL ADN EN LA IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LAS ESPECIES.

Los avances cientifico-técnicos de los ultimos tiempos han permitido incorporar
nuevas variables cuya aplicacion (aunque no exenta de dificultades) supera al menos
las cuatro limitaciones de las variables morfoldgicas anteriormente mencionadas y
puede, por ello, complementar de forma conveniente la aproximacion clasica a la
Taxonomia. Como toda disciplina cientifica, la Taxonomia afronta problemas cuya
solucién debe buscarse en la colaboracion con otras ramas de la ciencia que tienen
que ver con la biodiversidad. Los marcadores moleculares han ofrecido hasta ahora
una herramienta que se ha mostrado muy util para resolver muchos de estos
problemas. La constante aparicion de nuevos marcadores hipervariables vy
genéticamente conocidos esta consolidando una fructifera alianza entre la Taxonomia
clasica y la Genética molecular (Caujapé-Castells et a/. 2006).

La Sistematica molecular se centra en los cambios presentes en las secuencias de
ADN y que son compartidos por un subconjunto de taxones (las sinapomorfias), ya
que su numero y calidad indica el grado de parentesco entre cada uno de los taxones
objeto de estudio. Por lo tanto, la Sistematica molecular utiliza la informacién que
contiene el ADN para inferir relaciones de parentesco entre los organismos. Esta
disciplina ha tenido un desarrollo espectacular desde sus inicios en la década de los
90, de forma que los datos moleculares han revolucionado el trabajo en Sistematica
(ver por ejemplo APG III 1998, 2003 y 2009).

Pero la Sistematica también tiene sus limitaciones; entre ellas, destacan las
planteadas por dos procesos que dificultan la interpretacion y el andlisis de la

informacion filogenética: las reversiones y las convergencias (Arendt & Reznick
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2008). En las reversiones, un estado derivado del caracter vuelve a un estado
ancestral (por ejemplo: lefioso -> herbaceo -> lefioso), lo que puede llevar a
confusién, y provocar que una especie se considere como ancestral cuando en
realidad es derivada. Asi, por ejemplo en el género Echium (Bohle et al. 1996), vemos
como el caracter ancestral lefioso pudo haber sufrido una reversion (las especies
continentales africanas mas cercanas pertenecen al género Lobostemon, que es en
su totalidad lefioso) al pasar a un estado derivado herbaceo en el Mediterraneo (p.
€j., E. sabulicolum, E. arenarium, E. italicum o E. albicans) para nuevamente volver al
estado ancestral en Macaronesia (Garcia-Maroto et a/. 2009), dénde las especies son
fundamentalmente lefiosas, (p. €j., E. acanthocarpum, E. bethencourtij, E. decaisnei,
E. hierrense, E. sventenii o E. webii en Canarias; E. candicans y E. nervosum en
Madeira, E. hypertropicum y E. vulcanorum en Cabo Verde).

En las convergencias, dos especies son similares, no porque estén emparentadas
sino por eventos de mutaciones independientes o por adaptaciones a un mismo
ambiente. Es decir, dos especies que no comparten un ancestro comudn, presentan
estructuras (estados de caracteres) similares debido a procesos evolutivos distintos,
como respuesta a, por ejemplo, condiciones ambientales semejantes (Hedges &
Sibley 1994, Bull et al. 1997, McCracken et al. 1999, Wiens et al. 2003). Un modelo
claro de convergencia evolutiva en plantas es el que se observa entre los cardones (p.
€j., Euphorbia canariensis, islas Canarias) y especies de cactus de otras partes del
mundo (p. €j., Stenocereus thurberi de Arizona, EE.UU.), que no guardan relacién

entre si pero que son morfoldgicamente muy similares. Esto es debido a los
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mecanismos de adaptacion que desarrollan las plantas xerdfitas para sobrevivir en
ambientes aridos.

Los primeros trabajos que utilizaban datos moleculares como caracteres para la
Biologia Sistematica (Hedges & Maxson 1996, Givnish & Sytsma 1997) aseguraban
que estos datos son mas adecuados que los morfoldgicos para reflejar la verdadera
filogenia de los organismos. La hipdtesis subyacente a esta afirmacion era que los
datos moleculares estaban menos sujetos a convergencia evolutiva y paralelismo que
los caracteres morfoldgicos, ya que reflejaban cambios a nivel del genoma. No
obstante, posteriores trabajos han mostrado que los datos moleculares estan en
realidad sujetos a algunos problemas analogos a los que plantea el uso de los datos
morfoldgicos, aunque hay algunas diferencias entre ambos tipos de marcadores que
hacen que las secuencias de ADN puedan representar una gran ayuda para la
Taxonomia clasica.

La mayor ventaja de la mayoria de las secuencias de ADN utilizadas en Sistematica
es que son ortdlogas (es decir, derivan de una molécula ancestral comin a través de
eventos de especiacion), por lo cual reflejan un mismo origen evolutivo, son
directamente comparables y pueden utilizarse sin ambigliedades para establecer las
Unidades Taxondmicas Operativas Moleculares (UTOM).

Aunque es cierto que las UTOM no siempre corresponderan a UTO, si ofrecen una
serie de ventajas analiticas, entre las cuales cabe destacar (Bramwell & Caujapé-
Castells 2008):

(a) la simplicidad técnica de caracterizacion, basada en la extraccién de ADN, su

amplificacion y subsiguiente secuenciacion, y
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(b) el hecho de que taxones morfoldgicamente conflictivos, dudosos o cripticos
puedan identificarse sin necesidad de disponer de los organismos enteros o de

medidas poblacionales.

Ademas, hay muchos mas datos moleculares que datos morfoldgicos disponibles, y
su analisis e interpretacion son también mas directos, pues una “adenina” sera
siempre una “adenina”, mientras que por ejemplo “un tipo morfolégico de hoja”
puede estar influido por variaciones de muchos genes diferentes, tener un rango de
variabilidad muy amplio en especies diferentes, e incluso diferir entre individuos de
un mismo taxon, probablemente por variaciones en los distintos genes que
determinan ese aspecto de la morfologia.

El contenido informativo del ADN permite hacer algunas analogias entre los
genomas de los organismos Yy los codigos de barras que se utilizan para identificar los
productos en venta en un supermercado, en el sentido de que en este ultimo, las
barras y espacios entre ellas representan pequefas cadenas de caracteres, que
permiten reconocer rapidamente un articulo de forma Unica, global y no ambigua, y
asi poder realizar inventarios o consultar sus caracteristicas asociadas. De la misma
forma, los “cdédigos de barras de la vida”, estan basados en una regidon o varias
regiones de ADN vy la lectura de su secuencia de bases constituyen los caracteres de
referencia (caracteres exclusivos) que deberian contribuir a identificar al taxon al cual
pertenece el espécimen analizado (Hebert et a/. 2003, Tautz et a/. 2003). El mayor

inconveniente que puede conllevar el uso del término “codigo de barras” para hacer

33



Capitulo 1. Introduccion

referencia a la biodiversidad es que los cddigos de barras asociados a bienes
materiales son una manera artificial de asignar identidades a los productos en venta,
lo que podria llevar a pensar que los “cddigos de barras de la vida” son también
definidos, de forma artificial, por los investigadores para asignar identidades
taxonomicas. Sin embargo, este no es el caso de “los cddigos de barras moleculares”
que son cambios que ocurren por procesos naturales y que hacen que existan
nucledtidos exclusivos diferentes en las secuencias de ADN de unos taxones respecto
a otros. De la misma forma que en medicina forense o en estudios de paternidad se
puede establecer la identidad individual a partir de estudios genéticos basados en
secuencias del ADN, Hebert et a/. (2003a y b) propusieron que ciertas regiones de la
secuencia del ADN fueran utilizadas para delimitar la pertenencia de un organismo
determinado a un grupo o a una categoria taxondmica.

Esencialmente, un “cddigo de barras molecular” consiste en el uso de una o varias
secuencias cortas y estandarizadas del genoma (Kress et al. 2005; Savolainen et al.
2005) como complemento a la Taxonomia para ayudar a caracterizar, distinguir o
identificar especies, para detectar especies nuevas para la ciencia, e incluso para
asignar individuos (o partes de individuos no identificadas) a sus especies correctas.

Es importante sefalar que estas regiones “cddigos de barras moleculares” o
“cddigos de barras” no permiten describir especies nuevas. Su papel no es construir
una Taxonomia basada en el ADN, sino constituirse en una herramienta valida para (i)
la rapida identificacién de especies previamente descritas, reguladas y referenciadas
por taxdnomos, y/o (ii) complementar a la Taxonomia cuando no existen caracteres

morfoldgicos diagndsticos o cuando los caracteres morfologicos disponibles son
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ambiguos. De hecho, las regiones “cddigo de barras” son especialmente Utiles cuando
las variables morfoldgicas no son concluyentes ni accesibles. De lo contrario, el
analisis de los caracteres morfoldgicos visibles resuelve las dudas taxondmicas de
forma mas inmediata que lo que supone generar y comparar secuencias de ADN.

Por lo tanto, en unos casos los caracteres morfoldgicos por si solos seran
suficientes para diferenciar taxones, en otros lo seran solo los moleculares y, en otros
casos, sera la combinacion de ambos lo que permita la discriminacién y clasificacion
de los taxones en cuestion. Asi pues, como sefala Weber (2003) la Sistematica
molecular (caracteres moleculares) y la Taxonomia (caracteres morfoldgicos) son dos
disciplinas independientes e igualmente potentes que ahora es posible combinar en
un sistema de mutua elucidacién. La morfologia debe servir también como
herramienta para reconocer las carencias (debilidades) en las clasificaciones
moleculares, y Vviceversa. La comparacion de los datos obtenidos por ambas
disciplinas permitira confirmar identidades y relaciones establecidas en previos
estudios o, por lo contrario, poner éstas en cuestion.

La mayor dificultad que plantea el uso de “cddigos de barras moleculares” con
finalidad taxondmica radica en saber si la variabilidad que detectemos en los UTOM
puede considerarse interespecifica (y usarse para definir UTO) o intraespecifica (y,
por tanto, considerarse taxondmicamente irrelevante) (Caujapé-Castells et a/. 2006).
Los niveles de variabilidad intraespecifica van a depender en muchos casos del linaje
al que pertenezcan los organismos en cuestién (como se muestra en detalle en el
capitulo 4, hemos detectado una alta variabilidad infra-especifica en especies de los

géneros como Erica, Ilexy Myrica).
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No obstante, los “cddigos de barras” estan asociados a secuencias de ADN, que
ofrecen la ventaja ya comentada de la ortologia. Por tanto, permiten la evaluacion
consistente de su variabilidad, pues podemos garantizar que comparamos las mismas
regiones en todos los organismos (lo cual no es posible afirmar con los caracteres
morfoldgicos). Consecuentemente, uno de los problemas fundamentales que las
variables moleculares pueden contribuir a resolver de manera satisfactoria se refiere
a delimitar la cantidad de variabilidad, taxondmicamente relevante, en casos donde la
morfologia no ofrece dudas acerca de la identidad especifica (de aqui en adelante,
casos taxondmicamente claros, Tabla 4.1, definiciones). Por otro lado, son
particularmente significativas las comparaciones de casos taxondmicamente claros,
con casos en los que tal identidad esta sujeta a controversia (de aqui en adelante,
casos taxondmicamente conflictivos, Tabla 4.1, definiciones). Las comparaciones de
poblaciones con-especificas (segin la Taxonomia actual) en casos taxondmicamente
claros nos permitiran detectar la existencia de posibles especies cripticas (ver cap. 4),
donde la diferenciacién genética detectada es mucho mayor que la esperada, es decir,
poblaciones que morfoldgicamente son tan parecidas entre si que han sido
consideradas como parte de una Unica especie pero que, segun los marcadores
moleculares, podrian ser consideradas diferentes taxones.

El caso contrario también puede darse, por ejemplo, las especies agamospérmicas
(Saltar et al. 1996) tienden a constituir subpoblaciones con diferencias morfoldgicas
marcadas Y, por lo tanto, muchas veces son reconocidas como entidades taxondmicas
diferentes cuando molecularmente se trata de subpoblaciones clonales (por ejemplo,

las especies de zarzas del género Rubus, forman un gran complejo agamico, pero su

36



Capitulo 1. Introduccion

tratamiento taxondmico ha sufrido numerosas variaciones; Weber 1996 & Evans et 4.
1998). Otro ejemplo, es el de los grupos que han experimentado radiaciones
(Aeonium, Convolvulus, Echium, Micromeria, Sonchus, etc.) cuyo origen reciente hace
gue una misma especie haya ocupado distintos nichos ecoldgicos (dentro de una
misma isla o en islas distintas) y que en cada uno de ellos presente caracteristicas
morfoldgicas distintas.

Por todos estos motivos, y remarcando que el papel de los taxénomos es
fundamental para resolver y dar validez a las clasificaciones taxondmicas, hay
también que destacar que las técnicas moleculares pueden permitir identificar
especies taxondmicamente claras a partir de fragmentos de especimenes
irreconocibles por su morfologia, ayudar a detectar posibles especies cripticas, o
clarificar algunas situaciones conflictivas, sefialando casos en los que podria ser
necesaria una revision taxonémica. Por lo tanto, podemos afirmar que las secuencias
de ADN permiten resolver algunos de los problemas con los que nos encontramos en
la conservacién de la biodiversidad y que afectan en primera instancia a la
delimitacién de los taxones. No podemos olvidar que las especies son el referente
cientifico mas utilizado para caracterizar la biodiversidad y el primero para definir
politicas de conservacién de la misma (Crisci 2006). Por ello, para llevar a cabo
cualquier investigacion sobre la biodiversidad es indispensable poder realizar una
identificaciébn correcta y sin ambigliedades de las unidades bioldgicas que la
conforman. Cualquier error en este sentido puede afectar enormemente la eleccion

de prioridades de conservacion.
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1.3.3 ESTUDIOS MOLECULARES EN LA FLORA CANARIA.

Desde principios de los 90 hasta la actualidad, se han generado numerosas
filogenias que incluyen muchas de las especies vegetales emblematicas, endémicas y
no endémicas de Canarias (Echium, Sonchus, Pericallis, Bencomia, Argyranthemum,
Crambe, Euphorbia, Aeonium, Tolpis, Sideritis, Lavatera, Convolvulus, Lotus, etc.). En
un primer momento, abundaban los estudios filogenéticos que estaban basados
Unicamente en la regidon /7S del ADNn (Bohle et al. 1996; Kim et al. 1999; Susanna
et al.; Panero et al.; Helfgott et al. 2000; Francisco-Ortega et al. 1997, 2001 y 2002;
Molero et al. 2002; Pelser et al. 2002; Garcia-Jacas et al.; Mort et al. 2002; Moore et
al. 2002; Martins et al. 2003; Valcarcet et al. 2003, etc.), pero en la Ultima década, la
tendencia ha sido combinar la regidén 775 con otras del ADN cloroplastico o con otro
tipo de marcadores como ISSR, ETS o AFLPs (Tabla 1.1). Incluso, a lo largo de los
ahos, se ha ido profundizando y mejorando el conocimiento de algunos grupos como
Cistus, Ilex, Micromeria, Echium o Lotus, no sdlo incrementandose el nimero de
especies para completar sus filogenias sino, también, al irse aplicando mas y distintos
marcadores moleculares, combinandose la informacidon aportada por cada uno de
ellos (p. €j., regiones del ADN cloroplastico analizadas conjuntamente con regiones
del ADN nuclear)

Todos estos estudios han permitido importantes avances en el conocimiento de la
flora silvestre de las islas Canarias, al abarcar géneros muy emblematicos de la
misma, y tanto grupos que han radiado en las islas, como de grupos de evolucién

incipiente.
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Tabla 1.1. Marcadores moleculares empleados, durante la Utima década, en el desarrollo de estudios
filogenéticos que incluyen especies de géneros presentes en Canarias (ordenados alfabéticamente).

GENERO (FAMILIA) MARCADOR REFERENCIA FECHA
Aeonium (Crassulaceae) ITS Mort et al. 2007
Aichryson (Crassulaceae) ITS+ADNCcp Fairfield et al. 2004
Androcymbium (Colchicaceae) ADNCcp del Hoyo et al. 2009
Andryala (Asteraceae) ITS+ADNcp Fehrer et al. 2007
Artemisia (Asteraceae) ITS Sanz et al. 2008
Bystropogon (Lamiaceae) ITS+ADNcp Trusty et al. 2004 y 2005
Canarina (Campanulaceae) ITS+ADNcp Roquet et al. 2008
Cheirolophus (Asteraceae) ITS+ETS Garnatje et al. 2007
Cheirolophus (Asteraceae) ITS+ETS Vitales et al. 2014
Cistus (Cistaceae) ITS+ADNCcp Guzman & Vargas 2005 y 2010
Cistus (Cistaceae) ADNcp Fdez-Mazuecos & Vargas 2011
Convolvulus (Convolvulaceae) ITS Carine et al. 2004
Descurainia (Brassicaceae) ITS Goodson et al. 2006
Echium (Boraginaceae) D6-desaturase Garcia-Maroto et al. 2009
Echium (Boraginaceae) ADNcp Mansion et al. 2009
Erysimum (Brassicaceae) ITS Moazzeni et al. 2014
Euphorbia (Euphorbiaceae) ITS+ADNcp Zimmerman 2010
Festuca (Poaceae) ITS Catalén et a/. 2004
Festuca (Poaceae) ITS+ADNCcp Inda et al. 2008
Helichrysum (Asteraceae) ITS/ ITS+ETS Galbany-Casals et al. 2004/ 2009
Hypericum (Hypericaceae) ITS+AFLP Dlugosch & Parker 2007

Ilex (Aquifoliaceae) ITS/ ITS+ADNcp Manen et a/. 2004/2010
Isoplexis (Scrophulariaceae) ITS+ADNcp Brauchler et al. 2004
Laurus (Lauracerae) ADNcp Rodriguez-Sanchez et al. 2009
Lavatera (Malvaceae) ITS+ADNcp Escobar-Garcia et a/. 2009
Limonium (Plumbaginaceae) ADNcp Lledo et al. 2005
Lotus (Fabaceae) ITS Allan et a/./ Degtjareva et al. 2004/ 2008
Lotus (Fabaceae) CYB6+ITS+ADNcp Ojeda et al. 2012
Matthiola (Brassicaceae) ITS Jaén-Molina et al. 2009
Micomeria (Lamiaceae) ADNcp/ITS+ADNcp Brauchler et al. 2005/ 2010
Myrica-Morella (Myricaceae) ITS+ADNcp Huguet et a/. 2005

Olea (Oleaceae) ITS+ADNCcp Besnard et al. 2009
Pericallis-Senecio (Asteraceae) ITS/ ITS+ADNcp Pelser et al. 2002 y 2010
Reseda (Resedaceae) ITS+ADNcp Martin-Bravo et al. 2007
Rhamnus (Rhamnaceae) ITS+ADNcp Bolmgren & Oxelman 2004
Rumex (Polygonaceae) ITS&AFLP Talavera et al. 2011

Ruta (Rutaceae) ADNcp Salvo et al. 2008
Salvia (Lamiaceae) ADNcp Walker et al. 2004
Senecioneae (Asteraceae) ITS+ADNcp/ITS+ETS  Pelser et a/. 2007/ 2010
Sideritis (Lamiaceae) ITS+ADNcp Barber et a/. 2007
Sonchinae alianza (Asteraceae) ITS+ADNcp Lee et al. 2005
Sonchinae subtribu (Asteraceae)  ITS+ADNcp Kim et al. 2007
Tolpis (Asteraceae) ISSR Archibald et al. 2006
Tolpis (Asteraceae) ETS Gruenstaeud| et a/. 2013
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De forma resumida y siguiendo a Caujapé-Castells (2011), los estudios moleculares
realizados con elementos de la flora endémica canaria permiten apuntar que:

1) Aungue hay muchas razones que podian sugerir que el origen de la flora canaria
esta en el continente africano (la proximidad geografica, la existencia de vientos
alisios y saharianos que podian haber transportado propagulos desde el Noroeste
africano a las islas Canarias, etc.), las filogenias moleculares apuntan que soélo el 25%
de los géneros canarios estudiados con perspectivas moleculares tienen su origen en
el Norte de Africa. En cambio, los datos moleculares apoyan que el 35% de los
ancestros mas cercanos a las especies canarias estudiadas tienen el Mediterraneo,
como lugar de origen mas probable (Carine et al. 2004). Con las limitaciones que
impone la probable influencia de la extincion en muchos de estos grupos y defectos
de muestreo (Caujapé-Castells 2011), parece ser que factores que no tienen que ver
ni con la proximidad al continente ni con el régimen de vientos, determinaron el
origen del 40% restante de nuestra flora.

2) La existencia de numerosos “montes submarinos” y guyots que en el pasado
estuvieron emergidos, seguramente contribuyd a la dispersion de la fauna y flora
desde el continente hacia las islas (Fernandez-Palacios 2009), y podria llevar a pensar
que la colonizacién de las islas se debié a multiples introducciones. Sin embargo, las
filogenias moleculares sefalan que la mayor parte de los géneros llegaron a las islas
via un evento de colonizacion (Caujapé-Castells 2011).

3) Por otro lado, los datos moleculares también sugieren que un importante

porcentaje (18%) de endemismos canarios tienen su origen en las propias islas
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Canarias y en otros archipiélagos macaronésicos, resaltando el importante papel de la
dispersion inter-islas e intra-archipiélago en la generacién de la flora canaria actual.

4) Las filogenias moleculares de linajes endémicos canarios, han permitido
detectar un fendmeno que se ha denominado “efecto “boomerang” o ‘“retro-
colonizacion”, por el cual se cree que las islas Canarias no han sido Unicamente
receptoras de biodiversidad procedente del continente, sino que también, han sido
dadoras de biodiversidad. Los “westerlies” (Rognon & Coudé-Gaussen 1996), vientos
dominantes en el Pleistoceno, y que soplaban desde el oeste (Canarias) hacia el este
(Africa), pudieron permitir que especies vegetales que habian llegado a Canarias,
retornaran de nuevo a su lugar de origen (procesos de retro-colonizacion)

5) Por dultimo, hay evidencias moleculares, que apoyan que las especies
distribuidas en las islas mas orientales (Fuerteventura, Lanzarote y, Gran Canaria),
son genéticamente mas similares a sus congéneres del oeste de Africa, que a las
especies de las islas mas occidentales. Una explicacion a este hecho es la hipdtesis
del “singameon surfista” (Caujapé-Castells 2010), por la cual se considera que las
especies que colonizaron las islas mas occidentales, tienen menor variabilidad
genética (segun datos aloenzimaticos, Caujapé-Castells & Pérez de Paz 2009) porque
se encuentran mas alejadas del punto de origen del evento de colonizacién.

Segun esta hipdtesis las islas orientales (Fuerteventura, Lanzarote y Gran Canaria)
tienen mayores niveles de diversidad genética debido a que estas islas funcionan
como sumideros de colonizacion y en ellos se dan fendmenos de genetic swamping o
mezcla genética. Los “singameones” (sensu Grant 1957) son conjuntos de

organismos cercanos filogenéticamente, con una elevada compatibilidad reproductiva
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y que por estar en zonas ecoldgicamente similares, intercambian genes entre si. La
teoria del singameon surfista, se cumpliria especialmente para Fuerteventura y
Lanzarote, pues son las islas mas proximas al continente, y también las mas bajas,
planas y uniformes, por lo que practicamente no presentan barreras al flujo génico
entre sus elementos vegetales y los del noroeste de Africa.

Por todo lo expuesto, no cabe duda de que los estudios moleculares han permitido
entender y conocer mas ampliamente los procesos de especiacion que han dado
lugar a la flora canaria actual, pero aun quedan muchas cuestiones y grupos
pendientes de resolver. Una de las principales limitaciones de los datos moleculares
generados sobre la flora canaria es que como ya vimos, la mayoria estan basados en
la regidén I7S, que ha mostrado poca capacidad de resolucion para muchos de los
linajes estudiados (Bohle et al. 1996; Allan et al. 2003, Francisco-Ortega et al. 2002).

Por ello, consideramos que una de las prioridades en el estudio sistematico
molecular de la flora canaria debe ser aplicar, como se ha empezado a hacer en los
ultimos afios (ver Tabla 1.1), otras regiones mas discriminantes que permitan
clarificar o refinar las relaciones de los linajes canarios aun no resueltas. Otro de los
retos es lograr tener representantes de los congéneres continentales mas préximos
(NW de Africa), pues éstos estan casi siempre ausentes en las filogenias publicadas.
Por ello, detectar lagunas existentes en el conocimiento actual de nuestra flora (para
cada disciplina y por linaje) es fundamental para poder ir completando y
uniformizando los datos disponibles. Asi, una vez, que se logre estandarizar la
informacion multidisciplinar generada, de forma que se puedan complementar, por

ejemplo, datos filogenéticos, con datos de genética de poblaciones y con datos de
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biologia reproductiva (Caujapé-Castells 2011), se dara un salto cuantitativo y

cualitativo muy importante en el conocimiento actual de la flora canaria.

1.3.4 ESTUDIOS TAXONOMICOS EN LA FLORA CANARIA.

Dentro de las numerosas expediciones al Nuevo Mundo y otros territorios poco
conocidos, realizadas durante el siglo XVIII, destacan ademas de las inglesas, las
expediciones espafiolas llevadas a cabo por: José Celestino Mutis a Nueva Granada
(entre los afios 1782 y 1808) y José Mariano Mocifio y Martin de Sesse a México,
California, Centroamérica y las Antillas (entre los anos 1787 y 1803). Estas
exploraciones no sélo aportaron plantas vivas y semillas sino también materiales para
incrementar las colecciones de los herbarios, estimulando el desarrollo de
publicaciones sobre la flora descrita y recolectada. Asi, en 1757, se editd la Histoire
naturelle du Senegal, elaborada por Adanson y en 1775, Forsskal (discipulo de
Linneo), elabord la Flora aegyptiaco-arabica sobre la flora de Yemen y del Sur de
Egipto; en 1885 y en 1889 se editd la Flora Mexicana y Plantae Novae Hispaniae,
respectivamente, basadas en los trabajos de Mocifo y de Sesse; y posteriormente, en
1954, se comenzo a editar la Flora de Nueva Granada elaborada por Mutis sobre la
Flora de Colombia. En 1767, se publica Principios de Botadnica, escrita por M.
Barnades, siendo la primera obra que en Espafa, introduce los métodos de
clasificacion botanica segln la nomenclatura binomial de Linneo. A.J. Cavanilles, que
fue director del Real Jardin Botanico de Madrid, elabord Icones Plantarum (1791-
1806), obra que incluia unas setecientas descripciones de plantas de la Peninsula

Ibérica acompaiiadas por laminas dibujadas por el mismo autor (Herrera Piqué 2006).
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Aunque el descubrimiento del Nuevo Mundo absorbié todo el interés de botanicos
y naturalistas, las expediciones y herborizaciones de Joseph Banks, Francis Masson y
William Aiton a las islas de Azores, Madeira y Canarias durante los afos 1777-1778
dan un gran impulso al estudio de la flora canaria. Entre los afos 1772 y 1783, D.
José Viera y Clavijo, considerado como primer naturalista islefio, publica su Noticia de
la Historia General de las Islas Canarias. Posteriormente, en 1799, escribié su obra
mas importante Diccionario de Historia Natural de las Islas Canarias, donde recopila
una ingente documentacién sobre el archipiélago canario, convirtiéndose en un
valiosisimo texto de referencia, desde su publicacion hasta la actualidad. En lo que
respecta a la seccion dedicada a la botanica, en dicha obra se recogen la
denominacion latina, el nombre castellano y la denominacién que se le daba en
Canarias de ciento cuarenta especies vegetales. Ademas, junto a las descripciones
que hace de las plantas, aporta informacion sobre sus propiedades medicinales,
artesanales e industriales (Herrera Piqué 2006). Para elaborar este “Diccionario” Viera
y Clavijo toma como referencia las obras de Plukenet (realiza el primer listado
botanico de endemismos canarios), Tournefourt (botanico francés mas importante de
su época), Linneo (padre e hijo), Lamarck (describe, junto con Poiret, varias especies
canarias en su Encyclopédie Méthodigue), Masson y Cavanilles (Herrera Piqué 2006).

En 1789 Aiton (en colaboracidon con Solander y Dryander) publica Hortus Kewensis
que incluye la descripcidon de unas veinticinco plantas endémicas canarias. Son tres
cientificos europeos los que impulsaron el estudio de la flora de Canarias durante el
siglo XVIII: Louis Feuillé, Carl von Linneo y Joseph Banks. Feuillé es considerado

como el padre de la botanica descriptiva en Canarias (Herrera Piquer 2006), ya que
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describiod y clasificd cerca de una treintena de las especies vegetales que observo en
su primer viaje realizado al archipiélago canario y que recogid en su diario: “Voyage
aux Isles Canaries ou Journal des Observations Physiques, Mathematiques,
Botaniques et historiques” (1724). Después de Feuillé, Adanson fue el primer
naturalista que visitd las islas Canarias, lo hizo en 1749, herborizando algunas plantas
en Tenerife. Por su parte, J. Banks como director del Royal Botanical de Graden de
Kew, envid a F. Masson al archipiélago canario con la misidn de recolectar planta viva
y semillas, lo que le llevo a hacer un gran acopio de colecciones de la flora canaria.
Posteriormente, desde 1815 hasta comienzos del siglo XX llegan a las islas
importantes nombres para la botanica canaria como son: Augusto Broussonet,
Christen Smith, Leopold von Buch, Antonio José Cavanilles, Joseph Bormdiller, Phillip
Barker Webb, Sabino Berthelot, Ramén Masferrer, Herman Christ, Carl Bolle, Rev. R.P.
Murray, Charles Joseph Pitard y Louis Proust, entre otros. Todos ellos realizaron
relevantes investigaciones sobre nuestra flora, asi por ejemplo, Broussonet colabora
con Humboldt para la descripcién de de los pisos de vegetacion de Tenerife (Herrera
Piquer 2006); Smith y Buch, realizan la primera expedicién a Canarias con fines
investigadores sin estar ligada a proyectos oficiales. Aunque Smith no publicd ningun
trabajo sobre sus observaciones durante la visita a las distintas islas del archipiélago,
si nos dejoé su “Diario” del viaje que realizaron en 1815 (Fundacion Canaria Orotava
de Historia de La Ciencia 2005), mientras que Buch (1819) escribid el primer catalogo
de plantas de las islas (Compendio General de las islas Canarias), entre 1836-1850;
Webb y Berthelot escribieron Histoire Naturelle des Illes Canaries, y en 1908, Pitard y

Proust, publican de Flore des Iles Canaries. A mediados del siglo, O. Buchard publica
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su Contribucion a la ecologia y la biologia de las plantas de las islas Canarias (1929) y
R. Lloyd Praeger escribe la monografia Crassulaceae Endémicas de Canarias (1932).
Finalmente, L. Ortufio y F. Ceballos (que publican en 1951, Vegetacion Forestal de /as
islas Canarias Occidentales), K. Lems (que publica en 1960, Floristic Botany of the
Canary Islands), G. Kunkel y E. R. Sventenius, cubren un largo periodo de estudios
sobre la flora canaria. Ginther Kunkel estudi® mas de un centenar de taxones
endémicos, descubriendo varias especies nuevas para la ciencia (Naranjo Rodriguez
2005) y fue ademas el responsable de la primera revista especializada en temas
botanicos de Canarias: Cuadernos de Botanica Canaria (1967-1977) con titulos como:
“Plantas vasculares nuevas para la flora de Gran Canaria” (1967) 6 “Gran Canaria,
Tenerife y La Gomera: Notas floristicas y adiciones” (1976). También es de destacar la
amplia produccién de su mujer Mary Anne Kunkel, que publicd mas de 1.500 dibujos
e ilustraciones sobre especies botanicas, muchos de ellos incluidos en el Diccionario
Botanico Canario. Manual Etimoldgico (1986).

Por su parte, D. Eric R. Sventenius que fue el primer director del Jardin Botanico
Canario “Viera y Clavijo” realiza una labor extraordinaria entre los afios 1943 y 1973,
que culmina con 22 publicaciones cientificas (19 como Unico autor y 3 en
colaboraciéon) y descubriendo mas de un centenar de especies (Gonzadlez 2001,
Santos 2010). En sus primeras publicaciones (1946) describe algunas especies como
Centaurea junoniana, C. ghomeryta, C. tagananensis & Monanthes niphophila y M.
dasphylla, siendo a partir de sus publicaciones de 1948 con descripciones de nuevas
especies, cuando se las empieza a dedicar a botanicos ilustres que le precedieron en

el estudio de la flora canaria, a compafieros de expedicion y/o amigos y, a
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personalidades de las islas que le dieron su apoyo (Santos 2010). Su obra mas
completa fue Additamentum ad Floram Canariense que publico en 1960, donde
incluyé las descripciones en latin de un gran numero de taxones canarios
acompanadas de laminas realizadas por el propio Sventenius, con gran precision y
maestria (como la de Euphorbia bravoana, que aparece en la portada de este cap.).
En 1972 publico junto con Kunkel “Los Tiles de Moya: Enumeracién floristica y datos
sobre el futuro parque natural”.

Posteriormente, D. David Bramwell, desde la direccion del Jardin Botanico “Viera y
Clavijo” que asumid tras el fallecimiento de E.R. Sventenius, ha realizado una gran
labor de divulgacién de la flora canaria con la publicacion de “Flores Silvestres de las
islas Canarias” (Bramwell & Bramwell 1974) y contribuido enormemente a su
conocimiento con el descubrimiento de mas de 50 taxones canarios y unas 30
especies hibridas.

Otros botanicos que destacan durante las Ultimas décadas en el estudio
taxondmico de la flora canaria son:

Aguedo Marrero, que como curator del Herbario del Jardin Boténico “Viera y
Clavijo” desde el afio 1985, ha sido el responsable de la recoleccién de muchos de los
60.000 pliegos que conforman la coleccién de este herbario y, de la conservacién,
etiquetado y clasificacion de los mismos. En su haber cuenta con la descripcién de
unas 20 especies nuevas y es también autor de numerosos articulos cientificos y de
divulgacion.

Arnoldo Santos, jefe de la Unidad Botanica del ICIA y responsable cientifico del

Jardin de Aclimatacion de La Orotava desde 1974 hasta el afio 2013 y Alfredo Reyes-
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Betancort que es en la actualidad director del Jardin de Aclimatacion de La Orotava y
anteriormente fue colaborador cientifico del ICIA (2004-2013). Tanto, Santos como
Reyes-Betancort han realizado una labor importantisima en dicho jardin botanico y
han hecho importantes contribuciones taxondmicas y corologicas sobre la flora
canaria y macaronésica. Ambos son autores de numerosos articulos de investigacion
publicados en revistas nacionales e internacionales de gran impacto cientifico, entre
los que se incluyen descripciones de numerosas especies nuevas para la ciencia.

Ademas, hay que resaltar la labor realizada desde las universidades canarias en el
estudio taxonédmico de nuestra flora, destacando entre otros:

D. Wolfredo Wildpret de la Torre (Catedratico de Botanica y profesor emérito de la
ULL); D. Marcelino del Arco Aguilar (Catedratico de Botanica de la Facultad de
Biologia de la ULL); D. Juan Ramén Acebes Ginovés (Profesor Titular de Biologia
Vegetal de la Facultad de Farmacia de la ULL) y D. Pedro Luis Pérez de Paz

(Catedratico de Botanica de la Facultad de Farmacia de la ULL).

1.4. DIVERSIDAD FILOGENETICA

Como ya vimos en el apartado 1.2., tradicionalmente, a la diversidad bioldgica se la
ha dividido en tres niveles: genético, taxondmico y ecoldgico, de forma que para
estudiarla, podemos simplemente realizar un conteo del nimero total de géneros o
especies presentes en un area, hacer un calculo de la abundancia relativa de especies
dentro de un ecosistema o establecer el polimorfismo de los individuos de una
poblacion en base a la frecuencia alélica (variacion) de sus genes.

La Diversidad Filogenética (PD, de aqui en adelante por sus siglas del inglés
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Phylogenetic Diversity) es una medida de la diversidad relativamente reciente que, en
los Ultimos afios, ha ido cogiendo fuerza porque proporciona una vision unificada de
los tres niveles tradicionales de diversidad. Asi, siguiendo la definicion original (ver
debajo), la PD utiliza una expresion de la diversidad genética (diferenciacion entre las
regiones del ADN seleccionadas) como base para estimar tanto la diversidad de
especies (divergencia evolutiva representada en arboles relacionales), como la
diversidad de los ecosistemas que integran el territorio de estudio. Por lo tanto, una
de las ventajas de la PD es que permite inferir relaciones entre los taxones que se
encuentran presentes en un territorio, cuyo papel es de suma importancia en el
mantenimiento de las redes de interacciones que sustentan los ecosistemas.

Como se ha avanzado, la PD es un concepto desarrollado a partir de los trabajos
de May (1990), Vane-Wright et al. (1991) y Faith (1992) que busca incorporar el valor
de la historia evolutiva de las especies en las evaluaciones de la diversidad del
territorio donde se encuentran. Por lo tanto, la PD es una medida que no solo hace
referencia a la diferenciacién genética entre las especies que habitan en un territorio
determinado, sino que nos permite inferir ademas aspectos evolutivos y ecoldgicos
junto a los patrones de diversidad.

El parametro matematico definido por Faith (1992) es el mas ampliamente
utilizado para medir la PD y consiste en “la suma total minima de todas las longitudes
de las ramas de una topologia de relaciones genéticas, que se requieren para abarcar
un conjunto dado de taxones”. Atendiendo a esta definicién, es claro que la PD
permite cuantificar el grado de separacion evolutiva entre las especies distribuidas en

diferentes unidades de un territorio, en virtud de la relacion directa entre la longitud
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de las ramas que separan a los diferentes taxones representados en un arbol de
relaciones genéticas y el niUmero de cambios evolutivos entre ellos.

A modo de ejemplo, imaginemos que la topologia de relaciones genéticas que se
representa como A en la Figura 1.1 abarca a todas las especies de un territorio
concreto y que queremos estimar la riqueza filogenética de las especies presentes en
dos areas determinadas de ese territorio (B 'y €). En esta topologia de relaciones
genéticas hipotética, la fraccidon que ilustra las relaciones del subgrupo de taxones (5,
¢, fy h) presentes en el area B, es mas representativa de la biodiversidad global del
territorio 4 que la fraccién contenida en el subgrupo de taxones (e £, g y h)
distribuidos en el area C. Asi, el valor de PD para el area B es mayor, debido a que la
suma de la longitud de las ramas que hay que “recorrer” en la topologia de relaciones
genéticas global para conectar a todo el subconjunto de taxones presentes en el area

B es mayor que para el area C.

:J'EQ ‘--hCD 00 t:-ﬁ;

|

Figura 1.1. Representacion hipotética de la topologia de relaciones entre todas las especies de
un territorio concreto (A) y de las distintas fracciones del arbol que ilustran las relaciones entre
diferentes subgrupos de taxones (unidos por la linea sin puntear) presentes en dos areas
determinadas de ese territorio (B y C). Cada marca sobre las ramas indica un cambio de estado
en los caracteres usados para construir esta representacion. (Figura extraida a partir de Faith 1992).
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La PD utiliza la separacién entre las especies representadas en una topologia de
relaciones genéticas entre taxones, para asignar una medida a la biodiversidad
contenida en un territorio dado. Por lo tanto, este indicador aporta informacion
comparativa que, en conjuncion con la diversidad taxondmica y otros parametros de
interés, puede proporcionarnos un criterio para determinar, por encima del nivel de
poblacion y especie, la relevancia de las distintas areas dentro de la RBGC para su
conservacion o para la estructuracién de su biodiversidad en el espacio (ver por

ejemplo Forest et a/. 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GENERALES

Disponer de nuevas herramientas que nos permitan identificar correctamente la
biodiversidad es de suma importancia para proporcionar otro tipo de datos esenciales
que apoyen los esfuerzos cientificos para la conservacion de las especies. La finalidad
de este trabajo de investigacion es testar la viabilidad de utilizar “identificadores
moleculares” como complemento a las variables morfolégicas en la caracterizacién
taxondmica de la flora endémica de las islas Canarias.

Para ello, en primer lugar, analizamos el poder discriminante de las dos regiones
del ADN cloroplastico, que se utilizan actualmente como “cddigo de barras” de
plantas terrestres (rbcl y matk), en una amplia muestra de la flora angiospérmica
canaria para responder a las siguientes preguntas claves:

(i) ¢Es la flora canaria susceptible de ser identificada por estas dos regiones del

ADN cloroplastico con suficiente porcentaje de éxito?

(i) ¢éPueden las regiones “codigo de barras” actuales clarificar alguno de los
casos donde los caracteres morfologicos han sido hasta ahora elusivos o

conflictivos?

(iii) ¢Sugiere la informacion molecular la existencia de especies cripticas no

detectadas por la morfologia?

(iv) ¢Es factible aplicar la informacion obtenida de las secuencias del ADN en la

gestion de la biodiversidad en el territorio?
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Esta investigacion representa el primer estudio de las regiones “cddigo de barras
moleculares” para plantas terrestres en la rica (pero fragil) biodiversidad vegetal
endémica de un archipiélago oceanico como Canarias, por lo que puede ser un
modelo de referencia para las floras de otros enclaves con caracteristicas similares.
Ademas, la utilizacion de las secuencias del ADNcp en estrategias de conservacion
puede abrir nuevas posibilidades para contribuir a la gestion de esta tan exuberante y
diversa flora, en un territorio de la complejidad geografica de las islas Canarias.

Todos los objetivos de esta investigacion se relacionan con competencias directas
de la Consejeria de Medio Ambiente y Emergencias del Cabildo de Gran Canaria,
institucion a la que pertenece el Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”-Unidad
Asociada CSIC. En este sentido, la tesis se enmarca en los esfuerzos de este centro
para aplicar resultados de la investigacion cientifico-técnica multidisciplinaria a la
conservacion y gestion de la singular biodiversidad vegetal terrestre de Gran Canaria

y de Canarias, en coordinacién con todo el personal técnico de la citada Consejeria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
(i) Testar el porcentaje de éxito en la discriminacion de las regiones rbcl y matk.

e En dos tipos de situaciones taxondmicas:

a) casos en los que se incluyen especies congenéricas que son identificadas sin

ambigiiedades por la Taxonomia clasica (casos taxondmicamente claros).

b) casos en los que se incluyen especies cuya diferenciacién taxondmica
respecto de otros congéneres, mediante caracteres morfoldgicos, ha sido elusiva

o conflictiva (casos taxondmicamente conflictivos).
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Algunos de los casos escogidos representan también taxones geopoliticos (Karl &
Bowen 1999) que nos permitiran evaluar en qué casos el efecto isla ha sido
predominante y en cuales las entidades infraespecificas serian validas o podrian tener

que ser elevadas a especies, segun las secuencias de ADN utilizadas.

e Bajo dos criterios de discriminacion:

a) basado en distancias-p (segun CBOL PWG 2009) v,

b) basado en caracteres con valor diagndstico.

(ii) Examinar la posible existencia de especies cripticas en la flora de Canarias v,
en su caso, valorar la necesidad de ampliar el conocimiento taxondmico de los

grupos afectados.

(iii) Poner a punto una metodologia pionera para una rapida y rigurosa
identificacion molecular de las especies (especialmente de aquellas en las que la
morfologia es poco concluyente) con objeto de poder tener censos de
biodiversidad mas completos y precisos para disefiar mejores medidas de
conservacion.

(iv) Estimar valores de diversidad filogenética (PD, Faith et a/. 2004, 2005; Forest
et al. 2008) de la flora endémica de Canarias que se distribuye en la parte terrestre
de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria, basandonos en las regiones rbcl y

matk.

(v) Extraer directrices que contribuyan a la conservacion y gestion de la

biodiversidad de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria.
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3. MATERIAL Y METODOS (GENERALIDADES)

Los protocolos experimentales y analiticos descritos en este capitulo abarcan desde
el muestreo de especimenes a la generacidn de las matrices de secuencias alineadas,
y son comunes a todas las partes de la tesis. Decidimos centralizar la descripcion de
estos aspectos en esta seccidon para evitar repeticiones en los distintos capitulos. Asi,
las secciones de Material y Métodos que aparecen en cada uno de los capitulos
tematicos, se limitan a describir en detalle las metodologias de analisis especificas e
hipotesis testadas para conseguir sus objetivos especificos, partiendo de las

correspondientes matrices de secuencias alineadas, cuya obtencidn describimos aqui.

3.1 ELECCION DE TAXONES

Aunque para cada uno de los estudios realizados dentro de esta tesis doctoral se
realizd un muestreo especifico, siempre se recolectaron muestras de taxones
representativos de la flora canaria, que constituian en cada caso un subconjunto
suficiente para lograr los objetivos planteados en el correspondiente apartado de esta
investigacion.

Ademds, como se explica detalladamente en el capitulo 4, para algunas
comparaciones se considerd conveniente incluir en los analisis poblaciones de taxones
presentes en el Mediterraneo y otros archipiélagos de Macaronesia (Fig. 3.1).

En la Tabla 3.1, se muestran de forma resumida cada uno de los taxones (géneros,
especies, subespecies y variedades) de angiospermas analizados, por cada aplicacion

desarrollada, dentro de cada uno de los distintos capitulos de esta tesis:
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a) para testar la aplicabilidad de las regiones “cddigo de barras” en la flora canaria
endémica. Los estudios estan centrados de forma general en todas las
angiospermas muestreadas, pero también, de forma particular, se evalud
especificamente la capacidad discriminatoria de dichas regiones en los arboles
endémicos de Canarias, por ser éstos, elementos con unas caracteristicas

singulares, como ya se explica en el correspondiente apartado (cap. 4).

b) los taxones utilizados para estimar la diversidad filogenética asociada a la flora
endémica canaria que se distribuye en el territorio de la Reserva de la Biosfera de

Gran Canaria, en adelante RBGC (cap. 5).

Los detalles concretos sobre la recoleccion y deposito de estos especimenes
(hojas, pliego testigo, alicuotas de ADN) en las instalaciones del Jardin Botanico
Canario “Viera y Clavijo”-Unidad Asociada CSIC (en adelante, JBCVCSIC), se indican
en las correspondientes Tablas (S1 y 5.1) en los capitulos 4 y 5. Para el capitulo 4,
muchos de los taxones estudiados se distribuyen en La Gomera, porque fueron
recolectados y analizados como parte de un proyecto del Organismo Autonomo de
Parques Nacionales centrado en la flora del P. N. de Garajonay, mientras que para el
capitulo 5, la mayoria de las muestras se recolectaron en Gran Canaria, porque los

analisis se realizaron con muestras de la Reserva de la Biosfera de dicha isla.

67



Capitulo 3. Material y Métodos

Para algunos casos (por ejemplo, al comparar taxones que desde un punto de vista
de la Taxonomia clasica pueden considerarse como conflictivos), se incluyeron
ademas de poblaciones canarias, algunas poblaciones de Madeira, de Azores y de
zonas no pertenecientes a Macaronesia (linajes ampliamente distribuidos que fueron
considerados como grupos externos para algunas comparaciones), con el objetivo de
evaluar las diferencias entre los porcentajes de discriminacion alcanzados en cada
comparacién. La informacion relativa a estos taxones no canarios, cuyas secuencias

se descargaron de la base de datos GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.

gov/genbank/), se detalla en la Tabla S2.

Figura 3.1. Archipiélagos macaronésicos rodeados con un circulo amarillo (islas Canarias, Madeira
y Azores) y otras zonas biogeograficas cercanas (Africa y Mediterraneo) donde se han recolectado
las muestras analizadas dentro de este proyecto de tesis doctoral. No se incluye el archipiélago
macaronésico de Cabo Verde porque no se analizan muestras caboverdianas en esta tesis.
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La falta de resolucion detectada en nuestras pruebas preliminares con las regiones
matK'y rbcl (Jaén-Molina et a/. 2010) y la generalizada falta de resolucién a nivel
especifico en las filogenias de linajes canarios basadas en marcadores de secuencias
(Doebley et al. 1990, Soltis et al. 1993, Kim et al. 1999; Crawford & Mort 2004), nos
hacian esperar bajos niveles de polimorfismo intraespecifico para los endemismos de
la flora canaria que ibamos a analizar. Por ello, no llevamos a cabo muestreos
poblacionales o taxondmicos exhaustivos.

Las secuencias del gen rbcl aunque han sido una herramienta valiosisima en la
generacion de datos filogenéticos para plantas, especialmente a nivel genérico o
superior (Palmer et al/. 1986 y 1989, Clegg & Zurawski 1991, Chase et al. 1993),
muestran importantes limitaciones para resolver relaciones filogenéticas entre
géneros y taxones estrechamente relacionados (Doebley et al/. 1990, Gaut et al.
1992, Kim et al. 1992, Soltis et al. 1993).

Por su parte, matk (gen de la Unica maturasa plastidial de las plantas superiores;
Vogel et al. 1997, Wanke et al 2006) posee una mayor tasa de cambio en
comparacién con otros genes cloroplasticos (Wanke et a/, 2007), siendo, en general,
mas discriminante a niveles taxondmicos de especie o superiores (Dong et al. 2012 y
esta tesis). No obstante, siguiendo la tendencia general en plantas, la region matk
tampoco muestra un alto grado de polimorfismo a niveles taxonémicos inferiores al
de especie. Es importante recordar que la discriminacién a niveles inferiores al de
especie no es relevante para el cometido de los “codigos de barras de ADN” o “"DNA

barcoding”.
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Tabla 3.1. Tabla resumen de los taxones (y familias) analizados para cada aplicacion
desarrollada en los distintos capitulos de esta tesis. “c4” hace referencia al capitulo en el que
se aplican las regiones “cddigos de barras” para llevar a cabo la identificacién molecular de
un subconjunto de angiospermas endémicas canarias, mientras que “c5” hace referencia al
capitulo en el que se llevd a cabo la estimacién de la diversidad filogenética para la flora
endémica de la parte terrestre de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria.

N Taxones investigados en esta tesis Familia c4 c5
Taxones canarios

1 Adenocarpus foliolosus ([Dryand. in] Aiton) DC. var. foliolosus Fabaceae x X
2 Aeonium arboreum (L.) Webb & Berthel. Crassulaceae x X
3 Aeonium manrigueorum (Bolle) Crassulaceae x X
4 Aeonium percarneum (R.P.Murr.) (Pit.& Proust) Crassulaceae x X
5 Aeonium simsii (Sweet) (Stearn) Crassulaceae x X
6 Aeonium undulatum (Webb & Berthel.) Crassulaceae x X
7 Aeonium virgineum (Webb ex Christ) Crassulaceae x X
8 Aichryson laxum (Haw.) (Bramw.) Crassulaceae X X
9 Aichryson pachycaulon (Bolle) Crassulaceae x X
10  Aichryson pariatorei (Bolle) Crassulaceae x X
11 Aichryson porphyrogennetos (Bolle) Crassulaceae x X
12 Aichryson punctatum (C. Sm. ex Buch) Webb & Berthel. Crassulaceae x X
13 Allagopappus dichotomus (L.f.) (Cass. in F. Cuvier) Asteraceae x X
14 Allagopappus viscosissimus (Bolle) Asteraceae x X
15 Andryala pinnatifida Aiton Asteraceae x X
16  Andryala pinnatifida preauxiana (Sch. Bip.) G. Kunkel Asteraceae x X
17 Apollonias barbujana (Cav.) Bornm. Lauraceae X

18  Apollonias ceballosii Svent. Lauraceae X

19  Arbutus canariensis Veill. Ericaceae x X
20 Argyranthemum adauctum (Link) Humphries Asteraceae x X
21 Argyranthemum adauctum canariense (Sch. Bip.) Humphries Asteraceae x X
22 Argyranthemum adauctum gracile (Sch. Bip.) Humphries Asteraceae x X
23 Argyranthemum escarrei (Svent.) Humphries Asteraceae x X
24 Argyranthemum broussonetii (Pers.) Humphries ssp. broussonetii Asteraceae X

25  Argyranthemum broussonetii ssp. gomerensis Humphries Asteraceae X

26  Argyanthemum callichryssum (Svent.) Humphries Asteraceae X

27  Argyranthemum filifolium (Sch. Bip.) Humphries Asteraceae x X
28  Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip ssp. pumifum Humphries Asteraceae x X
29  Argyranthemum lidii Humphries Asteraceae x X
30  Artemisia thuscula Cav. Asteraceae x X
31  Artemisia ramosa C. Sm. in Buch Asteraceae x X
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Tabla 3.1 (continuacion-I)

N Taxones investigados en esta tesis Familia c4 c5
32 Asparagus arborescens Willd. Asparagaceae x X
33 Asparagus fallax Svent. Asparagaceae X

34  Asparagus plocamoides Webb ex Svent. Asparagaceae x X
35  Asparagus umbellatus Link ssp. umbellatus Asparagaceae x X
36  Asteriscus graveolens (Forssk.) Less. NS C Asteraceae x X
37  Asteriscus graveolens stenophyilus (Link) Greuter Asteraceae x X
38  Babcockia platylepis (Webb) Boulos Asteraceae x X
39  Bencomia brachystachya Svent. ex Nordborg Rosaceae x X
40  Bencomia exstipulata Svent. Rosaceae X

41  Bencomia sphaerocarpa Svent. Rosaceae X

42  Bencomia caudata (Aiton) Webb & Berthel. Rosaceae X

43  Bethencourtia rupicola (B. Nord.) B. Nord. Asteraceae X

44  Bosea yervamora L. Amaranthaceae x X
45  Bryonia verrucosa Dryand. Cucurbitaceae x X
46  Bupleurum salicifolium R. Br. in Buch Apiaceae x X
47  Bupleurum salicifolium acijphyllum (Webb ex Parl.) Sund & Kunkel Apiaceae x X
48  Bystropogon canariensis (L.) L" Hér. Lamiaceae x X
49  Bystropogon origanifolius 'Hér. var. origanifolius Lamiaceae x X
50  Bystropogon origanifolius U'Hér. var. palmensis Lamiaceae X

51  Camptoloma canariense (Webb & Berthel.) Hilliard Scrophulariaceae X

52  Campylanthus salsoloides (L. f.) Roth Scrophulariaceae X

53  Ganarina canariensis (L.) Vatke Campanulaceae X

54  Carduus baeocephalus \Nebb Asteraceae X

55  Carduus clavulatus Link Asteraceae X

56  Carex canariensis Kik. Cyperaceae

57  Carex perraudieriana Gay ex Bornm. Cyperaceae X

58  Carlina canarfensis Pit. Asteraceae X
59  Carlina texedae Marrero Rodr. Asteraceae X
60  Ceballosia fruticosa (L. f.) G. Kunkel Boraginaceae X
61  Ceropegia fusca Haw. Asclepidaceae X
62  Chamaecytisus proliferus (L.f.) Link ssp. angustifolius (Kuntze) Fabaceae x X
63  Cheirolophus arbutifolius (Svent.) G. Kunkel Asteraceae X
64  Cheirolophus falcisectus Montelongo & Moraleda Asteraceae X
65  Chrysoprenanthes pendula (Sch. Bip.) Bramwell Asteraceae X
66  Cistus chinamadensis ssp. gomerensis Bafiares & P. Romero Cistaceae X

67  Cistus chinamadensis Bafares & P. Romero ssp. chinamadensis Cistaceae X

68  Cistus ocreatus C. Sm. in L. von Buch Cistaceae X
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Tabla 3.1 (continuacion-II)

N Taxones investigados en esta tesis Familia c4 c5
69  distus horrens Demoly Cistaceae X
70  Convolvulus canariensis L. Convolvulaceae X
71  Convolvulus caput-medusae Lowe Convolvulaceae X
72 Convolvulus floridus L. Convolvulaceae X
73 Convolvulus glandulosus (Webb) Hallier f. Convolvulaceae X
74 Convolvulus perraudieri Coss. Convolvulaceae X
75  Convolvulus scoparius L. f. Convolvulaceae X
76  Crambe gomerae Webb ex Christ ssp. gomerae Brassicaceae X

77  Crambe pritzelii Bolle in A. Braun Brassicaceae X
78  Crambe santosii Bramwell Brassicaceae X

79  Crambe scoparia Svent. Brassicaceae X
80  Crambe tamadabensis Prina & Marrero Rodr. Brassicaceae

81  Crambe wildpretii Prina & Bramwell Brassicaceae X

82  Crambe sventenii Pett. ex Barmwell & Sunding Brassicaceae X

83  Dactylis smithii Link. Poaceae X
84  Dendriopoterium menendezii Svent. Rosaceae X
85  Dendriopoterium pulidoi Svent. ex Bramwell Rosaceae X
86  Descurainia artemisioides Svent. Brassicaceae X
87  Descurainia preauxiana (Webb) O. E. Schulz Brassicaceae X
88  Dorycnium broussonetii (Choisy ex Ser. in DC.) Webb & Berthel. Fabaceae X
89  Dracaena draco L. ssp. draco Dracaenaceae

90  Dracaena tamaranae Marrero Rodr., Almeida-Pérez & Gzlez-Martin Dracaenaceae X
91  Dracunculus canariensis Kunth Araceae X
92  Echium bonnetii Coincy Boraginaceae X
93  Echium callithyrsum Webb ex Bolle Boraginaceae X
94  Echium decaisnei Webb Boraginaceae X
95  Echium onosmifolium Webb Boraginaceae X
96  Echium onosmifolium spectabile G. Kunkel Boraginaceae X
97  Echium strictum L. f. Boraginaceae X
98  Echium triste Svent. Ericaceae x X
99  Erica platycodon (Webb & Berthel.) Rivas-Mart. et al. Ericaceae X
100  Erucastrum canariense Webb & Berthel. Brassicaceae X
101  Erysimum albescens (Webb & Berthel.) Bramwell Brassicaceae X
102  Euphorbia aphylla Brouss. ex Willd. Euphorbiaceae X
103  Euphorbia canarfensis L. Euphorbiaceae X
104  Euphorbia bourgeauana Gay ex Boiss. in DC. Euphorbiaceae X
105  Euphorbia lambii Svent. Euphorbiaceae X
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Tabla 3.1 (continuacion-III)

N Taxones investigados en esta tesis Familia c4 c5
106  Euphorbia mellifera Aiton var. canariensis Boiss. Euphorbiaceae X
107  Ferula linkii Webb Apiaceae
108  Festuca agustinii Linding. Poaceae X
109  Forsskaolea angustifolia Retz. Urticaceae
110  Galium scabrum L. Rubiaceae X
111 Geranium reuteri Aedo & Mufioz-Garm. Geraniaceae x X
112 Gesnouinia arborea (L.) Gaud. Urticaceae X
113 Globularia ascanii Bramwell & G. Kunkel Asteraceae X
114  Globularia sarcophylla Svent. Asteraceae X
115  Gonospermum ferulaceum (Webb) Febles Asteraceae X
116  Gonospermum oshanahanii (Marrero Rodr., Febles & Suarez) Febles  Asteraceae X
117  Gonospermum ptarmiciflorum (Webb) Febles Asteraceae X
118  Greenovia diplocycla Webb ex Bolle Crassulaceae X
119  Greenovia aurea (C. Sm. ex Hornem.) Webb & Berthel. Crassulaceae x X
120  Habenaria tridactylites Lindl. Orchidaceae X
121 Heberdenia excelsa (Aiton) Banks ex DC. Myrsinaceae X
122 Helianthemum bystropogophyllum Svent. Cistaceae X
123 Helianthemum inaguae Marrero Rodr., Gzlez-Martin & Gzlez-Artiles Cistaceae X
124 Helianthemum tholiforme Bramwell, J. Ortega & B. Navarro Cistaceae X
125  Hypericum coadunatum C. Sm. ex Link Hypericaceae X
126  Hypericum reflexum L. f. Hypericaceae X
127  Ilex perado Aiton ssp. lopezlliloi (G. Kunkel) Hansen & Sunding Aquifoliaceae X
128  [Ilex perado ssp. platyphylla (Webb & Berthel.) Tutin Aquifoliaceae X
129  [Ilex canariensis Poir. Aquifoliaceae X
130 Isoplexis isabelliana (Webb & Berthel.) Masf. Scrophulariaceae X
131 Jasminum odoratissimum L. Oleaceae
132 Juniperus cedrus Webb & Berthel. Cupressaceae X
133 Juniperus turbinata Guss. ssp canarfensis Cupressaceae
134  Kickxia pendula (G. Kunkel) G. Kunkel Scrophulariaceae
135  Kickxia scoparia (Brouss. ex Spreng.) G. Kunkel & Sunding Scrophulariaceae
136  Kleinia neriifolia Haw. Asteraceae
137  Laurus novocanariensis Rivas-Mart. et al. Lauraceae X
138  Lavandula bramwellii Upson & S. Andrews Lamiaceae X
139  Lavandula minutolii Bolle Lamiaceae X
140 Lavandula canariensis Mill. Lamiaceae X
141  Lavatera acerifolia Cav. Malvaceae X
142 Limonium benmageci Marrero Rodr. in Marrero Rodr. & Almeida Plumbaginaceae X
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Tabla 3.1 (continuacion-1V)

N Taxones investigados en esta tesis Familia c4 c5
143 Limonium dendroides Svent. Plumbaginaceae X
144 Limonium preauxii (Webb & Berthel.) Kuntze Plumbaginaceae X
145  Limonium vigaroense Marrero Rodr. & Almeida Plumbaginaceae
146  Lobularia canariensis (DC.) L. Borgen Brassicaceae
147  Lobularia canariensis (DC.) L. Borgen canariensis Brassicaceae
148  Lobularia canariensis (DC.) L. Borgen ssp. microsperma L. Borgen Brassicaceae
149  Lolium canariense Steud. Poaceae X
150 Lolium edwardii H. Scholz et al. Poaceae X
151  Lotus callis-viridis Bramwell & D. H. Davis Fabaceae
152 Lotus holosericeus Webb & Berthel. Fabaceae
153 Lotus spartioides Webb & Berthel. Fabaceae
154  Marcetella moqguiniana (Webb & Berthel.) Svent. Rosaceae
155  Maytenus canariensis (Loes.) Kunk. et Sund Celastraceae X
156  Micromeria benthamii Webb & Berthel. Lamiaceae x X
157  Micromeria helianthemifolia Webb & Berthel. Lamiaceae X
158  Micromeria lanata (C. Sm. ex Link) Benth. Lamiaceae X
159  Micromeria leucantha Svent. ex P. Pérez Lamiaceae X
160  Micromeria pineolens Svent. Lamiaceae X
161  Micromeria tenuis (Link) Webb & Berthel. Lamiaceae X
162 Micromeria tenuis ssp. linkii (Webb & Berthel.) P. Pérez Lamiaceae X
163  Micromeria varia Benth. Lamiaceae X
164  Micromeria varia Benth. ssp. canariensis P. Pérez Lamiaceae x X
165  Micromeria varia Benth. ssp. gomerensis P. Pérez Lamiaceae X
166  Micromeria varia Benth. ssp. meridialis P Pérez Lamiaceae X
167  Micromeria varia Benth. ssp. rupestris (Webb & Berthel.) P. Pérez Lamiaceae X
168  Monanthes brachycaulos (Webb in Webb & Berthel.) Lowe Crassulaceae X
169  Morella faya (Aiton) Wilbur Myricaceae X
170  Morella rivas-martinezii A. Santos & J. Herber Myricaceae X
171 Neochamaelea pulverulenta (Vent.) Erdtman Rutaceae X
172 Ocotea foetens (Aiton) Baill. Lauraceae X
173 Olea europaea L. ssp. cerasiformis (Webb et Berth.) Kunk. efSund.  Oleaceae X
174 Ononis angustissima Lam. Fabaceae X
175  Ononis angustissima (Lam.) ssp. angustissima Fabaceae X
176  Ononis angustissima (Lam.) ssp. longifolia (Brouss. ex Willd) Fabaceae X
177  Orchis canariensis Lindl. Orchidaceae X
178  Pancratium canariense Ker-Gawl. Amaryllidaceae X
179  Parolinia aridanae A. Santos Brassicaceae X
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N Taxones investigados en esta tesis Familia c4 c5
180  Parolinia filifolia Svent. ex G. Kunkel Brassicaceae x X
181  Parolinia glabriuscula Montelongo & Bramwell Brassicaceae X
182  Parolinia intermedia Svent. & Bramwell Brassicaceae X
183  Parolinia ornata Webb Brassicaceae x X
184  Parolinia platypetala G. Kunkel Brassicaceae X
185  Parolinia schizogynoides Svent. Brassicaceae X
186  Parolinia ornata Webb Caryophyllaceae X
187  Paronychia canariensis (L. f.) Juss Caryophyllaceae X
188  Paronychia capitata (L.) Lam. Caryophyllaceae X
189  Patellifolia webbiana (Mog.) A. 1. Scott, Ford-Lloyd & J. T. Williams Amaranthaceae X
190  Pericallis hansenii (G. Kunkel) Sunding Asteraceae X
191  Pericallis steetzii (Bolle) B. Nord. Asteraceae X
192  Pericallis tussilaginis (L" Hér.) D. Don in Sweet Asteraceae X
193 Pericallis webbif Asteraceae X
194  Phagnalon umbelliforme DC. Asteraceae X
195  Phoenix canariensis Chab Arecaceae X
196  Picconia excelsa (Aiton) DC. Oleaceae X
197  Pinus canariensis Chr. Sm. ex DC. Pinaceae X
198  Plantago arborescens Poir. Plantaginaceae X
199  Plantago asphodeloides Svent. Plantaginaceae X
200 Plantago webbii Barnéoud Plantaginaceae X
201  Pleiomeris canariensis (Willd.) A. DC. Myrsinaceae X
202  Plocama pendula Aiton Rubiaceae X
203  Polycarpaea aristata (Aiton) DC. Caryophyllaceae X
204  Polycarpea divaricata (Aiton) Poir. Caryophyllaceae x X
205  Polycarpaea filifolia Webb ex Christ Caryophyllaceae X
206  Polycarpea latifolia Willd. Caryophyllaceae x X
207  Prunus lusitanica L. ssp. hixa [Willd.] Franco Rosaceae
208  Pterocephalus dumetorus (Brouss. ex Willd.) Coult. Dipsacacea X
209  Reichardia ligulata (Vent.) G. Kunkel & Sunding Asteraceae X
210  Reichardia crystallina Asteraceae X
210  Reseda crystallina Webb & Berthel. Resedaceae X
211  Reseda scoparia Brouss. ex Willd. Resedaceae X
212 Rhamnus crenulata Aiton Rhamnaceae
213 Rhamnus integrifolia DC. Rhamnaceae
214 Rubia fruticosa Aiton Rubiaceae
215  Rubia fruticosa Aiton ssp. melanocarpa (Bornm.) Bramwell Rubiaceae
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216  Rubus gr. bollei Focke Rosaceae X
217 Rubus gr. ulmifolius Schott Rosaceae X
218  Rubus palmensis A. Hansen Rosaceae X
219  Rumex lunaria L. Polygonaceae X
220  Ruta microcarpa Svent. Rutaceae X
221  Ruta oreojasme Webb & Berthel. Rutaceae x X
222 Ruta pinnata L.f. Rutaceae X
223 Sambucus nigra L. ssp. palmensis (Link in Buch) Bolli Sambucaceae X
224 Salix canariensis Chr. Sm. ex Link Salicaceae
225  Salsola divaricata Masson ex Link in Buch Amaranthaceae X
226  Salvia canariensis L. Lamiaceae X
227  Schizogyne sericea (L. f.) DC. Asteraceae X
228  Scilla haemorrhoidalis Webb & Berthel. Asparagaceae X
229  Scrophularia calliantha Webb & Berthel. Scrophulariaceae X
230  Seseli webbii Coss. Apiaceae X
231  Sideritis dasygnaphala (Webb & Berthel.) Clos emend. Svent. Lamiaceae X
232 Sideritis gomerae Bolle ssp. gomerae Lamiaceae x X
233 Sideritis guayedrae Marrero Rodr. Lamiaceae X
234  Sideritis lotsyi (Pit.) Bornm. Lamiaceae x X
235  Sideritis sventenii (G. Kunkel) Mend.-Heuer Lamiaceae
236  Sideroxylon marmulano Banks ex Lowe Sapotaceae X
237  Silene bourgaei Webb ex Christ. Caryophyllaceae X
238  Silene lagunensis C.Sm. ex Link Caryophyllaceae X
239  Silene nocteolens Webb & Berthel. Caryophyllaceae X
240  Silene tamaranae Bramwell Caryophyllaceae X
241 Solanum lidii Sunding Asteraceae X
242 Sonchus acaulis Dum. Cours. Asteraceae X
243 Sonchus brachylobus Webb & Berthel. Asteraceae X
244  Sonchus canariensis (Sch. Bip.) Boulos Asteraceae X
245  Sonchus congestus Willd. Asteraceae X
246  Sonchus gomerensis Boulos Asteraceae X
247  Sonchus leptocephalus Cass. Asteraceae X
248  Sonchus wildpretii U. Reifenb. & A. Reifenb. Asteraceae X
249  Sventenia bupleuroides Font Quer Asteraceae X
250  Tamarix canariensis Willd. Tamaricaceae
251  Teline microphylla (DC.) P. E. Gibbs & Dingwall Fabaceae
252 Teline rosmarinifolia Webb & Berthel. Fabaceae X
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Tabla 3.1 (continuacion-VII)

N Taxones investigados en esta tesis Familia c4 c5
253 Teline rosmarinifolia ssp. eurifolia del Arco Fabaceae X
254  Teline stenopetala Webb & Berthel. ssp. pauciovulata (del Arco) d Fabaceae x X
255  Teline stenopetala ssp. microphylla (Pit. & Proust) del Arco Fabaceae X
256  Teucrium heterophyllum L *Hér Lamiaceae X
257  Teucrium heterophyllum ssp. brevipilosum v. Gaisberg Lamiaceae X
258  Todaroa aurea Parl. Apiaceae X
259  Todaroa montana Webb ex Christ Apiaceae X
260 Tolpis lagopoda C. Sm. in Buch Asteraceae X
261  Urtica stachyoides Webb & Berthel Urticaceae X
262 Viburnum rigidum Vent. Caprifoliaceae X
263  Vicia cirrhosa C. Sm. ex Webb & Berthel. Fabaceae X
264  Vicia filicaulis Webb & Berthel. Fabaceaea X
265  Volutaria canariensis Wagenitz Asteraceae X
266  Viola riviniana Rchb. Violaceae X
267  Visnea mocanera L. f. Theaceae

Grupos externos X
268  Diceratella elliptica (DC.) Jonsell Brassicaceae X
269  Myrsine africana L. Myrsinaceae X
270  Apollonias barbujana Bornm. Lauraceae X
271  Erica canarfensis Rivas-Mart. et al. Ericaceae X
272 Euphorbia mellifera Aiton var. mellifera Euphorbiaceae X
273  Heberdenia excelsa (Aiton) Banks ex DC. Myrsinaceae X
274  Jasminum odoratissimum L. Oleaceae
275  Laurus azorica (Seub.) Franco Lauraceae
276  Laurus novocanariensis Rivas-Mart. et al. Lauraceae X
277  Micromeria varia Benth. ssp. thymoides (Sol. ex Lowe) P. Pérez Lamiaceae X
278  Morella faya. (Aiton) Wilbur Myricaceae
279  Ocotea foetens (Aiton) Baill. Lauraceae X
280 Persea indica (L.) Spreng. Rkse. Lauraceae
281  Picconia excelsa (Aiton) DC. Oleaceae X
282  Prunus lusitanica L. ssp. hixa [Willd.] Franco Rosaceae
283  Rhamnus glandulosa Aiton Rhamnaceae
284  Rubus bollei Focke Rosaceae X
285  Salix canariensis Chr. Sm. ex Link Salicaceae
286  Sideroxylon marmulano Banks ex Lowe Sapotaceae
287  Viola riviniana Rchb. Violaceae X
288  Visnea mocanera L. f. Theaceae
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En el organigrama, de la Figura 3.2, se resumen los protocolos llevados a cabo
para el procesamiento de muestras recolectadas y analizadas durante el desarrollo de
esta tesis doctoral, segun los apartados correspondientes dentro de este capitulo que
son: (3.2.) la recoleccién de muestras de hojas y pliegos de herbario y los métodos
de conservacion de las mismas; (3.3) la extraccidén de su ADN; (3.4) la comprobacion
de la calidad y concentracion de los extractos; (3.5) el depdsito de alicuotas de
material genético en el banco de ADN de la flora canaria del JBCVCSIC; (3.6) la
amplificacién de las regiones “codigo de barras”; (3.7) la secuenciacién de rbcl y
matk; (3.8) la revision y edicion de las secuencias obtenidas y (3.9) la obtencién de

las matrices de secuencias (rbcl y matK) alineadas para su posterior analisis.

Los detalles de cada uno de los pasos seguidos en los distintos protocolos, las
figuras explicativas y las tablas informativas que acompafan a cada protocolo se

incluyen en los mencionados apartados.

Los distintos analisis realizados (analisis de distancias y caracteres, obtencion de
arboles de relaciones genéticas, analisis estadisticos) y sus resultados se explican y
discuten en los capitulos correspondientes (cap. 4 acerca de la identificacion
taxondmica molecular en ausencia de un “barcoding gap”: testando las regiones
“codigo de barras” en elementos de la flora endémica de canarias, y cap. 5 para las
estimaciones de diversidad filogenética asociada a la flora endémica canaria
distribuidas en la Reserva de Biosfera de Gran Canaria, como un nuevo instrumento

para contribuir a la conservacion y gestion de su flora).

78



Deposito en banco de ADN

(JBcvcesic)

v

Codificaciony registro en base de
datos del banco de ADN (JBCVCSIC)

3.4 Cuantificacion cualitativa

(geles de agarosa)

Capitulo 3. Material y Métodos

Pliegos | pepésito en herbario oficial

(LPA/ ORT/ otros)

Lﬂas 3.2. Recoleccion de muestras
(hojas y pliegos)

3.3. Extraccion de ADN

CTAB

.A) SECADOY TRITURACION HOJAS

B) EXTRACCION QUIMICA

v

EXTRACTOS DE
ADN

N
~

~
S

/ EXTRACTOS DE BUENA CALIDAD ‘

Depésito DE ALICUOTAS en banco de ADN
(IBCVCSIC)

v

PCR “estandard”

(muestras no problematicas)

Modificacion condiciones/
repeticion PCR

3.8 Revision cromatogramas
(BioEdit)

Deposito matrices en
GenBank

/

PCR “fallida” \ Amplicones de buen calidad / PCR “fallida”

/ (geles de agarosa) |
Modificacion condiciones/

3.5 Cuantificacion cuantitativa
(Biofotometro/nanodrop)

v

EXTRACTOS CON IMPUREZAS i

v

/ PURIFICACION (KIT COMERCIAL)( |

3.6 Amplificacion del ADN
(regiones rbcl y matk)

e

PCR con “Master Mix”

(muestras problematicas)

repeticion PCR

3.7 Secuenciacion del ADN

3.8 Edicion secuencias
(Geneious)

S

- |
(Macrogen)
3.9 Obtencion de matrices
«—— | desecuencias alineadas

(Geneious-Muscle)

Depdsito compendio de
diversidad (Demiurge)

S

Figura 3.2. Organigrama general de los métodos desarrollados en esta tesis doctoral.
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3.2 RECOLECCION DE MUESTRAS VEGETALES.

Para llevar a cabo los distintos protocolos moleculares aplicados en el desarrollo de
esta tesis doctoral, el ADN de las especies seleccionadas se extrajo a partir de hojas
frescas de las muestras recolectadas. Aunque el ADN se puede extraer de cualquier
tejido vegetal (flores, tallos, raices e incluso semillas), realizamos la extraccién a
partir de las hojas por varios motivos:

1°) Las hojas se encuentran presentes, en la mayoria de las plantas, en cualquier

época del afo (a diferencia de las flores o frutos, que sblo estan presentes durante

los periodos de floracion y/o fructificacion, es decir durante unos pocos meses al
ano);

29) Las hojas son mas sencillas de muestrear que por ejemplo las raices, para las

que seria necesario desenterrar parte del ejemplar y, por lo tanto, también su

|II

muestreo seria “mas invasivo y perjudicial” para la supervivencia de la planta.

39) Para la extraccion del ADN es necesario llevar a cabo la rotura de las paredes y
membranas celulares del tejido que se va a utilizar, como paso previo a la rotura
quimica de las estructuras celulares, por lo que el “machacado” de semillas o tallos
hasta lograr un polvo fino, es mucho mas complicado que el de hojas, ya que por
ejemplo, la cubierta externa de las semillas es mas resistente que la pared celular
de las hojas, especialmente en especies que tienen semillas con una cubierta
escarificada o resinosa como, por ejemplo, el cedro canario.

40) Por Ultimo, como las dos regiones que vamos a analizar pertenecen al ADN

cloroplastico, éste sera mas abundante en las partes vegetales mas verdes (dicha

coloracion es debida a la clorofila contenida en los cloroplastos), es decir las hojas.
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Por lo tanto, una vez decidido el material a recolectar, es importante que éste se
recolecte en cantidad suficiente para poder realizar las extracciones, y que se
conserve adecuadamente, tal y como se ira explicando en los parrafos siguientes.

No todas las técnicas moleculares requieren de la misma calidad ni concentracion
de ADN, por ello es importante conocer bien, antes de comenzar las recoleccione, los
requisitos de la técnica que se va a emplear para llevar a cabo el estudio. En nuestro
caso, vamos a necesitar bastante ADN de partida tanto para las amplificaciones como
para las secuenciaciones y, éste ademas, debe de tener las menos impurezas
posibles. Por ello, para facilitar la rapida deshidratacion de las hojas (mas adelante
veremos la importancia de este paso) y, al mismo tiempo, preservarlas de posibles
contaminaciones (p.ej, con hongos) las muestras de hoja se depositaron en el interior
de bolsas de plastico con cierre hermético que contenian gel de silice.

Debido a que el volumen de muestras a analizar era considerable, etiquetamos las
bolsas (conteniendo las hojas) en su cara exterior, con un cddigo identificativo para
facilitar su organizacion y localizacion. Todas las muestras recolectadas para este
proyecto de tesis (Tablas 5.1 y S1) estan incluidas en las colecciones del banco de
ADN del JBCVCSIC (hojas y alicuotas de ADN) y en los herbarios LPA y ORT (pliegos
testigo).

Muchas de las pautas seguidas para la recoleccién y conservacién de muestras se
detallan en Caujapé-Castells (2006) y en Caujapé-Castells et a/ (2011), ambos
descargables gratuitamente desde la web del Departamento de Biodiversidad

Molecular y banco de ADN del JBCVC-UA CSIC (http://www.bioclimac.com/mbdna/).
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3.2.1 MATERIAL Y PROCEDIMIENTOS UTILIZADOS PARA LLEVAR A CABO LAS
RECOLECCIONES DE MUESTRAS VEGETALES:

a) bolsas de plastico con cierre hermético, adecuadamente etiquetadas con un
cddigo exclusivo, visible en todo momento, para facilitar su ordenacién tanto antes

de depositar las hojas en ellas, como posteriormente (Fig. 3.3).

Figura 3.3. Bolsas de cierre hermético, etiquetada Eon un cddigo identificativo y
conteniendo muestras de hojas y gel de silice. (Foto: Ruth Jaén Molina)

Para ello, en la superficie externa de la bolsa se colocd una etiqueta con el
“codigo” identificativo de la bolsa/ muestra, de modo que, al incluir las hojas en su

interior, éste continuara siendo visible.

b) gel de silice para la desecacion de las muestras. A medida que se van
recolectando las muestras, es conveniente ir afadiendo gel de silice (directamente
desde un bote o dentro de una bolsita de papel, ver Fig. 3.4), para ayudar al

secado de las muestras hasta el momento de su procesamiento.
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Figura 3.4. Gel de silice (en bolsas de papel) para el secado rapido de las hojas. A la
izquierda, bolsa con gel naranja seco. A la derecha, bolsas con gel que ha virado a color
verde debido a la acumulacién de humedad. (Fotos: Ruth Jaén-Molina)

Si las muestras iban a ser trasladadas al laboratorio el mismo dia o a los pocos dias
de su recoleccidn, entonces se colocaban en una estufa (a 60°C desde 30 minutos a
varias horas, dependiendo del tipo y estado de las hojas), antes de introducirlas en
las bolsas herméticas que contenian el gel de silice. Con este paso previo de secado
en estufa (Fig. 3.5) aceleramos la deshidratacion del material y, asi, evitamos tener
que hacer repetidos cambios del gel de silice (segin vaya virando por la acumulacion
de humedad) antes de que las muestras se sequen completamente. Todo esto,
repercutid en tener que invertir menos tiempo en el secado de las muestras y, al
mismo tiempo, en disminuir el riesgo de “perder” material y de contaminarlo, pues al
tener que realizar la sustitucion del gel virado por gel seco (sin utilizar) menos veces,

también lo estariamos manipulando, en menor medida.
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c) Prensa y periodico para poner las muestras que van a constituir el pliego de
herbario. Siempre que fue posible, se recolectaron plantas representativas de las
diferentes morfologias y tamafos que se hallaban en la poblacion para elaborar los
pliegos “testigo” asociados a cada una de las poblaciones donde fueron
recolectados, para permitir revisiones/ comprobaciones taxondmicas posteriores,

en caso de que fuera necesario.

Figura 3.5. Secado en estufa de muestras de hoja antes de depositarlas en las bolsas de
cierre hermético y de la extraccion de su ADN. (Foto: Ruth Jaén Molina).

Cada pliego “testigo” con datos relevantes relacionados con la recolecciéon del
taxdn al que representan (especie, fecha, localidad, altitud, recolector, etc.) fue

depositado en un herbario oficial (Fig. 3.6).
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En ocasiones, las plantas no estaban ni en flor ni en fruto, por lo que no fue
posible recolectar los correspondientes pliegos de herbario en el momento de la
recoleccién de las muestras de hoja.

Afortunadamente, para aquellos grupos donde se planteaban dudas a nivel de
reconocimiento morfolégico, si se dispone del material para realizar las

comprobaciones pertinentes.

Herbario-LPA /272K
JARDIN BOTANICO CANARIO VIERA Y CLAVLA vedad ssciada CSIC
wmumm
FLORA CANARIA.

42 de AgusSabina, : caminode
Tasartico, 564 m 4. (La Aldea de San Nocoi)

; L4 Gl Bt W b
e o e i el

Figura 3.6. Ejemplo de pliegos testigo recogidos, montados y depositados en el herbario LPA del
Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo” (Foto: Ruth Jaén Molina y Magui Olangua).
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3.2.2 NORMAS PRACTICAS PARA EL MUESTREO DE HOJAS (extraidas de Caujapé-
Castells 2006 y Caujapé-Castells et a/. 2011).

De forma general, se recolectaron entre 1 y 5 gramos de hojas pertenecientes a 1-
3 individuos por poblacién aunque, en ocasiones, se recogieron hojas de 5 6 mas
individuos. A la hora de seleccionarlos, se tuvo especial cuidado en que estuvieran
separados unos de otros, dentro del espacio ocupado por la poblacién, para asi
minimizar la posibilidad de que se tratara de individuos muy emparentados entre si.
Ademas de estas normas basicas para garantizar una Optima extraccién del ADN
vegetal y, posteriormente, una exitosa amplificacion del ADN, se tuvieron en cuenta
estos otros importantes aspectos que se detallan en Caujapé-Castells et a/. 2006 y

2011 y, que tienen que ver con:

a) Recolectar hojas correspondientes a la especie diana y que no estén
contaminadas por insectos, hongos ni otros organismos pequefios.

b) Recoger muestras para tener la maxima representatividad de la poblacién,
evitando no recolectar sélo las hojas mas limpias de las plantas, ni Unicamente las
mas sanas y vistosas.

c) Incluir en cada bolsa, las hojas de un Unico individuo/planta, pues lo contrario,
implicaria analizar la variabilidad genética de varios individuos como si se tratara
de una Unica muestra.

d) Recoger siempre hojas adultas que no hayan empezado la senescencia, para
evitar metabolitos que puedan co-precipitar con el ADN durante el proceso de
extraccion, pues supondria una dificultad afadida para una amplificacion exitosa

del ADN.
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e) Realizar un secado rapido de las hojas, antes de la extraccién de su ADN, para
evitar el estrés hidrico y la carencia de nutrientes que sufririan las hojas en caso
contrario y, que resultarian en la produccion de compuestos fendlicos y radicales
libres, que perjudicarian la calidad del ADN obtenido en la extraccion (McKersie et

al. 1988).

Por ello, se aconseja poner las hojas en gel de silice y, en ocasiones, partir las
hojas en varios trozos, aunque sea en detrimento de su integridad, para asegurarnos

que se secan lo mas rapido posible (Fig. 3.7 ay b).

Figura 3.7a) Hojas de Euphorbia canarfensis que habian sido previamente troceadas
y secadas en estufa para finalmente completar su secado en gel de silice. b) Hojas de
Dracaena draco que han sido troceadas para facilitar su secado con el gel de silice.

(Fotos: Ruth Jaén Molina)
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3.3 EXTRACCION DEL ADN VEGETAL

Las extracciones del ADN total, a partir de hojas frescas o deshidratadas en gel de
silice, se llevaron a cabo por el método CTAB 2X (Doyle & Doyle 1987; Palmer et al.
1988), con algunas modificaciones contempladas en Caujapé-Castells et a/. (2011).

A) Machacado de material vegetal.

Tanto, si el material vegetal ha sido previamente secado en estufa como si éste ha
sido deshidratado en gel de silice, el machacado de las muestras de hoja lo
realizamos con el homogeneizador automatico o “Mixer Mill” (Retsch). Este tiene la
ventaja de que permite machacar 20 muestras al mismo tiempo. Para ello, colocamos
entre 300mg y 500mg de hoja troceada, lo mas seca posible, en el interior de un

tubo de 2 ml de base ancha junto con varias bolitas de vidrio (Fig. 3.8).

Figura 3.8. Recipiente con bolas de vidrio (varios tamafios) que como se muestra a la
derecha, se introducen en los tubos de 2ml, de base ancha, para ayudar a que el material
de hoja se pulverice mejor. (Fotos: Ruth Jaén Molina)

Los tubos con el material vegetal y las bolitas de vidrio se colocan en receptaculos
especiales, y éstos a su vez se enganchan en los brazos del homogeneizador
automatico (en orientacion opuesta) de forma que queden perfectamente encajados

en las piezas metdlicas de los extremos (Fig. 3.9). Las muestras se machacaron
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durante un promedio de 3 minutos a una frecuencia de 30 (estandar), salvo
excepciones. Por ejemplo, las hojas de las especies del género Aeonium son mas

fibrosas y requieren de tiempos y frecuencias mas altas para su total machacado.

Figura 3.9. Homogeneizador automatico con dos brazos de sujecion. A la derecha,
detalle de los receptaculos donde se colocan los tubos conteniendo muestras que ya
han sido pulverizadas. (Fotos: Ruth Jaén Molina)

Al terminar el proceso de machacado, las muestras de hoja deben convertirse en
un polvo muy fino (Fig. 3.10), en caso de que no fuera asi y aun quedaran trozos

grandes de hoja, las muestras eran procesadas durante otros 3 minutos.

Fig. 3.10. Muestra de hojas convertidas en polvo fino tras su
machacado en el homegeneizador automatico. (Foto: Ruth Jaén Molina)
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En resumen, podemos decir que hay varios factores (ademas de las
particularidades quimicas de cada especie) antes de la extraccién del ADN que van a
influir en que ésta sea exitosa o no y, que son:

1) Estado de desarrollo del tejido recolectado.

2) Método de deshidratacion.

3) Duracién y condiciones de almacenamiento de las muestras previas a la

extraccion.

4) Método de machacado de las muestras.

B) Extraccion quimica del ADN vegetal.

En el método de extraccion empleado en esta investigaciéon (CTAB 2x), tras
realizarse la rotura mecanica de la pared celular (como vimos en el apartado A), se
lleva a cabo la lisis quimica de las membranas celulares que protegen al ADN dentro
de los diferentes organulos (nucleo, mitocondrias y cloroplastos). Este paso de lisis
quimica lo realizamos tanto, por choque térmico (se somete a las muestras a una
temperatura de 65 °C), como por la adicion de diferentes soluciones. Posteriormente,
se separd por centrifugacion, el ADN (que queda en el sobrenadante) del resto de
componentes celulares (Fig. 3.11) que, al ser mas densos, quedan en fases inferiores
de coloracién mas oscura (el verde es debido a los pigmentos fotosintéticos como la
clorofila).

El CTAB o bromuro de cetiltrimetilamonio es una sal de amonio cuaternario con

propiedades detergentes y que pertenece a los denominados jabones invertidos,
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debido a que su actividad superficial se debe a la presencia de un ion positivo y no, a
uno negativo, como sucede en los sulfatos de alquilo e hidrégeno, que son los

detergentes habituales.

Figura 3.11. Las muestras son sometidas a distintos pasos de agitacion, centrifugacion y adicion
de soluciones hasta la formacion de varias fases dentro del tubo, quedando en la fase superior
translicida, el ADN. El color verde de la fase inferior es debido a los pigmentos fotosintéticos
como la clorofila. (Fotos: Ruth Jaén Molina y Beatriz Rumeu)

Junto con el CTAB se afiade EDTA, un agente quelante cuya funcion es secuestrar
los iones metalicos que puedan haber en la solucion, evitando que se unan al ADN
una vez que éste se libera. La adicion de solventes como cloroformo y alcohol
isoamilico (SEVAG) permitié la eliminacion de proteinas y otros componentes
secundarios como los fenoles. Posteriormente, se anadid etanol al 70% para
favorecer la precipitacion del ADN vy la purificacion de parte de los extractos, pues
junto al etanol se eliminardn componentes secundarios, que al girar el tubo para
desechar el sobrenadante, seran “arrastrados” también. Por Ultimo, el precipitado de

ADN se resuspende en tampon TE (Tris-EDTA) para su conservacion.
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La extraccion del ADN a partir de especies muy crasas (p. €j.,, de Aeonium,
Euphorbia, Carduus, etc.) o de especies como Hypericum coadunatum (Guttiferae) o
Aichryson punctatum (Crassulaceae), por su naturaleza quimica, daba lugar a
sobrenadantes que contenian (ademas del ADN) abundantes componentes

secundarios (Fig. 3.12 ay b).

k/// /
1 /i ’

Figura 3.12 a) Presencia del pigmento hipericina que le da una coloracién rojiza al
sobrenadante recuperado para Hypericum coadunatum, y b) presencia de mucopolisacaridos
que le dan una viscosidad muy alta al sobrenadante recuperado para Aichryson punctatum.
(Fotos: Ruth Jaén-Molina)

Para eliminar o reducir esos componentes secundarios fue necesario realizar
algunas modificaciones en el protocolo de extraccién, a saber:

1) Secado en estufa mas prolongado antes de la extraccidén del ADN.

2) Machacado de las muestras en mortero y junto a gel de silice en polvo.

3) Disminucion del material de hoja de partida (un menor volumen de muestra en

el tubo aumentd el rendimiento de la extraccion).

4) Aumento del tiempo de incubacién/precipitacion en pasos claves del protocolo

(agitacion con el CTAB, precipitacion con isopropanol).
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5) Aumento del volumen de las soluciones empleadas (p. ej., del SEVAG) y del

numero de repeticiones (p. €j., del lavado con Etanol).

3.4 EVALUACION CUALITATIVA DE LOS EXTRACTOS DE ADN.

Una vez finalizada la extraccién del ADN, se comprobd la calidad de los extractos
por electroforesis en geles de agarosa (Fig. 3.13).

El ADN es una molécula que en solucidn esta cargada negativamente, por lo que
cuando se la somete a un campo eléctrico migra hacia el anodo con velocidad inversa
a su tamano (esto es, a mayor tamano, menor velocidad de migracién). En este
principio se basa el método de electroforesis en gel de agarosa que nos permite
visualizar las macromoléculas de ADN como bandas en el gel (después de la tincion
con SYBR Safe), y tener asi una aproximacion de su concentracion y su calidad (ADN
degradado o no) en funcion de la intensidad de la tincién y el nUmero de bandas (ver
mas abajo).

Para asegurarnos de que las moléculas de ADN total migraban lo suficiente para
poder ser visualizadas, su electroforesis se realizd en geles de agarosa al 1% y se
prolongd durante 1h y 30 minutos a 90 mA.

La visualizacion de las bandas correspondiente a cada muestra de ADN cargada en
el gel se realiza sobre una lampara de luz UV, de forma que al incidir la luz sobre el
gel tefiido con soluciones como el SYBR Safe (Invitrogen), las moléculas de ADN
emitiran fluorescencia

El SyBR Safe es un tinte que no posee efectos carcindgenos, lo cual le convierte en

una alternativa mucho mas segura que el bromuro de etidio (EtBr), agente
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intercalante que se usaba frecuentemente en el pasado para visualizar acidos
nucleicos en laboratorios de biologia molecular.
La visualizacién y el fotografiado de los geles de agarosa la realizamos con el

equipo de imagen “Alphaimager”.

Figura 3.13. Preparacion y carga de los extractos de ADN en el gel de agarosa para su
electroforesis. a) Carga de muestras en cada uno de los pocillos del gel que ya se encuentra
cubierto por tampdn TBE 1X, en el interior de la cubeta de electroforesis. b) Soporte con los
laterales sellados con cinta para contener la solucion caliente de agarosa y tampdn, hasta
que se enfrie y solidifique. c) Papel de parafilm sobre el que se realiza la mezcla de 5 L de
muestra con 3 L de tampdn de carga, que va a favorecer que las muestras se depositen en
el fondo de los pocillos. (Fotos: Ruth Jaén-Molina v Beatriz Rumeu)

La intensidad de la sefial que cada muestra de ADN deja en el gel y la cantidad de
bandas que visualicemos para cada una de ellas, nos permitieron evaluar
cualitativamente la concentracidn y calidad de los extractos (Fig. 3.14). Se considera
que una muestra de ADN es de alta concentracion y calidad cuando aparece como

una Unica banda intensamente tefiida y préxima al origen de migracion (los pocillos
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de carga de las muestras), lo cual indica que el ADN extraido es de gran tamano y
esta practicamente intacto. Por el contrario, la presencia de varias bandas de
diferentes tamafios a lo largo del carril de migracion, o de un “smear” (esto es, un
degradado difuso que delata la presencia de numerosos fragmentos de un gran rango
de tamaiios diferentes en el carril de migracién) indicaria que ha habido degradacion

del ADN en el proceso de extraccion.

Figura 3.14. Gel de agarosa en el que aparecen muestras con un alto contenido de
ADN (p. €j. carriles 2, 3, 4, 6, 7, 9, 12, 25, 26, 27, 29 6 33) frente a muestras sin ADN
(p. €j. carriles 13, 24, 34, 36 6 37) o con un bajo contenido en ADN (p. €j. carriles 1, 5,
8 6 38). La sefial que aparece en la parte baja del gel se corresponde con el ARN, que al
ser de menor tamano molecular que el ADN, ha migrado mas rapidamente a lo largo del
gel. (Foto: Ruth Jaén-Molina)

Puesto que no aplicamos enzimas que fragmenten el ARN (RNAsas) después de la
extraccion del material genético, el ARN celular (que también se tife con SYBRsafe
por ser un acido nucleico) aparece en casi todos los carriles como una banda difusa y
alejada del origen del carril de migracion (parte baja del gel).

Aunque el rendimiento de las extracciones para la mayoria de las especies fue alto,

hubo casos en los que fue necesario repetirlas, bien porque no se obtenia ADN al
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final del proceso (no se observaba banda en el gel de calidad), o bien porque el ADN
obtenido estaba en baja concentracion (generando una banda de intensidad muy

débil en el gel) y/o degradado (“smear”).

3.5 EVALUACION CUANTITATIVA DEL ADN.

La evaluacion cuantitativa del ADN la realizamos mediante el biofotdmetro ND-
2000c (NanoDrop, Fig. 3.15) que, a diferencia de otros, requiere de mucho menor
volumen de muestra (1-2 pl, en lugar de 5 pl) y no es necesario el uso de cubetas.

Teniendo en cuenta que los acidos nucleicos tienen un maximo de absorcién a una
longitud de onda de 260nm (debido a la presencia de bases nitrogenadas aromaticas
a lo largo de sus cadenas), y dado que 1 unidad de absorbancia corresponde a una
concentracion de 50ug/ml de ADN bicatenario (que es el que se obtiene después de
realizar la extraccion), los biofotdmetros pueden calcular de forma fiable la
concentracion del ADN midiendo la absorbancia a 260nm. Al realizar mediciones de
absorbancia a 280nm (A280) y a 230nm (A230) podremos determinar Ia
concentraciéon de otros componentes (generalmente proteinas y/o fenoles), que
hayan podido co-precipitar junto con el ADN durante la extraccion. EI ADN puro
resuspendido con TE es incoloro. No obstante, si la cantidad de impurezas presentes
en los extractos de ADN es alta, éstos tendran una coloracion variable (desde
amarillenta a marron oscura) o presentaran una textura mucilaginosa o gelatinosa

(Fig. 3.16), en lugar de ser transparentes
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Figura 3.15. Biofotometro NanoDrop 2000c y ordenador portatil conectado a él
para la toma de datos. (Foto: Ruth Jaén-Molina)

Los ratios A260/A280 y A260/A230 nos indicaran la proporcion de ADN en la
solucion respecto a las impurezas v, por lo tanto, nos daran el grado de pureza de las
muestras. Las muestras que presentaron elevada presencia de contaminantes fueron
purificadas en las columnas suministradas con el kit comercial GenElute PCR Clean-
Up (Sigma-Aldrich), que tienen una membrana de celulosa donde el ADN queda
retenido. Este 4/t tiene la ventaja de que no contiene resinas ni componentes toxicos
organicos como el fenol y/o el cloroformo que se utilizan con otros &its. Al finalizar la
purificacion, se recupera un ADN en menor concentracidén, pero siempre de mayor
pureza.

Es importante conocer la concentracion de ADN que hay en los extractos para
poder ajustarla dentro del rango que garantiza la amplificacion de las regiones

seleccionadas (generalmente entre 20-50 ng/uL).
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Ademas, deben eliminarse el maximo posible de impurezas, que a menudo
interfieren en la amplificacion del ADN, por ejemplo inhibiendo a la enzima
polimerasa, sin cuya activacion no es posible llevar a cabo la reaccién en cadena de la

polimerasa (en adelante PCR, por las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction).

Figura 3.16. Extractos de ADN con a) una coloracion oscura debido a la oxidacién de

proteinas y b) con una textura viscosa por la presencia de mucopolisacaridos. (Fotos: Ruth
Jaén-Molina)

3.6 AMPLIFICACION DEL ADN

Para poder llevar a cabo la secuenciacion de cualquier regién del ADN, es
necesaria la generacion anterior de multiples copias de la regién elegida, esto es, su
amplificacion, a través de una reaccién de PCR.

Las amplificaciones de las regiones rbcl y matK se llevaron a cabo segun las
condiciones y los programas publicados por el PWG en la web del CBOL

(www.barcoding.si.edu), con algunas modificaciones para matk, cuya amplificacion y

secuenciacion resultaron ser mas problematicas (ver mas abajo).
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Las reacciones de amplificacién se prepararon para un volumen final de 25ul, de

forma que se ajustd la cantidad de ADN de partida para alcanzar una concentracion

entre 20-50ng/ul, con la menor cantidad posible de impurezas.

Los distintos componentes de la PCR (tampdn 10X, Mg?*, nucledtidos, BSA y

cebadores) se repartieron en alicuotas a la concentracion de trabajo correspondiente,

de forma que estaban listos para ser afiadidos al tubo (normalmente de 1,5ml) en el

que se prepara la premezcla de la reaccion de PCR (ver Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Componentes de la premezcla base para las reacciones de
amplificacién (condiciones estandar). El volumen final de la mezcla se ajusta a

25pl.

Producto

Volumen

ADN (20-50 ng/pl)
tampdn 10X (con Mg #*)
dNTPs (100 mM)

Cebador forward (20 pmM)
Cebador reverse (20 pmM)
BSA (20 mg/ml)

7ag Roche (5U/ul)

H20dd

1-2 pl

2,50 pl
0,50 pl
0,50 pl
0,50 pl
1,00 pl
0,30 pl

Xl

Volumen final

25, 00 pl

Para esta premezcla se emplearon los nucledtidos (10mM) de la casa comercial

Roche (Ref. 11969064001) y la 7ag polimerasa (5U/ul) también de la casa comercial

Roche (Ref. 03560597001) que incluia el tampdn 10x con (100mM Tris-HCl, 15mM
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MgCl,, 500mM KCL, pH 8.3) y la albumina de suero de bovino (mas conocida, por sus
siglas en inglés, como BSA) de la casa comercial Sigma (Ref. B8667-5ML).
Unicamente para aquellas muestras que mostraron problemas de amplificacion con
las condiciones estandar (Tabla 3.2), se utilizo el kit PCR Master Mix "Reddy Mix" de
Thermo Scientific (Ref. AB-0619-LD/B), ajustando las cantidades del resto de

componentes de la premezcla o cdctel de reaccién como se muestra en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Componentes de la premezcla para las reacciones de amplificacion
cuando utilizamos la “Master Mix” del kit de PCR “Reddy Mix"” (Thermo
Scientific).

Producto Volumen
ADN (20-50 ng/ ul) 1, 00 pi
Master mix 23, 00 pl
Cebador forward (20 mM) 0, 25 ul
Cebador reverse (20 mM) 0, 25 ul
BSA (20 mg/ul) 0, 50 ul
Volumen final 25, 00 pl

Estas “Master Mix” tienen la ventaja de permitir preparar la mezcla de reaccion de
una forma mas rapida y con menos riesgo de contaminacion, que cuando se afaden
con la pipeta los distintos componentes por separado. Su inconveniente principal es
su elevado precio y su limitacion mas importante es que no permite el ajuste de la
concentracion de por ejemplo, el magnesio o la polimerasa, que puede ser clave en el

éxito de la amplificacién de algunas muestras.

100



Capitulo 3. Material y Métodos

El empleo de los cebadores propuestos por el PWG CBOL en 2009 nos permitio la
amplificacion y secuenciacion de la regidon rbcl sin ninguna dificultad, con un
porcentaje de éxito del 99% para todos los grupos taxonodmicos analizados (Tabla
3.4). Sin embargo, para la amplificacién de la regiébn matK, los cebadores y las
indicaciones recomendadas por el PWG no dieron buenos resultados para todos los
grupos taxonomicos analizados dentro de esta tesis, por lo que fue necesaria la
optimizacién de los protocolos e incluso el empleo de nuevos cebadores (Ford et al.

2009, Dunning & Savolainen 2010, Shaefer et a/. 2011, Tabla 3.5).

Tabla 3.4. Cebadores utilizados para la amplificacion y secuenciacion del gen rbcL

Nombre Secuencia5’-3°
rbc-F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
rbc-R GAAACGGTCTCTCCAACGCAT

Al comprobar que los cebadores para la amplificacion de la regidon matk se
comportaban como especificos de cada linaje, seleccionamos algunos de los 26 pares
recomendados por Dunning y Savolainen (2010), para especies y géneros de las
siguientes familias: Asteraceas, Cariofilaceas, Fabaceas o Labiadas, analizadas dentro
de esta tesis. El empleo de estos cebadores junto con los desarrollados por H.
Schaefer en 2011 (Tabla 3.5), mejord notablemente el éxito en la amplificacién y nos
permitid obtener secuencias de la regidon matK para varias de las especies para las
que anteriormente la amplificacién habia sido deficiente (p. €j., algunos géneros de

Lauraceas). Los cebadores de Schaefer (2011) estan basados en los disefiados por
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Kim et al. (sin publicar) pero contienen una variacién en el primer “reverse” que

facilita el anclaje en la region complementaria del ADN.

Tabla 3.5 Cebadores utilizados para la amplificacién y secuenciacion del gen matk

Nombre Secuencias 5°-3° Referencias

matK Xf TAATTTACGATCAATTCATTC Ford et a/. 2009

matk5 R GTTCTAGCACAAGAAAGTCG Ford et al. 2009

matK3 F CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Kim (sin publicar)

matK 1R ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Kim (sin publicar)

matK-f AATTTACGATCHATTCATTCMATWTCCC Shaefer et al. 2011
matK-R AGTTYTARCACAAGAAAGTCGAARTATATA Shaefer et al. 2011
matKi1F ACTGTATCGCACTATGTATCA Sang et al. 1997

matKiR GAACTAGTCGGATGGAGTAG Sang et al. 1997
matK2.1af ATCCATCTGGAAATCTTAGTTC CBOL PWG 2009

390F CGATCTATTCATTCAATATTTC Cuénoud et a/. 2002
1326R TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT Cuénoud et al. 2002
NY552-R CTGGATYCAAGATGCTCCTT D. Little (NYBG )
NY1150-R GGTCTTTGAGAAGAACGGAGA D. Little (NYBG )

AST_F CCTTACCCAGCTCATCTGGAAAT Dunning & Savolainen 2010
AST_R CAAATAATATCCAAATACCAA Dunning & Savolainen 2010
CAR _ CGAGACAAAGTTCTAGCCCAVG Dunning & Savolainen 2010
XXF TAATTTACGATCAATTCATTC Dunning & Savolainen 2010
FAB F TTCAAACCCTTCGTTACTGGATVA Dunning & Savolainen 2010
FAB R CTTTTGTGTTTACGAGCCAADG Dunning & Savolainen 2010
LAM_F TCATAATTTACGATCAATYC Dunning & Savolainen 2010
LAM_R GCACAAGAAAGTCGAAGTATATA Dunning & Savolainen 2010

En algunos casos, el ADN amplificado no estaba en suficiente concentracion para
garantizar el éxito de las reacciones de secuenciacion posteriores y, en otros casos,
las secuencias obtenidas no tenian la calidad suficiente para poder ser leidas sin
ambigliedades, especialmente en el caso de las secuencias “reverse” obtenidas para
la regién matK. Por lo tanto, esta regidon no sélo mostré mas dificultades que rbcL en

su amplificacion, sino que también fue necesario modificar las condiciones vy
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cebadores empleados para obtener unas secuencias de buena calidad.

En todos los casos, se establecieron los mismos tiempos y temperaturas para llevar

a cabo cada una de las reacciones de amplificacion, Unicamente variando, en los

programas definidos en el termociclador, las temperaturas de anillamiento segun la

pareja de cebadores empleada (Tabla 3.6).

Tabla 3.6 Temperatura de anillamiento utilizada para cada una de las
parejas de cebadores que se emplearon en la amplificacion de rbcl y matK.

Region

Cebadores TA

rbcl.

matK

matK

matkK

matK

matkK

matK

matkK

rbclF
rbclR
matK-F
matk-R
AST-F
AST-R
matK -XF
matK -5R
3F_KIM
1R_KIM
matk-1F
matk-1R
390-F
1326-R
NY552-F
NY1150-R

550C

480C

480C

460C

58-55°C

53°C

480C

56°C

El programa basico definido en el termociclador fue:

- 94°C (Ta desnaturalizacion) durante 2 minutos, seguido de

Repeticion de los siguientes tres pasos, durante 30 ciclos:

- 94 °C durante 30 segundos

- TA correspondiente (segun tabla 3.6) durante 1 minuto

- 72 °C durante 1 minuto, y finalmente, un paso de:

- 72°C (T2 elongacion) durante 5 minutos.
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3.7 SECUENCIACION DEL ADN.

Los amplicones (esto es, los productos de PCR que se visualizaron como una Unica
banda intensa en los geles, lo que delataba una amplificacion exitosa) fueron
enviados a Macrogen Inc. (Corea) para su secuenciacion bidireccional (secuencias
sentido y antisentido) en un secuenciador 3730XL ABI (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE.UU). Sdlo aquellas muestras para las que se obtuvo una Unica banda
intensa en los geles de agarosa y con el tamafo esperado segun la regién
amplificada (Fig. 3.17), fueron incluidas en las placas y/o tubos para su posterior

envio al servicio de secuenciacion Macrogen en Corea.
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Figura 3.17. Gel de agarosa (1,8%) correspondiente a la electroforesis realizada con los
productos amplificados para rbcl de algunos taxones de la RBGC. La muestra correspondiente a la
cuarta posiciéon, empezando por la derecha del gel, fue la Unica que no amplificd, por ello no se
visualiza una banda. Las bandas correspondientes al marcador de tamafio (100bp DNA Ladder H3
RTU, Genetics) que nos sirve de referencia para determinar si la region amplificada coincide con el
tamafio esperado, las visualizamos en la primera posicion del gel empezando por la izquierda. En
este caso, esperabamos unos amplicones de unos 700 pares de bases, que es el tamafio
aproximado de la region rbcl en los grupos que estamos estudiando. Vemos como los productos
resultantes de la amplificacion de rbcl se alinean, segln lo esperado, con la séptima banda del
marcador de tamafio (7 x 100 pb).

Como hemos mencionado en el apartado anterior, los mismos cebadores que se

utilizaron para la amplificacion de las distintas regiones (rbcl y matk) fueron los
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empleados en la secuenciacion de las mismas. La Unica diferencia es que éstos se
encontraban a una concentracidn mucho menor en las reacciones de secuenciacion
(10 pM) que en las reacciones de amplificacion (20uM).

Para la preparacion de las muestras y su envio al servicio de secuenciacion, se
siguieron los protocolos y recomendaciones indicadas en la pagina web de Macrogen

(http://dna.macrogen.com), para asi asegurarnos de que los amplicones y los

cebadores correspondientes llegaban a su destino en condiciones dptimas.

3.8 REVISION, EDICION Y ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS.

Una vez obtenidas las secuencias, y como paso previo a su alineamiento, se

realizaron busquedas con el algoritmo Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ blast/
Blast.cgi), en GenBank (la mas conocida base de datos de secuencias de ADN
publicamente disponibles) para comprobar si las secuencias generadas eran similares
o iguales a otras de la misma especie o género y, también para asegurarnos de que
se correspondian con la region correcta, segun nuestros datos.

La edicion de los cromatogramas es importantisima para detectar y, en su caso,
paliar posibles errores en la lectura por parte del secuenciador de las bases
nitrogenadas de la secuencia de ADN analizada. Por ello, con el programa BIOEDIT
v.5.0.6 (Hall 2007) se revisaron de forma manual tanto las secuencias “forward”
como las “reverse” antes de obtener la secuencia consenso, que contendra las bases
nitrogenadas comunes presentes, tanto en la secuencia “forward” como en la
“reverse”. Con las secuencias “consenso” obtenidas se generan las matrices para el

total de taxones que se van a analizar y para cada regién de ADN. Posteriormente
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estas matrices son alineadas y/o combinadas, antes de su analisis.

Las zonas del principio y del final de cada secuencia suelen ser las que generan
mayores dificultades de asignacion de bases, mientras los picos al principio de la
secuencia aparecen mas anchos y superpuestos entre si por saturacién de la reaccion
(Fig. 3.18, izquierda), los picos del final de la secuencia van perdiendo altura y
anchura, por debilitamiento de la sefal, hasta que desaparecen. Por estos motivos, se
secuencia en los dos sentidos porque de esta forma se puede realizar la lectura de
mas nucleotidos, ya que zonas de picos “distorsionados” en una secuencia coincidiran

con zonas “limpias” en la secuencia complementaria.

>/ Biokdit Sequence Alignment Editor
Fle Edt view Zoom HorizontalScale File Accesory Application RNA Window Help

&b

* ABI Chromatogram; C:\Documents and Settings\jcaujape\Mis documentos\RUTH 2011\LABORATORIOWMACROGENRESULTADOS-2013Vulio-Agos... Q@@

60 bl
AATACCCTACCCCATTCATCTGGAAATCTT
613, 2364: 57

Figura 3.18. Cromatograma de una de las secuencias obtenidas para la region matk, editado
con el programa BioEdit. La zona inicial del cromatograma con picos distorsionados (fondo
negro) refleja claramente los problemas de lectura con los que se encuentra el secuenciador, p.
€j., por saturacion de la sefial (ver texto). A continuacion (zona de fondo blanco), los picos de
colores, correspondientes a cada base nitrogenada, se definen mucho mejor, de forma que el
secuenciador no comete apenas errores de asignacion.

Aun asi, aquellas zonas que se siguen sin poder leer bien fueron eliminadas

(trimmed) antes de formar parte de la matriz de secuencias consenso.
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Una vez que las secuencias “forward” y “reverse” para cada una de las muestras
fueron revisadas y editadas, se generd la secuencia contig correspondiente (es decir,
la secuencia consenso con el minimo posible de ambigliedades o errores). Las
secuencias contig pasaron a formar parte de la matriz a alinear.

El alineamiento de las matrices con las secuencias contig se realizd con las ocho
iteraciones que vienen por defecto en el programa MUSCLE (Edgar 2004; Fig. 3.19),
una de las herramientas para alineamientos multiples implementada en Geneious

v5.4 (Drummond et a/. 2011).
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Figura 3.19. Imagen de la ventana del programa Genejous donde se muestra parte de uno
de los alineamientos multiples obtenidos con su herramienta de analisis MUSCLE.

A continuacidn, se reviso el alineamiento generado automaticamente por este
software, para asegurarnos de que la asignacion de /indels (esto es, zonas de las
secuencias donde ha habido una /msercién o dekcidn) habia sido correcta para, en

caso contrario, hacer los ajustes manuales pertinentes.
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3.9 OBTENCION DE MATRICES DE SECUENCIAS ALINEADAS

Con todas las secuencias contig alineadas para cada una de las regiones “cddigo
de barras” oficiales (rbcL y matK) se crearon sendas “supermatrices” en diferentes
formatos compatibles con distintos programas de andlisis filogenéticos, como por
ejemplo, el formato FAS7A (reconocible por programas como Geneious, BIOEDIT,
Clustal, BLAST etc.) o el formato NVEXUS (reconocible por el programa PAUP y otros).

Estas “supermatrices” estan depositadas en los ordenadores del Departamento de
Biodiversidad Molecular y banco de ADN del JBCVCSIC para su uso en las tareas de
este centro relacionadas con la conservacion y gestion de la biodiversidad vegetal
canaria.

Ademas, las matrices de secuencias generadas de novo (después de haber sido
alineadas) se han depositado en compendios de diversidad genética del sistema de
informacion Demiurge, que les asignd los siguientes cédigos y URLs exclusivos:

Para la region matk, D-DNASE-89: http://www.demiurgeproject.org/matrixdigests

/D-DNASE-89), y para la region rbcl, D-DNASE-90: http://www.demiurge-project.

org/matrix_digests/D-DNASE-90).

Se pueden obtener mas detalles de las muestras, la metodologia, los programas
utilizados para el andlisis de datos y de los resultados obtenidos por cada aplicacion
mencionada en este apartado general de material y métodos, en la seccion

correspondiente de cada capitulo.
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El contenido de este capitulo forma parte del articulo publicado como capitulo en el libro
“Proyectos de investigacion en parques nacionales. 2006-2009” (Jaén-Molina et al. 2010),
y del articulo publicado en Molecular Ecology Resources (Jaén-Molina et al. 2014), ambos

incluidos como Anexos (version digital) de esta tesis.
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4. IDENTIFICACION TAXONOMICA MOLECULAR EN AUSENCIA DE UN

“BARCODING GAP”: TESTANDO LAS REGIONES “CODIGO DE BARRAS” EN
ELEMENTOS DE LA FLORA ENDEMICA DE CANARIAS.

4.1 INTRODUCCION

Proporcionar un marco universal para el uso rutinario de datos de secuencias de ADN
en la identificacién de especies es importante desde una amplia gama de perspectivas
bioldgicas, que abarcan (i) la rapida asignacion de especimenes (o sus partes) a sus
especies correctas cuando los rasgos morfoldgicos no son suficientes (Kress et a/. 2005,
Savolainen et al. 2005), (ii) la identificacion de posibles especies cripticas no detectadas
por la morfologia (Hebert et a/. 2003, 2004, Ragupathy et al. 2009, Gao et al. 2011),
(iii) la asistencia a la Taxonomia clasica en la elaboracién de los censos de la
biodiversidad vegetal (Hajibabaei et a/. 2007, Lahaye et a/. 2008, de Vere et al. 2012), y
(iv) la aplicacion de estos datos para las estrategias de conservacidn y gestidn
(Hollingsworth 2008, Kress et al. 2009, Bruni et al. 2012). Estas y otras areas distintas
de interés han favorecido el uso de los "cédigos de barras moleculares" para la
identificacién taxondmica a nivel de especie (es decir, la utilizacion de secuencias de
ADN cortas y estandarizadas para “etiquetar” a las especies, Barret & Hebert 2005).

La busqueda de "cddigos de barras" de ADN eficientes en animales ha sido mucho
mas sencilla y rapida, pues pronto la aplicacién de la region COI (citocromo C oxidasa I)
fue muy exitosa en una amplia gama de taxones (Smith et a/. 2008, Hebert et al
2010). Sin embargo, debido a que esta regidn muestra una tasa de sustitucion muy

baja en plantas, en su lugar se han tenido que buscar otras regiones (Fazekas et al.
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2009 y 2010, Chen et al 2010, Hollingsworth et al 2011, Li et al 2011). Aunque
algunos investigadores (como Ausubel 2009) sugirieron que la estandarizacién de una
Unica secuencia era la mejor via de producir una gran base de datos de secuencias de
plantas que sirviera de referencia para la identificacion de especies, tampoco
descartaron la opcién de que finalmente un solo marcador no fuera suficiente para
distinguir diferentes especies de plantas.

De hecho, desde el principio, debido a las dificultades existentes para encontrar una
o0 varias regiones del ADN en plantas que cumpliera todos los requisitos que debia de
satisfacer para poder ser considerada como potencial “codigo de barras” (cap. 2),
muchos investigadores aceptaron que se requerian multiples regiones para obtener una
adecuada discriminacion de las especies (Chase et al. 2007, Kress & Erickson 2007,
Lahaye et al/ 2008, Hollingsworth et al. 2009, Burgess et al. 2011, de Mattia et al.
2011, Li et al. 2011).

Tras comparar los resultados de amplificacion y secuenciacion obtenidos, en distintos
laboratorios de diferentes instituciones internacionales, se propusieron varias
combinaciones de marcadores del ADN plastidial como candidatas a funcionar como
“codigos de barras” en plantas (CBOL PWG 2009; Hollingsworth et al. 2009). Algunas
de las regiones seleccionadas (rpoCl1, rpoB, matK, trnH-psbA, rbcl, atpF-H'y psbKI) se
correspondian con regiones que habian sido extensamente utilizadas como marcadores
moleculares en plantas, y para las que existian protocolos y cebadores para su
amplificacién. Pero no todas ellas mostraron buenos valores de discriminacién
interespecifica, por lo que finalmente, tras la evaluacion de 12 regiones candidatas,

algunos miembros del PWG recomendaron la combinacién rbcl+matk (dos /locus del
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ADN cloroplastico) como “cddigo de barras” de ADN universal para plantas terrestres
(CBOL PWG 2009).

La existencia de un “barcoding gap” (es decir, una clara separacion entre los
promedios de las distancias-p intraespecificas con respecto a las distancias
interespecificas) es comun en animales y ha dado lugar a altas tasas de éxito de
discriminacion de especies en estos organismos. Algunos autores han utilizado un
“barcoding gap” para distinguir grupos de plantas por encima del nivel especifico o del
nivel genérico (por ejemplo de Vere et al. 2012 o Zhang et al. 2013). No obstante, la
deteccion de un “barcoding gap” entre especies con-genéricas no es nada frecuente en
vegetales (pero ver Leavitt et a/ 2013 para especies de la familia de liquenes
Parmeliae). Ademas, se ha comprobado que su deteccidon no conlleva necesariamente la
discriminacion entre las especies comparadas (ver por ejemplo Pettengill & Neel 2010,
Jiang et al 2011, Yang et al 2012, Ashfaq et al. 2013). Fazekas et al (2009)
encontraron que el grado de solapamiento entre las distancias intra- e interespecificas
es generalmente mucho mayor en plantas que en animales y, sugirieron que cuanto
mayor sea el solapamiento entre las distancias, tanto mas reducida sera la capacidad
para discriminar las especies.

En plantas, el poder discriminatorio de la combinacién de las secuencias rbcl + matk
es de aproximadamente el 72% (CBOL PWG 2009; Hollingsworth et a/. 2011), una tasa
de éxito muy inferior a las superiores al 90%, que se dan generalmente, en animales,
hongos y algas rojas (Hebert et al 2010, Ran et al 2010, Buchheim et al 2011,
Assuncao et al. 2012). En consecuencia, muchos de los esfuerzos liderados por los

miembros del PWG estan siendo encaminados hacia la busqueda de otras regiones de
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secuencias de ADN (Little 2007, Hollingsworth et al/ 2011, Li et al 2011) que
complementen a las regiones “cddigos de barras oficiales” e incrementen el porcentaje
de discriminacion alcanzado hasta el momento.

En general, se considera que la utilizacion de regiones del ADN cloroplastico en
estudios moleculares tiene varias ventajas, como que se dispone de cebadores casi
universales para la mayoria de las angiospermas y que el riesgo de muestrear varias
copias en un mismo individuo es bajo, pues son mas frecuentes las secuencias de copia
Unica que las de multiples copias, siendo éstas uno de los principales obstaculos en el
uso de secuencias del ADN nuclear (Buckler et a/. 1997, Alvarez et al. 2003, Bailey et a.
2003).

Sin embargo, la introgresion interespecifica es un fendmeno bien conocido y
frecuente en el ADN del cloroplasto (Kron et a/. 1993, Hansen et al. 2003, Hoban et al.
2009). Ademas, como ya vimos, la hibridacion que afecta al ADN nuclear también ha
sido observada en plantas, por ello, se considera que estos dos procesos pueden ser
responsables, en parte, de la falta de discriminacion en aproximadamente el 30% de las
especies de plantas terrestres estudiadas por el PWG (CBOL PWG 2009).

La radiacion (ver definicion Tabla 4.1) es un reto para la identificacion molecular ya
que las diferencias morfoldgicas a menudo visibles no estan acompafados por niveles
comparables de polimorfismo molecular, es decir, de niveles de diversidad genética que
permita diferenciarlos. Del mismo modo, la hibridacidon (ver definicién Tabla 4.1) juega
un papel importante en la evolucion de las plantas y de los animales (Harrison 1990;
Arnold 2006), pero las regiones “cddigos de barras” para plantas pueden fracasar en la

deteccidon de especies de origen hibrido porque el ADNcp es de herencia uniparental,
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por lo que los marcadores plastidales no detectan diferencias entre las especies madres
ancestrales y sus descendientes. Como vimos en el apartado 1.3, la radiacion
adaptativa y la hibridacion tienen una incidencia mayor en islas oceanicas que en otros
enclaves, por lo que la aplicacién de los “cddigos de barras moleculares” puede ser mas
dificultosa en las floras de estos enclaves (Whittaker & Fernandez-Palacios 2007, Losos
& Ricklefs 2009, Caujapé-Castells 2011).

Ademas, la variacién escasa o inexistente en la secuencia de las regiones de “cddigo
de barras” entre diferentes especies bioldgicas puede incluso dar lugar a "falsos
negativos" (Wiemers & Fiedler 2007). En consecuencia, las floras insulares oceanicas
son importantes y dificiles modelos de prueba para la aplicacién de los “cddigos de
barras” moleculares en plantas terrestres.

Las islas Canarias son un archipiélago oceanico espafiol, conformado en la actualidad
por siete islas principales situadas a aproximadamente a 100 kildmetros del NW de
Africa y, que cuenta con el mayor nimero de especies vegetales endémicas por unidad
de superficie en comparacion con cualquier area continental o insular similar en el
cuadrante norte de Africa y Europa (Martin-Esquivel et a/. 2005). La flora canaria es
muy diversa, con un total de 364 géneros que comprenden alrededor de 1.475
especies, subespecies y variedades nativas de las que mas del 40% constituyen la flora
endémica de este archipiélago (Santos 2001).

Se estima que hay 23 géneros exclusivos de Canarias, que abarcan dependiendo de
los autores entre 592 (Moreno Saiz 2011), 623 (Acebes-Ginovés et al. 2004, Rivas-
Martinez 2009, Arechavaleta et a/. coord. 2010) 6 680 endemismos vegetales (Reyes-

Betancort et a/ 2008).
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Al igual que en otros muchos archipiélagos oceanicos del mundo, un porcentaje
considerable de la flora endémica de Canarias pertenece a linajes caracterizados por
espectaculares radiaciones morfoldgicas (Bramwell, 1975), cuyo polimorfismo molecular
es, en el mejor de los casos, moderado o bajo, como por ejemplo: Argyranthemum
(Francisco-Ortega et al. 1996), Aeonium (Mort et al. 2002), Convolvulus (Carine et al.
2004), Sideritis (Barber et al. 2007), Sonchus (Kim et al. 2007) y Echium (Garcia-Maroto
et al. 2009), entre otros.

Hay que destacar que esa especiacion gradual y continua ha hecho que en
Unicamente 10 géneros (275 taxones endémicos no hibridos) se represente el 44 % del
total de los endemismos canarios (Rivas-Martinez 2009).

Ademas, han sido denunciados ejemplos de hibridacién interespecifica para una
amplia representacion de la flora endémica de Canarias, por ejemplo, en Micromeria
(Pérez de Paz 1978), Argyranthemum (Brochmann 1984), Aeonium (Bafiares 1990),
Sideritis (Marrero 1992), Sonchus (Kim et al. 1996), Rubus (Alice et al. 2001), Ilex
(Manen 2004), Pericallis (Van Hengstum et al 2012) o Echium y las alianzas de
Bencomiay Gonospermum (Francisco-Ortega et al. 2001).

Se ha observado que plantas de islas oceanicas, frecuentemente, exhiben débiles
barreras reproductivas que facilitan la hibridacion, posiblemente, debido a la baja
diferenciacién genética entre especies con radiacion reciente (Nieto Feliner 2013).

Asi, hay muchos taxones endémicos canarios para los que esperariamos niveles de
discriminacion especifica bajos y que, por ello, suponen un reto para los “codigos de

barras”.
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4.1.1 DEFINICIONES

Para facilitar la lectura y comprension de alguno de los términos y conceptos que se
mencionan y aplican a lo largo de los distintos capitulos de esta tesis, en la siguiente

tabla se incluye una breve definicion de conceptos basicos.

Tabla 4.1. Definicién de algunos conceptos basicos empleados en este capitulo de tesis.

CONCEPTO

DEFINICION

Casos taxondmicamente claros

Casos taxonomicamente
conflictivos

Especies potencialmente cripticas

Distancias-p

Caracteres diagnostico

Caracteres polimorficos

Criterio 1 de discriminacion

Criterio 2 de discriminacion

DNA barcoding gap

Hibridacion

Radiacion

Especies congenéricas que son identificadas sin ambigliedades
por la Taxonomia clasica (es decir, basandose en caracteres
morfoldgicos).

Aquellas especies cuya diferenciacion taxondmica respecto de
otros congéneres, ha sido elusiva o conflictiva mediante
caracteres morfoldgicos, por diversos motivos.

Poblaciones conespecificas sin conflicto taxondmico, que son
indistinguibles morfoldgicamente, pero para las que las regiones
“codigo de barras” detectan un niimero sustancialmente elevado
de caracteres moleculares diagndsticos.

Proporcion de diferencias nucleotidicas detectadas entre dos
secuencias alineadas, excluyendo inserciones y delecciones
(/ndels).

Posiciones en un alineamiento de secuencias de ADN (incluyendo
indels) que son exclusivas de los individuos de una especie vy,
que por tanto, permiten la discriminacion entre sus secuencias y
las de otras especies congenéricas.

Posiciones variables en un alineamiento de secuencias de ADN
que son compartidas por los individuos de dos o mas especies vy,
por lo tanto, no permiten la discriminacion entre especies.

Se basa en caracteres diagndsticos. El éxito en la discriminacion
viene determinado por la deteccion de al menos un nucleédtido
exclusivo en las secuencias de una de las especies comparadas.

Se basa en las distancias-p detectadas entre las secuencias
comparadas. Se considera que la discriminacion taxondmica
tiene éxito cuando la mayor distancia-p intraespecifica es menor
que la menor distancia-p interespecifica (NOTA: éste fue el
criterio utilizado por el CBOL PWG, en su publicacion del 2009).

Se da cuando existe una clara separacion entre los promedios de
las distancias-p intraespecificas con respecto a las distancias
interespecificas.

Proceso que da lugar a descendencia por fertilizacion cruzada
entre individuos que pertenecen a diferentes especies o
poblaciones, distinguibles en base a uno o mas caracteres
hereditarios.

Rapida evolucién de la diversidad fenotipica dentro de un linaje,
con o sin el estimulo de la seleccién natural.
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4.1.2 CONSORCIO POR EL “CODIGO DE BARRAS DE LA VIDA” (CBOL)

La problematica taxondmica que afecta a algunas angiospermas endémicas de
Canarias, junto al hecho de que el Departamento de Biodiversidad Molecular y Banco de
ADN (JBCVCSIC) es desde 2005 una de las instituciones participantes del Consorcio por
el “Cddigo de Barras de la Vida”, han motivado esta investigacién. No debemos olvidar
que sodlo a través de una identificacidn correcta y sin ambigliedades de las unidades
bioldgicas que conforman la biodiversidad, se podran elaborar censos mas completos y
precisos que a su vez permitan disefar mejores estrategias cientificas de conservacion.

El Consortium of Barcoding of Life (http://www.barcodeoflife.org/) es una iniciativa

internacional que pretende utilizar la informacion molecular para la identificacion
taxondmica a nivel de especie de todos los organismos vivos del planeta. La idea de
utilizar secuencias cortas y estandarizadas como herramienta molecular que permitiera
identificar a las especies fue postulada, inicialmente en 2003, por el Dr. Paul Hebert, de
la Universidad de Guelph (Ontario, Canada) en trabajos con invertebrados (Hebert et ai.
2003 y 2004). El CBOL se cred en 2004 con el apoyo de la Fundacion Alfred P. Sloan
(aunque su secretariado reside en el Museo de Historia Natural de la Smithsonian
Institution de Washington), y celebré su primera reunidn cientifica en el Museo de
Historia Natural de Londres en Febrero del 2005 (Savolainen et a/. 2005), y la segunda
en una Conferencia en Taipei en el 2007 (Sciencedaily 2007).

La implementacion de un “Cddigo de Barras de la Vida” exige un riguroso trabajo de
investigacion, ya que primero es necesario testar diferentes regiones del ADN para

detectar cual 6 cuales son mas adecuadas para identificar a los organismos.
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Después, se debe verificar que la secuencia elegida es capaz de discriminar a todos
los organismos vivos, es decir, que no coincide con la de ningln otro organismo para
esa misma region del genoma. Y, finalmente es fundamental construir una gran base de
datos de referencia con las secuencias “cddigo de barras” asociadas a taxones, que han
sido correctamente identificados por expertos.

Para lograr este objetivo tan ambicioso de describir todas las especies del planeta, el
CBOL ha logrado implicar a mas de 170 instituciones y mas de 50 paises colaboradores,
entre ellos:

e Jardines Botanicos, Museos de Historia Natural, Herbarios y Zooldgicos.

¢ Universidades (departamentos de biologia y biologia molecular)

¢ Organizaciones de investigacion dedicadas a la biodiversidad y conservacion y

varias organizaciones no gubernamentales (ONG).

e Agencias gubernamentales o no gubernamentales y otras organizaciones que

basan su actividad en la informacion taxondmica.

e Compaiias biotecnoldgicas privadas.

El JBCVCSIC (Cabildo de Gran Canaria), fue el primer centro de investigacidon espafiol
en formar parte del CBOL y es, hasta hoy, el Unico representante de nuestro pais en el
CONSsOrcio.

Finalmente, iniciativas on/ine como “Encyclopedia of Life” (EOL; http://www.eol.org),

“Tree of Life” (http://www.tolweb.org/tree/) o “Barcode of Life Database” (BOLD;

http://www.barcodinglife.org/) han sido importantisimos como apoyos colaborativos a la

iniciativa por el “Cddigo de Barras de la Vida".
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4.1.3 CARACTERISTICAS BASICAS DE LAS REGIONES “CODIGO DE BARRAS
MOLECULARES”

En Febrero de 2005, una comision de expertos se reunid en el Jardin Botanico de
Kew y acordd que los tres criterios basicos (Caujapé-Castells et al. 2011) que debian
satisfacer las regiones potencialmente candidatas a funcionar como “codigos de barras
moleculares” eran:

1) Presentar considerable variabilidad y divergencia entre especies.

Puesto que la identificacion que se pretende es a nivel especifico, el rango de

variabilidad de las secuencias escogidas debia ser lo suficientemente elevado como

para discriminar a este nivel de la jerarquia bioldgica. No obstante, teniendo en
cuenta que era mas que posible que las secuencias escogidas (especialmente las del

ADN nuclear) presentaran diferentes grados de variabilidad intraespecifica en

diferentes linajes, seria necesario secuenciar varios individuos por especie, para

establecer el rango de variabilidad que delimitara el umbral entre individuos con-

especificos e individuos de diferentes especies.

2) Tener una secuencia relativamente corta

En muchos casos, los especimenes secuenciados son organismos muertos o partes
de organismos conservados en colecciones de museo o pliegos de herbario. Estas
muestras son valiosisimas, porque muchas de ellas contienen los tipos a partir de los
que fueron definidas las especies. No obstante, por su antigliedad (pueden tener
mas de 100 afios) y su estado de conservacion (que puede haber sido inadecuado en

términos de temperatura, humedad o exposicidn a agentes quimicos), pueden estar
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muy deterioradas. Si el ADN de estas muestras estda degradado y utilizaramos
regiones de secuencia larga, entonces se correria el riesgo de que estuvieran
fragmentadas, en cuyo caso se dispondria de informacién incompleta. Por el
contrario, un amplicon (la regién amplificada) pequeno y con elevado nimero de
copias en el genoma asegura un mayor éxito de las amplificaciones, porque se
incrementa la probabilidad de que la secuencia deseada haya sido preservada
(Deguilloux et al. 2002). La longitud idénea de las regiones a seleccionar se

establecid en, aproximadamente, 700 pares de bases (bp).

3) Disponer de secuencias flanqueantes conservadas
Aunqgue pueden existir regiones de interés potencial para ciertos géneros o especies,

|\\

la idea del “cddigo de barras” se refiere a todos los organismos, y solamente si
existen cebadores universales podremos estandarizar los datos y garantizar

comparaciones adecuadas.

4.1.4 LAS REGIONES “CODIGO DE BARRAS” OFICIALES PARA PLANTAS
TERRESTRES

En los animales, la aplicacién de la citocromo C oxidasa I (COI) ha tenido un gran

éxito en una amplia gama de grupos taxondmicos como mariposas, pajaros, arafas,

peces, lepiddpteros y anfibios, entre otros (Hebert et a/. 2003b, Hebert et al. 2004,

Barrett & Hebert et a/. 2005, Ward et al. 2005, Hajibabaei et a/. 2007, Smith et a/. 2008,

Hebert et a/. 2010). Por el contrario, la busqueda de "cddigos de barras de ADN"

eficientes en plantas ha sido mucho mas ardua y aun contindla (Fazekas et al. 2009,
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2010). La baja tasa de sustitucion de nucledtidos en el genoma mitocondrial de plantas

III

hace que la regidon COI, no sea aplicable como “cddigo de barras universal” en plantas
(Fazekas et al. 2008) y que, en su lugar, se hayan buscado marcadores de otros
organulos celulares (plastos y nucleo). La mayoria de las regiones que se probaron
pertenecian al ADNcp, porque el genoma del cloroplasto es relativamente abundante
(por lo que, su extraccion como componente del ADN total de la planta, es
relativamente sencilla), contiene principalmente genes de copia Unica, tiene una tasa de
sustitucién de nucleétidos conservadora y, se dispone de amplia informacion molecular
sobre este genoma. Por todo ello, se consideré que el ADNcp es muy adecuado para
estudios evolutivos y filogenéticos, en particular, por encima del nivel de especie.

Se evaluaron 12 regiones como potenciales “codigos de barras” de plantas, como por
ejemplo, la region I75 (ADN nuclear) y la region t¢rmH-psbA (ADN cloroplastico)
propuestas por el grupo de investigacion de John W. Kress (Kress et al. 2005) y otras
como rpoB, oG, rbcl 6 matK incluidas en estudios desarrollados en diferentes grupos
vegetales (Cowan et al. 2006, Chase et al. 2007, Little & Stevenson 2007, Kress &
Erickson 2007, Fazekas et al 2008, Lahaye et al 2008, Ford et al 2009, Seberg &
Petersen 2009).

Finalmente, atendiendo a criterios de universalidad, calidad de secuencias y
discriminacion entre especies, como ya hemos mencionado, el “Plant Working Group”
del CBOL recomendd (en 2009) la combinacién de dos regiones del ADN cloroplastico
(rbcL y matk) como “codigo de barras molecular” universal para las plantas terrestres.

De todas las regiones analizadas, matK fue la que mostré valores mas altos de

discriminacion taxondmica y rbcl la que proporciond mejores resultados en la
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amplificacion y secuenciacion. Entre las otras regiones probadas, tmH-psbA es la que
presenta los valores mas altos de discriminacion a nivel especifico (69%), por lo cual se
propuso que ésta debia ser la region alternativa a usar cuando la combinacidn
rbcl+matK no lograba discriminar. En los andlisis efectuados por el CBOL PWG (2009),
el poder discriminatorio de las dos regiones “cddigo de barras” del ADN plastidial fue de
aproximadamente un 72%, muy lejos de los porcentajes de éxito obtenidos en animales
(ya mencionados) y, también en hongos y algas rojas (Ran et a/. 2010, Buchheim et al.
2011, Assuncao et al. 2012), que son (aunque variables) generalmente, mucho mas
altos (mas del 90%).

La falta de discriminacion en el casi 30% de las especies de plantas terrestres

estudiadas por el CBOL PWG (2009), puede ser explicada por:

(i) ser taxones incluidos en géneros muy ricos en especies,

(i) ser especies estrechamente relacionadas entre si y, que por lo tanto, pertenecen
a linajes de evolucién reciente (grupos con fendmenos de radiacion adaptativa), o
(iii) pertenecer a especies en las que se dan procesos tales como la hibridacion y/o la

introgresion (Hansen et al. 2003, Hoban et a/. 2009).

En la actualidad se siguen explorando regiones alternativas que puedan
complementar a la combinacién de las dos regiones oficiales (rbcL+matK) para alcanzar
una mayor discriminacion taxondmica. Por lo tanto, no podemos descartar que en el

futuro se seleccione alguna regién mas como “cddigo de barras” para plantas.
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a) La region rbcL

El gen rbcL es el mejor caracterizado de todos los que configuran el ADN
cloroplastico y su secuencia de ADN es la mejor conocida y la primera que se secuencid
en plantas. Ademas, es en la actualidad el gen mas comuUnmente utilizado en los
analisis filogenéticos de plantas (Chase et a/ 1993; Donoghue & Baldwin 1993). De
hecho, existen en GenBank mas de 10.000 secuencias disponibles de este gen, que
codifica para la subunidad grande de la enzima RuBisCo (el aceptor de carbono mas
importante en todos los eucariotas fotosintéticos y en las cianobacterias).

Su eleccién como “cddigo de barras” se debe a que:

(1) esta presente en casi todos los representantes del reino vegetal,

(2) no presenta practicamente problemas de alineamiento y,

(3) dispone de muchas copias en cada célula, ya que forma parte del genoma del

cloroplasto.

Este gen tiene una longitud de aproximadamente 1430 pares de bases y tiene una
tasa de evolucion bastante conservativa. No obstante, la longitud del gen es mayor de
lo recomendado para su uso como “cddigo de barras”, con la consiguiente limitacion de
no permitir su secuenciacion a través de una Unica reaccion y la de no permitir la
amplificacion de ADN degradado. La solucidon que se encontré a estos inconvenientes
fue la de disenar cebadores para amplificar y secuenciar regiones cortas dentro de este

gen rbclL (ver Tabla 3.4, en el cap. de Material y Métodos).
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La seccion de la region rbcl considerada como “codigo de barras” es la
correspondiente al extremo 5 que se muestra en la Figura 4.1. En Arabidopsis thaliana,
la secuencia para esta region abarca desde la posicién 27 a la 579 en la secuencia de
nucledtidos (ya que la secuencia del cebador “forward” ocupa las 26 primeras

posiciones del extremo 5').

Arabidopsis thalians «bel., 110 1,439

'_:E'I 11028

@ [ S =1

Figura 4.1. Esquema de la ubicacién de la regién rbcL incluida en la secuencia de Arabidopsis
thaliana (1.439 bp). Se muestra Unicamente el fragmento (entre 1 y 743 bp) que queda entre las
zonas de anclaje de los cebadores para su amplificacion y secuenciacion (extraido de la pagina
web del CBOL). La designacion de los cebadores F y R (“forward” o “reverse”) varia en funcion
de los autores que han disefiado cada uno de ellos.

Debido a que la capacidad de rbclL para resolver las relaciones filogenéticas, por
debajo del nivel de la familia, es a menudo baja (Doebley et al 1990), su uso
combinado con la regién matK parecia ser prometedor para resolver relaciones entre

taxones a niveles inferiores.

b) La region matK

Aunque matK ha sido utilizado para la reconstruccidon filogenética de plantas
debido a su rapida evolucidon y a su presencia ubicua, también se han detectado
problemas en su amplificacién para algunos grupos taxonomicos (ver cap. de Material
y Métodos). El gen matK, previamente conocido como ORF (por open reading frame),

es un gen plastidial de la maturasa-K (que ayuda al ARN del intrén a plegarse en una
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estructura cataliticamente activa) que se halla en el intrén que separa las regiones
codificantes del gen &rnK (Sugita et a/. 1985). Tiene una tasa de mutacién mas alta
que rbcl (Johnson & Soltis 1994 y 1995, Johnson et al 1996), por lo que se
considerd que podia complementar a rbcL, en la discriminacion de las especies.

Para matK, la regién propuesta como “cddigo de barras” se corresponde en
Arabidopsis thaliana con la zona comprendida entre las posiciones 227 a 1.019 si
excluimos la secuencia del cebador (Fig. 4.2). Aunque matK ha sido utilizado para la
reconstruccién filogenética de plantas debido a su rapida evolucion y a su presencia
ubicua, también se han detectado problemas en su amplificacion para algunos grupos

taxondmicos (ver cap. 2 de Material y Métodos).

Arabidopsis thaliana matK, 1 to 1,581

'“"K'3F3iz3 to 197
matkSR, 203 to 222
b
matK-1 32€5_., 205 to 226

matK-1R, 1‘920 t0 1,046
matK-390f, 1.104 to 1,125
matKxF, 1,11210 1,132

[

Figura 4.2. Esquema de la ubicacién de la regién matK incluida en la secuencia de Arabidopsis
thaliana (1.581bp). Se muestra Unicamente el fragmento (entre 173 y 1.132bp) que queda entre
las zonas de anclaje de los cebadores para su amplificacion y secuenciacion (extraido de la pagina
web del CBOL). La designacion de los cebadores F y R (“forward” o “reverse”) varia en funcion de
los autores aue han disefiado cada uno de ellos.

4.1.5 HACIA UN “CODIGO DE BARRAS” DE LA FLORA CANARIA
4.1.5.1 Macaronesia y las islas Canarias: “"Puntos calientes” de Biodiversidad

Las islas del mundo albergan una cuarta parte de las especies de plantas vasculares

conocidas en todo el planeta (Suda 2005, Kreft et a/. 2008, Kier et a/. 2009), y 20 de los
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34 “hotspots” de biodiversidad definidos por Myers et al. (2000) son islas, o

contienen un componente insular relevante (reevaluaciones en http://www.biodiversity-

hotspots.org). En consecuencia, los ecosistemas insulares representan importantes
reservorios de riqueza vegetal endémica (9,5 veces mayor que en regiones

continentales segun Kier et a/, 2009).

El denominado hotspot Mediterraneo, abarca ademas de zonas de Espana, Francia,
los Balcanes, Grecia, Turquia, Siria, Libano, Israel, Egipto, Libia, Tunez y Argelia,
alrededor de cinco mil islas (en su gran mayoria continentales) esparcidas por el Mar
Mediterraneo. Dentro de estas islas se encuentran las islas oceanicas macaronésicas:
Canarias, Madeira, Salvajes, Azores y Cabo Verde. Este “punto caliente” mediterraneo
de diversidad alberga a 22.500 especies de plantas vasculares (11.700 endémicas), que
es mas de cuatro veces el nimero de plantas que habitan en el resto de Europa

(http://www.conservation.org/where/priorityareas/hotspots/europecentralasia/Mediterra

nean-Basin). Por lo tanto, es evidente la importancia que el porcentaje de plantas
endémicas tiene en este hotspot, en comparacion con la diversidad vegetal total del
mismo. Dentro de Europa, Macaronesia es la region que presenta la mayor densidad de
endemismos vegetales por unidad de territorio, el archipiélago canario (que representa
aproximadamente el 1,5% de la totalidad del territorio espafiol), alberga mas del 50%
de sus plantas vasculares endémicas, lo que le confiere el mayor indice de endemicidad
para cualquier &rea similar, continental o insular, en Europa y el cuarto Norte de Africa.
En Canarias, la isla de La Gomera es la mas rica en especies endémicas por unidad de

superficie, en términos de densidad relativa, sequida del resto de islas centro-
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occidentales, que estan por delante, incluso, de la isla de Madeira (Marrero & Francisco-
Ortega 2001, Martin Esquivel et a/. 2005).

Dentro de La Gomera, el Parque Nacional de “Garajonay” destaca por su
extraordinaria biodiversidad (mas de 400 especies, muchas de éstas son endemismos
canarios o0 gomeros, algunos incluso exclusivos del Parque), y por el especial
protagonismo que adquieren los arboles de gran porte, y por los elementos
caracteristicos de la laurisilva: el laurel (Laurus azorica), |la faya (Myrica faya), el brezo
(Erica arborea), el barbusano (Apollonias barbusana), el follao (Viburnum rigidum), el
aderno (Heberdenia excelsa), el til (Ocotea foetens) o el vifatigo (Persea indica).
Ademas, este parque nacional cobija a una, no menos interesante, representacion de
helechos, liquenes, musgos, hongos, hierbas y arbustos.

La regién Macaronésica, en general, y las islas Canarias, en particular, presentan
unas caracteristicas geograficas, geoldgicas y ecoldgicas que han favorecido la
especiacion (Carine 2005, Vargas 2007, Reyes-Betancort et al. 2008), muchas veces
asociada a fendmenos de radiacion (es decir, la rapida evolucién de la diversidad
fenotipica dentro de un linaje, con o sin el estimulo de la seleccién natural; Carlquist
1967, Baldwin et al 1998). Los ejemplos de linajes vegetales endémicos de Canarias
con un numero elevado de especies, son abundantes, por ejemplo (segun Acebes-
Ginovés et al. 2009): Aeonium (36 especies), Argyranthemum (40 especies), Crambe
(15 especies), Convolvulus (10 especies), Echium (24 especies), Lotus (17 especies),
Micromeria (27 especies), Pericallis (12 especies), Sideritis (30 especies) y Sonchus (22

especies), entre otros. La mayoria de ellos tienen también especies endémicas de otros

129



Capitulo 4. "Barcoding” angiospermas endémicas de las islas Canarias

archipiélagos macaronésicos, como FEchium hypertropicum, E. vulcanorum y E.
stenosiphon de Cabo Verde 6 E. candicansy E. nervosum de Madeira.

La mayoria de los estudios filogenéticos centrados en estos linajes ricos en especies
endémicas estan basados en la regidon 775 del ADN nuclear (Francisco-Ortega et al.
2002, Carine et al. 2004, Bohle et al. 1996, Allan et al. 2004, Panero et al. 1999, Barber
et al. 2007, Kim et al. 1996), y el grado de divergencia genética detectado es muy bajo
en comparacion con la considerable variabilidad morfoldgica, que caracteriza a la
mayoria de las especies conocidas de estos géneros. Para algunos de estos grupos que
han radiado en Canarias, se han desarrollado también filogenias moleculares basadas
en la combinacidn de la regidon 75 con otras regiones del ADNcp y/o con rbcl o matkK,
como son: Aeonium (Mort et al. 2002); Echium (Mansion et al, 2009); Micromeria
(Brauchler et al. 2005) y Sonchus (Lee et al. 2005, Kim et al. 2007). En general, estas
nuevas filogenias en las que se han incorporado mas marcadores (independientemente
0 conjuntamente con /75, ver Tabla 1.1) tienen un nivel de resolucién mayor, pero el
grado de divergencia genética encontrado entre especies congenéricas sigue siendo,
comparativamente, bajo respecto a su divergencia morfoldgica. Es decir, los grandes
cambios morfoldgicos detectados entre las especies no vienen acompanados de
diferencias significativas entre sus secuencias. Estas diversas particularidades hacen
que el disefo de planes y prioridades de conservacion de los numerosos endemismos
vegetales amenazados en el archipiélago canario se vea, a menudo, dificultado por la
imposibilidad de circunscribir UTO.

Por ello, seleccionar casos de estudio que sean representativos de los diferentes

grados de complejidad taxondmica, presentes en diferentes linajes de endemismos
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canarios, es de importancia fundamental para evaluar la aplicabilidad de las regiones
“cddigos de barras” como complemento con la Taxonomia clasica en la identificacion de
la flora canaria.

Las consecuencias de contener las claves de la identidad molecular de cualquier
especie vegetal de la rica flora endémica de Canarias tendran gran calado para la
gestion de la biodiversidad, no solamente desde el punto de vista taxondmico y de la
investigacion del origen y relaciones entre los elementos de su biodiversidad, sino
también desde un punto de vista legal: las secuencias “codigo de barras” permitiran
identificar rapidamente y sin ambigliedades el trafico de plantas endémicas o
amenazadas y podrian detectar fraudes en la composicion bioldgica de productos
comerciales.

Existe una estrecha relaciéon entre diversidad bioldgica y diversidad cultural,
simplemente, por el hecho de que el ser humano es parte de la biodiversidad y tiene
una gran dependencia de ella. La diversidad cultural (Ilenguaje, religion, musica, ritos,
dieta, manejo agricola, etc.) esta influida directamente por los recursos biolégicos que
el hombre encuentra disponibles en su entorno. De la misma forma, el uso cultural que
el hombre ha hecho de la diversidad bioldgica, que le rodea, ha ido moldeando a la
misma, transformando el entorno, especialmente, a nivel de suelo y paisaje. La
biodiversidad tanto silvestre como cultivada se ha utilizado para desarrollar variedades
de plantas y animales domésticos mejor adaptados a cambios climaticos, a plagas y

enfermedades pero, en algunos casos, sin la sostenibilidad adecuada.
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Si aceptamos que el valor de la biodiversidad abarca valores ecoldgicos, genéticos,
culturales, econdmicos e incluso éticos, es incuestionable que necesitamos disponer de
herramientas que nos permitan una cuantificacion seria y rigurosa de la diversidad
bioldgica desde diferentes aproximaciones metodoldgicas y conceptuales. Por ejemplo,
para establecer una red de reservas naturales que alojen la mayor diversidad posible en
el minimo nimero de areas protegidas, precisaremos de medidas de biodiversidad que
incluyan aproximaciones que combinen no solo la informacion genética de las especies,
sino también su distribucion en el territorio (como veremos en el cap. 5 dedicado a la
diversidad filogenética de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria). En cambio, si
nuestro objetivo es investigar la importancia funcional de una o varias especies en un
ecosistema dado, por ejemplo en relacién a su estado de amenaza, nuestros estudios
tendran que dirigirse a conocer las funciones que realizan las distintas especies en el
seno del ecosistema, y a averiguar cual es el estado de los procesos ecoldgicos que
estan teniendo lugar y que puedan estar llevando a la especie a una situacion de

declive.

En cualquier caso, las distintas dimensiones de la diversidad bioldgica proporcionan
los distintos marcos tedricos y metodoldgicos de referencia en los que deben
desarrollarse las distintas investigaciones, para resolver las numerosas cuestiones que
se plantean en la actualidad bajo el contexto de los rapidos cambios globales, y que son
relativas a la conservacion y preservacion de la biodiversidad.

El hombre y su cultura, como parte y consecuencia de la diversidad bioldgica que le

rodea, debe poner todo su esfuerzo en conocerla, protegerla y respetarla, pues la
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biodiversidad es garantia de bienestar y equilibrio para todos los organismos que

convivimos en el planeta.

4.1.5.2 Principales retos para la identificacion molecular en plantas endémicas de

entornos insulares oceanicos

Como ya mencionamos en el apartado anterior, las islas contienen los ecosistemas
mas importantes, ya que albergan una parte significativa de la biodiversidad global. Al
mismo tiempo, son sistemas que destacan por la presencia de especies con
distribuciones reducidas y altos niveles de endemicidad (Whittaker & Fernandez-Palacios
2007). Estas peculiaridades son fruto de la coexistencia de dos fendmenos evolutivos que
se han visto favorecidos en islas y que son: acumulacién de paleoendemismos, cuando
las islas actian como refugio, y formacion de neoendemismos, cuando las islas actdan
como centros activos de especiacion.

Los distintos grados de aislamiento geografico de los sistemas insulares oceanicos y
continentales, los convierten en unidades discretas, biolégicamente diferentes, y por
tanto con distintas oportunidades para la evolucion. De hecho, entre estos dos tipos de
islas hay algunas caracteristicas diferenciales basicas que resumimos en la Tabla 4.2 y
que hacen referencia a su edad geoldgica, origen, geografia o a su riqueza de
endemismos. Estas caracteristicas han llevado a que, tradicionalmente, las islas
continentales hayan sido consideradas como museos, donde han sobrevivido elementos
ancestrales que representan a la flora autdctona del continente, al cual estuvieron
conectadas. Por el contrario, a las islas oceanicas se las considera como centros

originarios de nueva y rica biodiversidad, al presentar una gran abundancia de nichos
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disponibles para la colonizacién después de su surgimiento desde el fondo del océano.
Por ello, estudios en el marco de la evolucién, biogeografia, ecologia y conservacion
cobran mayor importancia, si cabe, en un contexto insular.

Ademas, la aplicacion de marcadores moleculares ha permitido abordar preguntas
clave dentro de estos campos, por ejemplo, acerca del origen de los organimos que
inmigraron a las islas, del nimero de colonizaciones que tuvieron lugar para su llegada o
sobre los mecanismos y patrones de dispersion (dentro y entre islas) después de su
colonizacion. Todo ello ha supuesto un gran avance en el conocimiento de los procesos
evolutivos, geograficos y ecoldgicos que tienen lugar en este tipo de enclaves.

Como vemos en la Tabla 4.2, una de las caracteristicas que distinguen a las islas
oceanicas de las continentales es que las primeras poseen un mayor niumero de especies
endémicas por unidad de area y, también que exhiben una mayor incidencia de
fendmenos como la radiacion adaptativa y la hibridaciéon (Losos & Ricklefs 2009, Mansion
et al, 2008, Whittaker & Fernandez-Palacios 2007), lo que implica que las dificultades de
identificacion de sus endemismos sean también mayores.

Por lo tanto, las islas oceanicas constituyen valiosos laboratorios naturales también
para la investigacion taxondmica, pues estos procesos evolutivos pueden obstaculizar la
aplicacion de los identificadores de ADN. Ademas, el aislamiento evolutivo de los
endemismos de islas oceanicas (en muchos casos muy prolongado) los hace mucho
mas sensibles a los cambios medioambientales que los de otros entornos (Caujapé-
Castells et al. 2010), con lo cual la necesidad de estudios con aplicacion en

conservacion es aun mayor en este tipo de floras.
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La radiacién (ver Tabla 4.1) es un handicap para la identificacion molecular ya que las
diferencias morfoldgicas a menudo visibles no estdn acompanados por niveles
comparables de polimorfismo molecular (Jaén-Molina et a/. 2010 y 2014). Del mismo
modo, la hibridacién (ver Tabla 4.1) que juega un papel importante en la evolucién de
las plantas y de los animales (Harrison 1990, Arnold 2006), es también un fenédmeno que
supone un reto para los “cddigos de barras” moleculares elegidos en plantas terrestres
(Saunders & Gibson 2005, Herben et a/. 2005-revisidn Macaronesia).

Tabla 4.2. Caracteristicas diferenciales basicas entre los dos tipos fundamentales de
islas (extraido del texto del proyecto “INSULARIDADES", inédito).

ISLAS OCEANICAS

ISLAS CONTINENTALES

Siempre han sido islas, es decir, siempre
han estado separadas de las masas
continentales.

La actividad volcanica puede alterar
dramatica y subitamente la distribucion
de los organismos vy, provocar su
extincion

Poseen abruptos accidentes geograficos
modelados por el vulcanismo que
pueden representar barreras para el
flujo genético.

Su biota es taxondmicamente
disarmonica

Elevada ratio de especies por género

Los procesos de radiacién adaptativa
estan ligados a procesos activos de
especiacion

Alta proporcion de taxones endémicos
lefiosos cuyos congéneres continentales
son predominantemente herbaceos

Han estado ligadas a los continentes en
alguna etapa de su génesis.

Las transgresiones y regresiones
marinas han condicionado la
distribucion geografica de la
biodiversidad de organismos y linajes

Son menos accidentadas
geograficamente, por lo cual cabria
esperar mayor cohesion genética inter-
poblacional

Su biota es taxondmicamente armonica

Baja ratio de especies por género

La radiacion adaptativa no ha sido
documentada fehacientemente como
fendmeno ligado a la especiacion
insular

Los taxones endémicos lefiosos
derivados son anecdoticos
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Ya que las regiones del ADN cloroplastico (rbcl y matK) son de herencia uniparental;
en la mayoria de angiospermas soélo pueden detectar las diferencias y/o similitudes que
existan entre la especie madre y sus descendientes, y no permiten detectar diferencias
entre las especies hibridas y la especie madre desde la que se originaron.

En este capitulo de la tesis doctoral, utilizamos las secuencias de las dos regiones
plastidiales consideradas actualmente “cddigo de barras moleculares universales” para
plantas terrestres (matK'y rbcl, CBOL PWG 2009) en un subconjunto de angiospermas
endémicas canarias para dar respuesta a tres preguntas cruciales relativas a su
aplicabilidad en la identificacidn de la flora endémica de este hotspot oceanico:

(1) éexiste un “DNA barcoding gap” en las especies endémicas canarias comparadas
en este estudio?,

(2) équé criterio es mas eficaz en la discriminacién de los diferentes taxones
comparados: un criterio de basado en caracteres exclusivos o el criterio basado en
distancias utilizado por el CBOL PWG (2009)? v,

(3) érevelan estas regiones “cddigo de barras” la existencia de posibles especies

cripticas no detectadas por la morfologia?

Esta investigacion representa el primer estudio en el que se pone a prueba la
aplicabilidad de las dos regiones “cddigo de barras” de plantas, como complemento a
las variables morfoldgicas en la caracterizacion taxondmica de un nimero significativo
de angiospermas endémicas de la flora canaria y, por lo tanto, es una contribucion

importante a la literatura sobre los “cddigos de barras” de ADN de plantas insulares
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(que como hemos ido explicando en este cap. y anteriores, tiene unas caracteristicas
que suponen un dificil reto para la identificacion molecular).

Por todo lo dicho, y teniendo en cuenta que el prolongado aislamiento evolutivo de
los endemismos de islas oceanicas, los hace mucho mas sensibles a los cambios
medioambientales que los de otros entornos (Caujapé-Castells et al. 2010), los

objetivos de esta investigacion tienen un marcado componente conservacionista.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 ELECCION Y MUESTREO DE TAXONES.

Se analizaron 75 angiospermas endémicas macaronésicas, de las cuales 60 son
endémicas de Canarias (45 especies, 12 subespecies y 3 variedades), que pertenecen a
35 géneros (8 de ellos endémicos de Macaronesia). De esta forma, en esta parte de la
tesis, quedan representadas 23 familias que abarcan un total de 314 taxones (264
especies y 50 subespecies), de los cuales 179 son endémicos de las islas Canarias (ver
detalles en las Tablas S1, S2 y S4).

Cabe destacar que nuestro muestreo representa a diferentes elementos destacables
de la flora canaria, ya que abarca: (i) las familias taxondmicamente mas ricas en
especies (especialmente Asteraceae, Brassicaceae, Crassulaceae, Fabaceae, Lamiaceae
y Poaceae), (ii) todos los ecosistemas del archipiélago, (iii) tanto géneros radiantes
como no radiantes, y (iv) tanto especies amenazadas como no amenazadas (ver Tabla
S1 para mas detalles). Incluye ademas a todas las especies canarias endémicas
conocidas de géneros como Parolinia 'y Ruta, junto con varias subespecies endémicas

de Canarias (p. €j., Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetii y ssp. gomerensis;
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Micromeria varia ssp. canariensis, ssp. gomerensis y ssp. rupestris) y variedades
distinguibles morfolégicamente (p. €j., Bystropogon origanifolius var. origanifoliusy var.
palmensis).

En conjunto, se examinaron 140 poblaciones (algunas de ellas sujetas a algin tipo
de conflicto taxondmico): 118 en Macaronesia (102 de Canarias, 11 de Madeira y 5 de
las Azores) y, 22 poblaciones de congéneres no macaronésicos (del Mediterraneo o
ampliamente distribuidos). Se recolectaron hojas de 2 a 5 individuos por especie y
poblacidn y, siempre que fue posible se recolectaron pliegos testigo (cuyos cddigos de
herbario se muestran en la Tabla S1) que se han depositado en los herbarios oficiales
LPA (Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”) y ORT (Jardin de Aclimatacion de La
Orotava).

Aungue las regiones “cddigos de barras” son una herramienta para la identificacion y
no para la Taxonomia, estdbamos especialmente interesados en comprobar si
proporcionan informacion adicional que complemente a los caracteres morfoldgicos en
la identificacion de especies taxondmicamente conflictivas.

Atendiendo a estas consideraciones, las 75 angiospermas endémicas macaronésicas
analizadas incluyen: (i) 35 especies, subespecies y variedades inequivocamente
identificados por la Taxonomia clasica (casos taxondmicamente no conflictivos, Tabla
4.1) y (ii) 40 especies, subespecies y/o poblaciones con-especificas dificiles de
identificar en base a los caracteres morfoldgicos disponibles (casos taxondmicamente
conflictivos, Tabla 4.1).

También se consideraron poblaciones mediterraneas y macaronésicas de especies,

subespecies y variedades inequivocamente identificados por la Taxonomia clasica (26
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secuencias disponibles en GenBank, Tabla S2) con el objetivo de evaluar la solidez de la
eventual discriminacion, especialmente en los casos taxondmicamente conflictivos.

El objetivo principal, de esta parte de la tesis, era tener una muestra lo suficiente-
mente representativa de las angiospermas canarias endémicas para poner a prueba la
capacidad de discriminacion de las secuencias “cddigo de barras” en la rica diversidad

vegetal de este archipiélago oceanico.

4.2.2. EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL ADN.

En los apartados 2.3 al 2.8 del capitulo 2 se muestran los detalles de los protocolos
seguidos para: extraccion del ADN, evaluacion de la calidad y la concentracion de los

extractos, y purificacién del ADN (cuando fue necesario).

También se indican, las condiciones, los cebadores y reactivos utilizados para la
preparacion de las reacciones de amplificacion de las regiones rbcl y matK, y del envio
de los productos de PCR a la empresa Macrogen (Corea) para su secuenciacion bi-
direccional. Finalmente, se indican los pasos y los programas utilizados para la revision,
edicion y el alineamiento de las secuencias generadas para constituir las distintas

matrices de secuencias de ADNcp, para su posterior analisis.

Para cada marcador (rbcl y matK) se generd una matriz de 214 secuencias
(aproximadamente 632 nucledtidos para rbcl y, 928 nucledtidos para matk) que fueron
alineadas de forma independiente con el programa MUSCLE 3.7 (Edgar 2004)

implementado en Geneious Pro 5.6.2 (Drummond et al. 2011).
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4.3 ANALISIS DE DATOS

Hemos testado la utilidad relativa de los dos criterios definidos en la Tabla 4.1 para
averiguar:

(i) Si una aproximacion basada en caracteres diagnodsticos era igual o mas resolutiva

para la identificacion molecular de las especies que la aproximacién basada en

distancias, empleada por el CBOL PWG en su publicacion del 2009 (y seguida por

numerosos autores en estudios de diferentes floras del mundo, Chase et a/. 2007;

Kress et al. 2007; Fazekas et al. 2008, 2009; Lahaye et al. 2008; Hollingsworth et al.

2009) y,

(i) Si las variables moleculares permiten identificar con éxito todas las especies que
no plantean conflicto taxondmico para la morfologia. Nuestra hipotesis de partida,
era que la tasa de identificacion molecular aportada por estas regiones de ADN seria
mas elevada en los casos taxondmicamente claros que en los conflictivos, aunque
también se esperaba aportar datos que contribuyeran a aclarar algunos casos

taxonomicamente conflictivos.

Para ello, ademas de estimarse las distancias-p (intra- e interespecificas) maximas y
minimas para cada pareja de taxones comparados, se comprobd la distribucién de
ambos tipos de distancias para determinar la existencia (0 no) de un “"DNA barcoding
gap” (ver definicion Tabla 4.1).

Por otro lado, se revisaron las matrices con las secuencias alineadas de cada

marcador por separado y combinadas, para detectar si existian nucledtidos o /ndels con
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caracter exclusivo entre los individuos de las especies comparadas y, para establecer el
numero de caracteres con valor diagndstico (ver definicion Tabla 4.1) detectado con
matK, rbcly matk+rbclL.

Por otro lado, para evaluar la significacion de las diferencias detectadas entre las
secuencias a los distintos niveles taxondmicos (bidticos y abidticos), se aplicaron los
test no paramétricos de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis, 1952) o de Mann-Whitney
(Mann & Whitney, 1947), con el programa XLSTAT versiéon 2009.1.01 (Addinsoft 2009).
Este es un procedimiento estadistico no paramétrico que permite la comparacion de los
valores promedio de mas de dos grupos de muestras independientes que pueden ser de
diferente tamafio.

Para cada par de especies comparadas, determinamos el éxito en la discriminacion
tanto si:

(i) la distancia-p inter-especifica minima era mas alta que la distancia-p

intraespecifica maxima (criterio 1, CBOL PWG 2009).

(ii) se detectd al menos una posicion diagnostico que diferenciaba a los individuos de

los taxones/poblaciones comparados/as (criterio 2).

4.3.1 DISTANCIAS GENETICAS.

Para establecer la discriminacion segun el criterio 2 (ver Tabla 4.1), se calcularon las
distancias genéticas (distancias-p) entre especies con la aplicacion DNADISTv. 3.5c

(Felsenstein 1993) del programa BIOEDIT (Hall 2007).
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Al comparar las distancia-p intraespecifica (ver Tabla S3) con respecto a las
distancia-p interespecifica se pudo establecer si habia habido o no discriminacién y
ademas, permitié evaluar si ambas distancias-p se solapan entre si (ver Fig. 4.3.), o por
el contrario si existia un "DNA barcoding gap” (ver Tabla 4.1 y Hebert et a/. 2003, Meyer

& Paulay 2005).

4.3.2 CARACTERES DIAGNOSTICO.

Para determinar si el criterio 1, discriminaba entre los taxones comparados,
realizamos una busqueda de nucledtidos exclusivos en el alineamiento para determinar
si existian o no posiciones en el mismo que se correspondieran con caracteres
diagnosticos y que, por lo tanto, permitieran diferenciar las secuencias comparadas. Asi,
en la Figura 4.3 vemos como, los caracteres de secuencias pueden ser “diagndsticos”
(permiten la discriminacion entre las secuencias de las especies con-genéricas
comparadas) o “no diagndsticos” (no permiten la discriminacion entre las secuencias de
los individuos comparados).

Los caracteres “no diagndsticos” monomodrficos son aquellos que se corresponden
con nucledtidos compartidos entre todas las secuencias disponibles para las dos
especies comparadas, mientras que caracteres” no diagnosticos” polimérficos son
aquellos que varian entre las secuencias de una misma especie pero son compartidos,
al menos, por uno de los individuos de la otra especie comparada.

Para el caso de caracteres “diagndsticos” monomorficos, los cambios sélo se dan
entre especies, pues las secuencias de los distintos individuos comparados de una

misma especie no varian entre si, mientras que, los caracteres “diagnosticos”
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polimorficos son aquellos cambios que se dan entre las secuencias de una misma
especie y, respecto a las secuencias de los distintos individuos de la otra especie con-
genérica comparada.

Anotamos los caracteres diagndstico y polimérficos detectados entre congéneres (ver

definiciones en la Tabla 4.1).

4.4 RESULTADOS

Se generaron 438 nuevas secuencias (rbclL + matK) para los 75 taxones recolectados
para esta tesis (Tabla S1), que fueron analizadas junto con 52 secuencias descargadas
desde GenBank (que se corresponden con 25 especies y una subespecie, Tabla S2).

Los niveles de éxito en la amplificacion de rbcl y matKk fueron aproximadamente del
99 % y el 85 %, mientras que las tasas de éxito en la secuenciacion fueron del 99.9 %
para rbcl y aproximadamente del 90 % para matK, para cuya amplificacion y
secuenciacion fue necesario utilizar multiples parejas de cebadores (Tabla 4.3).

La calidad de las secuencias bi-direccionales obtenidas para las dos regiones “cddigo
de barras” fue generalmente alta, aunque en algunos grupos taxondmicos (por ejemplo,
Ocotea, Picconia 6 Rubus) nos encontramos con problemas para obtener secuencias
"reverse” (antisentido) de buena calidad, para la regiéon matk.

Se realizaron 1.314 comparaciones por pares de especies analizadas (657 para cada
regién), y se calcularon 1.063 distancias-p interespecificas y 200 distancias-p
intraespecificas para evaluar el poder discriminante de estas regiones “cddigo de
barras”, en 147 casos taxondmicamente claros, y en 67 casos taxondmicamente

conflictivos.
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Los valores absolutos entre las distancias-p intra- e interespecificas fueron muy
similares. Los resultados de los fest de Kruskal- Wallis se muestran en la Tabla 4.4, para
cada una de las regiones por separado (matky rbcl), segun los datos de distancias-p,
los caracteres diagndstico y caracteres polimorficos detectados, para cada una de las
siguientes categorias: tipo de casos (taxondmicamente no conflictivos vs
taxondmicamente conflictivos); nivel taxondmico (género vs especies vs subsp. vs
poblaciones con-especificas); distribucion insular (misma isla vs islas diferentes) vy,
habito de crecimiento (arboles vs otros).

Cada una de estas categorias se testd para el total de especies, subespecies y
poblaciones comparadas (taxones insulares y no insulares) con respecto a las
comparaciones que incluian Unicamente los taxones insulares (canarios Yy

macaronésicos).

Tabla 4.3. Parejas de cebadores utilizados para amplificar y secuenciar las dos regiones

“codigo de barras” moleculares de plantas terrestres (TA= temperatura de anillamiento).

Region Primer Secuencia (5°-3") TA  Referencias

rbcl rbclF ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 550C  CBOL PWG 2009
rbclR GAAACGGTCTCTCCAACGCAT

matK matk-F AATTTACGATCHATTCATTCMATWTTT 480C  Schaefer et al 2011
matk-R AGTTYTARCAAGAAAGTCGAARTATATA

matK AST-F CCTTACCCAGCTCATCTGGAAAT 48°C  Dunning & Savolainen 2010
AST-R CAAATAATATCCAAATACCAA

matK matK -XF TAATTTACGATCAATTCATTC 46°C Ford et al. 2009
matk -5R GTTCTAGCACAAGAAAGTCG

matkK 3F_KIM ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 580C KJ. Kim (sin publicar)
1R_KIM CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG

matK matk-1F ACTGTATCGCACTATGTATCA 530C  Sang et al. 1997
matk-1R GAACTAGTCGGATGGAGTAG

matK 390-F CGATCTATTCATTCAATATTTC 480C  Cuénod et al. 2002
1326-R TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT
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4.4.1 ANALISIS DE DISTANCIAS-p

A nivel intraespecifico, matk fue menos variable que rbcl, con distancias-p
comprendidas entre 0 a 0,027 y 0 a 0,047, respectivamente, pero esta diferencia no fue
significativa (P>0,001). A nivel interespecifico, matK fue significativamente (P<0,001)
mas variable que rbcL (con distancias-pde 0 a 0,080 y 0 a 0,068, respectivamente).

El promedio mas alto de distancia-p interespecifica encontrado con matK dentro de
un género (0,0800 en Silene [Caryophyllaceae]) fue mucho mas alto que el valor
detectado con rbcL (0,0680 en Erica [Ericaceae]). La mayor coincidencia entre las
distancias intra- e interespecifica se encontrod en la familia Ericaceae.

Para la muestra seleccionada de angiospermas de la flora canaria, la condicion de
discriminacion establecida por el PWG (2009) solamente se verifica en promedio, y para
la regidon matK.

Aungue el test de Mann-Whitney detectd diferencias significativas entre el promedio
de distancias-p intra- e interespecificas (0,0140 y 0,0144 respectivamente; P<0,001),
en general, detectamos siempre un gran solapamiento entre ambos tipos de distancias
(es decir, no existe un “"DNA barcoding gap” en nuestra muestra de datos de distancia)
por lo que las distancias-p no permiten la identificacion general de todas las especies

con-genéricas examinadas (véase la Tabla 4.1 y la Fig. 4.3).
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Figura 4.3. Valores normalizados de distancias-p inter e intraespecificas (rbcl+matK, rbcl y matk)
mostrando que no se detecta un "DNA barcoding gap" (ambos tipos de distancias-p se solapan)
entre todos los casos, taxondmicamente claros, comparados en este estudio. La media se muestra
con una cruz, y la linea continua negra dentro del bloque corresponde a la mediana. Los valores
extremos se marcan con un rombo.

4.4.2 ANALISIS DE CARACTERES

Con el criterio 1 de discriminacién basado en caracteres (ver definicion Tabla 4.1), se
detectaron por encima de 2,5 veces mas caracteres diagnosticos con matK que con rbcL
para los casos taxondmicamente claros (9,156 vs 3,381 respectivamente; P<0,001), y
por encima de dos veces mas que con rbcl para los casos taxondmicamente conflictivos
(1,179 vs 0,493 respectivamente; P<0,001). El nimero medio de posiciones no
diagnosticas polimérficas detectadas con matK fue significativamente mayor (P<0,01)
para los casos taxondmicamente conflictivos (0,896) que para los casos
taxondmicamente claros (0,469), mientras que para rbcl las diferencias no fueron
significativas (3,164 y 1,980 respectivamente). Se obtuvieron datos similares cuando se

analizaron sdlo las especies, subespecies y variedades insulares (Tabla 4.4).
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4.4.3 DISTANCIAS vs CARACTERES (rbcL +matK)

Tanto al comparar todos los taxones evaluados (141 casos taxondmicamente
conflictivos y 152 taxondmicamente claros), como Unicamente los casos que abarcaban
especies, subespecies y variedades insulares (92 taxondmicamente conflictivos y 103
taxondmicamente claros), el criterio basado en distancias-p (criterio 1) fue menos
discriminante que el criterio basado en caracteres (criterio 2). Por otra parte, el criterio 2
resuelve nueve casos que el criterio 1 no resolvid, mientras que no hay ningin caso

resuelto Unicamente por el criterio 1.

4.4.4 matK vs rbcL.

Para todas las comparaciones de casos taxondmicamente claros, matk discrimind una
proporcidon de casos mucho mayor que rbcL, bajo cualquiera de los dos criterios (Tabla
4.5). Ademas, cada regién proporcion6 un porcentaje mucho mas alto de discriminacién
en los casos conflictivos con el criterio basado en caracteres que con el criterio basado
en distancias (respectivamente, 32,85 % y 23,88 % con matK'y 11,94 % y 7,46 % con
rbcl). Para los taxones insulares (Canarias y Macaronesia), matK volvid a mostrar una
capacidad mucho mas alta de discriminacion que rbcL, resolviendo una proporcién
mucho mayor de casos (Tabla 4.5). Del mismo modo que cuando se analizaron todos los
taxones (insulares y no insulares), cada region volvié a proporcionar un porcentaje
mucho mas alto de discriminacién en los casos conflictivos, con el criterio basado en
caracteres que con el criterio basado en distancias (respectivamente, 36,95 % y 21,39

% con matK, y 10,86 % y 8,69 % con rbcl).
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Tabla 4.5. Resumen de los porcentajes de éxito de discriminacion (todos los taxones
frente a solo taxones insulares) proporcionados por matK'y rbcl bajo un criterio basado
en distancias (CR-1) o bajo un criterio basado en caracteres (CR-2), entre pares de
especies con-especificas para casos taxondmicamente claros (“No-conflictivos”) respecto
a casos taxonomicamente conflictivos (“Conflictivos”). Los resultados para solo los
taxones de Canarias no se muestran porque el porcentaje de éxito de discriminacion es el
mismo (75,38%) con cualquiera de los criterios tanto para matk, como para la
combinacion rbcl + matK, aunque para rbcl por separado el criterio-2 resuelve mejor
que criterio-1 (45,16% y 38,70%, respectivamente).

TODOS LOS TAXONES SOLO TAXONES INSULARES

Casos/criterios matK rbcL rbcL+matK matK rbcL  rbcL+matK
“No-conflictivos”

CR-1 85.03% 65.77% 86.39% 79.16% 45.16%  80.20%

CR-2 85.71% 66.44% 87.07% 81.25% 53.22% 82.29%
“Conflictivos”

CR-1 23.88% 7.46% 24.18% 21.39% 8.69%  21.60%

CR-2 32.85% 11.94% 33.29% 36.95% 10.86% 37.31%

Ademads, mientras que los caracteres diagndsticos permiten distinguir de manera
significativa entre las comparaciones con-especificas y con-genéricas de la muestra de
flora canaria analizada (Tabla 4.4), el criterio basado en distancias no permitid
discriminar entre ambos niveles taxondmicos.

Bajo el criterio 2, matK resolvid mas casos taxondmicamente claros que rbcL en todas
las comparaciones realizadas (126 frente a 102, respectivamente), y también mas casos
conflictivos (22 vs nueve, respectivamente).

Por otro lado, con el criterio basado en distancias, nuevamente matK resolvid mas
casos que rbcl (140 frente a 106, respectivamente). Un total de 42 casos (26 claros y 16
conflictivos) se resolvieron sélo por matK'y no por rbcl, mientras que sélo cuatro casos

(dos claros y dos conflictivos) se resolvieron por rbcl y no por matK.
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Por lo tanto, como se muestra en la Tabla 4.5, la resolucidon mas alta para los casos
taxondmicamente claros es proporcionada por la combinacion de las dos secuencias
“cddigo de barras” y con el criterio de discriminacion basado en caracteres diagndsticos
(CR-2): 87,07 % para todos los taxones examinados y 82,29 % para Unicamente los

taxones insulares incluidos en este estudio.

4.4.5 DETECCION DE POSIBLES ESPECIES CRIPTICAS

En la Tabla 4.6, se resumen distintos aspectos relativos a los casos taxondmicamente
conflictivos evaluados en este estudio y algunas recomendaciones para cada grupo en
cuestion. Ademas, se incluyen algunos casos para los que, aunque considerados sin
conflicto taxondmico, las secuencias “cddigo de barras” detectaron un numero
inesperado de caracteres diagnosticos y, que podrian estar indicando la existencia de
especies cripticas (Tabla 4.1); ya que se tratan de individuos de poblaciones diferentes
pero morfoldgicamente indistinguibles, por lo que habian considerados bajo el mismo
nombre especifico. Nos referimos, por ejemplo, a individuos/poblaciones diferentes de
Erica canariensis y E. platycodon (Ericaceae); Argyranthemum broussonetii ssp.
broussonetii y ssp. gomerensis (Asteraceae), Festuca agustinii (Poaceae), Lolium
canariense (Poaceae), Galium scabrum (Rubiaceae); Picconia excelsa (Oleaceae) y Viola
riviniana (Violaceae).

En el caso de las especies del género Frica analizadas, las secuencias rbcl obtenidas
mostraron un grado de complejidad y polimorfismo tan alto, que es posible hacer
hipétesis de la existencia de especies cripticas en varias islas (Fig. 4.5). Las diferencias

mas notables se detectaron entre Erica canariensis (Canarias y Madeira).
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Asi vemos como, las muestras de E. canariensis se entremezclan con las de FE.
platycodon de Tenerife y La Gomera, con un valor de apoyo bootstrap maximo (BP=100,
Fig. 4.5). Ademas, algunas poblaciones de Canarias descritas como E. platycodon forman

un grupo aparte, aunque con apoyo bootstrap menor (BP=51, Fig. 4.5).
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Figura 4.5. Arbol consenso obtenido con 1000 réplicas de bootstrap para la relacién entre las
poblaciones de Erica canariensis (Canarias y Madeira) respecto a las poblaciones de E
platycodon de Canarias. En rojo se muestran las poblaciones de Madeira (£. canariensis y E.
maderensis), en gris las de Tenerife (£. canariensis y E. platycodon) y, en negro las de La
Gomera (E. canariensisy E. platycodon). Las ramas de los distintos clados del arbol resultante,
muestran un trazo diferente dependiendo de la especie que agrupen. (Imagen extraida de
Jaén-Molina et al. 2010)

Todos estos casos van a examinarse en el futuro con un muestreo mas amplio a nivel
taxondmico y poblacional y con la inclusién de otras regiones (ver Tabla 4.6), para
asegurarnos de que las diferencias detectadas se confirman y que, por lo tanto, los
caracteres diagndsticos son suficientes para considerar la existencia de una nueva
especie no definida anteriormente (especies cripticas para la morfologia).

Hemos sido especialmente cautelosos, en los casos en los que se detectd una

variacion minima, para los que se realizé una revisién meticulosa de cada secuencia y se
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incluyeron varias secuencias por especie y poblacion. Todo ello, para comprobar la
consistencia de los caracteres diagnosticos detectados, especialmente, entre especies,
subespecies o variedades muy cercanamente relacionadas, para las que esperariamos o

no detectar diferencias o que éstas fueran menores.

4.5 DISCUSION

Las radiaciones evolutivas que caracterizan a muchas floras insulares oceanicas
exhiben notables diferencias morfoldgicas entre congéneres combinadas con
generalmente bajos niveles o ningln polimorfismo en sus secuencias de ADN. Las islas
Canarias no son una excepcion a este patron general (por ejemplo, Carine et al. 2004,
Barber et al. 2007, Kim et al. 2007 y Garcia- Maroto et al. 2009), lo que plantea un
desafio para los "cddigos de barras moleculares”, cuya aplicabilidad depende
principalmente de la capacidad de las regiones de secuencias propuestas para
discriminar entre especies con-genéricas, que son facilmente diagnosticables por la
Taxonomia clasica.

Coincidiendo con este hecho, se han dado bajos niveles de discriminacién a nivel
especifico cuando se han aplicado los “cddigos de barras” tanto en especies vegetales y
animales de islas [Asteraceae en Galapagos (Seberg & Petersen 2009), Fabaceae en
Macaronesia (Ojeda et al. 2008), en el género Copelatus del archipiélago de Fiji

(Monaghan et al. 2005),].
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4.5.1 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DE LA FLORA CANARIA.

A pesar de todas estas cuestiones inherentes a las especies islefias, que
potencialmente dificultan la resolucién de las regiones “cddigos de barras”, nuestros
altos porcentajes de éxito en la identificacion, tanto de angiospermas endémicas de
Canarias como de Macaronesia, sin ningun conflicto taxondmico (75,38 % y 82,29 %,
respectivamente) son superiores al 72 % obtenido en floras de regiones no oceanicas
del mundo (CBOL PWG 2009; Hollingsworth et a/. 2011). Este resultado esta en
consonancia con el hallazgo, de que las tasas de éxito de discriminacién son,
considerablemente mayores, cuando los estudios se centran en especies bien definidas
geograficamente (Li et a/, 2011, de Vere et al. 2012), coincidiendo asi con la propuesta
de Hollingsworth et al. (2011), de que la mejor aplicabilidad de los “cddigos de barras”
de ADN se da en estudios focalizados geograficamente.

Nuestros resultados también indican, claramente, que sdlo el criterio 2 basado en
caracteres permitio diferenciar las comparaciones de especies con-genéricas (el objetivo
fundamental de los “cddigos de barras de ADN”) de las que implican niveles infra-
especificos (Tabla 4.5). Ademas, no hay ningin caso resuelto por el criterio de
distancias-p, que no se haya resuelto también por el criterio basado en caracteres, por
consiguiente, nunca puede considerarse que ambos criterios sean complementarios.

Por lo tanto, un criterio de discriminacion basado en caracteres parece ser la mejor
opcion para maximizar la tasa de éxito en la identificacién molecular de la flora canaria
con las regiones cloroplasticas rbcl y matK. No obstante, los enfoques basados en

distancias pueden ser viables en otras areas, y adicionalmente, alternativas a criterios
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basados en caracteres también pueden ser desarrollados (por ejemplo, el sistema de
software BLOG, Weitschek et al. 2013).

Por otro lado, como era de esperar, los porcentajes de resolucidn mas altos con las
dos secuencias combinadas se logran para los casos taxondmicamente claros, tanto
cuando se incluyen todas las comparaciones (87,07%), como cuando se analizan
Unicamente las comparaciones entre angiospermas macaronésicas, es decir, taxones
insulares (82,29 %).

A partir de nuestros resultados, se puede concluir que la existencia de una “"DNA
barcoding gap” no es un requisito necesario para la correcta identificacion molecular de
la flora canaria, de manera similar a como ocurre en otros organismos y contextos
geograficos (Wiemers et al. 2007, Ross et al. 2008, Lou & Golding 2010, Pettengill &
Neel 2010, Zou et al. 2011). Sin embargo, nuestras estimaciones de éxito tienen que
ser consideradas con precaucién; ya que la adicion de nuevas muestras a nuestro
conjunto de datos puede o bien reducir el nimero de caracteres diagndsticos
detectados por especie o, en otros casos, revelar posibles especies cripticas y, con ello
revelar la biodiversidad previamente oculta (Blaxter 2004).

Por otro lado, el criterio 2 resuelve mas casos que el criterio 1, incluso cuando se
trata de casos conflictivos (32,83 % y 23,88 % con matK, respectivamentey 11,94 % y
7,46 % con rbcl, respectivamente). Consecuentemente, el conflicto taxondmico, en
nuestra muestra, estd estrechamente asociado con un numero mucho menor de
caracteres diagndsticos y un nimero mayor de caracteres polimorficos con respecto a
los casos claros (véase Tabla 4.5). Cabe destacar que el mucho mayor éxito de

discriminacion del criterio 2 respecto al criterio 1, en los casos taxondmicamente
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conflictivos, resalta aun mas el potencial del criterio de discriminacién basado en
caracteres para la identificacion molecular de especies pertenecientes a radiaciones
recientes, como las que caracterizan a las floras insulares de muchos “puntos calientes”
oceanicos (hotspots, Myers 1980) como las islas Canarias.

La situacion de "conflicto taxondmico" nos impide saber cudles de estos casos se
corresponden con taxones con-genéricos y cuales no (es decir, no podemos saber
cudles de las entidades afectadas por “conflictividad” son UTO). No obstante, nuestros
analisis nos permiten concluir que en algunos casos dénde la morfologia no parece
aportar caracteres diagndsticos (casos taxonomicamente conflictivos), las variables
moleculares si parecen suministrar indicios que den pie a un estudio taxondmico mas
profundo del grupo en cuestidon y, tal vez, a una clarificacion taxondmica. Por ello,
aungue somos conscientes de que, seran necesarios muestreos mas intensivos y
marcadores adicionales para poder proporcionar una base molecular que sostenga
mejor propuestas taxonomicas eventuales, en la Tabla 4.6 hacemos algunas
recomendaciones preliminares en base a los resultados obtenidos con las secuencias
“codigo de barras” para algunos casos taxondmicamente conflictivos.

El Unico caso, taxondmicamente conflictivo a nivel infra-especifico, para el que se
detectd caracteres diagnosticos (tres caracteres, con matk) comprendia las dos
subespecies de Argyranthemum broussonetii (Tabla 4.6).

Ademas, aunque las regiones “cddigo de barras” eran capaces, generalmente, de
resolver casos taxondmicamente no conflictivos hay algunas comparaciones entre pares
de especies, a priori sin conflicto taxondmico, para las que las secuencias “cddigo de

barras” no detectaron ninguna divergencia genética (Tabla 4.6) como por ejemplo, el
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caso que abarca a las siete especies, actualmente, reconocidas del género Parolinia
(Brassicaceae) que es endémico de Canarias. En la actualidad estamos analizando otros
marcadores altamente polimdrficos (secuencias de ADN adicionales [Jaén -Molina et al.,
en prep.] y microsatélites [Gonzalez -Pérez et al., en prep.]) para determinar si existen
diferencias genéticas entre estas especies o no, y evaluar las implicaciones a nivel de su
conservacion. En general, los distintos resultados en los que los “cddigos de barras” no
recuperan la identidad taxondémica de grupos taxondmicamente claros de la flora
canaria endémica, nuevamente, subrayan que estas regiones “cdédigos de barras
moleculares” deben ser utilizadas como un complemento a los datos morfoldgicos v,
nunca como un sustituto. Ademas, a pesar de la alta tasa de éxito obtenida con las dos
regiones “cdédigo de barras”, es necesario buscar otras regiones adicionales que nos
permitan discriminar el aproximadamente 20% de los casos para los que no
encontramos caracteres diagndsticos. Conscientes de que existe esta limitacion en
muchas floras del mundo, el CBOL PWG ha estado explorando nuevos marcadores para
complementar a matK 'y rbcL. Por ejemplo, Kress et al (2005) y Li et al (2011)
sugieren que el espaciador transcrito interno del ADNn, /75 es la regidon mas adecuada
para su uso como “cédigo de barras” para plantas con semillas (véase también
Hollingsworth 2011), mientras que Kress & Erickson (2007) proponen al espaciador
intergénico del ADNcp, tmH-psbA, como mejor region candidata a “cdédigo de barras
molecular” de plantas terrestres. Por su parte, Yao et al. (2010) y Chen et al (2010)
apuntaron que la regidon /752 se debia utilizar como “cddigo de barras” de ADN para la
identificacion de plantas. Es por ello que, como ya hemos senalado, cuando las

secuencias matK'y rbcl sugieren la existencia de especies cripticas (ver resultados y
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Tabla 4.6), seria recomendable realizar mas estudios con un mayor numero de
muestras, para confirmar la existencia de posibles caracteres morfoldgicos diagndsticos
que previamente se hubiesen podido pasar por alto, ademas del analisis de otros
marcadores de ADN (que puedan ser mas discriminantes) que confirmen la existencia
de los caracteres diagndsticos a nivel molecular.

Las dificultades técnicas encontradas en la amplificaciéon de matK representan un
incumplimiento claro de la necesaria universalidad subyacente a los "cddigos de barras
moleculares" (Fazekas et a/. 2008 y 2009, Dunning et al. 2010, Hollingsworth et al.
2011). Sin embargo, matK resolvid claramente muchos mas casos, y ofrecid muchos
mas caracteres diagndstico que rbcL (Tabla 4.4). Por lo tanto, creemos que todos los
esfuerzos hacia la mejora de la universalidad en la amplificacion de matk son muy
necesarios.

Actualmente, aun hay un debate candente sobre qué método o enfoque, de los
numerosos que los investigadores venimos utilizando (DeSalle et a/. 2005, Meier et al.
2006, Little & Stevenson 2007, Meier 2008, Fazekas et a/. 2009, CBOL PWG 2009, Lou
& Golding 2010, Jaén-Molina et a/. 2014), es el mejor para analizar los datos generados
con los “cddigos de barras de ADN” para plantas. En este punto, es importante tener en
cuenta que, aunque los arboles filogenéticos o los arboles basados en distancia son
muy informativos acerca de las afinidades genéticas entre las secuencias de diferentes
especies, sus topologias se construyen en base a sinapomorfias (es decir, un conjunto
de caracteres derivados, en este caso de nucledtidos, compartidos por un grupo de
taxones), por lo que pueden ser engafnosos como referencia para la aplicacion de los

“cddigos de barras”, que estan basados en cambios exclusivos de nucledtidos (o
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autapomorfias) entre las especies de una muestra. Por el contrario, los métodos
basados en caracteres diagndsticos (como nuestro criterio 2) no tienen en cuenta la
variacion dentro de la especie que puede oscurecer la discriminacion, sino solamente
las diferencias entre las secuencias alineadas (DeSalle et al. 2005, Reid et a/. 2011). Por
tanto, aunque los criterios basados en distancias probablemente se pueden aplicar
cuando hay “DNA barcoding gap” entre las distancias intra e inter-especificas (por
ejemplo, Hebert et a/. 2004, Barrett & Hebert 2005, de Vere et al 2012), su utilidad
disminuye en contextos donde no existe este “gap” entre las distancias (Lahaye et al.
2008, Jiang et al. 2011), como ocurre en la flora canaria endémica.

Mientras los taxones de animales presentes en ecosistemas insulares son un
componente menor de la biodiversidad mundial (Hebert et a/. 2010), se estima que las
islas albergan cerca de un cuarto de todas las especies de plantas vasculares conocidas
existentes en todo el mundo (Kreft et a/. 2008; Kier et al. 2009).

Los indices de diversidad de plantas vasculares endémicas de islas oceanicas son,
por lo tanto, considerablemente superiores a las de otras zonas insulares o
continentales (Kier et al. 2009). Sus caracteristicas evolutivas Unicas (derivadas
eminentemente de su origen volcanico, del aislamiento y dureza geografica) pueden
hacer que las plantas endémicas de islas ocednicas sean mucho mas sensibles a los
rapidos cambios ambientales actuales que las plantas endémicas de otros enclaves
(Caujapé-Castells et a/, 2010).

Por todo lo dicho, nuestros estudios en la flora endémica de Canarias parecen apoyar
la aplicacion de los “cddigos de barras de ADN” para su identificacién taxondmica.

Teniendo en cuenta que hemos combinado la creacidon de una base de datos molecular
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de referencia (secuencias rbcl y matK) con datos taxondmicos aportados por expertos
(caracteres morfoldgicos), este trabajo sienta las bases para contribuir a los esfuerzos
de conservacién y manejo de esta singular flora insular desde una perspectiva de
identificacion molecular.

Es por ello, por lo que las matrices de secuencias rbcL y matK obtenidas en el
desarrollo de este capitulo de tesis han pasado a formar parte de las “supermatrices
institucionales” de secuencias de la flora canaria (Cabildo de Gran Canaria, Jardin
Botanico Canario “Viera y Clavijo”-Unidad Asociada CSIC). Estas “supermatrices” ya han
permitido la estimacién de la diversidad filogenética (Faith et al. 1992) de la flora
endémica de la Reserva de la Biosfera de “Gran Canaria” (cap. 5 de esta tesis y Jaén-
Molina et al, en prep.) y en el futuro permitiran la estimacion de la diversidad

filogenética de la flora de Gran Canaria, empezando por su componente endémico.
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5. LA DIVERSIDAD FILOGENETICA: UN NUEVO INSTRUMENTO PARA
CONTRIBUIR A LA CONSERVACION Y GESTION DE LA FLORA DE LA RESERVA
DE LA BIOSFERA DE GRAN CANARIA.

5.1 INTRODUCCION

El concepto de Reserva de Biosfera fue desarrollado inicialmente en 1974 por un

grupo de trabajo del Programa MaB sobre el Hombre y la Biosfera (“Man and

Biosphere”, http://www.unesco.org/new/en/natural-sciences/environment/ ecological-

sciences/man-and-biosphere-programme), siendo precisado y reforzado en 1995 en el

segundo encuentro mundial de Reservas de Biosfera, como queda recogido en la
Estrategia de Sevilla y el Marco Estatutario de la Red Mundial de Reservas de Biosfera

(unesdoc.unesco.org/ images/0010/ 001038/ 103849sb.pdf).

Dichos documentos fueron aprobados por la Conferencia General de UNESCO en ese
mismo ano y, aun hoy, permanecen vigentes. En ellos se destacaba el importante rol
que las Reservas de Biosfera podian jugar en la implementacién de la Agenda 21,
adoptada en la Conferencia de Naciones Unidas sobre el Medio Ambiente y el
Desarrollo, celebrada en Rio (1992), y posteriormente por la Convencidon sobre la
Diversidad Bioldgica.

Fue a partir de la Estrategia de Sevilla (UNESCO 1996) cuando el concepto de
Reserva de Biosfera varid con respecto a parques nacionales, reservas naturales y otras
zonas que reciben proteccion. Desde aquel momento, las Reservas de Biosfera dejaron
de pretender establecer areas protegidas alejadas de la accion del hombre, para buscar

“reconciliar” a la humanidad con el medio natural (Hadley et a/. 2002).
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Las Reservas de Biosfera fueron concebidas para responder a la siguiente pregunta
clave para el mundo actual: écdmo conciliar la preservacion de la diversidad bioldgica y
de los recursos naturales con un uso sostenible de los mismos? (UNESCO 1996). Para
conciliar la conservacion de los valores naturales y culturales con el desarrollo
econdmico y social era necesario lograr una gestién sostenible, apoyada en bases
cientificas y en el conocimiento tradicional, de forma que la figura de “Reservas de
Biosfera” buscaba que se reforzaran los vinculos entre la diversidad bioldgica y cultural.
Asi pues, comprenden ecosistemas terrestres, costeros o marinos, donde los seres
humanos y la naturaleza conviven e interactlan de manera sostenible. Son propuestas
por los gobiernos nacionales a los 6rganos pertinentes del MaB, que tras comprobar
que satisfacen los criterios y requisitos minimos, las aprobaran para que puedan ser
admitidas en la Red Mundial de Reservas de Biosfera. En 2013, esta Red Mundial
comprendia un total de 621 Reservas de Biosfera repartidas por 117 paises. Espaiia,
con un total de 45 reservas (de las cuales 6 se encuentran en Canarias), es el segundo
pais del mundo con mas zonas declaradas como Reservas de Biosfera.

Como se recoge en la Estrategia de Sevilla (UNESCO 1996), cada Reserva de Biosfera
debe contener tres zonas bien definidas:

1. Una o mas zonas nucleo que se beneficien de proteccion a largo plazo y permitan
conservar la diversidad bioldgica, vigilar los ecosistemas menos alterados y realizar
investigaciones cientificas y otras actividades poco perturbadoras (p. e€j., las
educativas);

2. Una zona tampon que generalmente circunda las zonas nucleo o colinda con ellas,

que se utiliza para actividades de colaboracion compatibles con practicas ecoldgicas
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racionales (como la educacion relativa al medio ambiente, la recreacion, el turismo
ecoldgico y la investigacion aplicada y basica); y

3. Una zona de transicion flexible (o area de cooperacion) que puede comprender
variadas actividades agricolas, de asentamientos humanos y otros usos, donde las
comunidades locales, los organismos de gestion, los cientificos, las organizaciones no
gubernamentales, los grupos culturales, el sector econdmico y otros interesados
trabajen conjuntamente en la administracion y el desarrollo sostenible de los recursos

de la zona.

De esta forma, el Programa MaB promueve en las Reservas de Biosfera la
investigacion interdisciplinaria que no solo ha permitido comprender mejor el medio
natural, sino también desarrollar practicas innovadoras en el area de la ecologia y el
medio ambiente, con un mayor compromiso cientifico y politico en la utilizaciéon racional
de los recursos naturales. Asi, la UNESCO y el MaB, en cooperacidon con otros
organismos y programas internacionales, han llevado a cabo acciones en diversos
campos, desarrollando iniciativas como “MaB Fauna” y “MaB Flora” para el inventario de
especies, o el programa “Diversitas” para la investigacion cientifica sobre biodiversidad.

También han impulsado convenios y programas concretos que tienen que ver con el
desarrollo sostenible como:

- el Convenio sobre Diversidad Bioldgica (http://www.cbd.int/doc/),

- el Convenio Ramsar (http://www.conanp.gob.mx/contenido/pdf), o

- el Programa Internacional de Investigacion Cientifica sobre la Biodiversidad

(http://www.diversitas-es.org/proyectos.php).
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En la actualidad, muchas de las acciones prioritarias del Programa MaB estan
centradas en las Reservas de Biosfera, tanto para su buen funcionamiento a nivel
individual como, sobre todo, para potenciar el buen funcionamiento de la Red Mundial
de Reservas de Biosfera.

Ademas, desde 1984, se esta desarrollando el Programa Iberoamericano de Ciencias

y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED, www.di.umnha.pt/cyted/cyted.htm), que

alcanza a mas de 21 paises de América Latina, Espafa y Portugal y que comprende la
Red Iberoamericana de Reservas de Biosfera. Posteriormente, en 1996 la UNESCO-MaB
inicia el Proyecto de Estrategias de Diversidad Bioldgica para Islas y Areas Costeras
(IBSICA), especialmente a aquellos paises que tienen o que planean tener Reservas de
Biosfera en islas y/o zonas costeras y cuyos gobiernos han ratificado el Convenio sobre
Diversidad Bioldgica. Este proyecto, patrocina a su vez, a una red llamada “REDBIOS”

(Red de Reservas de la Biosfera del Atlantico Este, http://www.unesco.org/new/

en/natural-sciences/environment/ecological-sciences/man-and-biosphereprogramme/

networks/redbios/) que integran Canarias, Cabo Verde, Mauritania, Madeira, Azores,

Marruecos y Senegal.

Dentro de los objetivos que se contemplan en la Red Mundial de Reservas de
Biosfera y del Proyecto IBSICA estan: aumentar las capacidades locales de
investigacion, formacién y gestién del uso sostenible de los recursos renovables;
establecer el intercambio de informacion, de resultados de investigacion y cientificos,
particularmente en lo que se refiere a la preservaciéon y uso sostenible de la
biodiversidad y, por ultimo, la difusidon de conocimientos adquiridos en la investigacion

comparativa a través de publicaciones y bases de datos en red.
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Segun el articulo 3 del Marco Estatuario de la Red Mundial de Reservas de Biosfera,
éstas deben combinar tres funciones basicas (conservacion, desarrollo y logistica), de
forma que constituyan lugares de excelencia para el ensayo y la demostracion de
métodos de conservacion y desarrollo sostenible en los siguientes ambitos:

1. Contribuir a la conservacion de los paisajes, los ecosistemas, las especies y la

variacion genética.

2. Fomentar un desarrollo econdmico y humano sostenible desde los puntos de vista

sociocultural y ecoldgico.

3. Prestar apoyo a proyectos de demostracion, de educacién y capacitacion sobre el

medio ambiente y de investigaciéon y observacion permanente en relacion a

cuestiones locales, regionales, nacionales y mundiales de conservacion sostenible.

Estas tres funciones (en especial la primera y la tercera) muestran el importante rol
que la investigacion cientifica juega en las Reservas de Biosfera (ver p. €j., Miiller &
Karez 1998). Se podria decir que las Reservas de Biosfera son unidades del territorio
planetario en las que el manejo y conservacion estan asociados a muy diversas
condiciones biogeograficas y ecoldgicas, a la historia natural y cultural de las mismas, y

a los distintos usos que de los recursos naturales se realicen en ellas.

5.1.1 LA RESERVA DE LA BIOSFERA DE GRAN CANARIA (RBGC)

En Canarias han sido declaradas como Reservas de Biosfera las islas de La Palma
(1983), Lanzarote (1993), El Hierro (2000), parte de Gran Canaria (2005),

Fuerteventura (2009), La Gomera (2012) y el Macizo de Anaga en Tenerife (2013).
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Ademas, mediante el Decreto 103/2010, de 29 de julio (BOC, numero 156, 2010,
21015-21019), se crea La Red Canaria de Reservas de Biosfera junto con el Consejo de
Coordinaciéon de dicha Red, aprobandose su Reglamento de organizacion vy
funcionamiento.

La “Red Mundial de Reservas de Biosfera de Islas y zonas Costeras”, cuya
constitucion se firmé en la isla de Jeju (Corea del Sur) en Septiembre de 2012

(http://www.unesco.org/new/en/natural-sciences/environment/ecological-sciences/

man-and-biosphere-programme/networks/world-network-of-island-biosphere-reser-

ves/), integra a todas las Reservas de Biosfera de Canarias.

En el afio 2005, el 46% de la superficie de Gran Canaria (Fig. 5.1) fue declarado
como Reserva de Biosfera (RBGC, de aqui en adelante).

La RBGC se compone de un espacio terrestre y otro marino, estando su parte
terrestre distribuida en los siguientes siete municipios: Agaete, Artenara, La Aldea de
San Nicolas, Mogan, San Bartolomé de Tirajana, Tejeda y Vega de San Mateo.

La parte marina comprende la totalidad del LIC Franja Maritima de Mogan y una
franja adicional que llega hasta el Puerto de las Nieves en Agaete, donde entra en
contacto con la zona terrestre que se corresponde con la Reserva Especial de GuGuy.

La RBGC se caracteriza por su gran valor floristico y elevado nimero de endemismos
(108 endemismos grancanarios) pero también por otros importantes valores naturales,
su elevado interés ecoldgico, geoldgico y antropoldgico (Jiménez- Suarez 2006,

Montelongo (coord.) 2006, Montelongo 2007).
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Ademas, como ocurre en otras Reservas de Biosfera, entre las zonas elegidas para
ser protegidas dentro de la RBGC, se encuentran algunas de las que mejor representan
la biodiversidad de Gran Canaria, abarcando simultdneamente a otros sistemas de
zonas protegidas como reservas naturales (p. e€j.,, Reserva Natural de Inagua o la
Reserva Especial de GuGuy), parques naturales (p. €j., Parques Naturales de Tamadaba
y Pilancones), monumentos naturales (como los del Risco de Tirajana, del Roque Nublo

o de Tauro), y lugares de importancia comunitaria (como el LIC del macizo de Amurga).

Agaete

San Mateo

Artenara

PR Nublo

RNI Inagua

PN
Pilancones

San Bartolome
d‘eTlr?ja_na

. B Reserva Natural Especial de GuGuy
B Zonas Nucleo
B Reserva Natural Integral de Inagua

B Parque Rural del Nublo

- Zonas de Amortiguacion [ Parque Natural de Tamadaba

B Parque Natural de Pilancones

1 Zonas de Transicion I Lugar deimportancia comunitaria de Amurga

Figura 5.1. El 46% de la superficie total de Gran Canaria que fue declarada Reserva de la
Biosfera supone unas 100.459 hectareas. En el mapa de la izquierda se representa la zonificacion
actual de la parte terrestre de la RBGC (Cabildo Insular de Gran Canaria 2008). En el mapa de la
parte derecha se muestran los espacios protegidos incluidos en cada una de las mencionadas
zonas. Se incluye una leyenda de colores tanto para el mapa de la izquierda como el de la
derecha. (Imagen: http://somosbiosfera.org/ y elaboracion propia).

181


http://somosbiosfera.org/

Capitulo 5. "PD” asociada a la flora endémica de la RBGC

El area terrestre de la RBGC agrupa en la actualidad las siguientes zonas (Fig. 5.1 y
5.8):

A) Zonas nucleo que se corresponden con la Reserva Natural Especial (RNE) de
GuGuy (en el oeste) y la Reserva Natural Integral (RNI) de Inagua (en la zona centro-
oeste de la isla) donde se consideré que se concentran los “valores naturales” mas

importantes de la RBGC.

La RNE de GuGuy es una zona de elevado interés botanico (Fig. 5.2), albergando

una interesante muestra de cardonal-tabaibal (http://cabildo.grancanaria. com/web/

reserva-de-la-biosfera). Ademas, en sus acantilados nidifican aves marinas amenazadas,

como por ejemplo, la pardela cenicienta (Calonectris diomedea).

acantilados donde nidifican las aves amenazadas. (Fotos: José Naranjo)

La RNI de Inagua (Fig. 5.3) esta integrada por los pinares secos naturales mejor
conservados de la isla, albergando numerosos endemismos tanto animales como

vegetales (http://cabildo.grancanaria.com/web/reserva-de-la-biosfera). Inagua es

también el habitat preferente del pinzon azul (Fringilla teydea subsp. polatzeki), y la
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cabecera de numerosos barrancos importantes, lo cual le confiere un papel

fundamental en la recarga hidrica subterranea y la conservacién del suelo.

Figura 5.3. La RNI de Inagua. A la derecha, paisaje del pinar de Inagua y a la izquierda detalle
de la jarrilla de Inagua (Helianthemum inaguae) uno de los endemismos vegetales exclusivos de
esta RNI. (Fotos: José Naranjo y http://www.lifeinagua.com/flora/)

B) Zona tampodn o de amortiguacion que envuelve y protege a las zonas nucleo y
que se corresponde con zonas de muy interesantes valores naturales como los Parques
Naturales de Tamadaba (Fig. 5.4) y de Pilancones (Fig. 5.5) o el Parque Rural del Nublo

(Fig. 5.6).

Figura 5.4. Parque Natural de Tamadaba y pinos canarios (Pinus canariensis).
(Fotos: Ryan Black y Ruth Jaén-Molina)
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El Parque Natural de Tamadaba (PN de Tamadaba), ademas del pinar humedo que le
da su nombre, es un gran espacio natural con una amplia representacion de los
diferentes ecosistemas grancanarios. El pinar de Tamadaba es uno de los pinares
naturales mejor conservados de la isla, de notable eficacia en la captacion hidroldgica,
como atestigua la presencia de varias presas artificiales en su entorno

Ademas, determinadas especies de aves endémicas y amenazadas (Fig. 5.5)
encuentran en los pinares de este parque natural, areas idoneas de nidificacion

(http://cabildo.grancanaria.com/web/reserva-de-la-biosfera), por o que se ha incluido en la

red zona de especial proteccion para las aves de la Unidon Europea (Directiva

79/409/CEE).

Figura 5.5. A la izquierda, el pico picapinos (Dendrocopos major thanneri) y, a la derecha el pinzon
azul (Fringilla teydea subsp. polatzeki), ambas subespecies endémicas de Gran Canaria, que podemos
encontrar en los pinares del Parque Natural de Pilancones (centro). (Fotos: http://especies
amenazadascanarias.blogspot.com.es; Ilustracion: Tony Sanchez (extraida de http://www.pella gofio.com/)

El Parque Rural del Nublo (PR del Nublo) es el mayor espacio natural, de este tipo,
en Gran Canaria (Fig. 5.6). Alberga habitats naturales en buen estado y abundantes
especies endémicas y amenazadas, como el rosalillo (Dendriopoterium pulidoi), cuya

distribucion se restringe a este espacio natural. Por otro lado, los pinares, las
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abundantes charcas artificiales y los acantilados costeros que forman parte del PR del
Nublo, constituyen habitats importantes para muchas especies de aves

(http://cabildo.grancanaria.com/ web/reserva-de-la-biosfera).

Figura 5.6. Parque Rural del Nublo y a la derecha, el endemismo conocido como rosalillo,
Dendlriopoterium pulidoi, (Fotos: Ruth Jaén Molina y http://www.lifeinagua.com/flora/).

C) Zonas de transicion o zonas exteriores dedicadas al fomento de modelos
nuevos de gestién de los recursos naturales y que abarcan los municipios de La Aldea
de San Nicolas, Agaete, San Mateo, Artenara, Tejeda, Mogan y San Bartolomé de

Tirajana (Fig. 5.7).

Figura 5.7. Panoramica de San Bartolomé de Tirajana. (Foto: Ruth Jaén-Molina)
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Dentro de la RBGC se conocen unos 1.308 taxones de plantas vasculares, de los
cuales 245 son endemismos canarios, algunos de los cuales son exclusivos de la reserva
como el rarisimo drago grancanario (Dracaena tamaranae) o el turmero de Inagua
(Helianthemum bystropogophyllum), segun los registros mas actualizados de ocurrencia
de especies del Banco de Datos de Biodiversidad de  Canarias

(www.biodiversidadcanarias.es/ ).

Este elevado nimero de especies, subespecies y variedades endémicas hace que la
RBGC sea una zona de vital importancia para la conservacion de la biodiversidad
vegetal de Gran Canaria, confiriéndole ademas un destacado interés cientifico para el
estudio de los mecanismos y procesos evolutivos que han configurado la biodiversidad
de la isla. De hecho, Gran Canaria, debido a su elevada, exclusiva y fragil biodiversidad
endémica es un hotspot que, junto con otros enclaves oceanicos insulares, merece ser
conservado de manera prioritaria (Caujapé-Castells et a/. 2010).

La diversidad filogenética (PD, ver apartado 1.4) por ser un indice integrador de
aspectos genéticos, evolutivos y ecoldgicos de las especies que habitan en un territorio,
se viene aplicando en distintos “puntos calientes” del planeta (Forest et a/ 2007 vy
Anacker & Harrison 2012) para detectar zonas del territorio cuya biodiversidad merece
especial proteccion. Por otro lado, la conservacién de los procesos evolutivos ha sido
reconocida como una de las maximas prioridades para preservar la biodiversidad, frente
a la incertidumbre que plantean los cambios globales actuales (Mace et a/. 2003), y la
importancia de salvaguardar los ecosistemas, las especies y la diversidad genética se
subraya en acuerdos internacionales como la Estrategia Global de Conservacion de

Plantas. Esta, en su objetivo 7 se establece que para el afio 2020, al menos el 75% de
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las plantas amenazadas conocidas deben estar conservadas “in situ” (REGCP,

reformulacion de la Estrategia para el periodo 2011-2020, http://www.cbd.int/gspc/tar-

gets.shtml). Por lo tanto, a la hora de evaluar la relevancia de una zona geografica y/ o
las especies de cara a su conservacion efectiva, es necesario disponer de indicadores
fiables que sean capaces de abarcar la multi-dimensionalidad inherente a la
biodiversidad, que va mas alld de la riqueza o la abundancia de las especies que
habitan un territorio, para proporcionar una vision mas completa e integradora.

Forest et al. (2007) encontraron grandes diferencias en la forma en la que se
distribuian sus datos de diversidad taxondmica y de diversidad filogenética obtenidos
para la flora del Cabo, en Sudafrica. Estas diferencias eran tales, que advirtieron que en
funcion del indice en el que basaran sus decisiones (riqueza de especies frente a
riqueza filogenética), debian seleccionar un set de areas diferente para garantizar la
conservacion de la maxima biodiversidad floristica de dicho territorio. Otros autores,
como Devictor et al. (2010), observaron que sus datos de diversidad taxondmica,
filogenética y funcional aunque estaban relacionados, variaban en la forma en la que se
distribuian en el territorio, por lo que no era posible sustituir unos por otros, a la hora
de tomar decisiones sobre conservacion. H. Schaefer (2011) en sus analisis de
diversidad filogenética para Macaronesia, comprobd que los valores de PD por taxdn,
obtenidos en cada archipiélago (Azores, Canarias y Cabo Verde), mostraban un patron
de distribucidon contrario al de los valores de riqueza de especies, de forma que el
primero aumentaba segun la distancia al continente (era el doble en Azores que en
Canarias), mientras que el segundo, era mayor en Canarias que en Azores. A su vez,

Reyes-Betancort et al. (2008) ya apuntaban que sus estimaciones por unidad de area
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basadas en la diversidad filogenética de la flora endémica de las islas Canarias no
coincidian siempre, con lo esperado, segun otras estimaciones como riqueza de taxones
amenazados, grado de rareza o riqueza en endemismos. Consecuentemente, un desafio
clave antes de tomar decisiones sobre qué areas y qué especies conservar, es lograr
que éstas se basen en un conocimiento lo mas multidisciplinar posible de los factores
que han influido en los patrones actuales de distribucién de la biodiversidad de un
territorio (Graham & Fine 2008, Mouiillot et a/. 2013, Winter et a/. 2013).

Por todo lo dicho, como complemento a los criterios de importancia ecoldgica y
continuidad territorial, en base a los cuales se propuso la zonificacion actual recogida
en la declaracién de Reserva Mundial de la Biosfera de Gran Canaria, en este estudio
aportamos informacién sobre la diversidad filogenética (PD) asociada a la flora
endémica distribuida en la RBGC y, hacemos un analisis comparativo con las
estimaciones de diversidad tradicional o taxondmica (TD, en adelante) obtenidas
también para la flora endémica de la RBGC. Asi, partiendo de los resultados del
proyecto “Desarrollo de un cddigo de barras molecular para la flora de la Reserva de la
Biosfera de Gran Canaria” (co-financiado por el Cabildo de Gran Canaria y el Ministerio
de Agricultura, Alimentacion y Medio Ambiente y liderado por el Departamento de
Biodiversidad Molecular y Banco de ADN del JBCVCSIC), este capitulo de la tesis aporta
una perspectiva genético-molecular a una posible estrategia de gestion multidisciplinar
de la biodiversidad de la RBGC (Caujapé-Castells et a/. 2013, 2013a y Jaén-Molina et al.
2013 y 2014).

Aunque otras aproximaciones han sido aplicadas para establecer actuaciones

prioritarias de conservacion en diferentes Reservas de Biosfera de la “Red global de
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Reservas de Biosfera Islas y Zonas costeras” (http://www.biosferamenorca.org/

contingut.aspx?IdPub=210), casi todas ellas estan basadas en datos de abundancia de

especies, de distribucidon de especies segun SIG y/o en factores de amenaza.

Por ultimo, el nivel de resolucion de los datos que presentamos en este capitulo
(cuadriculas de 1km?) es muy superior al establecido en otras zonas del planeta, como
Sudafrica y Gales (ver Forest et a/ 2007 y Vere et al. 2012) y para Canarias, (Reyes-
Betancort et a/. 2008) estudio realizado para cuadriculas UTM de 10 km?. Con lo que
podemos concluir, que tras este estudio, la RBGC sera uno de los “puntos calientes” de

biodiversidad del planeta mejor conocidos, a nivel floristico.

5.2. OBJETIVOS

Nuestros objetivos dentro de este capitulo de tesis son:

a) Facilitar la identificacion molecular de los endemismos vegetales terrestres de
Canarias que se distribuyen en la RBGC (ver también el Cap. 5).

b) Estimar la diversidad filogenética asociada a la flora endémica conocida en cada
una de las cuadriculas (1km?) en las que puede circunscribirse este territorio.

c) Comparar los valores de diversidad filogenética y diversidad taxondmica obtenidos
en las zonas nucleo, las de transicién y amortiguacion.

d) Contribuir a la gestidon y conservacion de las plantas endémicas que se distribuyen
en la RBGC y de las unidades de este territorio, donde se encuentre la biodiversidad

con mayor complejidad evolutiva, senalando posibles “santuarios de biodiversidad”.
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Estos objetivos estan en clara sintonia con las funciones de conservacion,
investigacion y logistica que deben cumplir las Reservas de Biosfera, especialmente en

relacién con la diversidad genética, de especies, ecosistemas y paisajes.

5.3. MATERIAL Y METODOS
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Figura 5.8. Area terrestre de la RBGC (izquierda) y su compartimentacién en cuadriculas de
1km? (derecha). Se muestra la codificacion alfanumérica para las celdas 1x1 km dispuesta sobre
la superficie terrestre de la RBGC (color verde). La compartimentacion fue llevada a cabo por la
asistencia técnica “Listados de la distribucion espacial de la flora endémica terrestre presente en
la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria, en cuadriculas de 1X1 km (de la Cruz, 2012) en el
marco del proyecto “Desarrollo de un cédigo de barras molecular para la flora de la Reserva de la
Biosfera de Gran Canaria” dirigido por personal del Jardin Botanico Canario “Viera y Clavijo”.
(Fuente: Cabildo Insular de Gran Canaria 2008 y de la Cruz 2012).
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Basandonos en la compartimentacién en 754 cuadriculas de 1km? correspon-dientes
al area terrestre de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria (Fig. 5.8) y en la
informacion disponible en la base de datos Atlantis 3.0

(www.biodiversidadcanarias.es/atlantis) del Banco de Datos de Biodiversidad de

Canarias, se seleccionaron aquellas especies vegetales endémicas de Canarias que se
distribuian en la RBGC con un alto grado de certidumbre, segun los criterios aplicados
por de la Cruz (2012).

Es decir, se seleccionaron aquellas especies que en la base de datos Atlantis
aparecian como “nativas seguras”, endémicas de Canarias y con niveles maximos de
precision geografica (1y 2).

Como se indica en el esquema de la Figura 5.9 y siguiendo las recomendaciones y
protocolos desarrollados en el capitulo 4 de esta tesis, se recolecté material vegetal
(hojas y pliegos de herbario asociados) para las especies seleccionadas. Ademas, se
realizd la extraccion, purificacion y cuantificacion del ADN en los laboratorios del
Departamento de Biodiversidad Molecular del JBCVCSIC y se depositaron alicuotas de
aquellos extractos que cumplian los minimos de calidad (concentracién y pureza) en el
banco de ADN de la flora canaria, creado y mantenido por este departamento desde
2005 (Caujapé- Castells et al. 2006 y 2011). Segun las condiciones detalladas en las
secciones 3.5 y 3.6, se llevd a cabo la amplificacion de las dos regiones “cddigos de
barras” del ADN cloroplastico (matK'y rbcl) para los aproximadamente 208 endemismos
vegetales que se recolectaron en la RBGC (ver Anexo III).

Los productos de las amplificaciones exitosas fueron enviados a la empresa

Macrogen (Corea) para su secuenciacion bidireccional.
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1. Recoleccionde muestras 2. Trabajode laboratorio
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Figura 5.9. Esquema de los pasos seguidos para la recoleccion y conservacion de muestras
(1.1. hojas y 1.2. pliegos de herbario), protocolos de laboratorio (2.1 extraccion de ADN, 2.2.
cuantificacion de los extractos de ADN, 2.3 amplificacion de las regiones “cddigo de barras”) y
para el andlisis de datos (3.1. edicién de las secuencias de ADN y alineamiento en matrices, 3.2.
busqueda de caracteres diagndstico, 3.3. obtencion del arbol de relaciones genéticas, 3.4
obtencion del listado de taxones distribuidos por cuadriculas del territorio de la RBGC y 3.5
calulo de valores de diversidad filogenética para los endemismos vegetales terrestres de la
RBGC). Todos estos pasos se detallan en los correspondientes apartados de este capitulo y en el
capitulo 4 de esta tesis.

Las secuencias revisadas, editadas y validadas (ver secciones 3.7 y 3.8 de esta tesis)
fueron incorporadas como secuencias consenso a las matrices correspondientes
(secuencias rbcL o secuencias matK). Una vez se dispuso de todas las secuencias para
cada uno de los taxones seleccionados por cada marcador, las matrices fueron alineadas
(Fig. 5.10) con el algoritmo (ocho iteraciones) MUSCLE (Edgar 2004) implementado en

el programa Geneious v5.4 (Drummond et a/. 2011).
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Estas matrices de secuencias alineadas se depositaron en el sistema de informacién
Demiurge como los siguientes compendios de diversidad genética con los siguientes
cddigo D-DNASE-89 para la region matK'y D-DNASE-90 para la region rbcl (ver seccion

3.8 de esta tesis).

1 m % ] > 0 u o 0 % " © ) @ « w
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Figura 5.10. Fragmento de la “sUper-matriz’ que contiene las secuencias
combinadas (rbcl +matk) y alineadas. Las columnas representan los nucleétidos
de las secuencias de ADN mientras que las filas se corresponden con cada uno
de los especimenes analizados. Los diferentes colores sefalan partes de estas
secuencias en las que se detectaron diferencias diagndsticas entre taxones o
conjuntos de taxones.

Como hemos visto a lo largo de los capitulos 2 y 4 de esta tesis, las secuencias de las
regiones “codigos de barras” (CBOL PWG 2009) pueden utilizarse en la construccion de
filogenias (Kress et al. 2009), para ayudar a la Taxonomia clasica en la elaboracion de
mejores censos de la biodiversidad (Janzen et a/ 2009), y en la elaboracion de

estrategias multidisciplinares de conservacion.
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Asi, como se desarrolla a continuacion, las matrices de secuencias consenso matK'y
rbcl (por separado y combinadas) constituyeron la base para la identificacion molecular
de los taxones endémicos presentes en la RBGC y también para las estimaciones de

diversidad filogenética de la flora endémica de este territorio.

5.3.1 ANALISIS DE DATOS. PROGRAMAS INFORMATICOS UTILIZADOS

Para obtener las estimaciones de diversidad filogenética (PD, Faith 1992) se utiliz6 el
programa PDA  (Phylogenetic  Diversity — Analyzer, Minh et al 2006,

http://www.cibiv.at/software/pda), que necesita dos archivos de partida que contengan:

1) los nombres de los taxones seleccionados en cada unidad del territorio para el que
se quiere hacer las estimaciones (en nuestro caso, se correspondia con el listado de los
nombres de los taxones endémicos presentes en cada cuadricula de 1km? de la RBGC,
Tabla S5), y

(2) la topologia de relaciones elegida tras el analisis de la informacidon molecular para
los taxones considerados (en nuestro caso, uno de los arboles de maxima parsimonia

obtenidos con las dos secuencias “cddigo de barras”).

5.3.1.1 Obtencion de los listados de los taxones endémicos presentes en cada
cuadricula (1km?) de la RBGC

Los distintos pasos llevados a cabo para la obtencidn de los listados de presencia de
taxones (especies y subespecies) endémicos de Canarias en la parte terrestre de la
RBGC (cuadriculas 1x1 km) a partir de la base de datos At/antis, 3.0 (Gobierno de

Canarias 2012), con un nivel de fiabilidad alto, se recoge en el informe técnico
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elaborado por Salvador de la Cruz (2012) para el proyecto “Listados de la distribucion

espacial de la flora endémica terrestre presente en la Reserva de la Biosfera de Gran

Canaria, en cuadriculas de 1x1 km” y sobre el que se sustento esta parte de la tesis.
Los criterios de filtro que de la Cruz aplicd en el software de Atlantis 3.0

(http://www.biodiversidadcanarias.es/atlantis/common/index.jsf) para establecer con

maxima fiabilidad qué taxones vegetales endémicos canarios se distribuian en las

distintas cuadriculas de la RBGC, se resumen a continuacion:

a) Nivel de confianza: se utilizaron sélo datos “seguros”, descartandose los que
aparecian como “erréneos y equivocos”.

b) Nivel de precision: se utilizaron el 1y el 2, se descartaron el 3 y el 4.

c) Validez del taxdn: se utilizaron sélo los nombres de los taxones registrados
como “validos”, descartandose los que aparecian como “erroneos y equivocos”.

d) Ano de observacion: se utilizaron “todos”, no se aplicaron filtros temporales.

e) Origen: se utilizaron todos los registros que aparecian bajo la categoria “nativo
seguro”.

f) Endemicidad: se utilizaron todos los registros que aparecian bajo la categoria
“endémico” (Canarias). Atlantis 3.0 no permite realizar filtros para endemicidad
insular, por lo que el filtro que se aplicé fue para “endemicidad Canarias” frente a la
otra opcion que era “endemicidad Macaronesia”.

g) Extincion: se utilizaron todos los registros que aparecian bajo la categoria “no

extinto”.
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Una vez realizada la “capa de analisis” segun los criterios anteriores, se activaron las
capas correspondientes a las cuadriculas de 1 km? y de 500x500 m. En la Fig. 5.8 se
muestran las cuadriculas de 1 km? correspondientes a la RBGC (coloreadas en verde) y
que fueron las que se analizaron dentro de este capitulo. A partir de los registros de
Atlantis se obtuvo el listado de taxones endémicos de Canarias presentes en cada una
de las mencionadas cuadriculas de 1x1 km, en las que se dividié la RBGC. Estos listados
se compararon con el “Listado de especies silvestres de Canarias” (Arechavaleta et al.
coord. 2010), y se seleccionaron las especies que se recogen como endémicas de
Canarias es decir, que son nativas seguras y solo tienen poblaciones naturales en el
archipiélago y en ningun otro lugar del mundo.

Asi, de los 245 taxones iniciales se descartaron aquellas especies que tienen también
poblaciones en Macaronesia, como por ejemplo Jasminum odoratissimum (Oleaceae).
Por otro lado, debido a que la mayoria de los taxones endémicos presentes en las islas
pertenecen al grupo de las angiospermas (plantas vasculares con flor), y sélo una
minoria a otros grupos como bridfitos & pteriddfitos, solo se incluyeron en este estudio
las angiospermas, y aquellas gimnospermas de amplia distribucidon y alto caracter
emblematico, como Pinus canariensis (Pinaceae) o Juniperus cedrus (Cupressaceae).

En el Anexo I, se incluye una descripcion detallada de los criterios seguidos para la
inclusion o exclusion de los taxones a estudio a partir de la informacién obtenida en
Atlantis y en Arechavaleta et al. coord. (2010), de forma que el listado final de taxones
analizados fue de 208 endemismos canarios distribuidos en la RBGC (Tabla S6).

El formato de salida de la base de datos Atlantis 3.0 es “.csv”, de forma que los datos

se agrupan en ficheros separados por comas en los que aparecen los nombres
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completos de los taxones (ej. “Parolinia ornata”), ademds de otra informacion
organizada en columnas, que no es reconocida por el programa PDA. Por ello, cada
fichero “.csv” se tuvo que modificar y adaptar al formato requerido por el programa
PDA, para poder llevar a cabo los cdlculos. Para que este programa reconozca el listado
de taxones para cada cuadricula, necesita que estén en formato texto con los nombres

apilados en una Unica columna.

5.3.1.2 Obtenciodn del arbol de relaciones genéticas

A las matrices constituidas por 208 secuencias consenso (matK'y rbcl) generadas en
el laboratorio del banco de ADN del JBCVCSIC para los taxones endémicos canarios
presentes en la RBGC, se les unieron las secuencias de dos gupos externos extraidas de
GenBank. Amborella trichopoda (Amborellaceae) y Ginkgo biloba (Ginkgoaceae). Se
obtuvo asi una matriz final de 210 secuencias concatenadas (rbcl + matK) que, como
vimos en los apartados 3.8 y 3.9, se utilizd para la busqueda heuristica de los arboles
de maxima parsimonia con el software PAUP 4.0 (Swofford 2003). De los 82.500
arboles resultantes, se eligié al azar uno (que incluia estimaciones de longitudes de
ramas) como “arbol de referencia” para el calculo de los valores de diversidad
filogenética (ver 5.4.3).

|II

Es importante aclarar que este “super-arbol” no puede concebirse como una
genealogia ni una filogenia de todas las especies endémicas de la RBGC (ya que no
incluye a muchos de sus congéneres proximos distribuidos en otras zonas de Gran

Canaria, en otras islas Canarias, o en otras zonas geograficas mas distantes). No

obstante, la topologia resultante (Fig. 5.18) refleja las relaciones entre géneros vy
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especies segun el conocimiento taxondmico actual (p. €j., APG III 2009), y también la
clasificacion vigente de las familias de las angiospermas. Ambos resultados refuerzan el
valor bioldgico de los datos obtenidos, garantizando por lo tanto la fiabilidad de las
estimaciones de PD de este territorio. Una vez hechas estas comprobaciones, el arbol
de la Figura 5.18 sirvid de base para los calculos de diversidad filogenética efectuados
para cada una de las cuadriculas de estudio, cuyo valor depende del nimero de taxones
(con respecto al total) presentes en la cuadricula y la proximidad filogenética que existe

entre ellos.

5.3.1.3 Calculo de los valores de diversidad filogenética por cuadricula (1km?)
de la RBGC

El archivo de datos con extensidon “.tre” que suministra el programa PAUP para las
topologias relacionales fue transformado al formato “Newick” (Archie et al 1986,

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/newicktree.html), que es uno de los

que puede reconocer el programa PDA para poder llevar a cabo las estimaciones de

diversidad filogenética.

Dicho formato “Newick” consiste en un cddigo de paréntesis que representa la
topologia del arbol de referencia, con los codigos asignados a los nombres de los
taxones y los nimeros que indican la longitud de cada una de las ramas de dicho arbol.
Asi, en formato Newick la relacién de los taxones codificados con las letras desde la a
hasta la f en la topologia de un supuesto arbol, podria ser:

(a:3,(f:0.5,9:1):1,((c:1,b:2):3,(d:1,e:2):2):4)
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El programa solicita el nombre de los archivos y el nimero de taxones por cada
unidad de territorio que se quiere analizar (en nuestro caso, las 754 cuadriculas de 1

km? en las que se inscribe la RBGC).

Una vez especificados estos parametros, con el comando:

pda "nombre archivo drbol” .tre —i "nombre archivo de taxones” .taxa — k "numero
de taxones en listado’] el programa genera un archivo de texto donde figura el valor de
diversidad filogenética (p. €j., 1780) y un arbol en formato Newick construido a partir

del subconjunto de taxones que aparecian en la cuadricula analizada.

A continuacion, con el comando:
pda "nombre archivo arbol” .tre —i "nombre archivo de taxones”.taxa — k "numero

/77 \\

de taxones en listado” “nombre archivo salida” .txt, se obtienen los datos en un

formato de salida de archivo de texto.

Una vez generados los dos archivos que necesita el programa PDA, la obtencién de
valores de diversidad filogenética es relativamente rapida. Atendiendo a la definicion de
Faith (1992) y como vimos en el apartado 1.4, el programa realizard la suma total
minima de todas las longitudes de las ramas de la topologia de relaciones genéticas del

III

“super-arbol” de referencia, que se requieren para abarcar un conjunto dado de
taxones, p. €j., los incluidos en la cuadricula M10 segun la compartimentacion de la

RBGC que se muestra en la Figura 5.8.
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5.3.1.4 Analisis estadisticos

Se realizaron comparaciones estadisticas (test de la U de Mann-Whitney, Mann &
Whitney 1947) entre los valores estandarizados de diversidad taxondmica (TD) y de
diversidad filogenética (PD), obtenidos para la flora endémica terrestre presente en
cada km? de la RBGC, para estimar si la forma en la que se distribuian los valores de
ambos indicadores era similar. También se queria comprobar si alguno de los dos
indices resolvia con mayor detalle la riqueza de la biodiversidad floristica por unidad o
cuadricula en la que se dividid este territorio.

Por otro lado, se compararon estadisticamente (fest de Kruskal-Wallis) los conjuntos
de datos obtenidos por cuadricula (cada cuadricula de 1x1km seria una observacion),
agrupandolas segun se circunscribian dentro de las actuales zonas nucleo (RNI de
Inagua y RNE de GuGuy) o si se encontraban dentro de las zonas de amortiguacién y
transicion, comprobandose asi, si las zonas de mayor proteccion se correspondian con
las cuadriculas que contienen mayor diversidad filogenética. Asi, por ejemplo, se
compararon por zonas las cuadriculas de: RNI de Inagua vs RNE de GuGuy; RNI de
Inagua vs zona de amortiguacion; RNI de Inagua vs zona de transicidon vy, asi
sucesivamente.

Los valores de diversidad taxonémica y diversidad filogenética obtenidos para la
biodiversidad vegetal, presente en cada cuadricula en la que se dividio la parte terrestre
de la RBGC, se representaron en mapas de colores. En estos mapas, las cuadriculas
coloreadas de rojo oscuro representan zonas con mayor diversidad (taxondmica o
filogenética) y las de amarillo claro, las de menor diversidad (taxondmica o

filogenética).
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5.4 RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1 ARBOL DE RELACIONES GENETICAS

En la Figura 5.11 se muestra uno de los arboles resultantes (por sus grandes
dimensiones nos referiremos a él como “super-arbol”) del andlisis de maxima
parsimonia (6088 pasos, CI =0,286, HI =0,714, RC= 0,234 y RI= 0,818) de la “super-

matriz” que contenia 210 secuencias (rbcl + matK) y 1697 caracteres.

‘Super-arbol{matK + rbcl)

—n [18 taxones, 9 familias] ——— MONOCOTILEDONEAS —
[73 taxones, 15 familias] — ANGIOSPERMAS
(MAGNOLIOPHYTA)

[14 taxones, 5 familias]

[72 taxones, 13 familias]

—— DICOTILEDONEAS
[65 taxones, 3 familias]
-Amborelia trichopoda
Juniperus cedrus
— Pinus canariensis e — :IMNOSP;RMAS
Gingko biloba (SPERMATOPHYTA)

Figura 5.11. “Super-arbol” de relaciones filogenéticas (matK y rbcl) obtenido para los
taxones vegetales endémicos de la RBGC y 2 grupos externos (Amborella trichopoda y
Gingko biloba). Se muestra Unicamente la estructura basica de la topologia resultante,
dénde se agrupan los taxones y familias en cinco grandes grupos (numerados del 1 al 5).

A continuacién, mostramos Unicamente la estructura general de la topologia del
“sUper-arbol”, para las relaciones obtenidas entre los taxones de las distintas familias,

para cuatro de los cinco grupos principales (Fig. 5.11 y 5.12).
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(3]

— inm [ | cHEnoPODIACEAE
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— CYPERACEAE o
g ORCHIDACEAE ]
. T ] HYACINTHACEAE — _’7 W CARYOPHYLLACEAE
{ | AmARYLLIDACEAE |
1 DRACAENACEAE — L
B t ASPARAGACEAE — POLYGONACEAE
L
o || ARECACEAE
0 Araceae
| ASCLEPIADACEAE
r i - CAMPANULACEAE
i RUBIACEAE
=B CONVOLVULACEAE
- | | pLanTAGINACEAE -
SCROPHULARIACEAE ASTERACEAE |
I— +
GLOBULARIACEAE
LAMIACEAE
M OLEACEAE N I || nosaceae
B ERICACEAE+SAPOTACEAE 1
| L IASTERACEAE I
UMBELLIFERAE

il ) SAMBUCACEAE
M DIPSACACEAE

Figura 5.12. Detalle de los grupos 1, 3, 4 y 5 que constituyen la estructura basica de la
topologia del “super-arbol” de referencia. Para cada uno de ellos se indica el nombre de las
familias a las que pertenecen los taxones que engloban. El grupo 1 agrupa a todas las
monocotiledoneas incluidas en el analisis, mientras que los grupos 3, 4 y 5 agrupan a
distintas familias de dicotiledéneas.
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Por su parte, si observamos en detalle el grupo 2 (Fig. 5.13), podemos comprobar

como, al igual que en el resto de los grupos, las relaciones obtenidas entre los

géneros y especies obedece al conocimiento taxondmico actual, reflejando a su vez

la clasificacion vigente para las familias de angiospermas (APG III 2009).
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Figura 5.13. Fragmento del “super-arbol” de referencia que representa al grupo 2 de la
topologia general resultante. Se indican las familias, géneros y taxones que quedan englobados

en el mismo.
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5.4.2 ESTIMACIONES DE DIVERSIDAD FILOGENETICA

Las estimaciones de diversidad filogenética, obtenidas con el programa PDA para
cada una de las 754 cuadriculas en las que se dividié la parte terrestre de la RBGC y
segun la topologia del “stper-arbol” de referencia (rbcl+matK), las representamos en

un mapa de colores (Fig. 5.14).

Figura 5.14. Mapa de colores de los valores de diversidad filogenética obtenidos para la
biodiversidad vegetal de la parte terrestre de la RBGC. Las cuadriculas coloreadas de rojo
oscuro representan zonas con mayores valores de PD y las amarillo claro, las de menor
diversidad filogenética. Las cuadriculas con margen grueso se corresponden con las dos
zonas consideradas como nucleo (RNE de GuGuy, al oeste y RNI de Inagua, en el centro),
en la actual zonificacion de la RBGC.

El valor de PD dependera de la proximidad filogenética que exista entre los taxones
presentes en una cuadricula con respecto al total de las relaciones genéticas segun la

topologia del arbol que engloba a todos los taxones.
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Segln nuestras estimaciones de PD, podemos ver como las zonas nucleo no
coinciden con las areas que presentan los valores mas altos de diversidad filogenética,
sino que éstos se detectaron en cuadriculas al norte de la RBGC (zonas roja oscuras) y
que se corresponderian aproximadamente con el PN de Tamadaba y Andén Verde.
Ademas, hay cuadriculas en las zonas de amortiguacion y transicion con valores de PD
muy altos, en muchas cuadriculas mucho mayores que los valores estimados para la
RNI de Inagua (zona nucleo).

Esta representacién gréafica de la diversidad filogenética obtenida por cada km? para
la biodiversidad vegetal terrestre endémica de la RBGC, nos permite percibir diferencias
notables entre las distintas cuadriculas, mostrando una distribucion geografica de las

estimaciones de PD, compleja y genéticamente muy diversa.

5.4.3 ESTIMACIONES DE DIVERSIDAD TAXONOMICA

Las estimaciones obtenidas segin el nimero de taxones endémicos presentes por
cuadricula (1x1 km) de la RBGC se muestran como un mapa de colores de diversidad
taxondmica en la Figura 5.15, en el que ya podemos percibir diferencias notables entre
las distintas cuadriculas de la RBGC.

Asi, segun este mapa, podemos ver como de forma similar a lo detectado para las
estimaciones de PD, las cuadriculas dentro de la RBGC que muestran mayores valores
de TD son las que se encuentran en el norte de la misma (PN de Tamadaba y Andén
Verde). Este resultado es afin al de Reyes Betancort et a/. (2008), que mostraron que la
maxima acumulacion de endemismos en la isla de Gran Canaria se daba en el macizo

de Tamadaba.
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Asi mismo, los analisis de la flora amenazada, endémica y rara de la flora vascular
espafola para la deteccion de areas importantes para la flora a nivel nacional en el

marco de la Estrategia Global de Conservacion Vegetal (https://www.cbd.int/ gspc),

destacan cinco areas excepcionales en Canarias, y una de ellas es Tamadaba en Gran
Canaria (Sanchez de Dios et al. 2013). Aunque la identificacion de las areas en los dos
Ultimos trabajos citados se realizd con una escala muy superior (10x10 km) a la
empleada por nosotros (1x1 km), la informacidon coroldgica que utilizaron para los
andlisis si esta referida a cuadriculas de 1x1 km [Lista Roja, Moreno (coord.) 2008 y

AFA, Iriondo (coord.) 2011], como en nuestro caso.

Figura 5.15. Mapa de colores de los valores de diversidad taxondmica obtenidos para la
biodiversidad vegetal de la parte terrestre de la RBGC. Las cuadriculas rojo oscuro representan
zonas con mayor diversidad taxondmica y las amarillo claro, las de menor diversidad taxondmica.
Las cuadriculas con margen grueso se corresponden con las dos zonas consideradas como nucleo
(RNE de GuGuv. al oeste v RNI de Inaaua. en el centro). en la actual zonificacion de la RBGC.
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Por otro lado, hay otras cuadriculas como las que se corresponden con la RNE de
GuGuy y algunas que quedan dentro de la zona de transicién que muestran también
valores elevados de TD (azul oscuro) e incluso al sureste de la zona de transicion,

observamos algunas cuadriculas coloreadas en tonalidades que van hacia el rojo.

Es destacable, comprobar que hay cuadriculas colindantes a la RNI de Inagua que
muestran valores de TD mas altos (con tonalidades azul oscuro e incluso hay una
cuadricula al norte que aparece coloreada de rojo claro, indicando un elevado valor de
TD), que las cuadriculas englobadas dentro de esta segunda zona nucleo, para la que
en general, podemos decir que todas sus cuadriculas muestran valores de diversidad
taxondmica bajos o moderados (con rango de colores que van desde el amarillo claro
hasta el azul claro).

Si bien la representacion gréafica de la diversidad taxondmica, obtenida por cada km?
para la biodiversidad vegetal terrestre endémica, nos permite percibir diferencias
ostensibles, especialmente entre las cuadriculas al norte de la RBGC con respecto al
resto, debemos tener en cuenta que las cuadriculas que contienen el mismo nimero de
especies estan representadas con el mismo color, independientemente de si las
diferencias genéticas entre ellas son similares o muy acusadas. Por lo tanto, la TD es un
estimador grosero, que no tiene en cuenta la diversidad genética de las especies de un
territorio (en este caso de la RBGC) y, por ello, deberia tener una repercusion limitada,

a la hora de definir prioridades y actuaciones de gestion.
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5.4.4 COMPARACION DE VALORES DE DIVERSIDAD FILOGENETICA CON VALORES

DE DIVERSIDAD TAXONOMICA

La comparacion estadistica (test de la U de Mann-Whitney, Mann & Whitney 1947,
Fig. 5.16) entre los valores promedio estandarizados de TD y PD por cuadricula revelan
que ambos indicadores poseen estructuras analogas, que no se diferencian
estadisticamente (el valor promedio para ambas estimaciones fue de 0,793).

De hecho, ni los valores mas elevados de PD, ni los de TD obtenidos para la flora
endémica canaria por cuadricula (km?) se dan dentro de ninguna de las zonas nicleo
consideradas en la actual zonificacion de la RBGC. En efecto, podemos ver en la Figura
5.16 como muchas de las cuadriculas taxondmicamente y genéticamente mas diversas
se concentran en cuadriculas de la zona de amortiguaciéon (al norte de la RBGC) o
incluso en la zona de transicion (al este de la RBGC).

No obstante, esta comparacion nos permitié evidenciar diferencias en los valores de
PD que no fueron detectadas en las estimaciones basadas en TD. Asi, podemos ver
como la riqueza de la biodiversidad vegetal terrestre endémica canaria que habita cada
cuadricula de la RBGC se resuelve con mayor detalle en las estimaciones de PD.

Efectivamente, hay cuadriculas con valores bajos de TD que muestran valores altos y
mas heterogéneos de PD (p. €j., dentro de la RNE de GuGuy). Este contraste refleja el
hecho de que, en cuadriculas con igual nimero de taxones, la PD es muchisima mas
informativa, al reflejar las relaciones filogenéticas entre los taxones presentes en cada

cuadricula, y no solamente su nimero.
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Por lo tanto, aunque existe una relacion directa entre TD y PD, si queremos preservar
la maxima diversidad evolutiva que caracteriza un territorio, la PD deberia ser el
parametro de referencia siempre que sea posible
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Figura 5.16. Comparacion entre la representacion grafica de la diversidad taxondmica (izquierda) y
la diversidad filogenética (derecha), considerando las especies vegetales endémicas de la RBGC
(cuadriculas de 1 Km?). En ambos mapas de colores, el rojo oscuro sefiala las areas de mayor
diversidad y el amarillo mas claro, las de menor diversidad. Las cuadriculas con margen grueso se
corresponden con las dos zonas consideradas como nucleo (RNE de GuGuy, al oeste y RNI de
Inagua, en el centro), en la actual zonificacién de la RBGC. Se indica el promedio estandarizado de
los valores de TD v PD sealn los test de la U de Mann-Whitnev.

Estos resultados ponen de manifiesto que los datos moleculares permiten extraer
informacion muy relevante sobre aspectos de la biodiversidad en el territorio, que no

serian accesibles mediante otros métodos.
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En conjuncién con otras variables necesarias para el conocimiento de la
biodiversidad, la proteccion de las areas con los valores maximos de diversidad
filogenética territorial (tonalidades mas rojas en el mapa de colores) es la mejor
estrategia para garantizar la conservacion de los procesos evolutivos y, por lo tanto la

supervivencia de las especies que habitan la RBGC.

5.5 DIAGNOSTICO MOLECULAR

En consonancia con otros estudios en los que se ha testado la utilidad de las dos
regiones de ADN cloroplastico “cddigo de barras” (matK'y rbcl) para la identificacion
molecular de la flora canaria (Jaén-Molina et a/. 2010 y Jaén-Molina et a/. 2014a), la
matriz que contiene las secuencias “cddigo de barras” generadas para cada uno de los
especimenes analizados (a los que previamente les habian sido asignados sus nombres
taxondmicos por taxdénomos expertos, segun sus caracteristicas morfoldgicas),
constituyen una herramienta molecular precisa y fiable para ayudar a identificar o
distinguir elementos de la flora terrestre endémica de la RBGC, con las implicaciones
que esto puede tener para la gestion de esta zona protegida con tantos valores
naturales.

Como era de esperar por los resultados de capitulos anteriores (ver apartados 4.4 y
4.5 de esta tesis), las comparaciones para las que no se encontraron caracteres
moleculares con valor diagndstico fueron a nivel de subespecies y entre algunas
especies de géneros que han dado lugar a radiaciones y otras que representan posibles

casos de hibridacion.

210



Capitulo 5. "PD” asociada a la flora endémica de la RBGC

Un ejemplo del dltimo caso son las especies de cerrajas, magarzas y margaritas
(géneros Sonchus y Argyranthemum), que presentan en general gran facilidad para
producir hibridos entre individuos de muchas de sus especies, probablemente por el
estrecho parentesco que existe entre ellas, sefial de que los procesos de especiacion

que las generaron son muy recientes (Fig. 5.17).

Figura 5.17. Ejemplos de representantes de los tres géneros en los que las secuencias
“codigo de barras moleculares” no discriminaron entre algunos taxones congenéricos:
a) Sonchus acaulis, b) Argyranthemum lidii, y €) Micromeria pineolens.

(Fotos: Magui Olangua Corral).

Por otro lado, sin embargo se encontraron varios caracteres diagnostico que
separaban taxones, que en principio se suponen estan cercanamente relacionados entre
si, dentro de géneros como T7eline o Hypericum (con menos representantes en la
RBGC), por lo que podrian estar indicando la continuidad de procesos evolutivos en
esos grupos (Fig. 5.18). Asi, por ejemplo, nos encontramos con 21 diagndsticos (rbcl +

matK) entre Hypericum coadunatum e Hypericum reflexum.
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Las mayores dificultades en la discriminacidn que encontramos para especies que se
distribuyen en la RBGC, fueron precisamente ademas de en las especies de dos
géneros, ya nombrados, de la familia Asteraceae (Argyranthemum y Sonchus), para
algunas de las especies del género Micromeria (Lamiaceae) y para especies del género
Parolinia (Brassicaceae). Todos estos géneros han experimentado una radiacion muy
intensa, por lo que estan constituidos por un nimero elevadisimo de endemismos (32,
19 y 24, respectivamente para Argyranthemum, Sonchus'y Micromeria) y son también
los que mayor representacion de taxones tienen en la RBGC (mas de siete por género).
Parolinia por su parte, aunque estd representado Unicamente por siete especies

endémicas, varias de ellas se distribuyen en la RBGC (R omnata y R filifolia).

Figura 5.18. Ejemplos de géneros poco representados en la RBGC y para los que las
secuencias “cddigo de barras moleculares” discriminaron entre algunos de sus taxones con-
genéricos: @) Teline rosmarinifoliay b) Hypericum coadunatum. (Fotos: Magui Olangua Corral).

Por Ultimo, nos encontramos con otros taxones de géneros que representan
radiaciones evolutivas (Fig. 5.19) para los que se detectaron varios caracteres

diagnostico, por ejemplo en los géneros Aeonium, Aichryson o Convolvulus.
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Figura 5.19. Ejemplos de taxones de géneros que han sufrido radiacién y para los que las
secuencias “codigo de barras moleculares” lograron discriminar respecto a sus congéneres:
a) Aichryson punctatum, b) Aichryson pariatorei, c) Aeonium simsiiy d) Aeonium simsif.
(Fotos: Magui Olangua).

5.5.1 DETECCION DE AREAS “CALIENTES” DE ESPECIACION EN LA RBGC

Se han localizado dentro de la RBGC aquellas areas en las que se distribuyen las
especies de los géneros Argyranthemum, Sonchus, Micromeria y Parolinia por ser las
gue mas dificilmente se han podido identificar con las secuencias “cddigo de barras”, en
algunos casos no encontrandose caracteres diagnosticos que discriminen las especies
que engloban.

Posiblemente, estas dificultades detectadas en los géneros mencionados se deben a
una especiacion muy reciente en estos linajes, por lo que las zonas doénde se
distribuyen estarian representando zonas evolutivamente “calientes” o “crisoles

evolutivos” (Jaén-Molina et a/ 2013 y 2014). En la Figura 5.20 mostramos las
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cuadriculas que albergan las especies con mas problemas para su diagndstico molecular
basado en las secuencias “cddigos de barras”. Las cuadriculas de color rojo son aquellas
ddénde se han detectado la presencia de dos o0 mas taxones con-genéricos de cualquiera
de los géneros para los que no se ha logrado la identificacion molecular de las especies
que engloban.

La deteccion de estas areas que muestran mayor tasa de especiacion reciente puede
ser muy importante para facilitar la supervivencia de los linajes evolutivamente mas
dindmicos especialmente teniendo en cuenta la amenaza que plantean las
incertidumbres asociadas a los cambios globales actuales. Este es un aspecto a tener
muy cuenta en islas oceanicas como Gran Canaria, dénde la biodiversidad es mas
vulnerable a perturbaciones externas (ver p. ej., Caujapé-Castells 2011).

Asi, disponer de indicadores cuantitativos que sefialen en qué zonas se estan dando
fendmenos de especiacion mas recientes es prioritario para establecer estrategias de
conservacion del territorio, que revertiran a su vez en la conservacion de las especies,
ya que éstas tendrian mas posibilidades de sobrevivir, diferenciarse y en ultima
instancia especiar en sus habitats naturales, para los que estan adaptadas. Por lo tanto,
la proteccion de estos “crisoles evolutivos” tiene sentido porque favoreceria el desarrollo
de procesos de especiacion que se han iniciado muy recientemente y que podrian dar
lugar a nuevos endemismos o radiaciones en el futuro.

En la Figura 5.20 podemos ver como muchas de estas areas “calientes” de
especiacion de la RBGC se encuentran en la zona norte (PN de Tamadaba), en el este

(Artenara y Tejeda) y en el sureste (PR del Nublo, PN de Pilancones) y dentro de la RNE
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de GuGuy, mientras que sélo unas pocas quedarian dentro de la zona centro que se

corresponde con la RNI de Inagua.

“Crisoles evolutivos”

Areas con linajes evolutivamente mas activos

Figura 5.20. Cuadriculas de la parte terrestre de la RBGC para las que se ha
detectado la presencia de linajes evolutivamente mas activos (coloreadas en rojo)
y que, por lo tanto, son “crisoles evolutivos” y merecen especial atencion
conservacionista.

De hecho, la Figura 5.20 ilustra como muchas de estas zonas que hemos
denominado “crisoles evolutivos” y, que segun este criterio, merecian especial atencion
conservacionista, se encuentran fuera de las actuales zonas nucleo de la RBGC, siendo
la zona de transicion donde se encuentra el mayor porcentaje de areas evolutivamente

“calientes”.
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Por otro lado, si comparamos las areas dentro de la RBGC con mayor acumulacion de
PD (“santuarios evolutivos”) con las areas con mayor acumulacion de linajes
evolutivamente mas dinamicos (“crisoles evolutivos”) (Fig. 5.21) vemos como el norte
de la RBGC es claramente una zona de interés conservacionista porque estaria

representando a la vez “un crisol y un santuario evolutivo”.
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Fig. 5.21. Comparacién entre la representacion grafica de las areas dentro de la RBGC que
hemos denominado como “crisoles evolutivos” (izquierda) y las areas que representan
“santuarios evolutivos” (derecha) y que se corresponden con cuadriculas con maximos valores
de diversidad filogenética (rojo oscuro). Las cuadriculas correspondientes a las dos zonas
nucleo, en la actual zonificacién de la RBGC: RNE de GuGuy (al oeste) y la RNI de Inagua
(aproximadamente en el centro), estan englobadas en los circulos negros.

Como hemos mencionado previamente, preservar la maxima diversidad evolutiva que
caracteriza a un territorio, es decir areas con maximos valores de PD, esta reconocida
como una de las prioridades en la conservacion de la naturaleza (ver por ejemplo Forest

et al. 2007), pero, en un contexto de cambio climatico, es también fundamental
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favorecer la aparicion de nuevos taxones, pues éstos tendran mas capacidad de

adaptarse y, por lo tanto, de sobrevivir.

5.6 IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION Y LA GESTION DE LA

BIODIVERSIDAD VEGETAL DE LA RBGC

El concepto de biodiversidad no solamente se refiere al nimero de especies que
habitan un territorio en un momento determinado, sino también (entre otros aspectos)
a las relaciones genéticas entre ellas. En consecuencia, disponer de aproximaciones
metodoldgicas e indices que nos permitan cuantificarla de una forma mas rigurosa es
cada vez mas importante para resolver problemas relativos a su conservacion (Vane-
Wright et a/. 1991). Debido a que los distintos niveles de diversidad (concentracion de
endemismos, riqueza de especies, rareza, diversidad funcional, diversidad genética,
diversidad filogenética) no se distribuyen de igual manera en las diferentes areas del
mundo, a la hora de identificar las areas que alojan la mayor diversidad de un territorio,
se precisan parametros que combinen informacion a distintos niveles (Crain & White
2011, Collen et al. 2011, Pio et al. 2011).

Nuestros resultados, sugieren que la conservacion exclusivamente de zonas ricas en
especies no implica la conservacion de otros aspectos de la biodiversidad, en particular,
de la diversidad filogenética. Purvis & Héctor (2000) hacen una reflexion similar al
apuntar que la biodiversidad no puede quedar reducida a un ndimero, o a una Unica
variable (riqueza de especies) aunque muchas veces sea lo que los gestores demandan.
El estudio de la biodiversidad se esta convirtiendo en una tarea cada mas amplia,

requiriendo cada vez mas datos y de analisis mas ambiciosos.
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Por todo lo dicho, nuestras estimaciones que correlacionan la informacidon sobre el
numero de especies de la flora canaria endémica distribuidas en las distintas cuadriculas
de la RBGC (diversidad taxondmica) con la informacidon sobre su historia evolutiva
(diversidad filogenética), nos van a permitir identificar qué areas dentro de este
territorio son susceptibles de merecer la maxima proteccidon. Asi, a continuacion vamos
a mostrar las diferencias detectadas en la distribucion de los valores promedio a nivel
taxondmico vy filogenético obtenidos segun las zonas actuales en las que se divide la
RBGC y discutiremos las implicaciones que estos resultados pueden tener.

Considerando la zonificacion actual de la RBGC (representada a la izquierda de la Fig.
5.22 y Fig. 5.23) y los test de Kruskal-Wallis (Kruskal & Wallis 1952) realizados para
comprobar las diferencias de magnitud entre la diversidad filogenética y taxondmica de
las zonas nucleo respecto a las zonas de amortiguacion y zona de transicion,
constatamos que la RNE de GuGuy ostenta valores promedio de PD mas elevados que
las otras zonas, aunque los de la TD son estadisticamente indiferenciables de los de la
zona de amortiguacion, que es muchisimo mas extensa (en naranja en la Fig. 5.22 y
5.23).

Por otro lado, los valores promedio de TD en la RNI de Inagua son los mas bajos de
los obtenidos en el territorio de la RBGC, como se percibe graficamente y segun indican
los test estadisticos en la Figura 5.23 (centro). Unicamente los valores de PD de la RNI
de Inagua (2.392,5) son estadisticamente comparables a los de GuGuy y la zona de
amortiguacion (2.494,8 y 2.850,2, respectivamente), aunque siguen siendo

considerablemente inferiores.
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Figura 5.22. Comparacién entre la zonificacién actual de la RBGC y las estimaciones de diversidad
filogenética y diversidad taxondmica de la flora canaria endémica conocida en cada cuadricula de 1
km? (con méxima fiabilidad geografica). En la representacién de la zonificacion actual (izquierda),
las dos zonas nucleo (GuGuy e Inagua) se han senalado con diferentes tonos de verde, mientras
gue, en las representaciones de la diversidad filogenética (centro) y taxondmica (derecha), las
cuadriculas con mayor diversidad son las rojo oscuro vy, las de menor diversidad, son las amarillo
claro.

Por lo tanto, los resultados de los fest de Kruskal-Wallis (Fig. 5.23) indican que, tanto
a nivel taxonémico como filogenético, la zona de amortiguacién contiene como
promedio tanta diversidad como una de las zonas nucleo (RNE de GuGuy), y mucha
mayor diversidad que la otra zona nucleo actual (RNI de Inagua).

Al comparar la zonificacién actual de la RBGC con nuestras estimaciones de TD y PD
podemos ver como las zonas nucleo (que deben englobar los ecosistemas menos
perturbados y que mejor representen los valores naturales de la RBGC) no contienen

las cuadriculas con los valores mas altos de diversidad asociados a la flora terrestre.
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Como ilustra la Fig. 5.23, las zonas con mayor diversidad floristica en sentido amplio

se encuentran en la zona norte de la RBGC.
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Figura 5.23 Zonificacion actual de la RBG (izquierda) y valores promedio resultantes de los test de
Kruskal-Wallis para las estimaciones de TD (centro) y PD (derecha) de la Flora Canaria endémica por
km?. Se indican los valores promedio obtenidos para cada zona nlcleo por separado (distintas
tonalidades de verde) y para las zonas de amortiguacion (naranja) y transicion (rojo).

Ademas, la distribucién geografica de los valores de PD (Fig. 5.24) muestra que
existen cuadriculas a lo largo de la vertiente Sureste de la RBGC (dentro de las actuales
zonas de Amortiguacion y Transicidn), con valores considerablemente mas elevados que
los de las cuadriculas de las zonas nucleo (principalmente en la RNI de Inagua)

Estos resultados sugieren que cabria considerar una posible ampliacién de la zona de
Amortiguacion que incluyera a dichas cuadriculas al noreste y sureste y que se

corresponden con parte de la zona de Transicidn de la actual RBGC (ver Fig. 5.25).
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En general, estos resultados implican que la zonificacion actual de la RBGC no refleja
los mas destacables valores naturales referidos a su biodiversidad vegetal terrestre

endémica.

Zonificacion actual

Zona nucleo 1 (GuGuy) P > \

Zona nucleo 2 (Inagua) L7 el \ &

Zona de Amortiguacion ‘\ m;m/
M Zona de Transicién gy

Figura 5.24. Mapa de la zonificacion actual de la RBG (izquierda) donde se indica
con circulos azules las cuadriculas que forman parte de la zona de transicion y que por
poseer valores de PD muy altos (marcados con circulos rojos en el mapa de colores
correspondiente a la diversidad filogenética, derecha) deberian ser incluidas en una
zona de amortiguacion mas amplia a la actual.

No obstante, es necesario matizar que en ningln momento se esta cuestionando la
consideracién de la RNE de GuGuy y la RNI de Inagua como zonas nucleo de la RBGC,
ya que ademas de poseer niveles de PD y TD muy elevados en promedio, albergan
otros extraordinarios “valores naturales” que no se correlacionan con la PD ni con la TD.
De hecho, no podemos olvidar que ambas zonas ya estaban dentro de areas protegidas

(reservas naturales) antes de su consideracién como zonas nucleo en el momento que
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se establecid la zonificacién actual de la RBGC. Asi, la RNI de Inagua tiene varias
cabeceras de barrancos (Mulato, Mogan, etc.) con un papel fundamental en la recarga
hidrica subterranea o la conservacion del suelo de la isla, y es el habitat preferente del
pinzén azul (Fringilla teydea subsp. polatzeki), ademas esta integrada por los pinares
secos naturales mejor conservados de la isla, albergando numerosos endemismos tanto
animales como vegetales. Por otro lado, la RNE de GuGuy cuenta con paisajes
geoldgicos de muy alta singularidad y en excelente estado de conservacion.

Finalmente, debe tenerse en cuenta que cuando se elabord la propuesta que
sustentd la declaracion de la Reserva de la Biosfera de Gran Canaria (el 29 de junio de
2005, por la Mesa del Consejo Internacional del MaB) no se disponia de informacion
molecular tan precisa como la que presentamos en esta tesis.

Si consideramos que la diversidad floristica de un territorio es un importante valor
natural, y teniendo en cuenta las ventajas comentadas de los datos moleculares para
evidenciar aspectos cuantitativos sobre la biodiversidad presente en un territorio, los
resultados de este capitulo de la tesis abren la posibilidad de replantear la zonificacion
actual de la RBGC. En efecto, la distribucién geografica de los valores de TD y PD
obtenidos para la flora endémica de la RBGC indica que la parte norte, que
corresponderia orientativamente a gran parte del Parque Natural de Tamadaba y al
Andén Verde, podria constituir una tercera zona nucleo. De esta forma, los mas
destacables valores naturales floristicos y filogenéticos quedarian representados junto
con los de otra indole dentro de las zonas de maxima proteccion de la RBGC.

Siguiendo los mismos principios, y debido a que a lo largo de la actual zona de

Transiciéon (vertiente este de la actual RBGC) existen cuadriculas con valores
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considerablemente elevados de PD y TD (Fig. 5.24, rodeadas de circulos de color),
cabria también la posibilidad de ampliar la zona de Amortiguacion de forma que
incluyera esas cuadriculas de la actual zona de Transicion con mayores valores de PD.

Por lo tanto, como se ha discutido a lo largo de este capitulo, disponemos de datos
suficientemente robustos como para proponer:

a) el aumento a tres del nimero de zonas nucleo, para que éstas representen
también la maxima riqueza vegetal endémica de la RBGC, y

b) la reconsideracion de las dimensiones de las zonas de amortiguacién y de
transicion, de forma que la primera incluya las cuadriculas colindantes a sus limites
actuales y, que mostraron valores de PD y TD elevados, pero que en la actual

zonificacion estan incluidas en la zona de transicion.

Zonificacion hipotética

ZONAS Promedio ZONAS Promedio
Norte 3863.6 Norte 68.1

Transicion 26.2
Transicion 2183.6

Diversidad filogenética*** Diversidad taxonémica***

B Zona de transicion 1 5 1 5
M Zona norte de laRBGC  [| Cuadriculas a evaluar

Figura 5.25. 7ests de Kruskal-Wallis considerando otra hipotética “zona nulcleo” en las
cuadriculas marcadas en azul oscuro (ver texto). Notese en las agrupaciones significativas
por zonas (enmarcadas) que las tres zonas nucleo de esta propuesta hipotética serian las
que concentrarian los mayores “valores naturales” filogenético-floristicos, lo cual refuerza el
papel de este parametro como indicador preferente.
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En la Figura 5.25 mostramos un escenario hipotético donde se representan (en azul
intenso), las cuadriculas que corresponderian a la posible zona nucleo nueva y, que

orientativamente, englobaria a gran parte del Parque Natural de Tamadaba y Andén
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Figura 5.26. Zonificacion actual (arriba a la izquierda) en contraposicion a la zonificacion
hipotética de la RBGC, propuesta en base a los valores de PD discutidos y presentados en este
capitulo, y que incluye una posible “nueva zona nulcleo” marcada en azul oscuro (arriba a la
derecha). El grafico de dispersion de los valores de PD y TD ilustra la importancia de estas
cuadriculas de la zonificacion hipotética (marcadas en azul) para que las zonas nucleo alberguen
también los “valores naturales” asociados a la riqueza filogenético-floristica endémica del territorio
de la RBGC.

Por descontado, estas propuestas basadas en datos moleculares (Fig. 5.25y 5.26) y

sus posibles repercusiones deben ser discutidas en el Comité Cientifico de la RBGC
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antes de su eventual aplicacion. Ademas, cualquier iniciativa sobre la zonificacion del
territorio de la RBGC debe implicar la participacion de los diferentes actores politicos,
sociales o econdmicos que intervienen en sus otros érganos estructurales de gestion: el
Consejo de participacion ciudadana y en el Consejo Rector.

Considerando estos resultados conjuntamente, sostenemos que las variables
moleculares pueden aportar informacion valiosa (diversidad filogenética y diversidad
genética) con aplicaciones muy directas en la conservacion y gestién eficaz de cada una
de las especies que habitan un territorio.

Aun asi, debemos tener en cuenta que, en el futuro, se podra tener ain un
conocimiento mas completo de la biodiversidad presente en la RBGC, pues su abrupta
orografia hace que todavia existan areas insuficientemente conocidas (p. €j., zonas del
oeste). Es necesario pues incrementar la exploracion y el seguimiento del territorio de
Gran Canaria, pues algunas de las cuadriculas, ya analizadas, podrian contener mas
taxones endémicos que los que aparecen en el Banco de Datos de Biodiversidad de
Canarias. Un ejemplo reciente de que el aumento de la exploracién en la RBGC puede
llevar al hallazgo de nuevas especies, es el de la cueva de la montafia de Aslobas, entre
los barrancos de Tasarte y Tasartico. Aunque este macizo montanoso esta dentro de la
RBGC se encuentra en una zona que habia sido poco investigada. Gracias al proyecto
“Un mundo escondido: fauna hipogea de la RBGC” investigadores de la Sociedad
Entomoldgica Canaria Melansis, han descubierto en este tubo volcanico, el mas antiguo
del archipiélago canario, la presencia de dos nuevas especies de invertebrados
cavernicolas: Symploce sp. n. (una variedad de la pequefa cucaracha subterranea de

Gran Canaria) y un artrépodo de la familia de la cochinilla (Naranjo & Martin 2014).
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Conclusiones generales

-SOBRE LA APLICACION DE TECNICAS DE “DNA BARCODING” EN LA
IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA FLORA CANARIA

e A pesar de la gran incidencia de fendmenos inherentes a las islas oceanicas
(radiacion y/o hibridacion), que suponen un reto para los “codigos de barras”, se han
obtenido unos porcentajes de éxito en la identificacién de angiospermas (sin ningln
conflicto taxondmico), tanto endémicas de Canarias (75,38%) como de Macaronesia
(82,29 %), superiores a los alcanzados en otras floras de regiones no oceanicas del

planeta.

e El Unico criterio molecular complementario a la morfologia que proporciona
resolucion suficiente para la identificacion taxondmica de las especies de
angiospermas de la flora canaria es el basado en caracteres diagndstico (con
matk+rbcl), aunque en algunos linajes la discriminacidn molecular sea mas propicia

que en otros.

e La eficiencia de las regiones rbcL y matK en la identificacion molecular de la
flora canaria se corrobord con los altos niveles de diagndstico molecular alcanzados
para los endemismos de la RBGC analizados. Los Unicos géneros para los que no se
detectaron caracteres con valor diagndstico (Argyranthemum, Sonchusy Micromeria)

pertenecen a linajes de especiacion reciente o en los que ha habido hibridacion.
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e Nuestros resultados refuerzan la necesaria complementariedad de las variables
morfoldgicas y moleculares para la caracterizacion taxondmica de la flora canaria

endémica.

» Nuestras estimaciones de porcentajes de éxito en la discriminacion tienen que
ser consideradas provisionales; la adicion de nuevas muestras a nuestro conjunto de
datos puede o bien reducir el nimero de caracteres diagndstico por especie
(llevando, en dltima instancia, a una reduccién de nuestro porcentaje de éxito en

algunas comparaciones) o, en otros casos, revelar potenciales especies cripticas.

e La existencia de un “"DNA barcoding gap” no es un requisito necesario para la
correcta caracterizacion molecular de la flora canaria, de manera similar que en otros

organismos y contextos geograficos.

e Las dificultades técnicas encontradas en la amplificacion de matk representan un
incumplimiento claro de la universalidad subyacente a la definicion de "cddigo de
barras molecular". Sin embargo, en nuestra muestra de angiospermas, matk resolvio
muchos mas casos y detectd muchos mas caracteres diagndstico que rbcL. Por lo
tanto, todos los esfuerzos hacia la mejora de la universalidad en la amplificacion de

matK son muy necesarios.
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¢ A pesar de la alta tasa de éxito en la discriminacion obtenida con sodlo las dos
regiones “codigo de barras”, se necesitan otras regiones adicionales para resolver el
aproximadamente 20% de los casos, para los que no encontramos caracteres

diagndsticos.

e Dado que matK y rbcL son marcadores plastidiales y, por lo tanto, dan
informacion de la misma historia evolutiva se recomienda su combinacién con otras
regiones del ADN nuclear para aumentar el porcentaje de éxito en la identificacion de

las plantas endémicas canarias.

¢ La complementacién entre los identificadores moleculares suministrados por las
regiones matK'y rbcL y los caracteres morfoldgicos debe facilitar la elaboracion de
censos mas precisos de las angiospermas canarias, como base para desarrollar
futuras acciones estratégicas de gestiébn y conservacion de la flora de este

archipiélago.

-SOBRE LA DIVERSIDAD FILOGENETICA DE LA FLORA ENDEMICA DE LA RESERVA
DE LA BIOSFERA DE GRAN CANARIA

» La diversidad filogenética (PD) es un indicador cuantitativo, reproducible y fiable
que nos proporciona informacion comparativa que puede ser de valor instrumental

para la conservacion o gestion de la rica biodiversidad vegetal endémica de la RBGC.
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e La proteccidon de areas con maximos valores de PD y por tanto, representativas
de procesos evolutivos asociados a la flora canaria endémica, es la mejor estrategia
para garantizar la supervivencia de los endemismos vegetales canarios presentes en

la RBGC, frente a los cambios globales actuales.

e La deteccidén y la proteccién de "crisoles evolutivos" (areas evolutivamente
activas) puede ser importante para estrategias de proteccién de habitats, ya que en
ellos, se favorecen procesos bioldgicos que podrian dar lugar a la aparicion de

nuevos endemismos o0 eventos de radiacion en el futuro.

e Lo valores mas elevados de PD y TD asociados a la flora canaria endémica de la
RBGC, no se detectaron en las cuadriculas pertenecientes a las dos zonas nucleo de
su actual zonificacion. Por ello, para representar la maxima diversidad filogenética y
taxondmica asociada a su flora endémica, proponemos incluir una tercera zona
nicleo (que abarcaria gran parte del Parque Natural de Tamadaba y del Andén
Verde) y una ampliacion de la actual zona de amortiguacion, para que incluyera las
cuadriculas con elevados valores de PD, situadas al noreste y sureste, de la actual

RBGC.

* El incremento de la exploracion del territorio de la RBGC, en particular, y de Gran
Canaria, en general, especialmente en las zonas mas abruptas es fundamental, ya
que algunas de las cuadriculas analizadas en esta tesis podrian contener mas

taxones endémicos que los conocidos y descritos en la actualidad.
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Main conclusions

- ON THE APPLICABILITY OF “"DNA BARCODING” FOR THE IDENTIFICATION OF
THE ENDEMIC CANARIAN FLORA

> Despite the high incidence of phenomena inherent to oceanic islands
(radiation and/or hybridization) that posed a challenge to "DNA barcoding", our
proportions of success in the identification of either the Canarian (75.38%) and
Macaronesian (82.29%) endemic angiosperm taxa (with no taxonomic conflict), are

above the obtained in floras of non-oceanic regions of the world.

> Only a character-based discrimination criterion (with matk+rbcl) provides the
most useful approach to complement morphology in the taxonomical identification of
the Canarian endemic angiosperms, although in some lineages molecular

discrimination is more promising than in others.

» The efficiency of the regions rbcl and matK in the molecular identification of
the Canarian flora was supported by the high levels achieved for the molecular
diagnosis of the endemic plants from the RBGC analyzed. The only genera for which,
we did not detected diagnostic characters (Argyranthemum, Sonchus and
Micromeria) belong to lineages of recent speciation or for which hybridization may

have occurred.

» Our results reinforce the necessary complementarity of morphological and

molecular variables for the taxonomic characterization of the Canarian endemic flora.
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> Our estimates of success in the discrimination have to be considered tentative;
the addition of new samples to our dataset may either, reduce the number of
diagnostic characters per species (leading, ultimately, to a decrease in our success

percentage in some comparisons) or, in other cases, reveal putative cryptic species.

> A “"DNA barcoding gap” is not a necessary prerequisite for the correct
molecular identification of the Canarian flora, similarly, as found in other organisms

and geographical contexts.

» The technical difficulties found in the amplification of matK represent a glaring
breach of the universality requisite underlying “"DNA barcoding”. However, in our
sampling of angiosperms, matK clearly resolved many more cases, and offered many
more diagnostic characters than rbcl. Therefore, we believe that, every effort

towards the improvement of matK'*s amplification universality is greatly needed.

> Despite the high discrimination success rate obtained with only the two DNA
barcode regiones, additional regions are needed to resolve the approximately 20% of

cases, for which we did not find diagnostic characters.

» Since, matK and rbclL are plastidial markers and, therefore, both give
information of the same evolutionary history it is recommended to combined them
with other regions from the nuclear DNA, to increase the success rate in the

identification of the Canarian endemic plants.
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» The complementarity between molecular identifiers provided by matK and
rbcl and, the morphological characters should facilitate the development of more
accurate census of the Canarian angiosperms, as a base for developing future

strategic actions of management and conservation of the flora of this archipelago.

- ON THE PHYLOGENETIC DIVERSITY OF THE ENDEMIC FLORA OF THE
BIOSPHERE RESERVE OF GRAN CANARIA.

» The phylogenetic diversity (PD) is a quantitative, reproducible, and reliable
indicator that provides comparative information that may be of instrumental value,
for the conservation or management of the rich endemic plant biodiversity in the

RBGC.

> The protection of areas with maximum PD values, and therefore,
representative of evolutionary processes associated with the Canarian endemic flora
is the best strategy to ensure the survival of the Canarian endemic plants, present in

the RBGC, againts the current global changes.

» The detection and protection of “evolutionary melting pots” (evolutionary
active areas) may be important for habitat conservation strategies, because in them,
speciation processes that could lead to new endemic species or radiation events in

the future, are favoured.
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» The highest PD and TD values of the Canarian endemic flora, per quadrat of
the RBGC, were not detected in either central zones of its current zonification. To
include the maximum "“phylogenetic and taxonomic diversity” associated with the
RBGC’s endemic flora, as well as the natural values already represented in the
current zonification it is necessary to incorporate a large area of Tamadaba “s Natural
Park and Andén Verde as a third central zone, and also the enhancement of the
buffer zone to include the quadrats with high PD values, at northeast and southeast,

of its current limits.

» Increasing the exploration in the Biosphere Reserve, particularly, but also in
Gran Canaria, in general, especially in the more abrupt areas is essential since some
of the quadrats discussed in this thesis could contain more endemic taxa than the

ones currently known and described.
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ANEXOS-Cap. 4

Anexo I: Tabla S1. Taxones muestreados para este estudio con los nimeros de entrada a GenBank para las secuencias generadas de novo (ver
Demiurge, D-DNASE 89 y D-DNASE 90), los codigos del banco de ADN de la flora canaria (DNA bank-JBCVCSIC), las localidades donde se recolectd
el material vegetal (las siglas corresponden a las islas G: la Gomera, P: La Palma, T: Tenerife, C: Gran Canaria, F: Fuerteventura; M: Madeira y Az:
Azores). Se indican los cddigos de los pliegos depositados en los herbarios LPA (JBCVCSIC) y ORT (JAO).

GenBank . .

(rbel] matK) Taxones Localidades Islas Pliegos DNA bank
K1595589-90/ . o« .

K1747635-36 Apollonias barbujana (Cav.) Bornm. Hermigua G LPA 23442-23446 3952-53
K1595591-92/ . "

K1747637-38 Apolfonias ceballosii Svent. Vallehermoso G LPA 23347-23352 4000-01
83252232? Argyranthemum® broussonetii (Pers.) Humphries ssp. broussonetii  La Laguna T ORT 41138 5227
833522232/ Argyranthemum broussonetii ssp. gomerensis Humphries P.N.Garajonay G LPA 23200-23204 2555-56
KJ595598-99/ Argyanthemum callichryssum (Svent. ) Humphries P.N.Garajonay G ORT 41110, LPA 23119 3869,3907
K1747644-45

8335222/ Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip ssp. pumilum Humphries Andén Verde C LPA s/n 13251
K1595601-04/ *

Ki747647-50 “SParagus fallax Svent. Vallehermoso/Taganana G/T  LPA23247/ORT 41137 3886/5209
K1595605-06/ ) , )

K1747651-52 Bethencourtia rupicola (B. Nord.) B. Nord. Roque de la Zarcita G LPA 14678 2626-28
ggzsgg;égl Bystropogon or/'gan/fo/ius* L'Hér. var. origanifolius Vallehermoso/Chio G/T LPA 23294/ ORT 41130 2549/5215
KJ595611-12/ s . ,

K1747657-58 Bystropogon origanifolius L'Hér. var. palmensis Garafia P ORT 39047 5220
Egi?gégiﬁ/ Carex perraudieriana Gay ex Bornm. Vallehermoso/Los Tilos/Anaga G/P/T  LPA 23257/ORT46136/ORT41140 3891/5223/5224
g;zsgég:égl Chamaecytisus proliferus (L.f.) Link ssp. angustifolius” (Kuntz) Kunk. Roque de Agando/Las Cafiadas G/T ORT 41129 3877/ 5214
KJ595623-24/ Cistus chinamadensis ssp. gomerae” Bafiares & P. Romero Roque de Agando G LPA 23156-23158 3964-66

KJ747844-45
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GenbanK

Locali Isl Pli DNA bank

(rbcl] matk) 12XONes ocalidades slas Pliegos ba
K3595625-26/ . . S . X
K1747846-47 Cistus chinamadensis Bahares & P. Romero ssp. chinamadensis Anaga T ORT 39380 2584-86
K3595627-28/ . .
K1747669-70 Crambe™ gomerae Webb ex Christ ssp. gomerae Los Roques G LPA 23275 2588,2589
K3595629-30/ ..
K1747671-72 Crambe santosii Bramwell Vallehermoso G LPA 23275, 23279-23280 2542-44
K3595631-32/ . . i
K1747673-74 Crambe wildpretij Prina & Bramwell Lomo del Carretdn G LPA 23131/ORT 41103 3872
K3595633/ " . N
KI747675 Crambe sventenii Pett. ex Barmwell & Sunding Montafia de Los Cardones F ORT 25271 544
K3595634-37/ . . L ) .
K1747676-79 Erica canariensis Rivas-Mart. et al. in Rivas-Mart. Bailadero/San José de Los Llanos G/T LPA 23159/0ORT 41126 2579/5212
K3595640-43/ . « . . . .
K]747682-85 Erica platycodon (Webb & Berthel.) Rivas-Mart. et al. Mirador del Rejo/Cabezo del Tejo G/T LPA 23539/ ORT 41128 3875/5213
K1595644-45/ . X s
K1747686-87 Euphorbia® bourgeauana Gay ex Boiss. /in DC. Gulimar T ORT 46126 5211
K1595646-47/ , " )
KJ747688-89/ Euphorbia lambii Svent. Chorros de Epina G LPA 10247-10249 3876
KJ595648-51/ . s L )
K1747690-93 Euphorbia mellifera Aiton var. canariensis Boiss. Agulo/Cabezo del Tejo G/T LPA 23209-23210/ORT 46134  3906/5228
K3595653-58/ ok

Festuca agustinii Linding. Roque de Agando/Giimar/ Guayedra G/T/C  ORT 39253/ORT 46124 3882/5217/1321
K3747695-700
K3595659-62/ . X -
K1747701-04 Galium scabrum’ L. Roque de Agando/Monte Pulpito G/T ORT 41108/ORT 41160 5226/3885
g;zsggg:gg/ Geranium reuteri” Aedo & Mufioz-Garm. Chorros de Epina/Cabezo del Tejo  G/T LPA 23361/ORT 41139 3878/5225
K1595667-70/ . *
KI747709-12 Greenovia diplocycla Webb ex Bolle Roque de Agando/Barranco Dolores G/P ORT 33920/0ORT 46123 3874/5218
K1595671/ .
K17477 Greenovia aurea (C. Sm. ex Hornem.) Webb & Berthel. Barranco Oscuro C LPA 13308-13309 1366
EJJ;Q‘??Z;ZZ/ Heberdenia excelsa’ (Aiton) Banks ex DC. Valle de Gran Rey/ Teno G/T LPA 23321/0ORT 42933 3942/3705
K3595680-81/ . ok . , .

Ilex perado Aiton ssp. lopeZiifloi (G. Kunkel) Hansen & Sunding Ancon del Pajarito G LPA 19367-19368 421,2566

K1747721-22
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GenBank

Locali Isl Pli DNA bank

(rbcl| matK) Taxones ocalidades slas egos ba
K1595682-86/ . ) _
K1747723-28 Ilex perado ssp. platyphylla (Webb & Berthel.) Tutin P.N.Garajonay/Anaga G/T LPA 23479-23480/- 430/1P62
KJ595688-89/ L )
K1747729-30 Ilex canariensis Poir. Chorros de Epina G LPA 23580 3900,3972
ggz;ggggi/ Laurus novocanariensis Rivas-Mart. et al., Hermigua/Los Tilos de Moya G/C LPA 23228-23231/- 3933/696
Egi;gggzg Y' L olium canariense Steud. Lomo del Carretén/Icod/Tafira G/T/C  ORT41098/ORT42798/LPA2420 3883/5216/5159
K1595702-03/ . L , )
K1747743-44 Lolium edwardii H. Scholz et al. San Andrés y Sauces (Los Tilos) P ORT 45650 5221
K1595704-05/ . . .. )
K1747745-46 Micromeria® benthamii \Webb & Berthel. Pinar Inagua C LPA s.n. 1103,1108
K1595706-07/ ) . . " , o
K1747747-48 Micromeria varia Benth. ssp. canariensis P. Pérez Montafia de las Vueltas C - 1427-1451
K1595708-09/ ) . . x . . .
K1747749-50 Micromeria varia Benth. ssp. gomerensis P. Pérez Mirador del Rejo G ORT 41105 3879
KJ595710-11/ Micromeria varia Benth. ssp. rupestris (Webb & Berthel.) P. Pérez  Riscos del Saladillo F - 2283-2284
K3747751-52
KJ595714-16 ) .
K1747755-57 Morella faya (Aiton) Wilbur La Cancela G LPA 23311 6902,178-179
K1595717-18/ ) "
K1747758-59 Morella rivas-martinezii A. Santos & J. Herber Las Creces G - 2563-2564
K1595719-20/ * . o
K1747760-61 Ocotea foetens (Aiton) Baill. Montafia Quemada G LPA 23267-23270 3895-3917
K1595723-24/ e
K1747764-65 Parolinia” aridanae A. Santos Charco Verde P LPA 19432-19433 135
K1595725-28/ o ok . N
K1747766-69 Parolinia filifolia” Svent. ex G. Kunkel Tasartico/La Aldea/Inagua/Siberio  C -/LPA 10990/-/LPA 10989 136-141/182/183
K1595729-30/ . .
K1747770-71 Parolinia glabriuscula Montelongo & Bramwell Caldera de Bandama C LPA 19924-19926 130
K1595731-32/ L . .
K1747772-73 Parolinia intermedia Svent. & Bramwell Adeje/Guaza T LPA 10994 132/187
K1595733-36/ - * P

Parolinia ornata Webb Agaete/Mogan/Vicentillos/Sorrueda C LPA15814/LPA13853/LPA19928 131/137/138/139

K1747774-77
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Tabla S1 (continuacion-III)

GenBank

Locali Isl Pli DNA bank
(rbcl) matk) 12XONes ocalidades slas iegos ba
K3595737-38/ -
K1747778-79 Parolinia platypetala G. Kunkel Barranco de Guayadeque C LPA 11017-11019 134
KI595739-40/ Parolinia schizogynoides Svent. Barranco de Argaga G LPA 17042-17044/ORT 41099  140/3873
K3747780-81
K3595742-43/ . i . ) .
K1747783-84 Pericallis™ hansenii (G. Kunkel) Sunding Pista del Cura (P.N. Garajonay) G - 2623-2624
K3595744-45/ . "
Ki747785-86 ' ericallis steetzii (Bolle) B. Nord. La Meseta de Vallehermoso G LPA 23298-23299 2545-2546
K3595746-49/ . . x . )
K1747787-90 Picconia excelsa  (Aiton) DC. El Rejo/Barranco del Agua G/T LPA 23205, ORT 41122/- 3881/9515-9517
K3595678/ . . L .
K1747719 Pleiomeris canariensis (Willd.) A. DC. Monte del Agua (Teno) T LPA 29808-29809-29810 3715
K3595752-53/ s . )
K1747793-94 Polycarpaea divaricata (Aiton) Poir. Riscos de Guayedra C LPA 9406-9408 1318-1319
K3595754-55/ e ¥ s
K1747795-96 Polycarpaea latifolia Willd. El Cepo G LPA 23034 2527-2529
K3595758-61/ " '
KJ747799-802 Rubus gr. bollei Focke Raso de la Bruma/Bco. de la Mina  G/C LPA 23387-23388/LPA s.n. 3973-3974/727
K3595762/ L x ,
K1747803 Rubus gr. ulmifolius Schott Jandia F ORT 41538 975
K3595763/ . . .
K1747804 Rubus palmensis A. Hansen El Rejo (P.N. Garajonay) G LPA 26543-26546 5870
K3595764-65/ . .
KI747805-06 Ruta microcarpa Svent. Dam of Malagua (Hermigua) G LPA 23587-23594 2525-3927
K3595766-67/ . , .
KJ747807-08 Ruta oreojasme Webb & Berthel. San Bartolomé de Tirajana (Fataga) C LPA 24201-24205 1062-1066
K3595768-70/ . i
K1747809-11 Ruta pinnata L.f. Las Nieves (Sta. Cruz de La Palma) P ORT 46135 5219,7070
K3595771-78/ . ko . ) y
KJ747812-19 S@mbucus nigral. ssp. palmensis (Link in Buch) Bolli La Poyata/Los Tilos/Pijaral/Valleseco G/P/T/C LPA23465/-/LPA10350/LPA19333 2620/16060/101/51
K3595779-80/ . i
K1747820-21 Sideritis” gomerae Bolle ssp. gomerae Topo del Negrillo G - 2617-2618
KJ595781-82/ Sideritis /0t5y/(P|t.) Bornm. Roque de Agando G ORT 41119 3880

K1747822-23
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GenBank
Locali Isl Pli DNA k

(rbcl] matK) Taxones ocalidades slas iegos ban
K1595783-84/ — . . ) .
KJ747824-25  ~lene’ bourgeaui\Webb ex Christ. Camino del Roguillo (Vallehermoso) G LPA 10365-10366 2521-2522
K1595785-87/ . % .
K1747826-28 Silene lagunensis C. Sm. ex Link La Laguna T ORT 46125 5210
K1595788-89/ . * .
K1747829-30 Silene nocteolens Webb & Berthel. Montafia Blanca T LPA 19320-19322 2662-2623
K1595790-91/ " . . .
K1747831-32 Sonchus™ gomerensis Boulos El Rejo(P.N. Garajonay) G - 3871
K1595792-93/ . . . .
K1747833-34 Sonchus wildpretii U. Reifenb. & A. Reifenb. Ayamosna G ORT 41118 3870
K1595794-95/ . . X .
K1747835-36 Teline stenopetala Webb & Berth. ssp. pauciovulata (del Arco) del Al Los Roques (P.N. Garajonay) G LPA 23161-23163 2602-2604
K1595796-97/ ) ) * o . .
K1747837-38 Teline stenopetala ssp. microphylla (Pit. & Proust) del Arco El Rejo (P.N. Garajonay) G LPA 23534-23535 2605-2607
K1595798/ ) L )
K1747839 Teline rosmarinifolia Webb & Berthel. Pinar Inagua C LPA 29538 1105
K1595799-800/ ,,. R .
K1747840-41 Viola riviniana Rchb. Los Noruegos (Hermigua) G LPA 23176-23177 2530-2531

Taxones (poblaciones no canarias)
K1595741/ . -y . i

Diceratella elliptica (DC.) Jonsell Djebel Elba, Egypt - Herbario de Kadry Elsayed 159
K3747782
K1595679/ . , ) .
K1747720 Myrsine africana L. Caldeira do Faial Az - 6780
g?i?ggg’ Apollonias barbujana Bornm. Pomar da Rocha-Ribeira Brava M LPA 29121-29125 2675
K1595638-39/ . k. -
K1747680-81 Erfca canariensis Rivas-Mart. et al. Macizo Pico das Torres M LPA 29475 2772, 2784
K1595652/ . . . . -
K1747694 Euphorbia mellifera Aiton var. mellifera Macizo Pico das Torres M - 2765
K1595676-77/ . T .
K1747717-18 Heberdenia excelsa (Aiton) Banks ex DC. Laguna de Dona Beija M LPA 26773-26774 3779,H162
K1595694-95/ Laurus novocanariensis’ Rivas-Mart. et al. Ribeiro Frio, Levada do Furado M LPA 20849,20869-20870 3553,3585

KJ747735-36
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GenBank

(rbcL] matK) Taxones Localidades Pliegos DNA bank
K1595712-13/ . . . L,k . .

K1747753-54 Micromeria varia Benth. ssp. thymoides (Sol. ex Lowe) P. Pérez Pomar da Rocha-Ribeira Brava LPA 29087 2688,2757
K1595721-22/ - . N

Ki7a7762-63  Ocotea foetens (Aiton) Baill. Ribeiro Frio-Levada do Furado LPA 20866-20868 3583,3584
KJ595750-51/ . . . Lo

KI1747791-92 Picconia excelsa (Aiton) DC. Ribeiro Frio-Levada do Furado - 3600,3601
K1595756-57/ . _

K1747797-98 Rubus bollei Focke Pomar da Rocha -Vereda do Lajado - 2689,3738
K1595801-02/ ) A Lo

K1747842-43 Viola riviniana Rchb. Ribeiro Frio-Levada do Furado LPA 20835 3535,3536

+ =Géneros con siete 0 mas especies con-genéricas en Macaronesia. * =Casos taxondmicamente conflictivos.
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Anexo II: Tabla S2. Secuencias rbcl y matK que fueron descargadas desde GenBank para
este estudio. Se indican los nimeros de entrada o “accesion numbers”, el nombre de los

taxones y su distribucion (poblaciones macaronésicas o no).

N GenBank (rbcL|/ matK) Taxones Distribucién

1 AB029849/ AB029804 Asparagus cochinchinensis (Lour.)Mer. No macaronésico
2 Z37427/ AY840165 Origanum vulgare L. No macaronésico
3  GQ248560/ GQ248090 Carex lamprocarpa Phil. No macaronésico
4  FJ225874/ DQ093001 Cistus ladanifer ssp. africanus Dans. No macaronésico
5 Z70086/ AY386902 Cytisus scoparius (L.) Link No macaronésico
6  JIN893554/ IN896055 Crambe maritima L. No macaronésico
7  AF419823/ ESU61341 Erica sicula Guss. No macaronésico
8 HM84998/ HM850915 Euphorbia azorica Hochst. Azores

9 AJ784822/ F1395395 Festuca rubra L. No macaronésico
10 HM850019/ FJ395417 Galium mollugo L. No macaronésico
11 EU922353 /EU922315 Geranium palmatum Cav. No macaronésico
12 F1395601/ AF542607 Tlex aquifolium L. No macaronésico
13 HM850110/ HM850594 Laurus azorica (Seub.) Franco Azores

14 HM850132/ HM850533 Lolium perenne L. No macaronésico
15 AJ626757/ AY191715 Myrica gale L. No macaronésico
16 AM2350020/ JQ024978  Ocotea bullata (Burch.) E.Mey. No macaronésico
17 HM850241/ HM850668 Pericallis malvifolia (L'Her.) B.Nord. Azores

18 HM850258/ HM850981 Picconia azorica (Tutin) Knobl. Azores

19 EU676996/ EU749388 Rubus odoratus L. No macaronésico
20 HM850315/ HM850696 Rubus ulmifolius Schott No macaronésico
21 HM850326/ HM850606 Ruta chalepensis L. No macaronésico
22 SBURBCLA/ AF446898 Sambucus racemosa L. No macaronésico
23  AF501999/ HQ911543 Sideritis syriaca L. No macaronésico
24 SIPCPRUBIS/ F1589528 Silene gallica L. No macaronésico
25 HM850374/ HM850663 Sonchus tenerrimus L. No macaronésico
26 HM850467/ HM850936 Viola odorata L. No macaronésico
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Anexo III: Tabla S3. Distancias genéticas (distancias-p) entre las especies comparadas
dentro de este capitulo de tesis y calculadas con la aplicacion DNADISTv. 3.5c (Felsenstein,
1993) del programa BioEdit (Hall, 1999-2004).

TAXONES distancias
Apollonias barbujana G-Apollonias barbujanaMD matK 0,000
Apollonias ceballosii G-Apollonias barbujana G-matK 0,001
Apollonias ceballosii G-Apollonias barbujanaMD matK 0,001
Argyanthemum callichryssum G-Argyranthemumfrutescens C matK 0,006
Argyanthemum callichryssum G-Artemisia thusculaC DNABANK matK 0,031
Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensisG- Argyanthemum callichryssum G matK 0,011
Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensisG-Argyranthemumfrutescens C GENBANK matK 0,014
Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensisG-Artemisia thusculaC DNABANK matK 0,036
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT - Argyanthemum callichryssum G matK 0,011
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT - Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensisG 0,006
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT-Argyranthemumfrutescens C GENBANK matK 0,014
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT-Artemisia thusculaC DNABANK matK 0,036
Asparagus fallax G- Asparagus cochinchinensis GENBANK matK 0,000
Asparagus fallax G- Asparagus fallax T matK 0,001
Asparagus fallax T- Asparagus cochinchinensis GENBANK matK 0,001
BethencourtiarupicolaG- Pericallis hanseniiG matK 0,007
BethencourtiarupicolaG- Pericallis steetzii GmatK 0,008
Bystropogon origanifolius G - Bystropogon origanifolius P matk 0,000
Bystropogon origanifolius G -Origanum vulgare GENBANK- matK 0,018
Bystropogon origanifolius P- Origanum vulgare GENBANK- matK 0,018
Bystropogon origanifolius T - Bystropogon origanifolius P matK 0,000
Bystropogon origanifolius T- Origanum vulgare GENBANK- matK 0,018
Bystropogon origanifoliusG - Bystropogon origanifoliusT matK 0,000
Carex perraudieriana G-Carex perraudieriana P matK 0,009
Carex perraudieriana G-Carex perraudieriana T matK 0,000
Carex perraudieriana G-CarexlamprocarpaGENBANKmatK 0,010
Carex perraudieriana P -CarexlamprocarpaGENBANKmatK 0,010
Carex perraudieriana T -CarexlamprocarpaGENBANKmatK 0,010
Carex perraudieriana T-Carex perraudieriana P matK 0,009
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius G- Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius T 0,000
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius G- Chamaecytisus scopariusC DNABANK-matK 0,000
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius T- Chamaecytisus scopariusC DNABanK-matk 0,004
Cistus chinamadensis subsp. chinamadensis - Cistus ladanifer GENBANK matk 0,014
Cistus chinamadensis subsp. gomerae - Cistus ladanifer GENBANK matk 0,015
Cistus chinamadensis subsp. gomeraeG - Cistus chinamadensis ssp. chinamadensisG matK 0,000
Crambe gomeraeG- Crambe maritima GENBANK matK 0,017

Crambe gomeraeG- Crambe strigosaG matK 0,013
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TAXONES distancias
Crambe gomeraeG- Crambe sventeniiC DNABANK matK 0,017
Crambe strigosaG- Crambe maritima GENBANK matK 0,013
Crambe strigosaG- Crambe sventeniiC DNBANK matK 0,013
Crambe wildpretiiG - Crambe gomeraeG matK 0,013
Crambe wildpretiiG - Crambe strigosaG matK 0,008
Crambe wildpretiiG- Crambe maritima GENBANK matK 0,017
Crambe wildpretiiG- Crambe sventeniiC DNBANK matK 0,017
Erica arborea G-Erica arborea MD-matK 0,007
Erica arborea G-Erica arborea T-matK 0,002
Erica arborea G-Erica sicula GENBANK matK 0,033
Erica arborea MD-Erica arborea T-matK 0,009
Erica arborea MD-Erica sicula GENBANK matK 0,040
Erica arborea T-Erica sicula GENBANK matK 0,033
Erica platycodon G-Erica arborea G-matK 0,014
Erica platycodon G-Erica arborea MD-matK 0,021
Erica platycodon G-Erica arborea T-matK 0,016
Erica platycodon G-Erica platycodon T-matK 0,000
Erica platycodon G-Erica sicula GENBANK matK 0,035
Erica platycodon T- Erica arborea G-matK 0,014
Erica platycodon T-Erica arborea MD-matK 0,021
Erica platycodon T-Erica arborea T-matK 0,016
Erica platycodon T-Erica sicula GENBANK matK 0,035
Euphorbia borgueauanaT- Euphorbia azorica AZ GENBANK matK 0,024
Euphorbia lambiiG- Euphorbia borgueauanaT matK 0,001
Euphorbia lambiiG-Euphorbia mellifera canariensis G matK 0,043
Euphorbia lambiiG-Euphorbia mellifera canariensis T matK 0,043
Euphorbia lambiiG-Euphorbia mellifera MD matK 0,043
Euphorbia mellifera melliferaMD-Euphorbia azorica AZ GENBANK matK 0,046
Euphorbia mellifera canariensis G-Euphorbia azorica AZ GENBANK matK 0,046
Euphorbia mellifera canariensis G- Euphorbia borgueauanaT matK 0,044
Euphorbia mellifera canariensis G-Euphorbia mellifera canariensis T matK 0,000
Euphorbia mellifera canariensis G-Euphorbia mellifera MD matK 0,000
Euphorbia mellifera canariensis T- Euphorbia azorica AZ GENBANK matK 0,046
Euphorbia mellifera canariensis T- Euphorbia borgueauanaT matK 0,044
Euphorbia mellifera canariensis T-Euphorbia mellifera mellifera MD matK 0,000
Festuca agustinii C- Festuca rubraGENBANK-matK 0,003
Festuca agustinii G- Festuca agustinii C matk 0,002
Festuca agustinii G- Festuca agustinii Tmatk 0,000
Festuca agustinii G- Festuca rubraGENBANK- matK 0,001
Festuca agustinii T- Festuca agustinii C matk 0,002
Festuca agustinii T- Festuca rubraGENBANK- matK 0,001
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Tabla S3 (continuacion-II)

TAXONES distancias
Gallium rotundifolium G-Gallium mollugoGENBANK matK 0,032
Gallium rotundifolium G-Gallium scabrum T matK 0,001
Gallium scabrum T-Gallium mollugo GENBANK matK 0,015
Geranium reuteri G-Geranium palmatum GENBANK matK 0,003
Geranium reuteri G-Geranium reuteri T matK 0,001
Geranium reuteri T-Geranium palmatum GENBANK matK 0,002
Greenovia diplocycla G-Greenovia aurea C DNABanK-matk 0,016
Greenovia diplocycla G-Greenovia diplocycla P matK 0,002
Greenovia diplocycla P-Greenovia aurea C DNABanK-matk 0,016
Heberdenia excelsa G-Heberdenia excelsa MD-matk 0,000
Heberdenia excelsa G-Heberdenia excelsa T-matk 0,000
Heberdenia excelsa G-Myrsine africana AZ DNABANK matK 0,012
Heberdenia excelsa G-Pleiomeris canariensis T DNABANK matK 0,009
Heberdenia excelsa MD-Myrsine africana AZ DNABANK matK 0,012
Heberdenia excelsa MD-Pleiomeris canariensis T DNABANK matK 0,009
Heberdenia excelsa T-Heberdenia excelsa MD-matk 0,000
Heberdenia excelsa T-Myrsine africana AZ DNABANK matK 0,012
Heberdenia excelsa T-Pleiomeris canariensisT DNABANK matK 0,009
Ilex perado ssp. platyphylla G-Ilex perado ssp. lopezlilloi G-matk 0,000
Ilex perado ssp. platyphylla-Ilex aquifolium GENBANK matk 0,000
Ilex perado ssp. lopezlilloi-Ilex aquifolium GENBANK matk 0,000
Laurus cf. novocanariensis MD-Laurus azorica-AZ GENBANK-matK 0,002
Laurus novocanariensis G- Laurus azorica-AZ GENBANK-matK 0,002
Laurus novocanariensis G-Laurus cf. novocanariensis MD-matk 0,001
Lolium canariense C- Lolium edwardii P matk 0,003
Lolium canariense G - Lolium edwardii P matk 0,003
Lolium canariense G- Lolium canariense C matk 0,003
Lolium canariense G- Lolium canariense T matK 0,001
Lolium canariense T - Lolium edwardii P matk 0,001
Lolium canariense T- Lolium canariense C matk 0,000
Lolium canariense C-Lolium perenne AZ-GENBANK matK 0,004
Lolium canariense G-Lolium perenne AZ-GENBANK matK 0,004
Lolium canariense T-Lolium perenne AZ-GENBANK matK 0,003
Lolium edwardii P-Lolium perenne AZ-GENBANK matK 0,004
Micromeria varia ssp. canariensis C-Micromeria benthamii C DNABANK-matK 0,000
Micromeria varia ssp. canariensis C-Micromeria varia ssp. rupestris F matK 0,000
Micromeria varia ssp. canariensis C-Micromeria varia ssp. thymoides MD matK 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria benthamii C DNABANK -matK 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria varia ssp. canariensis C-matk 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria varia ssp. rupestris F matK 0,000

Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria varia ssp. thymoides MD matK 0,000
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Tabla S3 (continuacion-1IV)

TAXONES distancias
Micromeria varia ssp. rupestris F-Micromeria benthamii C DNABANK -matK 0,000
Micromeria varia ssp. thymoides MD-Micromeria benthamii C DNABANK -matK 0,000
Micromeria varia ssp. thymoides MD-Micromeria varia ssp. rupestris F matK 0,000
Myrica fayal G-Myrica gale GENBANK-matk 0,009
Myrica rivas-martineziil G-Myrica faya G-matk 0,004
Myrica rivas-martineziil G-Myrica gale GENBANK-matk 0,006
Ocotea foetens G-Ocotea bullata GENBANK-matK 0,000
Ocotea foetens G-Ocotea foetens MD-matK 0,001
Ocotea foetens MD-Ocotea bullata GENBANK-matK 0,000
Parolinia aridanae-Diceratella elliptica-E-DNABANK matK 0,020
Parolinia filifolia C-P. aridanae P-matk 0,000
Parolinia filifolia C-P. glabriuscula C-matk 0,000
Parolinia filifolia C-P. intermedia T-matk 0,000
Parolinia filifolia C-P. platypetala C-matk 0,003
Parolinia filifolia-Diceratella elliptica-E-DNABANK matK 0,020
Parolinia glabriuscula C-P. intermediaT-matk 0,000
Parolinia glabriuscula C-P. platypetalaC-matk 0,003
Parolinia glabriuscula -Diceratella elliptica-E-DNABANK matK 0,020
Parolinia glabriuscula -P. aridanae-matk 0,000
Parolinia intermedia -Diceratella elliptica-E-DNABANK matK 0,023
Parolinia intermedia -P. aridanae-matk 0,000
Parolinia intermedia T-P. platypetala C-matk 0,006
Parolinia ornata C-P. filifolia C-matk 0,003
Parolinia ornata C-P. glabriuscula C-matk 0,003
Parolinia ornate C-P. intermedia T-matk 0,003
Parolinia ornata C-P. platypetala C-matk 0,001
Parolinia ornata-Diceratella elliptica-E-DNABANK matK 0,023
Parolinia ornata-P. aridanae-matk 0,003
Parolinia platypetala-Diceratella elliptica-E-DNABANK matK 0,023
Parolinia platypetala-P. aridanae-matk 0,003
Parolinia schizogynoides-Diceratella elliptica-E-DNABANK matK 0,023
Parolinia schizogynoides G-P. aridanae P-matk 0,005
Parolinia schizogynoides G-P. filifolia C-matk 0,003
Parolinia schizogynoides G-P. glabriuscula C-matk 0,003
Parolinia schizogynoides G-P. intermedia T-matk 0,003
Parolinia schizogynoides G-P. ornate C-matk 0,005
Parolinia schizogynoides G-P. platypetala C-matk 0,006
Pericallis hansenii G-Pericallis malviflora AZ GENBANK matK 0,004
Pericallis steetzii G -Pericallis hansenii G matK 0,007
Pericallis steetzii G-Pericallismalviflora AZ GENBANK matK 0,007

Picconia excelsa G- Picconia azorica AZ GENBANK matK 0,003
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Picconia excelsa G- Picconia excelsa MD matk 0,000
Picconia excelsa MD- Picconia azorica GENBANK matK 0,003
Polycarpaea divaricata C- Polycarpaea latifoliaG matK 0,001
Rubus bollei C-Rubus bollei MD-matK 0,000
Rubus bollei C-Rubus gr bollei F-matK 0,000
Rubus bollei C-Rubus odoratus GENBANK-matK 0,017
Rubus bollei C-Rubus ulmifolius AZ GENBANK-matK 0,003
Rubus bollei G-Rubus bollei C-matK 0,000
Rubus bollei G-Rubus bollei MD-matK 0,000
Rubus bollei G-Rubus gr bollei F -matK 0,000
Rubus bollei G-Rubus odoratus GENBANK-matK 0,017
Rubus bollei G-Rubus ulmifolius AZ GENBANK-matK 0,003
Rubus bollei MD-Rubus odoratusGENBANK-matK 0,017
Rubus bollei MD-Rubus ulmifolius AZ GENBANK-matK 0,003
Rubus cf bollei F-Rubus bollei MD-matK 0,000
Rubus cf bollei F-Rubus odoratus GENBANK matK 0,017
Rubus cf bollei F-Rubus ulmifolius AZ GENBANK-matK 0,003
Ruta microcarpa G-Ruta chalepensis AZ GENBANK matk 0,032
Ruta microcarpa G-Ruta oreojasme C-matK 0,011
Ruta microcarpa G-Ruta pinnata P-matk 0,004
Ruta oreojasme C-Ruta chalepensis AZ GENBANK matK 0,032
Ruta oreojasme C-Ruta pinnata P-matk 0,007
Ruta pinnata P-Ruta chalepensis AZ GENBANK matK 0,027
Sambucus nigra subsp. palmensis C- Sambucus racemosa GENBANK matK 0,010
Sambucus nigra subsp. palmensis G - Sambucus nigra subsp. Palmensis C matk 0,004
Sambucus nigra subsp. palmensis G - Sambucus nigra subsp. Palmensis P-matk 0,004
Sambucus nigra subsp. palmensis G - Sambucus nigra subsp. Palmensis T-matk 0,004
Sambucus nigra subsp. palmensis G- Sambucus racemosa GENBANK matK 0,012
Sambucus nigra subsp. palmensis P - Sambucus nigra subsp. palmensisC matk 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis P- Sambucus racemosa GENBANK matK 0,010
Sambucus nigra subsp. palmensis T - Sambucus nigra subsp. palmensis C matk 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis T - Sambucus nigra subsp. palmensis P matk 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis T- Sambucus racemosa GENBANK matK 0,010
Senecio hermosae G-Pericallis malviflora AZ GenBank matK 0,006
Sideritis gomerae subsp. gomerae G- Sideritis syriaca GENBANK -matK 0,018
Sideritis gomerae subsp. gomerae G- Sideritis lotsyi G matK 0,002
Sideritis lotsyi G-Sideritis syriaca GENBANK-matK 0,020
Silene bourgueaui G -Silene lagunensis T matK 0,054
Silene bourgueaui G -Silene nocteolens T matk 0,050
Silene bourgueauiG-Silene gallica GENBANK matK 0,080
Silene lagunensis T-Silene gallica GENBANK matK 0,062
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Silene nocteolens T-Silene gallica GENBANK matK 0,063
Silene nocteolens T -Silene lagunensis T matK 0,004
Sonchus gonzalezpadroniiG-Sonchus tenerrimus AZ GENBANK matK 0,003
Sonchus willdpretii G- Sonchus tenerrimus AZ GENBANK matK 0,003
Sonchus willdpretii G-S. gomerensisG matK 0,000
Teline stenopetala ssp. microphylla G-Teline rosmanirifoliaC DNABank matK 0,016
Teline stenopetala ssp. pauciovulata G- Teline rosmanirifoliaC DNABank matK 0,016
Teline stenopetala ssp. pauciovulata G- Teline stenopetala ssp. microphylla G-matk 0,000
Viola riviniana G-Viola odorata AZ GENBANK matk 0,007
Viola riviniana G-Viola riviniana MD- matk 0,004
Viola riviniana MD-Viola odorata AZ GENBANK matk 0,006
Festuca agustinii C- Festuca rubra GENBANK rbcL 0,006
Apollonias barbujana G-Apollonias barbujana MD rbcL 0,000
Apollonias ceballosii G-Apollonias barbujana G-rbcL 0,000
Apollonias ceballosii G-Apollonias barbujana MD rbcL 0,000
Argyanthemum callichryssum G-Argyranthemumfrutescens C rbcL 0,000
Argyanthemum callichryssum G-Artemisia thuscula C DNABANK rbcL 0,016
Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensisG- Argyanthemum callichryssum G rbcL 0,000
Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensisG-Argyranthemum frutescensC rbcL 0,000
Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensisG-Artemisia thuscula DNABANK rbcL 0,016
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT - Argyanthemum callichryssum G rbcL 0,000
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT - Argyranthemum brosussonetii ssp. gomerensis

G 0,000
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT-ArgyranthemumfrutescensC rbcL 0,000
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetiiT-Artemisia thusculaC DNABANK rbcL 0,016
Asparagus fallax G- Asparagus cochinchinensis GENBANK rbcL 0,013
Asparagus fallax G- Asparagus fallax T rbcL 0,000
Asparagus fallax T- Asparagus cochinchinensis GENBANK rbcL 0,013
BethencourtiarupicolaG- Pericallis hanseniiG-rbcL 0,000
BethencourtiarupicolaG- Pericallis steetziiG-rbcL 0,003
Bystropogon origanifolius G - Bystropogon origanifolius P rbcL 0,000
Bystropogon origanifolius G - Bystropogon origanifolius T rbcL 0,000
Bystropogon origanifolius G - Origanum vulgare GENBANK- rbcL 0,002
Bystropogon origanifolius P-Origanum vulgare GENBANK- rbcL 0,002
Bystropogon origanifolius T - Bystropogon origanifolius P rbcL 0,000
Bystropogon origanifolius T- Origanum vulgare GENBANK- rbcL 0,002
Carex perraudieriana G-Carex perraudieriana P rbcL 0,002
Carex perraudieriana G-Carex perraudieriana T rbcL 0,002
Carex perraudieriana G-CarexlamprocarpaGENBANKrbcL 0,003
Carex perraudieriana P -CarexlamprocarpaGENBANKrbcL 0,003
Carex perraudieriana T -CarexlamprocarpaGENBANKrbcL 0,003
Carex perraudieriana T-Carex perraudieriana P rbcL 0,000
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Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius G- Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius T 0,001

Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius G- Chamaecytisus scopariusC DNABanK-rbcL 0,001
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius T- Chamaecytisus scopariusC DNABanK-rbcL 0,000
Cistus chinamadensis subsp. chinamadensis - Cistus ladanifer GENBANK rbcL 0,002
Cistus chinamadensis subsp. gomerae - Cistus ladanifer GENBANK rbcL 0,002
Cistus chinamadensis subsp. Gomerae G — Cistus chinamadensis ssp. chinamadensis G rbcL 0,000
Crambe gomerae G- Crambe maritima GENBANK rbcL 0,065
Crambe gomerae G- Crambe strigosa G rbcL 0,008
Crambe gomerae G-Crambe sventenii T- DNABANKrbcL 0,065
Crambe strigosa G- Crambe maritima GENBANK rbcL 0,031
Crambe strigosa G-Crambe sventenii T- DNABANKrbcL 0,031
Crambe wildpretii G - Crambe gomeraeG-rbcL 0,008
Crambe wildpretii G - Crambe strigosaG-rbcL 0,004
Crambe wildpretii G- Crambe maritima GENBANK rbcL 0,027
Crambe wildpretii G -Crambe sventenii T DNABANK -rbcL 0,027
Erica arborea G-Erica arborea MD rbcL 0,057
Erica arborea G-Erica arborea T rbcL 0,017
Erica arborea G-Erica sicula GENBANK rbcL 0,021
Erica arborea MD-Erica arborea T rbcL 0,062
Erica arborea MD-Erica sicula GENBANK rbcL 0,066
Erica arborea T-Erica sicula GENBANK rbcL 0,009
Erica platycodon G-Erica arborea G-rbcl 0,023
Erica platycodon G-Erica arborea MD-rbcl 0,068
Erica platycodon G-Erica arborea T-rbcl 0,010
Erica platycodon G-Erica platycodon T-rbcl 0,020
Erica platycodon G-Erica sicula GENBANK rbcL 0,005
Erica platycodon T-Erica arborea G-rbcl 0,027
Erica platycodon T-Erica arborea MD-rbcl 0,060
Erica platycodon T-Erica arborea T-rbcl 0,027
Erica platycodon T-Erica sicula GENBANK rbcL 0,023
Euphorbia borgueauana T- Euphorbia azorica AZ GENBANK rbcL 0,002
Euphorbia lambiiG- E. borgueauana T rbcL 0,000
Euphorbia lambii G-Euphorbia azorica AZ GENBANK rbcL 0,002
Euphorbia lambii G-Euphorbia mellifera canariensis G rbcL 0,012
Euphorbia lambii G-Euphorbia mellifera canariensis T rbcL 0,011
Euphorbia lambii G-Euphorbia mellifera MD rbcL 0,012
Euphorbia mellifera melliferaMD-Euphorbia azorica AZ GENBANK rbcL 0,014
Euphorbia mellifera canariensis G -Euphorbia mellifera melliferaMD rbcL 0,001
Euphorbia mellifera canariensis G-Euphorbia azorica AZ GENBANK rbcL 0,014
Euphorbia mellifera canariensis G-Euphorbia mellifera canariensis T rbcL 0,001

Euphorbia mellifera canariensis T- E. borgueauanaT rbcL 0,011
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Euphorbia mellifera canariensis T- Euphorbia azorica AZ GENBANK rbcL 0,013
Euphorbia mellifera canariensis T -Euphorbia mellifera mellifera MD rbcL 0,001
Euphorbia mellifera mellifera MD- E. borgueauanaT rbcL 0,012
Euphorbiamellifera canariensis G- E. borgueauanaT rbcL 0,012
Festuca agustinii G- Festuca agustinii C rbcL 0,005
Festuca agustinii G- Festuca agustinii T rbcL 0,001
Festuca agustinii G- Festuca rubra GENBANK- rbcL 0,002
Festuca agustinii T- Festuca agustinii C rbcL 0,006
Festuca agustinii T- Festuca rubra GENBANK- rbcL 0,002
Gallium rotundifolium G-Gallium mollugo GENBANK rbcL 0,012
Gallium rotundifolium G-Gallium scabrum T rbcL 0,000
Gallium scabrum T-Gallium mollugo GENBANK rbcL 0,012
Geranium reuteri G-Geranium reuteri T rbcL 0,002
Geranium reuteri T-Geranium palmatum GENBANK rbcL 0,006
Geranium reuteriG-Geranium palmatum GENBANK rbcL 0,008
Greenovia diplocycla G-Greenovia aureaC DNABanK-rbcL 0,001
Greenovia diplocycla G-Greenovia diplocycla P rbcL 0,000
Greenovia diplocycla P-Greenovia aurea C DNABanK-rbcL 0,000
Heberdenia excelsa G-Heberdenia excelsa MD-rbcl 0,000
Heberdenia excelsa G-Heberdenia excelsa T-rbcl 0,000
Heberdenia excelsa G-Myrsine africanaAZ DNABANK rbcL 0,013
Heberdenia excelsa G-Pleiomeris canariensisT DNABANK rbcL 0,012
Heberdenia excelsa MD-Myrsine africana AZ DNABANK rbcL 0,013
Heberdenia excelsa MD-Pleiomeris canariensisT DNABANK rbcL 0,012
Heberdenia excelsa T-Heberdenia excelsa MD-rbcl 0,000
Heberdenia excelsa T-Myrsine africana AZ DNABANK rbclL 0,013
Heberdenia excelsa T-Pleiomeris canariensisT DNABANK rbcL 0,012
Ilex perado ssp. lopezlilloi-Ilex aquifolium GENBANKrbcL 0,000
Ilex perado ssp. platyphylla G-Ilex perado ssp. lopezlilloiG-rbcL 0,007
Ilex perado ssp. platyphylla-Ilex aquifolium GENBANKrbcL 0,020
Laurus novocanariensis G-Laurus azorica-AZ GENBANK-rbcL 0,010
Laurus novocanariensis G-Laurus cf.novocanariensis MD-rbcL 0,001
Laurus novocanariensis MD-Laurus azorica-AZ GENBANK-rbcL 0,000
Lolium canariense C- Lolium edwardii P rbcL 0,000
Lolium canariense G - Lolium edwardii P rbcL 0,000
Lolium canariense G- Lolium canariense C rbcL 0,000
Lolium canariense G- Lolium canariense T rbcL 0,000
Lolium canariense T - Lolium edwardii P rbcL 0,000
Lolium canariense T- Lolium canariense C rbcL 0,000
Lolium canariense C-Lolium perenneGENBANK rbcL 0,002

Lolium canariense G-Lolium perenneGENBANK rbcL 0,002
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Lolium canariense T-Lolium perenneGENBANK rbcL 0,002
Lolium edwardii P-Lolium perenneGENBANK rbcL 0,002
Micromeria varia ssp. canariensis C-Micromeria benthamii C DNAbank-rbcl 0,000
Micromeria varia ssp. canariensis C-Micromeria varia ssp. rupestris F rbcL 0,000
Micromeria varia ssp. canariensis C-Micromeria varia ssp. thymoides MD rbcL 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria benthamii C DNABanK-rbcl 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria varia ssp. canariensis C-rbcl 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria varia ssp. rupestris F rbcL 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G-Micromeria varia ssp. thymoides MD rbcl 0,000
Micromeria varia ssp. rupestris F-Micromeria benthamii C DNABanK-rbcl 0,000
Micromeria varia ssp. thymoides MD-Micromeria benthamii C DNABanK-rbcl 0,000
Micromeria varia ssp. thymoides MD-Micromeria varia ssp. rupestris F rbcL 0,000
Myrica faya G-Myrica gale GENBANK-rbcL 0,004
Myrica rivas-martinezii G-Myrica faya G-rbcL 0,000
Myrica rivas-martinezii G-Myrica gale GENBANK-rbcL 0,004
Ocotea foetens G-Ocotea bullata GENBANK-rbcL 0,002
Ocotea foetens G-Ocotea foetens MD-rbcL 0,000
Ocotea foetens MD- Ocotea bullata GENBANK-rbcL 0,002
Parolinia aridanae-Diceratella elliptica-E-DNABANK rbcL 0,005
Parolinia filifolia C-P. aridanaeP-rbcl 0,000
Parolinia filifolia C-P. glabriusculaC-rbcl 0,000
Parolinia filifolia C-P. intermediaT-rbcl 0,000
Parolinia filifolia C-P. platypetalaC-rbcl 0,000
Parolinia filifolia-Diceratella elliptica-E-DNABANK rbcL 0,005
Parolinia glabriuscula C-P. platypetalaC-rbcl 0,000
Parolinia glabriuscula-Diceratella elliptica-E-DNABANK rbcL 0,005
Parolinia glabriuscula-P. aridanae-rbcl 0,000
Parolinia glabriuscula-P. intermedia-rbcl 0,000
Parolinia intermedia-Diceratella elliptica-E-DNABANK rbcL 0,005
Parolinia intermedia- P. aridanae-rbcl 0,000
Parolinia intermedia T-P. platypetala C-rbcl 0,000
Parolinia ornata C-P. filifolia C-rbcl 0,000
Parolinia ornata C-P. glabriuscula C-rbcl 0,000
Parolinia ornata C-P. platypetala C-rbcl 0,000
Parolinia ornata-Diceratella elliptica-E-DNABANK rbcL 0,005
Parolinia ornata-P. aridanae-rbcl 0,000
Parolinia ornata-P. intermedia-rbcl 0,000
Parolinia platypetala-Diceratella elliptica-E-DNABANK rbcL 0,005
Parolinia platypetala-P. aridanae-rbcl 0,000
Parolinia schizogynoides-Diceratella elliptica-E-DNABANK rbcL 0,005
Parolinia schizogynoides-P. aridanae-rbcl 0,000
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Parolinia schizogynoides-P. filifolia-rbcl 0,000
Parolinia schizogynoides-P. glabriuscula-rbcl 0,000
Parolinia schizogynoides-P. intermedia-rbcl 0,000
Parolinia schizogynoides-P. ornata-rbcl 0,000
Parolinia schizogynoides-P. platypetala-rbcl 0,000
Pericallis hansenii G-Pericallis malviflora AZ GENBANK rbcL 0,003
Pericallis steetzi G -Pericallis hansenii G-rbcL 0,003
Pericallis steetzii G-Pericallis malvifloraAZ GENBANK rbcL 0,000
Picconia excelsa G- Picconia azorica GENBANK rbcl 0,022
Picconia excelsa G- Picconia excelsa MD rbcl 0,043
Picconia excelsa MD- Picconia azorica GENBANK rbcl 0,002
Polycarpaea divaricata C- Polycarpaea latifoliaG rbcL 0,003
Rubus bollei C-Rubus odoratus GENBANK rbcL 0,005
Rubus bollei C- Rubus bollei MD rbcL 0,000
Rubus bollei C- Rubus cf bollei F rbcL 0,000
Rubus bollei C-Rubus ulmifolius AZ GENBANK rbcL 0,000
Rubus bollei G-Rubus bollei C-rbcL 0,000
Rubus bollei G-Rubus bollei MD rbcL 0,000
Rubus bollei G-Rubus gr bollei F rbcL 0,000
Rubus bollei G-Rubus odoratus GENBANK rbcL 0,005
Rubus bollei G-Rubus ulmifolius AZ GENBANK rbcL 0,000
Rubus bollei MD-Rubus odoratus GENBANK rbcL 0,005
Rubus bollei MD-Rubus ulmifolius AZ GENBANK rbcL 0,000
Rubus cf bollei F-Rubus bollei MD- rbcL 0,000
Rubus cf bollei F-Rubus odoratus GENBANK rbcL 0,005
Rubus cf bollei F-Rubus ulmifolius AZ GENBANK rbcL 0,000
Ruta microcarpa G-Ruta chalepensis AZ GENBANK rbcL 0,004
Ruta microcarpa G-Ruta oreojasme C-rbcl 0,002
Ruta microcarpa G-Ruta pinnata P-rbcL 0,001
Ruta oreojasme C-Ruta chalepensis AZ GENBANK rbcL 0,002
Ruta oreojasme C-Ruta pinnata P-rbcL 0,002
Sambucus nigra subsp. palmensis C- Sambucus racemosa GENBANK rbcL 0,008
Sambucus nigra subsp. palmensis G - Sambucus nigra subsp. palmensis P-rbcl 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis G - Sambucus nigra subsp. palmensis T-rbcl 0,002
Sambucus nigra subsp. palmensis G -Sambucus nigra subsp. palmensis C-rbcl 0,000
Sambucus nigra subsp. Palmensis G- Sambucus racemosa GENBANK rbcL 0,008
Sambucus nigra subsp. palmensis P - Sambucus nigra subsp. palmensisC-rbcl 0,000
Sambucus nigra subsp. Palmensis P- Sambucus racemosa GENBANK rbcL 0,008
Sambucus nigra subsp. palmensis T - Sambucus nigra subsp. palmensis C-rbcl 0,002
Sambucus nigra subsp. palmensis T - Sambucus nigra subsp. palmensis P rbcL 0,002

Sambucus nigra subsp. palmensis T- Sambucus racemosa GENBANK rbcL 0,009
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Senecio hermosae G-Pericallis malviflora AZ GENBANK rbcL 0,003
Sideritis gomerae subsp. gomerae G- Sideritis lotsyi G rbcL 0,001
Sideritis gomerae subsp. gomerae G- Sideritis syriaca GENBANK-rbcL 0,002
Sideritis lotsyi G-Sideritis syriaca GENBANK-rbcL 0,002
Silene bourgueaui G-Silene gallica GENBANK rbcL 0,010
Silene bourgueaui G-Silene lagunensis T rbcL 0,010
Silene bourgueaui G-Silene nocteolens T rbcL 0,009
Silene lagunensis T-Silene gallica GENBANK rbcL 0,014
Silene nocteolens T-Silene gallica GENBANK rbcL 0,015
Silene nocteolensT-Silene lagunensis T rbcL 0,002
Sonchus gonzalezpadronii G-Sonchus tenerrimus AZ GENBANK rbcL 0,004
Sonchus willdpretii G- Sonchus tenerrimus AZ GENBANK rbcL 0,004
Sonchus willdpretii G-S. gomerensisG-rbcL 0,000
Teline stenopetala ssp. microphylla G-Teline rosmanirifoliaC DNABANK rbcL 0,016
Teline stenopetala ssp. pauciovulata G- Teline rosmanirifoliaC DNABANK rbcL 0,005
Teline stenopetala ssp. pauciovulata G-Teline stenopetala ssp. microphylla G-rbcL 0,000
Viola riviniana G-Viola odorataAZ GENBANK rbcL 0,002
Viola riviniana G-Viola riviniana MD rbcL 0,000
Viola riviniana MD-Viola odorata AZ GENBANK rbcL 0,002
COMPARACIONES INTRA-ESPECIFICAS

Apollonias barbujana G-matK 0,001
Apollonias ceballosii G- matK 0,003
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetii-T matK 0,000
Argyranthemum broussonetii ssp. gomerensis-G matK 0,000
Argyranthemum callichryssum-G matK 0,000
Asparagus fallax G-matk 0,000
Asparagus fallax T-matk 0,000
Bystropogon origanifolius G- matK 0,000
Bystropogon origanifolius P- matK 0,000
Bystropogon origanifolius T- matK 0,000
Carex perraudieriana G- matK 0,000
Carex perraudieriana P- matK 0,003
Carex perraudieriana T- matK 0,000
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius G- matK 0,000
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius T- matK 0,000
Cistus chinamadensis subsp. chinamadensis- matK 0,000
Cistus chinamadensis subsp. gomerae- matK 0,001
Crambe gomerae- matK 0,000
Crambe strigosaG- matK 0,001
Crambe willdpretii- matK 0,000

Erica arborea G- matK

0,000
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Erica arborea MD- matK 0,001
Erica arborea T- matK 0,002
Erica platycodon G- matK 0,000
Erica platycodon T- matK 0,000
Euphorbia borgueauana T- matK 0,000
Euphorbia lambii G- matK 0,000
Euphorbia mellifera G- matK 0,000
Euphorbia mellifera MD- matK 0,000
Euphorbia mellifera T- matK 0,000
Festuca agustinii C- matK 0,001
Festuca agustinii G- matK 0,000
Festuca agustinii T- matK 0,000
Gallium scabrum G- matK 0,002
Gallium scabrum T- matK 0,000
Geranium reuteri G- matK 0,002
Geranium reuteri T- matK 0,000
Greenovia diplocycla G- matK 0,002
Greenovia diplocycla P- matK 0,001
Heberdenia excelsa G- matK 0,000
Heberdenia excelsa MD- matK 0,000
Heberdenia excelsa T- matK 0,000
Ilex perado ssp. lopezlilloi G- matK 0,000
Ilex perado ssp. platyphylla G- matK 0,000
Laurus novocanariensis G- matK 0,001
Laurus novocanariensis MD- matK 0,001
Lolium edwardii T- matK 0,000
Lolium grex canariense C- matK 0,003
Lolium grex canariense G- matK 0,000
Lolium grex canariense T- matK 0,000
Micromeria benthami C- matK 0,000
Micromeria varia ssp. canariensis C- matK 0,000
Micromeria varia ssp. gomerensis G- matK 0,000
Micromeria varia ssp. rupestris F- matK 0,000
Micromeria varia ssp. thymoides MD- matK 0,000
Myrica faya G- matK 0,004
Myrica rivas-martinezii G- matK 0,000
Ocotea foetens G- matK 0,000
Ocotea foetens MD- matK 0,002
Parolinia aridanae- matK 0,000
Parolinia filifolia- matK 0,000
Parolinia glabriuscula- matK 0,000
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TAXONES distancias
Parolinia intermedia- matK 0,000
Parolinia ornata- matK 0,002
Parolinia platypetala- matK 0,000
Parolinia schizogynoidesG- matK 0,007
Pericallis hansenii- matK 0,000
Pericallis steetzii- matK 0,000
Picconia excelsa G- matK 0,000
Picconia excelsa MD- matK 0,000
Polycarpaea divaricata C (cf)- matK 0,027
Polycarpea latifolia- matK 0,000
Rubus bollei C-rbcL 0,000
Rubus bollei F- matK 0,000
Rubus bollei G- matK 0,000
Rubus bollei MD- matK 0,000
Ruta microcarpa G- matK 0,000
Ruta oreojasme C- matK 0,000
Ruta pinnata-P- matK 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis C- matK 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis G- matK 0,004
Sambucus nigra subsp. palmensis P- matK 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis T- matK 0,000
Senecio hermosae- matK 0,000
Sideritis gomerae subsp. gomeraeG- matK 0,000
Sideritis lotsyiG- matK 0,000
Silene bourgueaui G- matK 0,000
Silene lagunensis T- matK 0,000
Silene nocteolens T matK 0,000
Sonchus gonzalez-padronii- matK 0,000
Sonchus willdpretii- matK 0,000
Teline stenopetala ssp. microphylla-matK 0,000
Teline stenopetala ssp. pauciovulata- matK 0,000
Viola riviniana G- matK 0,000
Viola riviniana MD- matK 0,000
Apollonias barbujana G-rbcL 0,000
Apollonias ceballosii G-rbcL 0,000
Argyranthemum broussonetii ssp. broussonetii-T rbcl 0,000
Argyranthemum broussonetii ssp. gomerensis-G rbcl 0,000
Argyranthemum callichryssum-G rbcL 0,000
Asparagus fallax G-rbcL 0,000
Asparagus fallax T-rbcL 0,000
Bystropogon origanifolius G-rbcL 0,000
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TAXONES distancias
Bystropogon origanifolius P-rbcL 0,000
Bystropogon origanifolius T-rbcL 0,000
Carex perraudieriana G-rbcL 0,004
Carex perraudieriana P-rbcL 0,000
Carex perraudieriana T-rbcL 0,000
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius G-rbcL 0,000
Chamaecytisus proliferus subsp. angustifolius T-rbcL 0,002
Cistus chinamadensis subsp. chinamadensisG-rbcL 0,000
Cistus chinamadensis subsp. gomeraeG-rbcL 0,000
Crambe gomeraeG-rbcL 0,004
Crambe strigosaG-rbcL 0,000
Crambe willdpretiiG-rbcL 0,000
Erica arborea G-rbcL 0,017
Erica arborea MD-rbcL 0,047
Erica arborea T-rbcL 0,002
Erica platycodon G-rbcL 0,000
Erica platycodon T-rbcL 0,018
Euphorbia borgueauana T-rbcL 0,000
Euphorbia lambii G-rbcL 0,000
Euphorbia mellifera G-rbcL 0,002
Euphorbia mellifera MD-rbcL 0,002
Euphorbia mellifera T-rbcL 0,000
Festuca agustinii C-rbcL 0,003
Festuca agustinii G-rbcL 0,000
Festuca agustinii T-rbcL 0,002
Gallium scabrum G-rbcL 0,000
Gallium scabrum T-rbcL 0,000
Geranium reuteri G-rbcL 0,002
Geranium reuteri T-rbcL 0,002
Greenovia diplocycla G-rbcL 0,006
Greenovia diplocycla P-rbcL 0,003
Heberdenia excelsa G-rbcL 0,000
Heberdenia excelsa MD-rbcL 0,000
Heberdenia excelsa T-rbcL 0,000
Ilex perado ssp. lopezlilloi G-rbcL 0,000
Ilex perado ssp. platyphylla G-rbcL 0,010
Laurus novocanariensis G-rbcL 0,002
Laurus novocanariensis MD-rbcL 0,000
Lolium edwardii T-rbcL 0,000
Lolium grex canariense C-rbcL 0,000

Lolium grex canariense G-rbcL 0,000
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Lolium grex canariense T-rbcL 0,000
Micromeria benthami C-rbcL 0,000
Micromeria varia ssp. canariensis C-rbclL 0,002
Micromeria varia ssp. gomerensisG-rbcL 0,000
Micromeria varia ssp. rupestris F-rbcL 0,000
Micromeria varia ssp. thymoides MD-rbcL 0,002
Myrica faya G-rbcL 0,000
Myrica rivas-martinezii G-rbcL 0,000
Ocotea foetens G-rbcL 0,000
Ocotea foetens MD-rbcL 0,000
Parolinia aridanaeP-rbcL 0,000
Parolinia filifoliaC-rbcL 0,000
Parolinia glabriusculaC-rbcL 0,000
Parolinia intermedia T-rbcL 0,000
Parolinia ornata C-rbcL 0,000
Parolinia platypetala C-rbcL 0,000
Parolinia schizogynoidesG-rbcL 0,000
Pericallis hansenii G-rbcL 0,000
Pericallis steetzii G-rbcL 0,000
Picconia excelsa G-rbcL 0,003
Picconia excelsa MD-rbcL 0,002
Polycarpaea cf. divaricata C -rbcL 0,000
Polycarpaea latifoliaG-rbcL 0,006
Rubus bollei C-rbcL 0,000
Rubus bollei F-rbcL 0,000
Rubus bollei G-rbcL 0,000
Rubus bollei MD-rbcL 0,000
Ruta microcarpaG -rbcL 0,000
Ruta oreojasme C-rbcL 0,000
Ruta pinnata-P-rbcL 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis C-rbcL 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis G-rbcL 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis P-rbcL 0,000
Sambucus nigra subsp. palmensis T-rbcL 0,002
Senecio hermosaeG-rbcL 0,000
Sideritis gomerae subsp. gomeraeG-rbcL 0,002
Sideritis lotsyiG-rbcL 0,000
Silene bourgueaui G-rbcL 0,000
Silene lagunensis T-rbcL 0,000
Silene nocteolens T-rbclL 0,000
Sonchus gonzalez-padroniiG-rbcl 0,000
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Sonchus willdpretii-rbcL 0,000
Teline stenopetala ssp. microphylla G-rbcL 0,000
Teline stenopetala ssp. pauciovulata G-rbcl 0,000
Viola riviniana G-rbcL 0,000

Viola riviniana MD-rbcL

0,000
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Anexo IV: Tabla S4. Numero total de especies por género presentes en Canarias (segun el
listado de Arechavaleta et a/. coord. 2010) Se indica el total de especies endémicas y nativas
distribuidas en Canarias respecto al niUmero de especies endémicas y nativas analizadas
dentro del capitulo 4 de esta tesis doctoral.

ENDEMICAS NATIVAS
GENUS TOTAL ANALIZADAS TOTAL ANALIZADAS

Apollonias
Argyrantemum
Asparagus
Bethencourtia
Bystropogon
Carex
Chamaecytisus
Cistus
Crambe
Erica
Euphorbia
Festuca
Galium
Geranium
Greenovia
Heberdenia
Tlex
Laurus
Lolium
Micromeria
Morella
Ocotea
Parolinia 6(
Pericallis
Picconia
Pleiomeris
Polycarpaea
Rubus
Ruta
Sambucus
Sideritis
Silene
Sonchus 21
Teline 18
Viola 3
(+1): Aungue la descripcion de £ aridanae Santos esta pendiente de publicacion (y por lo tanto no
esta incluida en la lista de Arechavaleta et al coord. 2010), esta especies se analizd en este

estudio.
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Anexo V: Articulo Jaén-Molina et al. 2014 (Molecular Ecology Resources)

Anexo VI: Articulo Jaén-Molina et al. 2010 ( Proyectos de investigacion en parques

nacionales 2006-2009)

NOTA: Estos Anexos solo han sido incluidos en la version digital de esta tesis
doctoral.
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Capitulo 5
Anexo VII: Listado de taxones incluidos y excluidos en el capitulo 5 de esta tesis.

1. ESPECIES EXCLUIDAS
Las siguientes especies se eliminaron de los listados obtenidos a partir de la base de
datos Atlantis 3.0 (Gobierno de Canarias, 2012) por el motivo detallado en cada

apartado:

a) Especies pertenecientes al grupo de los Pteridofitos (no se incluyeron en
esta tesis)

e Sinopteridaceae

Cheilanthes pulchella Bory & Willd.

 Dryopteridaceae

Dryopteris oligodonta (Desv.) Pic.-Serm.

b) Especies introducidas o de dudoso origen nativo en Gran Canaria

¢ Asteraceae

Asteriscus sericeus (L. f.) DC.

e Boraginaceae

Echium wildpretii Pearson ex Hook. f.

Echium horridum Batt.

e Fabaceae

Ononis serrata Forssk.

c) Especies no endémicas

Las siguientes especies aparecen en el Listado de la propuesta de la Reserva de La
Biosfera de Gran Canaria (Jiménez-Suarez et al. 2005) pero no son endémicas de
Canarias segun Arechavaleta et al. coord. (2010):

e Asteraceae

Tolpis glabrescens Kammer

e Boraginaceae

Myosotis discolor Pers. subsp. canariensis (Pit.) Grau
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¢ Caryophyllaceae

Bufonia paniculata F. Dubois ex Delarbre

¢ Cupressaceae

Juniperus turbinata subsp. canariensis (A.P. Guyot in Mathou & A.P. Guyot) Rivas-
Mart., Wildpret & P. Pérez

¢ Hypericaceae

Hypericum canariense L.

e Lamiaceae

Sideritis dendro-chahorra Bolle

e Lauraceae

Laurus novocanariensis Rivas-Mart., Lousa, Fern. Prieto, E. Dias, J.C. Costa & C.
Aguiar

e Plantaginaceae

Plantago coronopus L.

e Poaceae

Anisantha rubens L. subsp. kunkelif (H. Scholz) H. Scholz

Melica ciliata L. subsp. magnolii (Green & Godr.) K. Richt
Oropetium capense Stapf subsp. hesperidum (Maire) Marrero Rodr.
e Rhamnaceae

Rhamnus glandulosa Aiton

e Rosaceae

Bencomia caudata (Aiton) Webb & Berthel.

d) Especies no presentes en la zona delimitada por la RBGC

Especies citadas en la base de datos Atlantis (Gobierno de Canarias, 2012) pero no
incluidas en la zona delimitada por la RBGC segun datos de distribucién actualizados:
e Convallariaceae

Semele gayae (Webb) Svent. & G. Kunkel

e Rhamnaceae

Rhamnus crenulata Aiton
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¢ Hyacinthaceae
Scilla dasyantha Webb & Berthel.

NOTA: Tampoco se consideraron dentro de esta tesis, aquellas especies endémicas
de Macaronesia pero que no eran endémicas de Canarias como por ejemplo:

Jasminum odoratissimum L., Ilex canariensis Poir. 0 Persea indica (L.) C. K. Spreng).

2. ESPECIES INCLUIDAS

Las siguientes especies no estan recogidas en los listados de la propuesta de la RBGC
(Jiménez-Suarez et al, 2005) pero si se encuentran citadas en los listados de la base
de datos Atlantis (Gobierno de Canarias, 2012), por lo que las incluimos en los
estudios realizados dentro de este capitulo de tesis.

e Asteraceae

Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. subsp. canariae (Christ) Humphries
Pericallis hadrosoma (Svent.) B. Nord.

* Brassicaceae

Lobularia canariensis (DC.) L. Borgen subsp. canariensis

e Convallariaceae

Asparagus arborescens Willd.

e Cistaceae

Cistus horrens Demoly

Cistus ocreatus C. Sm. in L. von Buch

Helianthemum bystropogophyllum Svent.

Helianthemum inaguae Marrero Rodr., Gonzalez-Martin & Gonzalez-Artiles

e Convolvulaceae

Convolvulus floridus L. f.

e Fabaceae

Lotus tenellus (Lowe) Sandral, A. Santos & D.D. Sokoloff

e Lamiaceae

Sideritis guayedrae Marrero Rodr.
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¢ Plumbaginaceae

Limonium sventenii A. Santos & M. Fernandez
e Urticaceae

Gesnouinia arborea (L. f.) Gaudich.

Urtica stachyoides Webb & Berthel.

3. CONSIDERACIONES SOBRE NOMENCLATURA TAXONOMICA

a) Nombres invalidos segin la Taxonomia reciente.

e Caryophyllaceae

Bufonia calderae Chrtek & Krisa (= Bufonia paniculata F. Dubois ex Delarbre)
¢ Fabaceae

Lotus genistoides Webb. (= Lotus spartioides Webb & Berthel.)

b) Sinonimias y division de taxones (Nombre antiguo = Nombre(s) aceptado(s))
» Adoxaceae

Viburnum tinus subsp. rigidum (Vent.) P.Silva = Viburnum rigidum Vent.

e Asteraceae

Allagopappus dichotomus (L. fil) Cass. = Allagopappus canariensis (Willd.) Greuter
Sonchus leptocephalus Cass. = Atalanthus pinnatus (L. f.) D. Don

Sonchus arboreus DC. = Atalanthus arboreus (DC.) Sw.

Sonchus capillaris Svent. = Atalanthus capillaris (Svent.) A. Hansen & Sunding
Tanacetum ferulaceum (Webb) Sch.Bip. = Gonospermum ferulaceurm (Webb) Febles
Tanacetum oshanahanii Marrero Rodr., Febles & Suarez = Gonospermum oshanahanii
(Marrero Rodr., Febles & Suarez) Febles

Tanacetum ptarmiciflorum (Webb & Berth.) Sch.Bip. = Gonospermum ptarmiciflorum
(Webb) Febles

e Cistaceae

Cistus symphytifolius = taxon dividido en Cistus horrens Demoly y Cistus ocreatus C.
Sm. in L. von Buch

¢ Crassulaceae
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Aeonium manrigueorum Bolle = Aeonium arboreum (L.) Webb & Berthel. subsp.
arboreum

Aeonium virgineum Webb ex Christ en Bot. Jahrb. = Aeonium canariense (L.) Webb &
Berthel. subsp. virgineum (Webb ex Christ) Bafares

e Fabaceae

Lotus genistoides Webb. = Lotus spartioides Webb & Berthel

Lotus glaucus Dryand. var. leptophyllus Lowe, Lotus glaucus Dryand. var. villosus
Brand = Lotus tenellus (Lowe) Sandral, A. Santos & D.D. Sokoloff

Ononis serrata var. erecta Webb & Berthel. = Ononis serrata Forssk.

¢ Hypericaceae

Hypericum canariense L. var canariense = Hypericum canariense L.

e Plantaginaceae

Plantago aschersonii Bolle = Plantago coronopus L.

¢ Plumbaginaceae

Limonium preauxi (Webb & Berthel.) Kuntze = Limonium sventenii A. Santos & M.
Fernandez

e Poaceae

Melica canariensis Hempel = Melica ciliata L. subsp. magnolii (Green & Godr.) K. Richt
e Sapotaceae

Sideroxylon mirmulano Sol. ex Lowe = Sideroxylon canariensis T. Leyens, W. Lobin &
A. Santos
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ANEXO VIII: Tabla S5. Codificacion de los taxones endémicos de Canarias presentes en la
RBGC y considerados en este capitulo de tesis.

TAXON CODIGO
Adenocarpus foliolosus aa
Aeonium arboretum ab
Aeonium arboreum arboreum ac
Aeonium canariense ad
Aeonium canariense virgineum ae
Aeonium manrigueorum af
Aeonium percarneum ag
Aeonium simsii ah
Aeonium undulatum ai
Aeonium virgineum aj
Aichryson laxum ak
Aichryson pachycaulon al
Aichryson pachycaulon praetermissum am
Aichryson pariatorei an
Aichryson porphyrogennetos ao
Aichryson punctatum ap
Allagopappus canariensis aq
Allagopappus dichotomus ar
Allagopappus viscosissimus as
Andryala pinnatifida at
Andryala pinnatifida pinnatifida au
Andryala pinnatifida preauxiana aw
Arbutus canariensis ax
Argyranthemum adauctum ay
Argyranthemum adauctum canariense az
Argyranthemum adauctum gracile ba
Argyranthemum adauctum jacobaeifolium bb
Argyranthemum escarrei bc
Argyranthemum filifolium bd
Argyranthemum frutescens be
Argyranthemum frutescens canariae bf
Argyranthemum frutescens frutescens bg
Argyranthemum frutescens gracilescens bh
Argyranthemum frutescens pumilum bi
Argyranthemum lidii bj
Artemisia thuscula bk
Artemisia ramosa bl
Asparagus arborescens bm
Asparagus plocamoides bn
Asparagus umbellatus bp
Asparagus umbellatus umbellatus bq
Asteriscus graveolens br
Asteriscus graveolens stenophyllus bs

Atalanthus arboreus bt
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TAXON CODIGO
Atalanthus capillaris bu
Atalanthus pinnatus bw
Babcockia platylepis bx
Bencomia brachystachya by
Bosea yervamora bz
Bosea yerbamora ca
Bryonia verrucosa cb
Bupleurum salicifolium cd
Bupleurum salicifolium aciphyllum ce
Bystropogon canariensfs cf
Bystropogon origanifolius cg
Camptoloma canariense ch
Campylanthus salsoloides Ci
Canarina canariensis Cj
Carduus baeocephalus ck
Carduus baeocephalus baeocephalus cl
Carduus baeocephalus microstigma cm
Carduus clavulatus cn
Carex canariensis co
Carlina canariensis cp
Carlina texedae cr
Ceballosia fruticosa cs
Ceropegia fusca cu
Chamaecytisus proliferus cX
Chamaecytisus proliferus proliferus cy
Chamaecytisus proliferus meridionalis cz
Cheirolophus arbutifolius db
Cheirolophus falcisectus dc
Chrysoprenanthes pendula dd
Chrysoprenanthes pendula flaccida de
Chrysoprenanthes pendula pendula df
Cistus ocreatus dg
Cistus horrens dh
Cistus symphytifolius di
Convolvulus canariensis dj
Convolvulus caput-medusae dk
Convolvulus floridus dl
Convolvulus glandulosus dm
Convolvulus perraudieri dn
Convolvulus scoparius do
Crambe pritzelii dp
Crambe scoparia dq
Crambe tamadabensis dr
Dactylis smithii ds
Dactylis smithii smithii dt
Dendfriopoterium menendezii du
Dendriopoterium pulidoi dw
Descurainia artemisioides dx
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TAXON CODIGO
Descurainia preauxiana dy
Dorycnium broussonetii dz
Dracaena tamaranae ea
Dracunculus canariensis eb
Echium bonnetii ef
Echium callithyrsum eg
Echium decaisnei eh
Echium decaisnei decaisner ei
Echium onosmifolium €j
Echium onosmifolium onosmifolium ek
Echium onosmifolium spectabile el
Echium strictum em
Echium strictum strictum en
Echium triste €0
Echium triste triste ep
Erucastrum canariense eq
Erysimum albescens er
Euphorbia aphylla et
Euphorbia canariensis eu
Ferula linkii ew
Festuca agustinii ex
Forsskaolea angustifolia ey
Geranium reuteri ez
Globularia ascanii fa
Globularia sarcophylla fc
Gonospermum ferulaceum fd
Gonospermum oshanahanii fe
Gonospermum ptarmiciflorum ff
Greenovia aurea fg
Habenaria tridactylites fh
Helianthemum bystropogophy/lum fj
Helianthemum inaguae fk
Helianthemum tholiforme fl
Hypericum coadunatum fn
Hypericum reflexum fp
Isoplexis isabelliana fr
Juniperus cedrus ft
Juniperus cedrus cedrus fu
Kickxia pendula fx
Kickxia scoparia fy
Kleinia neriifolia fz
Lavandula bramwellii gb
Lavandula minutolii gc
Lavandula canariensis ad
Lavatera acerifolia ge
Limonium benmageci gf
Limonium preauxii ag
Limonium vigaroense gh
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TAXON CODIGO
Lobularia canariensis gi
Lobularia canariensis canariensis gj
Lobularia canariensis intermedia gk
Lobularia canariensis microsperma gl
Lotus callis-viridis gn
Lotus holosericeus go
Lotus spartioides ap
Marcetella moqguiniana aq
Maytenus canariensis gr
Micromeria benthamii gt
Micromeria helianthemifolia gu
Micromeria lanata gw
Micromeria leucantha gx
Micromeria pineolens gy
Micromeria tenuis gz
Micromeria tenuis linkii ha
Micromeria tenuis tenuis hb
Micromeria varia hc
Micromeria varia canariensis hd
Micromeria varia meridialis he
Monanthes brachycaulos hf
Neochamaelea pulverulenta hi
Olea cerasiformis hj
Ononis angustissima hk
Ononis angustissima angustissima hi
Ononis angustissima longifolia hm
Orchis canariensis ho
Pancratium canariense hp
Parolinia filifolia hqg
Parolinia ornata hr
Paronychia canariensis hs
Paronychia capitata ht
Paronychia capitata canariensis hu
Patellifolia webbiana hw
Pericallis tussilaginis hx
Pericallis webbii hy
Phagnalon umbelliforme ia
Phoenix canariensis ib
Pinus canariensis id
Plantago arborescens ie
Plantago arborescens arborescens if
Plantago asphodeloides ig
Plantago webbii ih
Plocama pendula ii
Poa pitardiana ij
Polycarpaea aristata ik
Polycarpaea divaricata il
Polycarpaea filifolia im
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TAXON CODIGO
Polycarpaea latifolia in
Pterocephalus dumetorus io
Reichardia ligulata ip
Reichardia crystallina iq
Reseda crystallina ir
Reseda scoparia is
Rubia fruticosa iu
Rubia fruticosa melanocarpa iw
Rumex lunaria iy
Ruta oreojasme iz
Salsola divaricata jb
Salvia canariensis jc
Schizogyne glaberrima jd
Scilla dasyantha je
Scilla haemorrhoidalis jf
Scrophularia calliantha ig
Seseli webbii jh
Sideritis dasygnaphala ji
Sideritis guayedrae ji
Sideritis sventenii jk
Sideroxylon mirmulano jl
Sideroxylon canariensis jm
Silene canariensis jn
Silene tamaranae jo
Solanum lidii ip
Sonchus acaulis jq
Sonchus arboreus jr
Sonchus brachylobus js
Sonchus canariensis jt
Sonchus canariensis canariensis ju
Sonchus congestus jw
Sonchus leptocephalus jXx
Sventenia bupleuroides jy
Tanacetum ferulaceum jz
Tanacetum oshanahanii ka
Tanacetum ptarmiciflorum kb
Teline microphylla kc
Teline rosmarinifolia kd
Teline rosmarinifolia eurifolia ke
Teline rosmarinifolia rosmarinifolia kf
Teucrium heterophyllum kg
Teucrium heterophyllum brevipilosum kh
Todaroa aurea ki
Todaroa aurea suaveolens Kj
Todaroa montana kk
Tolpis lagopoda kl
Urtica stachyoides km
Viburnum rigidum kn
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TAXON CODIGO
Viburnum tinus ko
Viburnum tinus rigidum kp
Vicia cirrhosa kq
Vicia filicaulis kr
Volutaria canariensis kt
Lotus tenellus ku
Limonium sventenii kw
Gesnouinia arborea kx
Oropetium capense hesperidum ky
Teline canariensis kz

Pericallis hadrosoma
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ANEXO IX: Tabla S6. Taxones analizados dentro del capitulo 5 de esta tesis doctoral y muestreados en la Reserva de la Biosfera de Gran
Canaria (RBGC). Se indica el cddigo de la alicuota de ADN depositada en el banco de ADN de la flora canaria (Vial Code) asi como la Localidad
(Municipio) donde fue recolectada. Los taxones del Anexo II que representan sinonimias no han sido incluidos en esta tabla.

N Vial CODE TAXONES POBLACION

1 12236-12238 Adenocarpus foliolosus ([Dryand. in] Aiton) DC. var. foliolosus Desde Llanos Ana Lopez a inicio Camino Roque Nublo (Tejeda)
2 1504-1506 Aeonium arboreum (L.) Webb & Berthel. ssp. arboreum Mesa Junquillo (Tejeda)

3 6856-6858 Aeonium canariense ssp. virgineum (Webb ex Christ) Bafiares Los Tilos (Moya)

4 1671-1673 Aeonium percarneum (R.P.Murr.) (Pit.& Proust) Cuesta de Silva (Guia)

5 13627-13629 Aeonium simsii (Sweet) (Stearn) Camaretas (San Mateo)

6 6859-6860 Aeonium undulatum (Webb & Berthel.) Los Tilos (Moya)

7 6964-6965 Aichryson laxum (Haw.) (Bramw.) Los Tilos (Moya)

8 13695-13696 Aichryson pachycaulon (Bolle) Barranco del Andén (Valleseco)

9 13697 Aichryson pachycaulon ssp. praetermissum Bramwell Barranco del Andén (Valleseco)

10 13573-13575 Aichryson pariatorei (Bolle) Fagagesto (Guia)

11 13218-13221 Aichryson porphyrogennetos (Bolle) Barranco de Moya (Moya)

12 13392-13395 Aichryson punctatum (C. Sm. ex Buch) Webb & Berthel. El Calero (San Mateo)

13 13229 Allagopappus canariensis (Willd.) Greuter Roque Bentayga (Tejeda)

14 12153-12155 Allagopappus viscosissimus (Bolle) Carretera de Tunte a Risco Blanco (Tirajana)

15 7363-7374- Andryala pinnatifida Aiton Andenes de Guayedra a Barranco Oscuro (Moya)
16 7379 Andryala pinnatifida ssp. preauxiana (Sch. Bip.) G. Kunkel Tenteniguada (Valsequillo)

17 8509-8510 Arbutus canariensis Veill. Barranco Oscuro (Moya)

18 1630-1631 Argyranthemum adauctum (Link) Humphries Barranco del Incienso y Andén Blanco (San Nicolas de Tolentino)
19 S2009-1050 Argyranthemum adauctum ssp. canarfense (Sch. Bip.) Humphries Barranco de las Magarzas (Tejeda)

20 2366 Argyranthemum adauctum ssp. gracile (Sch. Bip.) Humphries Montafia Faneque (Agaete)

21 106 Argyranthemum adauctum ssp. jacobaeifolium (Sch. Bip.) Humphries Barranco del Pinillo (Teror)

22 1632-1633 Argyranthemum escarref (Svent.) Humphries La Aldea (San Nicolas de Tolentino)

23 2357 Argyranthemum filifolium (Sch. Bip.) Humphries Cortadores (Barranco Arguineguin)

24 13515-13516 Argyranthemum frutescens (L.) Sch. Bip. En la base del Pico de La Atalaya (Guia)

25 13517 Argyranthemum frutescens ssp. canariae (Christ) Humphries San Felipe (Guia)
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26 1318 Argyranthemum frutescens ssp. pumilum Humphries En la base del Pico de La Atalaya (Guia)

27 4207-4208 Argyranthemum lidif Humphries Andén Verde (San Nicolas de Tolentino)

28 13371-13372 Artemisia thuscula Cav. Mesa Junquillo (Tejeda)

29 13396-13397 Artemisia ramosa C. Sm. /n Buch Barranco del medio Almud (Mogan)

30 13596-13600 Asparagus arborescens Willd. Caldera de Bandama (Las Palmas de Gran Canaria)

31 13350-13351 Asparagus plocamoides Webb ex Svent. La Agujereada (San Nicolas de Tolentino)

32 1730-1731 Asparagus umbellatus Link ssp. umbellatus Cuesta de Silva, Barranco del Calabozo (Guia)

33 11781-11782 Asteriscus graveolens ssp. stenophyllus (Link) Greuter Degollada de GuGuy-Playa de Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
34 B15150 Atalanthus capillaris (Svent.) A. Hansen & Sunding Amagro (Galdar)

35 13343-13346 Atalanthus pinnatus (L. f.) D. Don Los Caideros, sobre la Cta. de Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
36 7786-7792-7796 Babcockia platylepis (Webb) Boulos Morro de Pajonales. Inagua (Tejeda)

37 3867 Bencomia brachystachya Svent. ex Nordborg Riscos Tirajana. (San Bartolomé de Tirajana)

38 13386-13389 Bosea yervamora L. Ctra. de la Calzada (Las Palmas de Gran Canaria)

39 1733 Bryonia verrucosa Dryand. Cuesta de Silva, Barranco del Calabozo (Guia)

40 12679-12680 Bupleurum salicifolium ssp.aciphyllum (Webb ex Parl.) Sunding & G. Kunkel  Desde el Sao a Hotel Guayarmina (Agaete)

41 8650-8652 Bystropogon canariensis (L.) L™ Hér. Finca de Samso (Moya)

42 6638-6639 Bystropogon origanifolius L™ Hér. Barranco de La Laja, los Azulejos (Mogan)

43 13590-13592 Camptoloma canariense (Webb & Berthel.) Hilliard Montaria de Almagro (Galdar)

44 12424-12425 Campylanthus salsoloides (L. f.) Roth Ctra. de Fataga a Ayagaures (San Bartolomé de Tirajana)

45 7410-7424-7423 Canarina canariensis (L.) Vatke Andenes de Guayedra a Barranco Oscuro (Moya)

46 11023 Carduus baeocephalus Webb Cuesta de Silva (Guia)

47 11023B Carduus baeocephalus ssp. baeocephalus Cuesta de Silva (Guia)

48 11024 Carduus baeocephalus microstigma v. Gaisberg & Wagenitz Andén Verde (San Nicolas de Tolentino)

49 10282 Carduus clavulatus Link Camino a Los Roquetes (San Mateo)

50 3891-3892 Carex canarifensis Kuk. Bco. de La Virgen (Valleseco)

51 11821-11823 Carlina canariensis Pit. Degollada de GuGuy-Playa de Tasartico (San Nicolds de Tolentino)
52 12301-12303 Carlina texedae Marrero Rodr. Ctra. Cruz de San Antonio (Tejeda)

53 13253-13255 Ceballosia fruticosa (L. f.) G. Kunkel Ayagaures (San Bartolomé de Tirajana)
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54 13561-13562 Ceropegia fusca Haw. Montaria de Almagro (Galdar)

55 12319-12321 Chamaecyftisus proliferus (L. f.) Link Ctra. Cruz de San Antonio (Tejeda)

56 234-23476 Chamaecytisus proliferus ssp. meridionalis Acebes Cortadores (Barranco Arguineguin)

57 12691-12698 Cheirolophus arbutifolius (Svent.) G. Kunkel Desde el Sao a Hotel Guayarmina (Agaete)

58 13417-13420 Cheirolophus falcisectus Montelongo & Moraleda Degollada de AguaSabina- Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
59 12763 Chrysoprenanthes pendula (Sch. Bip.) Bramwell Camino del Sao a Presa de los Pérez (Agaete)

60 B15174-15183 Chrysoprenanthes pendula ssp. flaccida (Svent.) Bramwell El Sao (Agaete)

61 11995-11999 Cistus horrens Demoly Ctra. Ayacata a Chira (San Bartolomé de Tirajana)

62 12840-12842 Cistus ocreatus C. Sm. in L. von Buch Ctra. circular Artenara-Tamadaba (Artenara)

63 2506-2508 Convolvulus canarifensis L. Los Tilos (Moya)

64 6715-6716 Convolvulus caput-medusae Lowe Tufia (Telde)

65 12571/12590 Convolvulus floridus L. Desde el Sao a Hotel Guayarmina (Agaete)

66 1142-1144 Convolvulus glandulosus (Webb) Hallier f. Barranco de los Gallegos, Amurga (San Bartolomé de Tirajana)
67 2336-2336 Convolvulus perraudieri Coss. Cortadores, Barranco Arguineguin (Mogan)

68 13428-13430 Convolvulus scoparius L. f. La Filipina, Barranco de Arguineguin (Mogan)

69 8662-8664 Crambe pritzelif Bolle in A. Braun Bco. del Pagador, Azuaje (Moya)

70 8692-8694 Crambe scoparia Svent. Pefiones del Amo (San Nicolas de Tolentino)

71 8703-8705 Crambe tamadabensis Prina & Marrero Rodr. Andenes de La Brefia-A. de La Tortolita (San Nicolas de Tolentino)
72 9934 Dactylis smithii Link. ssp. smithii Amagro (Galdar)

73 12726-12728 Dendriopoterium menendezii Svent. Camino del Sao a Presa de los Pérez (Agaete)

74 13359-13361 Dendriopoterium pulidoi Svent. ex Bramwell Pefiones del Amo (San Nicolas de Tolentino)

75 2380 Descurainia artemisioides Svent. Guayedra, andén de los Tomillos (Agaete)

76 13422-13424 Descurainia preauxiana (Webb) O. E. Schulz Degollada de Agua Sabina-Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
77 7965-7967 Dorycnium broussonetii (Choisy ex Ser. in DC.) Webb & Berthel. Degollada de GuGuy (San Nicolas de Tolentino)

78 3668-3669 Dracaena tamaranae Marrero Rodr,, Aimeida-Pérez & Gonzalez-Martin Tagoror Jardin Botanico Viera y Clavijo (Las Palmas de GC.)

79 8416-8417 Dracunculus canariensis Kunth El Hornillo-Fagagesto, después de la Presa de los Pérez (Agaete)
80 12772-12773 Echium bonnetii Coincy Camino del Sao a Presa de los Pérez (Agaete)

81 11963-11965 Echium callithyrsum Webb ex Bolle Ctra. Ayacata a Chira (San Bartolomé de Tirajana)
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82 12064-12066 Echium decaisnei Webb Circular Camino Roque Nublo-La Culata-La Goleta (Tejeda)
83 705 Echium decaisnei ssp. decaisnei Montafia de Amagro (Galdar)

84 12001-12003 Echium onosmifolium \Webb Ctra. Ayacata a Chira (San Bartolomé de Tirajana)

85 702 Echium onosmifolium ssp. onosmifolium Los Lajiales (Tirajana)

86 PO04 Echium onosmifolium ssp. spectabile G. Kunkel Degollada de Tasartico (San Nicolas de Tolentino)

87 7360-7361 Echium strictum L. f. Andenes de Guayedra a Barranco Oscuro (Moya)

88 708 Echium strictum ssp. strictum Bco. de Los Tilos (Moya)

89 JA34 Echium triste Svent. Playa Tasartico (San Nicolas de Tolentino)

90 GB138 Echium triste ssp. triste Playa Tasartico (San Nicolas de Tolentino)

91 13607-13608 Erucastrum canariense Webb & Berthel. Cuesta de Silva (Guia)

92 12082-12093 Erysimum albescens (Webb & Berthel.) Bramwell Circular Camino Roque Nublo-La Culata-La Goleta (Tejeda)
93 7661-7663 Euphorbia aphylla Brouss. ex Willd. Playa del Risco (Agaete)

94 13469-13471 Euphorbia canariensis L. La Cardonera, Valle de Agaete (Agaete)

95 13006/12259 Ferula linkii Webb Desde Llanos Ana Lopez a inicio Camino Roque Nublo (Tejeda)
96 1346 Festuca agustinii Linding. Encima de los Riscos de Guayedra (Agaete)

97 11757-11759 Forsskaolea angustifolia Retz. Degollada de GuGuy-Playa de Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
98 2376 Geranium reuteri Aedo & Mufioz Garm. Guayedra, barranco de Los Palos Blancos (Agaete)

99 13689-13692 Gesnouinia arborea (L.) Gaud. Barranco del Andén (Valleseco)

100 23382340 Globularia ascanii Bramwell & G. Kunkel Cortadores, Barranco Arguineguin (Mogan)

101 JA38 Globularia sarcophylla Svent. Entre Cafiadon Sombrio y del Jierro (Galdar)

102 13632-13635 Gonospermum ferulaceurn (Webb) Febles Subida al Camping de Temisas (Aglimes)

103 13309-13310 Gonospermum oshanahanii (Marrero Rodr., Febles & Suarez) Febles Riscos de Guayedra (Agaete)

104 1656 Gonospermum ptarmiciflorum (Webb) Febles Barranco de Tirajana (San Bartolomé de Tirajana)

105 1366-1367 Greenovia aurea (C. Sm. ex Hornem.) Webb & Berthel Barranco Oscuro, Camino desde Riscos de Guayedra (Agaete)
106 13530-13531 Habenaria tridactylites Lindl. cerca del Barranco de los Cabucos, El Sao (Agaete)

107 7702-7705 Helianthemum bystropogophyllum Svent. Montafia de los Hornos. Inagua. (San Nicolds de Tolentino)
108 13304-13305 Helianthemum inaguae Marrero Rodr., Gonzalez-Martin & Gonzalez-Artiles Montafia de Los Hornos, Inagua (San Nicolas de Tolentino)
109 13680-13685 Helianthemum tholiforme Bramwell, J. Ortega & B. Navarro Faneque (Agaete)
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110 13335-13339
111 8404-8405
112 6721-6722
113 4110-4111
114 13638-13640
115 13636-13637
116 13476-13478
117 6640-6641
118 8362-8363
119 13398-13401
120 13363-13364
121 13214-13215
122 1138-1139
123 7610-7627

124 13378
125 13674
126 654

127 12310/12313/12315
128 12636-12638
129 2244

130 1529-1530
131 7348-7349
132 12864-12867
133 1160-1161
134 6633-6635
135 7553-7554
136 12824-12827
137 12559-12561

Hypericum coadunatum C. Sm. ex Link

Hypericum reflexum L. f.

Isoplexis isabelliana (Webb & Berthel.) Masf.

Juniperus cedrus \Webb & Berthel. ssp. cedrus

Kickxia pendula (G. Kunkel) G. Kunkel

Kickxia scoparia (Brouss. ex Spreng.) G. Kunkel & Sunding
Kleinia neriifolia Haw.

Lavandula bramwellii Upson & S. Andrews

Lavandula canariensis Mill.

Lavandula minutolii Bolle

Lavatera acerifolia Cav.

Limonium benmageci Marrero Rodr. in Marrero Rodr. & Almeida
Limonium sventenii A. Santos & M. Fernandez

Limonium vigaroense Marrero Rodr. & Almeida

Lobularia canariensis (DC.) L. Borgen ssp. canariensis
Lobularia canariensis (DC.) L. Borgen ssp. microsperma L. Borgen
Lotus callis-viridis Bramwell & D. H. Davis

Lotus holosericeus \Webb & Berthel.

Lotus spartioides Webb & Berthel.

Lotus tenellus (Lowe) Sandral, A. Santos & D.D. Sokoloff
Marcetella moquiniana (Webb & Berthel.) Svent

Maytenus canariensis (Loes.) G. Kunkel & Sunding
Micromeria benthamii Webb & Berthel.

Micromeria helianthemifolia Webb & Berthel.

Micromeria lanata (C. Sm. ex Link) Benth.

Micromeria leucantha Svent. ex P. Pérez

Micromeria pineolens Svent.

Micromeria tenuis (Link) Webb & Berthel.

La umbria de la Cresta, bajo Montafién Negro (Galdar)

El Hornillo- Fagagesto, después de la Presa de los Pérez (Agaete)
Barranco de las magarzas, Inagua (Tejeda)

Montafia del Cedro, Macizo de GuGuy (San Nicolas de Tolentino)
Barranco de Guayadeque (Ingenio)

Subida al Camping de Temisas (Agliimes)

Barranco de los Frailes (Mogan)

Degollada de Tasartico (San Nicolas de Tolentino)

Puente en el camino de San Mateo hacia Tenteniguada (Valsequillo)
Barranco del medio Almud (Mogan)

Mesa Junquillo (Tejeda)

Andenes de las Arenas, Punta La Aldea (San Nicolas de Tolentino)
Barranco de los Gallegos, Amurga (San Bartolomé de Tirajana)
Barranquillo de Las Magarzas (Inagua)

Ctra. Aldea-Presa del Paralillo-Mesa del Junquillo (Tejeda)

Alto del Confital, La Isleta (Las Palmas de Gran Canaria)

Andén Verde (San Nicolads de Tolentino)

Pilancones (San Bartolomé de Tirajana)

Canadon del Jierro (Galdar)

Andén Verde, Punta Géngora (San Nicolas de Tolentino)

Mesa Junquillo (Tejeda)

Pefiones del Amo (San Nicolas de Tolentino)

Ctra. circular Artenara-Tamadaba (Artenara)

Barranco de los Gallegos, Amurga (San Bartolomé de Tirajana)
Barranco de La Laja, los Azulejos (Mogan)

Pefiones del Amo (San Nicolas de Tolentino)

Ctra. circular Artenara-Tamadaba (Artenara)

Ctra. desde Artenara a La Aldea (San Nicolas de Tolentino)
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138 12655-12656 Micromeria tenuis ssp. linkii (\Webb & Berthel.) P. Pérez Ctra. desde Fontanales a Artenara (San Nicolas de Tolentino)
139 12673-12674 Micromeria varia Benth. Camino desde Don Pedro a Tamadaba
140 1427 Micromeria varia ssp. canariensis P. Pérez Montaiia de las Vueltas, ctra. a El Sao (Agaete)
141 S2009 Micromeria varia ssp. meridialis P. Pérez Montafia de La Gorra (San Bartolomé de Tirajana)
142 13441-13443 Monanthes brachycaulos (Webb in Webb & Berthel.) Lowe Los Jediondos, degollada de Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
143 4805-4806 Neochamaelea pulverulenta (Vent.) Erdtman Cruce de Tasarte (San Nicolas de Tolentino)
144 8189-8191 Olea cerasiformis Rivas-Mart. & del Arco Camino a Bandama, El Cabezo (Las Palmas de Gran Canaria)
Inmediaciones de la degollada de Tasartico (San Nicolas de
145 13444-13445 Ononis angustissima Lam. Tolentino)
146 12667-12668 Ononis angustissima (Lam.) ssp. angustissima Camino desde Don Pedro a Tamadaba
Ononis angustissima (Lam.) ssp. /longifolia (Brouss. ex Willd.) (Forther &
147 11854-11856 Podlech) Cruce de Tasartico-Degollada de GuGuy (San Nicolas de Tolentino)
148 13553-13554 Orchis canarfensis Lindl. Inmediaciones Pinos de Galdar (Galdar)
149 1446/1450 Pancratium canariense Ker-Gawl. Montafa de las Vueltas, ctra. a El Sao (Agaete)
150 4089 Parolinia filifolia G. Kunkel Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
151 12460-12461 Parolinia ornata Webb Ctra. de Arguineguin a Soria (Mogan)
152 8273-8274 Paronychia canariensis (L. f.) Juss Barranco de Carpinteras (Valleseco)
153 13652 Paronychia capitata (L.) Lam. ssp. canariensis (Chaudhri) Sunding Barranco de Guayedra (Agaete)
154 13449-13451 Patellifolia webbiana (Moq.) A. J. Scott, Ford-Lloyd & J. T. Williams Las Coloradas, La Isleta (Las Palmas de Gran Canaria)
155 8123-8126 Pericallis tussilaginis (L* Hér.) D. Don /n Sweet Montafia de Tirma (Galdar)
156 GC3085-GC3086 Pericallis hadrosoma (Svent.) B. Nord. Roque Sardina (San Mateo)
157 13542-13544 Phagnalon umbelliforme DC. Montaria de Almagro (Galdar)
158 987-989 Phoenix canarfensis Chabaud Acusa Verde (Artenara)
159 7714-7715 Pinus canariensis Chr. Sm.ex DC. Pinos de Galdar (Galdar)
160 11756-11757 Plantago arborescens Poir. spp. arborescens Cruce de Tasartico-Degollada de GuGuy (San Nicolas de Tolentino)
161 11032-11034 Plantago asphodeloides Svent. Montaria de Almagro (Galdar)
162 13234-13235 Plantago webbii Barnéoud Roque Bentayga (Tejeda)
163 11800-11803 Plocama pendula Aiton Cruce de Tasartico (San Bartolomé de Tolentino)
164 LPAPOA Poa pitardiana H. Scholz San Mateo a Tenteniguada (Valsequillo)
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165 1318-1319 Polycarpaea aristata (Aiton) DC. Encima de los Riscos de Guayedra (Agaete)

166 5702-5704 Polycarpaea divaricata (Aiton) Poir. Caldera de Bandama (Las Palmas de Gran Canaria)

167 11084-11805 Polycarpaea filifolia Webb ex Christ Caldera de Bandama (Las Palmas de Gran Canaria)

168 10611-10612 Polycarpaea latifolia Willd. Encima de los Riscos de Guayedra (Agaete)

169 12028-12030 Pterocephalus dumetorus (Brouss. ex Willd.) Coult. Circular Camino Roque Nublo-La Culata-La Goleta (Tejeda)
170 B16250-16253 Reichardia crystallina (Sch. Bip.) Bramwell La Hondura, Fasnia

171 13239-13244 Reichardia ligulata (Vent.) G. Kunkel & Sunding Mirador de La Aldea (San Nicolas de Tolentino)

172 13653-13655 Reseda crystallina Webb & Berthel. Bajada a la Laya del Risco (Agaete)

173 11853 Reseda scoparia Brouss. ex Willd. Cruce de Tasartico-Degollada de GuGuy (San Nicolas de Tolentino)
174 B15185 Rubia fruticosa Aiton ssp. melanocarpa (Bornm.) Bramwell El Sao (Agaete)

175 12534-12536 Rumex lunaria L. Ctra. desde Artenara a La Aldea (San Bartolomé de Tirajana)
176 6214-6217 Ruta oreojasme \Webb Montafia La Gorra, Ayagaures (San Bartolomé de Tirajana)
177 13630-13631 Salsola divaricata Masson ex Link /n Buch La Isleta (Las Palmas de Gran Canaria)

178 13347-13348 Salvia canariensis L. Los Jediondos (San Nicolas de Tolentino)

179 13402-13405 Schizogyne sericea (L. f.) DC. Barranco del medio Almud (Mogan)

180 13472-13475 Scilla haemorrhoidalis Webb & Berthel. Montaria de Almagro (Galdar)

181 7787-7789 Scrophularia calliantha Webb & Berthel. Morro de Pajonales, Inagua (Tejeda)

182 4205-4206 Seseli webbii Coss. Andén Verde (San Nicolas de Tolentino)

183 12622-12623 Sideritis dasygnaphala (Webb & Berthel.) Clos emend. Svent. Ctra. desde Fontanales a Artenara (San Nicolas de Tolentino)
184 13676-13679 Sideritis guayedrae Marrero Rodr. Riscos Blancos (Artenara)

185 7678-7679 Sideritis sventenii (G. Kunkel) Mend.-Heuer Andenes del Viso, Inagua (San Nicolas de Tolentino)

186 7055 Sideroxylon canariensis T. Leyens, W. Lobin & A. Santos Barranco Oscuro, Tamadaba (Agaete)

187 7795/7797 Silene tamaranae Bramwell Morro de Pajonales, Inagua (Tejeda )

188 1147-1149 Solanum lidii Sunding Barranco de los Gallegos, Amurga (San Bartolomé de Tirajana)
189 7356 Sonchus acaulis Dum. Cours. Andenes de Guayedra a Barranco Oscuro (Agaete)

190 13455-13459 Sonchus brachylobus Webb & Berthel. Degollada de AguaSabina- Tasartico (San Nicolas de Tolentino)
191 13519-13520 Sonchus canariensis (Sch. Bip.) Boulos Fuente Parra, cerca de Fagagesto (Guia)

192 7546-7549 Sonchus congestus Willd. Barranquillo del Caidero, Los Tilos (Moya)
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193 7745-7747 Sventenia bupleuroides Font Quer Faneque a Morro de Las Lechugas (Agaete)

194 12359-12361 Teline microphylla (DC.) P. E. Gibbs & Dingwall Ctra. de Arguineguin a Soria (Mogan)

195 1105-1107 Teline rosmarinifolia Webb & Berthel. Pinar Inagua, Inagua (San Nicolas de Tolentino)
196 13686-13688 Teline rosmarinifolia ssp. eurifolia del Arco Faneque (Agaete)

197 GB139 Teline rosmarinifolia spp. rosmarinifolia Lomito de Pilancones (San Bartolomé de Tirajana)
198 6500-6501 Teucrium heterophyllum L "Her. Barranco del Cafiizo (San Bartolomé de Tirajana)
199 6502 Teucrium heterophyllum ssp. brevipilosum v. Gaisberg Barranco Los Vicentillos (San Bartolomé de Tirajana)
200 13611-13613 Todaroa aurea Parl. La Lechuza (San Mateo)

201 15175-15178 Todaroa aurea ssp. suaveolens P. Pérez El Sao (Agaete)

202 12743 Todaroa montana Webb ex Christ Camino del Sao a Presa de los Pérez (Agaete)

203 12761-12762 Tolpis lagopoda C. Sm. in Buch Camino del Sao a Presa de los Pérez (Agaete)
204 13460-13467 Urtica stachyoides Webb & Berthel Barranco de los Cabucos, El Sao (Agaete)

205 8243-8244 Viburnum rigidum Vent. Barranco de Carpinteras (Valleseco)

206 13540-13541 Vicia cirrhosa C. Sm. ex Webb & Berthel. Montaria de Almagro (Galdar)

207 13641-13642 Vicia fificaulis Webb & Berthel. Cerca del Mulato (Mogan)

208 13326-13329 Volutaria canariensis \Wagenitz Barranco de los Frailes, (Mogan)
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