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RESUMEN

El principal objetivo del presente trabajo es explorar la interaccién entre plantas endémicas y poli-
nizadores, y discutir las consecuencias que se derivan para la conservacién de dichas plantas. Para
ello, hemos estudiado durante tres afios la interaccién que cuatro especies de plantas del género Ery-
simum, dos de ellas endémicas del Parque Nacional de Sierra Nevada (E. baeticum baeticum y E. ne-
vadense) y dos de amplio rango de distribucién (E. mediohispanicum y E. popovii), mantienen con sus
polinizadores. Las especies endémicas estudiadas en este proyecto fueron visitadas por un conjunto
de polinizadores igual de diverso y generalista que las especies no endémicas. En general, el conjunto
de polinizadores de cada una de las especies estudiadas estuvo compuesto por no menos de 100 es-
pecies. En todos los casos el gremio de polinizadores consistié en una mezcla de especies de insec-
tos eficientes como vectores polinicos y especies de insectos poco eficientes. Todas las especies de
plantas estudiadas se caracterizaron por tener un conjunto de polinizadores altamente variable en el
espacio. Asimismo, observamos la existencia de una gran estructuracién genética, ya que poblacio-
nes de plantas cercanas difieren en su constitucién genética de forma significativa. Estudios filoge-
néticos sugieren que las especies endémicas y no endémicas del Parque Nacional de Sierra Nevada
forman parte de diferentes linajes dentro del género Erysimum. Cualquier contacto entre ellas en la
naturaleza parece ser de cardcter secundario. Asimismo, estas especies pueden hibridar fécilmente,
y no parecen sufrir una intensa depresién por exogamia. Esto conlleva la posibilidad de que puedan
darse fenémenos de introgresiéon genética de unas especies en otras, con el peligro de que algunas es-
pecies endémicas desaparezcan absorbidas genéticas por la expansién de especies no endémicas.
Todas las especies estudiadas tienen su reproduccion limitada por la llegada insuficiente de granos
de polen (limitacién de polen). Este fenémeno ha estado asociado en todos los casos a una depau-
peracién del gremio de visitantes florales en abundancia, diversidad y presencia de polinizadores efi-
cientes. Por lo tanto, pensamos que para disminuir el riesgo de extincién de las especies de plantas
endémicas de Sierra Nevada, es necesario desarrollar planes de gestién integradores que contem-
plen también la protecciéon y el manejo de las poblaciones de organismos mutualistas que benefician
la reproduccién de las plantas.

Palabras claves: Erysimum, alta montafa, endemicidad, introgresién, extincién, polinizacién.
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SUMMARY

The main goal of this project was exploring the effect of endemicity in the interaction between plants
and their pollinators, and the consequences for the reproduction and genetic diversity and structure.
We studied the interaction with pollinators in four co-generic species, two endemic to the Sierra Nevada
National Park (Erysimum baeticum baeticumy E. nevadense) and two of wide distribution (E. mediohis-
panicum y E. popovii). We found that the diversity, identity and abundance of the pollinator assemblages
did not differ between endemic and no endemic plants. In all cases, they were visited by a extremely
high number (more than 100 spp) of generalist pollinators. Similary, in all cases the pollinator assem-
blages were composed of efficient and non efficient pollen vectors. The four studies species were also
characterized for having spatially varying pollinator assemblages. As a consequence of this variation
in pollinators, we observed a significant spatial genetic structure in all studied species. Phylogenetic
analysis shows that the four wallflower species co-ocurring in Sierra Nevada belong to different linages
within the genus Erysimum. Some if these species, however, can hybridize easily, and they suffer low
outbreeding depression. This phenomenon entails the possibility of genetic introgression and the ge-
netic extinction of the endemic species as a consequence of the genetic invasion by the widely-distrib-
uted species. Finally, we found that the four species had their seed production limited by an adequate
transfer of pollen grain (pollen limitation). In all cases, this pollen limitation was associated to the de-
crease in pollinator abundance and diversity, and to the absence of high efficient pollen vectors. In con-
clusion, the outcomes obtained in this project suggest that a efficient strategy of protecting the
populations of the endemic wallflowers in the Sierra Nevada National Park requires the concomitant
protection and managing of the populations of those mutualist insects that enhance the reproduction
of the plants.

Key words: Erysimum, high-mountain ecology, endemicity, introgression, extinction, pollination.

KORNER & SPEHN 2002; KORNER 2004). Mds
auin, en las montafias se conserva la diversidad ge-
nética que contribuye a alimentar al planeta: de las
20 especies de plantas que alimentan al 80% de la

INTRODUCCION

Los ecosistemas montanos son aquellos que se en-
cuentran por encima de los 1000 m de altitud. El

27% de la superficie terrestre emergida se encuen-
tra sobre los 1000 m, el 11% sobre los 2000 m, el 5%
sobre los 3000 m y el 2% sobre los 4000 m (MES-
SERLI & IVES 1997). Estas zonas se caracterizan
por fuertes pendientes y altitudes que individual-
mente, 0 en conjunto, limitan la utilizacién hu-
mana. A pesar del drea reducida que ocupan y de
la dureza de sus ambientes (exceso de lluvia, tem-
peraturas relativamente bajas, aridez, alta radia-
cién solar), las montafias son esenciales para el
mantenimiento de las funciones ecolégicas de los
ecosistemas ubicados en tierras bajas, y de su con-
servacion depende buena parte de la humanidad.
Por ejemplo, las montafias proporcionan el agua
dulce que consume la mitad de la humanidad y el
abastecimiento de agua potable depende directa-
mente de la integridad funcional de los ecosiste-
mas de montafias (FLEURY 1999; FAO 2002;
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humanidad, 14 de ellas se han originado o diversi-
ficado en ecosistemas de montafa (FLEURY 1999;
FAO 2002; KORNER & SPEHN 2002). Ademds, los
ecosistemas montanos representan centros de bio-
diversidad mundiales (FAO 2002; KORNER &
SPEHN 2002; KORNER 1999; 2004) y su conserva-
cién se ha convertido en una tarea prioritaria tal y
como lo demuestra la celebracién del Afio Interna-
cional de las Montafias en 2002 (FAO 2002; KOR-
NER & SPEHN 2002). Las montafias son
ecosistemas fragiles debido a la combinacién de
condiciones climéticas extremas con fuertes pen-
dientes y suelos poco profundos y sujetos a ero-
sién. Cambios en el uso del suelo, las presiones del
cambio climatico, el exceso de explotacién y la de-
gradacién ambiental son los principales peligros
que amenazan las montafias (BENISTON et al.
1997; FAO 2002; KORNER & SPEHN 2002).
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Una de las caracteristicas de este tipo de ecosis-
temas es la riqueza de especies animales y vege-
tales que poseen (KORNER & SPEHN 2002;
KORNER 2004; MOLAU 2004). En estos ecosis-
temas se ha producido una gran diversificacién
especifica como consecuencia del aislamiento ge-
ogréfico de muchas montafas y de la gran varie-
dad de habitats que implican los cambios de las
condiciones climéticas y ambientales a lo largo
del gradiente altitudinal y/o topogréfico. De
hecho, 16 de los 25 centros de biodiversidad del
mundo se encuentran en montafias (MYERS et al.
2000). El numero de especies vegetales endémi-
cas aumenta con la altitud en la mayoria de los
ecosistemas estudiados (KESSLER 2000). Por
ello, aparte de contener una gran cantidad de es-
pecies, las montafias también encierran un alto
nimero de endemismos: el 7% de la flora de los
Alpes o més del 20% de la flora de Sierra Nevada
es endémica, mientras que recientes descubri-
mientos de especies nuevas de mamiferos endé-
micos de Asia han ocurrido en zonas de
montafia. El dificil acceso a muchos ecosistemas
de montafia ha hecho que se creen parques natu-
rales y zonas de proteccién especiales para con-
servar la gran biodiversidad de estas zonas. No
obstante, los cambios ambientales antes mencio-
nados, sobre todo el cambio climdtico y el au-
mento de la presion humana, a través de
précticas inapropiadas de gestién de recursos o
la rapida expansion de la industria del turismo,
hacen que estas zonas estén amenazadas y a que
se haya documentado una pérdida de biodiver-
sidad en diferentes ecosistemas montanos de
todos los continentes durante las dos ultimas dé-
cadas (MCDONALD et al. 2000; FOSTER 2001;
KOZAK 2003; YANG & XU 2003; KLEIN et al.
2004).

La mayoria de las especies vegetales de alta mon-
tafia dependen en mayor o menor grado de la ac-
tividad de los polinizadores para llevar a buen
término su reproduccién sexual (BUCHMANN &
NABHAN 1997). Por lo tanto, la interaccién que
mantienen con sus polinizadores es crucial para
entender los patrones demograficos de recluta-
miento y la dindmica poblacional de las especies
vegetales. Desgraciadamente, el conocimiento
existente sobre la biologia reproductiva de las
plantas altimontanas y la interaccién que estas es-

pecies mantienen con los polinizadores es escaso
e incompleto. Si a este desconocimiento unimos
el hecho de que la mayoria de las especies de
plantas estrictamente altimontanas son taxones
endémicos, ya sea a nivel de especie, a nivel de
subespecie o variedad o incluso a nivel de género
(BLANCA et al. 2002), nos encontramos con el
problema de que ignoramos un aspecto crucial de
un grupo de taxones vegetales especialmente de-
licados. Estamos lejos atin de poder elaborar un
esquema conceptual sobre el funcionamiento de
las interacciones planta-polinizador en ambientes
altimontanos, y las consecuencias que se derivan
para la conservacion de su flora amenazada.

Por una parte, bastantes estudios han mostrado
que la diversidad, abundancia y actividad de in-
sectos es menor en los ecosistemas de montafia
que en los ecosistemas de zonas bajas (ARROYO
et al. 1982, 1985; KEARNS 1992; KEARNS & IN-
OUYE 1994; GOMEZ & ZAMORA 1999). Esto se
ha comprobado para poblaciones diferentes de la
misma especie (BINGHAM & ORTHNER 1998;
GOMEZ & ZAMORA 1999; TOTLAND 2001;
BLIONIS & VOKOU 2001; MEDAN 2003), pares
de subespecies distribuidas a distinta altitud
(BLIONIS & VOKOU 2002), especies emparenta-
das (BLIONIS & VOKOU 2001) y comunidades
(MCCALL & PRIMACK 1992). Las tasas de visita
de polinizadores también son mads bajas en espe-
cies alpinas con respecto a especies emparenta-
das de distribucién mds amplia (ERIKSEN et al.
1993; KASAGI & KUDO 2003). A esta escasez no
s6lo contribuye una disminucién en la abundan-
cia poblacional de los polinizadores, sino una al-
teracién en su patrén de actividad diaria como
consecuencia de las extremas y cambiantes con-
diciones climatoldgicas tipicas de la alta montafia
(MCCALL & PRIMACK 1992; BERGMAN et al.
1996). Esto genera una alta variabilidad espacio-
temporal en la abundancia e identidad de los
visitantes florales de plantas altimontanas
(GOMEZ & ZAMORA 1999).

No solamente la cantidad de polinizadores dis-
minuye con la altitud, sino que también lo hace la
calidad de los visitantes florales. Asi, los visitan-
tes florales mas abundantes en zonas de alta
montafia son moscas pertenecientes a familias
muy poco eficientes como polinizadores tales
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como Muscidae, Calliphoridae, Fannidae, Myce-
tophyllidae o Empididae (ARROYO et al. 1982;
MCCALL & PRIMACK 1992; ELBERLING &
OLESEN 1999; GOMEZ & ZAMORA 1999; DU-
PONT et al. 2003). La polinizacién por hormigas,
considerada muy poco eficiente (Peakall et al.
1991), también es predominante en montafias
(GOMEZ et al. 1996; PUTERBAUGH 1998). Es de
destacar el caso de Sierra Nevada donde el prin-
cipal polinizador de muchas especies alpinas
como Arenaria tetraquetra, Alyssum purpureum,
Hormathophylla spinosa o Sedum anglicum es una
especie de hormiga, Proformica longiseta (GOMEZ
& ZAMORA 1992, 1999; GOMEZ et al. 1996).

Esta escasez e impredecibilidad espacio-tempo-
ral de polinizadores eficientes en zonas alpinas
puede tener varias consecuencias ecolégicas. Asf,
una consecuencia inmediata es que la reproduc-
cién y produccién de semillas de las plantas que
habitan estos ecosistemas esté altamente limitada
por la disponibilidad de polen (pollen limitation).
De hecho, una limitacién de polen significativa
ha sido demostrada en un nimero notable de
plantas alpinas, como por ejemplo Arenaria capi-
llaris (CAMPBELL 1987), Cerastium arvense
(CAMPBELL 1987), Crocus vernus (TOTLAND et
al. 1998), Gentiana newberryi (SPIRA & POLLAK
1986), Ipomopsis aggregata (HAINSWORTH et al.
1985), Leontodon autumnalis var. taraxaci (TO-
TLAND 1997), Myrosmodes cochlerare (BERRY &
CALVO 1991), Phyllodoce aleutica (KASAGI &
KUDO 2003), Phyllodoce caerulea (KASAGI &
KUDO 2003), Polemonium pulcherrimum (CAMP-
BELL 1987), Polemonium viscosum (GALEN 1985),
Ranunculu sacris (TOTLAND 1994), Rhododendron
aureum (KUDO 1993), Saxifraga oppositifolia
(STENSTROM & MOLAU 1992) y Veronicacusic-
kii (CAMPBELL 1987). La limitacién de polen
tiene potenciales consecuencias ecolégicas y ge-
néticas para la persistencia de la especie puesto
que impone un limite al reclutamiento de nuevos
individuos (BURD 1994; ASHMAN et al. 2004) y
puede, por tanto, contribuir a la rareza de las es-
pecies y acentuar su grado de amenaza (WIL-
COCK & NEILAND 2002), ademas de reducir la
diversidad genética de las poblaciones en las que
dicha limitacién de polen impone la reproduc-
cién autégama como seguro reproductivo (EC-
KERT et al. 2009).
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Consecuencias para la conservacién de las
plantas altimontanas y sus polinizadores

Derivado de todo lo expuesto anteriormente, es
de suponer que las plantas altimontanas estén
polinizadas por un espectro depauperado de
polinizadores. De hecho, diversos estudios han
mostrado la existencia de una asociacién posi-
tiva entre la frecuencia de endemismos en un
ecosistema y la proporcién de especies vegetales
con sistemas de polinizacién especializado
(STUESSY et al. 1997). Es vital conocer la estruc-
tura, funcionamiento y grado de ajuste ecolé-
gico y genético de los sistemas de polinizacion
exhibidos por las plantas altimontanas para
poder predecir sus respuesta frente a posibles
amenazas. Algunos autores sugieren que las
plantas con sistemas de polinizacién muy espe-
cializados son especialmente vulnerables a la
fragmentacion y otras formas de perturbacién
del habitat (BOND 1994). Por el contrario, otros
investigadores sostienen que la fragmentacién
y deterioro del hébitat no altera el éxito repro-
ductivo de las plantas especializadas mds que el
de las generalistas, ya que las interacciones
planta-polinizador son mayoritariamente asi-
métricas, por lo que ambos tipos de plantas
estdn visitadas predominantemente por el
mismo tipo de polinizador (AIZEN et al. 2002 y
ASHWORTH et al. 2004). Sin embargo, cual-
quier cambio en la composicién del espectro de
polinizadores, su abundancia o comporta-
miento como consecuencia de alteraciones en el
h4bitat es muy probable que tenga un efecto en
variables reproductivas de la planta como el ni-
mero de granos de polen exportado-recibido o
la calidad de los cruces entre individuos
(AIZEN Y FEINSINGER 1994; MURCIA 1996;
AGUILAR & GALETTO 2004). Obviamente,
estos cambios afectardn en mayor medida a
aquellas especies de plantas con sistemas de po-
linizacién altamente especializados, pudiendo
ocasionar una reduccién sustancial en la calidad
y cantidad de descendencia producida y consti-
tuyendo un primer paso para que se produzca
el colapso demogréfico de sus poblaciones
(AIZEN et al. 2002).

En segundo lugar, la biologfa de la polinizacién
juega un papel central en la conservacion de las
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plantas amenazadas. Para poder desarrollar es-
trategias adecuadas de conservacién, gestion y
restauracion de cualquier especie vegetal es im-
prescindible comprender correctamente su bio-
logia reproductiva (PEREZ DE PAZ 2002). En
concreto, el sistema reproductivo, o sea, la ca-
pacidad o incapacidad de producir semillas por
autofecundacién, y la diversidad, abundancia y
calidad de los polinizadores determinan en qué
medida una especie vegetal se ve afectada por la
limitaciéon de polen. A su vez, el grado de limi-
tacién de polen influye en el éxito reproductory,
por tanto, en la persistencia potencial de la es-
pecie. En plantas autoincompatibles, la produc-
cién de semillas dependerd de que existan
polinizadores que aporten polen en cantidad y
calidad suficientes. Muchas especies raras son
exdégamas y tienen una dependencia de los po-
linizadores para la produccién de semillas, lo
cual las hace vulnerables a perturbaciones que
afecten adversamente a la interaccién con los
polinizadores (KRUKEBERG & RABINOWITZ
1985; TEPEDINO 2000). Ademds, algunos au-
tores sugieren que las plantas con sistemas de
polinizacién muy especializados son especial-
mente vulnerables a la fragmentacién y otras
formas de perturbacién del hébitat (BOND
1994).

Por otro lado, un sistema sexual autocompati-
ble reduce la dependencia con respecto a los po-
linizadores pero también tiene consecuencias de
relevancia para la conservacién. Si la autofe-
cundacién no es obligada, ésta suele conllevar
depresion endogdmica (KELLER & WALLER
2002). Si la autofecundacién es obligada, es po-
sible que la endogamia repetida haya purgado
el lastre genético y no se observe depresién en-
dogdmica (BYERS & WALLER 1999); por el con-
trario, puede existir depresién exogdmica por el
cruzamiento con plantas de poblaciones distin-
tas (PARKER 1992; FISCHER & MATTHIES
1997). Por tanto, la biologia reproductora de una
especie tiene consecuencias para su diversidad
genética y, tanto en casos de dependencia como
de independencia de los polinizadores, conse-
cuencias importantes para la conservacién. En
unos casos serd beneficioso el favorecer la fe-
cundacion cruzada (COLLING et al. 2004) mien-
tras que en otros dicha medida puede ser

perjudicial (PARKER 1992). Sélo la elucidacién
de los mecanismos reproductivos permitird de-
cidir la gestién adecuada.

Para poder predecir con cierta confianza las con-
secuencias que una alteracién de hébitat pueden
tener en las interacciones entre las plantas alti-
montanas y sus polinizadores, es necesario saber
el grado de peculiaridad de dichos sistemas de
polinizacién. Para ello, es imprescindible com-
parar rigurosamente el sistema de polinizacién
de especies altimontanas con el sistema de poli-
nizacién exhibido por especies que coexisten en
el mismo hébitat pero no son estrictamente alti-
montanas, y por tanto no comparten la misma
historia ecolégica y evolutiva (MURRAY et al.
2002; BUCKLEY & NELLY 2003; LAVERGNE et
al. 2004).

En este trabajo se utiliza como sistema de estu-
dio dos especies endémicas del Parque Nacio-
nal de Sierra Nevada (Erysimum nevadense y E.
baeticum baeticum) y dos especies de amplia dis-
tribucion (E. mediohispanicum y E. popovi) (Fig.
1). E. nevadense es un endemismo de Sierra Ne-
vada y posiblemente Sierra de Gador, presente
en hébitats de matorral de alta montafia, entre
los 1700 y los 2800 m de altitud (NIETO FELI-
NER 1993). E. baeticum baeticum es un ende-
mismo de la parte almeriense de Sierra Nevada
(NIETO FELINER 1993). E. mediohispanicum
también aparece en sistemas montanos, aun-
que ocupa un rango altitudinal entre los 600 y
2300 m y tiene una distribucién geografica mas
amplia, que comprende las submesetas Norte
y Sur de la peninsula Ibérica y algunas de las
sierras béticas, mientras E. popovi se distribuye
por todas las sierras béticas (NIETO FELINER
1993). Ambas especies coexisten en Sierra Ne-
vada. En este sistema montafoso, E. nevadense
y E. baeticum baeticum habitan por encima de
los 2300 metros de altitud, usualmente por en-
cima del limite forestal y sobre suelos 4cidos.
Por el contrario, E. mediohispanicum y E. popovi
se distribuyen en Sierra Nevada en zonas sub-
alpinas desde los 1600 metros hasta los 2250
metros de altitud aproximadamente, siempre
sobre suelos basicos. Las dreas de distribucién
de ambos pares de especies contactan en una
estrecha franja donde ambas litologias conec-
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E. mediohispanicum (Em) E. popovil (Ep)

E. boeticum baeticumn (Eb)

E. nevadense [En)

Figura 1. Imagen de las cuatro especies de Erysimum estudiadas, y representacion aproximada de sus respectivas dreas de distri-

bucién.

Figure 1. The four Erysimum studied in Sierra Nevada Protected Area and their distribution areas.

tan. En estas zonas, es fdcil encontrar pobla-
ciones de ambas especies separadas entre si no
mas de 1 kilémetro. Los objetivos principales
de este estudio son (1) determinar el grado de
relacion filogenética entre las especies endémi-
cas y no endémicas, con el objeto de explorar
la posibilidad de que la coexistencia entre ellas
sea fruto de una evolucién comiin o un con-
tacto secundario; (2) cuantificar la diferencia
entre especies endémicas de la identidad y di-
versidad de sus visitantes florales; (3) determi-
nar experimentalmente la diferencia entre
especies endémicas y no endémicas en la limi-
taciéon que sufren en su produccién de semillas
para escasez de llegada de polen; y (4) deter-
minar el sistema reproductivo y las posibilida-
des de hibridacién entre especies endémicas y
no endémicas.
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METODOS

Disefio general del muestreo

Para el presente estudio muestreamos dos po-
blaciones de cada una de las especies endémicas
(E. nevadense y E. baeticum), ocho poblaciones de
E. mediohispanicum situadas todas ellas en el ma-
cizo de Sierra Nevada y 30 poblaciones de E. po-
povii localizadas en el macizo de Sierra Nevada
y sierras aledanias. El estudio se llevé a cabo du-
rante el periodo 2007-2010. Cada poblacién fue
georeferenciada al inicio del estudio, para poder
determinar su posicién y la distancia geografica
entre ellas. En cada poblacién marcamos cada
afio de estudio entre 30 y 90 plantas, usando eti-
quetas de aluminio adheridas a la roseta basal,
un método usado con éxito durante los tltimos
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10 afios. Las plantas marcadas fueron usadas
para determinar su fenotipo y poder llevar a cabo
el protocolo de muestreo y censo de visitantes
florales.

Relacién de parentesco entre las especies de
Erysimum del Parque Nacional de Sierra
Nevada

Recolectamos tejido fresco de entre cinco y 15 in-
dividuos por poblacién, que fue inmediatamente
desecado y mantenido en silica gel hasta el mo-
mento de proceder a la extraccién de su ADN.
Dicho ADN fue estraido mediante el kit GenE-
lute Plant Genomic DNAMiniprep Kit (Sigma-
Aldrich, USA) usando como minimo 60 mg de
tejido previamente pulverizado con nitrégeno li-
quido. Fueron tres los marcadores amplificados:
dos de ellos platidiales, ndhF (aproximadamente
2000 bp) y trnT-L (aproximadamente 1300 bp), y
una region nuclear, ITS1-5.85-1TS2 (aproximada-
mente 750 bp). Para amplificar la region ndhF se
usaron los cebadores ndhF5 y ndhF2100 (OLMS-
TEAD & SWEERE, 1994); para amplificar la re-
gioén trnT-L, usamos los los cebadores tabA and
tabD (TABERLET et al. 1991); mientras que para
la amplificacién de la regién ITSs-5.8S se usaron
los cebadores ITS1, ITS2, ITS3 e ITS4 (WHITE et
al., 1990).

Las reacciones de PCR fueron realizadas si-
guiendo el protocolo descrito en ABDELAZIZ et
al. (2011) para cada uno de los marcadores usa-
dos. Los productos de dichas reacciones fueron
mezclados con 0.15 volumenes de acetato sédico
3mol/L, pH 4.6 y 3 volumenes al 95% de etanol
para su purificacién mediante centrifugacién a
4°C. E1 ADN purificado fue secuenciado por Ma-
crogen (Corea) usando cebadores internos para
los marcadores que requirieron de ello: ndhF
(ndhF-599, ndhF-989-R y ndhF-1354) y trnT-L re-
gions (tabB y tabC).

Los cromatogramas resultantes de las secuencia-
ciones fueron analizados mediante los progra-
mas Finch TV v1.4.0 (Geospiza, Seattle, USA) y
BioEdit v7.0.5.3 (HALL 1999; LARKIN et al.
2007), alineando junto a las especies estudiadas
las secuencias correspondientes a los marcadores

que nosotros usamos de Arabidopsis thaliana, ob-
tenida de GenBank, y Moricandia moricandioides,
como grupos externos (outgroups).

Las secuencias de los tres marcadores usados en
el estudio fueron concatenadas individualmente
y alineadas usando ClustalW (THOMPSON et al.
1994) incluido como herramienta en BioEdit (Hall,
1999; LARKIN et al. 2007). De los alineamientos re-
sultantes se eliminé una regién de indels en la po-
sicion 2880 a 3300 después de revisar el
alineamiento a mano y usando el servidor
GBlocks  (http:/ /molevol.cmima.csic.es/ castre
sana/Gblocks_server.html; CASTRESANA 2000).

Las relaciones fueron analizadas mediante infe-
rencia bayesiana (YANG & RANNALA 1997)
usando el programa MrBayes v3.1.2 (RONQUIST
& HUELSENBECK 2003) y asumiendo el modelo
GTR, que fue el modelo evolutivo que mejor se
adecud a las tres secuencias concatenadas usando
el programa MrModel-Test v2.3 (NYLANDER
2004) atendiendo al criterio de informacién de
Akaike (AIC) (AKAIKE 1974; POSADA & CRAN-
DALL 1998). Para dichos andlisis se usé MrBayes
en el servidor online Bioportal de la Universidad
de Oslo (http:/ /www.bioportal.uio.no/). Los ané-
lisis se realizaron para cuatro millones de genera-
ciones MCMC, siendo muestreadas con una
frecuencia de cada 100 generaciones. Después de
comprobar la convergencia de las dos carreras in-
dependientes se eliminé el primer 25% de los ar-
boles generados usando el programa Tracer v1.4
(RAMBAUT & DRUMMOND 2007). El drbol con-
senso obtenido fue visualizado y editado usando
MEGA v4.0.2 (TAMURA et al. 2007).

Determinacién de la abundancia, diversidad y
estabilidad espacio-temporal del conjunto de
polinizadores

El conjuntos de polinizadores de las cuatro espe-
cies estudiadas fue determinado mediante cen-
sos periddicos en al menos dos poblaciones por
especie.Los censos consistieron en conteos de
cinco minutos de duracién realizados a cada una
de las plantas marcadas y repartidos a lo largo de
todo el periodo de floracién. Los censos se reali-
zaron entre las 11:00 y las 17:00 y bajo condicio-
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nes climatoldgicas adecuadas: dias soleados con
nulo o poco viento y con una temperatura no in-
ferior a los 18-20 °C. Durante los censos se anota-
ron las visitas florales observadas, a lo que se ha
denominado contactos y se controlé la duracién
de los mismos como estima del esfuerzo de
muestreo. Estos conteos se efectuaron desde una
distancia prudencial para evitar la alteracién del
comportamiento normal de los insectos. Estos
censos permitieron ademds hallar la tasa de vi-
sita de cada especie de insecto. Aquellos insectos
que no pudimos identificar en el campo, fueron
recolectados para su posterior identificacién por
parte de los especialistas pertinentes.

En las especies de amplia distribucién, Erysimum
mediohispanicum y E. popovii, determinamos ade-
mas la variacién geografica en el conjunto de sus
visitantes florales. Para ello, replicamos el mues-
treo en ocho poblaciones de Erysimum mediohis-
panicum dentro del macizo de Sierra Nevada y en
30 poblaciones de Erysimum popovii distribuidas
en cuatro zonas distintas, el Parque Nacional de
Sierra Nevada, el Mencal de Granada, el Parque
Natural de la Sierra Magina y el Parque Natural
del Jabalcuz de Jaén. Los muestreos se hicieron
entre el afio 2005 y el afio 2009, para poder abar-
car toda la extensién espacial propuesta.

La abundancia de polinizadores se estimé como
numero de visitas por minuto de censo (polini-
zadores minuto™! flor!). La diversidad se calculé
para las especies de polinizadores y para sus gru-
pos funcionales. Se usaron dos indices distintos,
uno de riqueza y otro de diversidad: 1) Riqueza
observada (Sobs)’ es decir el ntimero de especies o
de grupos funcionales observados en cada po-
blacién. 2) Diversidad de especies y grupos fun-
cionales de los polinizadores se calcul6 mediante
el indice Hurlbert’s PIE, que es la probabilidad
de que dos individuos muestreados al azar en
una comunidad pertenezcan a dos especies dife-
rentes (Probabilidad de Encuentro Interespeci-
fico). El valor del indice Hurlbert’s PIE varia
entre 0y 1 e indica la probabilidad de que dos in-
dividuos seleccionados al azar sean de distinta
especie. 3) Riqueza observada rarefactanda a 193
contactos (S rarefactado), para ello se utliza-
ron curvas de rarefaccién (GOTELLI & COL-
WELL 2001). 4) Diversidad de especies y grupos
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funcionales de polinizadores también fue rare-
factada a 193 contactos por poblacién. La rare-
faccién consiste en derivar expresiones que nos
dardn las medias y varianzas esperadas para un
nimero determinado de individuos en una po-
blacion. De esta forma, los datos de comunida-
des con un mayor numero de contactos
observados son rarefactados en a los resultados
esperados si se hubiesen observado un menor
ntimero de contactos. Tras 1000 iteraciones el pro-
grama genera un intervalo de confianza del 95%,
lo que nos permiti6 estimar si existen diferencias
significativas entre las distintas poblaciones en
riqueza y diversidad de especies y grupos fun-
cionales como si s6lo hubiésemos observado 193
contactos por poblacién, que es el nimero de
contactos contabilizados en la poblacién con
menor ntimero de contactos. Para el cilculo de
ambos indices y de las curvas de rarefaccién se
utiliz6 el programa EcoSim (GOTELLI & ENTS-
MINGER 2000). Estos cdlculos se realizaron tanto
por poblacién como para el total de la especie. La
diferencia entre poblaciones y especies en la
identidad de los visitantes florales se exploré es-
timando las distancias de disimilitud entre ellas.
Usamos la distancia de Bray-Curtis.

Los visitantes florales se agruparon en grupos
funcionales en funcién de su similitud en com-
portamiento, tamario, espectro tréfico y modo de
pecoreo. Los grupos funcionales considerados
fueron: 1) Abejas grandes: abejas con una longi-
tud de cuerpo de 10 mm o mds; 2) Abejas peque-
fias: abejas con una longitud de cuerpo inferior a
10 mm; 3) Bombilidos de trompa larga; 4) Hor-
migas: hormigas obreras colectoras de néctar; 5)
Sirfidos: que engloba tanto a Syrphidae recolec-
tores de néctar y polen tanto como Bombyliidae
de trompa corta; 6) Escarabajos: recolectores de
polen y/o néctar; 7) Mariposas: recolectoras de
néctar; 8) Otros: pequefias moscas recolectoras de
néctar, avispas, chinches y saltamontes, princi-
palmente ninfas. Esta clasificacién permite hacer
distinciones basadas en la taxonomia, tamario,
hébitos alimentarios y comportamiento (GOMEZ
et al. 2007). Esto nos permitié estudiar las varia-
bles que explican la abundancia de los distintos
grupos funcionales en las poblaciones.
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Diferencias interespecificas en la limitacion
de polen

En cada poblacién se asignardn 30 plantas a un
tratamiento de polinizacién suplementaria con
polen de otros individuos. A lo largo del periodo
de floracién se recogera polen fresco de una mez-
cla de cinco individuos y se aplicard con un pin-
cel a las flores receptivas de cada individuo
marcado. Para evitar artefactos en la interpreta-
cién se polinizaran de este modo todas las flores
de cada individuo (ZIMMERMAN & PYKE
1988). Un grupo similar de plantas servird como
control. Estimaremos la produccién de semillas
de cada individuo de cada tratamiento, como
una estima de la eficacia biolégica femenina. De-
bido a que las especies objeto de estudio son mo-
nocdrpicas, la mayoria de las estimas usadas se
referirdn a la eficacia global de los individuos.
Por la facilidad de cuantificacién, y por lo exten-
dido de su uso en trabajos de ecologfa evolutiva
de plantas, usaremos principalmente una estima
de la eficacia femenina, cuantificada como el nt-
mero de semillas dispersadas cada afio por cada
planta marcada. Ademds, para determinar en
qué fase del ciclo reproductivo se producen los
episodios selectivos mds intensos, dividiremos la
eficacia global en componentes secuenciales. En
particular consideraremos los siguientes compo-
nentes de la eficacia femenina: proporcién de flo-
res que pasan a fruto, nimero de évulos por
fruto, proporcién de évulos que producen semi-
llas, y propocién de semillas que germinan y pro-
ducen plantulas. Estos componentes son
multiplicativos  (W(z)=[[W,(z); CAMPBELL
1991).

Contactos secundarios y fenénemos de
introgresion

En septiembre de 2009 transplantamos 60 rosetas
de segundo afio de una especie de amplia distri-
bucién, E. mediohispanicum, y otras tantas rose-
tas de la especie endémica E.nevadense. Dichas
rosetas fueron transplantadas a macetas de
11x11x15 cm en su propio sustrato y llevadas a
un jardin comtn de la Universidad de Granada a
unos 700 m de altitud aproximadamente. Estas
plantas se mantuvieron en condiciones de jardin

comun. Sobrevivieron 30 plantas de E. mediohis-
panicum y 14 de E. nevadense, que empezaron a
florecer en mayo de 2010. En dicho momento fue-
ron trasladadas a un invernadero para evitar la
interaccién con polinizadores. Sobre dichas plan-
tas se llevaron a cabo los siguientes tratamientos:
autogamia espontdnea (AS), consistente en la no
manipulacién de la flor; autogamia facilitada
(FS), en la que se emasculaban las flores y se afia-
dfa todo el polen de las anteras estirpadas; alo-
gamia préxima (OC), en cuyo caso se emasculaba
la flor previamente a la madurez de los estam-
bres y se afiadia polen de un individuo proce-
dente de la misma poblacién; alogamia lejana
(FO), en los que se emasculaba la flor y se le afia-
dia polen de un individuo procedente de otra po-
blacién; y por ultimo cruces hibridos (HC), en los
que sobre flores emasculadas de cada especie se
afadia polen de la otra especie. Todos los cruces
se identificaron con hilos de colores anudados sin
hacer presién sobre el pedicelo de la flor. En total
se realizaron 1.275 cruces, habiéndose usado una
media de 29+ 17 flores por planta; siendo las me-
dias por tratamiento de: 9.6+7.3 en AS, 10.4+6.1
en FS, 2.5+1.9 en CO, 2.242.0 en DO, y 4.3+3.3 en
HO. Las plantas se mantuvieron en el inverna-
dero hasta la madurez de los frutos. Después de
ello los frutos fueron recolectados y se conto: el
nimero de frutos producidos y el ndmero de
abortos de frutos, el ntimero de 6vulos total por
fruto, el namero de évulo fertilizado por planta,
semillas abortadas y semillas producidas por
fruto. Para cada tratamiento y planta se seleccio-
naron, cuando fue posible, 15 semillas (11.1 + 4.8)
que fueron sembradas aleatoriamente en inver-
nadero con el fin de estimar tasas de germinacién
y supervivencia asociadas a cada uno de los tra-
tamientos y madres. La germinacién fue cuanti-
ficada cada dos semanas durante el primer mes y
posteriormente cada mes, a la vez que la super-
vivencia.

Con estos componentes de éxito reproductivo se
calcularon: el éxito pre-dispersivo de cada tra-
tamiento por planta, que es el éxito acumulado
de la tasa de fructificacién, y produccién de se-
millas; a la vez que una éxito acumulado que
afiade al anterior los componentes postdisper-
sivos como son la tasa de germinacién y super-
vivencia.
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RESULTADOS

Parentesco filogenético entre las especies de
Erysimum del Parque Nacional de Sierra
Nevada

El analisis filogenético de las especies de Erysi-
mum de la peninsula Ibérica produce resultados
interesantes. Como vemos en la Figura 2, los cua-
tro taxones que habitan el Parque Nacional de
Sierra Nevada no forman un grupo monofilético.
Asf, E. nevadense estd mas relacionado con las po-
blaciones de E. rondae que aparecen en las Sierras
de Tejeda y Almijara en Mélaga, y todos ellos for-
man un linaje junto con algunos taxones del
grupo duriaei (E. sepkiae del Pirineo, E. gorbeanum
del Sistema Ibérico y E. duriaei de la Cordillera
Cantdbrica), una de las dos poblaciones de E.
mexmuellieri de Sierra de Gredos y las dos pobla-
ciones estudiadas de Erysimum baeticum de Sie-
rra Nevada. Asi mismo, nuestro andlisis
filogenético sugiere que estas poblaciones de E.
baeticum, englobadas bajo la subespecie baeticum,
forman un linaje diferente de la otra subespecie
de E. baeticum que habita la Sierra de Baza en
Granada, la subespecie E. baeticum bastetanum.

De hecho, la subespecie E. baeticum bastetanum
forma un linaje con la poblacién nevadense de E.
popovii, junto con la otra poblacién de esta espe-
cie, la poblacién nevadense de E. mediohispani-
cum, y la poblacién de la Sierra de Gador en
Almeria de este ultimo taxén (Fig. 2). De todas
formas, a pesar de la cercania geografica entre las
poblaciones nevadense de E. popovii y E. medio-
hispanicum, no son taxones hermanos.

Estos analisis sugieren que las cuatro especies del
Parque Nacional de Sierra Nevada no forman un
linaje tinico, sino que tienen origenes diferentes.
Por ello, cualquier contacto que se dé entre ellos
es secundario.

Diferencia en el conjunto de polinizadores
entre las especies de estudio

Las flores de las cuatro especies de Erysimum en
conjunto fueron visitadas por unas 500 especies
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de insectos pertenecientes a 99 familias. Encon-
tramos diferencias en el ntimero de insectos que
visitaron las flores de las cuatro especies estu-
diadas. En general, la fauna de polinizadores fue
menos diversa en las especies endémicas (106 es-
pecies de insectos en E. nevadense y 33 especies
en E. baeticum) que en las especies de amplia dis-
tribucion (191 especies de visitantes flores en E.
mediohispanicum y165 especies en E. popovii).

También hubo diferencias entre especies en la
composicién especifica de insectos visitantes flo-
rales. Asi, como se observa en la Figura 3, la pro-
porcién de visitas efectuadas por hymenépteros
fue mayor en las dos especies de plantas no en-
démicas que en las endémicas. En estas tltimas,
coledpteros y dipteros efectuaron proporcional-
mente mds visitas. Cuando bajamos a nivel taxo-
némico de familia, encontramos que los insectos
mas frecuentes en las flores de E. baeticum perte-
necian a las familias Melyridae (12% del total de
visitas), Muscidae (12%) y Formicidae (9%), se-
guido por Halictidae, Bombyliidae y Pieridae
(6% cada una). En E. nevadense, las familias mds
abundantes fueron Melyridae (9%), Andrenidae
(7%), Syrphidae, Formicidae, Muscidae y An-
thomyiidae (6% cada una). En E. mediohispanicum
las familias mds abundantes fueron Melyridae,
Bombyliidae y Halictidae (7% cada una) segui-
das de Syrphidae, Andrenidae y Apidae (6%
cada una). Finalmente, en E. popovii los insectos
mds abundantes pertenecian a las familias Halic-
tidae (11%), Formicidae (9%), Bombyliidae, Pie-
ridae y Melyridae (7% cada una) y Andrenidae,
Syrphidae y Anthophoridae (6% cada una). En
resumen, como vemos de estos datos, parece que
las flores de las dos especies de Erysimum endé-
micas estdn primordialmente visitadas por hor-
migas, pequeiios escarabajos y moscas, mientras
que las flores de las dos especies de plantas no
endémicas son visitadas con mds frecuencia por
abejas grandes, bombilidos, y sirfidos. Estos tlti-
mos son polinizadores més eficientes que los pri-
meros. Asf, cuando agrupamos por grupos
funcionales, encontramos que las abejas grandes
y los bombilidos efectiian mas del 50% de las vi-
sitas a flores de E. popovii y E. mediohispanicum,
mientras que las moscas, escarabajos y hormigas
efectan mds de la mitad de las visitas a flores de
E. baeticum y E. nevadense.
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Maricandia moricandicides
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Figura 2. Relaciones filogenéticas entre los taxones ibéricos del género Erysimum, obtenidas mediante un marcador nuclear (ITS1-2)
y dos marcadores cloroplastidiales (trnF-L, nadF). En rojo se han destacado los taxones que habitan el Parque Nacional de Sierra Ne-

vada.

Figure 2. Phylogenetic relationships amongst iberian Erysimum species obtained using a nuclear (ITS1-2) and two chloroplastidial (

(trnF-L, nadF) markers. In red the species inhabiting the Sierra Nevada Protected Area.
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Mariposas Escarabajos

Moscas

Chinches

Erysimum nevadense

Erysimum baeticum

Erysimum mediohispanicum

Erysimum popovii

Figura 3. Diferencia en el tipo de visitante floral (a nivel de orden taxonémico) que acude a las flores de las especies de Erysimuim
que habitan el Parque Nacional de Sierra Nevada. El tamario del circulo estd relacionado con el nimero de especies de insectos ob-
servados en las flores de cada planta.

Figure 3. Differences between Erysinum species in floral visitors (at taxonomic order). Circle size is proportional to the number of

insects visiting the flowers of each plant species.

Variacién entre poblaciones en el conjunto de
polinizadores

Ademds de la varicién entre especies, hemos
encontrado también una variacién significativa
entre poblaciones. Asf, para E. popovii, el andlisis
multivariante de varianza con permutaciones dio
resultados significativos para los dos indices de
disimilitud usados, aplicados a la composicién
especifica total de polinizadores (Bray-Curtis:
p=0.0047; Morisita-Horn: p=0.0423). Con respecto
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a los grupos funcionales, también han resultado
significativas las diferencias entre zonas y usando
los dos indices (Bray-Curtis: p=0.0014; Morisita-
Horn: p=0.0024). Esto nos indica que las
diferencias en composicién de polinizadores entre
las zonas de muestreos son mayores que las que
cabria esperar si las poblaciones hubiesen sido
agrupadas al azar en lugar de por criterios
geograficos. Ademds las diferencias entre zonas
fueron significativas en la riqueza especifica, S .
(ANOVA: p=0.0024). Pero no hay diferencias ni
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en la abundancia, densidad de contactos
(ANOVA: p=0.251), ni en la diversidad de
polinizadores estimado con el indice Hurlbet’s
PIE (ANOVA: 0.775) entre las distintas zonas
(Tabla 1).

También observamos variacién espacial en los
grupos funcionales. Como se observa en la fi-
gura 4, hay poblaciones donde la abundancia
relativa de bombilidos es mayor, y en otras
donde la abundancia de abejas grandes de
trompa larga (antoféridos principalmente) es
mayor. Parece que en el Parque Nacional de

Sierra Nevada sobreabundan las abejas grandes
y medianas y los bombilidos.

También observamos diferencia espacial en el
conjunto de polinizadores de Erysimum mediohis-
panicum. Lo que encontramos es que la identidad
de los principales polinizadores varia entre po-
blaciones que estdn separadas entre s no mds de
1 km. Asf, algunas poblaciones son visitadas pre-
ferentemente por abejas, mientras que otras son
visitadas por bombilidos, otras son visitadas por
abejas pequenas y otras son visitadas por escara-
bajos (Figura 5). Es decir, existe un mosaico en el

Poblacién Sobs Hurlbert PIE Rarefactado S H. PIE rarefactado
Ep O1 21 0.8293 20.9 0.829
Ep 02 22 0.9361 21.9 0.936
Ep 03 13 0.7351 1.7 0.735
Ep 04 24 0.8171 22.2 0.817
Ep 05 22 0.8805 21.2 0.880
Ep 07 13 0.7821 12.9 0.782
Ep 08 20 0.9116 19.2 0.912
Ep 09 13 0.6187 12.4 0.619
Ep 10 23 0.8575 22.4 0.857
Ep 13 16 0.8492 15.9 0.849
Ep 14 32 0.9395 29.3 0.939
Ep 15 28 0.9421 27.3 0.942
Ep 16 18 0.9037 18.0 0.904
Ep 19 29 0.9159 28.0 0.916
Ep 20 25 0.8386 25.0 0.839
Ep 21 15 0.6657 13.1 0.666
Ep 22 16 0.8524 15.9 0.853
Ep 23 20 0.8668 18.7 0.867
Ep27 11 0.7938 10.6 0.794
Ep28 21 0.7866 20.4 0.787
Ep30 14 0.8378 13.2 0.838
Total 166 0.9481 63.3 0.948

Tabla 1. Variacién espacial en la diversidad de visitantes flores de Erysimum popovii. Se muestra la riqueza observada (ntiimero de
especies) de visitantes florales y el indice de Hurlbert PIE observado, asi como los valores de ambos indices rarefactados a 100 in-

sectos.

Table 1. Spatial variation in the diversity of Erysimum popovii floral visitors. It is shown both the observed and the rarefacted va-

lues of the Species Richness and Hurlbert PIE index.
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Figura 4. Variacién espacial en los grupos funcionales de insectos que visitan las flores de Erysimum popovii.

Figure 4. Spatial variation in Erysimum popovii floral visitor functional groups.

conjunto de polinizadores de esta especie en el
Parque Nacional de Sierra Nevada.

Limitacién de polen en especies endémicas y
no endémicas

Los resultados relativos a la limitacién de polen
son muy interesantes (Tabla 2). En primer lugar,
nuestros resultados sugieren que el nivel de li-
mitacién de polen es andlogo entre la especie en-
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démica (E. nevadense) y las dos especies de am-
plia distribucién.

Para E. mediohispanicum, encontramos que mani-
festaba limitacién de polen en todo su ciclo re-
productivo, aunque la limitacién de polen
ocurrié mas intensamente durante las fases de
fertilizacién de 6vulos y produccién de semillas
que durante las fases de maduracién de frutos o
establecimiento de plantulas. Asimismo, encon-
tramos una diferencia entre poblaciones signifi-
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Figura 5. Variacién espacial en los grupos funcionales de insectos que visitan las flores de Erysimum mediohispanicum.

Figure 5. Spatial variation in Erysinum mediohispanicum floral visitor functional groups.

Especie Poblacién PL Intervalo de confianza

Erysimum mediohispanicum

E. mediohispanicum Em08 0.16 [0.25,0.82]
E. mediohispanicum Em21 0.16 [-0.36, 0.24]
E. mediohispanicum EmO1 0.34 [0.54, 1.00]
E. mediohispanicum Em22 -0.26 [-0.51, -0.04]
E. mediohispanicum Em23 0.02 [-0.44, 0.28]
E. mediohispanicum Em24 0.22 [0.13,0.63]
E. mediohispanicum Em25 0.5 [0.5, 0.84]
E. mediohispanicum Em02 -0.14 [-0.25, 0.66]
E. mediohispanicum Em17 0.39 [0.19, 1.06]
Erysimum nevadense

E. nevadense En11 0.46 [0.38, 1]
E. nevadense En10 0.16 [-0.09, 1.46]

(Continda)
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Especie Poblacion PL Intervalo de confianza
Erysimum popovii
E. popovii EpO1 0.3 [0.19,0.5]
E. popovii Ep02 0.4
E. popovii EpO3 -0.89 [-0.89, 0.03]
E. popovii EpO4 0.28
E. popovii Ep05 0.36 [0.29, 0.54]
E. popovii Ep07 -0.25
E. popovii Ep08 0.45 [0.27,0.67]
E. popovii Ep09 0.14 [-0.07, 0.45]
E. popovii Ep10 0.39 [0.3,0.5]
E. popovii Ep13 -0.15 [-0.02, 0.25]
E. popovii Epl4 0.12
E. popovii Ep15 0.25 [0.05, 0.62]
E. popovii Ep16 0.35 [0.21,0.5]
E. popovii Ep19 0.18 [0.04, 0.29]
E. popovii Ep20 0.02 [-0.09,0.19]
E. popovii Ep21 0.22 [0.07,0.31]
E. popovii Ep22 0.17 [-0.01, 0.36]
E. popovii Ep23 0.36
E. popovii Ep27 0.26
E. popovii Ep28 0.12

Tabla 2. Limitiacion de polen en las tres especies de Erysimum estudiadas. Se muestran los valores del indice de PL por poblacién,
y elintervalo de confianza generado por bootstraping. En negrita se muestran aquellas poblaciones donde la limitacién de polen fue

significativa.

Table 2. Pollen limitation in the three studied species. It is shown the PL index per population, and their confidence intervals gene-
rated by bootstrapping. In bold those significantly pollen-limited populations.

cativa en la intensidad de polen. No todas las po-
blaciones sufrieron limitacién de polen con la
misma intensidad. Lo mds significativo quizas de
este estudio es que encontramos que la intensi-
dad de polen poblacional estuvo asociada a la
abundancia, diversidad e identidad de los poli-
nizadores locales. Asf, la magnitud de la limita-
ci6én de polen fue mucho mayor en poblaciones
con pocos visitantes florales, con poca diversidad
de polinizadores, o en aquellas donde los polini-
zadores menos eficientes, como por ejemplo los
escarabajos, eran mds abundantes (Fig. 6). Estos
resultados sugieren que cualquier empobreci-
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miento de la fauna local de polinizadores puede
tener unas consecuencias negativas amplificadas
sobre la reproduccién de las especies de plantas
con las que interaccionan.

Para E. popovii, llevamos a cabo experimentos de
limitacién de polen en 21 poblaciones, dentro y
fuera del Parque Nacional de Sierra Nevada.
Nuestros resultados indican que la reproduccién
de E. popovii esta limitada también por la canti-
dad de polen que reciben los estigmas, y este fe-
némeno ocurre en casi todas las poblaciones
estudiadas (véase la figura 4). Asimismo, la limi-
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Figura 6. Diferencia en abundancia y diversidad de polinizadores en poblaciones de Erysimum mediohispanicum limitadas y no li-

mitadas por la cantidad de polen que aterriza en los estigmas.

Figure 6. Differences in pollinator abundance and diversity between pollen-limited and non pollen-limited E. mediohispanicum pop-

ulations.

taciéon de polen es aparente sélo durante la fase
de produccién de semillas, no siendo relevante
durante la fase de emergencia y establecimiento
de plantulas. También encontramos, como en el
caso anterior, que la intensidad de limitacién de
polen estuvo relacionada con la abundancia de
algunos visitantes florales especificos. Asi, en
aquellas poblaciones donde las moscas de la fa-
milia Bombyliidae fueron mds frecuentes, la in-
tensidad de limitacién de polen fue menor. Por
el contrario, insectos tradicionalmente conside-
rados como polinizadores eficientes, como por
ejemplo las abejas grandes o las mariposas, no tu-
vieron un efecto apreciable en la intensidad de li-
mitacién de polen que sufren sus plantas
nutricias. También observamos que otros facto-
res ajenos a la polinizacién, como la pluviosidad
o la estructura del paisaje acompaifiante, tuvieron
efectos en la intensidad de limitacién de polen.

Contactos secundarios y fenénemos de
introgresion

Ambas especies estudiadas, E. nevadense y E. me-
diohispanicum vieron disminuido su éxito repro-
ductivo como consecuencia de los cruces
autégamos, ya fuesen estos espontaneos o facili-
tados (Fig. 7). Sin embargo, encontramos diferen-
cias entre especies en relacién al resto de cruces.
Asi, E. nevadense sufrié una depresion por aloga-

mia mayor que la sufrida por E. mediohispanicum,
ya que su éxito reproductivo mermé con mayor
intensidad en los cruces alégamos con individuos
de otras poblaciones (Fig. 7). Otro resultado inte-
resante lo obtenemos en relacién a los cruces
hibridos. Como se observa en la Fig. 7, E. medio-
hispanicum polinizado con polen de E. nevadense
no sufre apenas ninguna reduccién en su éxito re-
productivo. Por el contrario, la polinizacién de E.
nevadense con polen proveniente de E. mediohispa-
nicum si conllevé una disminucién en el éxito re-
productivo de la especie receptora (Fig. 7). En
cruces hibridos, parece que E. nevadense puede ac-
tuar mejor como padre que E. mediohispanicum.

DISCUSION

Sistema de polinizacién generalista y
limitacién de polen

Las cuatro especies de plantas estudiadas, sean en-
démicas o no, se caracterizan por tener un sistema
de polinizacién altamente generalista. Asi, el ni-
mero de visitantes florales de tres de dichas espe-
cies fue superior a 100 especies. Es verdad que no
todos los visitantes florales se podrdn comportar
como polinizadores verdaderos. Pero la realidad
es que las plantas no parecen poseer mecanismos
morfolégicos o quimicos para detener la visita de
los insectos menos eficientes a las flores. De todas
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Figura 7. Efecto de diferentes cruces reproductivos en el éxito reproductivo de Erysimum mediohispanicum y Erysimum nevadense. AS
= Autogamia espontdnea, FA = Autogamia facilitada, CO = Alogamia intrapoblacional, FO = Alogamia interpoblacional, HC = Hi-
bridacién con polen de la otra especie.

Figure 7. Erysimum mediohispanicum and E. nevadense breeding system. AS= Spontaneous autogamy; FA= Facilitated autogamy; CO=
Intrapopulational outcrossing; FO= Interpopulational outcrossing; HC=Interspecific hybridization.
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formas, parece que las flores de las especies endé-
micas son visitadas por menos especies de insec-
tos que las flores de las especies no endémicas.
Esta diferencia en diversidad de visitantes flora-
les puede ser quizas una consecuencia de la dife-
rencia en el hdbitat ocupado por cada especie de
planta. Mientras que las dos especies no endémi-
cas viven en zonas de media montafia en claros de
bosques de quercineas y pinos, las dos especies
endémicas viven en pastos y laderas secas de alta
montafia, por encima del limite forestal. Este tipo
de hdbitat se caracteriza por unas condiciones am-
bientales duras, donde las alteraciones térmicas
son frecuentes y bruscas y el viento sopla cons-
tantemente. En este tipo de hébitat la diversidad
de insectos es menor, lo que puede redundar en
una menor oferta de polinizadores. A pesar de
ello, las especies de Erysimum endémicas son visi-
tadas por un alto nimero de insectos, y pueden
también ser consideradas generalistas.

Todas las especies de plantas estudiadas se ca-
racterizaron por tener un conjunto de poliniza-
dores altamente variable en el espacio. Dentro
del Parque Nacional de Sierra Nevada, poblacio-
nes de plantas de la misma especie separadas tan
s6lo unos cientos de metros entre si fueron poli-
nizadas por insectos muy diferentes. En todos los
casos el gremio de polinizadores estuvo com-
puesto por una mezcla de especies de insectos
eficientes como vectores polinicos (abejas, mari-
posas, bombilidos) y especies de insectos poco
eficientes (escarabajos, sirfidos, avispas, hormi-
gas, chinches). En resumen, como vemos en estos
datos, parece que las flores de las dos especies de
Erysimum endémicas estan primordialmente vi-
sitadas por hormigas, pequefios escarabajos y
moscas, mientras que las flores de las dos espe-
cies de plantas no endémicas son visitadas con
mads frecuencia por abejas grandes, bombilidos y
sirfidos. Estos tltimos son polinizadores més efi-
cientes que los primeros. Asf, cuando agrupamos
por grupos funcionales, encontramos que las
abejas grandes y los bombilidos efecttian mads del
50% de las visitas a flores de E. popovii y E. me-
diohispanicum, mientras que las moscas, escara-
bajos y hormigas efectian mds de la mitad de las
visitas a flores de E. baeticum y E. nevadense. Va-
rias razones pueden explicar esta diferencia en la
identidad de los principales visitantes florales, y

de nuevo pensamos que la principal estd relacio-
nada con la diferencia en el hébitat ocupado por
cada especie de planta. En los hébitats alpinos los
insectos mds frecuentes son en general pequefios
dipteros y escarabajos. Esto puede provocar que
su presencia en las flores de especies generalis-
tas, como las estudiadas aqui, sea proporcional-
mente mayor que en zonas no alpinas. Es decir,
las flores de las especies de Erysimum endémicas
de las altas cumbres de Sierra Nevada estdn sim-
plemente siendo visitadas por estos insectos més
frecuentes en esas zonas.

Todas las especies estudiadas han mostrado una
limitacién en la produccién de semilla producida
por la llegada insuficiente de granos de polen (li-
mitacién de polen). Este fendmeno ha estado aso-
ciado en todos los casos a una depauperacién del
gremio de visitantes florales en abundancia, di-
versidad y presencia de polinizadores eficientes.
Es curioso notar que el nivel de limitacién de
polen ha sido andlogo en especies no endémicas
y especies endémicas, a pesar de la diferencia en
diversidad y composicién de sus respectivos con-
juntos de visitantes florales. Y en todos los casos
la limitacién por polen se ha manifestado en las
fases predispersivas del ciclo vital de las plantas
(produccién de semillas) mds que en las fases
postdispersivas (establecimiento de pléntulas),
fenémeno indicativo de una limitacién de polen
cuantitativa. Este resultado sugiere que la abun-
dancia de visitantes florales mds que las eficien-
cias de dichos visitantes es el mecanismo que estd
detras de la limitacién de polen observada. Por
lo tanto, pensamos que una gestion eficiente de
los polinizadores, ya sea beneficiando su abun-
dancia y diversidad mediante el manejo de h4bi-
tat o limitando la accién de los factores que
acaban con sus poblaciones, es necesario para
mantener las poblaciones de plantas estudiadas.
En caso contrario, debido a una disminucién
paulatina en la produccién de semillas, existe un
alto riesgo de que las poblaciones de plantas mas
pequefias acaben extinguiendose dentro del Par-
que Nacional. La gestién de las poblaciones de
plantas conlleva irremediablemente la gestién
adecuada de todos sus organismos mutualistas.

Hemos comprobado que la produccién de semi-
llas de las plantas y la tasa de reclutamiento de
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las poblaciones de Erysimum se relacionan muy
intensamente con la diversidad de polinizadores
que visitan sus flores. Existe una diversidad 6p-
tima, donde la reproduccién de las plantas es mé-
xima. Por debajo de esta diversidad, Ia
produccién de semillas cae estrepitosamente. De
hecho, la reproduccién de las plantas estudiadas
estd significantivamente relacionadas con la di-
versidad de polinizadores que visitan sus flores.
Por ello, una disminucién antrépica de la diver-
sidad y abundancia de polinizadores altimonta-
nos nevadenses puede acarrear una cascada de
efectos negativos que termine en una disminu-
cién de la produccién de semillas y un incre-
mento de la probabilidad de extincién de las
poblaciones. Como caso de estudio concreto de
aplicacién de nuestro estudio, llevamos a cabo un
muestreo en 41 poblaciones de E. popovii, algu-
nas de ellas dentro de espacios protegidos y otras
en zonas sin proteccién alguna. El resultado en-
contrado fue muy interesante. La diversidad y
abundancia de polinizadores fue significativa-
mente mayor en las poblaciones ubicadas dentro
de espacios protegidos. Esto puede beneficiar a
la produccién de semillas de las plantas. Sin em-
bargo, el dafio por ungulados domésticos fue,
contra todo prondstico, mayor en zonas protegi-
das que en zonas sin proteccién. Como conse-
cuencia, a pesar del beneficio que supone el
aumento de polinizadores en zonas protegidas,
si este beneficio no viene acompafiado de una
gestion integral de todos los factores que deter-
minan el éxito reproductivo de las plantas, las
consecuencias para la conservacién de las plantas
endémicas en los parques nacionales son impre-
decibles.

Introgresién y conservacion de plantas
montanas bajo un escenario de calentamiento
global

Una consecuencia que queremos resaltar de
nuestros experimentos esta relacionada con el re-
sultado proveniente del experimento de cruces
dirigidos. Este muestra que la hibridacién entre
especies de amplia distribucién y que habitan las
zonas de baja y media montafia con especies en-
démicas de la alta montafa nevadense es posi-
ble. Mas atin, parece que el flujo de polen es
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principalmente desde las especies no endémicas
a las especies endémicas. Este resultado sugiere
la posibilidad de que se dé un fenémeno de in-
trogresioén de la especie no endémica en el pool
genético de las especies endémicas.

Una especial amenaza que se cierne actualmente
sobre los ecosistemas montanos en zonas medi-
terraneas es la potencial “mediterranizacién” de
los pisos alpinos como consecuencia del calenta-
miento global. Este fenémeno se refiere al hecho
de que, asociado a las subidas de las temperatu-
ras como consecuencia del cambio climdtico, hay
un desplazamiento altitudinal de las comunida-
des vegetales y animales. Especies que en la ac-
tualidad se distribuyen en un determinado rango
altitudinal podrén en el futuro medrar a mayo-
res altitudes, debido a que las condiciones ecol6-
gicas de estas zonas altas serdn similares a las
condiciones actuales en zonas mds bajas. De
hecho, el drea de distribucién éptima de las es-
pecies vegetales del Mediterrdneo occidental ha
subido durante el pasado siglo una media de 29
metros por década (LENOIR et al. 2008). Una con-
secuencia inmediata de esta elevacién de espe-
cies de zonas bajas y su colonizacién de tierras
altas es la aparicién de nuevas interacciones entre
especies que hasta la actualidad estaban separa-
das por sus diferentes requerimientos ecolégicos
(HODAR et al. 2004). Asf, por ejemplo HODAR
et al. (2003) y HODAR & ZAMORA (2004) han
mostrado que el cambio climético ha provocado
una elevacién en el drea de distribucién de la pro-
cesionaria del pino. Como consecuencia de este
cambio altitudinal, este insecto estd ahora ata-
cando poblaciones autéctonas de Pinus sylvestris
subsp nevadensis que hasta hace poco tiempo es-
taban libres de esta plaga por habitar zonas altas
por encima del drea de distribucién histérica del
insecto. Estas nuevas interacciones pueden en
muchos casos ser nefastas para alguno de los
contendientes, provocando una dramdtica dis-
minucién en sus poblaciones que puede incluso
acarrear la extincion (GONZALEZ-MEGIAS et al.
2008).

Una consecuencia del calentamiento global en
zonas de montafia que estd pasando desaperci-
bida es la derivada del hecho de que dicho ca-
lentamiento va a propiciar el contacto de especies
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que estdn relacionadas taxonémicamente, que
han compartido una larga historia evolutiva,
pero que han permanecido ecolégicamente sepa-
radas por habitar en diferentes franjas altitudi-
nales. Cuando esto ocurre, se da la posibilidad de
que ambos taxones hibriden, sobre todo si estas
especies atin no se han diferenciado totalmente y
no han generado barreras de entrecruzamiento
severas. Bajo estas condiciones, se puede dar
flujo génico entre individuos de diferentes espe-
cies, que conduce a la formacién de hibridos y al
posterior flujo de genes de una especie a la otra,
un fenémeno denominado introgresion (ALLEN-
DOREF et al. 2001). En la actualidad estamos pre-
senciando el contacto secundario por causas
antropogénicas directas o indirectas en muchas
zonas del planeta entre especies que han perma-
necido durante gran tiempo en alopatria (VILA et
al. 2000). Asi, la acciéon directa del hombre, en
forma de movimiento accidental o intencionado
de especies entre dreas geograficas separadas
esta originando la reunién de especies hermanas
que han permanecido separadas durante algin
tiempo (ALLENDOREF et al. 2001). De una forma
mas sutil, los efectos a escala planetaria de la ac-
tividad humana, como el cambio climético o la
modificacion del hébitat, estdn originando alte-
raciones importantes en el drea de distribucién
de muchas especies, lo que estd conllevando su
encuentro casual con especies hermanas de las
que estaban separadas tan sélo por diferentes re-
querimientos ecolégicos. Un caso cldsico es la
casi extincién del lobo rojo Canis rufus de los bos-
ques templados del este de Norteamérica debido
entre otras cosas a la introgresiéon con el coyote
Canis latrans, que se ha extendido hacia el este
durante los dltimos doscientos afios desde los es-
pacios abiertos del Oeste siguiendo la estela de
deforestacién creada por los humanos (WAYNE
& JENS 1991).

Las consecuencias de estos contactos secundarios
son impredecibles, debido a la ausencia de datos
empiricos (ALLENDOREF et al. 2001). Los peligros
derivados de la hibridacién son mayores para es-
pecies endémicas de distribucién restringida que
entran en contacto con especies de amplia distri-
bucién, ya que dichas especies endémicas suelen
caracterizarse por estar constituidas por pocas
poblaciones con bajo nimero de efectivos donde

los fenémenos de endogamia, deriva genética y
flujo génico interespecifico son més acusados
(ELLSTRAND & ELAM 1993), y por tanto es mds
fécil 1a extincién de poblaciones pequefias por hi-
bridacién e introgresién (SIMBERLOFF 1996,
RHYMER & SIMBERLOFF 1996). En general, los
bidlogos de la conservacién han infraestimado la
severidad del problema, y no han prestado
mucha atencién a las posibles consecuencias de
la introgresién entre taxones relacionados.

Este fenémeno es especialmente frecuente en la
flora mediterranea, donde muchos grupos de es-
pecies representan linajes altamente diversifica-
dos en un tiempo reciente (VALENTE et al. 2010),
y donde en algunos casos no se ha desarrollado
un aislamiento reproductivo completo entre ta-
xones hermanos. El Parque Nacional de Sierra
Nevada es especialmente propenso a padecer
problemas de conservacién derivados de fené-
menos de hibridacién e introgresion. Esto es asf
porque su flora esta constituida principalmente
por especies de origen mediterrdneo que se han
adaptado a ambientes alpinos y altimontanos.
Esto significa que estas especies comparten an-
cestros y estdn relacionadas con taxones vegeta-
les que habitan las zonas de media o baja
montafia, de clima mediterrdneo. Existen ademads
estudios que demuestran que muchas especies
nevadenses estdn ascendiendo durante las dlti-
mas décadas y se espera que contintien hacién-
dolo. Todo esto crea el escenario apropiado para
que se dé un contacto secundario entre especies
relacionadas taxonémica y evolutivamente pero
que habian permanecido separadas durante los
ultimos miles de anos, con consecuencias dificiles
de predecir. Nuestro estudio sugiere que este
proceso puede estar ocurriendo ya en Sierra Ne-
vada, donde especies de plantas endémicas que
comparten polinizadores generalistas con plan-
tas relacionadas no endémicas pueden estar hi-
bridando. Y nuestros datos sugieren también que
el flujo génico es mds intenso desde la especie no
endémica hacia la especie endémica que al con-
trario. Esta situacién indica que la conservacién
de las especies endémicas de plantas que habitan
la alta montafia Mediterrdnea se torna una tarea
ardda donde es necesario tener un conocimiento
profundo de su ecologia y genética reproductiva.
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