FILOGENIA MOLECULAR DEL GENERO PAROLINIA (BRASSICACEAE)

BASADA EN SECUENCIAS ITS.
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El géenero endemico canario Parolinia Webb (Brassicaceae) es un taxon presumiblemente relictico que actualmente consta de siete especies distribuidas en cuatro islas canarias: P. aridanae

(en La Palma), P. schyzogynoides (en La Gomera), (en Tenerife) y ,

, P. ornatay P. platypetala (en Gran Canaria). Los resultados de la secuenciacion de las

regiones ITS1 + ITS2 permite hacer dos inferencias basicas: 1) los taxones vivos mas cercanos a Parolinia son el género Diceratella (distribuido actualmente en el este del continente africano)
y el género Morettia (geograficamente mas proximo a las islas Canarias), ya identificados por investigaciones anteriores como taxones cercanos a Parolinia morfologica, citogenética (2n = 22)
y palinolégicamente y; 2) el género Parolinia es monofilético, formando las especies de las islas mas occidentales grupos hermanos basales a las cuatro especies de Gran Canaria, lo cual
sugiere una compleja historia de colonizacion en la que la extincion podria haber jugado un papel relevante. La falta de resolucidon detectada indica la necesidad de testar marcadores
hipervariables (AFLPs, ISSRs, RAPDs) para resolver las relaciones entre los taxones o bien explorar nuevos marcadores de secuencia con mayor polimorfismo inter-poblacional.

INTRODUCCION

Parolinia \Webb (Brassicaceae) es un genero endémico canario que esta representado por siete especies que se distribuyen en Gran Canaria (P. ornata
Webb, P. platypetala Kunkel, Kunkel ex Svent. y Montelongo & Bramwell), Tenerife ( Svent. & Bramwell), La
Palma (P. aridanae Santos nomen nudum ) y La Gomera (P. schyzogynoides Svent.). Parolinia ha sido relacionada a nivel biogeografico con
Diceratella Boiss., Morettia DC. y Notoceras (Ait.) Amo, todos ellos, géneros de la disyuncion Macaronésica-Saharo-Sindica- Africa del Este (Jonsell
1978; Khalik et al., 2002), ademas de por compartir caracteristicas morfologicas, citogenéticas (2n=22) y palinoldgicas (Reese 1957; Jonsell 1978,
1979; Humphries et al., 1978; Pérez de Paz, 1980; Aryamavd, 1983; Bramwell, 1986; Febles, 1989). Analisis moleculares basados en secuencias /75 de
representantes de los cuatro géneros confirman dicha relacion (Jaén et al., 2005 y 2006) habiendo sido, recientemente, incluidos dentro de la tribu
Euclidieae II (Warwick et al., 2007), de forma que se separan de otros géneros con los que habian sido agrupados anteriormente en la tribu Matthioleae
(Schulz, 1936). En este estudio, ademas de incluir representantes de todas las especies de Parolinia descritas hasta el momento, hemos incluido a otros
representantes de la familia Brassicaceae que se distribuyen también en Canarias como son Erysimum L., Crambe L. y Descurainia Webb & Berthel. y de
otros géneros de tribus cercanas, como Oreoloma Botsch., Sterigmostemum M. Bieb., Pseudocameline (Boiss.) N. Busch y Matthiola R. Br. (algunas de
ellas secuencias extraidas del GenBank, senaladas con * en Tabla 1).

MATERIAL Y METODOS

Tabla 1. Informacion detallada de las muestras del género Parolinia 'y otros
géneros de la familia Brassicaceae incluidas en este estudio.

1. Muestreo

Hemos analizado 42 muestras (Tablal) que representan a distintas poblaciones de las siete especies del género Parolinia Webb (19 muestras), 9 especies del género Matthiola R. Br (Canarias, Madeira,

Mediterraneo e Iran) y representantes de 11 géneros de la familia Brassicaceae como outgroups (13 muestras).

2. Extraccion y amplificacion del ADN
La extraccion del ADN total se realizd por el método CTAB 2X (Doley & Doley, 1987; Palmer et al., 1989) a partir de hojas frescas o conservadas en gel de silice. Todas las amplificaciones fueron llevadas
a cabo a partir de aproximadamente 50 ng de ADN total en un volumen final de 50 pl, incluyendo todos los componentes de la mezcla comercial RedTag™ ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma-

Aldrich) y BSA para una concentracion final del 5%. Tanto la amplificacion de la region /751 como de la region /752 se llevo a cabo con

los pares de primers 18F/ 5.8R y 5.8F/ 25R respectivamente, todos ellos descritos en Mummenhof et al, 1997. Las condiciones de temperatura y tiempo establecidas en el termociclador Eppendorf

Mastercycler gradient fueron las siguientes: 5min. a 95°C, seguido por 32 ciclos de 30s a 94°C, 1min. a 52°C y 90s a 72°C, con un paso de extension final de 7 min. a 72°C.
Los productos de amplificacion fueron purificados con las columnas GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich).

3. Secuenciacion

La secuenciacion directa de los productos amplificados se realizé en el secuenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA) del Laboratorio de Genética Forense de de la ULPG, con el
kit Big Dye Terminator v 2.0 (ABI). Los primers empleados fueron los mismos que para la amplificacion y las condiciones en el termociclador fueron las siguientes: 3 min. a 94°C fue seguido por 30

ciclos de 10s a 94°C, 5 s a 50°C, y 4 min. a 60°C.

4. Analisis

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Bioedit (Hall 1999) y alineadas con el programa Clustal W (Thompson et al.,1994), reajustandolas manualmente cuando fue necesario. Se

GENERO ESPECIE LOCALIDAD/ VOUCHER REGION PAIS
Parolinia aridanae A.Santos Charco Verde La Palma Esparfia
Parolinia schizogynoides Svent. Argaga La Gomera Espaia
Guayadeque Gran Canaria Espafia
Parolinia glabriuscula Montelongo & Bramwell  Caldera de Bandama Gran Canaria Espafia
Parolinia Cf. ornata Webb. Agaete Gran Canaria Espafa
Parolinia ornata Webb. Mogan Gran Canaria Espafa
Parolinia ornata Webb. Vicentillos Gran Canaria Espafia
Parolinia ornata Webb. La Sorrueda Gran Canaria Espafia
Parolinia ornata Webb. Barranco de Arguineguin Gran Canaria Espafia
Parolinia Cf. ornata Webb. Veneguera Gran Canaria Espafa
Inagua Gran Canaria Espafia
Siberio Gran Canaria Espafia
Riscos de Chapin Gran Canaria Espafa
Tasartico Gran Canaria Espafia
La Aldea Gran Canaria Espafia
Adeje Tenerife Espafia
Teno Tenerife Espafia
Bramwell & Sventenius1453 (MO)  Tenerife Espafia
Guaza Tenerife Espafia
Matthiola livida (Del.) DC var. morocera Christ Tufia Gran Canaria Espafia
Matthiola maderensis Lowe Pico do gatos Madeira Portugal
Matthiola tricuspidata R. Br. Campofelice di Roccella. Sicilia Italia
Matthiola fruticulosa (L.) Maire Platja del Comte Ibiza Espafia
Matthiola revoluta Bunge ex Boiss. Esfahan Iran Iran
Matthiola chenopodiifolia Fisch. & C. A. Mey Khorsgan/ Naein Iran Iran
Matthiola khorassanica Bunge ex Boiss. Khorsgan Iran Iran
Matthiola alyssifolia (D.C.) Bornm. Birjand Iran Iran
Matthiola afganica Chenaran Iran Iran
Diceratella elliptica (D.C.) Jonsell Djebel Elba Egipto Africa
Diceratella* inermis Jonsell Kenya Kenya Africa
Notoceras* bicorne (Aint) Amo Marruecos Marruecos Africa
Farsetia heliophila Bunge ex Cosson Fars Iran Iran
Malcolmia* africana (L.) R. Br. In W. T. Aiton Utah EEUU EEUU
Arabia Saudi Arabia Arabia
Arabia Saudi Arabia Arabia
Egipto Egipto Africa
Pseudocameline glaucophylla (D.C.) N. Bush. Ostane Markazi Arak Iran
Sterigmostemum*  acanthocarpum (Fisch. & C.A.Mey) Iran Iradn Iran
Oreoloma* violaceum Botsch. China China China
Erysimum* scoparium Wettst. Heenan et al., 2002 AY028604 AY0O28604
Descurainia* incana ssp.incana (L.) Webb & Berth.  Wyoming, Natrona County. EEUU EEUU
Crambe* hispanica L. ssp. hispanica Warwick BCN 8308 (DAO) AYT722442 AY722442

realizaron analisis de Maxima Parsimonia (MP) con el programa PAUP*4.0b10 (Swofford 2002) bajo las opciones SPR (Morrison, 2007), “branch-swapping” y MULTREES. Para evaluar la robustez de las
diferentes ramas del arbol se calculo el indice de "boostrap" (BP) para 10. 000 réplicas con la opcion “fast”. El programa Mr Bayes v.3.0 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) fue usado para el analisis

filogenético mediante inferencia bayesiana bajo el modelo evolutivo JC (Jukes and Cantor, 1969) definido como el mas conveniente en Modeltest v.3.06 (Posada et al, 1998). Las probabilidades

posteriores (BPP) de apoyo de los clados fueron estimadas por consenso mayoritario (“majotiy rule”).

RESULTADOS

El analisis de MP de la matriz de datos de 42 secuencias (/751+2) y 507 caracteres dio lugar a 157 arboles filogenéticos. El niumero de pasos de uno de los arboles
maximo parsimoniosos fue de 778 y los valores de los indices de consistencia, homoplasia y retencion fueron los siguientes CI=0.56; HI= 0.43 y RI=0.69. El arbol
consenso mayoritario resultante del analisis bayesiano resolvio mejor las relaciones interinsulares de las especies de Parolinia pero sigue sin resolver las relaciones
intra-insulares. En la Fig. 4 se muestra el arbol consenso con valores BP y BPP de soporte de los clados.

Crambe hispanica ssp. hispanica*

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de nuestra investigacion nos permiten plantear las siguientes reflexiones e
hipotesis:

eLos taxones vivos mas cercanos a Parolinia son el género Diceratella

(NE-Africa) y el género Morettia (Sahara y Arabia) relacién apoyada por un
boostrap del 76% y una probabilidad posterior del 94%. Esto sugiere que podria tratarse de
relictos de un contingente antes mas ampliamente distribuido, en el que ha habido
extinciones (glaciaciones) o también que nos encontramos ante un caso de dispersion a
larga distancia.

*El género Parolinia es monofilético (BP=100 y BPP=1), por lo cual los datos de las
regiones ITS explican su presencia en Canarias por un Unico evento colonizador.

eLas especies de Gran Canaria son monofiléticas, por lo tanto la presencia del
género en esta isla se explica por un sola introduccion post-colonizadora (BP=74 y BPP= 0.98).
las demas especies ( , P. ornata vy ) se
agrupan en un sub-clado (BP=57 y BPP=0.94)pero estan muy poco diferenciadas. Esto se ve
reforzado en parte, por los estudios basados en micromarcadores genéticos, morfoldgicos-
reproductivos vy la revision taxondmica de estas especies (Fernandez-Palacios et al., 2004 y 2005,
y en prep.) en los que se constata la gran similitud de P.ornata y P.platypetala y diferencian a P.

e La secuencia colonizadora inter-insular es compleja. P.aridanae (La
forman grupos hermanos basales a P. schyzogynoides de
La Gomera, que a su vez es grupo hermano basal a las cuatro especies de Gran Canaria. Esta
ultima relacidon se ve reforzada por el estudio de diversidad genética basado en isoenzimas del
género (Fernandez Palacios et al.,, en prep.) en el que estas dos islas comparten 3 alelos
exclusivos. En la Fig. 4, mostramos una de las posibles hipotesis (en sentido general Oeste-
Este) sobre la compleja historia de colonizacién de Parolinia en las islas Canarias. Aunque este
patron es contradictorio al de otros estudios de diversidad genética y taxondmica (la isla con
mayor diversidad taxonomica es la que se podria haber colonizado mas recientemente), guarda
similitud con el sugerido para Descurainia (Goodson, et al., 2006). Ademas, la extincion podria
haber jugado un papel distorsionador importante en la interpretacion de la colonizacion inter-
insular si existieron ancestros que desaparecieron en la distribucion actual de las islas y/o donde
el género no esta presente (Lanzarote, Fuerteventura y El Hierro).

e Notoceras a pesar de compartir tribu (Euclidieae) y niumero cromosdémico (2n = 22) con
Parolinia, Diceratella'y Morettia, ocupa una posicion filogenética mas cercana a Farsettia (tribu
Alysseae y 2n=24) y una relacion lejana con Malcomia (Euclidieae y 2n=28) a pesar de la
clasificacion de Al-Shebaz et al.,2006. Por lo que, se muestra nuevamente como en Cruciferas es
necesario seguir profundizando en el analisis molecular, para poder resolver la correcta
clasificacion taxonomica de los grupos que la conforman y, mas aun, cuando fenomenos como la
hibridacion y la poliploidia parecen estar jugando un papel clave en su historia evolutiva
(Lihova et al., 2000; Koch et al., 2002; Belstein et al., 2003; Warwick et al., 2007).

eLa clara asignacion de Parolinia y Matthiola a diferentes clados apoya la actual
separacion de estos dos géneros [previamente considerados dentro de la tribu Matthioleae por
Schulz (1936)] en tribus diferentes Euclidieae y Anchonieae, (Al-Shehbaz et al., 2006 y Warwick
et al., 2007), respectivamente, quedando descartada la relacion en su historia evolutiva.

DIRECTRICES FUTURAS

. Es necesario explorar nuevos marcadores de secuencia con mayor polimorfismo inter-poblacional,
pues la variabilidad encontrada tanto para /751 como /752 entre los taxa de Parolinia es muy reducida.

. La falta de resolucion detectada indica la necesidad de testar marcadores hipervariables (AFLPs,

comprobar si pueden resolver mejor las relaciones inter-especificas e

. Valorar las regiones propuestas como candidatas a “codigos de barras” en vegetales para
diferenciar poblaciones dentro de las especies de Parolinia y valorar las implicaciones taxonomicas

— Parolinia schizogynoides- Argaga- G

Descurainia incana ssp. incana*

Erysimum scoparium*

contiene una hipotesis de colonizacion inter-insular de Paolinia en tres pasos, segun la topologia del arbol ITS.
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Figura 4. Arbol consenso (majority rule) obtenido por el analisis bayesiano de secuencias /75 1 y 2 de distintos representantes del género Paroliniay )
otros géneros de la familia Brassicaceae, usando el modelo evolutivo Jukes & Cantor. Los indices de “bootstrap” superiores al 50% del analisis de MP se
muestran sobre las ramas que definen los distintos clados, mientras que los valores de probabilidad posterior resultantes del analisis bayesiano se
muestran en cursiva, bajo las mismas. Se indican las zonas geograficas en las que se distribuyen las distintas especies. A los géneros Diceratella, Morettia
y Notoceras se les han asignado diferentes colores para diferenciarlos del resto de los outgroups y dentro de Parolinia se ha asignado un color diferente
para cada una de las especies. La flecha indica el ancestro comun mas reciente a todas las especies actuales de Parolinia. El cuadrado en linea discontinua
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