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RESUMEN.— El cambio global es una de las principales amenazas para la
biodiversidad a nivel mundial, pero una oportunidad para el estudio de los
mecanismos de evolución y adaptación de los organismos ante los cambios.
La alta montaña mediterránea, como son los Pirineos, se encuentra entre los
ecosistemas más amenazados y su estudio debe ser prioritario debido a la gran
cantidad de especies amenazadas y endémicas que alberga. Muchos de estos
organismos ya han sobrevivido a cambios climáticos pasados, por lo que su
estudio puede arrojar luz sobre el comportamiento futuro de las especies y los
mecanismos que desarrollen para adaptarse y evolucionar. Los resultados con-
firman la existencia de haplotipos únicos y el gran interés en la conservación
y la evolución de las poblaciones de Silene ciliata en los Pirineos de Huesca. 

ABSTRACT.— The Global change is the most important threat to global bio-
diversity, but an excellent opportunity for researchers to study the mechanisms
of evolution and adaptation of the organisms to changing environments.
High Mediterranean mountains (e. g. the Pyrenees) are among the most
threatened ecosystems, and their study must be prioritized due to the large
number of threatened and endemic species that inhabit these mountains.
Many of these organisms have survived to past climate changes, so their
study may clarify the behavior and the processes developed by the species
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to adapt and evolve. In this study, we proposed the use of plastid DNA
markers with the species Silene ciliata, an alpine survivor of several glacial-
interglacial processes. The results confirm the existence of unique haplo-
types and the great interest of the conservation and evolution of Silene ciliata
populations from the Huesca Pyrenees. 

KEY WORDS.— Global change, mountains, Silene ciliata, plastid DNA,
Huesca Pyrenees.

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

Sin lugar a dudas, el cambio global es una de las principales preocupa-
ciones de la sociedad y de la comunidad científica. Entendemos por cambio
global el conjunto de acciones y procesos que están modificando los ecosis-
temas y las condiciones del planeta. Entre ellos podemos incluir los cambios
del uso del suelo, la polución, el aumento de especies invasoras, pero, sobre
todo, el cambio climático (MEA, 2005). La Tierra ha experimentado otras
alteraciones climáticas de igual o mayor magnitud en el pasado, si bien este
parece ser uno de los procesos más rápidos y el único en el que la actividad
humana ha actuado como precursor (entre otros posibles agentes) de dichos
cambios (DUARTE, 2006). Hasta la fecha, los impactos sociales y económi-
cos que se generan como consecuencia del cambio global son incalculables,
aunque sus consecuencias ya se notan en la vida diaria de las personas (por
ejemplo, disminución en las precipitaciones de nieve en las zonas alpinas,
aumento de los eventos climáticos extremos como sequías e incendios, pre-
sencia de especies invasoras que afectan a los cultivos, etcétera). 

Sin embargo, para los científicos, este escenario de cambio global supo-
ne una oportunidad única para estudiar el comportamiento de las especies,
las alteraciones de los ecosistemas y los cambios que se están produciendo
(por ejemplo, existen trabajos desde la década de los sesenta que ya se cen-
traban en el estudio del cambio del clima, HARE, 1964) y se han propuesto
numerosas estrategias para evaluar su impacto en los diferentes ecosiste-
mas y comunidades. Desde un primer momento, se han elaborado todo tipo
de modelos predictivos que intentan estimar (con más o menos acierto) el
cambio en las principales variables climáticas (principalmente precipita-
ción y temperatura) y el impacto que conllevaría en los distintos ecosiste-
mas (se pueden consultar en cualquiera de los informes del Panel Intergu-
bernamental de Expertos del Cambio Climático de la ONU, IPCC, 2013).
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Tomando como base estos modelos, se han elaborado multitud de estu-
dios posteriores, para alertar sobre las amenazas que se ciernen sobre todo
tipo de especies, que verán reducido su hábitat potencial y podrán verse
afectadas por el aumento de la distribución potencial de otras especies
más competitivas (por señalar alguno de los ejemplos, GARCÍA-VALDÉS y
cols., 2015; THUILLER y cols., 2008; THUILLER y cols., 2005). De manera
simultánea y asociada, otros estudios han comparado las diferentes res-
puestas que se están desarrollando en todo tipo de organismos para hacer
frente a todos estos cambios, e intentar luchar contra su desaparición
(PARMESAN, 2006; SKELLY y cols., 2007; WALTHER, 2010). Las tres reac-
ciones principales más estudiadas en los organismos las podemos englo-
bar en migración (desplazamiento hacia hábitats más adecuados), plasti-
cidad fenotípica (capacidad de generar cambios en un organismo ante una
señal ambiental) y adaptación local (respuestas específicas a condiciones
locales) a las nuevas condiciones ambientales (ENGLER y cols., 2011;
JUMP y PEÑUELAS, 2005). Ninguna de ellas parece más adecuada que las
otras y cada especie (o incluso cada población) puede adoptarlas en dis-
tintos momentos o de manera combinada. 

Frente a esta gran inversión de recursos, talento y esfuerzos que se dedi-
can a diagnosticar el impacto del cambio climático y sus consecuencias en
las especies, todavía no se han planteado medidas o acciones concretas para
intentar reducir los impactos del cambio climático en las poblaciones natu-
rales de especies, o, sencillamente, favorecer la generación de algunas res-
puestas que les ayuden a superar las alteraciones que les ocasione el cambio
global. Aunque se han elaborado algunos trabajos teóricos o en ambientes
controlados (tipo mesocosmos, BELL y GONZÁLEZ, 2009; BERGMANN y cols.,
2010; DOBLAS-MIRANDA y cols., 2015; HUFBAUER y cols., 2015), los trabajos
en condiciones naturales de campo son inexistentes hasta la fecha.

Sin embargo, desde una visión más conservacionista, y frente a todo
tipo de amenazas (no únicamente el cambio global), se han venido reali-
zando actuaciones similares a la hora de intentar recuperar especies / pobla-
ciones que se encontraban en grave riesgo de extinción, de las cuales pue-
den extraerse algunas importantes conclusiones. Las acciones que se han
planteado han tenido como objetivo aumentar los tamaños poblacionales
(rescate demográfico, HUFBAUER y cols., 2015), realizar las modificaciones
necesarias en los espacios protegidos para albergar el mayor número de
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especies posible cuando las condiciones ambientales cambien (LANGDON y
LAWLER, 2015; WIENS y cols., 2011), mejorar las condiciones genéticas
(diversidad alélica, reducción de la endogamia, etcétera) de las especies o
poblaciones más amenazadas (conocido como rescate genético, GARGANO

y cols., 2015; WHITELEY y cols., 2015) o favorecer los procesos evolutivos
hacia la adaptación de las nuevas condiciones (llamado rescate evolutivo,
HOFFMANN y SGRO, 2011). 

Ante todo esto, cobra especial relevancia estudiar especies que hayan
subsistido a anteriores cambios climáticos y se hayan podido adaptar y
sobrevivir a cambios similares a los que ahora nos enfrentamos. Enten-
diendo los mecanismos que han gobernado la supervivencia y adaptación
de estas especies podremos elaborar estrategias o acciones para favore-
cer la conservación y la evolución de las especies amenazadas por el
cambio global. Por todo ello, el estudio de especies como Silene ciliata
Pourr. (Ca ryophyllaceae), que han sobrevivido a varias épocas glaciales
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Fig. 1. Ejemplar de Silene ciliata en flor en el Mirador de la Reina 
(Parque Nacional de Ordesa y Monte Perdido, Torla).

Lucas Mallada-17  18/07/16  11:56  Página 294



e interglaciares, cobra especial relevancia. Silene ciliata es una pequeña
planta perenne endémica de Europa que habita en sistemas montañosos
mediterráneos, desde la mitad norte de la península ibérica, pasando por el
Macizo Central en Francia y los Apeninos en Italia, hasta la península bal-
cánica (TUTIN y cols., 1995). En la península ibérica se encuentra en áreas
montañosas por encima de los 1100 metros (Sistema Central, Sistema Ibé-
rico, Cordillera Cantábrica y Pirineos). Habitualmente forma rosetas pulvi-
nulares que, aunque presentan gran variabilidad en cuanto al tamaño, pue-
den llegar a alcanzar los 2 centímetros de altura y los 15 centímetros de
diámetro (fig. 1). En poblaciones naturales, Silene ciliata presenta niveles
de ploidía muy variables (TUTIN y cols., 1995). 

La enorme diversidad fenotípica de la especie puede deberse a esta gran
variabilidad en el número de cromosomas, ya que se han descrito desde
individuos diploides con 24 cromosomas (GARCÍA-FERNÁNDEZ y cols.,
2012a) hasta poliploides que tienen más de un centenar (2n = 192, BLACK-
BURN, 1933). 

Nuestra experiencia con Silene ciliata es prolongada en el tiempo y nos
ha permitido elaborar numerosos trabajos bajo diversas perspectivas (por
citar algunos ejemplos de nuestros trabajos: GARCÍA-FERNÁNDEZ, 2011;
GIMÉNEZ-BENAVIDES y cols., 2005; LARA-ROMERO y cols., 2014). En nues-
tro último abordaje, KYRKOU y cols. (2015) elaboramos un estudio biogeo-
gráfico de la especie que resaltó la importancia de los Pirineos como un
reservorio genético único, debido a la complicada historia de las montañas
mediterráneas durante el Cuaternario. Todo ello nos llevó a plantear un nue-
vo estudio que evaluase la diversidad genética en las poblaciones pirenai-
cas de esta especie, donde destacan singularmente los Pirineos oscenses,
con multitud de citas y poblaciones descritas para Silene ciliata. Emplean-
do marcadores de ADN del plasto, planteamos un rastreo de la diversidad
genética de la especie y buscamos haplotipos únicos que apoyen la singu-
laridad de la región.

TAREAS REALIZADAS, MATERIALES Y METODOLOGÍA

Para este estudio se han realizado una serie de tareas complementarias
para conocer mejor las poblaciones de Silene ciliata en el Pirineo oscense
y otras localidades limítrofes. 
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Revisión de herbarios 

En una primera aproximación, se optó por revisar pliegos de esta espe-
cie procedentes de diferentes herbarios. Se anotaron las principales carac-
terísticas de dichos pliegos (coordenadas, localidad de procedencia, altitud,
recolector, fecha, etcétera) y se consultó a expertos en flora pirenaica sobre
poblaciones accesibles para organizar una campaña de recolección. Esta
revisión también sirvió para aconsejar la reevaluación de algunos pliegos
mal clasificados como Silene ciliata. Un resumen de esta revisión de plie-
gos aparece en la tabla I. Finalmente, de aquellos pliegos de especial rele-
vancia y bien conservados, se tomaron pequeñas muestras de tejido seco
(con la autorización de los conservadores) para los análisis posteriores de
ADN. Un resumen de las muestras analizadas y sus características aparece
en la tabla II.
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Tabla I. Individuos seleccionados para los análisis de este proyecto, 
de los cuales se han tomado muestras de tejidos vegetales.

Herbario Pliegos revisados

Real Jardín Botánico de Madrid (CSIC) 16

Sociedad de Ciencias Aranzadi San Sebastián 16

Institut Botànic de Barcelona (CSIC) 11

Centro de Biodiversidad Vegetal de Barcelona 26

Instituto Pirenaico de Ecología (CSIC) 48

Total 117

Recolección en campo 

Durante el mes de julio, se realizó una campaña de muestreos de cam-
po (fig. 2), para visitar algunas de las poblaciones de esta especie. Esta
expedición nos permitió tomar muestras adicionales a las obtenidas del
material procedente de los herbarios (y de mayor calidad, dado que en los
procesos de prensado y almacenaje, el ADN se ve irremediablemente
dañado), así como conocer las poblaciones naturales de la especie en los
Pirineos oscenses. Las poblaciones visitadas aparecen en la tabla II y en
la figura 3, incluyendo aquellos individuos que están pendientes de indexar
en el herbario.
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Fig. 2. Recolectando muestras en el collado de Sahún. 

Tabla II. Individuos seleccionados para los análisis de este proyecto, de los cuales se han
tomado muestras de tejidos vegetales (el símbolo – hace referencia a dato desconocido).

Localidad Acrónimo Provincia Altitud Coordenadas Herbario

Monte San Donato DON Navarra 1400 WN8448 MA465480

Barranco de la Foya FOY Huesca — — MA515225

Alt Urgell, Port del Compte, 
Prat d’Arderic

URG Lérida 1900 31TCG77 MA332711

Legazpi, Katabera KAT Guipúzcoa 1200 30TWN5159 ARAN564115

Ibón del Cau, Bielsa, 
pastos sobre esquistos

CAU Huesca 2325 31TBH7726 ARAN67322

Ansó, Bajo Acherito ACHE Huesca 1850 30TXN8749 ARAN052466

Bielsa, Portillo de Tella TENA Huesca 1900 31TBH6921 ARAN48032

Isaba, subida a Lakarra LAK Navarra 1700 30TXN7657 ARAN18608

Isaba, Ezkaurre hegoaldara EZK Navarra 1900 30TXN7646 ARAN18600

Andorra, La Masana, port de Cabús AND Andorra 2370 31TCH71 ARAN66488

Valle de Llauset, collado de Vallibierna VALL Huesca — 31TCH01 ARAN18604

Tarazona, Zaragoza, Moncayo. 
Circo de Morca, Camino Bellido

MON Zaragoza 1684 30TWM9892 BCN31794

Collado de Baciber, Cerler CER Huesca — 31TCH0214 J0185289

Collado de Sahún, Chía SAH Huesca 1800 31TBH8648 Pendiente

Punta Acuta, Torla ACU Huesca 2100 30TYN4060 Pendiente

Ibón del Acherito, Ansó ACHE2 Huesca 1850 30TXN8723 Pendiente
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Métodos analíticos: análisis de laboratorio, extracción de ADN, 
amplificación y secuenciación 

A lo largo del verano de 2015 se realizaron las tareas de laboratorio con-
sistentes en la extracción de ADN de las muestras, la amplificación de tres
regiones del ADN del plasto y su secuenciación. 

Para la extracción de ADN (fig. 4) se siguió el protocolo estándar del kit
de extracción de ADN de la marca comercial Qiagen (CA, EE. UU.), con
leves modificaciones para optimizar el proceso de extracción. La extrac-
ción se realizó a partir de 20 miligramos de tejido seco en buen estado (sin
daños externos, marcas de deshidratación, etcétera). Nuestra experiencia
con este kit es prolongada y los resultados son satisfactorios con la mayo-
ría de las especies con las que trabajamos (fig. 3). Todas las extracciones se
comprobaron con geles de agarosa al 1% teñidos con Red-Gel (Biotium,
CA, EE. UU.).

Para la amplificación del ADN del plasto, se emplearon tres regiones espe-
cíficas de alta capacidad resolutiva: rbcL, rps16 y trnL. La primera (rbcL) es
una región muy conservada (esto es, con poca variación), recomendada para
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Fig. 3. Mapa de localización de las poblaciones estudiadas. 
(La cartografía base procede del PNOA, Instituto Geográfico Nacional)
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las técnicas de barcodeing (identificación) de plantas (GARCÍA-FERNÁNDEZ

y cols., 2012b; HOLLINGSWORTH y cols., 2009). Las otras dos (rps16 y trnL)
presentan mayor variabilidad y pueden encontrarse algunas diferencias
entre las poblaciones. Con el uso combinado de las tres regiones esperamos
poder confirmar la correcta identificación de las muestras como Silene
ciliata y evaluar las diferencias entre poblaciones. Las tres regiones han
sido usadas con anterioridad en la especie y han permitido realizar con éxi-
to otros estudios con ella (KYRKOU y cols., 2015).

El proceso de amplificación del ADN se realizó mediante reacciones
PCR empleando las Pure To Go PCR beads (GE Healthcare, Upsala, Sue-
cia). El protocolo de PCR consiste en un periodo de 4 minutos a 94 ºC,
seguido por un número variable de ciclos (entre 30 y 35) de 94 ºC duran-
te 30 segundos, 50 o 53 ºC (en función del éxito de la reacción y la región
que se pretenda estudiar) durante 45 segundos y 72 ºC durante 45 segun-
dos, para finalizar con un proceso de elongación de 72 ºC durante 7 minu-
tos. Todas las reacciones se comprobaron con geles de agarosa al 1%.
Para la amplificación de la región rbcL empleamos los cebadores rbcLS1
F y R; para la región rps16 empleamos los cebadores rpsF2a y rpsR2 y
para la región trnL, los cebadores trnLc y trnLd. La secuencia de estos
cebadores pueden encontrarse en TABERLET y cols. (1991) o SHAW y cols.
(2005, 2007). 

Para completar la secuenciación de estas regiones, se realizó una reac-
ción de purificación empleando el reactivo Exostar (Illustra, GE Health-
care, Upsala, Suecia). Posteriormente, se secuenciaron los fragmentos
empleando un secuenciador ABI 3730XL (Applied Biosystems, CA, EE. UU.)
disponible en la Unidad de Genética de la Universidad Complutense de
Madrid.
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Fig. 4. Proceso de extracción de ADN y gel de comprobación.
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Alineamiento, evaluación de calidad y análisis de secuencias 

Las secuencias se revisaron empleando el programa Sequencher 4.1.4
(Gene Codes Corp, MI, EE. UU.), corrigiendo aquellas posiciones ambi-
guas o con baja resolución. Posteriormente, se emplearon los programas
MAFFT (KATOH y STANDLEY, 2013) y GBlocks (CASTRESANA, 2000) para
agrupar todas las secuencias y realizar el alineamiento de ellas. Si bien
del empleo de ambos software resulta una aproximación muy conserva-
dora (TALAVERA y CASTRESANA, 2007), preferimos que los análisis que se
realicen sean lo suficientemente fiables como para sostener nuestras con-
clusiones. 

Para realizar una comparación con otras poblaciones, se añadieron
secuencias de las mismas regiones de otras especies o poblaciones (llama-
das outgroups):

• Dos individuos de Silene ciliata, procedentes de poblaciones del Sistema
Central: Peña del Águila, Salamanca (acrónimo Agi) y Cabezas de Hierro,
Parque Nacional del Guadarrama, Madrid (CabH).

• Individuos de Silene vulgaris, como especie de amplia distribución del géne-
ro (acrónimo Sil_vul) y Silene acaulis, como especie alpina del género
(Sil_aca).

• Individuos de Saponaria caespitosa (acrónimo Sap), como especie que coha-
bita junto con Silene ciliata en las poblaciones del Pirineo.

Las secuencias se analizaron con un dendograma de tipo Neighbour Joi-
ning empleando el software Splitstree 4.1.4 (HUSON y BRYANT, 2006). Para
evaluar la significación de las medidas, se realizó un test bootstraping con
1000 réplicas. En los árboles que se muestran a continuación (figs. 5, 6 y
7) solo se muestran aquellos valores que fueron significativos en el test, lo
cual significa una probabilidad posterior (PP) superior a 90.

PRINCIPALES RESULTADOS

Los resultados se muestran por regiones analizadas y se comentan
cada una de ellas de manera independiente. Las secuencias han sido
enviadas al repositorio público GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/), pendientes de obtener los números de referencia correspon-
dientes.
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Región rbcL

Todos los individuos amplificaron de manera satisfactoria para esta
región. La región tuvo una longitud de 552 pares de bases (fig. 5). Los aná-
lisis muestran poca variabilidad entre los individuos, esperable debido a la
alta conservación filogenética de esta región. La muestra de Saponaria
caespitosa queda agrupada fuera del conjunto de individuos del genero
Silene. Queda por destacar las muestras de Lak y Tena, que se agrupan fue-
ra del resto de individuos de la especie Silene ciliata. Los individuos Vall y
Acu también mostraron algunas diferencias en las secuencias, destacando
su singularidad. Los resultados se ofrecen por regiones.
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Fig. 5. Dendograma NJ con la región rbcL. Solo se muestran los valores 
que tras el análisis presentaron una PP mayor de 90.
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Región rps16

Para la región rps16 solo se obtuvieron secuencias de calidad suficiente
para diez individuos (Don, Foy, Urg, Kat, Cau, And, Cer, Sah, Acu y Ache2),
así como para los outgroups (fig. 6). Después de los procesos de depurado
se obtuvo una región de 391 pares de bases. El resultado nos ofrece una
gran diferenciación de las muestras estudiadas, no solo de los outgroups,
sino también de las poblaciones del Sistema Central. En este caso fueron
las muestras de Urg y And las que mostraron pequeñas diferencias respec-
to al resto de individuos del Pirineo.

Región trnL

La amplificación de la región trnL fue complicada y muchas secuencias
fueron erróneas. Apenas contamos con una región de 100 pares de bases y
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Fig. 6. Dendograma NJ con la región rps16. Solo se muestran los valores 
que tras el análisis presentaron una PP mayor de 90.
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solo pudimos hacer el análisis (fig. 7) con ocho individuos del Pirineo (Cau,
Ache, Ezk, Vall, Cer, Sah, Acu, Ache2). Todo esto nos lleva a plantear que
los resultados que se obtengan con esta región deben ser interpretados con
mucha cautela. Sin embargo, los resultados del análisis fueron congruentes,
separando tanto a Saponaria caespitosa como a las otras especies de Sile-
ne. En este caso, las mayores diferencias fueron en los individuos Ezk,
Ache, Urg y Vall, y menores en Don y Acu. Los individuos de otras pobla-
ciones quedaron situados junto con otros individuos del Pirineo. Por otro
lado, las secuencias de otras especies del genero Silene aparecen en distin-
tas partes del dendograma, lo cual plantea las limitaciones del análisis.

CONCLUSIONES

• Los Pirineos son un reservorio singular de diversidad genética para la
especie Silene ciliata. Aunque se usen marcadores conservadores de
reducida variabilidad, los análisis detallaron haplotipos únicos hasta
ahora inéditos. Las poblaciones oscenses de esta especie son esencia-
les para conocer su historia evolutiva y sus características. 
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Fig. 7. Dendograma NJ con la región trnL. Solo se muestran los valores 
que tras el análisis presentaron una PP mayor de 90.
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• Esta gran diversidad resalta el papel ya conocido de los Pirineos
como refugio de especies y diversidad durante los periodos glaciares-
interglaciares para este tipo de especies de montaña, así como una
zona de hibridación donde varios linajes han podido coexistir y desa-
rrollarse. 

• A la hora de realizar estudios de este tipo, resulta imprescindible
efectuar un muestreo exhaustivo y detallado, debido a que a peque-
ña escala se puede encontrar una importante variabilidad genética.
El mantenimiento de los herbarios, del material allí depositado, y la
experiencia de los investigadores y los aficionados a la botánica son
esenciales para el estudio de estas especies. 
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