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Resumen

Se estudi6é la biologia reproductiva de tres especies vegetales de la familia Compuestas:
porcentajes de autogamia, geitonogamia y xenogamia, asi como el tipo de sistema de
autoincompatibilidad. Se discuten los resultados obtenidos relacionandolos con sus implicaciones
ecologicas y evolutivas. Es un trabajo cientifico de tipo voluntario y de posible puesta en practica con
alumnos/as de la Educacion Secundaria (4° de ESO y Bachillerato) y de una duracion de un curso
escolar.
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1. INTRODUCCION

El sistema reproductivo de las plantas contribuye a determinar los patrones de transmision de los
genes y con ello la organizacion de la variacion genética. Por consiguiente, afecta a la adecuacion
biolégica individual y poblacional (Barrett, 1988). Ademéas establece las vias por las cuales se
produciran las semillas, por agamospermia, autogamia, geitonogamia y xenogamia (Richards, 1986). La
Xenogamia permite una produccion genéticamente variable de la progenie y evita por tanto la depresion
endogamica. Ademas, el mayor tamafio efectivo de la poblacién xenogamica, reduce la tasa de pérdida
de alelos debida a la deriva génica, y contribuye al mantenimiento de la variacion genética (Jarne y
Charlesworth, 1993). Por otra parte, la autogamia o la geitonogamia se ven favorecidas cuando existe
una seleccién natural de los genes implicados en este proceso, y a la vez suponen una garantia
reproductiva en zonas donde la polinizacién alégama esta muy limitada (Schoen et al, 1996; Holsinger,
2000). Diferentes poblaciones de una misma especie pueden evolucionar hasta alcanzar distintas tasas
de xenogamia (Vogler y Kalisz, 2001; French et al., 2005) debido a que las condiciones ambientales
locales, las caracteristicas demograficas, la historia de vida y la genética de la poblacion también
influyen en ello (Barret y Eckert, 1990). Ademas, factores intrinsecos tales como el disefio floral, la
longevidad floral o las tasas diarias de floracion, podrian afectar a la evolucién del sistema de
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reproduccion a través del impacto en la disponibilidad y el comportamiento de los polinizadores (Barrett
y Harder, 1996).

A través de la autoincompatibilidad (SI) o mecanismo por el cual se impide la autofecundacion,
se favorece también la xenogamia y el flujo de genes en las angiospermas (Hiscock y Kues, 1999). En
general, los sistemas S| funcionan a través de la expresién de los genes del polen y del pistilo, (los
cuales residen en un locus simple S), y de una reaccién de incompatibilidad que ocurre cuando la planta
expresa el mismo factor alélico en el polen y en el pistilo (Hiscock y Kues, 1999). Los sistemas Sl se
clasifican en gametoficos (si el factor S del macho se expresa s6lo en el polen) y esporofiticos (si el
factor S del macho se expresa en la antera paternal diploide). En los sistemas SSI, las interacciones de
dominancia del complejo de alelos S son posibles debido al control diploide de la incompatibilidad del
polen, de modo que los S-alelos pueden mostrar dominancia completa, dominancia parcial o
interacciones de dominancia especificas del tejido, tanto en el polen como en los estigmas (Brennan et
al., 2002). El sistema de autoincompatibilidad homomorfico esporofitico (SSI) se ha encontrado en 40
géneros de la familia Compositae (Charlesworth, 1985).

Nuestro estudio se centra en tres especies estrechamente emparentadas del género
Scorzoneroida: S. palisae, S. salzmani y S. mueleri. Todas ellas son anuales, con una roseta basal y
tallos ramificados que terminan en un capitulo con flores liguladas amarillas. Pasan el invierno en
estado de roseta basal y florecen entre Febrero y Mayo. Los capitulos permanecen en antesis entre
seis y ocho dias, dependiendo de la especie que se trate y de las condiciones de luz y temperatura a
las que estan sometidas las plantas cuando florecen. Cada dia las flores del capitulo se abren
avanzada la mafiana y se cierran cuando cae la tarde. El movimiento de las flores durante el cierre
diario del capitulo hace que el polen de las anteras de las flores en fase masculina se ponga en
contacto con los brazos estilares de las flores de la periferia que estan ya en fase femenina. Las flores
son proterandras y la maduracion dentro del capitulo es centripeta, es decir, las primeras flores del
capitulo que pasan a fase femenina son las periféricas y las ultimas las del centro.

Scorzoneroida palisae y S. salzmani crecen en habitats similares, y bajo la influencia del clima
mediterraneo. La primera se encuentra en el suroeste de Andalucia (Espafia), Islas Canarias y
Marruecos, mientras que la segunda es endémica de Marruecos. Por otra parte S. mueleri subsp.
austromaroccana se localiza en el sureste de Andalucia (Espafia) y Marruecos, bajo el predominido del
clima semiarido. Todas ellas tienen preferencia por suelos nitrificados y perturbados
antropogénicamente.

A través de la presente investigacion se pretende analizar la biologia reproductiva de las tres
especies, que comprende el sistema de reproduccion (autogamia espontanea, geitonogamia y
xenogamia) y la existencia de sistemas de incompatibilidad a nivel poblacional y especifico.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Plantas y zona de estudio

Scorzoneroida palisae y S. salzmani crecen en hébitats similares (campos abiertos, pinares,
encinares, riberas de rio y borde de cultivos), en general sobre suelos &cidos y hasta una altitud de 350
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m.s.m. Por otra parte, S. mueleri se desarrolla en diferentes comunidades, tales como estepas,
alcornocales, bordes de camino, bordes de cultivo, y en una gran variedad de tipos de suelos, a una
altitud comprendida entre 30 y 1300 m.s.m. Los frutos utilizados en esta investigacion fueron
recolectados de las poblaciones indicadas en la tabla 1.

Tabla 1. Poblaciones estudiadas de S. palisae, S. salzmani y S. mueleri, especificandose la localizacién, la coordenada geogréfica, la
altitud, el tipo de suelo y la fecha de recoleccion.

Coordenada Fechas de
Taxon Poblacién ] Altitud | Habitat Sustrato ]
geogréfica recoleccion
S. _ P1. Villaverde del Rio (Sevilla, Spain) | 37° 35'N Parcela  abyonada entre ) 29/02/2004
pa“sae ; 17 m. cultivos v h Arcilla
50 52°W y huertas.
P2. Alcald de Guadaira, junto al o o Zona muy perturbada por
Castillo (Sevilla, Spain) 37°20°N roturacion  del  terreno, . 06/03/2004
35 m. - - Arcilla
50 51°W pisoteo de automdviles,
cultivos.
P3. H|nOJos,_ Finca de Coto Gelo Pinares Arenisca | 02/03/04
(Huelva, Spain)
P4._ Almodévar del R|~o. Cgrretera Alco_rnocal y borde de Pizarra 04/04/04
hacia el pantano de Brefia (Cérdoba) camino
P5. Entre Monesterio y Santa Olalla
del Cala. Venta del -culebrin Cuneta de carretera Arcilla 29/02/04
(Badajoz, Spain)
P6. Pasyo Higuera de la Sierra, N . .
433, Km. 75.2. (Huelva, Spain). Encinar Pizarra 21/03/04
S, | P7.Larache.Carretera nacional de | 35°7'23.6”N Borde de camino y cultivo . 17/04/2003
salzmani Larache. El ksar el Kbir. (Morocco) o 50m de cereales. A 500 m del | Arenisca
: : 6°9°30"W acantilado costero.
P8. Bosque de la Mamora. Entre | 3408°2.2'N 17/04/2003
Sidi-Yahya-du-Gharb y Tiflet o Alcornocal Arena
(Morocco) 6°9°32.1"°W
S. P9.Alrededores de Tabernas | 37°2 10.2°N 21/05/2004
mueleri (Almerfa, Spain) — 400 m. | Cuneta de carretera. Estepa | Marga
i i 34°15°507,6" N
P10. Kenitra. Medhiya Plage. Puerto Talud Marga 17/04/03
(MOI’OCCO) 6°39°30°° W
P11. Agadir. SE de Agadir, a 10 km o , . .
de Biougra, en direccién a Tafraoute 30, 15 28,5”N- Arepales con Argania Arena 20/04/03
25337 W espinosa
(Morocco)
P12. Antiatlas. Entre Agadir vy 300 1414° N
Tafraoute. A 18 km al S. de Aid-Baha | ., ... e 980 Esquisto | 20/04/03
2'36" W
(Morocco)
P13. Gran Atlas. Carretera o 4714 7N | 950 | caliza 21/04/03
Taroudant-Marrakech. A 25 km al sur 30° 477147, 77N Bosque de Argania
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de Tizi N- Test (Morocco) 23'22"°W espinosa

P14. Atlas Medio. Entre Marrakech y 02" 21 “* Nl .

Beni- mellal. ElI Kelaa-des-sirarhna 32 3,31,,N Lugares nitrofilos  de los Arcilla 20/04/03

7°22°56 alrededores del pueblo

(Morocco)

P15. Sorbas ( Almeria, Spain) 30S Yeso 21/05/04
’ ' 05617884103417

P16. Cobbdar, Sierra de Filabres | 30S

Almeria 05726104127264 | 472 21/05/04

P17. Entre Rioja y Benahadux |30S

(Almeria, Spain) 05477954087753 | 47 22/05/04

P18. Carretera A323 de Arboleas a | 30S 241 23/05/04

Albox (Almeria, Spain) 05882244135749 | m.s.m

2.2. Sistemas de reproduccion

En septiembre de 2003 y septiembre de 2004, se sembraron entre 10-15 aquenios por poblacion
en condiciones de fotoperiodo controlado (16h luz/8h oscuridad), temperatura (18°-22°C) y humedad
(cada 4h) en un invernadero de la Universidad de Sevilla (Espafia). Las plantas individuales se
sembraron en macetas de plastico (18 x 15 cm) en un sustrato de turba y perlita (3:1 v/v).

Para todos los tratamientos y antes del momento de floracién, se embolsé cada capitulo con una
bolsa de té para evitar posibles contaminaciones. Las polinizaciones se hicieron en el estado de
receptividad del estigma y se realizd mediante la frotacion suave de los capitulos para facilitar la
transferencia del polen a los estigmas. Esta operacion se repitié al menos dos veces durante el periodo
de antesis del capitulo. Finalmente, se contaron las flores y los frutos con embriones para estimar la
razon de numero frutos frente a nimero de flores (nimero de flores transformados en frutos) para cada
capitulo cruzado.

Se tomaron como controles, los capitulos autopolinizados automaticamente, es decir, los
capitulos embolsados antes de la antesis y no polinizados manualmente. Se estudiaron de 1 a 7
capitulos por individuo, con un total de 136 capitulos de 56 plantas de S. palisae, 82 capitulos de 34
plantas de S. salzmani y 238 capitulos de 102 plantas de S. mueleri.

Para analizar la geitonogamia forzada, se embolsaron entre 1-6 capitulos por individuo y se
polinizd con polen de otro capitulo del mismo individuo. Concretamente se estudiaron 75 capitulos de
37 plantas de S. palisae, 56 capitulos de 28 plantas de S. salzmani y 112 capitulos de 60 plantas de S.
mueleri.

Para probar la xenogamia, entre 2-12 capitulos por individuos fueron embolsados y polinizados
con polen de capitulos de plantas de la misma poblacion (xenogamia 1) o con polen de plantas de una
poblacion diferente (xenogamia 2). Para la xenogamia 1, 95 capitulos de 47 plantas de S. palisae, 117
capitulos de 41 plantas de S. salzmani y 130 capitulos de 68 plantas of S. mueleri fueron analizados.
Para la xenogamia 2, 87 capitulos de 44 plantas de S. palisae, 51 capitulos de 29 plantas de S.
salzmani y 175 capitulos de 75 plantas of S. mueleri fueron estudiados.
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Para comparar el comportamiento reproductivo de cada poblacién por taxon, se calcul6 el indice:
| = uG/uX, siendo G = la media del porcentaje de fructificacion de la poblacion producida por
geintonogamia forzada y pX = la media del porcentage de fructificaciéon de la poblacién generada por
xenogamia 1. Cuyo | >0,199, la poblacion es predominantemente auto-compatible.

2.3. Auto-incompatibilidad

Se llevo a cabo una serie de cruces dialélicos dentro de una poblacién de cada taxén desde
Enero a Mayo de 2005. Se estudiaron once individuos pertenecientes a la poblacién P2 de S. palisae,
catorce individuos de la poblacion P7 de S. salzmani y diez individuos de la poblacion P9 de S. mueleri;
entre 1y 4 capitulos de cada individuo se dejaron sin polinizar y se usaron como controles.

Plantas pseudoautocompatibles (PSC) son aquellas que producen una baja proporcién de
semillas con polen propio, porque dicho polen tiene una capacidad de germinacion y un crecimiento del
tubo polinico mas lentos que el polen procedente de otras plantas. Por otra parte, las plantas auto-
compatibles (SC) tienen una produccion de semillas similar por autogamia o alogamia, ya que el polen
en ambos casos presentan comportamientos similares (De Nettancourt, 1977; Levin, 1996). Un
individuo se considera auto-incompatible (Sl) cuyo la proporcion entre numero de frutos producidos
frente al numero de flores del capitulo es nulo, pseudo-autocompatible (PSC) cuyo la proporcion se
encuentra entre 0 y 0,12, y auto-compatible (SC) cuyo la proporcion es mayor que 0,12 (Ortiz et al.,
2006).

3. RESULTADOS
3.1. Sistema de reproduccién

En S. palisae de 37 plantas estudiadas, 16 fueron PSC (43,24%), perteneciendo a todas las
poblaciones estudiadas (P1, 43%; P2, 50%; P3, 37,5%; P4, 33%; P5, 33%; P6, 66%). Ademas se
encontré una planta autocompatible en cada una de las poblaciones 2 y 5, las cuales tienen un indice
(G/X) de 0,551 y 0,558 respectivamente, siendo por tanto predominantemente auto-compatibles. El
resto de las poblaciones fueron auto-incompatibles. Los analisis estadisticos ANOVAs mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos control y los de geitonogamia forzada (F = 16.943,
p=0.000); en ambos casos el porcentaje de fructificacion fue bajo. Por otra parte, los tratamientos de
xenogamia mostraron una fertilidad moderada, y no se encontraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos de xenogamia 1 y xenogamia 2 (F=0.952, p=0.331) (Figura 1).

En S. salzmani, de 28 plantas se encontraron 8 individuos PSC (28,57%) procedentes de las dos
poblaciones estudiadas (P7, 30%; P8, 25%). Ademas, dos plantas de la poblacion 7 fueron
autocompatibles, y dicha poblacion tuvo un indice (G/X) de 0,307 (predominantemente autocompatible),
mientras que la poblacion 4 fue auto-incompatible. Se detectaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos control y de geitonogamia forzada (ANOVAs: F= 15.692, p= 0.000) (Figura 1). En ambos
casos el porcentaje de fructificacion fue bajo. Por otra parte, los tratamientos de xenogamia mostraron
una fertilidad moderada y no se encontraron diferencias estadisticas entre xenogamia 1y 2 (ANOVA,
F=0.400, p=0.528) (Figura 1).
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En S. mueleri, de 60 plantas se encontraron 19 individuos PSC (31,66%) pertenecientes a cinco
poblaciones (P10, 36%; P11, 25%; P12, 60%; P14, 42%; P15, 28%). Sélo se encontraron dos plantas
auto-compatibles pertenecientes a las poblaciones 13 y 14. Todas las poblaciones fueron auto-
incompatibles segun el indice G/X. Se detectaron diferencias estadisticas entre los tratamientos control
y geitonogamia forzada (ANOVAs, F=33.16, p=0.000); en ambos casos el porcentaje de fructificacion
fue muy bajo. Por otra parte, los tratamientos de xenogamia mostraron una fertilidad moderada, y se
encontraron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos de xenogamia 1 y xenogamia 2
(ANOVAs, F=6.361, p= 0.012), con menores valores para el primero (Figura 1).

Figura 1. Porcentajes de fructificacion (media + dos veces el error estandar) obtenidos para cada tratamiento realizado (control,
geitonogamia forzada, xenogamia 1 y xenogamia 2) en cada especie. Las letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey.
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3.2. Auto-incompatibilidad

En los cruces dialélicos de 11 plantas de Scorzoneroida palisae, 7 fueron auto-incompatibles,
una auto-compatible (n° 7) y una PSC (n° 9). Algunos de los cruces (1x8, 8x1; 2x8, 8x2; 2x10, 10x2;
8x9, 9x8; 8x10, 10x8; 5x8, 8x5; 5x10, 10x5; 5x11, 11x5; 8x11l, 11x8) mostraron una desigual
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fructificacion segun la direccién del cruce, de modo que estos pares eran semi-incompatibles. Otros
cruces mostraron una relacién de inter-incompatibilidad (1x2, 2x1; 1x11, 11x1; 9x10, 10x9; 6x9, 9x6)
porque la fructificacibn era muy baja o nula en ambas direcciones de cruce. El resto de los cruces
produjeron bajos, moderados o altos porcentajes de fructificacion (8.9 — 81.58%).

Los cruces dialélicos de catorce plantas de Scorzoneroida salzmani, generaron 9 plantas
autoincompatibles y dos (n® 13 y 14) PSC. Algunos de los cruces (1x3, 3x1; 1x8, 8x1; 2x4, 4x2; 2x11,
11x2; 8x11, 11x8; 1x13, 13x1; 2x6, 6x2; 2x8, 8x2; 2x9, 9x2; 3x7, 7x3; 14x13, 13x14; 6x14, 14x6; 7x8,
8x7) mostraron una fructificacion desigual segun la direccion del cruce, siendo estos pares semi-
incompatibles. Otros cruces mostraron una relacion de inter-incompatibilidad (1x7, 7x1; 7x4, 4x7; 3x6,
6x3; 5x6, 6x5; 3x14, 14x3; 5x7, 7x5; 7x14, 14x7; 13x5, 5x13) porque la fructificacion fue muy baja o nula
en ambas direcciones de cruce. El resto de los cruces produjo fructificaciones bajas, moderadas o altas
(2,04 — 98,46%).

En los cruces dialélicos de las plantas de Scorzoneroida mueleri, todas fueron auto-
incompatibles. Algunos de los cruces (2x6, 6x2; 100x101, 101x100; 5x101, 101x5; 6x100, 100x6;
6x101, 101x6) mostraron una fructificacion desigual segun fuera la direccion de cruce, por tanto se
trataban de pares semi-incompatibles. Otros cruces mostraron una relacion de inter-incompatibilidad
(2x5, 5x2; 4x5, 5x4; 10x5, 5x10; 9x40, 40x9; 7x10, 10x7; 9x101, 101x9; 40x100, 100x40) porque la
fructificacién era muy baja o nula en ambas direcciones. El resto de los cruces produjo una baja,
moderada o alta fructificacion (2,25 — 96,82%).

4. DISCUSION

En las tres especies estudiadas encontramos un sistema de autoincompatibilidad esporofitico
(SSI), que por otra parte es tipico en la familia Compositae (De Nettancourt, 1977; Fryxell, 1957; Patil et
al., 1979; Proctor y Yeo, 1972; Stuessy et al., 1986; Caligari y Hind, 1994; Hughes y Babcock, 1950,
Gerstel, 1950, Hiscock, 2000a; Brennan et al., 2002, 2003; Hiscock y Tabah, 2003; Crowe, 1954; Imrie y
Knowles, 1971; Imrie et al., 1972), Young et al., 2000; Friar y LaDoux, 2002; Ortiz, 2006). Segun la
direccion del cruce realizado en la serie de cruces dialélicos, obtuvimos resultados positivos o negativos
en una frecuencia que indica la existencia de una gran cantidad de individuos en la poblacién con un
alelo comuan en el locus S. Ademas se encontraron diferentes patrones de dominancia en el pistilo y en
el grano de polen (Hiscock y Tabah, 2003).

Aunque nuestras especies son predominantemente auto-incompatibles, se reconoce una
variacion en la expresion de la autoincompatibilidad, ya que se han encontrado individuos auto-
compatibles y pseudo-autocompatibles en las tres especies, con los mayores porcentajes registrados
en S. palisae. Se trata de un hecho interesante que puede ser relativamente frecuente en las
poblaciones naturales, como demuestra que lo hayamos detectado en un numero reducido de
individuos de la poblacion (Young et al., 2002). Esta situacion se ha observado en otras Compuestas
como Helianthus (Caligari y Hind, 1994), Crepis Sancta (Cheptou et al., 2002), Hypochaeris (Ortiz,
2006), Aster furcatus (Reinartz y Les, 1994), Stephanomeria exigua (Brauner y Gottlieb (1987) o
Senecio squalidus (Hiscock, 2000).
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El cambio desde un sistema de reproduccion auto-incompatible a otro autocompatible permite
una mejora en la capacidad de colonizacion de las plantas, pero por otra parte aumenta la uniformidad
genética de las poblaciones, y limita por tanto la capacidad de respuesta ante posibles cambios
medioambientales con el consecuente aumento de la tasa de extincion. Por todo ello, las poblaciones
auto-incompatibles son mas persistentes que las auto-compatibles (Solbrig y Rollins, 1977).

El segundo elemento de flexibilidad existente en el sistema de reproducciéon de S. palisae, S.
salzmani y S. mueleri es la pseudoauto-compatibilidad. Se trata de un evento relativamente frecuente
en especies con el mecanismo SSI (Byers, 1995; Hiscock, 2000a; Pico et al., 2004; Spencer, 2003;
Ortiz et al., 2006; Cheptou et al., 2002). Levin (1996) sugiri6 que supone una estrategia reproductiva
clave que permite a las especies con sistemas de auto-incompatibilidad, superar las situaciones de
cuello de botella de las poblaciones (Hiscock, 2000). Ademas, podria ser la Unica forma de generar una
progenie de origen sexual cuando los vectores de polinizacion estuvieran limitados y/o la diversidad
alélica de los genes S fuera demasiado baja (Levin, 2000). Los individuos PSC se producen por causas
genéticas 0 ambientales (aumento de la temperatura, un largo fotoperiodo o la senilidad de la planta)
(Levin, 1996). Por ejemplo, Crepis sancta (Compositae) presentd una pseudofertilidad que se relacioné
con el momento de la estacién en que se encontraron las poblaciones (Spencer, 2003).
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