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Resumen

Muchas especies vegetales de forma natural han evolucionado gracias a mecanismos de
duplicacion de su contenido genético (poliploidizacion). Estos procesos juegan un papel
importante en la evolucion adaptativa y de especiacion. EI género Centaurea L.
(Asteraceae) es un genero moderno y con altos niveles de diversidad. En él, es frecuente
la aparicion de hibridos entre especies distintas y poliploides con diferentes niveles de
ploidia. Conocer los mecanismos naturales de generacion de diversidad puede ayudar,
por ejemplo: al manejo de poblaciones de especies amenazadas, o en diferentes procesos
de mejora vegetal.

El complejo poliploide que se va a estudiar en el presente trabajo estd formado por el
diploide C. aspera L. y el tetraploide C. seridis L. En este caso, se va a evaluar la
viabilidad del polen de C. aspera (2x) sobre las flores de C. seridis (4x) para ver si C.
seridis puede actuar como parental femenino en la formacion de hibridos triploides (3x).
Las flores de C. seridis son hermafroditas y autdgamas, por lo que sera necesario la puesta
a punto de un método de emasculacion. Esta técnica consistird en la retirada de las anteras
de cada una de las flores de C. seridis reunidas en capitulos para posteriormente realizar
la polinizacion forzada mediante frotacion con capitulos de C. aspera.
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Resum

Moltes especies vegetals han evolucionat de forma vegetal gracies a mecanismes de
duplicaci6 del seu contingut genétic (poliploiditzacid). Aquests processos juguen un
paper important en la evolucid adaptativa i d’especiacid. El génere Centaurea L.
(Astaraceae) és un genere modern y amb nivells alts de diversitat. En ell, és freqlient
I’aparici6 d’hibrids entre espécies distintes i poliploides amb diferents nivells de ploidia.
Coneixer els mecanismes naturals de generacio de diversitat pot ajudar, per exemple: al
maneig de poblacions d’especies amenacades, o en diferents processos de millora vegetal.

El complex poliploide que es va a estudiar en el present treball esta format pel diploide
C. aspera L. i el trataploide C. seridis L. En aquest cas, es va a avaluar la viabilitat del
pol-len de C. aspera (2x) sobre les flors de C. seridis (4x) per a veure si C. seridis pot
actuar com parental femeni en la formacio d’hibrids triploides (3x). Les flors de C. seridis
son hermafrodites i autdbgames, per lo que sera necessari la posada a put d’un métode
d’emasculacid. Aquesta técnica consistira en la retirada de les anteres de cada una de les
flors de C. seridis reunides en capitols per a posteriorment realitzar la pol-linitzaci
forcada mitjancant frotacio amb capitols de C. aspera.

Paraules clau

Centaurea seridis, Centaurea aspera, poliploidia, emasculacid, pol-linitzacié creuada.
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Abstrac

Many naturally occurring plant species have evolved through mechanisms of duplication
of their genetic content (polyploidization). These processes play an important role in
adaptive and speciation evolution. The genus Centaurea L. (Asteraceae) is a modern
genus with high levels of diversity. In it, the emergence of hybrids between different
species and polyploids with different levels of ploidy is frequent. Knowing the natural
mechanisms of diversity generation could help, for example: in the management of
populations of threatened species, or in different processes of plant improvement.

The polyploid complex to be studied in the present work is formed by the diploid C.
aspera L. and the tetraploid C. seridis L. In this case, the viability of C. aspera pollen
(2x) is evaluated the flowers of C. seridis (4x) to see if C. seridis can act as a female
parent in the formation of triploid hybrids (3x). The flowers of C. seridis are
hermaphrodite and autogamous, so it will be necessary to develop a method of
emasculation. This technique will consist of the removal of the anthers of each of the
flowers of C. seridis collected in flower head to later carry out the forced pollination by
rubbing with flower head of C. aspera.

Key words

Centaurea seridis, Centaurea aspera, polyploidy, emasculation, cross pollination.
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1. Introduccion

1.1. Importancia de la poliploidia en plantas

La poliploidia es el proceso de multiplicacién del namero completo de cromosomas de
una especie y puede producirse en células, tejidos u organismos. Cuando los juegos de
cromosomas provienen de una Unica especie parental se denominan autopoliploides (e.g.
AAAA), cuando los juegos de cromosomas provienen de dos 0 mas especies se
denominan alopoliploides (e.g. AABB). Segin el nimero de juegos cromosémicos
completos tenemos: triploides (3X; AAA), tetraploides (4X; AAAA), pentaploides (5X;
AAAAA), y asi sucesivamente. La poliploidia suele ser frecuente en grupos con altas
tasas de hibridacién, debido a la posible fusién de gametos no reducidos (Otto,2007).

La poliploidia es una importante fuerza impulsora de la evolucién de las plantas (Otto,
2007; Soltis & Soltis, 2009). Se tienen evidencias de que la mayoria de angiospermas han
sufrido algin proceso de poliploidizacion durante su proceso evolutivo (Figura 1),
ademas, un tercio de ellas son poliploides recientes y se estima que el 15% de los procesos
de especiacion son producidos por poliploidizacion (Wood et al., 2009).

Eudicot —83 r‘u‘-.er_m oliid ‘r,v,'r*csp—tu‘i

Nuphar (waterlily)

L)

#® Paleopolyploidization event
Speculated paleopolyploidization event

Figura 1. Eventos de paleopoliploidizacion en el reino Plantae. Fuente: Conceptcours, 2013.

Existen tanto especies silvestres (e.g. Rubus, Centaurea, etc.) como agricolas que poseen
un incremento del nimero cromosémico. En cuanto a las especies agricolas encontramos
plantas tan importantes como el trigo (Triticum aestivum L. (hexaploide AABBDD)), la
cafia de azucar que es el cultivo de mayor produccion mundial con 1900 MT al afio
(Saccharum officinarum L.) o los platanos (Musa x paradisiaca (mayoritariamente
triploides del tipo AAB, ABB)) (DeWet et al., 1981).

También encontramos el caso del género Citrus. Generalmente son diploides con un
numero basico de 9x cromosomas (Krug, 1943). Pero, se han encontrado especies con
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genotipos triploides y tetraploides (Longley, 1925; Lapin, 1937; Iwasaki, 1943). En el
caso de especies agricolas hay algunas donde la hibridacion-poliploidizacion se ha
producido de forma natural y otras donde ha sido inducida, como es el caso de algunas
mandarinas triploides (Aleza et al. 2012c, 2012d).

En el caso de las especies silvestres, muchas han evolucionado de forma natural gracias
a mecanismos de duplicacion de su contenido genético. Estos procesos, por lo tanto,
juegan un papel importante en la evolucion adaptativa y de especiacion. Conocer los
mecanismos naturales que generan la aparicion de poliploides y sus posteriores
interacciones puede ayudar, por ejemplo: al manejo de poblaciones de especies
poliploides amenazadas, o en diferentes procesos de mejora vegetal.

1.2. Complejo poliploide formado por C. aspera L. y C. seridis L.

1.2.1. Taxonomia

La familia Compositae (Asteraceae) es la mas extensa, con 1.300 géneros y 21.000
especies. Pertenece al orden Asterales, subclase Asteridae, clase Magnoliopsida
(eudicotiledodneas), division Magnoliophyta (angiosperma) y reino Plantae. En la tabla 1
se muestra la taxonomia del género Centaurea.

Tabla 1. Asignacion taxonémica de la seccion Seridia del género Centaurea.

Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Cardouoideae
Tribus Cynareae
Subtribu Centaureinae
Geénero Centaurea
Seccion Seridia
Especies Centaurea aspera
Centaurea seridis
Subespecie C. aspera subsp stenophylla

C. seridis subsp maritima

Dentro de la familia Asteraceae existen 12 subfamilias, la més extensa es la subfamilia
Carduoideae Sweet que comprende 82 géneros y 2.700 especies, de origen africano
(Susanna & Garcia-Jacas, 2009). Se caracterizan por ser plantas herbaceas anuales,
presentan flores agrupadas en capitulos, este se comporta como una flor. Las flores son
hermafroditas, unisexuales o estériles, el fruto se denomina aquenio. Se distribuyen entre
Eurasia y el norte de Africa.

Dentro de la subfamilia Carduoideae Sweet se encuentran 4 tribus siendo la mas extensa
la tribu Cynareae Lam. & DC. (sindnimo de Cardueae Cass.) incluye 72 géneros y 2.600
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especies (Susanna & Garcia-Jacas, 2009). Es la Unica que se encuentra en el territorio
espafiol, su mayor distribucion es sobre Eurasia, norte de Africa y norte de América, en
el hemisferio sur se encuentra de manera escasa. Dentro de la tribu Cynareae se reconocen
5 subtribus. Siendo la Subtribu Centaureinae la que mayor representacion tiene en la
Region Mediterranea.

Dentro de la Subtribu se encuentra el género Centaurea L. que comprende, en su
delimitacién actual, unas 250 especies (Susanna & Garcia-Jacas, 2009), distribuidas
mayoritariamente en la Region Mediterranea y el suroeste de Asia, aunque también se
encuentra representado en Europa y Africa, y en Australia y en el continente americano
como invasora (Scott, 1990; Wagenitz y Hellwig, 1996).

Por otra parte, la seccion Seridia, esta situada dentro del género Centaurea y del clado
(tipo polinico) Jacea. Esta seccion estd compuesta por 22 especies a nivel mundial, siete
de ellas distribuidas por el mediterraneo occidental (Tutin et al, 1976). Todas son hierbas
anuales, con hojas caulinares superiores decurrentes y con el apéndice de las bracteas
involdcrales palmeado - espinoso (Trabaud et al, 1980). Su fitogeografia es mediterranea,
pudiendo llegar a Marruecos y Portugal.

Tabla 2. Clasificacion en secciones de Centaurea segln tipos polinicos, biogeografia y
caracteristicas morfologicas.

Género Centaurea

Tipo polinico y biogeografia Secciones
Serratula y Centaurea centaurium Plectocephalus y Centaurea
Cyanus y Montana Plectocephalus
Scabiosa Acrocentron
Dealbata Psephellus
Acrolophus Willkomia
Ammocyanus Jacea-Lepteranthus

Circunmediterranea

oo Phalolepis Ptosimopappus
y eurosiberiana )
Calcitrapa Phaeopappus
Cynaroides
Jacea . :

L Microlophus Chartolepis
Mediterranea ; . A
oriental Rhlz_ocala_thlum Grossheimia _

Cheirolepis Pseudophaeopappoides
Mediterranea Hymenocentron Melanoloma
occidental Mesocentron Seridia

1.2.2. Descripcion de los taxones del complejo

Un complejo poliploide es un grupo de poblaciones de plantas interrelacionadas que
tienen la capacidad de hibridar entre si y que, ademas, presentan niveles distintos de
ploidia (Babcock & Stebbins, 1938).

En el presente trabajo se estudiara el complejo poliploide formado por el diploide C.
aspera L. y el tetraploide C. seridis L., a continuacion, se describiran las especies a
estudiar.
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Centaurea aspera L, conocida como travalera, esta representada en el levante peninsular
por dos subespecies: C. aspera L. subsp aspera y C. aspera subsp. stenophylla (Dufour)
Nyman (Tutin et al. 1976; Bolos & Vigo, 1995; Mateo & Crespo, 2009). Centaurea
seridis L, conocida como Bracera marina, se encuentra representada en la costa levantina
por C. seridis subsp. maritima (Dufour) Dostal y mas hacia los valles de interior por C.
seridis subsp. cruenta (Willd.) Dostal (Magallon, 1972; Tutin et al., 1976; Bolos & Vigo,
1984; Arnaiz, 1987; Laguna Lumbreras & Atienza Tamarit, 1998; Gil 1999).

El presente trabajo se centra en los complejos poliploides formados en el Saler (Valencia)
entre las subespecies C. aspera subsp. stenophylla (Dufour) y C. seridis subsp. maritima
(Dufour) Dostal.

Las diferencias morfoldgicas entre ambos taxones son patentes en campo. C. aspera
subsp. stenophylla tiene las hojas finas, y posee un involucro estrecho, de 1 a 5 espinas
en las bracteas invollcrales. C. seridis subsp. maritima presenta hojas mas suculentas y
tomentosas y de 7 a 13 espinas en las bracteas del involucro. C. seridis presenta un
fenotipo giga, en comparacion con C. aspera, es decir que presenta un aumento de
tamafo, seguramente causado por su condicion de poliploide. El fenotipo “giga” es
frecuente en poliploides de angiospermas.

Figura 2. Capitulo de Centaurea seridis subsp. maritima (Dufour) Dostal.
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Figura 3. Capitulo de Centaurea aspera subsp. stenophylla (Dufour)

Centaurea aspera L. es aldégama (Suérez, 2014), esto quiere decir que la planta depende
de polinizacion cruzada y de polinizadores, necesita el polen de otras especies para poder
dar lugar a nuevas especies. Centaurea seridis L. es autogama (Gonzalez, 2014), es decir,
que ellas mismas pueden polinizarse a si mismas puesto que tiene tanto Organos
masculinos como femeninos. Ambas especies han dado lugar a un hibrido estéril (Ferriol
et al 2015) triploide, C x subdecurrens, en este caso el parental femenino C. asperay C.
seridis como parental masculino. El hibrido se distribuye en las zonas cercanas a los
parentales (Garmendia et al., 2009).

En cuanto a la distribucion, ambas se encuentran en el territorio levantino, C. aspera
subsp. stenophylla esté distribuida por el este de Espafia y al sur de Portugal. Se encuentra
en territorios del sur de Castellon, Valencia y Alicante, donde ocupa zonas dunares, no
obstante, también se introduce unos 200 kilémetros al interior (Willkomm y Lange, 1870;
Magallén, 1972; Tutin et al., 1976; Bolos & Vigo, 1995; Lagunas Lumbreras & Atienza
Tamarit, 1998; Mateo & Crespo, 2009). C. seridis subsp. maritima se distribuye en zonas
préximas a la costa, donde ocupa areas de dunas o cantos rodados, esta dispuesta desde
Almeria hasta el norte de Castellon.
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Figura 4. Mapa distribucién C. aspera L. Figura 5. Mapa distribucion C. seridis L.

Fuente: Conselleria de Medi Ambient, Aigua, Urbanisme i Habitatge, 1911-2016.

1.3. Evolucién en el género Centaurea
La lucha por el espacio y los recursos genera competencia entre los individuos y las
especies. La competencia conlleva la seleccion del fenotipo mejor adaptado, es decir,
aquel con mayor probabilidad de sobrevivir y seguir reproduciéndose. Cuanta mayor sea
la seleccion mayor serd la adaptacion al medio (Murray et al. 2006).

El género Centaurea posee una gran diversidad (Mateo & Crespo, 2009). La generacion
de esta diversidad esta causada fundamentalmente por tres procesos:

La disploidia es el proceso de alteracién en el nimero de cromosomas de una especie sin
que existan variaciones en el contenido de ADN total. EI género Centaurea muestra una
disploidia compleja, desde x=16 a x=7 (Susanna et al., 1995; Garcia-Jacas et al., 1996) y
un incremento de la asimetria en el cariotipo (Fernandez Casas & Fernandez Morales,
1976; Siljak-Yakovlev, 1986). Generalmente, los numeros cromosémicos altos
corresponden a secciones con tipos de polen primitivos, mientras que los mas
evolucionados poseen nimeros mas bajos.

La hibridacion, es el proceso de cruce entre diferentes taxones, ya sea de forma natural
o artificial, para dar lugar a descendencia hibrida. El género Centaurea, es una de las
causas mas conocidas ya que afecta a especies cercanas o de la misma seccion (Mateo &
Crespo, 2009). En las secciones Seridia y Jacea, la hibridacion es uno de los factores
principales de evolucion dado que produce hibridos muy a menudo entre las distintas
especies (Garcia-Jacas et al., 2006; Ferriol et al., 2012). En las secciones situadas en el
Mediterraneo oriental y occidental, Seridia y Melanoloma, la hibridacion y la poliploidia
predominan en las especies perennes, mientras que en las anuales muestran mayor
disploidia y menor poliploidia e hibridacion (Hellwig, 2004).
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Por ultimo, la poliploidia, es el proceso de multiplicacion del nimero completo de
cromosomas de una especie y puede producirse en células, tejidos u organismos. Para el
género Centaurea la poliploidia es muy importante en la evolucion de determinados
taxones (Otto, 2007; Soltis & Soltis, 2009). Este éxito puede ser debido a la adquisicion
de ventajas evolutivas coémo fenotipos més grandes, o ventajas derivadas de una posible
mayor diversidad genética (Soltis et al., 2004a, 2004b). Por otro lado, la poliploidia puede
ser una forma de especiacion simpatrica en angiospermas, ya que puede provocar
aislamiento reproductivo inmediato (Coyne & Orr, 2004; Seo et al., 2010).

2. Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es estudiar la viabilidad del polen de Centaurea
aspera (2x) sobre las flores de Centaurea seridis (4x), y asi analizar la posible formacién
de un hibrido triploide (3x) siendo C. seridis el parental femenino. En estudios previos se
ha demostrado que C. seridis es autégama, por lo tanto, para evitar la competencia
polinica sera necesario emascular las flores de C. seridis.

Para alcanzar el objetivo principal se proponen los siguientes objetivos especificos:

Puesta a punto de la técnica de emasculacion. La emasculacion en asteraceas resulta
una técnica dificil debido al elevado nimero y densidad de flores en los capitulos y al
reducido tamafio de la misma. Los capitulos de C. seridis ademas presentan una
maduracion progresiva de sus flores, siendo las flores exteriores las que primero
maduran. Se probaran diferentes técnicas de emasculacion y se evaluara su idoneidad.
Realizacion de un ensayo de polinizacion forzada entre C. seridis y C. aspera. Para
ello se utiliza un disefio experimental aleatorizado con los siguientes tratamientos:
Tratamiento A (C. seridis emasculada y sin polinizar: para poder medir la eficiencia
de la emasculaciéon y las posibles contaminaciones). Tratamiento B (C. seridis
emasculada y polinizada con polen de C. seridis). Tratamiento C (C. seridis
emasculada y polinizada con polen de C. aspera).

Evaluacion de la descendencia: para ello se recolectaran los capitulos tratados y se
contara el nimero de aquenios en cada capitulo. Ademas, se estudiara mediante
citometria de flujo el nivel de ploidia de cada aquenio y se estudiara la germinacion de
los mismos.

3. Material y métodos

Los ensayos realizados para el presente trabajo se desarrollaron de forma conjunta y
paralela a otros ensayos donde C. aspera era el parental femenino. De esta forma, en el
trabajo de campo siempre habia dos personas presentes, lo que facilitaba la aplicacion de
los tratamientos. En el siguiente apartado se expone la ejecucion de los dos ensayos en
paralelo: C. aspera como parental femenino, y C. seridis como parental femenino. Los
resultados de ambos ensayos son analizados en dos trabajos independientes. Para la
consecucion de los objetivos del presente trabajo Unicamente se analizaron los datos
obtenidos de C. seridis como parental femenino.

10

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA



Estudio de la viabilidad del método de emasculacién y la formacion de hibridos triploides en
el tetraploide Centaurea seridis L. (Asteraceae) con polen del diploide Centaurea aspera L. =
Nereida Gamoén Guillamén — Grado en Ciencias Ambientales. POLITECNICA

DE VALENCIA

3.1. Disefio experimental

Se realiz6 un disefio experimental con 3 tratamientos sobre 2 taxones. Los tratamientos
fueron: A (1): emascular y embolsar sin polinizar; B (2): emascular y polinizar con polen
de la misma especie; C (3): emascular y polinizar con polen de la otra especie. Las
especies seleccionadas fueron: Centaurea seridis y Centaurea aspera. Se realizaron 4
repeticiones del experimento (rl, r2, r3 y r4) (Figuras 6, 7, 8). En cada repeticion se
seleccionaron 6 capitulos por tratamiento y especie. Los capitulos fueron seleccionados
aleatoriamente sobre varios individuos. De tal forma que en cada repeticion se trato 18
(6x3) capitulos por especie y 36 (18x2) capitulos en total. En el total de las cuatro
repeticiones se trataron 72 (18x4) capitulos por especie, y un total de 144 (72x2) capitulos
en el conjunto de las repeticiones. EI nimero de capitulos por tratamiento y especie fue
de 24 (6 capitulos por 4 repeticiones), (Tabla 3).

Tabla 3. Namero de capitulos por tratamiento y especie.

A1) B (2) C@3 Total x repeticién

C.asperarl 6 6 6 18
C. seridis rl1 6 6 6 18
C. aspera r2 6 6 6 18
C. seridis r2 6 6 6 18
C. aspera r3 6 6 6 18
C. seridis r3 6 6 6 18
C. aspera r4 6 6 6 18
C. seridis r4 6 6 6 18
Total x tratamiento C. aspera 24 24 24 72
Total x tratamiento C. seridis 24 24 24 72
Total ensayo 144

Figura 6. Localizacion en campo de Iasespecies utilizadas en el experimeto: C. aspera L.
(rojo) y C. seridis L. (azul).

11



Estudio de la viabilidad del método de emasculacién y la formacion de hibridos triploides en
el tetraploide Centaurea seridis L. (Asteraceae) con polen del diploide Centaurea aspera L.
Nereida Gamén Guillamén — Grado en Ciencias Ambientales.

Figura 7. Localizacion de las distintas repeticiones realizadas en el ensayo:
repeticion 2 (amarilla); repeticion 3 (azul); repeticion 4 (rojo).

repeticion 1 (rosa);

Figura 8. Localizacion de los tratamientos llevados a cabo en campo sobre C. seridis:
tratamiento A (rojo); tratamiento B (verde); tratamiento C (morado).
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3.2. Zona de experimentacion
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igra 9. Lcaiacic’m del estudio. Foto global del Parque Natural de la Albufera y de la ciudad
de Valencia (izquierda) y foto aérea de la zona donde se realiz6 el experimento (derecha).

El experimento se realizo en la zona de las dunas del Saler donde se encontraban ambas
especies: Centaurea aspera subsp. stenophylla y Centaurea seridis subsp. maritima.
También se encontrd el hibrido Centaurea x subdecurrens nothosubsp. subdecurrens,
aungue no se utilizd para el presente experimento puesto que es completamente estéril.

Las dunas se encuentran en el Parque Natural de la Albufera de Valencia, el habitat tiene
una amplitud de 1 a 1,5 kilémetros. Esta enclavado en el piso termomediterraneo del
sector Valenciano-Tarraconense de la provincia de vegetacion Valenciano-Catalano-
Provenzal-Balear (Rivas-Martinez, 1977), se fue formando por los materiales detriticos
depositados por corrientes marinas y por los aportes de barrancos y rios de la zona, que
de este modo fueron cerrando casi por completo la Albufera (Costa y Mansanet, 1981).

En las siguientes figuras se observa tanto el estado actual como la reconstruccion de la
vegetacion natural primitiva de la Dehesa de Valencia.

DuNAS T as
[T SLMIFIpAG : DUKNAS EETARLIZADAS I’ ML

WIEAAS DRNAS FETABILIZaDAS

Figura 10. Reconstruccion de la vegetacion natural primitiva de la Dehesa de Valencia.
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En el complejo encontramos cinco subambientes diferenciados que se describiran en
orden ascendente:

- Playa.

- Cordon de dunas delanteras: compuesto por las dunas pioneras y las moviles;
la primera linea son las pioneras y las moviles es el habitat 6ptimo para C.
seridis.

- Sistema dunar estabilizado: constituido por dunas semifijas y estabilizadas, en
esta zona conviven ambas especies, C. aspera y C. seridis.

- Malladas: saladares deprimidos que se inundan peridédicamente.

- Dehesa: son las dunas ya estabilizadas més antiguas, en esta zona se desarrolla
una vegetacion que constituye el bosque litoral del mediterraneo occidental,
esta zona es dptima para C. aspera.
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Figura 11. Estado actual de la vegetacion en la Dehesa. A. paseo maritimo. B. Resto de dunas.
C. Carreteras y aparcamientos. D. Sistema dunar estabilizado. E. Urbanizaciones.

La parcela donde se llevo a cabo el experimento tiene una extensidn aproximada de 400
m? y se encuentra dentro de los limites del Parque Natural de la Albufera, por lo que se
tuvieron que pedir los permisos necesarios a las administraciones competentes (Anejo 1).

3.3. Tratamientos

El tratamiento A consiste en emascular y embolsar, este tratamiento también se denomino
control ya que el nimero de aquenios previsto es de cero, debido a la ausencia de polen.
Permitid evaluar el grado de contaminacién causada por la manipulacion al emascular.
En caso de obtener aquenios podrian ser debidos a contaminacion polinica, o bien a una
formacion partenocarpia de los aquenios.

En el tratamiento B, se emasculara y se polinizara con polen de la misma especie, pero
con capitulos de individuos diferentes al tratado, denominados “donantes machos”. Este
tratamiento sirvio para evaluar la produccion de aquenios teniendo en cuenta los dafios
que pueda provocar la técnica de emasculacion sobre las flores. El resultado previsto es
que el nimero de aquenios sea similar al de un capitulo no emasculado y en polinizacion
abierta.
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Y, por ultimo, el tratamiento C, en el que se emasculara y se polinizara con polen de la
otra especie, es decir, C. aspera con polen de C. seridis y, al contrario, se polinizara C.
seridis emasculada y polinizada con polen de C. aspera. En este tratamiento lo que se
pretende estudiar es la formacion de hibridos.

3.4. Trabajo de campo

3.4.1. Emasculacién

La técnica utilizada en el presente trabajo ha sido la emasculacién. Esta técnica consiste
en retirar las anteras con pinzas para posteriormente poder realizar el método de
polinizacion forzada mediante frotacion con un capitulo donante. La extraccion de las
anteras se debe realizar cuando el estado de la flor, tanto del androceo como del gineceo
es aun inmaduro (Figura 12).

it acn

Figura 12. Estado Optimo para la realizacion de la emasculacion en C. seridis L. (izquierda) y
C. aspera L. (derecha).

Cabe destacar que la emasculacion en asteraceas es una técnica compleja debido al
elevado numero y densidad de flores en los capitulos y al reducido tamafio de la misma.
Los capitulos ademas presentan una maduracién progresiva de las flores, siendo las flores
exteriores las que primero maduran. Este fue el motivo por el cual se tuvo que repetir la
técnica durante varios dias.
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En primer lugar, se eligieron los capitulos que presentan un estado de desarrollo correcto.
El estado idéneo (Figura 12) es cuando apenas presentan algunas flores asomando y
ademas las anteras de esas flores alin no estdn maduras. Posteriormente, con unas pinzas
se retiraran las anteras de todas las flores que estan en el momento de desarrollo adecuado
y posteriormente, se embolso el capitulo (Figuras 13; Figura 14). Al dia siguiente se
volvié sobre el mismo capitulo, se retird la bolsa, y se emascularon las nuevas flores que
maduraron durante las 24h, y se volvio a embolsar el capitulo. Se repitid esta operacion
al menos durante 5 dias, hasta que dejaron de aparecer nuevas flores en el capitulo. En
todo el experimento se emascul6 un total de 4860 flores (Tabla 4). En las siguientes
iméagenes se muestra el proceso de emasculacion en C. aspera y C. seridis.

Tabla 4. Total de flores emasculadas en ambas especies.

Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C  Total

C.aspera 496 493 483 1473
C.seridis 1160 1117 1110 3387
Total 1656 1610 1593 4860

3
Figura 13. Técnica de emasculacion en C. aspera L.
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. X "’; b} s 4 .
Figura 15. Muestra de dos capitulos de C. aspera L, uno emasculado (izquierda: solo rosa), y
otro sin emascular (derecha: rosa y violeta).
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Figura 16. Material utilizado para emascular y embolsar en el experimento.

3.4.2. Polinizacién

El método utilizado fue la polinizacion por frotacion, en un trabajo previo se observé que
esta técnica resultaba adecuada para estas especies (Castelld, 2014). La técnica consiste
en frotar un capitulo sobre otro. De este modo entran en contacto las anteras y los
estigmas.

En primer lugar, se recolectaron, al inicio de cada jornada, capitulos donantes mediante
tijeras y se introdujeron dentro de botes (Figura 17) donde quedaron aislados de posibles
contaminaciones. Para la extraccion de los capitulos donantes se utilizaron pinzas.
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Figura 17. Botes utilizados para almacenar los capitulos donantes.

Para la realizacion de la polinizacion se extrajo el capitulo del bote, y se destap6 la bolsa
que contenia el capitulo emasculado, esto solo se realiz6 en los tratamientos By C, y se
frotaron ambos durante unos segundos (Figura 19). Para la realizacion de la operacion se
tenia que actuar con rapidez para no causar contaminacion en los capitulos. Una vez
polinizado, el capitulo se volvia a embolsar, todas las bolsas utilizadas en el experimento
estaban rotuladas con un codigo y localizadas mediante coordenadas GPS para su
identificacién (Figura 18).
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la localizacién de los individuos.

Figura 19. Polinizacion forzada en C. aspera L. con capitulo donante de C. seridis L.
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Figura 20. Embolsamiento del capitulo polinizado (C. aspera L.).

3.4.3. Recoleccion de capitulos

Pasados aproximadamente 20 dias desde que se comenzd a realizar el experimento se
procedid a la recoleccion de las dos primeras repeticiones (31 de mayo), lo mismo se hizo
con las siguientes repeticiones (7 de mayo). Para llevarlo a cabo se cortaron los capitulos,
incluyendo la bolsa de tela y usando tijeras. Ademas, se comprobd en cada caso que
ningun aquenio podria salirse de la bolsa (Figura 21).
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Figura 21. Proceso de recoleccion de los individuos en campo.
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Se debe destacar la importancia de determinar el momento 6ptimo de recogida de los
capitulos puesto que si se recolectaban muy pronto se corria el riesgo de que los aquenios
no estuvieran formados y por el contrario si se recogian demasiado tarde aumentaban las
posibilidades de vandalismo. Como ya se ha dicho anteriormente en el apartado 3.2, el
experimento se llevo a cabo en la zona de la playa del Saler, donde la afluencia de usuarios

es alta.

3.4.4. Cronograma
El trabajo de campo se realizd segun los siguientes cronogramas. En la figura 22,
perteneciente a C. seridis, se observan las tres operaciones principales: emasculacién (en
azul); polinizacién controladas (en verde) y la recoleccion de aquenios (en rojo).

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Sébado Domingo
0&-may 09-may 10-may 11-may 12-may 13-may 14-may
12 REP EMASC EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
22 REP EMASC EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes Sébado Domingo
15-may 16-may 17-may 18-may 15-may 20-may 21-may
32 REP EMASC | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
43 REP EMASC | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
31-may
RECOL
07-jun
RECOL

Figura 22. Cronograma del experimento perteneciente a Centaurea seridis.

En la siguiente figura se observa el cronograma relativo a C. aspera, el cual es similar al
anterior, pero difiere en la duracion de los pasos puesto que el ciclo de este taxon es

menor.
02-may 05-may 10-may 11-may 12-may
12 REP EMASC EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
28 REP EMASC EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
15-may 16-may 17-may 18-may 19-may
38 REP EMASC | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
42 REP EMASC | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN | EMASC/POLIN
31-may
RECOL
O7-jun
33y 42 REP RECOL

Figura 23. Cronograma del experimento relativo a Centaurea aspera.
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3.5. Trabajo de laboratorio

3.5.1. Conteo de aquenios

El recuento de aquenios se llevo a cabo en el laboratorio, la extraccidn se hizo sobre papel
de fieltro mediante un corte basal en el involucro del capitulo hecho con un bisturi. Con
unas pinzas se extrajeron todos los aquenios de los respectivos capitulos, y se conservaron
en tubos Eppendorf de 1°5 ml rotulados con el codigo del individuo.

Figura 24. Material utilizado para la extraccion y recuento de aquenios.
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Figura 25. Extraccion de Iosl'aquenios en un capitulo de C. seridis L.

3.5.2. Citometrias
Para analizar el nivel de ploidia se utiliz6 la citometria de flujo. La técnica de analisis

celular mide las caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que tienen las células
cuando se les hace fluir por el interior del fino tubo cuando se cruzan con un laser.

Para llevar a cabo las mediciones, los aquenios se tenian que hidratar durante 24h. Cuando
los aquenios estaban preparados se realizaba el corte para la extraccion del cotiledén, el
tamafio de este es aproximado a 1 mm (Figura 26). Con la muestra ya extraida se troceo
muy fino junto con un fragmento de hoja control de ploidia conocida (C. aspera 2n), para
trocear se utilizé una cuchilla y unas gotas de tampén de extraccion de nucleos (High
resolution DNA kit type P, solution A; Partec®).

Figura 26. Técnica utilizada para la extraccion del cotileddn (técnica completa) (Gonzélez,
2014).
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Cuando ya se hubo troceado se afiadié 1ml del tampdn de extraccion de nucleos, y se
filtraron a traves de una malla, a continuacion, se afiadio la quinta parte aproximada del
volumen de muestra con 4-6-diamidino-2-fenil idol (DAPI) (High resolution DNA kit
type P, solution B; Partec®).

Por altimo, se afiadieron 2 ml, aproximadamente, de la solucion final en un tubo y se
procedio al andlisis en el citometro de flujo CyFlow® Ploidy Analyzer (Partec®) (Figura
27).

Figura 27. Preparacion de la solucién final listas para el analisis en el citometro de flujo.

3.5.3. Germinaciones

Para la realizacion de las germinaciones en primer lugar se lavaron los aquenios con una
proporcion de 20 ml de agua de bucle con 1 ml de lejia, se dejaban reposar durante 5
minutos y se aclaraban con abundante agua de bucle y se volvian a dejar en reposo.

El siguiente paso fue la extraccion del embrion, para ello se trabajé en campana de flujo
laminar, esto requiri6é unas condiciones adecuadas de esterilidad, se limpi6 la bancada y
el material utilizado con alcohol de 96°. También se coloco un papel estéril sobre la
bancada de la cabina.

Para la extraccion se utilizaron pinzas y bisturi, con esto se corto la parte del aquenio que
contiene los cotiledones. Cuando estos se extrajeron se colocaron en una placa Petri con
3 discos de papel y 6 ml de agua para su conservacion (Figura 28).
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Figura 28. Coloccién de los cotil

&

edones en placas Petri para su germinacion.

Para la germinacion se evaluaron dos modalidades: la extraccion completa del embridn,
eliminando el pericarpio, y la extraccion parcial, manteniendo el pericarpio. Se observd
que la extraccion completa da mejores resultados en el proceso de germinacién, siendo
del 100% la tasa de germinacion al contrario que con la técnica parcial que se observaba
la presencia de hongos.

Cabe destacar que las citometrias y las germinaciones se llevaron a cabo en los
laboratorios del IVIA (Instituto VValenciano de Investigaciones Agrarias), para mejorar y
facilitar el trabajo. EI nimero de muestras analizado tanto en el citbmetro como en la
germinacién fue de 60 aquenios.

3.6. Tratamiento estadistico de los datos
Para la realizacion de los andlisis estadisticos de los datos se utilizd Statgraphics, que
permite utilizar gran variedad de métodos estadisticos y graficos.

3.6.1. Estadistica descriptiva

La estadistica descriptiva es el paso previo al analisis de los datos. Se calcularon
estadisticos descriptivos de las medidas de tendencia central, como son la media y
desviacion estandar, y medidas de variabilidad, como varianza y error estandar.

3.6.2. Andlisis de los datos

Para analizar los datos, en primer lugar, se realizd un estudio de la normalidad. La
normalidad permite saber si se puede utilizar ANOVAS para la comparacion de las
medidas, 0, en caso contrario, usar test Kruskal-Wallis. Mediante el ANOVA se medira
si los datos aportan variabilidad, de ese modo se estudiara que variable es significativa de
acuerdo con la variabilidad que aporta al factor, si aporta variabilidad quiere decir que es
significativa. En cuanto al test Kruskal-Wallis, es un método no paramétrico, que se
utiliza cuando los datos no se distribuyen como una normal, ambos parametros usan el p-
valor, que mide la significacion.
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4. Resultados y discusion

4.1. Ensayos previos

En el mes de febrero se realizé un ensayo preliminar para evaluar la eficacia e idoneidad
de diferentes métodos de emasculacion en Centaurea seridis, y asi, realizar una puesta a
punto para el ensayo final. De este modo, se pretendia familiarizar al equipo con la
metodologia y los materiales que posteriormente se aplicarian en el ensayo definitivo.

Para conocer la viabilidad de la emasculacion se estudiaron ciertos parametros de
manipulacion como son los siguientes:

- Corte temprano en la parte apical del capitulo para facilitar el acceso a las flores
(Figura 29). Se realizo el corte en 25 capitulos, de los cuales 15 de ellos se
embolsaron para evitar contaminaciones. Los otros 10, permanecieron sin
embolsar, para comprobar si las bolsas afectaban el crecimiento de las flores.

- Numero de veces consecutivas que se debian realizar la emasculacion ya que, la
maduracion de las flores no es sincronica en el tiempo.

- Posible eliminacion de las flores demasiado maduras o inmaduras en el momento
de emascular.

Como resultado del estudio de los parametros de manipulacion se llegé a las
siguientes conclusiones: (i) respecto al corte apical, se pudo observar que los primeros
dias todo funcionaba correctamente e incluso se encontraron capitulos listos para
emascular. Los siguientes dias se comenzo a ver que se producia un aborto completo
del capitulo por parte de las plantas; (ii) para la realizacion de la emasculacion se
observo que las flores maduraban durante vario dias consecutivos; (iii) en cuanto a la
eliminacién de las flores demasiado maduras o inmaduras, se decidio dejar las flores
perimetrales por ser estériles y seleccionar los capitulos en un estado 6ptimo.

Se debe tener en cuenta para futuros ensayos, la realizacion de un ensayo preliminar
mas extenso donde el equipo se adapte a la técnica y pueda tener mas préactica para el
ensayo final. De ese modo se podrian reducir las contaminaciones durante la
realizacion del ensayo definitivo.
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Figura 29. Corte temprano en la parte apical del capitulo.

4.2. Evaluacion de la descendencia

Tras la aplicacion de los tratamientos, y después de 15 dias de maduracion de los aquenios
en campo (Figura 22), se procedio a la recoleccion de los capitulos tratados. Se contd el
numero de aquenios en cada capitulo, realizando una anotacion detallada del cédigo de
cada capitulo y el nimero de aquenios correspondiente (Anejo 4). Posteriormente se
analizo el nivel de ploidia de la descendencia del cruce C. seridis parental femenino x C.
aspera parental masculino, ya que es en este cruce donde se podrian producir individuos
triploides (hibridos) o tetraploides (debidos a contaminacion polinica en la
manipulacion).

La tabla 5 recoge el niUmero de aquenios por tratamiento y repeticion. Comparando los
tratamientos se observa que el tratamiento B tiene mayor nimero de aquenios que el resto
de tratamientos. El tratamiento B corresponde al cruce de C. seridis parental femenino x
C. seridis parental masculino, por lo tanto, emula el proceso de polinizacion abierta donde
Unicamente se han emasculado las flores, pero luego se ha vuelto a afiadir polen de la
propia especie. Comparando estos resultados con capitulos recolectados en polinizacion
abierta se observa que el tratamiento B se aproxima a los procesos naturales de la especie.
Se recolectaron 18 capitulos en polinizacion abierta, sobre los cuales no se habia realizado
ningun tratamiento, y el recuento total de aquenios fue de 270. Es decir, se obtuvo una
media de 15 aquenios por capitulo (270/18). En el tratamiento B la media fue de 7,5
(180/24).

En cuanto a las repeticiones (Tabla 5), el recuento de aquenios es menor en la 3 repeticion,
mientras que en la 4 repeticion encontramos el mayor nimero de aquenios. Este mayor
numero de aquenios en la repeticion 4, pudo ser debido a la localizacion de esta repeticion.
En este caso, los individuos se encontraban cerca de un muro orientado al SE,
caracteristica que acentuaba las condiciones de termicidad. Esta mayor temperatura
provocaba una maduracion mas rapida de las flores del capitulo, de tal forma que muchas
veces al realiza las re-emasculaciones en los dias consecutivos, algunas flores ya se
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encontraban excesivamente maduras liberando polen fértil. Al ser C. seridis autdgama,
este polen fértil pudo haber contaminado flores del propio capitulo aumentando asi la
formacion total de aquenios.

La repeticion 3 se ubicd sobre las dunas sin infraestructuras cercanas (Figura 7). EI menor
numero de aquenios en esta repeticion pudo ser debido a una menor tasa de contaminacion
por autogamia motivada por un elevado dominio de la técnica de emasculacion, en este
caso se contaba con la préactica de la repeticion 1 y 2, junto con una localizacién neutra
de los individuos.

Tabla 5. Total de aquenios recontados en C. seridis L.

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

12Repeticion 22Repeticion  3%Repeticion  4%Repeticion  Total

Tratamiento A 127 124 12 170 433
Tratamiento B 190 180 158 202 730
Tratamiento C 167 142 33 156 498
Total 484 446 203 528 1661

Las citometrias que se llevaron a cabo en el IVIA (Instituto VValenciano de Investigaciones
Agrarias). Se realizo la citometria de un total de 60 aquenios, todos ellos pertenecientes
al tratamiento C (C. seridis femenino x C. aspera masculino). Todos los aquenios
analizados mediante citometria de flujo resultaron ser tetraploides (4x) (Anejo 5).

Se evalud la germinacién de todos los individuos sobre los que se habia analizado la
ploidia. Utilizando la metodologia descrita (Apartado 3.5.3) el 100% de los individuos
germinaron al dia siguiente.

4.3. Comparacion de los tratamientos: viabilidad del polen de Centaurea
aspera L. (2x) sobre las flores de Centaurea seridis L. (4x)

4.3.1. Comparacion global entre tratamientos
A continuacién, se muestra la distribucién de los datos por tratamientos (Figura 30, 31,

€,

32). Para ello se utiliza un histograma de frecuencias donde el eje “x” representa el
nimero de aquenios y el eje “y” representa el nimero de capitulos que contienen ese
determinado numero de aquenios. La linea roja representa la hipotética distribucion
normal de los datos. Ademas, se calcula el test de normalidad Shapiro-Wilk y su p-valor
para analizar como encajan los datos de una distribucion normal. Si el p-valor el test es

inferior a 0,05 se considera que los datos NO siguen una distribucion normal.
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Figura 30. Distribucion de los datos en el Figura 31. Distribucion de los datos en el
tratamiento A: emasculacion sin polinizacion. tratamiento B: emasculacion y polinizacion
Shapiro-W=0,901; p-valor= 0,022. Los datos con polen de C. seridis. Shapiro-W=0,969; p-
NO presentan una distribucién normal. valor=" 0,642. Los datos presentan una
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Figura 32. Distribucion de los datos en el
tratamiento C: emasculacién y polinizacién
con polen de C. aspera. Shapiro-W=0,932; p-
valor= 0,121. Los datos presentan una
distribuciéon normal.

Los tratamientos B y C presentan una distribucion normal de los datos, mientras que el
tratamiento A no presenta una distribucion normal de los datos debido al elevado nimero
de capitulos con cero aquenios. Por ello, para la comparacion de las medias vamos a
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utilizar el test Kruskal- Wallis indicado cuando comparamos medias que provienen de
grupos de datos con distribucion No normal.

Cuando se comparan las medidas (Figura 33) observamos que hay diferencias
significativas entre el tratamiento B (polen de C. seridis) y los tratamientos Ay C (A: sin
poleny C: polen de C. aspera). (p-valor=0,0024 del test Kruskal — W).

Centaurea seridis emasculada y polinizada con polen de C. seridis (tratamiento B)
produce significativamente mas aquenios (30 + 5,48) que C. seridis emasculada sin polen
(18 £ 14,06) y que C. seridis con polen de C. aspera (21,6 + 10,19) (Tabla 6). En general,
en el tratamiento Ay en el tratamiento C se produce una reduccién del 40 y el 28% del
numero de aquenios respectivamente.

Cabe destaca que el nimero de aquenios esperado en el tratamiento A es de cero, ya que
se emascula y luego no se poliniza. Por lo tanto, los aquenios obtenidos en este
tratamiento se deben a procesos de contaminacion durante las manipulaciones. Al ser C.
seridis autégama, poseer tantas flores por capitulo y de tamafio tan reducido, es
practicamente imposible evitar en algunos capitulos contaminacion con polen del propio
capitulo. De igual forma, el nimero de aquenios esperado en el tratamiento C, con polen
de C. aspera, es reducido y ademas estos deberian ser triploides. Todos los aquenios de
este tratamiento C estan analizados mediante citometria de flujo y han resultado ser
tetraploides (Apartado 4.2) lo que indica que los aquenios encontrados en los capitulos
de este tratamiento también son debidos a procesos de contaminacion.

30 a b a
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w 30|
9 i
=
3
101
of
A B C
TRATAMIENTD

Figura 33. Grafico de cajas y bigotes del nimero de aquenios por tratamientos. La linea central
representa la mediana, el punto “+” representa la media, las cajas muestran los percentiles 25 y
75. Las letras “a” y “b” muestran los grupos homogéneos.

Con independencia de la comparacion de las medias entre tratamientos, en este caso la
distribucion de los datos aporta mucha informacion (Figura 33). Si se observa el
tratamiento B, los datos son méas compactos, es decir muestran menos variabilidad: todos
los capitulos generan un elevado nimero de aquenios. Mientras que en el tratamiento A
y C los datos presentan una mayor dispersion. Observando los maximos y los minimos
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(Tabla 6) el tratamiento B tiene una minima produccién de 19 aquenios por capitulo.
Mientras que los tratamientos A y C tienen varios capitulos con cero aquenios.

Tabla 6. Estadistica descriptiva para los tratamientos en C. seridis.

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Datos Media DeS\{laC|on Coeﬁugpte Minimo Méximo Rango Coeficiente Coeﬁmepte

Estandar variacion skewness kurtosis
Tratamiento 24 18,04 14,06 77,93% 0,00 40,00 40,00 0,12 -1,54
Tratamiento 24 30,00 5,49 18,28% 19,00 43,00 24,00 -0,04 0,61
Tratamiento 24 20,75 10,89 52,52% 0,00 37,00 37,00 -1,17 -0,56
72 2293 11,78 51,38% 0,00 43,00 43,00 -2,34 -1,05

En los tratamientos A y C debido a la manipulacion, algunos capitulos estan
contaminados con polen del propio capitulo, aquellos que presentan un elevado nimero
de aguenios, mientras que otros no se han contaminado, los que presentan cero o un
numero reducido de aquenios. Este hecho, es el que provoca la amplia dispersion en los
datos de estos tratamientos. Por lo tanto, segin como se manipule el capitulo se esta
contaminando o no. Este resultado pone de manifiesto que el proceso de emasculacion en
asterceas autdgamas es un proceso muy sensible, que se pueden contaminar con
facilidad, pero que, en un determinado porcentaje de capitulos, si que es posible evitar la
autofecundacion.

Estos resultados invitan a un analisis capitulo por capitulo. Los capitulos del tratamiento
C (C. seridis con polen de C. aspera) que han producido pocos aquenios 0,1,2,3 y que se
les ha frotado con polen de C. aspera, deberia, si hay compatibilidad reproductiva, haber
producido hibridos triploides 3x, ya que habia en esos capitulos muchas flores
emasculadas y disponibles para ello. Si no se han producido triploides en esos capitulos,
tal y como se ha comprobado en el analisis de la descendencia, es seguramente porque no
hay compatibilidad reproductiva.

4.3.2. Comparacién entre repeticiones

Si se analiza el efecto de las repeticiones sobre el niUmero de aquenios dentro de cada
tratamiento, se observa que en el tratamiento A, C. seridis emasculada y sin polinizar, la
repeticion que menos se ha contaminado es la repeticion 3 (Figura 34). El analisis de
varianza muestra diferencias significativas entre la repeticion 3 y el resto de repeticiones
(p-valor: 0,0026).
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Figura 34. Gréfico de cajas y bigotes del nimero de agquenios por repeticién en el tratamiento
A.

Lo mismo ocurre en el tratamiento C donde la repeticion 3 vuelve a ser la que menos
aquenios produce y por lo tanto la menos contaminada (Figura 35). El anélisis de la
varianza establece que hay diferencias significativas entre la repeticion 3 y el resto de
repeticiones (p-valor: 0,0001).
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Figura 35. Grafico de cajas y bigotes del nimero de aquenios por repeticion en el tratamiento
C.

Sin embargo, en el tratamiento B no encontramos diferencias significativas entre las
repeticiones (Figura 36, p-valor: 0,1452). Este resultado es coherente ya que en este
tratamiento después de emascular se ha vuelto a polinizar con polen de C. seridis, por lo
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tanto, el numero de aquenios producidos siempre es elevado con independencia de la
repeticion.
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Figura 36. Grafico de cajas y bigotes del nimero de aquenios por repeticion en el tratamiento
B.

4.3.3. Comparacion de los tratamientos en la repeticién 3

Tal y como se desprende del analisis del nimero de aquenios en las repeticiones, la
repeticion 3 es la que mejor resultados ha dado. Si se analizan las diferencias entre los
tratamientos dentro de la repeticidén 3, el andlisis de la varianza muestra diferencias
significativas entre el tratamiento B y los tratamientos A y C (Figura 37; p-valor:
0,000001).
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Figura 37. Gréfico de cajas y bigotes del nimero de aquenios por tratamiento en la repeticion 3.

En la figura 37 se observa que el tratamiento A, sin polinizar, es el que menor nimero de
aquenios produce (2 £ 1,84). Estos aquenios representan el porcentaje minimo de
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contaminacion. En este tratamiento hay un gran nimero de capitulos con 0 aquenios, por
lo tanto, sin contaminar. Se produce un incremento del nimero de aquenios entre el
tratamiento Ay C (aumenta de 2 + 1,84 a 6,6 + 2,01). Este incremento se podria deber a
la produccion de hibridos triploides si estos hubieses resultado 3x, pero como en el
analisis de ploidia ha resultado todo tetraploides 4x, este incremento es debido a un
incremento de la contaminacion debido al proceso de frotacion. El tratamiento B siempre
se mantiene con una produccion elevada de aquenios.

5. Conclusiones

En primer lugar, en el ensayo preliminar se observo que la realizacion del corte apical
provoco el aborto de los capitulos. Se establecio que uno de los pardametros claves para la
emasculacion era la correcta eleccion del momento de maduracion del capitulo y
emascular en varios dias consecutivos.

Toda la descendencia analizada ha resultado tetraploide (4x). Todos los aquenios pre-
hidratados y puesto a germinar, germinaron al siguiente dia de su colocacion.

El proceso de emasculacion en asteraceas autbgamas es extremadamente sensible a las
contaminaciones, aun asi, es posible disminuir la contaminacion considerablemente y esta
contaminacion puede ser cuantificada.

La repeticion con menor problemas de contaminacion ha sido la repeticion 3.

En la repeticion 3 y el tratamiento C se tienen varios capitulos con un bajo nimero de
aquenios (2,5,1). Es de suponer que en estos capitulos habian “flores disponibles” para
que el polen de C. aspera hubiese fecundado alguna flor y formado triploides (3x). Por
lo tanto, se confirma que el polen de Centaurea aspera no es capaz de fecundar a
Centaurea seridis, de este modo no es capaz de formar hibridos.
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