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El entorno del estrecho de Gibraltar se presenta como una de
las &reas con mayor endemicidad de la Cuenca Mediterranea
puesto que los sucesivos avances y retrocesos del mar
(Mioceno-Plioceno) produjeron un aislamiento geografico en
los territorios interiores de los continentes europeo y africano.
En base a perfiles proteicos de semillas y a secuencias de
ADN nuclear ribosdmico (regiones espaciadoras internas) se
hace un estudio de las especies de Slene sect.
Sphonomorpha Otth. del Sur de la Peninsula Ibérica. Como
resultado se establece un paralelismo entre las diferencias
génicas y morfolégicas de Slene tomentosa Otth., S
andryalifolia Pomel y S. gazulensis Galédn de Meraet al.
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The area around the Strait of Gibraltar has one of the highest
endemicity rates in the Mediterranean Basin, because of the
sea level variations in the Miocene-Pliocene, responsible for
the geographical isolation of the inside territories of the
European and the African continents.

We studied the internal transcribed sequences (ITS) in
nuclear ribosomal DNA and the seed protein profiles in
Slene sect. Sphonomorpha Otth. species in southern Iberian
Peninsula. As aresult, a parallelism between the genetic and
morphological differences of Slene tomentosa Otth.,, S
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andryalifolia Pomel and S. gazulensis Galéan de Mera et al.
was established.

Key words: Slene, protein profile, internal transcribed
sequence (ITS).

INTRODUCCION

Las especies de Slene sect. Sphonomorpha Otth. se encuentran repartidas en
la Cuenca Mediterranea. Segun diferentes autores (BOCQUET et al. 1978,
JEANMONOD 1984) su origen y distribucion estd ligada a la desecacion
(Mioceno) y la reinvasion (Plioceno) de la Cuenca Mediterranea por € mar
(HSU et al. 1973).

Varios autores del siglo XIX (KELAART 1846, WILLKOMM & LANGE
1880, DEBEAUX & DAUTEZ 1888) pusieron de manifiesto la existenciade S.
tomentosa Otth. (= S gibraltarica Boiss.) en €l pefién de Gibraltar. Esta especie
fue dada por extinta posteriormente (TALAVERA 1990, CORTES & LINARES
1993) aungue poco después se encontraron algunos gjemplares (LINARES et al.
1996).

En un estudio sobre flora y vegetacién realizado en la provincia de Cadiz se
encontraron plantas muy parecidas a S tomentosa por lo que fueron
identificadas como tales (GALAN DE MERA 1993a); hecho que suscitd
opiniones sobre una determinacion errénea (GARCIA MURILLO 1993) causada
por el parecido morfolégico entre S. andryalifolia y S tomentosa. La
proximidad entre las especies de la seccion Sphonomorpha ya habia sido
indicada anteriormente (PINTO DA SILVA 1956, JEANMONOD 1984) y ha
dado lugar a la descripcion reciente de nuevas especies, como S. oenotriae
Brullo (BRULLO 1997) y S gazulensis Galdn de Mera et al. (GALAN DE
MERA et al. 1999), que nos pueden llegar a explicar las migraciones, cambios
geoldgicos y dinamicas de la vegetacion en el oeste de la Cuenca Mediterranea,
mostrando un paralelismo entre observaciones morfoldgicas y citogenéticas.

MATERIAL Y METODOS

o Material recolectado

Para la realizacion de las observaciones morfolGgicas y citogenéticas se han
utilizado diferentes poblaciones de S. andryalifolia, S gazulensisy S. tomentosa
cultivadas en €l laboratorio de Botanica de la Universidad San Pablo-CEU y en
el Jardin Boténico de Gibraltar.

Los gemplares de S. andryalifolia proceden de Cérdoba (Sierra de Rute, Pico
Gallinera, USP209099), los de S gazulensis de Céadiz (Alcala de los Gazules,
Pefia Arpada, USP209199) y los de S. tomentosa de Gibraltar (USP 208598).

También se emplearon poblaciones madrilefias de S. colorata Poiret (Boadilla
del Monte, USP 213699). Esta especie pertenece a la seccion Dipterosperma
(Rohrb) Chowdhuri cuyos caracteres morfolégicos distan mucho de los de
Sphonomorpha.
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e Morfologia

Los caracteres morfol 6gicos que se estudiaron fueron los siguientes: forma de
vida, inflorescencia, longitud del cdliz, indumento del caliz (por microscopia
electronica), color de los pétalos, longitud de los pétalos y longitud del
androgindforo.

e Andlisisdel perfil proteico por electroforesis en gel SDS-Poliacrilamida

Parareadlizar este andlisis se utilizaron 40 semillas de diferentes poblaciones de
S andryalifolia, S gazulensis, S. tomentosa y S. colorata. Una semilla fue
pulverizada y se le afiadieron 25 ul de tampodn de extraccion (2-mercaptoetanol,
glicerol, Tris pH 6,8 1M, SDS, Pironina Y). Se incubé 1 hora con agitacién
ocasional y se hirvié durante minuto y medio (CASSEY et al. 1986).

Posteriormente se cargaron 8 ul de cada extraccion en geles SDS-PAGE 4
12,5% (acrilamida 35%, bisacrilamida 2%, Tris 1M pH 8,8, SDS 10%, amonio
persulfato 1%, TEMED 0,05%) con gel stacking a 3%. La electroforesis se
desarroll6 durante 16 horas a un voltaje constante de 50 V. Terminada la
electroforesis se tifio € gel con una solucion de Azul de Coomassie R250 a
0,02% durante 12 horas y para decolorar la tincion de fondo se usd &acido
tricloroacético a 12%. Los marcadores usados fueron: miosina, 205 kDa; f-
galactosidasa, 116 kDa; fosforilasa B, 97,4 kDa; albimina plasmatica bovina, 66
kDa; albuminade huevo, 45 kDay anhidrasa carbénica, 29 kDa.

¢ Aislamiento de ADN, amplificacion y secuenciacion

El material empleado para este estudio procede de las hojas frescas de laroseta
basal de S andryalifolia, S. gazulensisy S. tomentosa.

El ADN total fue extraido de las hojas frescas segliin € método descrito por
TOWNER (1991) con pequefias modificaciones. Posteriormente se amplifico,
mediante PCR, un fragmento de la regidn espaciadora interna del ADN nuclear
ribosdémico. Se emplearon dos cebadores especificos, uno superior y otro inferior
(5'-CCCGGCTAAACAACGA-3 ; 5-TGCCCTAAGACAACAACAAA-3),
disefiados por e programa OLIGO V 5.0 usando dos fragmentos espaciadores
internos del ADN ribosdmico y el ADN ribosdmico 5.8S de S colorata (Gen
Bank acceso n°® X86842).

Las amplificaciones se realizaron con ADN gendmico (100 ng /reaccion) en un
volumen de 25 pul con 0,5 uM de cada cebador, 0,25 pul de una mezcla de dNTP
0,1 mM, 2,5 ul de tampon 10x (100 mM Tris-HCI pH 8,3, 100 mM KCl, 1,5 mM
MgCl,) y 2 unidades de Taq polimerasa de Roche-Molecular Biochemicals. Las
reacciones se llevaron a cabo en e termociclador PTC-100 (MJ Research) con
un precalentamiento a 94 °C durante 7 minutos, 35 ciclos (94 °C durante 1 minu-
to; 57,5 °C durante 1 minuto; 72 °C durante 1 minuto) finalizando con 72 °C
durante 7 minutos.

La deteccién del ADN se rediz6 en un gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio. Las bandas resultantes fueron recortadas del agar y se purificaron con el



R. MORALESALONSO ET AL. 286

Bioclean DNA purification kit de Biotools segin instrucciones del fabricante. El
fragmento de ADN se insertdé en e plasmido pCR-TOPO con € TOPO TA
Cloning Kit de Invitrogen segiin instrucciones del fabricante; y latransformacion
se rediz6 en bacterias E. coli competentes. Comprobado el crecimiento
bacteriano, se eligieron los clones recombinantes que contenian los insertos. Para
e aisamiento de ADN plasmidico se utilizéd e QlAprep Spin Miniprep Kit de
Qiagen siguiendo indicaciones del fabricante.

La secuenciacion del fragmento se realizd en e Centro de Investigaciones
Bioldgicas de Madrid, con secuenciador automético ABI PRISM 377 DNA
Secuencer de Perkin Elmer. Las secuencias obtenidas se alinearon con €
programa de ordenador MEGALIGN DNASTAR que utiliza € método Clustal
para hacer las comparaciones.

RESULTADOS
¢ Morfologia
L os caracteres morfol 6gicos estudiados se encuentran en laTabla 1.

Tabla 1. Caracteres morfol 6gicos de las especies de Slene sect. S phonomorpha.

(mm)

Caracteres S andryalifolia S tomentosa S. gazulensis
. Hemicriptdfito Hemicriptdfito Hemicriptdfito
Formade vida d d inif
(longitud cm) ascendente ascendente pulviniforme
(10-40) (10-30) (c.20)
Inflorescencia Laxa Laxa Contraida
Longitud del caliz 17.23 16-20 15-20

Pelos glanduliferos de

Pelos eglanduliferos

Pelos eglanduliferos

androginéforo (mm)

Indumento del céliz superficielisay de supelrflme de wpe;rflue
14ndul as sentadas verruculosay verruculosay
9 glandulas sentadas | glandulas sentadas
. . . Blancos o
Color delos pétalos Blancos o Ilgerameqte Violetapdido n o ligeramente rosados
rosados por €l envés haz y el envés .
por el envés
Longitud de los
pétalos (mm) 7-9 7-8 c. 10
Longitud del 611 7595 6-8

e Andlisis proteico

Los perfiles proteicos de las cuatro especies se pueden observar en laFig. 1y
en laTabla 2 se presenta un esquema de la distribucién de los polipéptidos.

La presencia de un polipéptido indica la existencia de un gen estructural. Con
un patréon electroforético se puede averiguar los genes estructurales que son
polimdrficos. Asi, en S tomentosa se observan diversos polipéptidos en
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condicion polimérfica (P82 y P78; P36, P35y P34; P31y P30; P26 y P24; P22y
P20), mientras que en S. gazulensis Gnicamente se observa polimorfismo en P36,
P35 y P34. Este Ultimo también se presenta en S andryalifolia junto con P82 y
P78; Sin embargo, en S colorata encontramos algunos polipéptidos distintos
como P73, P62y P33.

9 10 11 12

ugIdeIbIW 3p opHUeS

Fig. 1. Perfil proteico de las proteinas procedentes de las semillas de S. tomentosa (1, 2,
3), S gazulensis (4, 5, 6), S andryalifolia (7, 8, 9) y S colorata (10, 11, 12). Mw =
marcadores.

e Secuencias de ADN

Se secuenciaron un total de 487 pares de bases pertenecientes a fragmento
espaciador 1 (ITS1), fragmento espaciador 2 (ITS2) y 5.8S. En el aineamiento
de estas secuencias (Apéndice 1) y teniendo en cuenta la secuencia consenso, se
encuentran 21 sustituciones en S. colorata: en las posiciones 47 y 70 una G por
A;en71, 91, 243, 302, 376 y 438 una C por T; en 370, 381 unaT por A; en 379
y 454 una A por G; en 412 una A por C; en 460 una G por A y en 226 una G por
C. Ademas observamos dos deleciones en las posiciones 31 y 293 y una
insercion de C en 304 y 439.
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Tabla 2. Distribucion de los polipéptidos en S. tomentosa (1, 2, 3), S. gazulensis (4, 5, 6),
S andryalifolia (7, 8, 9) y S colorata (10, 11, 12). PM = Peso Molecular; + = banda
presente; - = banda ausente

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
82 P82 + + + + + + 4+ - - - - -
778 P8 - - + - - - + + o+ - - -
73 P73 - - - - - - - - - + o+ o+
62 P62 - - - - - - - - - + o+ o+
54 P4 + + + + + + + + + + + +
36 P37 - + + - - - - + - + + +
35 P35  + + - + + + + + + + +
34 P34 + + + - + + + + + - - -
33 P33 - - - - - - - - - +  + o+
31 P31 + + o+ - - - - - - - - -
30 P30 - + 0+ + 4+ o+ o+ + + o+ o+ o+
26 P26 + + + - - - - - - + + +
24 P24 - + + + + + + + + - - -
2 P2 + + + + + 4+ + + 4+ + + +
20 P20 + - + - - - - - - + o+ o+

En S andryalifolia destacamos una delecion en 429 y una sustituciéon en 456
deunaT por C. En S gazulensis encontramos una sustitucion de G por A en la
posicién 335. Ademas, en las posiciones 301, 385, 410 y 483, las bases de S.
andryalifolia y S. tomentosa, que son iguales entre si, son diferentes de S.
coloratay S. gazulensis, que también son iguales entre ellas.

A partir de dicho alineamiento se deduce la matriz de similitud y divergencia
que se muestraen laTabla 3.

Tabla 3. Matriz de similitud y divergencia de | as secuencias amplificadas.

Porcentgje de similitud

Porcentaje

de
divergencia

De estos valores obtenemos un dendrograma (Fig. 2) en €l que se observaa S
andryalifolia y a S. tomentosa como especies méas cercanas entre si, y a S.
colorata mas algjada de | as otras tres especies citadas.
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l_ S andryalifolia

S tomentosa
—| L S gazulensis
S colorata

34 : 0

Fig. 2. Dendrograma de las secuencias amplificadas.

DISCUSION

o Morfologia

S andryalifolia, S. gazulensis y S tomentosa son muy proximas entre si, al
igua que ocurre con otras especies de la misma seccion (JEANMONOD 1984;
TALAVERA 1990).

S gazulensis se diferencia de S andryalifolia y S. tomentosa por su aspecto
pulviniforme. Ademas se aparta de S. andryalifolia por los pelos calicinos
eglanduliferos y verruculosos, y se separa de S tomentosa por las hojas no
crasilisculasy lainflorescencia comprimida.

S andryalifolia presenta €l cdliz con un indumento de pelos glanduliferos de
superficie lisa mientras que en S. tomentosa y S gazulensis los pelos son
eglanduliferos y verruculosos (Fig. 3) (GALAN DE MERA 1995).

El color de los pétalos parece ser un caracter bastante importante
(JEANMONOD 1984). En S. tomentosa se presentan de color violeta pélido,
mientras que en S. andryalifolia y S gazulensis son de color blanco o
ligeramente rosados en €l envés.

¢ Andlisis proteico

Como se observa en la Fig.l los patrones electroforéticos de las cuatro
especies son bastante similares siendo S gazulensis la especie que menos
variabilidad intraespecifica presenta.

S andryalifolia y S tomentosa se diferencian en la condicion polimérfica de
P26 y P24, y de P22 y P20, que estan presentes en S. tomentosa pero no en S.
andryalifolia. Sin embargo, S. colorata tiene un patrén claramente diferente ya
que tiene un mayor nimero de polipéptidos que en las otras tres especies no
estan presentes (P73, P62, P33), aungue también se observan polimorfismos que
se dan en las otras especies. Por tanto, € patrén electroforético de S. colorata
esta mas separado de las otras tres especies debido a que pertenece a una seccién
distinta: pero aln asi, se observa una gran semejanza con las otras tres, o que
hace pensar en el gran parecido existente dentro de especies del mismo género.
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Fig. 3. Fotografias electronicas del indumento del cdliz. A = S andryalifolia, B = S
gazulensis, C = S tomentosa.
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e Secuenciacion de ADN

Las relaciones filogenéticas reconstruidas con parte de los fragmentos
espaciadores 1y 2 y laregion 5,8S de ADN ribosdmico coinciden bastante bien
con lamorfologia de las plantas (SUH et al. 1993).

Como reflgja e dendrograma, S. colorata es la especie que se encuentra mas
distante, lo cual es l6gico por su pertenencia a una seccion diferente de la
Sphonomorpha. También se puede observar que S gazulensis se separa
claramente de S. andryalifoliay S. tomentosa.

Descartando a S. colorata, €l porcentagje de divergencia varia entre un 0,2% y
un 1,2%. Este nivel de variacion es tan bajo como el que encontramos en otras
secciones del género (OXELMAN 1996) y més bajo que en otras familias de
angiospermas (BALDWIN 1992), lo que puede explicar € gran parecido de las
especi es pertenecientes ala seccion Siphonomorpha.

CONCLUSIONES

Las diferencias genéticas y proteicas en las tres especies tratadas en € texto
pertenecientes a la seccién Siphonomorpha no es muy alta, e incluso se observan
pocas diferencias con S. colorata que pertenece a la seccion Dipterosperma. Esto
confirma la proximidad morfolégica entre las especies de la seccidn
Sphonomor pha indicada ya por JEANMONOD (1984) y TALAVERA (1990).

Aunqgue las secuencias de ADN obtenidas son muy parecidas, las diferencias
existentes en poblaciones de la seccién Sphonomorpha apoyan la existencia de
nuevos taxones.

La cercania de los caracteres de S gazulensis con los de S. tomentosa y S
andryalifolia, puede hacernos pensar que estas dos Ultimas originaron
poblaciones de origen hibriddgeno en los roquedos interiores del area del
estrecho de Gibraltar.

Posiblemente esta variabilidad de tdxones sea debida a la retirada del mar de
las éreas interiores proximas al estrecho de Gibratar apareciendo una ata
endemicidad (GALAN DE MERA 1995). Esto nos lleva a la reconsideracion de
la metodol ogia clésica anteriormente utilizada en este territorio para el estudio de
la vegetacion (GALAN DE MERA 1993b). Por ello, habria que interpretar a la
vegetacion considerando asociaciones fitosociologicas en territorios més
amplios, y a ellas subordinar razas geogréficas en locaidades concretas
(SCHUHWERK 1990).
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Apéndice 1. Alineamiento de las secuencias. N= indeterminacion. -= ausencia. CON = secuencia
consenso. AND = S andryalifolia; COL = S colorata; TOM = S tomentosa; GAZ = S. gazulensis.

CON CCCGGCTAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAATGCGTCAAGGAATATAAAC

AND CCCGGCTAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAATGCGTCAAGGAATATAAAC 50
COoL CCCGGCTAAACAACGAACCCCGGCGCGTAA-TGCGTCAAGGAATATGAAC 49
TOM CCCGGCTAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAATGCGTCAAGGAATATAAAC 50
GAZ CCCGGCTAAACAACGAACCCCGGCGCGTAAATGCGTCAAGGAATATAAAC 50
CON TTTATGTGTGTGCTCTCCTATCGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGTGGTG

AND TTTATGTGTGTGCTCTCCTATCGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGTGGTG 100
COoL TCTATGTGTGTGCTCTCCTGCTGCCCGGTTAGCCGGGCGTCGGAGTGGTG 99
TOM TTTATGTGTGTGCTCTCCTATCGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGTGGTG 100
GAZ TTTATGTGTGTGCTCTCCTATCGCCCGGTTAGCCGGGCGTTGGAGTGGTG 100
CON CCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGC

AND CCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGC 150
CoL CCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGC 149
TOM CCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGC 150
GAZ CCATGTCTTAACAATAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGC 150
CON ATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATC

AND ATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATC 200
CcoL ATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATC 199
TOM ATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATC 200
GAZ ATCGATGAAGAACGTANCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATC 200
CON CCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCTTCCGGCT

AND CCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCTTCCGGCT 250
COoL CCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGGAAGTTGCGCCCGAAGCCTTTGGCT 249
TOM CCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCTTCCGGCT 250
GAZ CCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCTTCCGGCT 250
CON GAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCACATTCCAC

AND GAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCACATTCCAC 300
COoL GAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCA-ATTCCAC 298
TOM GAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCACATTCCAC 300
GAZ GAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCTCCCCCATATTCCAC 300
CON GTT-GGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGC

AND GTT-GGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGC 349
CoL CCTCGGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGC 348
TOM GTT-GGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGACTCACCGGTCGCGGC 349
GAZ CTT-GGTGGAGGGGAAGGAGGATGGTTTCCCGCGGCTCACCGGTCGCGGC 349
CON TGGCCTAAAATTGGAGCCCACGGCATCGGGATGCTGCGGCGATAGGTGGT

AND TGGCCTAAAATTGGAGCCCACGGCATCGGGATGCTGCGGCGATANGTGGT 399
CoL TGGCCTAAAATTGGAGCCCTCGGCACNGAGTTGTCGCGGCGATAGGTGGT 398
TOM TGGCCTAAAATTGGAGCCCACGGCATCGGGATGCTGCGGCGATAGGTGGT 399
GAZ TGGCCTAAAATTGGAGCCCACGGCATCGGGATGCCGCGGCGATAGGTGGT 399
CON GAACAAGGCTTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCAT-GCCGTGCCAAT

AND GAACAAGGCTTCGGCCAAGCAAGCAACC-GTCGCGCAT-GCCGTGCCAAT 447
CcoL GAACAAGGCCTAGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCACCGCTGTGCCAAT 448
TOM GAACAAGGCTTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCAT-GCCGTGCCAAT 448
GAZ GAACAAGGCCTCGGCCAAGCAAGCAACCCGTCGCGCAT-GCCGTGCCAAT 448
CON GCGGGCTCGAAGGACCCTTTGTTGTTGTCTTAGGGCAXX

AND GCGGGTTCGAAGGACCCTTTGTTGTTGTCTTAAGGCA™ 486
COoL GCGGGCTCGGAGGACCCTTTGTTGTTGTCTTAGGGCA™” 487
TOM GCGGGCTCGAAGGACCCTTTGTTGTTGTCTTAAGGCA”’ 487

GAZ GCGGGCTCGAAGGACCCTTTGTTGTTGTCTTAGGGCA™” 487
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