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Resumen

GONZALEZ AGUILERA, J. J., A. M.* FERNANDEZ PERALTA & A. SaRupO (1980).
Estudios citogenéticos y evolutivos en especies espafiolas de la familia Reseda-
ceae L. Seccién Glaucoreseda DC. Anales Jard. Bot. Madrid 36: 311-320.

Se exponen los resultados del andlisis del comportamiento de los cromosomas en
meyosis, andlisis cariotipico, fertilidad y tamafio de los granos de polen y anilisis
electroforético de proteinas totales en las especies de la seccién Glaucoreseda D.C.
del género Reseda L. Se discute el nimero cromosémico basico primitivo de esta
seccién asf como la filogenia de las especies que la integran.

Abstract

GONZALEZ AGUILERA, J. J., A. M. FERNANDEZ PERALTA & A. SaRupo (1980).
Cytogenetic and evolutive studies in the Spanish species of Resedaceae L. Sec-
tion Glaucoreseda DC. Anales Jard. Bot. Madrid 36: 311-320 (In Spanish).

The results of the meiotic chromosome behaviour, caryotype analysis, fertility
and size of the pollen grains and the electrophoretic behaviour of total proteins
in the species of section Glaucoreseda D.C. of the Genus Reseda L. are studied.

The original chromosome basic number of this section as well as the phylogeny
of its species are discussed.

INTRODUCCION

La seccién Glaucoreseda D.C. es una de las més caracteristicas del
género Reseda L. en Espaiia, ya que todas las especies que la integran
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—R. glauca L., R. complicata Bory, R. virgata Boiss. & Reuter yR. gredensis
(Cutanda & Willk.) Miiller Arg.— son endémicas de la Peninsula Ibé-
rica.

La distribucién geografica de estas especies se restringe casi exclusi-
vamente a regiones montafosas. A excepciéon de R. virgata, que coloniza
zonas de altitud media, el resto de las especies constituyen verdaderos
aislados geograficos enclavados en la Cordillera Cantabrica y Pirineos (R.
glauca), Sierra de Gredos (R. gredensis) y Sierra Nevada (R. complicata).
Esta caracteristica distribucién geografica parece haber condicionado la
diferenciacién de estos taxones.

MATERIAL Y METODOS

En la tabla 1 se resumen las poblaciones estudiadas, su localizacién
geogrifica, el mimero de referencia, asi como los niimeros gaméticos y
somaticos correspondientes.

Para cada una de las especies se han recogido muestras al azar en
distintas poblaciones naturales, analizindose un nuimero variable de in-
dividuos en cada una de ellas de acuerdo con el tamafio de las mismas,
de tal forma que la muestra fuera siempre significativa.

Las plantas herborizadas como testigos de las recolecciones se en-
cuentran depositadas en el Herbario del Real Jardin Botanico de Ma-
drid. La determinacién taxonémica del material ha sido realizada por el
doctor don Enrique Valdés-Bermejo.

TABLA 1

POBLACIONES Y NUMEROS CROMOSOMICOS DE LA SECT.
GLAUCORESEDA D.C.

ESPECIE LOCALIDAD N.O ref. n 2n
R. glauca L. Viella (Lérida) R-156 14 —
Aragiies del Puerto (Huesca) R-238 — 28
R. complicata Bory S.2 Nevada (Granada) R-185 14 -
Pto. de la Ragua (Granada) R-215 — 28

R. virgata
Boiss. & Reuter Cantoblanco (Madrid) R-105 14 —
El Tiemblo (Avila) R-141 14 —
Moluengo (Zamora) R-178 — 28

R. gredensis (Cutanda
& Willk.) Miiller Arg. S.? Gredos (Avila) R-216 — 28
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Para el analisis del comportamiento meyético se han utilizado las téc-
nicas descritas por SANUDO (1971), modificadas ligeramente en algunos
casos.

Para el estudio de las mitosis se utilizaron puntas de raices obtenidas
de la germinacién de semillas. Los meristemas radicales se trataron en
primer lugar con Colchicina 0,2 por 100 durante 15 minutos, y a conti-
nuacion se pasaron a 8-oxiquinoleina 0,002 M, donde se mantuvieron
durante 2 horas a temperatura ambiente. La fijacién se hizo con Carnoy
(3:1) durante 1 hora a 0-4° C vy, tras la hidrélisis en CIH IN a 60° C,
durante 3,5-4 minutos, fueron tefidos con orcefna acética al 1 por 100
(20-30 minutos).

Para la descripci6n de los cariétipos se ha adoptado la terminologia
introducida por LEVAN & al. (1964).

La determinacién de la fertilidad de los granos de polen se hizo
utilizando yemas florales en una etapa avanzada de desarrollo, pero an-
tes de producirse la antesis. Estas yemas se sumergieron en mezcla de
Miintzing (SHARMA & SHARMA, 1972) compuesta por Glicerol y Carmin
acético al 1 por 100 (3:1).

Los analisis electroforéticos de proteinas totales se han llevado a cabo
en semillas sin germinar. Dichas semillas fueron trituradas hasta obtener
un fino polvo, el cual se introdujo en un tubo de centrifuga al que se le
afiadié una cantidad de tampén extractor equivalente en peso al material
estudiado. El tampén extractor utilizado fue una mezcla de SDS al 20
por 100, glicerol, bromophenol blue, DTT 1M y Tris/C1H, 1M, pH 6,8.
Las muestras se mantuvieron en dicho tampén durante 12 horas a 0° C
con el fin de solubilizar todas las proteinas contenidas en las semillas.

La electroforesis se ha realizado en gel vertical de poliacrilamida con
SDS, para conseguir una distribucién de las proteinas sobre el gel de
acuerdo con su Pm. La técnica seguida para el desarrollo de la electrofo-
resis ha sido la de WEBER & OSBORN (1969) modificada por LAEMMLI
(1970).

RESULTADOS
Observaciones en meyosis

En la tabla 2 se resumen los datos obtenidos en el analisis del compor-
tamiento meyético de los tixones estudiados.

Entre las anomalias meyéticas que se han observado merecen ser
destacadas:

1.° La segregaciéon precoz de los univalentes durante la M-I en R.
complicata (R-185).

2.° Las asociaciones secundarias de varias parejas de cromosomas en
R. glauca (R-156), lo que revela la existencia de homologia estructural
entre algunas de las parejas (Fig. 1).
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Fig. 2.—Configuraciones cromosémicas multivalentes en M-I de R. complicata Bory (R-185).
Fig. 3.—Configuracién cromosémica tetravalente y asociaciones secundarias en M-I de R. virgata Boiss.
& Reuter (R-105).
Fig. 4.—Caridtipo de R. complicata Bory (2n = 28).
Fig. 5.—Caridtipo de R. virgata Boiss & Reuter (2n = 28).
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3.° La configuracién cromosémica tetravalente observada durante
la diacinesis en R. complicata. La frecuencia con que aparece este tetrava-
lente es del 20 por 100. En esta misma fase se observa también una
asociacién secundaria en la que se ve implicado el bivalente que se asocia
al nucléolo. Ademés durante la metifase I se observan placas con 14 11
juntoaotrascon 1211+ 1 IV, 121+ 1 HI+ 11y 101l + 1 IV + 1 111
+ 11. La coincidencia del tetravalente y el trivalente en una misma célula
se da con una frecuencia del 5,5 por 100 (Fig. 2).

En R. virgata también hemos observado una configuracién cromosé-
mica tetravalente con una frecuencia del 19,7 por 100 (Fig. 3).

4° Los cromosomas retrasados y puentes cromosémicos observados
durante la anafase I en R. virgata.

5.° Los fenémenos de endopoliploidia observados en R. complicata y
R. virgata, hecho que sugiere una posible via evolutiva para estas plantas.

Fertilidad y tamaiio de los granos de polen

Los datos obtenidos sobre fertilidad y tamafio de los granos de polen
se recogen en la tabla 3.

La seccién Glaucoreseda, considerada en conjunto, es la mas fértil del
género. Sin embargo, no siempre esta fertilidad se corresponde con un
comportamiento meyético regular. Asi, R. complicata, con un 98,86 por
100 de granos de polen fértiles, muestra en metéfase I diversas configu-
raciones cromosémicas multivalentes asi como la segregacién precoz de
un bivalente. Una situacién andloga se observa en R. virgata.

En cuanto al tamafio, merecen ser sefialadas las diferencias encontra-
das en las distintas especies a pesar de su proximidad morfolégica, en-
contrindose los tamafios madximo y minimo en R. glauca y R. virgata
respectivamente.

TABLA 3

TAMANO Y FERTILIDAD DE LOS GRANOS DE POLEN

Ferii- DIAMETRO (um)
ESPECIE N.° ref. % | lidad %
Extremes Medios
R. glauca L. R-156 |14 99,8 [17,64-14,70 16,59 = 0,17
R. complicata Bory R-185 14 | 98,86 (17,16 -14,30 15,50 = 0,17
R. virgata Boiss. & R-105 14 98 14,70 - 11,76 13,17 = 0,21
Reuter R-141 14| 96,92 | 14,70- 11,76 12,94 + 0,22
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Observaciones en mitosis

Los cariétipos que describimos a continuacién se estudian aqui todos
por primera vez.

R. glauca L. 2n = 28

Nuestro recuento, 2n = 28, realizado en los individuos de la pobla-
cién de Aragiies del Puerto (Huesca) coincide con los realizados ante-
riormente por OKSIJUK (1935) y EIGSTI (1936). Sin embargo, no hemos
observado la variabilidad en el nimero que encuentra este ultimo autor
(n =10, 12).

Hasta el momento no hemos podido elaborar el caridtipo de esta
especie. '

R. complicata Bory 2n = 28 (Fig. 4)

EIGSTI (1936) de 2n = 28 y n = 15 para material cultivado en distin-
tos Jardines Botanicos Americanos. Nuestro recuento 2n = 28, realizado
en la poblacién del Puerto de la Ragiia (Granada) y confirmado en me-
yosis (n = 14) en individuos de esta misma poblacién, coincide con el de
este autor. Sin embargo, al igual que en R. glauca no hemos observado la
variabilidad en cuanto al numero que EIGSTI (loc. cit.) indica para esta
especie.

pl%(l: tamafio cromosémico oscila entre 2,18 y 1,19 um. El cariétipo
comprende 10 parejas «m» (centrémero en la regién mediana) la 2.2, 3.2,
5.2 6.2 7.2 82 9.2 102 11.2y 12.2 y cuatro parejas «<sm» (centrémero en
regién submediana) la 1.2, 4.2, 13.2 y 143, siendo la 1.? satelitifera.

R. virgata Boiss. & Reuter 2n = 28 (Fig. 5)

EIGSTI (1936) encuentra n = 14 y 2n = 28 en individuos de esta
especie cultivados en el Jardin Botinico de Illinois. La poblacién que
hemos analizado en mitosis procedente de Moluengo (Zamcra) presenta
2n = 28, niimero que hemos podido confirmar en meyosis (n = 14) en
las poblaciones de Cantoblanco (Madrid) y El Tiemblo (Avila).

El tamafio cromosémico oscila entre 2,49 y 1,73 um. El cariétipo
comprende 3 parejas «M» (8.2, 10.2, y 11.) y 11 «m», siendo satelitiferas
la 1.2 y la 3.2 Durante la profase meyética hemos observado un solo
bivalente asociado al nucléolo.

R. gredensis (Cutanda & Willk.) Miiller Arg. 2n = 28

No hemos encontrado citas en la bibliografia que resefien el nimero
cromosé6mico de esta especie, por lo que pensamos que el nimero 2n =
28 encontrado en la poblacién analizada procedente de la Sierra de
Gredos (Avila) se da aqui por vez primera.

Hasta el momento no hemos podido elaborar el cariétipo de esta

especie.
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Andlisis de proteinas totales

La finalidad perseguida al hacer este tipo de analisis electroforético,
en el que las proteinas se distribuyen sobre el gel de acuerdo con su Pm,
ha sido el poder determinar los patrones de bandas correspondientes a
cada una de las especies, y sobre su base establecer las afinidades a nivel
molecular entre las especies comparadas.

Mediante este andlisis hemos comparado R. glauca, R. virgata y R.
complicata, observindose que las bandas con un R; — 0,72; 0,68; 0,60;
0,56; 0,52; 0,41; 0,38; 0,24 (Fig. 6) son comunes a las tres especies, si
bien la banda 0,24 es mucho mas intensa en R. virgata.

Las bandas 0,48 y 0,44 presentes en R. complicata y R. virgata con
igual intensidad no aparecen, en cambio, en R. glauca.

La banda 0,28 aparece muy intensa en R. complicata, disminuyendo su
intensidad en R. virgata y no apareciendo en R. glauca.

Por ltimo la banda 0,18 es caracteristica de R. glauca.

Como puede deducirse de estos resultados existe una gran proximi-
dad a nivel de proteinas totales entre R. complicata y R. virgata, teniendo
patrones de bandas muy similares, mientras que R. glauca diverge de las
otracl[s_ dos sobre todo en lo que se refiere a proteinas de Pm elevado y
medio.
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DISCUSION

En el estudio realizado por EIGSTI (1936) sobre las Resedaceas, se
indica el nimero n = 14 como caracteristico de las especies de la seccién
Glaucoreseda. Posteriormente no se ha realizado ningun estudio citolégico’
sobre estas especies.

La variabifi)c‘;;d cromosémica encontrada por EIGSTI (loc. cit.) en al-
guna de estas especies y que nosotros no hemos logrado detectar, a pesar
de muestrear extensivamente las poblaciones, la atribuimos al origen
cultivado del material utilizado por el autor con las dificultades que
entrafia su determinacién taxondémica, asi como a los inevitables errores
que muestran frecuentemente, en cuanto a determinacién taxonémica,
las semillas enviadas por los Jardines Boténicos.

De los resultados obtenidos de nuestros analisis deducimos que efec-
tivamente el nimero n = 14 es el caracteristico de las especies de esta
seccién. Sin embargo, no pensamos que éste sea el nimero basico de la
seccion Glaucoreseda. Efectivamente, estas especies presentan un nimero
cromosémico alto que sugiere un origen poliploide, no conociéndose sus
diploides ancestrales que incluso parecen haber desaparecido. Ademaés
las especies diploides de las secciones pré6ximas son suficientemente dife-
rentes como para que puedan ser consideradas ancestrales de dichos
poliploides. Esta hipétesis encuentra un importante apoyo en la observa-
ci6n de configuraciones multivalentes y asociaciones secundarias durante
la meyosis de estas especies, hechos que apuntan hacia un origen autopo-
liploide y un proceso de diploidizacién incompleto. Por otra parte son
aislados geograficos, constituyendo cada uno de ellos lo que los taxéno-
mos consideran buenas especies. _

Estas caracteristicas, expuestas anteriormente, nos permiten encua-
drarlas dentro de los paleopoliploides esquizoendémicos (FAVARGER
1960, 1962) y nos inducen a pensar en el origen secundario del nimero
n = 14 a expensas de ancestrales con x = 7 por procesos de tipo eu-
ploide, siendo por tanto este ultimo el niimero basico de la secci6n.

Parece légico pensar, dada la distribucién geografica de las Reseda-
ceas, que la especie ancestral que colonizé6 nuestra peninsula desde el
continente africano debi6 experimentar cambios numéricos en los cro-
mosomas por procesos de naturaleza euploide. Asimismo, se puede pen-
sar que ante las condiciones adversas del medio (glaciaciones, etc.) que-
daria aislada en sus «refugios» montafosos, hecho que suele ir acompa-
fiado de un proceso de deriva genética en poblaciones pequenas y, por
tanto, de diferenciacién.
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