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INTRODUCCION



1 Introduccién

Como indica Stebbins (1983), actualmente el estudio de la evoluciédn
orgénica se ha polarizado en dos sentidos distintos.Uno de ellos trata

de analizar la evolucién en sentido amplio: una sucesién de hechos que

‘tuvieron lugar a lo largo de millones de afios, y que originaron , sucesiva-

mente, la materia viva, las células organizadas ¥y los organismos pluriqe—
lulares incluido el hombre

El otro sentido locbnstituye el estudio de la evolucidén a nivel
de las poblaciones, intentando reconocer, caracterizar y reproducir
experimentalmente aquellos cambios evolutivos que pueden ser observados
por un cientifico durante el curso de su vida.

Desde este Gltimo punto de vista, un problema que ha ocupado
siempre la atencidén de pensadores y cientificos es el de la variabilidad
que presentan los seres vivos en sus Aareas de distribucién.

Asi,Lamarck (1744—1529), a quién se considera como uno de los pri-
meros evolucionistas, basd, principalmente, su teoria del "Transformismo"
de los seres vivos, en la observacién de las diferencias existentes
entre los individuos de una misma especie que viven bajo distintas
condiciones ambientales.

A su vez,Darwin (1809-1882), cuyos escritos constituyen la princi-
pal base de las teorias evolucionistas actuales, basd, en parte, su hi-
pétesis de evolucidn por seleccidén natural, en el analisis de la varia—
bilidad geografica que presentan los seres vivos.

Desde el establecimiento de la teoria sintética de la evolucién en
los afios treinta (Dobzhansky, 1937; Huxley, 1942; Mayr,1942; Simpson,
1944, 1953 y Stebbins 1950, entre otros), una de las contribuciones mas

importantes a la moderna teoria de la evolucidn estid constituida por los



.trabajos de Dobzhansky et al., (1959,1973) sobre los pelimorfismos de.
los tipos estructurales de cromosomas y los polimorfismos bioquimicos
en poblaciones naturales de Drosophila.

Estas observaciones y estudios en Drosophila han demostrado que
las poblaciones naturales de Dipteros son extremadamente heterogéneas,y
ello a dos niveles:

a)A nivel intra-poblacional, donde cada individuo presenta un ge-
notipo unico.

b) Y a nivel interpoblacional donde se observan diferencias signifi-
tivas en las frecuencias de tipos cromosémicos y alelos de iscenzimas,
en las &reas de distribucién de varias especies de Drosofilidos.

Estas observaciones han sido confirmadas,en general,en muchos otros
seres vivos, incluido el hombre (véase Dobzhansky et al., 1980).

La importancia de estos estudios desde el punto de vista evolutivo,
viene avalada por varias rézones:

1¢2)La existeﬁcia de variabilidad genética es necesaria para la
evolucidén, porque, como ya indicé Darwin, el punto inicial de todo pro-
ceso evolutivo es la existencia de varjacién hereditaria (Darwin,1859).

29) La dosis de variabilidad genética observada en poblaciqnes
naturales es importante en relacién con su tasa evolutiva., En este sen-
tido, R.A. Fisher demostrd matemadticamente, en el llamado “"Teorema fun-
damental de la Seleccidén Natural' (1930), que la cantidad de variabilidad
genética en relaciéﬁ @la eficacia bioldgica, es decir la eficacia repro-
ductiva relativa, se halla directamente correlacionada con la tasa de
cambios evolutivos provocados por la seleccidén natural.

Posteriormente, Ayala (1965, 1968), en experimentos realizados en

Drosophila serrata, demostrd la correlacién positiva que existe entre

la cantidad de variabilidad genética y la tasa de cambio evolutivo.



32) la existencia de variaciones geograficas en las variantes

genéticas que presenta una especie puede ser importante desde el punto
de vista evolutivo porque tales variaciones se pueden interpretar como
resultado de la actuacidén de los agentes evolutivos. Al mismo tiempo
tales variaciones pueden constituir el punto de partida de procesos
evolutivos como la diversificacidén y especiacién.

En este sentido se haninterpretado,’ soSre todo, laé variaciones

geograficas de reordenaciones cromosdmicas y variantes alélicas en

distintos organismos.

2.Polimorfismos cromosémicos en poblaciones naturales

Segin Ford (1940) el polimorfismo de una poblacién es la ocurrencia
en un mismo ambiente de dos o mas formas discontinuas de una especie, en
proporciones talés que la mas rara de ellas no puede ser mantenida en la
poblacién solo por mutacién recurrente.

Los polimorfismos cromosdmicos que mas abundantemente han sido
déscritos y analizados en poblaciones naturales son los que derivan de

la presencia de las inversiones cromosdémicas.

2.1 Las inversiones en la naturaleza

La inversidén es un cambio estfuctural, por el cual un segmento
cromosémico cambia de sentido dentro del propio cromosoma, (y por lo
tanto la ordenacidén de los loci) con relacién a una secuencia considera-
‘da como tipica para dichos cromosomas (Sturtevant, 1926).

Las inversiones se pueden clasificar en:

a) Paracéntricas: la zona invertida no incluye el centrdmero.
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b) Pericéntricas: 1a zona invertida incluye al centrémero,

La existencia de polimorfismos cromosémicos para inversiones han

sido exclusivamente descritos todos ellos en poblaciones naturales de

especies animales.

El grupo zooldégico donde este tipo de reordenaciones es mis fre-

Cuente es en el de los Dipteros, siendo las inversiones paracéntricas

las mé&s representadas, Dentro de los Dipteros es en el género

Drosophila (véase Dobzhansky, 1970) donde mejor se han estudiado los

bolimorfismos cromosémicos , tanto para inversiones paracéntricas{la mayo-

ria) como para inversiones pericéntricas.

Otros Dipteros donde también han sido observados polimorfismos

cromosémicos para inversiones cromosémicas son los Simialidos (Rothfels,
21Mullcos

1980); mosquitos Anopheles (Coluzzi, 1972; Coluzzi et al.,1977), en

el género Chironomus (Philip, 1942; Martin y Lee, 1981) y en el género

Coelopa (Butlin et al.,1982).

Otro grupo de animales donde también es frecuente la existencia de

polimorfismos para inversiones es en el grupo de los Ortépteros (véase

Hewitt,1979;Cabrero y Camacho,1982),existiendo,en este caso,tanto inver-

siones paracéntricas como pericéntricas. También se ha encontrado que,

en algunas especies de roedores y de aves, existen polimorfismos para

inversiones pericéntricas (Yosida et al., 1965, 1967, 197%; Shields,

1973, 1976; Diaz de la Guardia et al., 1979, 1981).

Por lo que se refiere a poblaciones naturales de plantas superiores

la presencia de inversiones se ha

puesto de manifiesto fundamentalmente

como mutantes ocasionales (Zohary, 1955),asi como en hibridos interespe-

cificos (Stebbins,1971).

En las plantas,ademés, se ha considerado como sefial de la



existencia de inversiones paracéntricas, la aparicién de puentes y frag-

mentos en las anafases meiéticas. AGn teniendo en cuenta que estas ano-

malias se pueden explicar por fendmenos citogenéticos como pueden ser

los intercambios de tipo-U (John y Lewis,1966), en todos los casos se han

citado como fendmenos ocasionales.

El grupo de plantas dénde se ha citado con mayor frecuencia 1la

existencia de inversiones, tanto paracéntricas como pericéntricas, es el

de las Lilidceas (Brown y Zohary, 1955; Bradham, 1970, 1974; Bothmer,

1970; Sjodin, 1971; Noda, 1974; Watanabe Y Noda 1974; Ainsworth et al.,

1983),

Bradham (1969a) encontrd en plantas del grupo Aloineae un tipo

especial de inversiones denominado de tipo E. Este tipo de inversiones

necesita de la presencia de dos inversiones (pericéntrica Y paracéntrica)

solapadas, y la ocurrencia de un quiasma en un lugar préximo al centré-

mero.

Quizads el Gnico caso de polimorfismo cromosémico estable para in-

versiones en plantas sea el descrito en Muscari comosum (Liliaceae)

(Garbari, 1966; 1968; Bentzer 1972; Bentzer y Ellmer, 1975; Ruiz Rején y

Oliver, 1981; Garcia, 1981). Estos auféres describen la existencia de

cuatro tipos cromosémicos en la segunda pareja del cariotipo de esta es-

pecie, atribuyendo la formacién de estos tipos cromosémicos & la presen-

cia de una inversién pericéntrica Yy posiblemente una duplicacién, aunque

los datos citogenéticos en 1los que se apoyaban estas hipdtesis son muy

superficiales.



2.2 Papel evolutivo de los polimorfismos para inversiones

La existencia de polimorfimos cromosdémicos para inversiones en po-
b}aciones naturales ée ha interpretado evolutivamente desde dos puntos
de vista:

a) El polimorfismo cromosémico para inversiones es adaptativo.

b) El polimorfismo cromosdmico para inversiones es selectivamente

neutro,

2-2.1 Valor adaptativo de las inversiones

En general,el significado adaptativo de las inversiones depende en
gran parte de sus éfectos en elentrecruzamiento de lo§ cromosomas que
llevan 1la inversién (John y Lewis,1966).

Las inversiones poseen dos propiedades en relacién con su compor-
tamiento respecto a la formacién de entrecruzamientos:

' ~Suprimen la recomﬁinacién entre las secuencias estandar e invertida
-En los casos en que se forma un quiasma en el bucle de inversién,
se produce una barrera de esterilidad entre ios individubs homocigotos
para la inversién y los homocigotos para la forma estandar.

A partir de los tfabajos de Dobzhansky (1941, 1948) en Drosophila
se recénoce a las inversiones un posible valor adaptétivo. Esta conclu-

'
sién estid basada, en principio, en dos observaciones:

~-La existencia de poblaciones naturales en las que las frecuencias
de ordenaciones cromosdémicas. varian paralelamente a factores ambienta-
ies ihportantes, apareciendo clinas reiacionadas con.dichos factores.
Son numerosas las clinas descritas en el género Drosophila,
que siguen un patrén geogréfico‘relacionado con las variaciones ambien-

tales (Stalkery Carson, 1948; Brcinc,1962,1966; Prevosti,1966,1971,1972;

Mukai et al., 1974; Ward et al.,1974; Mettler, et al., 1977; Knibb et al



1981; Knibb, 1982) o bien un patrén temporal como ocurre en D. flavopi-

losa y D. pseudoobscura (Dobzansky, 1943; Brcinc, 1972; Anderson, et al.

1975) o altitudinal (Dobzhansky 1949;Srecrama et al.,1974). Sin embargo,
cierto tipo de clinas (radiales y las de direccién Este-Oeste) detectadas

por Prevosti (1978) en D. suboscura son interpretadas por dicho autor co-

mo debidas a factores histéricos.

- El segundo tipo de observaciones que apoyan el valor adaptativo

de las inversiones estd basada en andlisis como los efectuados por

Dobzhansky y Levene (1948). Estos autores observaron que las descenden-
cias obtenidas en el laboratorio, en condiciones éptimas de superviven-
cia, a partir de hembras de la naturaleza recién inseminadas, estén en
equilibrio de Hardy-Weinberg por lo que se réfiere a las ordenaciones
para inversiones. En cambio,la descendencia de las hembras en el campo
no estaba en equilibrio de H-W, sino que los heterocigotos estaban en
mayor broporcién que los homocigotos.

La existencia dé clinas y el exceso de individuos heterocigetos-en

poblaciones naturales para distintas ordenaciones cromosémicas, causadas

por inversiones, sugiere que las inversiones difieren entre si por los

‘conjuntos de alelos que portan, es decir por lo que se llama un supergen

(Darlington y Matter,1949), y que estas diferencias son gdagtativas. Un
dato que puede esfar a favor de esta interpretacidén es la existencia de
desequilibrio de ligamiento entre inversiones y alelos de aloenzimas
(Prakash y Lewontin,1966, 1968; Langley et al.,1977).

Segin Lewontin (1974) el polimorfismo de inversiones constituye
un caso claro de desequilibrio de ligamiento, ¥y la seleccién natural
favoreceria el situar en un mismo cromosoma una colecciénde alelos que

confieran a los individuos que los presentan una elevada efecacia biold-
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gica . El papel de las inversiones cromosémicas en 1la evolucién puede

consistir por tanto en la conservacidén de las ordenaciones alélicas va-
liosas desde el punto de vis:a adaptativo (Dobzhansky et al. 1980).

Sin émbargo, existen dos posibles hipdtesis para explicar‘la aso-
Ciacién entre aloenzimas y reordenaciones cromosémicas (Garcia y Pre-

vosti,1981):

Si la inversién se ha producido una sola vez en la historia
de la especie la asociacién puede ser debida al efecto fundador. La aso-

ciacién se mantendrd si la recombinacién entre el segmento invertido y

el normal esti bloqueada, y segin sea de grande o pequefia la frecuencia

de mutacién en los loci incluidos en la inversién (Nei, 1975),

- Es posiblé que algunos de los alelos isoenzimdticos incluidos en
el complejo de genes coadaptados que estd incluido en la inversidén dsn
a ésta un vaior adaptativo,Loukaé et al., (1979) encuentran una posible
asociacidén que puede ser explicada por esta teoria . Otros casos de aso- "
Ciacién entre alelos isoenzimiticos y 1inversiones cromosdémicas son
los detectados por Prakash y Lewontin, (1968); Langley et al., (1974)
Mukai y Volker (1977), Prevosti (1978); Day et al., {1982), entre otros.

Un caso especialmente claro de desequilibrio de ligamiento,

entre una inversién y dos alelos isoenzimiticos, mantenido por seleccidn

es el que Fontdevila et al.. (1983) encuentran en Drosophila'suboscura.

Esta especie presenta dos inversiones OST y 03+[ que presentan en

Sus respectivas frecuencias variaciones estacionales, lo que es evidencia

de que el polimorfismo cromosémico es flexible en esta especie. Asimismo,

seé producen variaciones estacionales en las frecuencias génicas de los
aloenzimas LAP vy PEPT-1, que se encuentran localizados dentro de

una misma inversién del cromosoma 02. Los cambios alélicos sucedfan

acoplados a los cambios producidos en 1la reordenacién OST Yy no a
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los cambios de la ordenacidn O3+4. Estos cambios estacionales observados

en el desequilibrio de ligamiento revelan 1la accién de la seleccidn en

su mantenimiento.

Una evidencia a favor del posible valor adaptativo de los
polimorfismos cromosémicos para inversiones en Drosophila es la aporta-
da por Carson (1955) quién postulé una ley sobre la distribucidn geogréa-
fica dg los polimorfismos cromosémicos. Segln este autbr los valores ma—
ximos para el polimorfismo se encuentran en el centro de las &reas de
distribucién de las especies, como respuesta adaptativa a las condicio-

nes ambientélesvéptimas que existen en dicﬁa zona. En cambio las fre-
cuencias mas bajas del polimorfismo para inversiones se dan en las po-
blaciones marginales. En dichas poblaciones las condiciones ambientales
son més variables por lo que las especies necesitan un sitema genéfico
que proporcione mayor variabilidad genética, y que facilite 1la adaptacidn
a dichas conciciones. Esto se conseguira si se disminuye el polimorfismo
cromosémico y por lo tanto aumenta la recombinacién. Tal patrén se ob-
serva en algunas esﬁecies de Drosophila (Carson,1958; Da Cunha et al.,
1959; Carson y Heed,1964; Sperlich,1964).

En este sentido, habria que mencionar, de acuerdo con Lewontin
(1974),que las poblaciones marginales no tienenpor qué coincidir con los
bordes geograficos de distribucién de las especie, sino que pueden ser
poblaciones de borde ecoldgico. En estas poblaciones las condiciones
ambientales serian temporalmente desfavorables para la especie, que se

vera sometida asi,por tanto,a una fuerte presién de seleccién.
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La amplia distribucién de una ordenacién en toda el &rea geografica
ocupada por una especie; es asimismo, prueba de que ésté tiene cierto
valor adaptativo (Prevqsti,1978). La ordenacién ha podido desarrollar o
un gen?tipo que produzca un fenotipo adaptado a toda el &rea geogéafica

© una serie de genotipos adaptados a distintas condiciones ambientales.

2.2.2 Interpretacidn neutralista de los polimorfismos cromosdémicos

Podria haber una posible explicacidén del polimiérfismo para inver-.

siones desde el punto de vista de la teoria neutralista, relacionado con
SU origen inusual y con las propiedades de la inversién (Déy et.,1982).
Es decir, al existir inicialmente un nGmero bajo de individuos portadores
y tambien un bajisimo potencial de recombinacién de alelos entre
el segmento invertido y el normal, un polimorfismo para inversién y el
desequilibrio de ligamiento que puede llevar aparejado, pueden ser man-
tenidos en una poblacién durante muchas generaciones mediante una combi-

nacioén entremutacién y deriva genética (Lande, 1979).

2.2.3 Mecanismos de mantenimiento del polimorfismo cromosémico

El mecanismo de mantenimiento de los polimorfismos cromosémicos .
en general, y el de.las’inversiones, en particular, ha sido ampliamente
estudiado en gran cantidad de casos, sobre todo en especies del género
Drosophila (Dobzhansky, 1971; Yu y Spiess, 1978; Krimbas y Loukas,1979).

En algunos casos, cuando la variabilidad genética produce una
obvia diferenciacién fenotipica, el mecanismo selectivo que afecta al
polimorfismo y quekconduce a su adaptacidn, se puede definir claramente
(Ford,1975). Por el contrario, queda poco claro o ambiguo (Lewontin,1974)
el mecanismo selectivo que mantiene el polimorfismo, en aquellas varia-
ciones que no causan efectos fenotipicos obvios, tal como ocurre

en muchas variaciones cromosémicas.
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Sin embargo, la actuacién de la seleccién natural en el manteni-
miento de polimorfismos cromosémicos de inversiones ha sido demostrado
en algunos casos de especies de Drosophila (Da Cunha,1955; Dobzhansky,
1971; Anderson et al., 1975; Singh, 1982, 1983)' en especies de saltamon-—
tes' (Lewontin y White, 1960; Hewitt y Schroeter,1968) y en otras especies
de Dipteros (Butlin et al., 1978; Collins et al.,1978).

De las varias formas de seleccién equilibradora (13 tabuladas e
Hartl 1980), la heterosis ¥ la seleccidén dependiente de la frecuencia
son las que presentan mayor importancia en relacién con el polimorfismo
cromosémico,

La heterosis, 0 seleccidn a favor de los heterocigotos para un
polimorfismo cromosdmico por inversiones ha sido ampliamente demostrado

en diferentes especies de Drosophila. { D. pseéudoobscura, Dobzhansky

1971; D, suboscura, Risch 1971; D.pavani, Brcinc y Budnik, 1976; D,
melanogaster , Barnes,1983).

Asimismo en diversas especies de Dipteros se ha observado que
los individuos heterocigotos para inversiones presentan mayor tasa
de reproduccién y de supervivencia que los homocigotos. (Kaul y
Parsons, 1965; Monclis y Prevosti, 1971; Stlaker, 1976; Watanabe, Wata-
nabe .1977; Yu y Spies,1978; Collins, 1978).

En especies vegetales, tambien se ha seflalado la existencia de un

caso de heterosis para una inversién pericéntrica, existente en una es-

pecie de Cyrtanthus (Ising,1969). En este caso los individuos heteroci-

‘gotos para la inversién producen mayor nimero de semillas que los

individuos homocigotos.
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Wright y Dobzhansky (1946) y Anderson et al., (1968) demostraron
experimentalmente, en poblaciones fundadas en cajas de de poblaciones con
distintas frecuencias iniciales de inversiones, que dichas frecuencias
evolucionan hasta un valor de equilibrio que conserva el polimorfismo.
Esto ocurre debido a la mayof eficacia bioldgica de los heterocigotos,
que puede ser debida a dos causas:

-~ Al no haber entrecruzamiento entre la zona estandar e invertida,
se favorece la posibilidad de la existencia de ventaja heterocigota en
uno, varios o muchos de los loci contenidos en la inversidn,

- S8i los reordenamienfos cromosdémicos estandar e invertido, acumu-
lan mutaciones recesivas deletéreas por complementacidn, la ausencia de
recombinacidén previene su eliminacidn del pool génico (Muller, 1964;
Charlesworth, 1978; Laurie-Alherg, y Merrell, 1979).

Un caso de heterpsis para una inversién pericéntrica ha sido rese-
fiado por Dobzhansky y Pavlosky (1955) en poblaciones naturales de

Drosophila tropicalis de América Central.

La seleccién dependiente de la frecuencia ocurre cuando las efica-

cias biolégicas de los genotipos varian con sus frecuencias. Este tipo

de seleccidn, que siempre parece estar asociado con alta densidad de

‘poblacién (Ayala y Campbell, 1974; Nassar,1979), ha sido citado como

posible mecanismo de mantenimiento de polimorfismo cromosdémicos para

inversiones en Drosophila melanogaster (Nassar et al., 1973) D. ananassae

(Tobari y Kojima, 1967; Kojima y Tobari, 1969) y D. paulistorum (Gromko

¥y Richmond, 1978)yen el saltamontes Austroicetes interioris (Nankivell,
1974),

Otro posible mecanismo de mantenimiento del polimorfismo cromosé-—
mico es la seleccién diéruptiva. Este tipo de seleccién favorece dife-
rentes genotipos en diferentes subambientes, si ellambiente en que se
desarrolla una especie no és homogéneo, sino Que puede ser heterogéneo

con respecto a diversos factores como el clima, recursos alimentarios,
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espacio vital. Ademds hay que considerar que la heterogeneidad puede ser
temporal o espacial.

Dos son 1las posibles estrategias adaptativas que la especie
puede desarrollar frente a esta heterogeneidad ambiental: Una tener
un genotipo Gnico adaptado a varios ambientes, la otra seria el polimor-
fismo. o sea varios genotipos adaptados a diferentes subambientes.La es-
trategia mas frecuente eﬁ la naturaleza estd altn por aclarar (Ayala y
Valentine, 1983).

También la estrategia podria ser una combinacién de monomorfismo
genético para enfrentarse a la heterogeneidad temporal (ambientes ines-
tables) y el polimorfismo para enfrentarse a la heterogeneidad espacial
(ambientes manchados).

En este sentido, Powell (1971) y McDonald y Ayala (1974) demostra—

ron en poblaciones experimentales de D. melanogaster que las poblaciones

con mayor mosaicismo ambiental eran significativamente mas polimérficas.

Otra posible forma de mantenimiento de 1los polimorfismos cromosé-
micos en las poblaciones naturales podria ser mediante el tip§ de se-
lecién denominada "Alocopréctica" (Serradilla y Ayala, 1983). Segin este
tipo de seleccidn, la fertilidad sera mayor en aquellos cruces en los

que los individuos gon homocigotos para distintos alelos u ordenaciones,

. . N . ' .
que en los que los individuos ggn homocigotos para el mismo alelo

u ordenacién.
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3. Polimorfismo proteico

El desarrollo de ‘las técnicas de electroforesis y tincion histo-
quimica por Hunter y Market (1957) permitié el descubrimiento de
los isoenzimas o formas moleculares maltiples de los enzimas (Market y
Moller,1959).

Desde los trabajos iniciales de Lewontin y Hubby (1966), Jhonson,
(1966) y Harris (1966), el estudio de los isoenzimas ha permitido ir
acumulando gran cantidad de datos sobre la variabilidad genética existen-
te tanto en el reino animal (Nevo, 1978; Nevo et al.,1983) como en el
vegetal (Brown, 1979 ; Hamrick et al.,1979; Nevo, 1983).

Mediante estos estudios se ha demostrado que del 30% al 80% de
todos los loci son polimérficos en las poblaciones naturales de los se-~
res vivos, y que la heterocigosidad media por individuo oscila entre

el 5% y el 20%. (Lewontin, 1974).

3.1 Variabilidad genética en poblaciones naturales de especies vegetales

Aunque no son muy numerosos los estudios de variabilidad genética
en poblaciones naturales dé plantas,dichos estudios han demostrado la
existencia de cantidades muy importantes de variabilidad genética en
poblaciones néturales de plantas. !

En general se observan altos niveles de polimorfismo proteico, en-,
contrando poblaciones naturales monomérficas sdlamente en casos de po-
blaciones constituidas por colonizadores endogémicos, o en los extrem§s
marginales del &rea de distribucién de la especie (Brown,1978; Brown;
1979; Hamrick et al.

, 1979).

Asi, Hamrick et al., (1979}, revisando los datos sobre plantas,en~

cuentran que 113 taxones de especies vegetales de diferentes caracteris-
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ticas biolégicas y geograficas presentan un 36.8% de loci polimérficos,
siendo su heterocigosidad media de 15.66%.

Estos valores, que son aproximadamente iguales a los qQue presentan

los invertebrados, son bastante mayores que los encontrados en los ani-

males vertebrados (Ayala y Kiger, 1980).

La gran cantidad de variacién genética encontrada en el estudio

de organismos vegetales se puede explicar por razones ecolégicas y/o

histéricas (Hamrick et al., 1979).

Las plantas al ser sedentarias’ se puede eésperar, por eso, que

respondan a su ambiente como especies de grano grueso, pudiendo responder

a la heterogeneidad espacio-temporal de diversas formas.que conllevan
por ejemplo el desarrollo de plasticidad fenotipica individual (Bradshaw

et al., 1965; Bradshaw, 1972; Harper, 1977) o bien la gvolucién de feno-

tipos iocalmente adaptados (Antonovics, 1971; Jain 1976).

Asimismo el tamafio de poblacién en plantas es generalmente grande
y relativamente estable y por estos motivos son menos propensas a ser
afectadas por fendmenos de deriva genética y mas apropiadas para
mantener altos niveles de variacién genéfica (Nevo,1983).

A continuacién revisamos algunos posibles factores que afectan-a
los niveles de vafiabilidéd genética en poblaciones de plantas.

3.2 Factores que afectan a los niveles de variabilidad en plantas

Se han intentado correlacionar gran cantidad de factores ambienta-

les y biolégicos con la variacién genética de plantas como son:



3.2.1 Categoria taxonémica

‘Cuando se comparan entre si los distintos gfupos taxonémicos,
se puede observar que las Gimnospermas son mas variables en general que
las monocotiledéneas y dicotiledéneas (Hamrick et al., 1979). Estas
diferencias,ée deben a que normalmente las Gimnospermas son Aarboles de

vida larga y de fecundacidn cruzada, factores que estan asociados a una

alta variabilidad (Nevo, 1983).

3.2.2 Sistema reproductivo

En este sentido son varios los factores que se pueden intentar

correlacionar con la variacidn:

3.2.2.1 Forma de reproduccidn

Las especies con una mezcla de reproducién sexual y asexual ﬁan-
tienen unos valores mas altos de variacién que las que mantienen un solo
mecanismo reproducti?o’(Hamrick et al., 1979).

Esta mayor variacidn puede explicarse,en parte,por la observacién
de que muchas de las plantas con reproduccién mezclada son alégamas

obligadas por ejemplo Agrostis,Liatris, Opuntia , ¥y ninguna se autofe-~

cunda. Esta asociacién de reproduccién vegetativa y alogamia ha sido

observada ampliamente en especies vegetales (Grant, 1975).

3.2.2.2 Sistema de apareamiento

Existe una relacidn positiva entre la cantidad de fecundacién cru-
zada y la variacién genética que presenta una especie (Gottlieb,1977,
1981; Brown,1979).

Cuando se comparan especies relacionadas, con distintos sistemas
réproductivbs, se encuentra que las especies alégamas tienen una‘

mayor tasa de variabilidad que las preferentemente autdégamas (Gottlieb,
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1973; Rick et al. 1977; Schoen, 1982).

' Las plantas autdgamas estrictas muestran una mayor diferenciacidn
geografica entre poblaciones, y una mayor asociacién de multilocus que

las especies alégamas (Brown, 1979: Brown et al.,1980).

3.2.2.3 Mecanismosde polinizacidn

Existen grandes diferencias de variabilidad entre los tres posi-
bles mecanismos de polinizaciédn (Hamrick et al.,1979).

Las plantas con polinizacién por el viento, presentan altos nive-—
les de variacién. Esto se debe a que producen grandes cantidades
‘de polen, lo que conlleva que éste sea distribuido a .largas distancias;"

lo que favorece tamafios de poblaciones efectivos grandes, una menor
autofecundacién, menor fijacién de genes por deriva y seleccidén y mas
variacién intrapoblacional.

Sin embargo la mayoria de las plantas polinizadas por animales,
viven en habitats estabilizados, y, al ser polinizados la mayoria por
insectos,ésto les proporciona una baja dispersidén de su polen, lo que
provoca un descenso en su variacién genética.

El tercer mecanismo, 1la autofecundacién, obviamente produce un

descenso en la cantidad de variacién genética que el organismo puede

presentar. !

3.2.3 Fertilidad

Las especies con fertilidad alta, medida como nimero de semillas
producidas, son altamente variables. Dos son las posibles explicaciones

que se han intentado aplicar en este caso:

a) Las especies con alta fertilidad son capaces de producir una
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gran variedad de progenie recombinante capaz de sobrevivir en una gran

variedad de habitats. Esto conduciria a] mantenimiento de altos niveles

de variabilidad, si 1a proliferacién de nuevos individuos de 1la especie

Se debe a la accién del azar (Hamrick et al., 1979).

b) Las especies con alta fertilidag, sufririan una seleccidn mas

intensa que la que aparentemente se observa.Siesta seleccidén natural es

balanceada, de ello se derivara que presentardn unos altos niveles de

variacién genética (Hamrick et al., 1979).

3.2.4 Nimero cromosdmico

Grant (197s5) intentd correlacionar el ndmero cromosémico Yy la va-

riacién genética, En general se podria argumentar Que las especies di-

ploides que tuvieran mayor nudmero cromosdémico, con 1lo que tendrian

et al., 1979).

Posteriormente Pierce y Mitton (1979 1980) sugieren 1a posible

existencia de una correlacién negativa entre 1la heter001g081s génica y

el tamafio del genoma,

para una gran variedad de organismos. Este tipo

]
de correlacién ha sido criticado (Larson, 1981) en el sentido de

que por los datos aportados no estaba suficientemente demostrada.

Sin‘ embargo, los resultados obtenidos comparando

los niveles de

(Roose y Gottlieb 1976; Quirés 1983 ; Martfnez Zapater ,1983).

La poliploidia es un fendmeno frecuente en las plantas superiores,

Suponiéndose que en muchos casos el éxito de los poliploides se debe a
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la mayor diversidad genética y heterocigocidad que pueden mantener

(Gottlieb, 1976; Stebbins, 1980).

3.2.5 Regimén de vida

En general no se puede llegar a una conclusién clara sobre las
diferencias entre los niveles de variacidn existentes entre especies

cultivadas y especies no cultivadas.

Levin (1976) 'al analizar la variabilidad existente en la especie

Phlox drumondii encuentra qQue dicha variacién es mayor en las poblaciones

.naturales que en las cultivadas. Igualmente Mcleod et al., (1979) encuen-

tran los mismos resultados en especies de Capsicum, incluso en el caso
. i ~hhhdel

de las especies autégamas.

Asi, comparando especies cultivadas con no cultivadas,en general,

_Hamrick et al., (1979) encuentran que las primeras son mis variables:

H=.215 y H= .118.fespectivamente.

3.2.6 Heterogeneidad ambiental

La amplitud y las condiciones de heterogeneidad ambiental de 1la
zona ecogeografica en donde se desarpqlla una especie van a influir en

s

la cantidad de variacién genética presente en dicha especie,.

Es posible distinguir dos clases de estrategias segin sea la res-

puesta a la heterogeneidad ambiental:

- Especies generalistas o de grano fino (Levin, 1968; Selander y
Kaufman, 1973),capaces de vivir en condiciones diversas, pudiendo explo-
tar todas las zonas de su entorno, y como consecuencia de ello las espe-

cies deben de desarrollar un sistema adaptativo mediante uno o pocos

genotipos que pueden ser eficaces en dicho tipo de ambientes.
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Especies vegetales de este tipo han sido descritas, como Eupatorium

microstemon (Baker,1965) Festuca ovina (Bradshaw et al.,1971) Typha la-

tifolia (McNaughtod et al. 1974) y especies herbiceas,en general,(Baker,

1965; May, 1965).

-~ El segundo tipo de especies son las llamadas especialistas o de
grano grueso, formadas por un complejo de variantes ecotipicas,»cada uno
de ellos adaptados a un ambiente especifico. Estas especies presentan
una gran variedad de genotipos,muchés de los cuales estan altamente
adaptados a alguna condicién especial dei habitat que ocupan. Entre

las especies de este tipo se encuentran Lycopersicon cheesmanii (Rick y

Fobes, 1975) Taraxacum officinale (Solbrig y Simpsom, 1974) Lupinus te-

xensis (Babbel y Selander, 1974) Fragaria vesca (Hancock y Bringhurts,

1978).

3.3 Papel evolutivo del polimorfismo proteico y mecanismos de su

mantenimiento en las poblaciones naturales

En la actualidad esta bien establecida de una forma definitiva que
. o

la cantidad de variabilidad genética en poblaciones naturales es
muy elevada, existiendo gran controversia, sin embargo, en cuanto a los
mecanismos que mantienen esta variacién

Las fuerzas mis importantes que producen cambios evolutivos en la
naturaleza tanto a nivel fenotipico y nivel molecular, son: la seleccién
natural, mutacién,migracién,y deriva genética. La importancia relativa y .
el papel a jugar por cada una de ellas en los cambios evolutivos son a

menudo desconocidos y contradictorios, particularmente a nivel molecular

{Nevo, 1983).
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Actualmente dos ‘teorias. intentan explicar lé diversidad genética
en general, y la enzimdtica,en particular, en la naturaleza (Lewontin,
1974; Nei, 1975): Las teorias seleccionistas y la teoria neutralista.
Otra tercera teoria, la‘del cambio balanceado (Wright, 1970,1977,1978),
intenta. combinar fuerzas estocésticas y deterministicas para explicar

la variacién a nivel genotipico.

3.3.1 Teoria seleccionista

Existen una serie de datos que, para los partidarios de esta teo-
ria, probarian el valor adaptativé de los polimorfismos enzimaticos.
Entre estas observaciones podemos sefialar: Las variaciones estructurales
y* funcionales ‘de los aloenzimas (Jhonson ,1974; Harris et al; 1977,
Koehn y Eanes, 1978) la variacién geografica que las frecuencias de de-
terminados alelos (Clegg y Allard, 1972; Allérd, 1975; Stubert et al.,
1977; Kahler et al.,1980) ¥y la relacidén existente entre la variacién
genotipica y el contfdl homeostatico de los organ;gmos (Gillespies y

Langléy, 1974).,

Serian varias formas de seleccidn equilibrada, que implican dife-

rencias en la viabilidad y fertilidad entre genotipos, las que se han

* sugerido como mecanismos que favorecen el mantenimiento ‘del polimorfismo

enzimatico. Entre estos mecanismos se encuentran:

La heterosis o sobredominancia de los heterocigotos (Mitton y
Koehn, 1975; Clegg et al., 1976), seleccién dependiente de las frecuen-
cias y densidad (Jain y Jain, 1970; Clarke, 1975, 197Qi75yhder y Ayala
1979), seleccién relacionada cdn la heéterogeneidad ambiental y temporal
(Brown et al., 1976; Nevo et al.,1981). La seleccidn disruptiva,

también puede jugar un papel importante en el mantenimiento
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del polimorfismo enzimatico favoreciendo diferentes genotipos en diferen-

tes subambientes.(McDonald y Ayala,1974).

3.3.2 Teorfa neutralista

‘'

Esta teoria expuesta inicialmente por Kimura (1968,1979) Kimura y
Ohta (1971), Nei'(1975), propone que la mayor parte de los electromorfos

encontrados no tendrian ventajas selectivas, sino que serian selectiva-

mente equivalentes entre si y con eficiencia funcional equivalente,

De esta forma, el polimorfismo existente en las poblaciones natu-
rales seria el resultado de distintos procesos al azar; tales como ia
velocidad de mutacién, deriva genética y migracién al azar (Kimura,
1968, 1969; Kimura y Ohta,-1969; Kimura ¥y Muruyama, 1971). Asimismo,el
tamafio efectivo de las poblaciones es un_factor de gran importancia den-
tro de la teoria neﬁtralista.

Segin la teoria neutralista (Kimura, 1979) la seleccién darwiniana
actuaria a nivel fenotipico,principalmente mediante la accién del ambien-
te sobre los poligenes, mientras que a nivel genotipico, el polimorfismo
molecular es invisible a la accién de la seleccién natural, y sélo seria
mantenido principalmente por accién de la deriva.

Lacontroversianeutralismo versus seleccionismo permanece aqtual—
mente (Nei,1980), aunque como sefiala Powel (1975) ambas teorias no son
incompatibles, ya que ninguha pretende explicar todos los casos de poli-
morfismo enzimédticos anélizados.

Ademés, como ha apuntado Hartl (1981),el problema podria simplifi-
carse, y la dicqtomia entre alelos neutros y selectivos seria artificial,
si los alelos pudieran cambiar su signo selectivo, no sélo con el ambien-

te externo sino también con el fondo genético interno (Dykhuizen
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y Hartl, 1980; Hartl y Dykhuizen, 198l1) y segin fuera la Jjerarquia

‘.

dentro de las distintas unidades suceptibles de seleccién (Bargiello y

Grossfield, 1979 ).

3.4 Variacién geografica de aloenzimas en poblaciones naturales

En general, todas las especies que viven a lo largo de un gran
drea geografica que comprende distintos ambientes,presehtan variacién
entre poblaciones y dicha variacién puede afectar a varias caracteristi-
cas: morfolégicas,‘fisiolégicas, cromosémicas, bioquimicas etc. Las dife-
rencias entre poblaciones interespecifieas pueden ser mantenidas incluso
en distancias extremadamente cortas (Antonovics y Bradshaw, 1970; Gartsi-
de y McNeilly, 1971).

La diferenciacidén aloenzimidtica entre poblaciones de una misma es-

pecie ha sido descrita en varias especies como Avena barbata (Clegg y

Allard,1972; Kahler, et él., 1980) en Hordeum spontaneum y Triticum di-

coccoides (Nevo et al., 1979, 1982) y en Oenothera (Levy et al., 1975;

Levy y Levin, 1975), encontréndose que dichas variaqiones estaban aso-
ciados con factores climdticos.

Existen varios factores que pueden influir en la cantidad de dife-
renciacién geogréafica. Asi, se encuentra que las especies autofecundan-
tes muestran mayor grado de diversidad entre poblaciones que las aléga-
mas (Brown, 1979). Igualmente la diferenciacién es menos evidente en &r-
boles que en plantas herbaceas (Brown y Moran, 1979). A parte de factores
bidticos como los seflalados anteriormente, pueden existir igualmente
factores o variables .ambientales primarios como climé y suelo que pueden
influir en los pafrones de diferenciacién geogréfica (Clegg y Allard,

1972; Stubber et al., 1977).
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<Como resultado de esta relacién, factores ambientales-variacidn

genética, se produce la formacién de clinas, que bien pugden ser espacia-
les o temporales (Bermann, 1975; Levy et al., 1975; Rick et al., 1977;
Stubber et al., 1977).

Por otra parte, los estudios genéticos comparativos realizados en-
tre poblaciones marginales y centrales del area de distribucién de algu-
nas especies de Drosophila, basados en estudios aloenzimdticos, no mues-
tran que exista un descenso de variacién génica en las &reas marginales
respecto a las centrales, como sucede en el caso de los polimorfismos cro-
mosémicos presentes en dichas especies (Prakash; Lewontin y Hubby; 1969;
Prakash, 1973; Zouros et él., 1974). Sin embargo, en estudios llevados a
cabo en poblacionesvde especies de vertebrados se ha podido demostrar
que ocurre un descenso en la cantidad de variacién en las poblaciones
marginales (Soulé,1973),

En plantas,los resultados encontrados en este sentido son a menudo

contradictorios. Asi, Keeler (1978) encuentra que las poblaciones margi-

nales de Veronica peregrina muestran un aumento en la cantidad de varia-

cidén genética con respecto a las poblaciones centrales. Dichas diferen-
cias se deberian a las condiciones de heterogeneidad ambiental temporal
a las que dichas poblaciones estarian sometidas. Por el contrario, estu-

dios realizados en Hordeum jubatum por Shumaker y Babble'(1980) revelan

que poblaciones de hébitats marginales, que tienen una alta identidad
genotipica entre si, tienen una menor variacién genetica que las pobla-

ciones de las &areas centrales. Esta misma situacidén ocurre en poblaciones

de Rumex acetosella (Farris y Schaal, 1983).

Sin embargo,en general,las poblaéiones geograficas de plantas estén
genéticamente muy poco diferenciadas entre si.Gottlieb (1977) encuentra que

las poblaciones conespecificas de plantas presentan una identidad media de
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I = .95: .02, que, a su vez, es muy parecida a la identidad que presen-
tan las poblaciones de especies -animales.

8i las distancias genéticas existentes entr; poblaciones estéan di-
rectamente relacionadas con el tiempo transcurrido desde su separacioén,
los dendrogramas que se pueden construir a partir de ella pueden inter-

pretarse como filogenias moleculares del grupo en estudio (Nei,1975). Si

estas distancias estédn en relacién con los procesos de adaptacién a cada
ambiente sufridos por las poblaciones, entonces, para que los dendrogra-
puedan ser interpretados como filogenias, ha de suponerse que los carac-
teres considerados han evolucionado a una tasa aproximadamente constan-
te (Dobzhansky et. al. 19805.

La distribucidén de las frecuencias de electromorfos entre pobla-
ciones ha sido coﬁﬁnmente usada para inferir el papel de la selecciédn
natural en el mgntenimiento de la variacién en la - naturaleza (Aquadro y
Avise,1982)., Asi, la unifbrmidad geografica de las frecuencias de elec-
tromorfos en muchos loci de Drosophila acompafiados de heterogeneidad
geogréfica en otros loci, ha sido usado como evidencia del importante.
papel que la seleccidén natural juega en el mantenimiento del polimorfis-
mo (Ayala et al.,1972; Ayala y Tracey; ié%é: A&;i;: 1962).’

Alternativamente, se ha sugerido que esta uniformidad geografica
podria deberse al reéultado de la accién del flujo génico entre pobla-
ciones, que actuaria homogenizando .lés frecuencias dg electromorfos
(Kimura y Maruyama,1971; Maruyama y Kimura,1974).

Sin embargo, y como sefialan Butlin et al., (1982) actualmente el
grado de diferenciacidén entre poblaciones es informativo solamente, y no
.€s posible aclarar el posible valor adaptativo que dicha diferenciacién

entre poblaciones puede desempeiiar.
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Revisién bibliogrédfica sobre Muscari comosum

Muscari comosum

(L) Miller, es una especie bulbosa perteneciente,

para algunos autores,al subgenéro Leopoldia (Parl.) Zahar del género

Muscari (Miller),o al género Leopoldia (Parl.) (Liliaceae) (véase Tutin

et al., 1980; y Garbari y Greuter, 1970, respectivamente, para uno u otro

criterio taxondémico).

Esta especie tiene una extensa adrea de distribucién geografica, la

mayor de las especies del subgénero Leopoldia, grupo constituido por va-

rias especies, la mayoria de distribucidn muy restringida. El &rea de

distribucién de M. comosum coincide con la tipificada por J&dger (1972)

Yy que denomina de "tipo Nigella", comprendiendo Europa media y meridional

Asia occidental, Egipto, el Norte de Africa, llegando hasta las Islas

Canarias.

Este &rea de distribucién esta delimitada por ciertas 1lineas

climaticas como son:

- La precibitacién anual media de 100 mmls. marca el limite meri—

dional.

Los limites Norte y Oeste estan seflalados por la temperatura

i

media de primavera de 122 C en Mayo.

- Los limites Norte y Este estén marcado por una temperatura media

en verano de 162 C en Julio.

Los hébitats donde normalmente se desarrolla esta especie son

¢

praderas secas y suelos cultivados ¥, en general, aquellos suelos que

1

estdn influenciados por actividades agricolas. Desde el punto de

vista edafico parece no tener ninguna demanda especial en las condiciones
i

!
¥

Presenta gran variedad fenotipica, siendo el rango de variacién

del suelo.

dentro de poblaciones tan grande como entre poblacionesr(Bentzer, 1973;
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Tutin et al., 1980).

Respecto a las caracteristicas bielégicas-que ésta espéeie pre-
senta podemos sefialar que su sistema reproductivo,en las poblaciones na-
turales, es de tipo sexual. En la natufaleza no se ha observado que se
reproduzéa asexualmente (Garbari,com. per.). Sin embargo, Bentzer (1972)
observé que,ocasionalmente, cuando 'se cultiva en el laboratorio puede
presentar reproduccidn asexual.

. La fecundacién en poblaciones naturales es realizada por insectos
({Knoll,1921). El comportamiento de los insectos polinizadores favorece
la fecundacién cruzada. En ﬁn estudiq realizado por Pérez (1982) en seis

poblaciones de Sierra Nevada (Granada) ,  utilizando dos marcadores

isoenzimaticos, se estimdé que, aproximadamente, y como minimo, la mitad
de las semillas de M. comosum provienen de fecundacién cruzada. Posterior._
mente, Lépez Alonso (1984) analizando tres poblaciones de esta misma es-
pecie,, y utilizando un sold marcador _ isoenzimétibé hé determinado que

la tasa de alogamia en esta especie es muy cercana a uno.

Por otra parte, la accién del hombre ha tenido gran importancia
en el proces§ de distribucién de esta especie. Esta accién se ha podido
.ejercer en dos sentidos:

- El priﬁero, ejercidd de un modo indirecto, ha podido consistir
en la accidn homogenizadora, de los ambientes en que esta especie‘se
desarrolla. El1 hombre, mediante las actividades agricolas,homogeniza los

ambientes en los que habitualmente vive esta especie, como ya hemos
sefialado. - R ,

- El segundo tipo de accidn, ejercido de un modo directo, consiste
en el transporte que el hombre ha podido realizar de las semillas de
M. comosum, como acompafiante de semillas agricolas,p. ej., lo que de

algin modo ha podido contribuir a la homogenizacién de las poblaciones.
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Variabilidad genética de Muscari comosum

Los primeros intentos por aclarar la variabilidad genética exis-
,tente en las poblaciones naturales‘de esta especie, se realizaron séla-
mente desde el punto de vista cromosdédmico.
En este sentido,han sido numerosos los recuentos cromosémicos rea-

lizados en individuos de esta especie; tales recuentos se han efectuado

en poblaciénes de éasi téda'éﬁmé;éa dé distfibuciéﬂ (Qéasé éarbari,lgééf
1969; Bentzer,1972; Ruiz Rején et al.1980; Ruiz Rején y Oliver,1981).

El nGmero cromosfémico normal resefiado en todos estos andlisis es
el de 2n= 18. Sin embargo, se han encontrado algunas vékiaciones respecto
al nimero cromosémico mencionado. Asi, Bentzer (1972) encuentra dos po-
blaciones en la Isla de Creta cuyos individuos eran triploides 2n=3xs27

Este ndmero fué encontrado por Ruiz Rején et al., 1980 en un individuo

.de una poblacidén espafiola.

Ademéds de estas variaciones numéricas, Mgscari comosum presenta
dos polimorfismds estryucturales estables en la segunéa pareja de‘su
cariotipo. Concfetamehte, Garbari (1966,1969) detecta, por primera
vez,en poblaciones italianas un polimorfismo para la posicién del cen-
trémero en los cromosomasde la segunda-pareja, describiéndolo como ori-
ginado por una inversién pericéntrica, pero sin realizar un andlisis
citogenético que confirme esta hipétesis.

Este mismo polimorfismo fue encontrado en poblaciones griegas por
Bentzer (1972) y Bentzer y Ellmer (1975),y en poblaciones espafiolas por
Ruiz Rején et al.(1980); Ruiz Rején y Oliver (1981) y Garcia (1981).

El segundo de los polimorfimos fue descrito por' Bentzeriy Ellmer
(1975) y consiste en una heterocigosis estructural para el tamafio cromo-
sémico de la segunda pareja, atribuidoa ' una duplicacién cromosdémica.

Asimismo, este polimorfismo ha sido observado en poblaciones
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espafiolas por Garcié;(fQBIf;Rﬁiz;Réjénget;algj(19803&5Ruiz Rejfn -y Oliver,

(1981).

Estos Gltimos autores llegan a las siguiéntesconClusioﬁes,en rela-
cién con estos dos polimorfismos:

~-12 Al estar tan extendidos, es posible pensar que el origen de
los mismos sea muy antiguo, y que puedan tener un valor adaptativo para
.la especie.

- 22 Existen diferencias significativas en lgé frecuendigs
cromosémicas para las reordenaciones entre las poblaciones griegas y
espafiolas, que quizds se deban a factores histéricos y/o édaptativos.

~ 3¢ Las diferencias en las frecuencias cromosémicas de algunas -
poblaciones griegas se explican por la accién de la deriva genética.

- 42 En cambio, las frecuencias cromosémicas de algunas poblaciones es-

pafiolas Gnicamente se explican si est4n mantenidas mediante seleccidén a
favor de algunos citotipos.

Por su parte, Garcia (1981), estudiando séis poblaciones de Sierra
Nevéda (Granada), encuentra que, aunque las poblaciones se encuentran en
equilibrio de Hardy-Weinberg, éstés se diferencian entre‘si. Asimismo,
no encuentra que exista correlacién entre al altitud y las frecuencias
de inversién.

Por otra parte, en esta especie se han realizado andlisis de la
variabilidad génica en varios sistemas enzimaticos.

Asi, Pérez (1982), estudiando diferentes sistemas enzimiticos (seis
loci) en seis poblaciones de Sierra Nevada, encuentra que M. comosum
presenta gran variabilidad en todas las poblaciones analizadas.

El namero medio de alelos por locus es de (A)= 2.221.14 ¥y la hete-

roéigosis media (H)= ;22t.06.




Igualmente dicha autora no encuentra que exista correlacién alguna -
entre la altitud y la variabilidad genética que presenta esta especie.
El mecanismo propuesto para mantener dicha variabilidad es la heterosis,

al menos en algunos casos.

Posteriormente, Pascual (1983) , estudiando once poblaciones de M.

comosum de la Peninsula Ibérica, analiza-el control génico de varios sis
temas enzimdticos (Alcohol deshidrogenasa, Glutamato oxalo-acetato transa-
minasa y Esterasas). Este estudio se llevé a cabo, para analizar, a nivel
bioquimico, las diferencias existentes entre M.comosum y.una nueva

especie,denominada Muscari matritensis (Ruiz Rején et al., 1984),.

.PaScual(lQSSSencuentré que M. comosum presenta en dichas poblaciones
niveles de variabilidad genética similares a los que presenta en las
poblaciones de Sierra Nevada.

A partir de las frecuencias génicas observadas en cuatro loci en-
cuentra que, entre las poSlaciones hispanas de M. comosum, existe una
identidad genética media de I=.992 t .004 y una distancia genética media

de D= .0079 (I y D de Nei, 1972).
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Objetivos

Con este trabajo se ha pretendido analizar la naturaleza, distri-

bucién y significado evolutivo de los mecanismos de variabilidad

cromosémica y génica existentes en las poblaciones de M.comosum L., una
ZeLomosum

especie de amplia distribucién en el Mediterréneo.
Concretamente los objetivos propuestos son:
12 Analizar la naturaleza de los fenémenos citogenéticos que ori-

ginan la variabilidad cromosdmica previamente detectada en 1la segunda

pareja del cariotipo de esta especie.

22 Una vez aclarada su naturaleza, hemos intentado determinar
los efectos que tales reordenaciones cromosdémicas ejercen, a varios
niveles:

a) A nivel de formacién de quiasmas en la propia segﬁnda pareja.
b) A nivel de formacién de quiasmas en el resto del cariotipo.

c) Analizar la posible creacidén de supergenes por medio de ta-

les' reordenaciones ¥y, con ello, su posible asociacién a marcadores

bioquimicos.

32 El1 tercer objetivo que hemos pretendido con este trabajo ha
sido el de analizar la.posible diferenciacién geografica que presentan
los polkmorfismos cromosdmicos de la segunda pareja dél cariotipo. Para
ello se han cuantificado dichos polimorfismos en 22 poblaciones, que

van desde Grecia hasta las Islas Canarias, pasando por Italia continen~

tal, Sicilia, Francia, Islas Baleares Yy Peninsula Ibérica.
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4¢ Asimismo, se ha analizado la posible diferenciacidén geogréafica

existente entre 18 de estas poblaciones para seis loci génicos.

52 Cuantificada 1la variabilidad cromosémica y génica. existente
en las poblaciones naturales de M.comosum, y la posible relacién
entre una y otra, nos hemos interesado en averiguar las posibles
causas del mantenimiento y distribucién de la variabilidad. En este
sentido hemos intentado averiguar, sobre todo, el significado adaptativo

de la variabilidad genética que presenta M. comosum.




MATERIAL
Y
METODOS



4

36

‘4  MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

En la realizacién de este trabajo hemos analizado 2§-poblaciones

de Muscari comdsum (Tabla 1 y Fig.l). Estas poblaciones se extienden

desde Grecia hasta las Islas Canarias, a lo largo de paises del &rea del

Mar Mediterraneo y Océano Atléntico.

En este andlisis se incluyen, concretamente, muestras de Grecia

continental,Italia continental, Sicilia, Francia, Islas Baleares, Penin-

‘

sula Ibérica y Canarias. Se analiza un conjunto de poblaciones que se

pueden considerar como una muestra representativa de Muscari comosum en

el area mencionada (Fig. 1).

La recogida de material ha sido realizada personalmente, o bien_
por diversas asociaciones boténicas internacionales, o personas particu-
lares (Véase agradecimientés). Estas recolecciones se han llevado a ca-
bo durante los afios 1980,1981 y 1982.

En nuestro estudio, que ha comprendido los puntos de vista génico
y citogenético, hemos usado distintoswggperiales. Asi el andlisis cito-
genético, tanto de mitosis como bandeo cromosémico, lo hemos realizado
en meristemos apicales de raices, que se han obtenido por medio de cul-
tivo de los bulbos en bandejas con agua, que se renovaba, para impedir
su empobrecimiento en nutrientes. El andlisis meidtico lo hemos realiza-
do en yemas florales fijadas directamente en el campo,y que eran mante-
nidas a baja temperatura (42 C) hasta su estudio. En este caso,las yemas

florales proceden de una poblacidn espafiola , Silleta (Sierra Nevada)

En la tabla 2 se muestran las poblaciones analizadas citogenética-

mente, asi como el nimero de individuos estudiados por poblacién.
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Fig. 1: Localizacién geografica de las distintas poblaciones analizadas
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Tabla 1: Poblaciones naturales de Muscari comosum analizadas.

Poblacién

Gargalioni'
Ragusa (Sicilia)
Roma

Avignon

Durance

Mahén (Menorca)
Menorca (Menorca)
Lluvi (Mallorca)

Vallcdemosa (Mallorca)

Balcén de Canales (Granada)

¢

Cozvijar (Granada)
Motrilejo (Granada)

Silleta (Granada)

Marines (Huelva)

Puerto de B€jar (Salamanca)
Cruce de Piedrahita (Salamanca)

Barios de Montemayor (Salamanca)

Portugal\

Portugal | - {Sin localizacién)
Portugal r (especifica)
PortugalJ

Moya (Gran Canaria)

Santa Ursula (Tenerife)

B T L

Pais

Clave

Grecia (continental)

Italia

‘Italia

Francia
Francia
Espafa
Esparia
Espafa
Esparia
Espafia
Espafia
Esparia
Espafia
Espaiia
Espafia
Espafia
Espafia

Portugal

~ Portugal

Portugal
Portugal
Espafia

Espafia

GRE

RAG

" ROM

AVI

DUR -

MEN-1

MEN-2

LLUV

VAL

BCA

CozZ

MOT

SILL

MAR

PB

CPH

- BM

POA

POB

POC

POD

MOY

SUR

38



Tabla 2: Nimero de individuos de Muscari comosum analizados

0

Poblacidn

GRE
RAG
ROM
AVI
DUR
MEN-1
MEN-2
LLUV
VAL
BCA
coz
MOT
SILL
MAR
PB
CPH
BM
POA
POB
POC
POD
MOY

SUR

Total

N¢ de indiv. analizados

N2 de indiv. énalizados

citogenéticamente electroforéticamente
75 86
40 39
35 47
33 36
39 50
17 19
13 e 13
49 58
23 25
32 26
50 58
51 59
32 -
24 -
80 -
- 50 e -
35 -
37 41
44 44
39 45
36 47
30 33
20 23
384 749

—et

39
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El andlisis isoenzimdtico se realizé en raices y semillas.
,Las raices se obtuvieron, como anteriormente se ha descrito, mediante
cultivo hidropdénico. Las semillas proceden de fecundacidén en poblaciones

naturales., Las poblaciones,y los individuos analizados electroforética-

mente  por poblacidn,se recogen en la tabla 2.

4.2 METODOS

4.2.1 Técnicas citogenéticas

4.2.1.1 Estudio de la mitosis

Las rafces obtenidas a partir de los bulbos, se cortan con una
longitud de 10-20 mms. y se someten al siguiente tratamiento:
| | ‘— Pretratamiento con 8—hidroxiquiﬁoleina 2mM, aﬁroximadamentevdu-
rante tres horas.

- Fijacidn; se reaiiza en alcohol: acético 3:1,y en este fijador
permanecen hasta el momento de su andlisis, en frigorifico a 4¢ C,

- Hidrélisis; se realiza durante 475 minutos. Las raices son man-
tenidas en CLH 1N a 602 C.

~ Coloracién mediante orceina acética al 2% durante 30-60 minutos,
aproximadamente.

- Aplastamiento {(squash): una vez colorea@a la raiz, ésta se depo-
sita en un porta-objetos, separando el meristemo del resto del tejido.
El meristemo es aplastado en orceina acética fresca.

- Observacibén; realizada en un microscopio CARL ZEISS. Las foto-

grafias se realizaron coni pelicula Kodak Imagecapture, AHU 5460,
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4,2.1.2 Estudio de la meiosis

Las yemas florales,fijadas en el campo én alcohol:acético 3:1, se
someten para su estudio al siguiente tratamiento:

- Pretratamiento:'las yemas florales eran mantenidas durante 15-20
dias en mordiente (disolucién saturada de acetato férrico en acético
glacial- alcohol absoluto,l:l).

- Disecpién.de las flores individuales en una lupa para la obten-
cién de las anteras.

- Las anteras se pasan a un porta-objetos sobre una gota de carmin

acético,donde son aplastadas directamente.

-~ Observacién al microscopio.

4.2.1.3 Técnica de bandas C

Las raices eran sometidas a pretratamiento con 8- hidroxiquinolei-
na 2mM, aproximadamente durante 3 horas . Estas raices se fijan en al-

cohol: acético 3:1, que era cambiado cuatro o cinco veces, en el

transcurso de las 24 horas siguientes al tratamiento con 8- hidroxiqui-

noleina, a fin de facilitar una fijacién perfecéa.

El proceso de bandeo C seguido es el siguiente:

~ Las raices se someten a lé accién de una disolucién de celulasa-
pectinasa al 1% en tampén citrato a pH 4.7 durante una hora a 3792 C,

- Aplastamiento: la preparacidén se realiza por aplastamiento del
meristemo apical en acético al 45%.

- Separacién del cubre- objetos por medio de nieve carbdnica.

- Las preparaciones son mantenidas en CLH 0.2 N a 202 C durante 30
minutos.

- Las preparaciones se introducen en una disolucién saturada de

hidréxido barico (Ba(OH)Z) a 602 C durante 12 minutos.
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'

- Se lavan enérgicamente en agua de grifo.

- Se introducen las preparaciones en 2 X SSC a 602 C durante una
hora y 30 minutos.

- Se lavan nuevamente en agua de grifo.

~ Se tifie con Giemsa al 2% durante 5 minutos.

Las preparaciones se hicieron permanentes montandolas en Depex.

4,2.2 Técnicas de electroforesis.

Este apartado ha comprendido el andlisis electroforético de las
enzimas: Alcohol deshidrogenasa (ADH,E.C. 1.1.1.1); Glutamato oxaloaceta-
to transaminasa (GOT,E.C. 2.6.1.1); Glutamato deshidrogenasa (GDH,E.C.

1.4.1.3) e Isocitrato deshidrogenasa (IDH, E.C.1.1.4.2).

4.2.2.1 Preparacidn de las muestras

La extraccidén enzimltica era realizada por aplastamiento directo
de rafces y semillas sobre fecténgulos de papel Watman n? 3 de dimensio-
nes de 9 x 3 mm.,procurando que quedaran bien empapados éon el extracto.

Estos papeles eran introducidos en una ranura practicada a lo largo

del gel a unos cuatro cm. del extremo catodal.

4,2.2.2 Preparacién del gel

El almidén de patata utilizado era hidrolizado por nosotros, .
siguiendo las técnicas de Moretti et al., (1957), a partir de fécula de
patata comercial.

Los geles eran preparados un dia antes de su uso, dejadndolos en-

friar a temperatura ambiente. Siempre se hicieron a una concentracidén
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que variaba entre el 10 y el 12 %. Los geles,una vez enfriados,se recu-

brian con un trozo de plexiglas.

Los geles incluidos en un molde de 19 x 21 x1 cm. permiten obte-
ner hasta cuatro léminas, pudiéndose estudiar en cada una de ellas un

sistema enzimatico diferente.

4.2.2.3 Electroforésis

Hemos usado las técnicas de electroforesis en gel horizontal de
almidén desarrolladas por Smithies (1955), y aplicadas posteriormente
al qnélisis de isoenzimas por Hunter y Markert (1957).

La electroforesis se 1llevé a cabo segin el método discontinuo
descrito por Selander et al., (1971). Como puentes se utilizaron espon-
Jas de 4 mm. grosor, colocando ambos extremos del gel distando entre
si unos 9 cm.. La electrofofesis se realizé a 200 V y 50 mA. Como indi-
cador de la migracién utilizamos azul de bromofenol.

El gel es mantenido refrigerado; para ello se coloca encima de &1
una bandeja con hielo y;ademés,durante todo el proceso el equipo de

electroforesis se mantiene dentro de un frigorifico a 42 C.

4.2.2.4 Soluciones tampén

Para todos los sistemas enzimaticos hemos utilizado el mismo méto-
do discontinuo de Selander et al., (1971% que utiliza como tampén de

gel Tris -citrato 0.05 M pH 8.3 y como tampén de electrodos LiOH-

borato 0.02 M pH 8.1.

Composicidén de los tampones
Tampén electrodos: Solucién A pH 8.1

Tampdn gel: 1:9 Solucién A y B pH 8.3



Solucién A pH 8.1

0.03 M LiOH 1.2 gr
0.19 M Ac. Bérico T 11.89 gr
Agua desionizada 1000 cc

Solucidn B pH 8.4

0.05 M TRIS 6.2 gr
0.008 M Ac. Citrico 1.6 gr
Agua desionizada 1000 cc

4.2.2.5 Sistemas de incubacién y coloracidn

Una vez terminado el recorrido electroforético, el gel se corta en
laminas de 2mm devespesor..Estas laminas se colocan en las bandejas de
incubacidén, donde pbnemos los diferentes tampones de coloracién
para los distintos enzimas que se han analizado.

En el presente trabajo hemos analizado cﬁatrosistemas enzimaticos
mediante las técnicas de tincién que se describen a continuacién,todas

ellas facilitadas por Wendell(1980).

;.~ Alcohol deshidrogenasa (ADH, E.C. 1.1.1.1)
3 ml etanol
15 mg NAD
15 mg NBT
1 mg PMS
50 ml tampém TRIS~-C1lH 0.2‘M'pH 8.0
Composicién del tampén TRIS-C1H
TRIS 0.2 M | 24.2 gr
Agua desionizada “1000 ml
2.- Glutamato oxaloacetato transaminasa (Gor, E.C. 2.6.1.1)
25 ml de solucién substrato
\ 25 ml Agua desionizada

50 mg Fast Blue BB
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50 mg Fast Blue BB
Composicidén de la solucidén substrato
532 mg L-aspéartico
2 gr PVP-40
146 mg alfa—cefoglutérico
200 mg EDTA

5.68 gr Na HPO4

2
200vm1 Agua desionizada
Se ajusta a pH 7.4 con ClH 1 N o NaOH
3.- Isocitréto deshidrogenasa (IDH, E.C. 1.1.4,2)
100 mg Isocitrato
10 mg NBT
1 mg éMS
50 mg MgCl2
50 ml tampén TRIS-C1H 0.2 M pH 8.0
4,- Glutamato deshidrogenasa (GDH; E.C. 1.4.1.3)
3ml 1 M L-glutémico
15 mg NAD
15 mg NBT
. 1 mg PMS
50 ml tampdén TRIS-C1H 0.2 M pH 8.0
Estos cuatro sistemas enzimaticos, una vez afiadida la solucidn
substratoy se éoloreaban_ incubandolos en la estufa a 372 C,durante un
tiempo que variaba entre 15 y 30 minutos.

4.2.2.6 Fijacidén y conservacién

ﬁna vez terminados de colorear, -los geles son lavados en agua
del grifo,y fijados en una solucién de agua, metanol y '‘dcido acético

(5:5:1).

Los geles,después de fijados, fueron fotografiados y conservados

en el frigorifico»envueltos en plexiglés.
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4,3 Métodos estadisticos

Para estimar el grado de significacién de algunos de los caracte-
res que han sidé cuantificados se han aplicado las siguientes pruebas
estadisticas:

- Ji-cuadrado (simple y de contingencia).

-~ Contraste de medias (T de Student).

- T de Student.con transformacidén angular de los datos ( Tspara

frecuencias normalizadas (Sokal y Rohlf,1961)).

4.3.1 Calculo de las frecuencias cromosémicas y génicas

Péra la estimacién de las frecuencias cromosémicas y génicas se
ha utilizado el método de méxima verosimilitud de Fisher (1921).

Este método es aplicable cuando se quieren estimar yariables (fre-
cuencias cromosémicas y génicas en:nuestro caso) que hagan maxima la
funcidén de verosimilitud construida a partir de los valores que hemos
observado (frecuencias genotipicas). El valor puede ser determinado ma-

temédticamente, utilizando el cidlculo diferencial o bien mediante itera-
cién.

El resultado asi obtenido serd el mis parecido (mas verosimil) a
las frecuencias génicas o cromosdmicas existentes en la poblacién, de
todos los que se pueden estimar a partir de la muestﬁh analizada.

Estos célculos se han realizado por iteracién, utilizando el
programa MAXLIK.de estimacién general por mixima verosimilitud escrito

en Fortran IV de Reed y Schull (1968).

4.3.2 Medidas de 1a variabilidad genética

[
‘

Las técnicas electroforéticas nos aportan informacién sobre la va-
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riabilidad genética de una poblacidén. Dicha variabilidad ﬁuede ser cuan-

tificada mediante varios estadisticos:
La medida més informativa sobre la variabilidad genética de orga-

nismos con reproduccidén sexual es la heterocigosis (Hi) que es la pro-

porcién de individuos heterocigotos por locus. El grado de heterocigosis

por poblacién (H) se estima promediando para todos los loci la propor-
cién de individuos heterocigotos observados en cada locus.

- Tambien hemos calculado el nimero medio de alelos por locus (A) y
la proporcién de loci polimérficos (P), segin los criterios del 0.95 y

del 0.99 (un 1locus se considera polimérfico si la frecuencia del

alelo mias freécuente no es superior a 0.95 8 0.99,respectivamente).

4.3.3 Analisis de la estructura de poblaciones

Hemos analizado la estructura genética de las poblaciones mediarite
los estadisticos F de Wright (1965); tres son los estadisticos  utili-
zados y cada uno de ellos describe tres aspectos

representa la desviacidén respecto de las proporciones del

1) Fig respe

equi%ibrio de Hardy-Weinberg. Un valor positivo de FIS se asocia
con deficiencias de heterocigotos y sugiere autofecundacién. Este
estadistico puede tomar valores desde -1 a +1.

El céalculo de FIS se realiza a partir de los valores de los indi-

ces Fi de cada poblacién .

F, = 1—Hi/2piqi N,
Donde Hi es el nimero de heterocigotos existentes en la poblacién i, P,
y q; son las frecuencias alélicas o cromosémicas en dicha poblacién. A

partir de estos valores de Fi calculamos FIS
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r
FIS =iz:1Ni/N Fi

Donde N es la suma Qe individuos analizados en el total de las poblacio-

nes, Ni es el nimero de individuos de cada poblaciéd'y Fi el valor del

estadistico F, de cada'poblacién.

No se ha réalizado ninguna correccién,ya que siempre el nimero de
individuos en cada poblacién es mayor de diez.

Este estadistico 'se utiliza generalmente para . un locus con..
dos alelos; en aquellos casos en que el locus es multialélico,como es el
caso de la ADH,se toma un alelo comin y otro que repreéente todos lés
demds. Con este procedimiento se pierde cierta informacién,pero es un

requerimiento del modelo.

2) FST‘ representa el grado de diferenciacidn entre subpoblaciones.

Su formulacidén es:

2 . : L. P
Donde ¢~ representa la media ponderada de las desviaciones tipicas de
las frecuencias génicas o cromosdmicas de una poblacién individual res-

pecto de las frecuencias medias del total de poblaciones,y su calculo

es

=

2 2
o o =i§1 (ﬁ.pi) /K

P es la frecuencia media del alelo u ordenacidén en la poblacién total
(P=1-8); p, es la frecuencia del alelo u ordenacién cromosdmica calcu-
lada en la poblacién individual; K es el nimero de poblaciones analiza-

das.

El valor de FST puede variar entre O y 1.
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3)FIT’ nos da una estimacién de la desviacién respecto de las propor-

cioneg del equilibrio de Hardy-Weinberg, para el total de las poblacio-..

nes. Su cédlculo lo hemos realizado por el método directo cuya formula-

cién es:

FIT = l—HT/He

Donde }% es el ndmero total de’heterocigqtos observados para un locus
dado,en el conjunfo de todas las poblaciones, y He es el nimero de hete-
rocigotos esperado, basado en las frecuencias alélicas medias en el to-

tal de las poblaciones. F_

IT puede tomar valores entre -1 y +1.

Este andlisis ha sido realizado mediante un programa preparado ex-
profesc por los licenciados Eugenio Martin y Maria Gonzélez, realizado
en Basic y ejecutado en un ordenador CBM-4032 en el Departamento de Fi-

siologia Animal de la Facultad de Ciencias. de Granada

4,3.4 Cdlculo de la distancia genética

La distancia genética es una medida de la divergenéia genética to-
tal a‘nivel de frecuencias génicas o cromosémicas entre dos poblaciones,
grupos o especies.

Para la medida de la diferenciacién genética entre las poblaciones
de M. comosum se han utilizado los indices de distancia_de Prevosti
(1974), para los datos cromosémicos y génicos,y el fndice de distancia -
genética no sesgada de Nei(1978) para el cadlculo de distancias con fre-
cuencias génicas,solémgnte.

El indice de distancia genética de Prevosti es un indice general

de diferenciacidén que tiene la siguiente formulacién: N

r 8J
D =1/2 r?;i Z;; (P ik Pojk’
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Donde r es el nimero de cromosomas o de loci considerados, pljk y p2jk
las frecuencias de la reordenacién o alelo J en las poblaciones 1 y 2,
respectivamente, y sj es el nimero de las diferentes reordenaciones o
alelos considerados.

EL valor de D puede variar entre O y 1, y expresa directamente 1la
diferenciacién genética entre dos poblaciones, sin hacer conclusiones
previas sobre el origen de dicha diferenciacién.)éiendo un buen punto de
partida para poder establecer comparaciones con los resultados obtenidos

por otros métodos en los que se trata de valorar los efectos que

ejercen determinados factores en la diferenciacién genética (Prevosti et

al., 1975).

El indice ﬁe distancia genética no sesgada de Nei D (1978) es una
modificacién del indice desarrollado por este mismo autor D (Nei,1972) pa-
ra estimar el nimero de sustituciones alélicas acumuladas por locus que
se han dado en la evolucién separada de dos poblaciones, existiendo una
sustitucién alélica cuando un alelo es reemplazado por otro diferente o
cuando un grupo de alelos es feemplazado por otro grupo diferente.

La distancia genética media vendra dada por:

D=-ln1
Xy

Siendo Ixy el indice de identidad genética media entre las pobla-

ciones x e y que viene dada por la férmula:
I =4 /\/5_7
xy Xy’ V'x 'y

Donde J_, es la media aritmética sobre el total de los loci dez:x.y.,
Xy ivi

Jx es la media aritmética sobre todos los loci de §:x§ , ¥ Jy es la me-
. P . 2 .
dia aritmética sobre todos los 1loci de 2:yi , Siendo xi e yi las

.frecuencias del alelo i en las poblaciones x e y,respectivamente.
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El indice de distancia genética no sesgada de Nei ﬁ'(1978) permite

obtener valores de distancia genética no sesgados, cuando se utilizan

muestras pequefias, su formulacién es:

>

D=-1n (¢ /88)
Xy xy

Siendo 6; la media aritmética para el total de los loci de (2nxjx-1)/

(2nx-1), 6& la media aritmética para el total de los loci de (2nyjy-1)/
(2ny-1) y a%y = ny.

La distancia genética D, puede variar desde el valor cero (no se
ha producido ningﬁn.cambio alélico) hasta infinitos D puede ser mayor de
1 debido a que cada locus puede experimentar sustituciones alélicas com-
pletas més de una vez a medida que prosigue la evolucién durante
largos periodos de tiempo.

La distancia geriética de Prevosti y la distancia no‘sesgada de Nei
se calcularon mediante el pfograma BIOSYS-1 (Sowfford y Selander, 1981).
Con los resultados de las matrices de distancias genéticas obtenidas me-

diante ambos findices, se construyeron sendos dendrogramas mediante el

método UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages)

(Sneath y Sokal, 1973).

4.3.5 Andlisis factoriales: Analisis de componentes principales

y.andlisis de correspondencias

'

El anidlisis de correspondenciaé y el de componentes principales
pertenecen al campo de la estadistica descriptiva multidimensional.

., Este +tipo de andlisis se utiliza cuando disponemos de datos
estadisticos que solo se pueden representar en un espacio multidimensio-

nal, esto es un nlmero importante ‘de variables y observaciones, y por
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tanto, resulta dificil la asiﬁilacién rdpida de la informacién coﬁtenida
en dicho conjunto de valores.

El andlisis de componentes principales pretende eXplicar,en pocos
factores o componentes,ia mayor parte de la informacién que contienen
las variables a analizar, sin fijar previamente ningin modelo de re-
duccién. De esta forma,la informacién contenida en el espacio multidi-
mensional se reduce a un espacio de dimensién menor, sin que la pérdida
de informacién sea notable.

Los componentes principales se obtienen por rotacién del sistema
de ejes del espacio multidimensional, de forma que dichos componentes
ektraigan la maxima iﬁformacién posible en lo que se refiere a las rela-
ciones entre las observaciones y midan la cantidad de varianza expli-
cada por cada eje factorial, y la relacién entre estos ejes y las varia-
bles de origen.

De esta forma,con los dos primeros componentes (I y II)se puede

construir el plano de mayor varianza que representa, lo mejor posible,

las distancias relativas entre las observaciones en el espacio multidi-

mensipnal. Es de destaéar,como caracteristica principal de este énélisis
factorial,el que sus ejes factoriales se corresponden a direcciones in-
deﬁendientes en‘el'espacio las unas de‘ias otras.

Para llevar a cabo este andlisis hemos utilizado el programa
BMDP-4M (Biochemical Computer Progfams P-serie) (Dixon y ﬁrown,1979).

El analisis factqrial de correspondencias (Hill,1974; Benzecri,

1976;- Mordia et al.,;1979) es un método de ordenacién que permite

no solo la descripcidén de las diferentes: poblaciones, sino que tambien
incluye cada una de las variables analizadas en un mismo plano, lo que fa-

cilita la interpretacién de los resultados.
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El andlisis factorial de correspondencias posee las siguientes
propiedades,que justifican suutilizacién en nuestro anélisis:

- Posee un buen poder de descripcién de las tablas de nimeros po-. .
sitivos

- Cada variable interviene con un peso, que es el nimero total de
individuos presentes en todas las observaciones.

- Utiliza una distancia ponderada entre dos puntos cualquiera del
espacio multidimensional,es decir si dos puntos A y B se confunden en el
espacio hultidimensional,y se les considera un solo punto C. afectado de
la suma de las masas de A y B, las distancias entre los demas puntos del
espacio y C no cambian.

Para 1llevar a cabo 1los calculos correspondientes nos hemos
valido del programa ANACOR escrito en Fortran IV-H extended por Lebart y
Fenelon (1975), que proporciona hasta tres factores.

| El objeti?o que hemos tratado de conseguir mediante el uso de es-
tos dos métodos de andlisis ha sido el de obtener representaciones al-
ternativas de la diferenciacidén entre las distintas poblaciones a las
que proporcionan los dendrogramas, basados en las medidas de distancia
genética. B

Los programas Maxlik, Biosys-1, Anacort y BMDP-4M, todos ellos es-
cyitos en lenguaje Fortran-IV, se ejecutaron en un ordenador DEC-VAX

11/780 del cehtro de Calculo de la Universidad Auténoma de Madridscon la

ayuda del Dr. J. L. Oliver.
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'5. Resultados

5.1 Complemento cromosémico de Muscari comosum

El anilisis mitdético que hemos 'llevado a cabo demuestra que los
bulbos de M. comosum analizados en las poblaciones que se indican en
la tabla 2, normalmente, presentan una dotacién cromosémica de 2n = 18
cromosomas.

‘El cariotipo de M. comosum es claramente bimodal (Fig.2), compren-
diendo dos grupos cromosémicos. El primer grupo estd formado por las dos
parejas mas largas, (L): la primera,de mayor tamafio que el resto de las

parejas, es telocéntrica y la segunda pareja,de tamafio intermedio, pre-

senta variabilidad respecto a su longitud y a la posicidén del centrdémero.

Dichos cambios producen variaciones en la morfologia “de la segunda pa-
reja que puede ir desde metacéntrica a subtelocéntrica. Es frecuente
la aparicidén en esta‘segunda pareja de una constriccién secundaria 1lo-
calizada en el brazo de mayor longitud (Fig.2).

El segundo de los grupos cromosdémicos comprende las siete parejas
restantes; tres de tamafio intermedio (M), de horfologia metacéntrica yy
cuatro de menor tamafioc (S) de morfologia igualmente'metacéntricé.Una
de las parejas mAs pequefia presenta un satélite que debe de tener acti-
vidad de organizador nucleolar, tal como se deduce de su asociacién al
nucleolo durante la profase de meiosis (Fig.21). Para la denominacidn de4
los cromosomag hemos seguido el criterié de Levan et al.,‘(1964).

Tan solo hemos encontrado cuatro individuos con variaciones respec-
to al nimero cromosdmico normal de M. comosum,2n = 18. Asi,en la pobla-
cién POA hemos detectado la}existencia de un individuo que presentaba

una trisomfa (2n = 19) para la primera pareja (Fig.3); en la poblacién
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Cariotipo de Muscari comosum, correspondiente a un individuo

homocigoto para.la inversién.

Metafase mitética del individuo detectado enlia poblacidén
Portugal A (POA) con una trisomia para la primera pareja
(2n=19).

Diacihesis del individuo detectado en la poblacidén de Silleta
(SIL) portador de un cromosoma accesorio (2n=19f1B) (flecha).
Metafase mitética del individuo detectado en la poblacién

de Gargalioni (GRE), portador de un cromosoma accésorio
(2n=18+1B') (flecha).

Metafase mitdtica del individuo tetraploide (2n=36) detectado

en la poblacién de Portugal D (POD).
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SILL existe un individuo con un pequeﬁo‘cromosoma accesorio supernumeras
rio (2n = 18 +1B) (Fig.4); enlapoblacién GRE existe otro individuo con
un cromoéoma accesorio,de menor tamafio ain que el anterior (2n =18 +1B')
(Fig.5); por tGltimo,en la poblacién POD existe un individuo tetraploide

(2n = 36) (Fig.6).

5.2 Polimorfismos cromosémicos existentes en la segunda pareja del ca-

riotipo de Muscari comosum

'

Teniendo en cuenta la existencia de gran variabilidad cromosdémica
en la segunda pareja del cariotipo de M. comosum , hemos llevado a cabo

un andlisis mitético y meiético detallado de la misma.

5.2.1 Tipos cromosémicos de la segunda pareja

El andlisis mitético efectuado pone de manifiesto que la segunda
pareja estad representada en las poblaciones analizadas por cuatro tipos
cromosémicos,Acaracterizados y diferenciados por su longitud relativa
(¢) y .por su indice centromérico (r). Estos cuatro tipos cromosdmicos -
son los siguientes:

I) Tipo +, con una longitud relativa (c) del 17.86%‘de1 genoma ha-
ploidevy un indice centromérico (r) de 1.28, de morfologia metacéntrica.

II) Tipo i, con una longitud relativa del 18.90% ¥ un indice cen-
tromérico de 2,89, de morfologia subtelocéntrica.

III) Tipo +1, con una longitud relativa del 22.10% y un indice
centromérico de 2.05,de morfologfa submetacéntrica.

IV) Tipo il, con una longitud relativa de 23.62% y un indice centroméri-
co de 4.29 (Véase Fig. 7))de morfologia subtelocéntrica.

Estos tipos crohosémicos, que coinciden con los seflalados por Gar-
bari (1966, 1969 ) § Bentzer (1972) Bentzer y Ellmer (1975) y Garcia

(1981), se encuentran presentes en todos las poblaciones estudiadas por
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nosotros, formando casi todas las coﬁbinaciopes (citotipos) posibles.

En la tabla:- 9 se recogen las frecuencias absolutas de las diferen-
tes combinaciones cromosédmicas en las poblaciones analizadas. Tal como
se puede observar en dicha tabla las combinaciones genotipicas mids fre-
cuentes son aquéllas eh las que aparecen los tipos + e i, y las menos fre-
cuentes son las que -incluyen 1los tipos +1 e il. En ninguna de
las qulaciones hemos 6bservado individuos que fueran.homccigotos +1/+1
ni il/il, ni tampoco individuos heterocigotos para el‘genotipo +1/1il.

Para tratar de comprender la naturaleza y los efectos citogenéti-
cos de las reordenaciones que originan estos tipos cromosémicos hemos

llevado a cabo un andlisis meidtico detallado de esta segunda pareja y de

sus efectos en el resto del cariotipo, asi como un intento de

caracterizacidén de la misma por técnicas de bandeo-C.

5.2.2 Comportamiento meidético de la segunda pareja_

Hemos realizado el andlisis meidtice-en una muestra de individuos

pertenecientes a una poblacidh,concretamente la de Silleta (SILL) (Gra-
nada) (Véase Tabla 2)., En la tabla 3 se recogen los individuos estudia-

dos en dicha poblacién, agrupados por citotipos para la segunda pareja ,

Tabla 3: Individuos de M. comosum analizados meidticamente

Citotipos
Poblacidn +/+ +/i i/i +/+1 +/1il i/+1 i/il  Total
Silleta 6 8 8 4 3 1 2 32
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Fig. 7.- Tipos cromosdmicos de 1la segunda pareja de M. comosum. De

izquierda a defecha aparecen: el tipo +1, el tipo +, el tipo i

y el tipo il.

Fig. 8.- Bivalente de la segunda pareja del cariotipo de un individuo
homocigoto estandar (+/+). Obsérvese 1la formacién de tres
quiasmas.

Fig. 9.- Bivalente de la segunda pareja del cariotipo de dn individuo
homocigoto para el tipo cromosémico invertido (i/1).0Obsérvese
la formacién de cuatro quiasmas.

Fig.10a.- Bivalente de 1la segunda pareja de un individuo heterocigoto

para la inversién (+/1) mostrando asinapsis en la zona que
comprende la inversidn.

Fig.10b.- Zigotene de un individuo heterocigoto para la inversién(+/i).
Seflalada por una flecha se observa la zona de asinapsis pro-
ducida en la segunda pareja como consecuencia de la presencia
de la inversién.

Fig., 11.- Bivalente de la ségunda pareja de un indivduo heterocigoto

para la inversién (+/i) con dos quiasmas. Uno terminal en el

brazo corto y otro distal en el brazo largo.
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El primer aspecto que hemos intentado aclarar es la forma en que
se produce el apareamiento .en la segunda pareja y el nUimero de quiasmas

que se forman en la misma,en los diferentes citotipos.

Asi, en los individuos +/+ el apareamiento de la segunda pareja
transcurre de forma normal en las fases més tempranas de la meiosis
(leptotene y paquitene). El nGmero de quiasmas que se forman en la segun-
da pareja varia entre uno y tres: tales quiasmas pueden ser terminales,

proximales o intersticiales (Fig. 8).

En los individuos i/i el apareamiento de la segunda pareja se produ-
ce también de forma normal. El nidmero de quiasmas en la segunda pareja-
varia en estos individuos entre uno y cuatro,siendo éste el citotipo
en el que se forman-ha§or numero de quiésmas en la{segunda pareja. Tales
quiasmas pueden ser terminales, proximales o intersticiales (Fig. 9).

En los individuos +/i nunca hemos Qbservado la formacién de bucles
de inversién en la segunda pareja; s{ es posible observar en paquitene
la existencia de una zona de asinapsis en la zona del bivalente préxima
al centrémero, pero el apareamiento es completo en el resto del bivalen-
te (Fig.10). El1 ndmero de quiasmas que se pueden formar en dicha
‘pareja varia entre unc y tres, aunque lo mas frecuente es uno o dos, en
posicién terminal (Fig.l11l).

‘ En los individuos heterocigotos para la presencia de un cromosoma
+1 o il el apareamiento en la segunda pareja puede ser de dos tipos: en
uno de los casos el apareamiento de los cromosomas es terminal quedando,
por tanto,un bucle de asinapsis en el cromosoma mds largo (+1 o il)
(Fig.12); o el apareamiento puede ser recto quedando una zona final no

sinapsada en el cromosoma mas largo (Fig.13).
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En el primer caso se formaria un quiasma terminal, observéandose
por lo tanto el bivalente en fases posteriores (diplotene, diacinesis)
sinapsado en dicha zona (Fig.14). En el segundo caso el quiasma no se

forma -, observéndoéé,entonces,el bivalente en diplotene sin sinapsar
en dicha zona (Fig.15).
| Esta ﬁltima Obsérvacién esta confirmada: por el hecho de que .en
estos individuos no se ha observado nunca bivalentes metafasicos de la
ségunda pareja en‘loé que ' exista : un quiasma entre el segmento y el
resto del bivalente,y ademids nunca se han observado en metafase II cro-
mosomas con cromatidas desiguales, qug se producirian como consecuencia
de dichos quiasmas.
En los individuos de citotipo +/il, i/+l1 e i/il el nimero de
quiasmas es de uno o dos en posicién terminal, solamente (Fig.lG)) en
los individuos de citotipo +/+1 el nUmero total de quiasmaé puede llegar

‘

a ser de tres, y la posicién en que se producen puede ser terminal,gene—
ralmente y proximal (Fig.17).

En diplotene y diacinecis la seguhda pareja tiene wuna contraccién
diferencial, independientemente de cual sea su morfologfa, presentando
una o varias zonas, en posicién ' proximal , de menor con-
traccién que el resto del bivalente.

El comportamiento de la segunda pareja en Metafase, I, sea cual sea
su morfglogia, es uniforme; el nimero de quiasmas es Qf de uno
¢ dos, generalmente en posicién terminal (Fig.18). Nunca hemos observa-
do segregacién precoz de dicha pareja.

En anafase I, la segregacién de la segunda pareja ocurre de

forma normal en todos los citotipos, aunque muy esporadicamente es posi-

ble observar la formacién de puentes sin fragmento (Fig.19).



Fig. 12

Fig.13 .

Fig.14 .

Fig.15 .

Fig.16

Fig.17.-
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.- 7Zigotene de un individuo heterocigoto para el segmento donde

se observa la segunda pareja sinapsada terminalmente, forman- .
do en la zona préxima un bucle de asinapsis (flecha).
Zigotene de un individuo heterocigoto para el segmento. Ob-
sérvese seflalada por una flecha, como la sggunda pareja se
sinapsa de forma recta sin formacién de quiasma.
Bivalente de 15 segunda pareja de un individuo heterocigoto
para el segmento (+/+1) con un quiasma terminal en el brazo
portador del segmento.
Bivalente ae la segunda parecja de un individuo heterocigoto
para el segmento (i/il); donde no se produce lé formacién
de quiasma terminal en el brazo portador del segmento
Bivalente de ia segunda pareja de un individuo heterocigoto
para el segmento {i/il) con dos quiasmas.
Bivalente de la segunda pareja de un individuo hezterocigoto
para el segmento (+/+1) con tres quiasmas: dos terminales

y uno intersticial.
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Los individuos en los que se han observado dichos puentes,son tan-
to de los citotipos homocigotos (+/+ e i/i) como heterocigotos (+/i) y
portadores de cromosomas +1 e il.

Finalmente, hay que mencionar que en Metafase II nunca se han
observado cromosomasksegundos con crométidas desiguales, ni . en
los heterocigotos para cromosomas +1 e il,ni en heterocigotos +/i*

Igualmente, hemos efectuado un estudio sobre los posibles efectos
que los polimorfismos cromosémicos de la segunda pareja pueden tener so-
bre la formacidén de quiasmas. Dos son los aspectos que hemos analizado;
el primero de ellos es en qué forma pueden afectar los polimorfismos
cromosémicos en la formacidén de quiasmas en la propia segunda pareja;
el seguﬁdo, ha sido averiguar el posible efecto que podrian tener los

polimorfismos : cromosémicos en la formacién de quiasmas en los

otros bivalentes del complemento.

5.2.2.1 Efectos intracromosémicos de 10S polimorfismos cromosémicos de

la segunda pareja sobre la formacién de quiasmas

Para el andlisis de este aspepto hemos efectuado un recuento de
veinte diplotenes bor individuoy en los treinta y dos individuos ana-
lizados meidticamente, calculando la media total de quiasmas de la se-
gunda pareja para cada citotipo. Para hacer mas preciso el andlisis, he-
mos dividido esta pareja en varias zonas y hemos caiculado la media de
quiasmas en cada una de estas posiciones.

Los resultados obtenidos son los que se recogen en la tabla 4.

En relacibén con dicha tabla lo primero a mencionar es que los in-

.dividuos +/+ e 1i/i presentan una media de quiasmas mayor que los.

individuos +/i. Esto puede ser debido a que,tal como se observa en la

tabla 4, en los individuos +/+ e i/i se producen quiasmas en las
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Tabla 4: Frecuencias de quiasmas por posiciones y frecuencia total en

la segunda pareja del cariotipo de M. comosum

Citotipos Frecuencia de quiasmas

a b ¢ e a b ¢ d e Total
SR S— | J .91 .09 .53 .09 .83  2.45

C 1C ] -

, L 1 B
+/1 .89 .00 .00 .13 .83 1.85
| il ]

] ] |
i/i o — .89 .20 .60 .18 .84 2.71
S L ]
+/+1 .81 .15 .39 .00 .69 2.04

{ J 1

, L ]
+1/1 .95 .00 .00 .00 .80 1.75%

[JC ]

O ]
+/il .87 .00 .00 .00 .85 1.72

L JC J

L1 ]

i/il S .80 .00 .00 .00 .93 1.73
i ]
C ¥ ]
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zonas b y c,mientras que no ocurren tales quiasmas en los individuos +/i.
Los individuos portadores de un cromosoma +1 o il,en general,pre-
sentan una media de quiasmas menor que los individuos éin tales cromoso-
mas (es decir los individuos +/+,+/i e i/i). Concretamente,tal como se
puede observar en la tabla 4,los individuos +/+1 presentan una media de
quiasmas menor que los individuos +/+. Este descenso puede ser debido,en
parte,a que en los individuos +/+1 no se forman quiasmaé en la zona d.

Asimismo en los individuos +/il y +1/i la frecuencia de quiasmas
es menor que en los individuos +/i. Este descenso puede ser debido,a
que,en ambos citotipos con los cromosomas +1 e il, se produce un descen-
so en la frecuencia de quiasmas intersti;iales con respecto a los indi-
viduos +/i.

Por Gltimo , se observa que en los individubs i/il se produce un
un fuerte descenso de quiasmas con respecto a los individuos i/i.
Este descenso se puede explicar por la ausencia @e quiasmas intersticia-
les en los individuos i/il,que son muy frecuentes en los individuos i/i.

Para ver si e#isten diferencias significativas entre las medias de
quiasmas en la segunda pareja de los distintos citotipos hemos realizado
un andlisis estadistico, mediante una T de Student para medias.‘En la
tabla 5 se recogen los resultados obtenidos.

En dicha tabla se bggg;va; en primer lugaf, que,entfe laé medias
de los individuos +/+ e i/i,no existen diferencias significativas pero

. . . . s I'd «
cuando se comparan ambas medias con la de los individuos +/i si existen

diferencias significativas en ambosrgg§gs;w

Asimismo, hay que sefialar que las medias de quiasmas de los indivi-
duos i/i e i/il se diferencian significativamente entre si, mientras que
no ocurre lo mismo con las medias de los individuos +/+ y +/+1 entre si.

No existen tampoco diferencias significativas entre las medias de quias-
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los individuos +/i y los individuos +1/i y +/il.

Tabla 5: Valores de la T de Student para las medias de quiasmas

de la segunda pareja‘en la poblacidn de Silleta

Citotipos +/+ +/1 i/i w;/+l +/il +1/i i/il
+/+ 2.36x 1.01 1.59 2.90 %% 2,71 *% 2,64 **
+/1 | 9.4 x%%x 2,15 % 1.48 1.09' .95
i/i 6.76 %% 6,73 %xx 9,41 %#%% 7,31 #*x
+/+1 o 2.90 #x 2.6l %% 2,34 %
+/il .64 .60
+1/1 .16

(*) 0.05» p>0.01 ; (**) 0.0Dp>0.001 ; (*%%) -0.0001> p

5.2.2.2 Efectos de las reordenaciones cromosémicas de la segunda pareja

de M. comosum sobre la formacién de quiasmas en el resto del complemento

El segundo de los aspectos analizados ha sido averiguar el efecto
que tienen las. reordenaciones cromosémicas existentes en la segunda pa-
reja; sobre la formacién de quiassmas en los otros bivalentes del comple-
mento.

Para efectuar '‘este andlisis se han utilizado los mismos individuos
y células (veinte células por individuo) que los utilizados en el
apartado anterior (véase tabla 3,

En este caso,sin embargo, se han contado los quiasmas de la
primera pareja y del total del complemento. A partir de estos datos se
han obtenido las medias de cada individuo para ambos parédmetros y,poste-
riormente,agrupando los individuos segilin su citotipo para la segunda pa-

reja, se han obtenido las medias de quiasmas para la primera parejg por
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citotipo y ls media de quiasmas, para el total del complemento, por.

"Citotipo.:

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6 .

Tabla 6: Medias de quiasmas de la primera pareja y del total del comple-

mento en la poblacidén de Silleta

Citotipos
Medias +/+ +/i i/i +/+1 +/il +1/1 i/il
X s 2.32°  2.19, 2.46  2.22 2.20 2.22 2.05
Th-1 .59 .74 .72 .83 . .76 .72 .97
X 13.63  13.41  13.82 12.95  12.45  12.78 12.96
1.15 1.25 1.3 1.51 1.65 1.72 1.53

12 Y xt.c son las medias de quiasmas de la primera pareja y del total

del cariotipo, y O
n_'l

FS

y o 1 son sus cuasi-desviaciones tipicas respec-
n-—

tivas.

Un primer aspecto a seflalar en relacién con dicha tabla, y refi-
riéndonos a la primera pareja, es que los individuos +/+ e i/i presen-
tan una mediarde quiasmas mayor gue los individyos +/i.

Iggalmente hay que sefialar que los individuos portadores de un cro-
mosoma +1 o il presentan, por lo general, una media de quiasmas para la
primera pareja menor o muy parecida‘a la de los individuos sin tales cro-
mosomas. Asi los individuos +/+1 presentanuna media de quiasmas, para la
'primera pareja del cariotipo, menor que los individuos +/+. También los
individuos i/il presentan una media de quiasmas menor que los individuos

i/}. Sin embargo en los individuos +/il.y +1/i la frecuencia de quias~

II <J-n—l




68

mas para la primera pareja es ligeramente superior a la de los indivi-
duos +/i.

Por lo que respecta a las medias de quiasmas del total del comple-
mento, hay que sefialar que,al igual que ocurria para la primera Yy segunda
pareja del cariotipo, los individuos +/+ e i/i presentan una media
de quiasmas mayor que la de los individuos +/i.Esta diferencia estaria
ocasionada,precisamente,Vpor las diferencias existentes entre las medias
de quiasmas para la primera Yy segunda pareja de estas tres clases de in-
dividuos.

Tgualmente , los individuos portadores de un cromosoma +1 o il
presentan una frecuencia de quiasmas para el total del complemento menor
que la de los individuos sin tales cromosomas. Asi los individuos +/+1
presentan una media de qQuiasmas menor que la de los-individuos +/+. En"
los individuos +/il y +1/i la frecuencia de quiasmas es menor que en los
individuos +/i. Por Ultimo los individuos i/il presentan una media

de quiasmas claramente inferior q

ue los individuos i/i.

Asimismo, estas diferencias estarian producidas por las diferencias
existentes entre 1as>medias de quiasmas para la primera Y segunda pa-
reja de. los individuos portadores de un cromosoma +1 o il, y los-
no portadores de dichos cromosomas.

En la tabla 7 se presentan los valeres de T de Student para las

‘medias de quiasmas de la primera paréja. En esta tabla se observa,por lo
que respecta a los individuos +/+ +/i e i/i,que solamente existen dife-
repcias significativas entre las medias de quiasmas de los individuos
+/1i e i/i. Por otra parte, las diferencias entre las medias de quiasmas
para la primera pareja entre los individuos portadores de un cromosoma
+l 0 il y los novportadores, solamente son estadisticamente significati-

vas en el caso de los individuos +/+1, +/il e i/il respecto a los indi-

b
‘
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Tabla 7: Valores de la T de Student para las medias de quiasmas de la

primera pareja en la poblacién de Silleta

Citotipos

+/+

+/i i/i +/+1 +/il  +1/i i/il
+/+ .38 1.73 93. 17 12 1.05
+/i 3.31 .27 .26 .18 .86
i/i 2.21%  2.29% 1.41 2.51+
+/+1 .15 - .95
+/il .11 .82
2171 .76

(*) 0.05>p>0.02 ; (**) 0.01> p>0.001

Tabla 8: Valores de la T de Student para laé medias de quiasmas para el

total del complemento en la poblacién de Silleta

Citotipos +/+ +/i i/i +/+1 +/il +1/1i i/il
+/+ .83  1.94  3.42s» 4,87 %x» 2,13+  2.46
+/1 2.83+ 3.54*» 4,51 %+ 2.14% 1,49

i/i 4.87 %% 6,18 %¥x 2.86%% 2.62 xx
+/+1 1.83 .41 .08
Ce/il .75 1.32
+1/1 .32

(*) 0.05> p> 0.01 ; (**)

viduos i/i.

‘

0.01> p>0.001; (***) 0.001> p

En la tabla 8 se presentan los valores de T de Student para las

medias de quiasmas para el total del complemento. El primer aspecto a

seflalar en dicha tabla es el hecho de que los individuos +/+, +/i
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e i/i presentan una media de quiasmas mayor que la de los individuos

portadores de un cromosoma +1 o il,y que las las diferencias son estadistica-

mente significativas.Solamente en el caso de los individuos +/i e i/il

no se produce esta diferencia. Las medias de los individuos portadores = -

de un cromosoma +1 o il no'presentan diferencias significativas entre si.
Finalmente seﬁalafemos que ,entre las medias de quiasmas para el

total del cariotipo de los individuos +/+, +/i e i/i,no existen diferen-

cias significativas entre si, excepto en el caso de los individuos

+/1i e i/i.
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5.2.3 Caracterizacidén de la segunda pareja de Muscari comosum mediante

bandeo-C
La aplicacién ée técnicas de bandeo-C en M. comosum, pone de mani-
fiesto, de acuerdo con Bentzer y Landstrom (1975), que esta especie
presenta tres o cuatrb zonas heterocrématicas intensas en el brazo largo
de la primera pareja (Fig. 20).
Ei resto de las parejas, incluida la segunda, presentan pequefias
bandas de heterocromatina centromérica. De esta forma,al no existir zo-
‘ nas heterocromaticas intersticiales en el cromosoma seggndo,noes posible
« profundizar sobre la naturaleza de ‘las reordenacidnes que originan los dos
tipos cromosémicos ; e 1.

Si se observa,sin embargo,que_gq los cromosomas i e il la zona de
la heterocromatina centromérica cambia de posicién con respecto a los
cromosomas + y +1,

Asimismo,hay que mencionar que las zonas terminales del brazo lar-
go de los cromosomas +1 e il presentan un aspecto eucromdtico tanto en
mitosis como en meiosis (Fig.21), no habiéndose deteéfado en dichas zonas
bandas heterocrométicas por las técnicas de bandeo-C (Fig.22).

Otro dato que apunta sobre la naturaleza eucromdtica de los brazos
largos de lés cromosomas +1 e il, es el hecho de que en los nlcleos in-
terfésicos. (mitéticos y meidéticos, tanto en técnicas.normales como de
bandeo) no aumenta el nimero de cromocentros heterocromaticos, respecto
de los individuos que hQ llevan tales tipos cromosémicog. |

Para finalizar con las técnicas de bandeo-C, hay que mencionar
que en las células interfdsicas de M. comosum,tanto meiéticgs y mitéti-

cas,existen varios bloques heteropicneticos positivos muy intensos. Es-

tos bloques que aparecen en células no sometidas a bandeo-C permanecen
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en células que han sido sometidas a técnicas de bandeo-C: Por su

nimero (tres o cuatro) y disposicién (generalmente alineados) podrian

corresponder a las zonas hetecromaticas positivas que presenta la prime-

ra pareja (Fig. 23).



Fig.18.-

Fig.19.-

Fig:20.-

Fig.2l.-

Fig.22.-

Fig.23.-
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Metafase meidética donde se observa la segunda pareja con

dos quiaSmas'terminales.

Anafase-I donde.se observa unﬁpuente en la segunda pareja,
ademas, de otro en la primera.

Patrén de bandas-C en M.comosum. ‘Solamente aparecen bandas
heterocromaticas en la primera pareja del cariotipo. En el
resto de los cromosomas solo se observa‘la banda centromé-
rica.

Diplotene de un.individuo heterocigoto para elisegmento. Las
flechas sefialan a la pareja portadora del organizador nucleolar
Y a la segunda pareja.

Bandas-C en un individuc portador del segmento (+/+1). La
flecha sefiala la zona del cromosoma +1 donde se localiza el
segmento, en el cual no se observan bandas.

Interfase mitética con tres cromocentros.






5.2.4 Variabilidad geografica de los polimorfismos cromosdémicos de

M. comosum

Aunque posteriormente se discutird mas extensamente la naturaleza
de las reordenaciones‘y'fenémenos cromosdmicos que originan los cuatro
tipos de cromosomas que presenta la segunda pareja de M. comosum
para facilitar el andlisis de los resultados que se exponen a continua-

cién adelantaremos que, probablemente, el cambio en la posicién del cen- e

trémero entre los cromosomas metacéntricos (+) y submetacéntricos (+1) y

los subtelocéntricos (i,il) es debido a una inversién pericéntrica y

il se debe a un segmento supernumerario eucromédtico.

Por lo tanto,a partir de ahora nos referiremos al tipo cromosémico
+ (el mas frecuente) como cromosoma estéandar, al tipo 9romosémico i como
tipo invertido, al tipo cromosémico +1 como cromosoma estdndar con un
segmento supernumerario y al tipo cromosémico il como invertido con seg-
mento supernumerario.

En la tabla 9 se recogen las frecuencias observadas de los dis-
tintos citotipos en las 22 poblaciones analizadas mitéticamente.
En dicha tabla se puede observar que, en general, en todas las poblaciones
ée encuentran presentés los distintos citotipos resultantes de la combi-

nacién de los cromosomas + e i. En cambio,son mucho menos frecuentes los

citotipos en los que aparecen los cromosomas +1 y/o il. De hecho, tal co-

mo se observa en dicha tabla,en ninguna poblacién se han observado indi-

viduos homocigotos para +1 o il, o el heterocigoto +1/il.

En las diferentes poblaciones se encuentran representados normal-

iy
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|
i
| . Tabla 9: Frecuencias de individuos con los distintos citotipos para el
l segundo cromosoma de M. comosum
Citotipos
‘ l Poblacién +/+ +/1i i/i +/+1 +/1il +1/1i i/il Total
‘ £eblacion _
‘ l GRE 21 40 11 - 2 - 1 75
‘ RAG 32 6 2 - - - - 40
l ROM 15 16 4 - - - - 35
AVI 5 16 11 - - 1 - 33
l DUR 19 15 2 ~ 3 - - 39
l MEN-1 1 12 4 - - - - 17
MEN-2 3 7 3 - - - - 13
l LLUV 7 16 4 7 11 1 3 49
VAL 2 9 3 3 3 - 3 23
l BCA 13 17 1 - 1 - - 32
l coz 40 10 - - - - - 50
MOT 48 3 - - - - - 51
l MAR 6 11 a4 - 1 - - 24
PB - 19 38 12 4 5 - 2 80
l CPH 17 23 5 - 4 - - 50
l BM 15 | 14 3 1 - - 2 35
POA 30 7 - - - - - 37
l POB 14 21 4 2 - 3 - a4
POC 9 13 13 - 1 - 3 39
‘ l " POD 18 17 - - 1 - - 36
| l MOY 12 12 5 - 1 - - 30
‘ SUR 16 2 - - 1 - 1 20
\ ' Total 852
l f
|



Fig. 24.- Placa metafasica de un individuo homocigoto +/+.

Fig. 25.- Placa metafésica de un individuo heterocigoto +/i.

Fig. 26.- Placa metafisica de un individuo homocigoto i/i.

76






Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

17

27.- Placa metafdsica de un individuo heterocigoto +/+1.
28.-Placa metafésica de un individuo heterocigoto +1/i.
29.-Placa metafédsica de un individuo heterocigoto +/il.

30.~ Placa metafdsica de un individuo heterocigoto i/il.
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mente los citotipos homocigotos para el cromosoma estédndar, (Véasé Fig.

24). Asimismo, se encuentrah presentes los citotipos heterocigotos para

el cromosoma estdndar e invertido +/i (Fig. 25) y,normalmente, en muchas
poblaciones se encuentra el citotipo homocigbtico para él cromosoma in-

vertido i/i (Fig. 26). En cambio, son muchos menos frecuentes los geno-

tipos con un cromosoma estandar y un cromosoma con .. segmento, +/+1

(Fig. 27) y +/il (Fig. 29) y los genotipos con un cromosoma invertido y

un cromosoma con segmento i/+1 (Fig. 28) e i/il (Figl. '30). .

5.2.4.1 Frecuencias cromosémicas de la segunda pareja de M.comosum

A partir de los’datoé de lé tabla 9 se obtienen las frecuencias de
los cuatro tipos cromosémicos que presenta ia segunda pareja enklas pobla-
ciones analizadas, Los‘resultados se MUestran en la tabla 10. Como se
puede observar en dicha tabla el tipo + es el més frecueﬁte,pero el tipo
i estd  presente, asimismo,' . en una proporcién importante en casi
todas las poblaciones. (Véase tabla 10).

Por el contrario, los tipos crdmoséhicos +1l e il son.menos frecuen-

tes, estando ausentes ambos en algunas poblaciones, o falta aiguno de

ellos en ciertas poblaciones.

De la tabla 10 se puede obtener la frecuencia de ordenaciones cro-

mosémicas, es decir la frecuencia de inversién y la frecuencia del seg-

mento.En la tabla 11 se reunen dichos valores.

————— e

Asi, podemos ver que en las poblaciones analizadas la ordenacidn

.

mds frecuente es la ordenacién estandar, en la mayoria de las poblacio-

nes, siendo solo superada por la ordenacién invertida en cuatro pobla-

et

ciones ( AVI, MEN-1, VAL y POC).

La frecuencia de la ordenacién invertida va desde 0.59 en las po-
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I Tabla 10 : Frecuencias cromosémicas de la segunda pareja de M. comosum
i
Tipos cromosdémicos
I Poblacién + i +1 il
' GRE .55 .42 - .03
RAG .88 .13 - -
l ROM .66 34 - -
I AVI - .39 .59 .02 -
DUR .72 .24 - .04
l MEN-1 .41 .59 - -
MEN-2 .50 .50 - -
' | LLUV .47 .30 | .08 .14
VAL L4 .39 .07 .13
l ' BCA ' .70 28 - .02
l coz .90 .10 - -
MOT .97 .03 - -
l MAR .50 .44 - .06
PB . 54 .39 .03 .04
l cpﬁ .66 .29 - .05
. BM .63 .33 .01 .03
POA - .91 .09 - -
l POB .58 .36 .06 -
poc .41 54 - .05
I POD 75 .24 - .01
l MOY .eé .36 - .02
SUR .88 .07 - .05
i
i
i
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Tabla 1l: Frecuencias de inversién y del segmento en la segunda pareja

Poblacién:

GRE
RAG
ROM
AVI
DUR
MEN-1
MEN-2
LLGV
VAL
BCA
coz
.MéT
MAR
PB
CPH
BM
POA
POB
POC
POD
Moy

SUR

de M. comosum

Inversién Segmento
invertido estandar con segmento - 8in segmento
.45 .55 .03 .97
;12 .88 .00 1.00
.34 .67 .00 1.00
;59 .41 ‘.02 .98
.28 .72 .04 .96
.59 .41 .00 1.00
.50 50 .00 1.00
.43 .57 .22 .78
.52 .48 .20V .80
.30 .70 .02 .98
.10 .90 .00 1.00
.03 .97 .00 1.00
.50 .50 .06 .94
.43 .57 .07 .93
.39 .61 .05 .95
.39 .61 .04 .96
.09 .91 .00 1.00
.36 .64 .06 .94
.59 .41 .05 .95
'.25 .75 :01 .99
.38 .62 .02 .98
.12 .88 .05 .95
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ciones MEN-1 y POC a 0.03. en la poblacién de MOT.
Por otra parte, la frecuencia del segmento,en las poblaciones en
las que ha sido encontrado,Varia entre 0.01 y 0.22; en siete poblaciones

el segmento no ha sido observado.

5.2.4.2 Medidas de la variabilidad cromosémica

En la tablé 12 se‘presentan los valores de la heterocigosidad me-
dia (Hi) observados en cada poblaqién, para cada ordenacién (inversién y
segmento), asi como la heterocigosidad poblacional (H}.

Por lo que respecta a la inversidén es de destacar que la heteroci-
gosidad observada en la mayorfia de las poblaciones.alcanza valores altos,
destacando la poblacién de MEN-1 con un valor de 0.71. Sqlamente , cincq“
poblaciones (RAG, COZ, MOT, POA y SUR) presentan una héterocigosidadvba-
ja, destacando la poblacién de MOT con un valor de 0.06. °

La heterocigosidad observada para el segmento, en la mayoria de las

poblaciones alcanza valores muy bajos,excepto en las poblaciones de la

_Estas mismas poblaciones son también las que presentan mayor hete-
rocigosidad poblacional, LLUV = 0.51 y VAL = 0.46, debido precisamente a
los altos valores de heterocigosidad que ambas poblaciones presentan pa-

ra el segmento.

5.2.4.3 Estructura genética de las poblaciones analizadas

Los dos polimorfismos cromosémicos de M. comosum'prgsentan gran
heterogeneidad geografica (Fig. 31 y Fig.32).

En la tabla<13 se recogen los indices de fijacién (Fi) para cada
ordenacién y para cada una’de las poblaciones. Dichos indices de fija-

cién toman valores negativos en casi todas las poblaciones. para la in-
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Fig. 31: Representacién gréafica de las frecuencias de inversién en las poblaciones

analizadas
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Fig. 32: Representacién grafica de las frecuencias del segmento en las poblaciones

analizadas
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Poblacidn

GRE
RAG
ROM
'AVI
DUR
MEN-1
MEN-2
LLUV
VAL
BCA
CoZ
MOT
MAR
PB
CPH
BM
POA
POB
POC-
POD
MOY
SUR

Media

Tabla 12_1 Heterocigosidad

Ei pgra la

cromosémica observada (Hi y H) en M.

inversion 51 para el segmento
.56 .004
.15 -
.46 . ' -
.52 .03
.46 .08
.71 -
.54 -
.57 .45 .
.52 .39
.56 .03
.20 . -
.06 -
.50 .13
.54 ' .15‘
.54 .10
.40 09
.19 -
.55 ‘ 11
.39 | .10
50 .03
.43 .03
.15 " .10
.43 | .08
o 2

comosum

I

.30

.075

.230

.275

.270

.355

.270

.510

.455

.295

.100

.030

.315

84

. 345

.320
.245
.095
.330
.245
.265
.230
.125
.258

.06



Poblacién

GRE
RAG

ROM
AVI
DUR
MEN-1
MEN-2
LLUV
VAL
BCA
coz
MOT
MAR
PB
CPH
BM
POA
POB
POC
POD
MOY

SUR

Tabla 13: Valores de Fi para cada ordenacién (inversién y segmento)

Ordenaciones
inversién segmento
-.1313 +.3127
+.2897 +1.0000
-.0185 +1.0000
-.0648 + .2269
-.1446 - .0016
—.4590. +1.0000
-.0769 +1.0000
-.1657 - .3082
-.0451 - .3866
-.3148 + .2028
-.1111 +1.0000
-.0117 +1.0000

. 0000 - .l081
-.0901 - .0560
-.1349 -.0526
+.1593 - .1160
-.1550 +1.0000
-.1837 "~ .0074
+.2530 - .0796
-.3333 - .4029
+.0803 + .1496
+.2897 - .0526

.
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versién, lo que indica que existe un exceso de heterocigotos. Los valoe

res extremos son de +.2887 en las poblaciones de SUR y RAG y -.4590 en

la poblacién de MEN-1.

Por otra parte, los indices de fijacibén para el segmento toman va-

lores negativos en las poblaciones en las que existenyoscilando desde

+.3127 en la poblacién de GRE hasta -.3886 en la poblacién de VAL.

LLUV presenta un valor estadisticamente significativo, 10 que nos indica

Aunque parece existir en algunas poblaciones un exceso o un defecto
de individuos heterocigotos, tanto para la inversién como para el segmen-
to , todas las poblaciones estdn en equilibrio de Hardy-Weinberg por lo
que respecta a la inveréién, no existiendo ninguna que presente ﬁn valor
de Ji-cuadrado estadisticamente significativo para las frecuencias espe-

radas (tabla 14).Este analisis lo hemos realizado en cuatro poblaciones me-

diante una TS de Student para frecuencias normalizadas (véase tabla 14).

Por lo que respecta a las poblaciones que presentan el segmento,el
analisis efectuado para comprobar si estédn en equilibrio de Hardy-Weinberg
ha‘sido llevadq a cabo por medio de‘qna TS de Student para frecuencias
normalizadas. En la tabla 14 se recogen los valores de dicha Ts de Stu-
dent solamente para la'combinacién‘l/l, es decir homocigota para el seg-

mento. Como se puede observar en dicha tabla, solamente la poblacidén de

que eh'dicha poblacién existe un defecto significativé'de individuos ho-
mocigotos para el citofipo i/l. En ninguna poblacién la TS toma valores
significativos para las otras dos combinaciones nl/nl, homocigética para
cromosomas siﬁ segmento, y nl/nl, heterocigética para el segmento.

‘En la tabla 15 se presentan los valores de los indices de fijacién

(FIS’ FST y FIT) ¥y Ji-cuadrado de contigencia, para cada ordenacién, en

el conjunto de las poblaciones.



88

FIS toma un valor negativo para ambas ordenaciones, lo que indi-
Cé un exceso de individuos heterocigofoé en el total de las poblaciones.
El valor de FIS para los cromosomas con segmento se ha calculado solamen-
te en las poblaciones en que dicho segmento estd presente.

Los valores de FST? estadistico que mide el grado de diferenciacién
entre'poblaciones, nos indican que existe cierto grado de diferenciacién
entre las poblaciones de M. comosum para ambas ordenaciones, siendo ma-

yor la diferenciacién para la inversién que para el segmento.

En este mismo sentido podemos sefialar que,cuando se realiza un and-

lisis de Ji-cuadrado para medir el grado de heterogeneidad entre poblaciq—

nes, éste presenta un valor que es estadisticamente significativo para

ambas ordenaciones.

Por otra parte,el estadistico F toma valores negativos para am-

IT
bas ordenaciones, lo que indicaria que en el total de individuos de to-

das las poblaciones existe un ligero exceso de individuos heterocigotos,

tanto para la inversién como para el segmento.

Tabla 15 : Valores de los estadisticos F de Wright y Ji-cuadrado de

contingencia, para cada ordenacién, en el total de pobla-

ciones.
. 2
Ordenacién Frsg For X Frr
inversisn -.0706 .1245 201.03 -.0111
segmento -.0244 .0550 68.73 -.1045



89

5.2.4.4 Diferenciacién cromosdmica entre las poblaciones de M. comosum

Para ver hasta qué punto estdn diferenciadas entre st desde el pun-

to de vista cromosémico las poblaciones de M. comosum, hemos obtenido la

distancias genéticas entre poblaciones, utilizando el indice de Prevosti

(1974), a partir de las frecuencias de la inversién y el'segmento.

La matriz de distancias obtenidas se recoge en la tabla 16, El
rango de variacién de dicho indice va desde valores de .312 entre las
poblaciones de LLUV (Mallorca) y MOT (Granada), a .009 que es la distan-
cia existente entre las poblaciones de PB (Salamanca) y MAR (Huelva).

A partir de los datos de la matriz de distancia genética hemos
construido el dendrograma o &rbol filogenético que se presenta en
la Fig.33 .

Este &arbol se realizd optimizando con respecto a la matriz
original, intentando hacer minimo el valor de la F de Prager y Wilson.
La optimizacidén se realizd mediante el programa BIOSYS-1

ALos valores obtenidosvpara los distintos estadisticos de bondad de
ajuste fueron los siguientes:

- F (Farris, 1972) = 2,049,

F (Prager y Wilson ,1976) = 7.121.

Porcentaje de desviacidn estandar (Fitch y Margoliash, 1967) = 17.0860.

Coeficiente de correlacién cofenética = 0.987.

 Longitud total del arbol o0.527.

En dicho &rbol filogenético podemos observar c¢émo dentro de los
agrupamientos que se producen existen poblaciones de diferentes
regiones geograficas, siendo el agrupamiento formado por las poblaciones

de COZ (Granada) MOT (Granada) POA (Portugal) RAG (Sicilia) y SUR (Ca-



POPULATION 1 < R 4 < 6 7 L} M 10 il 12 1? 14 1$ lo 1 (] 20 21 22
1 Lenales.Granads 0.L00
2 tuzvirlar,.Grennda 0.196 J.00N
3 Yotrilejo.Granad .16l J3.G3S ;200 ) b
4 rortugal A » 0.16? Jo0* vw.033 6,000
$ rortugal 8 Geove  Ja1l20  J.196 2.1s3 0.0;70
1] "{'C R R 44271 0,306 0.213 0V.11€6€ 9.00C
7 Portugal 0 Vedws  ).103 0.‘138 0.105 ©0.078 0.191 0.000
8 Moy#a.G.Canariz Cufee J.150 0.‘.105;0.153 0.030 0.121 0.087 0.00¢
9 S.Urs.fugerxfﬁ D102 3.(3' 2.073 .0.060 te122 0.232 J2.083 C.l4s 2.T00

10 Jdurance.france AR J.3LT% %4146 0,113 0.05C 0.150 0,037 0.062 $.0%84 4,000

11 Ragusa.ltaly 1,696 w012 0.068 0.015 0.14% 0.253 0.090 C.137 0,028 ©O.CSE8  U.%]U

12 ioma.xtily 1,031 3.121 0.157 ©0.126 0.03% 0.1%49 0.07« 0.029 0.13¢ .05 92.109 0.000

12 ivignonaFrancs SL1AT  3.n% G.288 0.256 0.134 5.019 0.131 0.105  <.250 0.166 J.241 0.132 0.060

14 Lluvz,k;llorca G170 0.277  5.31Z 0.279 J.1l6 0.167 0.1T¢ 0.127 i.e2v ).166 q.éef 0.155 ° 2.186  0.000

15 Valdéﬁ;;lllorca d.164 0.271 0.306 0.273 0.110 0.122 0.168 G.121 9.233 94160 0:25% _b.ié??jp,xax; é,dsg 7.000

16 Hrines. HUELYS 0.094 0.295 3.235 1.203 0.040 0.082 0.115 0.050 .16z 04090 J.188 q.é?é 0.100 0.085 ©0.083 0,690

17 PUERTO OE BEJAR 9.051 94137 ..222 0.200 €.037 0.091 0.108 0.047 0.15% Q.07 0.184. ﬁ.ov&i;v:ﬁxoh" 0 o.eég, 6.000

1o LRUTE PIEORAH. 0.035 Dutet ..120 0.168 9.015 0.124 0.066 0.036 0,107 03035 B.iSz' 0,026 0443 0.05§ 0.052 3.060

0.127 .0.025 0.141

19 3ANUS MBNTE. §.033 04133 23.175 0,162 0.021 ©0.131 J.064 0,037 0.

26 GRECIS Bufse 24120 0.235 £.192 0.757 ' 0.081 5.123 0.G40 . o;ésqh 0.078 £.023 o.0:2 o{@es 1.38¢ 0.000

C21 4ENIRCA-1 D153 0.24%  6.2T9 2.2e7  U.1ét 3.024 3.157 0. 0.123 0.005 0.192 '0.147 ©0.107 C.11€ 0.149 2.148° 0.08% 0.000

Cle NEigRCA-D - 0.105’ 490 0.23§ .23 0 51 3.071 3.1 5713 3.128 3.1€2 0.079. 0.053 0.148 0.116 0.063 9.072 0.10%° u.xo~>'o.§¢0}“°-°“ 0.000
o e e e e e e M o ——————————— - m——— = - - vy <

Tabla 16 Distancia genética de Prevosti (1974) entre las poblaciones analizadas;‘calculada abpartir de las frecudnciaé cromdésdmicas
, - T / N

solamente.
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Fig. 33: Representacién grafica de las distancias genéticas existentes entre las poblaciones de M. comosum . El

16

dendrograma se ha construido a partir de la matriz de distancias genéticas de Prevosti(1974), obtenida

con los datos cromosémicos de las 22 poblaciones analizadas por nosotros, solamente.
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Tabla 17 : Factores de las observaciones y de las variables de la matriz

constituida por las frecuencias de las diferentes ordenaciones cromosémi-

cas de M. comosum

Observaciones
GRE
RAG
ROM
AVI
DUR
MEN-1
MEN-2
LLUV
VAL
BCA

Coz
MOT
POA
POB
POC
POD
MOY
SUR

Variables

Ord. estandar
Ord. invertida
Qrd. con segmgnto

Ord. sin segmento

Distancia

al origen

.0320
L1174
.0201
.1551
.0063
.1673
.0830
.4677
.2986
.0070
.1422
.2269
.1480
.0080
.1513
.0263
.0096
.0993

o O O O O O 0o O O O O O O O o o o o

Distancia

al origen

0.0726
0.2850
2.4392
0.0032

Coordenadas

Factor 1
0.1423
-0.3421
-0.0514
0.3135
-0.0676
0.2760
0.1582
0.4369
0.4043
-0.0740
-0.3755
-0.4688
-0.3827
0.0729
0.3629
-0.1584
0.0320
-0.257%

Factor 2

-0.1083
0.0185
-0.1322
-0.2384
0.0419
-0.3019
-0.2408
0.5257
0.8660
-0.0372
0.0358
'0.0842
0.0395
0.0518
-0.1398
-0.0353
-0.0926
0.1817

Coordenadas

Factor 1

-0.2549
0.4990
0.9229

-0.0327

Factor 2
0.0869
-0.1895
1.2599
-0.0449
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Fig. 34: Gréfico factorial obtenido mediante el andlisis de corres-
pondencias, cuando se tienen en cuenta las frecuencias cro-

mosémicas de las 22 poblaciones analizadas.
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narias) el primero en separarse del resto de poblaciones al nivel de
.1857. Las siguientes en separarse son las poblaciones de Mallorca
(LLUV y VAL) que forman un solo agrupamiento que se separa a nivel
de .1353.

A la vista de digho arbol podemos concluir que no existe un modelo
de diferenciacién geografica por la distancia entre las poblaciones de M.

comosum, al menos con los resultados obtenidos mediante andlisis citoge-

nético.

Este dendrograma puede compararse con los graficos bidimensionales

que se obtienen cuando se someten los datos a un andlisis factorial. Dos
; .S

tipos de analisis factoriales, el de correspondencias y el de componen-
tes principales, hemos utilizado en el tratamiento de nuestros datos,
aunque en este apartado solamente comentaremos el primero de ellos, ya

que en ambos casos los .resultados son muy parecidos entre si.

Nosotros hemos utilizado el andlisis factorial de correspondencias
(Benzecri,1973) como método objetivo para poner de manifiesto cuales son
los factores principales de variabilidad que originan la diferenciacién

genética de las poblaciones de M. comosum. Para ello hemos obtenido una

representacién simulténea de las variables y de las observaciones en un

mismo grafico bidimensional , mediante el programa ANACOR de Lebart
y Fenelon (1975) y utilizando como matriz de datos ’la constituiaa
por las frecuencias cromosdmicas en las distinta poblaciones.

Los valores de los dos primeros factores, junto con las distancias
de los diferentes puntos al origen de coordenadas, se muestran en

la tabla 17, En la figura 34 se muestra el grafico obtenido por la re-

presentacién simulténea de las poblaciones y de las frecuencias cromosé-

micas, cuando se toman como ejes de coordenadas dichos factores.

Como puede observarse en la tabla 17 el factor I estd determinado
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por las. frecuencias del segmento, por la frecuencia de la inversidn, vy
por la frecuencia de la ordenacidén estdndar, correspondiendo. positivamente

con la frecuencia de los dos primeros y negativamente con la frecuencia

‘de la ordenacién estandar. El factor II, estd determinado por las fre-

cuencias del segmentd y de la invefsién, correspondiencc positivamente
con la frecuencia del segmento y negativamente para la frecuencia de la
inversién.

De esta forma podemos observar (véase figura 34) cdmo las pobla-
ciones VAL y LLUV . se diferencian claramente del resto de poblaciones
por la alta frecuencia del segmento que ambas poblaciones presentan y
que, como antes hemos dicho, al contribuir positivamente tanto al factor

I coﬁo al factor>II se situan ambas poblaciones én la parte superior
derecha del gréafico.

Un segundo punto de diferenciacién lo constituye la frecuencia de

inversién, que diferencia claramente un grupo de poblaciones formado por

'POC, AVI, MEN-1 y MEN-2, y que al contribuir positivémente al factor I

¥y negativamente al factor II hace que dicho grupo de poblaciones se si-
tde en la parte superior‘izquierda del grafico.

El tercer punto de diferenciacidn lo proporciona la frecuencia del
tipo cromosémico estdndar que diferencia un grupo de poblaciones forma-
do por MOT, PCA, COZ, RAG y TEN, y que al contribuir negativamente al
factor I, dicho grupo de poblaciones,queda situado en la parte inferior
derecha del grafico.

Por Gltimo,las poblaciones con una frecuencia intermedia de inver-
sidén y una frecuencia baja para el segmento quedan situadas en la zona
cegtral del grafico.

Tambi€n hemos intentado comprobar si existen diferencias entre las

frecuencias cromosémicas de las 22 poblaciones analizadas por nosotros y
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las frecuencias cromosémicas que presentan poblaciones del centro del
drea de distribucién de la especie, analizadas cromosdmicamente por
ot}os autores. Concretamente,hemos efectuado una comparacidén de la va-
riabilidad cromosémica que presentan las 22 poblaciones de M. comosum
estudiadas por nosotros, con las seis poblaciones griegas analizadas por

Bentzer y Ellmer (1975): cuatro pertenecientes a la isla de Kithnos(K) y dos

a las isla de Rodas (R), ambas islas del Mar Egeo )

Tabla 18 : Frecuencias de inversién y del segmento en la segunda pareja

de M. comosum en las seis poblaciones griegas

Inversidn ' Segmento
Poblacion invertido estandar con segmento sin segmento
GRE 2 (600) (K) .58. ‘ .41 .03 .97
GRE 3 (601) (K) .29 .71 .06 .94
GRE 4 (602) (K) .39 .61 .14 .86
GRE 5 (603) (R) .54 .46 .oé .94
GRE 6 (604) (R) .52 .48 .14 .86
GRE 7 (605) (X) .30 .70 .08 .92

Como se puede observar en la tablé 18 las poblaciones.griegas presentan una alta frecuencia de
inversién, similar a la de algunas poblaciones analizadas por nosotros
0 superior en muchos casos. Por io que respecta al segmento, estas po-
blaciones presentan una frecuencia baja, similar a la encontrada por no-
sotros en nuestras poblaciones, pero es de resaltar que dicha ordenacién
se presenta en todas las poblaciones.

Mediante el indice de distancia genética de Prevosti (1974), hemos
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efectuado un andlisis del grado de diferenciacidén cromosémica de
las poblaciones griegas con las analizadas por nosotros, a partir de la
matriz de datos constituida por las frecuencias de los cuatro tipos

cromosémicos. en las 28 poblaciones,

‘La matriz de distancias genéticaé se presenta en la tabla 19. Loé
Valores extremos son los existentes entre las poblaciones de LLUV y
MOT, .312,y entre PB y MAR,.009. Estos valores extremos son los mismos
que los obtenidos en el andlisis de las 22 poblaciones analizadas por
nosotros, presentando por tanto las seis poblaciones griegas, respecto al
resto de poblaciones,distancias intermedias entre estos dos valores.

A partir de dicha matriz de distancias hemos obtenido el dendro-
grama que se muestra en la figura 35, por el método UPGMA y optimizando
para hacer menor respecto a la matriz original la F de Prager y Wilson.
Los valores de bondad de ajuste son:

- F (Farris, 1972) = 4.243

F (Prager y Wilson, 1976) = 7.121

Porcentaje de desviacidén estandar (Fitch y Margoliash, 1967) = 23.144

Coeficiente de correlacidén cofenética = 0.970

Longitud total del arbol = 0.631
En dicho dendrograma podemos observar cdmo las seis poblaciones
griegas quedan distribuidas dentro del resto de poblaciones, no
siguiendo ninglin patrén de diferenciacién geogréfica.
Asimismo, hemos efectuado un andlisis factorial de correspondencias
de la matriz de datos constituida por las frecuencias cromosdémicas en
lés 28 poblaciones. Los valores de los dos primeros factores, junto con

las distancias de los diferentes puntos al origen de coordenadas,se

muestran en la tabla 20 .
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Tabla 19: Distancia genética de Prevost{(1974)entre las poblaciones analtzada por nosotros.y las poblaciones griegaa, .

e T T T T T s v e a T TTw T T ‘
1 Cantles.urasrecs 7,000 . R . )
¢ lozvigar.Geenan: 1106 J.000 : )
3 Mctrilejo.granac D162 300250 2,900 K \
« Portugal & S.13s 3097 3.932 0,000 '
> Portugal 2 Cadée J.1%0 J.19% 0;!53 ¢.220
b Portugzl C J.lé‘ .27 S.30¢ n,2r? C.118 Tedv \
'.;Of(u;\1 : RS ] T.103 6.t Tetd 0.37% Q.17 0.000

U R 6.:7. 6.153 0.030 0.321 0.057 0.000 :

3 4oya.u.lanur:.

4 SeUrs.lenerar. 0.1,7 B..37 0..7% 0.040 0.123 (0.233 0.088 0O.t4e :0.000
10 Ourance.France 8.031> 0.117 @.1¢5 0.11F 0.030 0.15) .37 0.062 ‘g _g3¢ 2.000
11 Ragusz.ltaly 0.02¢ 0.0:3 0.i43 9.015 .13 0,258 .03 0.437 g 925 ,.058 3.00¢C )
12 Roma.ltaly D.03t 0.121 ©O.157 0.124 ©.023 J.14s T.0Te 0.0L .5 3¢ ).050 0.109 9.000
12 Avignon.Franc: 3,147 0.25* 0,208 1,286 J.12e C.O13F 0,191 9.105 g;:sg Jelos 0.24: 0.132 0.900
14 Liuvictellorca 6.17C 0.:77 0.312 0;279 J.116 (L1587 D.1Te 2,127 beed3 ) 1%6 0,28« 5.1535 .1% 0,000
i 15 valdem.Mallorcs 0.166 2.271 0,206 0.273 0.110 0.122 9.168 (€.121 0,233 OQibo ‘0.255 B.109 J.141 2.052 0.000
’ 16 Mrines. HUELY2 0.07¢ 2.220 0.235 0.203 0.040 0.082 0.115 0.056 1,152 3.03% J.1%c $.573  9.10C 3.035  5.033 0.0CC
17 PUERTS DE 83J:2 3.991  3.157 0.232 0.23%  3.037 2.991 2.106 0.067  3.15% 3,027 0.19k 2.07F 3.110 °.033 3.399 £.959
18 CRUCE Plidkanm. 0.039 J.145 0.130 0.148 0.015 O.14> $-.06s G.03R 0107 e.n387 90138 0.3+ .18 0.2 2.i2f ;_);5
! 19 3ANOS “0MTz <. 0.033 3133 3.175 0,152 $.921 D.131 .35« 2.D71 5108 9.027 0.127 .08 0.141 0.117 .13 6.361
U SRECIA L 0.936  J.1¥D 3,228 o}:?z 7.087 9.041 2.123 $.067 0.1/ 0.039 0.179 U.269 6.029 0.408 0.461 9.61 2
21 oRECiIA 2 CG.169  3.255 §.291 0.258  g.126  0.015 3.135  0.10¢ .0.240  J.1%¢ O..i: 9.13%  0.01G. 0.17 1.131 ©.0%0 )
ié-gggc;;‘s 0.023 J.12¢ 3.159 7.1246 0.037 0,15t 0.062 0.3865 2.23e6 3.013 O.if! 0.933 0,170 5.153 9.1e7 C.GT6
is SRECLS o 3,137 3.23¢  3.269 0.21T  0.05% C.1el  0.3131 C.0&e L3770 2.20¢  3.052  3.3¥2 3.1%% ).062 ©.057 C.045
¢- GRECLA S.l6l 0.24%  0.232 0,250 0.037 2,031 J.166 0.)33 L.210 J.1237 0 0.235 .24 J.0s50 .12 4,091 0.351
5 sRElLA 3 AU1TUD.2TT 0 G.312 0 0.240 QL1M7 6.077  J.1T4 C.127 20237 D.187 0,264 0.1t 0,094 9.09C 0.047 C.077
6 GR.TIA T Galdsd Jeld: .. 14 Lale2 0,0sF C.186% 0.064 0.07% 0V.102 3.029 5.127 .0k ). 180 2,137 0,131 0.;79 g
1T wzhl-(--1d G018 Q.26 3.2T75 N.267 0.1%1) 0.:26 b-l7' P.100  2.287  0.172 9.232 2,12 0.0539 0.192 H.147 0.107
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Tabla 19: (continuacién).

: T asuiation T T T .
17 PUZAVC v e U
i CrUCE 2icOman. JeGoy .G0¢
L2 cAnNJSS MQuvzIw, v.05s 2.007  UL000
2y GRECLIA L .13 s 065 2.06k¢ - )
21 GRECLA ¢ Lo 0 .12 ¢.13r AR LA

22 GRECIA 3 3.0 2,027 L0238 0.092 0.160 C.0C0
23 GRECIA « L ThE 3.06%  2.075 2.237 1 .185§ T Cat

Loitia L.nsg 4040  U.l124 D.3ILS 6.000

v
<
a
=
.
-
<
Lt

14 bRECIA
¢5 GRECIA ¢ : Gel30  D.132. 0.138 0,087 3.yu3S Ge.153 R B S He UL

26 GRECIA 7 G.070 0.037 0.038 0.102 0.170 0.015% 2.Q075 G.13v Y138 J3.000C

27 H?NQRCA~1 .116 35.145 J3.158 0.G84« Q.00 0.176 .17l 6G.056 J.132 0.185 0.00¢C

28 MENQRCA-Z =075 D.105  2.104 0,040 2.056  0.132 5.127 0.0 0.077 J.142 0.044 0.300
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' Fig. 35: Representacién grafica de las distancias genéticas existentes entre las poblacione

de M. comosum analizadas por nosotros y las poblaciones griegas analizadas

por Bentzer ¥y Ellmer 1975). El1 dendrograma se haconstruide a partir
de la matriz de distancias genéticas de Prevosti (1974), obtenida con los

datos cromosémicos de las 28 poblaciones resultantes.
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Tabla 20 : Factores de las observaciones y de las variables de la matriz
constituida por las frecuencias de las diferentes ordenaciones cromosdémi-
cas de M. comosum en las poblaciones analizadas por nosotros y en las

seis poblaciones griegas analizadas por Bentzer ¥ Ellmer,1975)

Distancia Coordenadas
Observaciones _ al origen Factor 1 Factor 2
GRE 0.0223 0.0987 -0.1120
RAG -0.3850 -0.3805 -0.0124
ROM . 0.0266 -0.0859 ~0.1393
AVI _ 0.1270 ‘0.2771 -0.2239
DUR 0.0145 -0,1190 0.0169
MEN—; 0.1440 0.2478 -0.2821
MEN-2 0.0696 0.1281 -0.2307
LLUV 0.3178 0.3152 0.4672
VAL _ _ 0.1950 0.3017 0.3199
BCA 0.0168 -0.1175. -0.0545
Ccoz 0.1718 -0.4144 0.0021
MOT 8.2613 , '-0.5094 0.0429
POA 0.1779 ' -0.4218 0.0053
POB 0.0011 0.0151 0.0300
POC 0.1166 0.3142 -0.1337
POD 0.0423 -0.1982 -0.0553
MOY 0.0103 -0,0090 -0.1011
SUR 0.1189 -0.3164 0.1369
GRE 2 (600) 0.1146 0.2765 -0.1954
GRE 3 (601) 0.0101 ~-0.0822 0.0576
. GRE 4 (602) 0.0919 . 0.1568 0.2592
GRE 5 (603) - 0.0697 0.2538 -0.0724
GRE 6 (604) 0.1330 0.3269 0.1615
GRE 7 (605) 0.0187 - —0.0434 : 0.1294
Distancia Coordenadas
Variables . ‘ al origen Factor 1 Factor 2
Ord. -estandar 0.0717 -0.2584 , 0.0697
Ord. invertida 0.2259 0.4555 - -0.1353
Ord. con segmento 1.4220 0.6436 1.0039
Ord. sin segmento 0.0034 -0.0311 -0.0485
. i I
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En la figura 36 se presenta el grafico obtenido por la representa-
¢ién simultdnea de 1las poblaciones y de las frecuencias cromosémicas,
cuando se toman éomo ejes de coordenadas dichos factores.

Como se observa_én la tabla 20 4los factores I y II estdn determi-
nados por los mismoé componentes y en €l mismo sentido gue en el ana
lisis de nuestrés 22 poblaéiones (véase tabla 17). Asi,en la figura 36
podemos‘observar que la frecuencia del segmento diferencia claramente
del resto de poblaciones a las de VAL, LLUV, y GRE 6 (604) y GRE 4 (602)/

que presentan una alta- frecuencia del segmento y queyal contribuir di-

. cha frecuencia positivamente tanto para el factor I como al factor II,

sitGa dicho grupo de poblaciones en la parte superior derecha‘del gréa-
fico.

. Igualmente la frecuencia de la inversidn, que contribuye positiva-
mente al factor I y negativamente al factor II, diferencia claramente al
agrupamiento formado por las poblaciones Poc; AVI, MEN-1, MEN-2, GRE 2
(600) y GRE 5 (503), que presentan una alta frecuencia de inversidn, y

que quedan situadas en la parte superior izquierda del gréfiéo.

"El tercer punto de diferenciacién,constituidg por la frecuencia
del tipo estdndar, diferencia al grupo de poblaciones constituido por
MOT, POA, CQZ, RAé y TEN, gquedando dicho grupo situado en la parte infe-‘
rior derecha del grafico. Finalmente, en el centro del grafico se

puede observar el conjunto de poblaciones que presentan una frecuencia

intermedia de inversién y baja del segmento.
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5.2.4.5 Asociacién entre la inversidn y el segmento

Para comprobar si la presencia del segmento supernumerario es
‘independiente o no de la presencia de la ordenacién estandar o invertide
‘hemos realizado un andlisis de Ji-~ cuadrado de contingencia.

En la tabla 21 se recogen las frecuencias absolutas de los cuatro
tipos cromosémicos que la segunda pargja de M. comosum puede presentar,
agrupados segin su morfologia.

Tabla '21 : Frecuencias absolutas de 1§s cuatro tipos cromosdémicos

de la segunda pareja

Inversién
Segmento + i Total
Con segmento (1) 21 53 74
Sin segmento (-) 702 179 881
Total 723 232 : 955

, 2 s
El valor del Ji-cuadrado es de X. = 97.82,cuya probabilidad es
p)} 0.0001,
Podemos ver, por tanto,que aunque el tipo cromosémico estandar es
el mas frecuente, es el tipo invertido el que presenta mayor frecuencia

de segmento supernumerario.
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5.3 Anomalias en el comportamiento meidtico de 1la primera pareja

de M. comosum

En el andlisis meidtico llevado a cabo en la poblacidén de Silleta
(véase tabla 3),frecuentemente se observa que la primeré pareja del ca-
riotipo presenta varios tinos de anomalias. Estas aﬁémalias ocurren en
varios de los individuos analizados, independientemente del genotipo
que presenten para laAsegunda pareja.

Un primer tipo de énomalias observado es la formacidén de univalen-
‘tes precoces, que se producen en profase I (diplotene y diacinesiss)

(Fig37a) y/o Metafase ~I (Fig.37b). Aunque la frecuencia con que
aparecen tales univalentes es muy baja,y no ha permitido'efectuar un és-
tudio detallado de los mismos,si se han podidoobservar casos en que ta-
les univalentes segregan normalmente (Fig.38), y otros en que experimen~
tan (uno o los dos) iprerreduccién . Como consecuencia de este Gltimo fend-
meno, a veces se han observadometafases I.con un polo con un cromosoma
y una cromadtida 'y en el otro polo una sola cromatida (Fig.39),y metafa-
ses II correspondientes a este tipo de segregacién (Fig. 40).

Otro tipo de anomalias,frecuentemente observadas en el comporta-
miento meiético de la prihera pareja,es la formacién de puentes cromosd-
micos en el momento de su segregacidén anafésica. Estos puentes pueden
ir acompafiados de fragmentos cromosémicos ( Figs. 41, 42 y 43) o sin
fragmento (Fig. 44). Los puentes con fragmento s6lo se observan en ana-
fase I de meiosis,mientras que los puentes sin fragmento se observan
tanto en anafase I como en anafase II.

Ocasionalmente los puentes formados en anafase I no se dividen y
es posible observarlos en fases posteriores como telofase I (Fig.45),

diadas (Fig. 46) o segunda divisién (Fig.47).
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Diplotene donde se observa que la primera pareja forma
univalentes precoces (flechas).

Métafase-l donde se observa que la primera pareja forma
univalentes precoces.

Anafase-I en la que la primera pareja segrega normal-
mente.

Metafase-Anafase-I donde se observa que un univalente

de la primera pareja ha sufrido prerreduccién (flecha).
Metafase-II. En una de las células se observan,sefialados
por flechas,un cromosoma de la primera pareja junto con una
cromatida. La otra célula presenta una sola cromédtida de la

primera pareja (flecha).
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.- Anafase-I donde se observa un fragmento de tamafio intermedio

Fig.42 .- Anafase-I donde se observa la formacién de un puente con

un fragmento de tumafio intermedio en la primera pareja.

Fig.43 .- Anafase-I donde se observa la formacidn de un puente con un

Fig.44

fragmento de tamafio grande en la primera pareja

.~Anafase donde se observa la formacidén de un puente sin frag-

e —

mento en la primera pareja

=3
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Fig. 45 .- Telofase-1 en la que todavia persiste el puente anafésico
producido en la primara pareja.
Fig. 46 .- Diadas. Aun persisteel puente anafédsico producido en la pri-

mera pareja. Obsérvese como el fragmento se integra en uno
de los polos.
Figs.47a y b.- Metafases-II en las que se observa como el puente origi-

nadc en la primera divisidén persiste en la segunda.
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Los puentes sin-frégmento son de dos tipos)segﬁn su morfologia:

1) Puentes cuya disposicién se asemeja a una E (Fig. 48). Tales
tipos de puentes se pbdrfan explicar,de forma similar a la realizada por
Bradham en Aloineae (1969 a y b), como consecuencia de wuna inversién
doble pericéntrica y paracéntrica y la formacién de un quiasma en un lu-
gar préximo al centrémero (véase figura 48) (interpretacidn sugerida por
el Dr. J. R. Lacadena). A favor de esta posible interpretacién y de la
ocurrencia de un guiasma en la proximidad del cgntrémero,o en el centrd-
merp,esté la observacién. en M. _comosum - de bivalentes ditacticos
(Fig. 49). Este tipo de puentes de tipo E se ha observado en un indivi-
duo y con una frecuencia muy baja.

2) El segundo tipo de puentes cromosémicos sin fragmento son -
aquéllos en los que se observa que el bivalente primero estid unido por
dos de sus crométidas de forma intersticial o terminal (Figs. 50 y 51).
El origen de tales tipos de puentes estaria, el primero en que serian
intercambios que se resuelven sin formacidén de fragmentos y,el segundo
en la dificultad dé terminalizacién de quiasmas en la primera pareja,de-
bido a su gran tamafio.

For lo que se refiere a los puentes anafésicos con‘fragmento es de
destacar que,en células anaféasicas de un mismo individuo en las que ocu-
rre. dicha anomalia, el tamafio del fragmento es variable (Figs. 41,
42 y 43). Otra caracferistica de los fragmentos producidos en‘anafase I
es su permanencia incluso hasta anafase II.

La formacién de puentes con fraghento en la primera pareja da lu-
gar a la formacidén de polos anafésicos irregulares ( Fig. 52) que pro-

ducen,asimismo,anafases II irregulares.
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Configuracidén anafésica producida en la primera pareja de
M. comosum éemejante a la observada en los intercambios de
tipo-E.

Interpretacién del intercambio producido que ha podido
originar la configuracién observada.

Anafase-I donde se observa a la primera pareja formando
univalentes ditacticos.

Anafase-I en la que se observa en la primera pareja la
formacién de un puente sin fragmento en posicién inters-
ticial.

Anafase-I en la que se observa en la primera pareja la
formacién de un puente sin fragmento en posicién ter-

minal.






fig. 52:
Fig. 53:
Fig. 54:

M

Anafase-I en la que se observa la formacién de polos anafédsicos
irregulares. En el polo de la izquierda se aprecia sdlo una cro-
matida completa‘de la primera pareja (flecha). En el polo de la
derecha se aprecia también una sola crométidé mas el fragmento
producido en el intercambio (flecha).

Anafase-II. En la célula superior se observa un polo con un cro-
mosoma primero de longitud normal, y en el otro polo, un cromo-
soma de tamafio reducido. En la célula inferior se observa un po-
lo anafdsico con un cromosoma primero de longitud normal y en

el otro un cromosoma de longitud reducida. En esta célula se pue-
de observar el fragmento que es de gran tamafio.

Metafase~II. El fragmento producido en la primera divisién per-

siste ain en la segunda (flecha).
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Fig. S5a .- Anafase-I en la que se producido un intercambio de
tipo-U entre cromdtidas hermanas (flecha).

Fig. S5b .~ Anafase-II en la que se observa la formacién de un puente
anafisico en la primera pareja.

Fig. 56

.- Anafase-I en 1la que se ha producido un puente con fragmento

en una de las parejas de menor tamafio.
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Asi)por ejemplo, en la figura 53 podemos observar una célula en a-

nafase II que presenta una placa anafdsica. con un poio con un Cromoso-
ma normal y el otro polo con un cromosoma de tamafio reducido. En 1la pla-
ca anafdsica complementaria aparece un cromosoma normal en un polo
y en el otro se observa un cromosoma de tamafio reducido y el fragmento
acéntrico.
De acuerdo con la bibliografia (Lewis y Jhon, 1966; Jones, 1969;

Girdldez y Lacadena, 1958). los puentes anafdsicos con fragmento
se pueden producir fundamentalmente por dos tipos de fendmenos:

a) Por la formacién de un quiasma en una inversién paracéntrica,o

bien b) por la formacién de intercambios erréneos (quiasmas erréneos)a los

que, por la configuracién anafdsica que determinan, se denominan inter-

cambios de tipo-U.

En el caso de M. comosum que nos ocupa, tal como se vera en detalle
en la discusién, nosotros atribuimos la formacién de puentes con fragmen-

to en la primera pareja del cariotipo a intercambios de tipo U.

Si aceptamos que estas anomalias de M. comosum
son resultado de quiasmas erféneos, seria posible correlacionar, por lo
tanto, la longitud de los fragmentos producidos con las posiciones don-
de ocurren los quiasmas.

Asi, teniendo en cuenta que en la primera pareja de M. comosum se
pueden formar quiasmas en cinco posiciones (Fig. 57) (terminal en el
brazo corto, proximal en el brazo largo, intersticial en el brazo largo,
distal en el brazo largo y terminal en el brazo largo), la aparicién de

puentes con fragmentos de tamafio variable en un mismo individuo se puede
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Bivalente de la primera pareja en la que se observan las
distintas posiciones (terminal, proxiﬁal intersticial y
distal) en las éue se pueden producir la formacién de
quiasmas.

Interpretacién grafica y resultado de la formacidén de un
intercambio de tipo-U en posicién terminal en el brazo corto
de la primera pareja .

Interpretacién gréfica y resultado de la formacidn de un
intercambio de tipo-U enposicién proximal en el brazo largo
de. la primera pareja.

Interpretacién grafica y resultado de la formacién de un
intercambio de tipo-U en posicién intersticial en el brazo
largo de la primera pareja.

Interpretacién grafica y resultado de la formacidn de un

intercambio de tipo-U en posicién distal en el brazo corto

de la primera pareja.
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poblacién de Silleta, que presentan una alta frecuencia de puentes con
fragmento. Concretamente?hemos intentado averiguar si existe correlacién
entre las proporciones con que se producen los distintos quiasmas con
las proporciones con que se producen los distintos fragmentos.

Para ello hémos cuantificado,en los tres individuos considerados,
la frecuencia de formacién de quiasmas en las tres zonas del brazo lar-
go de la primera pareja que darian lugar a fragmentos distinguibles, por
un lado. Y también hémos cuantificado la frecuencia con la que aparecen
los fragmentos, clasificéndolos en tres clases, seglin sea su longi-
tud relativa respecto a la longitud total del brazo largo. BEstos tres
tipos de fragmentos son: del 10% al 40% de la longitud del brazo largo,
tipo S; del 40% al 70%,tipo Mjy del 70% al 100% de la longitud del bra-
zo largo,tipo L.

En la tabla 22 présentamos, para cada uno de los individuos
analizados,los porcentajes de formacién de quiasmas en cada una de las
tres posiciones consideradas, las proporciones de las tres clases de
fragmentos producidos, segﬁn su longitud rela£iva, asi como el tanto por
ciento de puentes con fragmento observados en el total de células anafa-
sicas contadas.

En esta tabla podemos observar que los quiasmas mids frecuentes son
los que se producen en posicién distal del brazo largo, mientras que los
fragmentos de tamafio intermedio (M) son los que se producen en mayor
proporcidn.

Para ver si las diferencias existentégﬂentre las frecuencias de
gquiasmas en las tre; posiciones y las frecuencias de los tres tipos de
fragmenﬁos son significativas, hemos efectuado un andlisis de Ji-cuadra-

: 2 o
do de contingencia. El valor de la Ji-cuadrado X = 18.41, nos indica
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que si existen diferenéias entre las distintas frecuencias, no existiendo
por tanto una relacién directa entre las frécuencias de los distintos
quiasmas con las frecuencias de los tres tipos de fragmentos. Debe exis—
tir, por tanto, una caysa biolégica (o ambiental) que determine que los
fragmentos de tahaﬁo_intermedio aparezcan con mayor frecuencia de la

esperada con respecto a la. formacién de quiasmas intersticiales.

Tabla 22 : Frecuencia de anafases con puentes y fragmentos, junto con

los porcentajes de quiasmas por posiciones y porcentaje de

fragmentos por tamafio,en los tres individuos analizados .

% AfIvconk Porcentajes
Individuo P+F Prox L Int M Dist S
SILL 6 6.42 19.34 20 34.43 60 46.23 20

SILL 22 4.76 24.80 25 28.89 60 46.31 15
SILL 27 11.60 20.40 25 36.32 5% 43.28 20

Media 7.60 2L.51 . 23.33 32.21 58.33 45.27 18.33

P+F= anafases con puentes y fragmentos.

Prox= Quiasmas proximales. Int.= Quiasmas intersticiales. Dist.= Quiasmas

‘distales.

L=FY@@En&>de‘&w@&)gmxwe : M= Fragmento de tamafio intermedio .

S= Fragmento de tamafio pequefio



118

5.4 Variabilidadvgenética en poblaciones naturales de M. comosum

Hemos 1levado_a cabo el estudio de cuatro sistemas enzimaticos en
18 poblaciones naturales de M. comosum: Alcohol deshidrogenasa (ADH)
Glutamato oxaloacetato transaminasa (GOT), Isocitrato deshidrogenasa (IDH)
y Glutamato deshidrogenasa (GDH). Las poblaciones analizadas y sus claves
respectivas son las que se indican en la tabla 2.
De los cuatro sistemas enzimédticos analizados,dos de ellos (ADH y
GOT) ya han sido analizados previamente en una tesis doctqral realizada
en nuestfo departamento (Pascual, 1983) y se ha determinado su control
genético, Los dos sistemas restantes (IDH y GDH) se analizan aqui por

primera vez, simulténeamente con otra tesis realizada por Lopez Alonso

‘(1984).

5.4.1 Control genético de la actividad alcohol deshidrogenasa

., El sistema en;imético alcohol deshidrogenasa de M.comosum presenta
dos zonas de actividad ADH: ADH-1 y ADH-2, con expresién diferencial en
los distintos tejidos. La ADH-1 se expresa en réices, ovarios y semillas;
la ADH-2 solamente se expresa en granos de polen. Este Gltimo locus gé-
nico,solamente lo hemos podido analizar en algunos individuos de muy po-
cas poblaciones, por lo que no lo hemos incluido en nuéstros resul tados.
Desde ahora sdlo nos referiremos a la ADH-1 .

Nuestros resultados para el locus ADH-1 coinciden con los previa-
mente presentados por Pascual (1983). Dicho isoenzima presenta un total
de cuatro electromorfos que vamos a denominar a, b, c y d,por orden de- '
creciente de movilidad, siendo el alectromorfo a el mas alejado del or;—

gen (Fig. 62). Los distihtos fenotipos identificados son diez y son el

resultado de todas las combinaciones posibles de los cuatro electromorfos.
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Estos . fenotipos! son: a)  fenotipos . con una sola banda

que coinciden con alguno de los cuatro electromorfos. b) fenotipos-

con tres bandas. En estos individuos las bhandas superior o inferior coin-

ciden con cualquiera de los cuatro electromorfos ¥ la tercera banda con

una movilidad intermedia, y generalmente de mayor intensidad, comporta-

miento tipico de los enzimas dimericos (Fig. 62).

Pascual (1983) apuntd que el enzima. ADH-1 podria estar codificada

pPor un gen duplicado, basandose en una serie de observaciones tales

como: a) La asimetrig de algunos individuos heterocigatos en tejidos soma-

ticos y semillas qQue se podrian deber a efectos de dosis génica. b) La

aparicién de semillas con mas de tres bandas. ¢) La heterocigocis fijada

.

que se observa al estudiar las semillas de algunos individuos tribandea-

dos.

Del andlisis de nuestros resultadossysin embargosse pueden hacer las

Siguientes anotaciones V 12 Todos 1los individuos adultos analizados

nunca presentan mas de tres bandas 4 aunque. en muy raras -ocasiones se han

observado efectos de dosis génica. 2° la progenie heterocigota de 1la mayo-

ria de las poblaciones estudiadas presentan asimismo un méximo de tres

bandas. Estos resultados indican que aunque es posible que exista duplica-

cién génica,el hecho de gue no aparezcan individuos adultos con mas

de tres bandas sugiere o que la duplicacidén esti restringida a algunas

poblaciones o que exista una regulacién diferencial para ambos loci

de ADH. Esto permitiria la expresidén de uno de ellos,sdloyen raices de

individuos adultos. De todas formas para nuestro andlisis vamos a consi-

derar un solo locus génico con ac@%yidad‘épﬂﬂf%ﬁslﬁﬂolkmts analizado raices),

5.4.2 Control genético de la actividad glutamato oxalqacetato transami-

nasa

Al igual que en el caso del jocus ADH-1 nuestros resultados coin-
ciden con los encontrados pcr.Pascual (1983). En todos los individuos
Yy tejidos analizados se detectaron tres zonas de actividad que estan

bien diferenciadas y que, por sus distintas distancias de migracién y su
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comportamiento independiente, hacen pensar en la existencia de tres iso-
enzimas diferentes. Estbs tres isoenzimas 1los vamos a denominar GOT-1
GOT-2 y GOT-3 yen orden de mayor a menor movilidad desde el origen.
Cada uno de los tres iéoenzimas GOT estéd controlado por un isclocus di-
ferente (GOT-1, GOT-2 y GOT-3),de acuerdo con el analisis de herencia
efectuado por Pascual (1983).

Estos tres loci son dialélicos siendo el locus géniéo GOT-1 monomé-

rico, y los loci GOT-2 y GOT-3 diméricos (Fig.64).

5.4.3 Control genético de la actividad isocitrato deshidrogenasa

Todos los iﬁdividuos y tejidos analizados presentan una sola zona
de actividad isocitrato deshidrogenasa, es decir existiria una sola iso-
enzima IDH.

En raices y semillas existen tres tipos de comportamientos fenoti-
picos (Fig.63). Dos de ellos presentan una sola banda (répida o lenta),
y un tercer tipo que presenta tres bandas (una répida, una lenta y una
de movilidad intermedia que presenta una tincién de mayor intensidad
(véase Fig. 63).

En granos de polen, los compartamientos individuales, difieren de
los observados en raices, yé que aunque existen los dos fenotipos con una
sola banda y de igual movilidad a la de las raices, el tercerfenotipo
presenta solamente dos bandas una banda rdpida y otra lenta (Fig.63),no
existiendo la banda intermedia. Este comportamiento de dos bandas en
granos de polen corresponde a los individuos con tres bandas en sus rai-
ces. Esto nos indicaria que esta Unica isoenzima IDH, es de naturaleza
di@érica Yy qQue estaria controlado por un Gnico gen con dos alelos uno

rédpido que vamos a denominar a y otro lento b (véase Fig. 63).
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Los individuos con una sola banda son o bien homocigdticos para el
alelo répido 2 u homocigéticos para el alelo lento b, con lo cual solo
formarian un solo tipo de dimero. En los individuos con tres bandas en
sus tejidos sométicos, el genotipo para este isoenzima seria a/b, por
lo que en células diploides se formarian simultineamente homodimeros ra-
pidos y homodimeros leﬁtos, pero también se formarian heterodimeros ra-
pidos-lentos.

Por otra parte,en los granos de polen(que son c€lulas haploides)
todos los individuos heterocigdticos a/b para el isoenzima_IDH, solamente
podran formar dimeros répidos o dimeros lentos, pero no heterodimeros.
Esta es la razén por la que estos individuos presentan solo dos bandas
en sus granos de poien.

Esta hipdtesis del controlgénico de la IDH por un solo locus con
dos alelos,se comprueba mediante el andlisis de la herencia de la tabla 23

Asi, cuando. se analizan semillas de individuos que presentan una
sola banda (rdpida o lenta) todas las semillas presentan esa misma banda,
pudiéndo existir también semillas de fenotipo tribandeado como resultado
de fecundacidn cruzada con un grano de polen portador del alelo distin-
to al materno. Si el individuo del que se analizan sus semillas es de
fenotipo tribandeado, €stas presentan,como minimo,una de las bandas ma-

ternas o bienpresentan el mismo fenotipo tribandeado.

5.4.4 Contro&vgenéticokde la actividad glutamato deshidrogenasa

Con el sistema de tampones utilizado, el andlisis de la actividad
glutamato deshidrogenasa ha revelado la existencia de una sola zona de
actividad GDH. Su expresidén es constante en todas los dérganos analizados

y muestra una Unica movilidad electroforética, en todos los individuos
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tabla 23 : Analisis de la progenie de algunos individuos representativos

para el iscenzima Isocitrato dehidrogenasa

Individuo Genotipo materno Progenie

1 ' LL 7 LL 2 RL -

2 LL 9 LL 3 RL -

3 RL 8 LL 3 RL -

4 | LL 3LL 4Rl

5 RL - 8 RL. 2 RR
6 RL - 5 RL 2 RR
7 LL | 11 LL 4 RL -

8 LL 10 LL - -

9 RR - 7 RL -
10 LL 10 LL - -

T E Bz
AT -fgzy
& - 9Ty ’,&

&
s



Fig. 62:
Fig. 63:
Fig., 64:
Fig. 65:

123

Distintos fenotipos de ADH-1 en raices de M. comosum. En la foto-
grafia pueden observarse la mayoria de las combinaciones posi-
bles entre los cuatro electromorfos.

Expresién de IDH en raices y polen. Las inserciones de la iz-
quierda corresponden a granos de polen. En ellos se pueden ob-
servar, que no se produce la banda heterodimérica. Las inser-
ciones de la derecha, corresponden a raices. En este tejido sf{
se produce la formacidn de la banda heterodimérica.

Isoenzimas de GOT en raices de M. comosum., En la fotografia se
pueden observar los tres isoenzimas existentes.

Actividad GDH en raices de M. comosum,
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Fig. 62: Distintos fenotipos de ADH-1 en raices de M. comosum. En la foto-
grafia pueden observarse la mayoria de lés combinaciones posi-
bles entre los cuatro electromorfos.

Fig, 63; Expresién de IDH en raices y'polen. Las inserciones de la iz-
quierda corresponden a granos de polen. En ellos se pueden ob-
servar, que no se produce ia banda heterodimérica. Las inser-
ciones de la derecha, corresponden a raices. En este tejido si
se produce la formacién de la banda heterodimérica.

Fig. 64: Isoenzihas de GOT en raices de M. comosum. En la fotografia se

, pueden observar los tres isoenzimas existentes.

Fig. 65: Actividad GDH en raices de M. comosum.
Y e g e
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analizados. Ademés,los resultados obtenidos en el analisis de la herencia
realizado muestran que la banda invariable presente en los parentales, .
aparece siempre en todos los individuos de la descendencia. Por tanto,
podemos consicerar que el isoenzima GDH estd codificado por un gen

monomérfico. (Fig. 65).

5.4.5 Frecuencias genotipicas y génicas

‘Las frecuencias gendtiﬁicas, deterhinadas a p;;tir de ias frecuen-
cias fenotipicas observadas en cada una de las poblaciones, se presentan
en la tabla 24 pafa'el locys ADH-1, en la tablaAzispara los loci GOT-1,
GOT-2 y GOT-3 y en la tabla ég para el locus IDH. Para el locus GDH, los
individuos analizados en cada poblacidén han sido los mismos que para el
locus IDH.

A partir de dichas frecuencias genotipicas hemos calculado, por el mé-
todo de méxima verosimilitud, las frecuencias génicas de los distintos lo-

ci en cada una de las poblaciones (Tabla 27).

‘Lo primero a seﬁalaf en dicha tabla_és que todéé las‘aobi;ciones
presentan, por lo general, los mismos alelos en todos los loci, y con
frecuencias similares, habiendo algunas poblaciones donde faltan algunos
de.ellos. Asi, concretgmente,por lo que respecta al gen ADH-1 es el ale-
lo ¢ el mas frechnte en la mayoria de 1a$ poblaciones,isiendo tan
solo superado en éuatrp de las poblaciones (MEN-1, LLUV, POD y MOY) por
el alelo d y por el alelo b en una (VAL). E1 alelo d es el segundo en
frecuencié, seguido por el alelo b. El1 alelo b no ha sido observado en
una sola poblacién (POD) y el alelo a, que es el que presenta menor
frecuencia, no ha sido observado en dos (GRE y POD).

' El gen GOT-1 es el mas variable del sistema GOT, siendo el alelo

lento (b) el que presenta mayor frecuencia en todas las poblaciones,



Tabla 24:: Frecuencias genotipicas para el locus ADH-1 en }. comosum

: Genotipos
Poblacién a/a a/b a/c a/d b/b p/c. b/d c/c c/d d/4d Total
GRE - - - - -5 20 2 21 28 10 86
RAG - - 1 .1 3 4 3 4 8 8 6 38
ROM - 4 1 3 - 9 3 8 12 6 a6
AVI 1 3 2 1 1 11 4 5 8 - 36.
DUR - 1 a2 - 8 4 9 14 3 45
MEN-1 - - - 1 1 2 2 1 5 6 18
MEN-2 1 1 - - 1 2 2 4 2 - 13
LLUV 1 3 3 6 3 8 12 3 9 10 58
VAL - 1 1 8 3 5 1 - a 2 25
BCA 1 - 3 - - 4 3 6 4 5 26
coz 2 1 2 2 5 13 8 14 s 6 58
MOT 1 1 a - 1 11 a4 11 16 6 55
POA - - 4 3 - 3 - 14 ‘14 3 41
POB . - - -1 - - 3 4 11 15 7 41
pOC - 1 3 < 1 72 1 15 4 45
POD - - - - - - - - 37 10 47
MOY - - 2 1 - 3 4 5 7 10 32
SUR - - 5 - - - 3 7 6 2 23

Gcl

733



Tabla 2% : Frecuencias genotipicas para el sistema enzimatico GOT
Gen': GOT-1 ' L07T-2 GOT--3
Poblacién - b/b a/b a/a Total h/b a/b a’a Total 5/b a/b a/a Total

GRE 80 3 - 83 - - 82 - 82 86 - - 86
RAG 34 5 - 39 1 - 38 39 39 - - 39
ROM 41 6 - a7 - - a7 47 a1 6 - : 47
AVI 30 5 - . 35 - - 36 36 34 2 - 36
DUR . 38 10 - 48 - 1 - 49 | 50 44 6 - - S0
MEN-1 18 1 - 19 - - 19 19 16 3 _ 19
MEN-2 12 1 - 13 - - 13 13 13 - - 13
LLUV 38 7 5 50 - - 49 49 46 3 - 49
VAL 14 3 ;3 18 - 1 17 18 1é - - 18
BCA 26 - - 26 - - 26 26 23 3 - 26
€0z 54 2 1 57 - 2 55 57 56 - 1 57
MOT 58 1 - 59 - - - 59 59 52 7 - 59
POA- 40 - - 40 T - - 40 40. 38 2 L - 40
POB 35 -7 >_ 42 - - 44 44 a1 - - 41
POC 43 2 - 45 - - 45 45 45 - - 45
POD 39 1 - 40 o - - 40 40 40 - - 40
MOY 31 2 - 33 - - 82 82 33 - - 33 5,’

SUR 23 - - 23 ' - - 23 23 22 1 - .23
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Tabla 26: Frecuencias genotipicas para el locus Ipy

Poblacién , a/a © a/b b/b Total
GRE | 1 3 78 82
RAG - 5 28 " 33
ROM 2 10 35 47
AVI - 7 29 36
DUR 3 9 33 45
MEN-1 - 4 15 19
MEN-2 - 2 11 13
LLUV - 1 49 50
VAL - - 18 18
BAC 1 10 15 26
coz 1 11 46 58
MOT - 2 57 59
POA - 6 34 40
POB - 22 22 44
POC 1 5 39 45
POD - 9 21 30
MOY - 10 13 23
SUR - 2 20 22

690



Tabla 27:!Frecuencias génicas para los seis loci. analizados

Locus

Adh-1

jo]

o m

GOT-2

GOT-3

IDH

n= numero de individuos analizados para cada locus en cada poblacién

Poblaciones
GRE RAG ROM _ AVI  DUR MEN-1  MEN-2  LLUV VAL
86 38 a6 36 45 18 13 58 25
.00 .07 .09 .11 .08 .03 .12 .12 .20
L1921 17 .28 .14 .17 .27 .25 .26
.52 .37 .41 .43 .49 .25 .46 .22 .20
.29 .36 .33 .18 .29 .56 .15 .41 .34
83 39 46 36 45 19 13 50 19
.02 .06 .06 .07 .10 .03 .04 .17 .14
.98 .94 .94 .93 .90 .97 .96 .83 .86
82 39 47 36 50 19 13 49 18
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00  1.00 1.00
.00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
50 39 47 35 50 19 13 49 18
1.00 1.00 .94 .97 .94 .92 1.00 .97 1.00
.00 .00 .06 .03 .06 .08 .00 .03 .00
82 33 47 36 50 19 13 49 18
.06 .00 .06 .03 .06 .08 .00 .03 .00
1.00 1.00 .94 .97 .94 .92 1.00 .97 1.00
82 33 47 36 50 19 13 49 18
1.00 1.00 1.00 1.00 1.00  1.00 1.00 1.00

1.00
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tabla 27 (continuacién)
Locus Poblaciones
BCA coz MOT POA POB POC POD MOY SUR
ADH-1
n 26 58 55 41 41 45 47 32 23
a .10 .08 .07 .09 .01 .04 .00 .05 .11
b .13 .28 .17 .04 .09 .13 .00 .11 .07
.44 .41 .48 .50 .50 .54 .39 .34 .54
d .33 .23 .28 .28 .40 .28 .61 .50 .28
GOT-1 .
n 26 57 59 40 42 45 40 33 23
.00 .04 .01 .00 .08 .02 .01 .03 .00
1.60 .96 .99  1.00 .92 .98 .99 .97  1.00
GOT-2
n 26 57 59 40 44 45 40 33 23
a 1.00 .98 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
b .00 .02 .00 .00 .00 .00 .00 .00 .00
GOT-3
n 26 57 59 40 41 45 40 33 23
.06 .02 .03 .00 .00 .00 .00 .00 .02
.94 .98 .97 . 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 .98
IDH
n 26 58 59 40 44 45 30 23 ‘22
.23 .11 .02 .08 .25 .08 . .15 .22 .05
.77 .89 ,98 .92 .75 .92 .85 .78 .95
GDH
n 26 58 59 40 44 45 30 23 22
a 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

n= nimero de individuos analizados para cada locus en cada poblacién



habiendo dos poblaciones en que dicho alelo aparece fijado. Le sigue en
variabilidad el gén GOT-3, cuyo alelo mas frecuente es el lento (b),

estando fijado en ocho poblaciones. El gen que presenta menor variabili-

dad es el GOT-2, estando la mayoria de las poblaciones fijadas para el

alelo (a).
Por lo que respecta al gen IDH, el alelo méds frecuente es
el alelo b , habiendo poblaciones en que el alelo at' también se pre-

senta con cierta frecuencia. Solamente 1la poblacidén de VAL se encuentra

fijada para el alelo b

El gen GDH aparece fijado para un solo alelo en todas las pobla-

ciones, es decir es monomérfico.

5.4.6 Medidas de la variabilidad génica

Son varias los estadisticos que pueden medir la cantidad de varia-
bilidad genética existente en una poblacidén,siendo la heterocigosidad, o
la frecuencia media de individuos hefé;égigotos de una poblacién,la mis
eficiente (ﬁ)

En la tabla 28 se presentan la heterocigosidad observada en cada
uno de los loci, en todas las poblaciones. Se observa que la heterocigo-
sidad es muy alta en ADH—l,ya que es un lo;us multialélico, hay una
hetérocigosidad media en los loci IDH y GOT-1l, siendo muy reducida en
el locus GOT-3 y casi nula en el locus GOT-2. El locus GDH,al ser mono-
mérfico,presenta una heterocigosidad nula.

La heterocigosidad media para cada poblacién s H; el nidmero
de alelos por locus,A,y la broporcién»de loci polimérficos,P, se recogen
en la tabla éé.

Los valores de heterocigosidad observada en todas las poblaciones
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Tabla 28

Poblacidn

GRE
RAG
ROM
AVI
DUR
MEN-1
MEN-2
LLUV
VAL
BAC
coz
MOT
POA
POB
POC
POD
MOY

SUR

por poblaciones

IDH

.04
.15
.21
.19

.20
.21
.15

.02

.38
.19
.03
.15
.50
11
.30
.43

.09

. ADH

.58
.53
.70
.80
.73
.55
.54
.71
.76
.54
.53
.65
.59
.56
.62
.78
.53

.61

Gor-1
.04
.13
.13
.14
.21
.05
.08
.14

.17

.04

.02

GOT-2

;" Heterocigosidad (Hi) génica observada en cada urio de los loci

GOT-3

.13
.05
.12

.16

.06

.11

12

.05

.04
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Tabla 29 : Heterocigosidad (H) génicavobservada,proporcién de loci polimor-
ficos (P) y nGmero de alelos por locus (A),en cada una de las

poblaciones analizadas

Poblacién H A P (.95) P (.99)
—22acion

GRE A1 1.50 16.67 33.33
RAG .13 1.83 50.00 50.00
ROM .19 2.00 66.67 66.67
AVI .20 2.00 50.00 66.67
DUR .20 2.00 66.67 66.67
'MEN-1 .16 ' 2.00 50.00 66.67
MEN-2 .13 1.83 33.33 50.00
LLUV .15 2.00 33.33 66.67
VAL .16 1.67 33.33 33.33
BAC .17 1.83 50.00 . 50.00
coz .13 2.17 33.33 \ 83.33
MOT .13 2.00 16.67 50.00
POA .13 1.83 33.33 50.00
POB .20 1.83 50.00 50.00
POC .13 1.83 33.33 | 50.00
POD .18 1.50 33.33 50.00
MOY 17 1.83 33.33 - . 50.00
SUR 12 1.83 16.67 50.00
Media .16, 1.86 38.88  54.63

ES .007 .04 3.56 2.95
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Fig. 66: Répresentacién gréficé de las frecuencias de los alelos a 'y b

de la ADH-1 en las poblaciones analizadas
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GRE RAG ROM AVI DUR MER-1 MEN-CLIUV VAL BCA OOz MOr POA FOB PbC ROD MOY SR

‘Fig.67 Representacidén grafica de las frecuencias de los alelos c y d de 1la

ADH-1 en las poblaciones analizadas
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Fig. 68: Representacién grafica de las frecuencias de los alelos a de la

IDH y a de la GOT-1 en las poblaciones analizadas

GElL
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son muy similares y van desde valores de .11 en la poblacidén de GRE has-
ta .20 en las poblaciones de AVI, DUR y POB. El valor medio de la hete-

rocigcsidad en el conjunto de las poblaciones es de .16 ¥ .o07

La proporcién de loci polimérficos por poblacién,con el criterio
del .95,varia desde 16.67 hasta 66.67 con una media de 38.88% 3.56° (Con

. el criterio del .99 varia desde 33.33 hasta 83.33 con una media de

54.43% 2.95,

5.4.7 Estructura genética de las poblaciones

Como se puede observar en las Figs.éﬁ, 67 y 68,10s tres loci que
presentan mayor variabilidad (ADH-<1, IDH y GOT-1) presentgn una
gran heterogeneidad geografica.

‘ En la tabla 30 se recogen las estimas de los indices de fijacién
(Fi)para cada poblacidén y para cada locus. Para el locus ADH-1,los indi-
ces de fijacidén toman,en la mayoria de las poblaciones,valores negativos,
lo que indicaria un exceso de individuos heterocigotos. Los valores ex-
tremos para este locus 'son de +.3806 en la poblacién de MEN-2 y -.6545
en la boblacién POD. '

Igualmente,lqs indices de fijacién para los loci IDH y GOT-1

toman valores negativos en gran parte de las poblaciones,siendo para

. IDH los Qalores extremos los de +.3773 en la poblacién de GRE y de
-.3333 en POB , y para GOT-1 los -de +.5431 en.la poblacidén de"
CcozZ 9 de -.2626 en la poblacidén POD.

En las poblaciones en las que se ha observado variabilidad para el

locus GOT-3,4l0s valores de Fi son negativos, variando desde +.0454 en la

poblacién de AVI hasta -.2755 en la poblacién POA. Para los loci GOT-2 y

GDH,no hemos realizado célculo de los indices de fijacién,al presentar



TaSla 30 .

Poblacién

éRE
RAG
ROM
AVI
DUR -
MEN-1
MEN-2
LLUV
VAL
BCA
coz
MOT
POA
POB
pPOC
POD

MOY

SUR

Valores

de Fi para cada locus en cada una de las poblaciones

-.1180
.3é26
.0114

-.1899

-.1560

-.0370
. 3806

-.0050

-.2500

.1414

.2872

-.0013

~-.0670
-.1182
-.0731
-.6545

.1644

.0373

IDH
.3773
-.0293
.1656
.0802
.2912
-.0752
-.0451
-.0307
+1
-.0858
.0313
.1352
~-.1520
~-.3333
.0149
-.1764
~.2680

.0430

GOT-1

.0779

-.1365

-.1317

-.0972

~.1574

.0956

-.0016

.5038

.3078

+1

.5431

.1439

+1

-.1322

-.1337

-.2626

-.0413

+1

992-3
+1
+1
-.1317

.0454
-.0638
-.0726
+1

-.0519

+1

-.0229
+1
-,0518
-.2755
+1
+1
+1
+1

-.1091
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una escasa o nula variabilidad.

Para comprobar si e] exceso o defecto de individuos heterocigotos '

detectado en algunos loci y en algunas poblaciones es estadisticamente

significativo v hemos realizado un analisis estadistico mediante

los estadisticos Ji-cuadrado y Ts de Student para frecuencias normaliza-

das, respecto a las frecuencias de equilibrio.
En la tabla 31 Se recogen los valores obtenidos, (los valores con

una + en su parte anterior coresponden a valores de Ts' vy el

resto son valores de Ji-cuadrado). Pasamos a analizar dichos datos,locus

a locus:
Por lo que respecta al locus ADH-

1 hemos aplicado un test

de Ji-cuadrado simple. En algunas poblaciones,en las qQue algunas clases

genotipicas no estan presentes, hemos combinado las distintas clases de

tal forma que los valores esperados en las clases nuevas sean

mayores de uno. El ndmero de clases resultantes es el que se considera para

calcular los grados de llbertad En 1la poblac1on POD que solamente pre-

senta dos clases genotipicas, el analisis estadistico lo hemos realizado

mediante una Ts para frecuencias normalizadas,

Todas las poblaciones presentan valores de Ji-cuadrado. que no son

estadisticamente significativos. Sin embargo la poblacién POD presenta

valores de T que son estadisticamente significativos para la frecuencia

de la clase genotipica c/c,T = 3.88 » PX0.05 y para el genotipo c-d,

T, = -3.55, p>> 0.05.

Para el locus IDH,los valores de Ts Que se recogen en la tabla son

los referidos al genotipo a/a;el resto de genotipos no‘presentan valores

estadisticamente Significativos. Todos los valores son estadisticamente

no significativos excepto en el caso de la poblacién POB cuyo valor de,



Tabla 31: Valores de Ji
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-cuadrado y Ts de Student, résultantes de la compa-

racién de las combinaciones genotipicas observadas para los cinco

loci variables,

berg, en cada poblacién.

Los valores sefialados con

* 3%

Poblacién ADH
GRE 9.16
RAG 5.30
ROM .96
AVI 1.60
DUR .55
MEN-1 .60
MEN-2 . 1.95
LLUV .64
VAL 4.34
BCA 1.16
coz 7.42
MOT 1.64
POA | .15
POB .50
PQC ‘ 2.84
POD + 3.88
MOY 2.13
SUR .95

+

IDH

2.58

.94
2.12
.57
"~ .45

.11

.92
.92
.20
.80
2.63
.57

1.77

1.67

.36

* %

GOT-1

+ .29

+ .68

+ .65

+ .75

+1.19

+ .20

+ .23

12.69 *x»

1.65

.82

.23

.13

.27

GOT-2

+°1.28

+, son valores de Ts de Student. Solamente se

con las esperadas seglin el equilibrio de Hardy-Wein-

GOT-3

presentan los valores de TS para los genotipos a/a del locus IDH, a/a del

locus GOT-1, b/b del locus GOT-

2 y a/a del locus GOT-3.
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TS=2.63,sfualcanza el nivel de significacién. El resto de los valores de
Ji-cuadrado no son estadisticamente significativos.

Para el 1locus GOT-1,solamente la poblacién de LLUvrﬁfesenta dife-~
rencias significativés respecto a las frecuencias de equilibrio. El resto
de las poblaciones apareéen en equilibrio de Hardy-Weinberg.Asimismo, los

valores presentados son los referidos al genotipo a/a.

Por lo que respecta al locus GOT-3, todas las pruebas realizadas

han sido mediante TS de Student y 1los valores que se recogen en

‘la tabla 31 son los que se refieren al genotipo a/a. Los valores obte-

nidos no son estadisticamente significativos, estando ybues ; todas las

voblaciones en equilibrio,

En la tabla 32 se presentan los valores de los indices de fija-

cién (FIS’ FST y FIT) y Ji—cuadrado, para cada locus en el conjunto de
las poblaciones

FIS toma valores negativos para ADH-1 y GOT-3, lo que indica un
pequeflo exceso de heterocigotos en el conjunto de las poblaciones (los
valorés de FIS se han calculado solamente con losiQaloreé de Fi que

fueran diferentes de +1.000 en todos los casos, es decir enaquellas po-

blaciones en que existe variacién).

Los valores de FST' nos indican que existe cierto grado de dife-

-renciacién entre las poblaciones. En este mismo sentido, podemos obser-

var que los valores de Ji-cuadrado de contingencia obtenidos entre pobla-
ciones, para cada uno de los locus, presentan valores estadisticamente
significativos, lo que nos indicaria que las poblaciones se diferencian

entre si.

Por otra parte,el estadistico FiT/”toma valores negativos solamen-

te para el locus ADH-1, lo que indicaria que, en el total de individuos
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de todas las poblaciones,existe un exceso de heterocigotos para dicho lo-
cds; el resto de los loci presentan valores positivos lo que indicaria

que existe un ligero defecto de individuos heterocigotos.

Tabla 32: vValores de los estadisticos F de Wright y Ji-cuadrado de

contingencia, para cada uno de los locus, en el total de

poblaciones.
Locus - F F }? F
IS ST IT
. ADH-1 -.0409 .0491 192.304 -.0542
IDH .0321 .0592 96.03 .0887
GOT-1 .0518 . .0477 68.403 .1461
GOT-3 -.0811 .0300 38.370 .0075

5.4.8 Diferenciacién genética entre las poblaciones de M. comosum

Como ya se ha seflalado en el apartado de métodos estadisticos,son
dos los indices de distancia genética que hemos usado en la diferen-
ciacidn de las poblaciones analizadas electroforéticamente. Uno es el
indice de distancia genética no sesgada de Nei 6 (1978),y otro el indice
de distancia genética de Prevosti (1974). ‘

En la tabla 33 se presentan, por encima de la diagohal,las distan-
cias genéticas calculadas mediante el indice de distancia D y,por'debajo
de la diagonal,se presentan los indices de similaridad I. El rango de va-
riacién para 6 oscila entre .026 entre las poblaciones de VAL y
POB y .000 entre las poblaciones de ROM ¥y MOT, presentando en general
distancias genéticas muy pequefias entre poblaciones.

‘A partir de esta matriz de identidad genética se construyd



Tabla 33: Identidad genética I de:.Nei (1978) entre las poblaciones de M. comosum (por encima de la diagonal) y Distancia genética.

no sesgada D ae Nei (1978) (por debajo de 1la diagonal). Ambos indices se calcularon solo con los datos génicos.

T S OO B U Sy ‘
1.6an1.s.sranac ~_ofe 0.39% 0.994 0.995 1,000 0.397. 0.391 0.6 0.344 1.007% 0.996 0.998 J.$9% L.380 G.981 1,997 G.595 0.9vi
2 chvxj.r.ﬁr?naﬂa_ 1,903 0.0200 5.398 0.992 0.990 0.995 3.38C 9.99¢ G.995  J.9%8  1.000 2.999 .5, 1.990 D.¥I31 J.984n 1.900  J.799¢
S'notrxlnjo.sr;nan ..008 3,002 0.00¢ 0.998 0.986 1.000 0.98«_  0.282 1000 0.937 9.999 1,000 C.9uf C.98R  0.9B9  0.79: 1.006 1.C0¢
4 Portugal 2 3.005 3.6C8 - 0.002 0,000 0.992 12000 0.38¢ 0.987 .80 J.%397 0.993 0.996 0.09l G¢.97c. 0.976 0.982 0.995 U.997
S Portugal 8 . 0,600 .01 0.012 0.008 n:ooo of;9~ 2.9%4  2.996 Soedl 9.996  0.993  0.993  L.337 5.277  G.97& 3.38¢ 3,988 a.aéf
¢ Portugal C ).953 4.082 0.000 0.0CC 9.006 o;éoo Gev8k  .990 1,500 0.99% 35993 3.929 $.337 J.3RI D.983 Q.98 1,006 1.000
1 Portugal D 6.00% ;,azb 0.914 0,014 J.006 o;bia 1,005 6.93% 2,987 -3.987 0.996 0.989 .07 2,979 G.9TS  3.955 0.9?5 1.983
8 ;oya.G.Canar G.GL1 3.516G 3,012 0.013 J3.001 04010 3.00% Z.d00 1,335 3.5%6 9.996 0.9%4  G.vso  1-985 0.383  U.99¢ 1.985% '0.935
9 S.yrs.Tanerits D004 .00 2.000 0,066 G.009 0.000 .315 G.911 5,040 9,9?9 0.93&; 9.999 J.3%3 0.982 0.982  ).9B¢ o.9z§ 5.999
10 Jurance.fFrance G.50%  J.0DZ V.00 1,003 0.002 0.001 .ot J.00& %.032  2.000 0.923; 1.09C D90 098¢ D.9%  J.yEl 5.996  5.995
11 Rag;;a. taly A.9G4 .07 .00y N.C007 .07 0.002  1.01. 2.0Ge 5e036  D.002  3.000 1.00C  L3IPE  J.99& G.3vs 0237 3.99%9  2.997
12 Roma.ltaly G.702  3.001  S.00C 0.046 0,027 0.001  A.UIL C.0606 50531 6.000 0.000° £.0Gu  J.e:® 0,954 U.¥9L (0.39° 1o930  9.998
13 Avanon.?rence G.5.5  2.000 0.007 4,638 $.012  0.002 .92 L.Uls U.005 0.002 0,002 ©.0%° o huh 30989 0.992 B.9s4 1,330 2.996
14 Lxuvx.naxlé}ca G020 1.0G1C  A.oll A.02e 3.023 0.017 40020 1.1 Tellz J.016 0.004 CL0u¢ i 911 a.007  1.9002 §<99R 0.938 3.985%
15 valdam.Mal:orza S 30809 G.fii d.ld6 u.07% 24017 J.02¢ .07 B.n17 0.015 0.066 £.0u<  .Shc ".300 D9.000 3.990 3.%32) 0.53¢
15 WINZACA- . S.0 e 3 012 Je011 0 3.hin o 0.011 0 0.C1e 2L0lc tlddn 2,016 9.011 0.003 3.0 e $.307T  2.010 3.24C 0.333  J.984
17 Mol URLA=C G0 f L,.u00 9.00C H.353% 0 Jl012 0.00C J0IE ienls 3.002  J.001 0,005 .00 Lo 0.01Z MJ30E 0 9.01F 0.350  9.999 -

(44!



un dendrograma usando el método UPGMA (Fig.69). Las medidas de bondad de
ajuste de dicho &rbol son:
~ F (Farris, 1972) = .474

-~ F (Prager y Wilson, 1976) = .312

Porcentaje de desviacidn estandar (Fitch y Margoliash,1967)= .444

Correlacién cofenética = .776

Mediante el indice de distancia genética de Prevosti se obtiene
la matriz de distancia genética que se presenta en la tabla 34. Los va-
lores extremos de esta matriz son .0l4 ,entre las poblaciones de SUR y
POA,y .123,que es la distancia existente entre VAL y POD. También,a par-
tir de los datos de esta matriz de distancia genética hemos construido
el dendrograma que se presenta en la Fig. 70, usando asimismo el método
UPGMA y optimizando para hacer minima la F de Prager y Wilson. Los
valores de bondad de ajuste de dicho arbol son:

- F (Farris ,1972) .882

F (Prager y Wilson, 1976 ) = 9.083

Porcentaje de desviacidén estandar (Fitch y Margoliash, 1967) = 12.348

f

Caorrelacidn cofenética = .937

f

Longitud del arbol .374

En los :gré&ficos obtenidos por medio de ambos indices se puede
observar que no existe relacién entre la distancia geogréfiéa y la
distancia genética, sino que las agrupaciones 'que se obtienen en
ambos dendrogramas se hacen sin seguir ningln patrén de diferenciacién
geografica. Sin embargo,existe una excepcién a esta norma que se puede
observar en ambos dendrogramas; la constituyen las poblaéiones de LLUV
y VAL, ambas localizadas en la Isla de Mallorca,y que se separan del

resto de las poblaciones.
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___:iififszt _____________ ;-_“Q_-:-,-_--:--_--_:-".__A--___---______:____________:_ Lo 11 12 12 14 15 16 '
1 Zanales.Granadn NP
2 Lozvijar.Lranaae Daot lettin
3 Aotrilejo.branan Joi o7 Jed= ‘;.uu‘ .
4(fortugal A Q057 D.OLE 3.035 0.000 ; .
5 Portugal ® 0.94% J.UTE 0.031 0.074  2.9000 .
6 2ortugal ‘ Je0a 1,046 3.02 3.024 LY J3.000
1 Portugal U JeD77 2030 TLO33 0 04072 2.U0s0 0,069 G.J0C
8 Aoya.G.Canarias 0.04¢ G.C70 1.080 0.082 0.240 0.062 0.040. 2.000
9 s.Urs.Tener fe 0.0§ SL.C57 N,025 0.014 0.075  0.024 0.077 0.081  0.006
10 Jurance.france .08 .08y D049 0,058 .26 0.048 0.081 0.066 §.054 3,060
11 Ragusa.ltaly C.0éd J.nle ;.044_ 0.05¢6 9.962 3.037 0.067 0.052 g.nse 5,054 u.dOu
12 Roma.Italy f?.Géé C.C37  L.035 0.068 0,070 2.040 0.078  0.069 0.045F 4.035 2.922 0,000

 §§;Av1gnon.Francs 0.056 3.020 $.050 0.061 0.081 0.051 0.094 0.085 0.057 D.0%0 {.53% o.osi 0.000

Bt .01 00102 00105 2.094  0.116 0.099 2,082 5,086 3.555 0.066 0.070 3.000

i??;luix.Hailarca [ RN «

15 Valdem.m2llorca L1 .07 0LCTE 0.106  0.111  0.090 0.123 0.105 (.032 0.092 3.05¢ 0.071 0.073 9.027 0.000

16  MENORCA-1 Jouli S.ffU 5.0T2 0,086 0.088  0.070 0.055 0.051 9,085 0,075 .0s8 0;652 0.08¢ 0.077 0.094 9.200

17 MENORCA-2 T9.eTI SLurT 3.645 0055 0.08¢ 0.037 0.092 0.082 9.085 0.002 0.038 0.066 0.019 0.081 0.075 0.087 2,040

18 RECIA 0.077 .05 3.021 0.066 9.07T3 .025 0.079 0.081 0.03£ 3.065 $.046 0.051 0.064 0.082 0.074 0.981 .ge 3

Tabla 34 : Distancia genética de Prevosti (1974) entre las distintas poblaciones analizadas, calculada con las frecuencias

génicas solamente.
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Fig 70: Representacién grafica de las distancias genéticas existentes entre las poblaciones de M. comosum. El dendro-

avl

grama se ha construido a partir de la matriz de distancias genéticas de Prevosti (1974), obtenida con los da-

tos cromosémicos y génicos conjuntamente.(Tabla 39).
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Hemos comparado,.al igual que haciamos con el dendrograma corres-
pondiente a los datos de frecuencias cromosémicas, los dendrogramas ob-
tenidos mediante ambos indices s con los graficos bidimensionales obteni-
dos cuando se somete la matriz de datos constituida por las frecuencias
génicas en las distintas poblaciones a un andlisis.factorial.

Hemos utilizado,al igual que »jara las frecuencias cromosémicas,
dos anédlisis factoriales, el de componentes principales y el de corres-
pondencias 4 2n el tratamiento de nuestros datos, Solamente expondremos
el andlisis factorial de correspondencias, ya que en ambos casos los
resultados son muy parecidos eﬁtre si.

En la tabla 35 se recogen los valores de los dos priméros factores
junto con las distancias de los diferentes puntos al origen de coordena-
das. Como se obserya en dicha tabla,el factor I estd determinado positi-
vamente por los valores de las frecuencias del alelo a del locus GOT-1
(GAA); negativamente por las frecuencias del alelo a del locus IDH
(IA) .y por las frecuencias de los alelos d y ¢ de la ADH-1 (AC y AD).

El factor II estd determinado positivamente por la frecuencia del
alelo a del locus GOT-1 (GAA) , por la del alelo a de la IDH (IA) y por
la del alelo d de 1la ADH-l (AD). Negativamente el factor II estd deter-
minado por las frecuencias del alelo ¢ de la ADH-1 (AC) y dél alelo b
del locus IDH (IB). |

De eéta forma,podemés observar en la Fig., 71 como las pobla-
ciones Quedan distribuidas en el plano bidimensional segin las frecuen-
cias que presentan para los distintos alelos. Concretamente,existe un
primer agrupamiento en la parte superior derecha del grafico formado
por las poblaciones VAL y LLUV, que se diferencian claramente’ del

resto de poblaciones principalmente debido a 1las frecuencias del
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Tabla 35 : Factores de las observaciones y de las variables de la matriz

constituida por las frecuencias de los diferentes electromorfos de M. comosum

: Distancia . Coordenadas

Observaciones | al origen Factor 1 Factor 2
GRE o 0.0683 0.0188 ‘ -0.1808

RAG ‘ "~ 0.0155 0.0704 0.0269

ROM 0.0265 0.0373 -0.0051

AVI ' 0.0433 0.1514 -0.0528

DUR 0.0444 -0.0210 0.0599
MEN-1 | 0.0911 o ~0.0922 0.1370
MEN-2 ‘ 0.0553 0.1371 -0.1272
LLUV 0.1421 0.3049 0.1845

VAL 0.1639 0.3577 0.1340

BCA 0.0735 ~0.1875 0.0281

coz . 0.0305 0.0843 -0.0522

MOT " ©.0308 0.0238 -0.1542

POA 0.0828 -0.1449 -0.0051

POB 0.0920 -0.1380 ‘ 0.1549

POC 0.0291 -0.0535 -0.1257

POD 0.1368 -0.2870 0.1276

MOY 0.0794 -0.1934 0.1697

SUR 0.0495 -0.0654 -0.1612

Distancia Coordenadas

Variables al origen Fagtor 1 Factor 2
ADH-1 (AA) ~0.3319 0.3639 0.0825
ADH-1 (AB) 0.2512 0.4267 -0.0103
ADH-1( (AC) 0.0662 -0.1196 - -0.1952
ADH-1 (AD) 0.1179 -0.1560- 0.2461
IDH. (1A) B 0.5628 -0.5020 0.3325
IDH (IB) - 0.0074 0.0568 -0.0387
GOT-1 (GAA) 0.9151 0.6914 0.5478
GOT-1 (GAB) | 0.0026 -0.0348 -0.0306
GOT-3 (GCA) 1.2140 -0.1630 -0.0318
GOT-3 (GCB) 0.0009 , 0.0058 -0.0010
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Fig. 71: Grafico factorial obtenido mediante el andlisis de corres-—
cuando se tienen en cuenta las frecuencias de los alelos

de los loci GOT-1, GOT-3, ADH-1 e IDH.
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los aleloé a y b de la ADH-1 y del alelo a de la GOT-1. Un segundo agrupa-
miento, formado por las poblaciones MEN-1, POB, MOY y BAC,se diferencia
debido a las frecuéncias que dichas poblaciones presentan de los alelos

4 de la IDH y del alelo d de la ADH-1. Un tercer grupo de poblaciones,
fo?mado bor las pobiaciones de SUR, POC y.POA,se diferenéia. claramente

debido a la frecuencia del alelo ¢ de la ADH-1.

5.4.9 Variabilidad genética total (cromosémica y génica) en el conijunto

de poblaciones

Finalmente,hemos intentado averiguar la cantidad de variabilidad ge-
nética total existente eﬁ las poblaciones de M. comosum analizadas
v la diferenciacién genética total existente entre ellas.

Para ello hemos analizado conjuntamente los datos cromosémicos y
génicos,’ . déndole a las dos ordenaciones cromosdémicas (in-
versién y segmento) el tratamiento de dos loci génicos dialélicos. De es-
ta forma,en la tabla 36 se presenta la heterocigocidad media observada
en cada una de las poblaciones, asi como la heterocigocidad media de
todas las poblaciones. La hetérocigocidad individual en cada poblacién
varia desde valores de .08 en la poblacidén de MOT hasta .32§n la, pobla-
cione de LLUV La heterocigocidad media observada en el conjunto
de las poblaciones es de .18% .05,

El nimero medio de alelos observados por locus (A) varia entre
1.6 en la poblacién de GRE y POD hasta 2.00 en las poblaciones de
C0Z, AVI y LLUV con una media de 1;871:.03 .

El porcentaje de loci polimorficos (P), segin el criterio del
.95,yaria desde 12.5 en lg poblacidén de MOT hasta 62.5 en POB y ROM, con

una media en el conjunto de poblaciones de 44.44 X 2.98 yysegin el
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Tabla 36: Valores de Heterocigosidad genética observada (H), proporcién
—
de loci polimérficos (P) y nlmero de alelos por locus (A), en cada

una de las poblaciones analizadas. Estos valores se han calculado

a partir de los datos cromosémicos y génicos conjuntamente.

Poblacién H A P(.95) P(.99)
GRE .21 1.6 25.00 50.00
RAG .14 1.8 50.00 50.00
ROM .23 1.9 62.50 62.50
AVI .24 | 2.0 50.00 75.00
DUR .23 2.0 62.50 75.00
MEN-1 .28 1.9 50.00 62.50
MEN-2 .20 1.8 37.50 50.00
LLUV 33 2.0 50.00 75.00
VAL 31 1.8 50.00 50.00
BCA .23 1.9 50.00 62.50
coz .12 2.0 37.50 75.00
MOT .08 1.8 12.50 50.00
POA 11 1.8 37.50 | 50.00
POB .27 1.§ 50.00 62.50
POC .19 1.9 50.00 62.50
POD .22 1.6 37.50 62.50
MOY .20 “1.9 , 37.50 62.50
SUR .12 1.9 37.50 62.50

Media .21 1.87 44,44 61.11

ES .02 .03 2.98 2.17
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criterio del .99,varia desde el 50% hasta el 75% con una media de

61.11 f 2.17.

A partir de 1la mafriz de datos constituida por las frecuencias
cromoséaicas Yy génicas, de las 18 poblaciones en las que se han analizado
simul taneamente dichos caracteres,hemosvcalculado la distancia»genética
mediante el indice de distancia de Prevosti (1974). En la tabla 37 se
presenta la matriz de distancia genética obtenida. Los valores extremos
obtenidos son los existentes entre las poblaciones de VAL j POAcon .155,
y de .028 entre las pobiaciones de MEN-2 y AVI. La distancia genética
media entre las 18 poblaciones analizadas es de .082 ¥ una Psl = .002

A partir de Ia matriz de distancias genéticas obtenida, y mediante
el método UPGMA, hemos obtenido el dendrograma que se prgsenta en la
Fig. 72 que ha sido optimizado para hacer menor la F de Prager
y Wilson (1976). Los valores de bondad de ajuste son:

- F (Farris, 1972) = 1.144

F ((Prager y Wilson, 1976) = 9.172

I

Porcentaje de desviacién estandar (Fitch y Margoliash, 1967) = 12.682

t

Correlacidn cofenética = .938

Longitud del &rbol = .485
En dicho dendrograma,y,al igual que ocurria cuando se analiza por
separado la variabilidad cromosémica y la variabilidad génica, la orde-
nacién de las poblaciones se realiza sin seguir ningin patrén geogréfico,
pero al igual que ocurria anteriormente,las poblaciones de Mallorca,
(LLUV y VAL) se diferencian claramente del resto de las poblaciones.
Hemos realizado, asimismo unandlisisffactorial de correspondencias
con la matriz de datos constitqida por los datos cromosémicos y génicos

de cada una de las poblaciones.



e mmmeeemm— e m—mm—m———— ---;---duf ................................ S e el o
iiuiuiahes R SN el S L. P lel s 7 18
‘ Akt ot b - -
: Canales.Granada 2.0380 °
‘Cozvijar.vcr;nada 0.072 0,000. . o -
3 nau—’ii&jo‘_{;‘fé}anad 1.075 0.043 04000
& Portugal A 0,076 0.044, 0.036 0.000
SiPaptagat 8 0.05C o.ogq;;;_\'_ﬁ "-'bo.oé‘y-_,;.bibp'ﬁ.
- W.-t_»,j;_,fi;,c 3.083 0.10% 62095 {0.087 -0.07% . 0.000 - L
Y;eortugal o 7.950  G.080. - 5.092 '0.076 01086 0098 0.000 ‘
8 Nova.G.Canarias (.05 9.09¢ 0.106 0.C99 0.038 Q;q‘77' 9.047 0.000
,:;}:xﬁ;iﬂfs.Tonerife ).058  3.052 q.ouA 0.021 0.087 0.076 0.078 0.097 Coasn
iﬁ Qurance.france U.03% 0,066 6.073 0.072 0.0649 0.076 0.0638 0.06S J.06% 3. 500

it Ragusa.ltaly 34071 9.03C D.045 0.04& 9,082 9.092 J.088 0.074 J.343 Q.oss ey

12 Roma.ltaly 0.244 5.059% 0.06% J.067 ;0.062 0.067 0.072 ‘0;059 1079 L8339 TLusi 9.920

13 Avignon.France D037 3.067% J.109 0.198 %0.09k 2.043 0.113 0.090 0.10% 3;0?7 HaN3% 0,359 0,000

1« Lluvi.Mallorca Fel22  0.12% 2,131 G.1e7 00106 04113 0.:136 3.106 ).126 02,10« 4,109 ".088 90.059 0.0065

15 Yaldem.Mallorca J.132 3.173 0.161 0,15¢ 7.118 0.091 D166 (116 jﬁ.li‘ 3.1~ TS 0.593 0.03¢ 3.035 G.000

16 MINORCA-1 3.093  3.11e 0,124 00126 2.102 0.059 9.086 0.066 -3.125 2.0:' .101 G.010 0.0%2 3.105 0.100 ©.000

17 MENQORCA-2 Je}30 LTI L.090 0.232 0 0.037 0.046 D.102 :0.079 J.O?l; 9.5?5 ©<.975 0.052 0.028 0.098 0.080 0.076 0.C00

1% 620l SOITE a.fE3 L0710 B.74E 0 2.97C 0.040  1.085 0.069 J-0TX 0.07: 0.073 0,054 0.066 C.090 0.084 0.080 0;046 0.041

et i e et et S « A

Prevosti (1974] entre las distintas poblaciones analizadas cromosémica y génicamente,simulténeamente.

(3] |




DISTANCE FRDM ROOT

0.00 0.0l vebd G.03 0.04 S.US 0.0

Prmmmtarm b e~ =t st P S QU S IS QLA Y

sxgenayrounaxgeknxyss Canales,.Granadas _
-~ - . . B

] t
TT1L L FACTUEREIBEX T CXRRKRGXAXRTNALL Portugal B
« L3 &
L] P2 L T3 CUARERUNSEIPRXRRA QIR G e XCAGGBR® Portugal O
- * & LI S ) . ’
SEEREEHGURY . . GAXTEREEBOAGXREXEXERTEEFRREERREE HENORCA-T"
x B * o . o .
= s - FLREIRNXEEREEGEESRE LS Hoy‘;G;Cananiq;
* "#l o A . .
res ‘deaghesrexrutsares Durance.France.
L3R T . ‘
* 2 c¥vT e flotrilejo.Granad
3 XU AR .
“a b * BEBZEART LT cwx GRECIA
® EEEEBRAETIE
3 2 T taaFex¥sat Pgrtugal A
2 = ICXIRFI AL
S sane Beaaasr S Urs.Teneri‘te
* *
2 s¥enkzas Portugal C
* |
2 v Coezvijar.Granads ' )
8 RAVIRITIAFLEIXT
= % ¥ £RITLCWTL: Avigron.france
x = EY -2
2 = BETE MENQRCE-
rkx
« sxaswensk Ragusa.flaiy
& sasgzx¥
 ® 2 puLrrEaaxrenx Lluvi.“allorca
Ry XS FEACE S B ETSTRIE- B SRR IR IS LR N BTN B A B2 s -
& » vangEnaxrkEtresn Vylaem.Mallerca
. ,
PABIFATEE S MEA io-a.!taty
J R T T I i R L AR I T IR R S R S 3
983 ¢. 014 0.03 .03 V.04 p.08 N ¥4

Fig. 72t Representacién grafica de las distancias genéticas existentes entre las poblaciones de M. comosum

14°18

El dendrograma se ha construido a partir de la matriz de distancias genéticas de Prevosti(1974)

presentadas en la tabla 37
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En la tabla SS_se recogen los valores de los dos primeros facto-
res, junto con las distancias de los diferentes puntogial origen de
coordenadas, Como se observa en dicha tabla, el Factor 1 estd determinado
positivamente por las .frecuencias del alelo a del locus GOT-1 (GAA), por
la frecuencia dei segmento y la de los alelos a y b de la ADH-1 (AA y BB)
Negativamente, esta determinado por las frecuencias del alelo a del lo-
cus IDH (IA), del alelo a del locus GOT-3 (GCA) y de la ordenacién cro-
mosémica esténdar.

El Factor II estid determinado positivamente por las frecuencias
del alelo a del locus GOT-1, (GAA) del alelo a de la ADH-1 (AA) vy,
principalmente, por la frecuencia del segmento. Negativamente este factor
estd determinado por las frecuencias del alelo a de la IDH (IA) y de la
inversién.

En la Fig. 73, donde de presenta el grafico bidimensional obtenido
podemos observar como las poblaciones LLUV y VAL quedan situadas en la
parte superior del grafico, diferenciéndose claramente del resto de las
poblaciones debido a las altas frecuencias del segmento que dichas po-
blaciones presentan, asi como las frecuencias de los alelos a y b del
locus ADH-1 y del alelo a del locus GOT-1.

Un segundo grupo de poblaciones (RAG, MOT, POA, COZ y SUR) se forma
en torno a las frecuencias de la ordenacién cromosémica esténdar. Otro
grupo de poblaciones (BAC y POD) se diferencia del resto de las pobla-
ciones, gracias a las ffecuencias de los alelos c de la ADH-1 y del alelo
b de la GOT-3.

El factor II diferencia un cuarto grupo de poblaciones formado por
las poblaciones' de AVI, POC y MEN-1, gracias a la frecuencia de la in-
versidén pero, en general, Y, excepto las poblac;oﬁ;s de VAL y LLUV

el resto de poblaciones. se diferencian poco por los componentes

de este factor.
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Tabla 38: Factores de las observaciones y de las variables de la matriz
constituida por las frecuencias de las diferentes ordenaciones cromosé-

micas y electromorfos de M. comosum

, » bistancia Coordenadas

Observaciones ’ al origen Factor 1 , Factor 2
GRE -0.0561 0.0297 -0.0668

RAG 0.0496 -0.1158 0.1216

ROM 0.0244 -0.0281 -0.0185

AVI 0.0807 0.1662 -0.1309

DUR 0.0317 - -0.0259 0.0231
MEN-1 ~ o.1166 0.0735 ~0.2520
MEN-2 0.0646 0.0766 -0.0881

LLUV 0.2509 0.4301 042065

VAL 0.2065 0.4047 0.1836

BCA 0.0513 -0.1193 -0.0821

coz 0.0678 -0.1433 0.1349

MOT _ 0.0964 -0.2233 0.1890

POA 0.1046 -0.0281 -0.0185

POB 0.0650 10,0109 -0.0635

POC 0.0699 0.1048 -0.1685

POD 0.0999 -0.1685 -0.0875

MOY 0.0561 -0.0446 , -0.1477

SUR 0.0662 -0.1539 -0.1518

Distancia Coordenadas

Variables al origen Factor 1 Factor 2
ADH-1 (AA) . 0.3369 0.2797 0.2847
ADH-1 (AB) 0.2519 0.2929 0.0959
ADH-1 [(AC) 0.0656 -0.1623 -0.0198
ADH-1 (AD) ' 0.1179 1 0.0013 -0.0934
 IDH (IA) © 0.5637 -0.2413 ‘ -0.3774
IDH (IB) 0.0075 0.0287 -0.0434
GOT-1 (GAA) 0.9211 0.7614 0.3397

" GOT-1 (GAB) 0.0024 -0.0377 -0.0160
GOT--3 (GCA) 1.2108 -0.2246 -0.0433
GOT-3 (GCB) 0.0009 10.0081 0.0029
Ord. estandar 0.0737 ‘ -0.2154 0.1717
Ord. invertida 0.2843 0.3812 ' -0.3615
Ord. con segmento 2.4077 1.2463 0.6626
Ord. sin segmento 0.0036 ' -0.0476 -0,0246
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Fig. 73: Grafico factorial obtenido mediante el anilisis de corres-

pondencias, cuando se tienen en cuanta las frecuencias cro-
sdmi.cas y génicaé (loci GOT-1, GOT;S; ADH-1 e IDH) obteridas
en las 18 poblaciones en las due se han realizado ambos ani-

lisis.



5. 5 Asociacién entre aloerizimas y ordenaciones cromosémicas

Para aclarar este aspecto hemos efectuado un andlisis citogenético
y electroforético simulténeo de la gran mayoria de los individuos de las
poblaciones que se reéogen’en la tabla 2.

Esto nos ha permitido conocer para cada individuo su constitucién
cromosémica para la segunda pareja y su genotipo para los cuatro sistemas

enzimdticos analizados,que comprenden seis loci distintos. Hemos analiza-
do la posible asociacién existente entre cada uno de estos loci y las
distintas ordenaciones cr§mos6micas y ,solamente, hemos encontrado que
existe asociacién entre la ordenacién estandar (tipos cromosémicos +,+1)
y la ordenacion invertida (tipos cromosémicos i, il) con dos electromor-
fos distintos del isoenzima ADH-1. Asimismo, hemos cqmprobado que hay
asociacidén entre los citotipos heterocigotos con segmento y un electro-
morfo de la GOT-1.

5.5.1 Asociacién entre los distintos tipos cromosdémicos y el locqs ADH-1

¥n la tabla 39 se presentén las frecuencias absolutas que presentan los

‘distintos genotiposde la ADH-1 en los individuos ~ homocigotos para

dos‘cromosomas sin inversién (genotipos.+/+, y +/+1) y los homocigotos

para cromosomas con inversién (genotipos i/i e i/il).

Tabla 39f Distribucién de los distintos genotipos de la ADH-1 en los
citotipos homocigotos para cromosomas sin inversién (+/+ ,

+/+1) y homocigotos para cromosomas con inversién (i/i,i/il)

Genotipos ADH-1

Citotipos aa ab ac ad bb be bd cc  cd dd Total

+/+, +/+1 5 9 17 9 10 46 38 64 102 42 341
i/i, i/i1 o. 3 5 0 4 13 3 15 13 4 60
Total 5 12 22 9 14 59 41 79 115 46 401
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A partir de los datos recogidos en dicha tabla hemos calculado las
frecuencias absolutas que presentan los distintos alelos de la ADH-1 en

los tipos cromosémicos sin inversién y con inversidn

Tabla 40 : Frecuencias alélicas absolutas de la ADH-1 en los cromosomas

con inversidén y sin inversidn

alelos
Ordenacién a ' b R g Total
ord. estandar 45 113 291 233 | 682
ord. invertida 8 27 61 24 120

Total 53 140 352 - 257 802

Hemos realizado un Ji-cuadrado de contigencia para ver si la dis-
tribucién se realiza al azar, encontrando un valor de ’12 = 9,99,
cuyé probabilidad estad comprendida entre .05 > p) .02. Este valor de
Ji-cuadrado se debe principalmente al exceso de alelos d que presentan
los tipos cromosémicos sin inversién, y al exceso de alelos c que
presen%an los tipos‘cromosémicos con inveféién; es decir el alelo d es-
t4 asociado a la ordenacidén que llamamos estéhdar y el alelo ¢ esta
asociado a la ordenacidén que denominahoss invertida

Hay que resaltar que estas dos asociaciones observadas en el con-
junto de todas las poblacionesyse producen en cada una de las poblaciones
analizadas y,en todas ellas,se producen en el mismo séntido, como se
puede ver en la tabla 41 donde se recogen los valores de Ji-cuadrado

poblacionales, alcanzando en alguna de ellas valores estadisticamente

significativos.



Tabla 41;

Poblacién

qﬁE
RAG
ROM
AVI
DUR
MEN-1
MEN-2
LLUV
VAL
BCA
coZ
MOT

POA

POB
POC
POD
MOY

SUR

Valores de

comprobar si existe asociacién

micas A iﬁversién)s

en toda el &4rea geografica.

:£:2

—

2.29

2.27
.73

66

5.67

5.62

6.20

11.85 **

I? de. contingencia poblacionales, calculados para

entre las reordenaciones cromosé—

y los alelos ¢ y d del locus ADH-1

160
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5.5.2 Asociacién entre los citotipos con segmento y el locus GOT-1

En la tabla 42 se presentan las frecuencias absolutas de los tres
genotipos de la GOT-1 en los individuos homocigéticos para cromosomas
sin segmento (+/+, +/i e i/i) y los citotipos heterocigéticos para la
presencia del segmento (+/+1, +/il e i/il).

Tabla 42 : Distribucién de los genotipos de la GOT-1 en los citotipos

con segmento y sin segmento

Genotipos
Citotipos a/a a/b _ b/b : Total
Sin segmento - 28 270 - 298
Con segmento 5 . 6 31 42
Total 5 | 34 301 340

En la tabla 43 se presentan las frecuencias absolutas obtenidas
para ambos alelos, en los citotipos sin segmento y en los citotipos

con segmento.

Tabla 43: Frecuencias alélicas absoliutas de la GOT-1 en los citotipos

cromosdmicos con segmento o sin segmento

alelos
Citotipos a b Total
Sin segmento 28 568 596
Con segmento 16 68 84
Total 44 636 680
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El valor de la Ji-cuadrado experimental 6btenida es de };2 = 25.01
cuy; probabilidad es de §>)> .001. Por'lo tanto, se puede afirmar ‘que
existe una fuerte asociaciénventre los genotipos con segmento (en hete-
cigocis) y el alelo a del isoénzima GoT-1,

Esta asociacién defecfadé entre el alelo a @el locus GOT-1 y ios;
tipos cromosémicos con segmento, se puede detectar tambien por.medio del
analisis de componentes principales realizado con los datos cromosémicos
y génicos conjuntamente. Eﬁ la matriz de relacién entre ,(las distintas

variables obtenido por medio de dicho anélisis,,son e1>segmento y el

alelo a de la GOT-1 ' los que presentan un valor mas alto (véase tabla

44 ),
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I8 =0.13 =0.41 6.13  3.43 -i.00 1.0
GAR =0.56 -0e51 0.60 =0.G) <5.1%  3.1%  1.90
GAB  0.58 0.51 -0.60 J.21 u.le =0.12 =2.00 1.00
GCA -0.02 -0.12 0.03. €.02 =2.05 5.36 0.03 =0.09 1.00
GCB 002 9412 =0.03 -06.01 y.2s -0.C5 =0.05 2.06 -1.00 1.00
% =0.09 -0.34 0.35 -0.07 -o.u;»io.oz 9.32 =0.22 0.12 -0.12 1.00

1 0.01 0.31 -0.33 0.07 -5.u¢ 0.C2 -0.28 0.28 -0.10 0.10 -0.93 1.00
10457 0.25 =053 0.11 0.33 -5.31 -0.78 0.78 -0.20 0.20 -0.30 0.24 . 1.00

nl =0.57 -0.25 0.53 -C.11 -u.31 0.31 0.7 =0.73 0.20 -0.20 0.306 ~0.24 -1.00 1.00
Tabla 44: Matriz de relacidén entre las distintas variables (reordenaciones cromosémicas y alelos)

o obtenido mediante un andlisis de componentes principales.



Tabla 45 ;

vegetales,calculadas con el indice de fijacién F

Especie n? de loci
Phlox drummondii 20
P. cuspidata ‘ 5
P. roemariana . 4
Sarracenia purpurea 4-5
Desmodium nudiflorum 5
Pinus rigida | . 2;‘
P. contorta 21
P. banksiana : 21

n? de Pobl.

73

43

15

11

11

3t
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Estimas de la diferenciacién entre poblaciones de especies

ST de ergﬁt.

FS Referencia

0.20 Levin, 1978

0.23 Schwaegerle y Schaal, 1979
0.17 Schaal y Smith 1980
0.02 Guries y Ledig 1982‘M
0.018 Dancik y Yeh 1983

0.024 ‘ " 1" "



Tabla 46 :
Especie

Angiospermas
Hymenoppapus scabiosaeus
H. artemisiaefolius
Lupinus texensis

L. subcarnosus

Clarkia biloba

C. rubicunda

C. dudleyana

Phlox drumondii

P. roemariana

Gimnospermas

Pinus contorta

Picea sitchensis
Pseudotsuga menziesii
Pinus rigida

P. contorta

P. banksiana

Autégamas

Oenothe#a strigosa
0. parviflora

0. hookeri

0. argillicosala
Phlox cuspidata

Plantago major
Insectos (excepto Drosophila )
Drosophila

Vertebrados

N2 P = nimero de poblaciones N¢

Ne P Ne
14 7
12 7
10 8
8 8
3 11
? 11
1 8
73 20
15 20
9 25
10 24
1 21
11 21
5 21

3 21
29 20
29 20
14 20
10 20
43 20
-~ 36

L = nimero de loci

Heterocigosidad mediaen distintas especies '

.20
.21
.35
.046
.15
.11
.16
.052

.046
H=.1507

.16
.15
.15
.138
.18
115
H=.1575

.028
.148
.000
.080
.008
.050
H=.056
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Referencia

Babbel y Selandey 1974

Gottlieb, 19724

Levin, 1978

Yeh y Layton,1979

Yeh y El-Kassaby,1979

Yeh y O0'Malley, 1980
Guries y Ledig,1982
Dancik y Yeh, 1983

Levy y Levin, 1975

Levin, 1978
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6 Discusién
—_—2e ol

6.1 Naturaleza de las anomalias cromosdmicas en M. comosum

Como hemosiseﬁalédo en resultados (véase apartado 5.2.2,Fig. 19 y
apartado 5.3,Figs. 41, 42, 43 y 44),durante el proceso meidtico de M.co-
mosum hemos observado una alta frecuencia de puentes anafisicos, tanto
da y una de las pequefias). La formacidén de puentes se produce en ambas
divisiones anafésicas. Los puentes cromosdémicos observados durante la a-
nafase-1 se pueden dividir en dos tipos: puentes que se producen sin
formacién de fragmento (Fig.44), y’puentes'coh formacién de fragmento
(’Figs. 41, 42 y "43.).

Por el contrario,enninguno de los puentes observados en anafase-II -
hemos detectado la formacién de fragmentos cromosémicés.

Los puentes sin fragmento, pensamos que se pueden}déber;en,princi;
pio, o bien a un retraso en la segregacién anafééica del bivalente afec-
tado, o en el caso-de la primera pareja, debido a dificﬁltédés espaciales,

por su gran tamafio.

la presencia simulténea de puentes y fragmentos,en

las divisiones meiéticas, ha sido ampliamente resefiada, tanto en

especies animales (Lewis y John, 1966; Nur, 1968;.Gosélvéz et al, 1981)

‘como en blantas (Matsuura, 1950; Couzin y Fox, 1973; Viinikka, 1977;

Karp y Jones, 1983).

La primera de las hipétesis emitida pafa explicarVEaiwf fenémeno
fué aportada por McClintock (1931,1933). Segln esta hipétesis dichos
puentes y fragmentos se originarfan por 1é formacién de un quiasma en el
bucle de inversién producido en un‘individuo heterocigético para una in-

versidén paracéntrica. Para que este mecanismo pudlera ser el origen méas
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probable de los puentes con fragmento “sbservados en M. comosum, habrian
e —pr—te o r—
de concurrir ciertas condiciones especiales que no han sido observadas

en ninguna ocasién. Estas condiciones son:

a) Que se produzca un bucle de inversidn en la primera fase de la
meiosis, en las parejas en que se produce: la'fofmacién de puentes con
fraémento. En ninguno de los individuos analizados hemos podido detectar
la formacién de dicho bucle.

b) Que el ffagmento resultante como consecuencia‘de la existencia
de una inversién parécéntpica, sea de tamafio constante. Como se puede ver
en las Figs. 41,4@ y 43, los fragmentos producidos, en los diversos
puentes observados para la primera, son de tamafio variable en células
del mismo individuo. Si dichos puentes con fragmentos de distinto tama—
filo estuvieran producidos por inversiones paracéntricas, habria que pensar
en la existencia de un cénjunto de inversiones, lo que no hemos observado.

En los puentes que se producen en la segunda pareja nunca hemos ob-
sérvado la bresenciavde fragmentos. Los puentes con fragﬁento observados.
en una de la parejas de menor tamafio (Fig.56) se producen con una fre-
cuencia muy baja, por lp que no hemos podido observar si se producen
fragmentos de distinto tamafio.

c) Que los puentes no se observen en la segunda divisidn meiética.
Los puentes observados en M.comosum, éobre todo loé producidos en la pri-
mera pareja, incluso se producen en anafase-II (Fig. 47).

d) Que los puentes y fragmentos solamente ocurran en los crohosomés
en que exista la inversién. En el caso de M.comosum habrfa'que pensar, de

‘acuerdo con este pﬁnto, en la existenéia de varias inversiones que afec-
taran a distintos_cromosomas.
s Una segunda teoria alternativa a la anterior fué emitida por Lewis
y John, (1966). Segln esta teoria la formacidn de puentes con fragmentos

en ambas divisiones se deberia, probablemente, a errores en la formacidén
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de quiasmas. Este tipo de sucesos fueron denominados por Jones (1968) co-

mo intercambios de tipo-U,

Los intercambios de tipo-U han sido ampliamente discutidos como

productores de la formacidn de puentes, con o sin fragmento, tanto en

especies de organismos vegetales (Haga,1953; Start, 1970; Couzin y Fox,

1973; Bradham, 1969;:Jones, 1966, 1969) como en organismos animales (Le-

wis y John, 1966; Cosalvez et al, 1981).

Los intercambios de tipo-U pueden afectar a crométidas hermanas y

no hermanas. La formacién de intercambios erréneos entre cromdtidas her-

manas produce la formacién de puentes en anafase-II, y en anafase-I el

cromosoma afectado se . veria sinapsado en el punto donde se ha producido

el intercambio erréneo. Los intercambios erréneos entre cromatidas no

hermanas dan lugar a la formacién de puentes en anafase-1I.

Dicho tipo de intercambios tienen una serie de caracteristicas co-

mo son: a) se producen .en lineas autofecundantes de plantas en las que

la heterocigosis para inversiones paracéntricas estaria reducida (Rees y

Thomson, 1955), b) Se ha encontrado un pardlelismo enfre la distribucién

de quiasmas y 1la distribucién en el tamafio del fragmento (Jonés,1968;

1969; Karp y Jones, 1983). c) El tamafio del fragmento es muy variable

(Br‘adham,1969a,C‘oubzin y Fox, 1973; Karp y Jones, 1983).

La relacién entre la formacidn de puentes con fragmento y la forma-
cién de quiasmas ha sido ampliamente demosfrada. Asi, Giréldez vy
Lacadena (1978) esfudiando cuatro lineas autofecundantes de centeno, en-
cuentran que existe una relacidn positiva entre el grgdo de desinapsis,
y el descenso en la formacién de Quiasmas en metafase-I respecto a diplo-
tene, con la alta frecuencia de puentes en anafase-I en dichas lineas,
llegando a la‘conclusién de que los intercambios de tipo-U‘son debidos a
quiasmas erréneos.

Los resultados obtenidos en M.comosum nos inclinan a pensar que
——————

los puentes con fragmentos producidos en anafase-T. son de-
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bidos a intercambios de tipo-U. Existen cinco observaciones que apoyan

dicha hipétesis:

a) E1 tamafio . de los fragmentos de la primera pareja es variable

en un mismo individuo (véanse Figs. 41, 42 y 43), cosa que no ocurriria

si existiese una sola inversién paracéntrica. Para explicar el tamafio

variable de los fragmentos producidos, como ya hemos seflalado, deberiamos

postular la existencia de una serie dg inversiones, algo no detectado y
dificil de producir.

‘b) La formacién de univalentes precoces por parte de la primera
pareja (Figs. 37 y 38), nos indicaria la existencia de fallos en el pro-
ceso de sinapsis y/o en la formagién de-quiasmas. Ambos fendmenos estdn

relacionados con la produccién de’quiasmas,erréneos y puenteslen anafa-
se-1 (Girdldez y‘Lacadena 1978).

A c) Los‘fragmentos producidos en anafase-I pueden permanecer hasta
la segunda divisién, ya que pueden formar micronucleos, que al conden-
sarse en sincrbnié con los cromosomas del niicleo principal llegan hasta
metafase-II (Fig. 54). Esta bersistencia de los fragmentos hasta la se-~

gunda divisién meiética, havsido dfilizada” por algunos autores como

prueba de la existencia de intercambioé de tipo-UlkCouzin y Fox, 1973;

Viinikka ,1977).

d) La observacién frecuente de puentes anafésicos en anafase-II,
que vendrién producidos como consecuencia de la formacidén de intercambios
erréneos entre cromatidas hermanas (Fig.55b0. Dichos intercambios 'es
posible observarlos en anafase-I (Fig.éég).

e) Los puentes - no solamente han ;ido observados en
la primera pareja del cariotipo, sino que aunque en muy baja frecuencia,

tambien han sido observados en la segunda pareja del caritotipo (Fig.19)

y en una de las parejas pequefias deménor tamafio,en este caso con for-
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macidén de fragmento (Fig. 56). Esto nos indicafia que los fallos en la
sinapsis, tambiéhvse'producirfén en otrds bivalentes del complemento .. de
M. comosum y" que dichos falios‘podrian estar provocados por una
serie de causas que pueden variar desde genéticas hasta ambientales.

Asi, si los puentes que ocurren en M. comosum se deben a inter-
cambios de tipo—U, podria existir una tercera hipétesis 
para explicar la formacidn de puenfes sin fragmento por la primera pareja
Dichos puentes se podrian deber a intercambios errdneos, que se producen
‘en una posicién terminal, por lo que seria dificil de observar el frag-

mento producido.

La frecgencia‘con que puede ocurrir téiesifenémeﬁés en M. comosum.
tiene un amplio rango de variacién, habiendo individuos en los que no se
ha observado la for@écién de puentes, \ . » > e individuos
que‘presentan una alta frecuencia (el miximo observado ha sido el 11.60%
del total de anafases-I analizadas, véase(tabla 22). En otros organismos,
la frecuencia de forﬁacién de puentes, con o sin fragmento, es,asimismo;
bastante variable (Viinikka{,1977; Karp y Jones, 1983).

Hay que sefialar que no se ha 6bservado que éxista ningin tipo‘de
influencia de las distintas reordenaciones sobre la produccidn devlos in-
tercambios de tipo—U; puesto que dicho fendmeno ocurre en individuos
que presentan cualquier citotipo para la segunda pareja del cariotipo

Localizacién de las zonas de formacidén de los intercambios de tipo-U

Las zonas donde ocurren los intercambios erréneos puede ser loca-
lizadas por el tamafio del fragmento producido. La correlacién entre la
distribucién de quiasmas y la distribucidén de los intercambios de tipo-U
ha sido demostrada en.diversos organismos'(Jones, 1968, 1969; Karp y

Jones, 1983).
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En la primera pareja de M. comosum existe cierta relacidén entre 1la
posicidn de formacién de quiasmas ¥y los tamafios de los fragmentos produ-

cidos , pudiéndose relacionar el tamafio de €stos, con las posiciones

en

que ocurren los quiasmas ’(Fig.57).r Pero, sin embargo,no parece existir

una correlacidén exacta entre las frecuencias de formacién de cada quias-

ma, con las frecuencias de aparicién de cada tipo de fragmento en parti-

cular (Tabla 22). Esta misma situacién ha sido observada en diversas li-

neas de Lolium perenne por Karp y Jones (1983), seflalando estos autores

que ''aunque las posiciones de formacién de quiasmas e intercambios de

tipo-U coinciden, no es precisa una correlacién de sus frecuencias, ni
€s necesario que haya ningin tipo de relacién entre la incidencia “

de puentes con fragmento y el patrén de distribucién de duiasmas".

f
'

En el caso concreto de M. comosum el fragmento que presenta una
—_
frecuencia mayor de la esperada es el de tamafio intermedio (véase tabla

correspondiente a quiasmas erréneos ocurridos en la zona intersticial

del brazo largo de la primera pareja (véase Fig.42). Precisamente en di-

cha zona existen tres o cuatro bandas heterocromiticas intersticiales

(Fig. 20). Como se ha seflalado en casos anteriores (Viininka,1977) las

zonas que presentan bandas hetecromiticas pueden ser muy propensas a in-

tercambios de tipo-U,

En conclusién,la existencia de puentes y fragmentos cromosdémicos

en la primera pareja de M. comosum sobre todo. podria . explicarse como

consecuencia de qﬁiasmas erréneos en varias posiciones del ¢romosoma.
Asi, los fragmentos de tamafio pequefio se proddcirian como consecuencia
de intercambios de tipo-U en la regidén distal del cromosoma. .

Los fragmentos de tamafio mediano se producirian a partir de quiasmas e-

rréneos en la zona intersticial, y los fragmentos de tamafio grande se

producirian por intercambios de tipo-U cercanos al centrdémero. Asimismo,
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e
existen intercambios de tipo-U entre cromdtidas hermanas de la primera
pareja que originarian puentes cromosémicos en la anafase-II. Por Gltimo,

los puentes sin fragmento que aparecen en algunas divisiones de 1la prime-

ra pareja,y en otra pareja -del cariotipo)pueden ser debidos a retrasosl

en la segregacién anafdsica, a dificultades espaciales“de los cromosomas
(sobre todo en la primera pareja) y,en algunos casos, a intercambios de
tipo-U en posiciones terminales,que no originah/fragmentos o los origi-
nan muy pequefios.,

Origen y significado evolutivo de los intercambios de tipo-U

El mecanismo exacto de los intercambios de tipo-U permanece aiin
sin resolver.Este fendémeno ha sido observado en gran cantidad de hibridos
¥y lineas puras; en estos casos se podrian explicar como debidos a la e-
xistencia de una mutacién genética, que pudiera afectar a la formacidén

de quiasmas, o por la acumulacién de combinaciones homocigéticas de poli-

genes deletéreos. Tales fendémenos y causas se han utilizado‘ como posi-
blesorigenesde los intercambios de tipo-U en especies como el centeno
(Rees y Thompson,1955; - Giraldez y Lacadena, 1977) y en el rébano (Dayal,

1979).
El caso de M.comosum se puede afiadir a la gran éantidad de espe-

cies vegetales muestreadas en poblaciones naturales que presentan inter-

cambios de tipo-U como son Paeonia californica (Walters,1956); Claytonia

‘ i A
virginica (Star,1975); Najas marina (Viininka et al. 197%) (Viininka,1977)
— e o . .

Tulipa hageri (Couzin y Fox ,1973), entre otras.

Es significativo que muchas de estas especies que presentan inter-

cambios de tipo-U, incluido M. comosum, Sean especies perennes y con re-
AR AL AU R

produccién vegetativa.
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Con respecté ‘a los intercambios de tipo-U que tienen lugar

en M.comosum, sobre todo en la primera pareja, es posible que su origen

resida en la interaccién entre causas (o predisposiciones) genéticas y

ambientales. Asi,si ciertas condiciones ambientales (como temperatura,

nutricién etc), interaccionando con el fondo genético de la especie,deter

minan cambios en los procesos de la formacidn de quiasmas,dichos fendme-

nos

ocasionarfanvla formacidén de quiasmas erréneos. Tales quiasmas errd
neos serian mas frecuentes en determinadéEWkcromosomagken este caso la
primera pareja),y en ciertas zonas cromosémicaé(las zonas con bandas he-
terocrométicas), por ser mas propensa:. a verse afectada la formacién de
quiasmas en ellas.

Con respecto a dicho origen,hay que mencionar;\qué estos fendmenos
de intercambio de tipo-U sﬁceden en poblaciones que estan bastante ale~
Jadas geograficamente entre si, como son las estudiadas por Bentzer(1972)
eén varias islas griegas y las analizadas por nosotros en la Peninsula
Ibérica. Estas anomalfias han sido detectadas por- nosotros en otras‘_
poblaciones de 1a Péninsula Ibérica e Italia, aunque estos resultados
no se incluyen en este trabajo.

Con respecto a; los posibles consecuencias de la aparicién de

intercambios de tipo-U.- mencionados, de acuerdo con otros autores

(Bentzer,1973; Bradham,1978), habria quevdecir que tales fendmenos pueden

constituir el origen de de duplicaciones génicas.
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£.2 Naturaleza de la variabilidad cromosémica de M. comosum

Tras el anélisis citogenético efectuado en 884 individuos pertene-
a 23 poblacionés naturales de M. comosum (Tabla 2) hemps llegado a 1la
conclusién de que.ésta eépecie presenta dos tipos de mecanismos de va-
riacién cromosémica. El primer tipo esta constituido por varios fendmenos
citogenéticos (cromosomas accesorios, aneuploidia , poliploidia) que de-
terminan el cambio delvnﬁmero cromosémico bésico de la especie (2n=18),
en los individuos que los portan. El segundo tipo de meéanismos esta
constituido por los polimorfismos estructurales que presenta la segunda

pareja del cariotipo en todas las poblaciones analizadas.

6.2.1 Fendémenos que cambian el nimero cromosémico basico de M. comosum

Refiriéndonos al primer tipo de mecanismos,hay que mencionar que
hemos detectado la existencia de cromosomas accesorios, de naturaleza
heterocromética, en dos individuos, uno en la poblacién de Silleta (SILL)

y el otro en la poblacién de Gargélioni (GRE). En el primer individuo
mnencionado, el cromosoma accesorio es de mayor tamafio que en el segundo
‘(Figs. 4 y S5). En ambos individuos él cromosoma accesorio es mucho més
pequefio que el resto de los cromosomas de la dotacidén normal.

La presencia de cromosomas accesorios ha sido ampliamente resefiada
tanto en animales como en plantas (Jones ¥y Rees, 1982), siendo sus e-
fectos variados, 'y a veces contradictorios, segﬁn el organismo de que:se
trate. En nuestro caso, no hemos podido profundizar en el andlisis del
comportamiento de los cromosomas accesorios de M. comosum,por la baja

Ca

frecuencia con que se presentan (dos individuos en 884 = .23%).

En relacién,asimismo, con los mecanismos de variabilidad cromosémi-
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ca presentes en M. comosum,que contribuyen a cambiar el nimero cromosd-—

mico, hemos detectado en la poblacién Portugal A (POA) 1la presencia
de un individuo trisémico para la primera pareja (2n=19, Fig. 3). Los

individuos aneuploides se originan por la unién de gametos con numeros

cromosdmicos anormales. En el caso del individuo que nos ocupa, se debe’
haber formado como consecuencia de que uno de los gametos que lo origi-

naron tenia dos dosis de la primera pareja. Es interesante mencionar que,

precisamente, en algunos individuos . la primera paréja forma univalentes

precoces (Fig. 37), como ‘consecuencia de fendmenos de asinapsis o desi-

napsis, y que tal anomalia determina la formacién de anafases-I y anafa-

ses-II en las que existen mas de una dosis de la primera pareja (Figs.39

-40). Por lo tanto,es posible imaginar la formacién de gametos con ndme-

ros cromosémicos anormales para la primera pareja, y que. tales gametos

‘'pueden originar individuos trisdmicos, como el que hemos detectado. La

aneuploidia supone un desequilibrio cromosémico que las plantas soportan

mejor que los animales, siendo por esta razdén méas frecuente en las prime-
ras que en los segundos (Lacadena, 1981).

Por Gltimo, y enirelacién con este tipo de mecanismos de variabilidad
cromosémica, hay Qque citar la deteccién de un individuo tetraploide
(2n=36, Fig. 6) en la poblacién Portugal D (POD). La'poliéloidiaes un
fenémenho que se produce tanto en animales como en pl;ntas, pudiendo e-
xistir en las especies naturales en forma esponténea o bien como pobla-
ciones o especies poliploides perfectamente: establecidas.

La polipleoidia espontédnea se puede producir como consecuencia de
"la formacién de gametos no reducidos simulténeamente por la linea germi-""
nal masculina y/o femenina, o por la formacién de quimerés o mosaigos .

que afectan a la linea germinal (Lacadena, 1981). Este caso del indivi-

duo poliploide de M. comosum constituye un ejemplo de poliploidia espén-~
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= ,11%)
La poliploidia espontédnea ha sido encontrada en diversas eéspecies vegeta-
les como es el manzano (Einset,l952),con una frecuencia del 3%, y,asi-

mismo, en e€species como Zea, Datura y Antirrhinum,

-que han sido amplia-

‘mente estudiadas, se ha encontrado la exis

tencia de poliploides esponti-

neos con frecuencia sSuperior al

.5% (Bungenberg de Jong, 1975),'que son

M. comosum, pudidndoge considerar los individuos Que los presentan como
e R i

mutantes Oocasionales,

« COmosum

En nuestro andlisis citogenético hemos comprobado,asimismo, que la-
segunda pareja del'cariotipo de M, comosum, presenta cuatro tipos cromo-
» — 2 2TIOSUm

sdmicos que difieren entre si por lo que se refiere a su indice centromé-‘
rico (f)y,alfacontribucién de cada uno de ellos al total del cariotipo (c)

(véase apartado 5.2.1 y Fig. 7). Dichos tipos cromosémicos coinciden con

los detectados por Garbari (1966, 1969) en poblaciones: italianas, por

Bentzer (1972),y Bentzer Y Ellmer (1975) en poblaciones griegas, por Gar-

cia (1981) en poblaciones de Sierra Nevada (Granada) Y por Ruiz Rején y
Oliver (1981) en poblaciones espafiolas, Teniendo en cuenta esta coinciden-.

cia hemos denominadoa estoscuatro tipos cromosémicos: +, i, +1 e il,si~

del tipo  cromosémico 1 (17.86% del tipo *yY 18.00% del tipo i) en

cambio el tipo cromosémico 1 presenta un fndice centromérico (r) muy dife-
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rente al del tipo cromosémico + (r = 2.89)41lo que permite clasificarlo
co%o un cromosoma «subtélocéqtfico. -

Los tipos cromosémicos +1 e il presentan .una contribucién relativa
al total del cariotipo superior a los tipos anteriores,+ e i,(22.10% del
tipo +1 y 23.60 del tipo il). El cromosoma +1 es submetacéntrico (r=2.05),
y el cromosoma il es subtelocéntrico (r=4.29). f

En conclusién,existen dos tipos cromosémicos, de morfologia meta-
céntrica y submetacéntrica (+,+41),y dos tipos subtelocéntricos (i,il), es
decir que se ha producido un cambio en la posicién del centrémero del pri;
_mer grupo al segundo. Por lo que se refiere al tamafio,se pueden clasificar
los tipos cromosdmicos en dos grupos, uno constituido por cromosomas de
menor longitud (+,i) y otros de mayor longitud (+1,il), es decir exisfe
un fendémeno que contribuye a la variabilidad en la segunda pareja,por lo
que a la longitud de la misma se refiere.

Una vez comprobada la existenciawdgmgstos cuatro tipos cromosémicos
en las poblaciones naturales de M._comosuﬁ, hemos tratado de averiguar
la naturaleza de los fendmenos citogenéticos que originan estos polimor-
fismos.

De acuerdo con la bibliografia (véase p. ej:. Hewitt,1979) una pare-
Ja .de cromosomas homélogos puede ser heteromérfica por dos razones,prin-
cipalmente; 12) cuando en la pareja en cuestién existe un polimorfismo
para una inversidén pericéntrica y 22) cuando un miembro de la pareja tiene
mas material que el otro, haciendo los homélogos desiguales.

En el caso de M. coﬁosum,la heterocigosidad estructural de ia se-
gunda pareja debe estar causada por fenbémenos citogenétiéos que conlle-
ven cambios en la posicién del centrémero y
en la longitud. En relacién con el primer tipo de fendmenos, es decir los
que producen cambios en la posicién del centrbémero, hay que mencionar la

posibilidad de que se trate de una inversidén pericéntrica o de una trans-
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posicidén centrica. Con' respecto al segundo tipo de fendémenos, es decir

los que determinan cambios en 1a longitud de 1los cromosomas, hay que

mencionar la posibilidad de que se trate de una duplicacién (o de una de~

leccidén) y/o de la existencia de ‘un segmento cromosémico Supernumerario.

6.2.2,1 Polimorfismos cromosdémicos producidos por el cambio en la

posicién del centrémero . . )

-

Si el cambiob en la posicién del centrémero que ocurre en la se-
gunda pareja del cariotipo de M. comosum se debiese a un fenomeno de
transposicidén céntrica , seria posible esperar que en las anafases-I de
las divisiones meibticas de los individuos heterocigotos (+/i,+1/i y +/il),

ocurriese una alta frecuencia de puentes dicéntricos y fragmentos acén-

tricos, como consecuencia de la formacién de quiasmas dentro de la zona

afectada por el cambio centromérico.

Estoes,precisamente, lo que :¢ aan observado algunos autores,tal co-

mo Jackson (1973))en individuos de Haplopappus gracilis y,posteriormente,

én una especie animal Eusimilis aureum (Rothfelds y Freeméﬁ;i96é3,donde

los cambios en la posicién del centrémero se adjudican a transposiciones

céntricas.

'

En estos casos lo tnico que cambia de posicién es el centrémero y
no las zonas adyacentes. Por esto se espera (y asi sucede) que se pro-
duzca una alta frepuencia de quiasmas dentro de la zona comprendida entre
los dos centrémeros. Dichos quiasmas originan‘puentes dicéntricos y frag-
mentos acéntricos.

En nuestro caso,hemos analizado el comportamientp meiético de 8 in-
dividuos +/i,3 +/il y 1 i/+1, (es decir individuos héterociéotos para cro;
mosomas que difieren en la posicién del centrémero), pertenecientes a una
poblacidn granadina (Silleta), Y en ninglin caso se han detectado la for-

macién de quiasmas dentro de la zona comprendida entre los dos centréme-—



ros (Tabla 4). La ausencia de quiasmas en esta zona es un dato en contra
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del posible origen de estos éambios en la posicidn del.centrémeroﬁ me-—
diante transposicidn cénfrica. Asimismo, la ausencia de puentes dicéntri-
cos y fragmentoé acéntricos en las anafases-I de los individuos menciona-
dos, apoya la idea de que, en M. comosum;el cambio en la posicién del
centrdémero que ocurre en la segunda pafeja, no esté'?originado por
una transposicién céntrica. Tal como se ha mencionado en el apartado
5.2.2,los Unicos puentes que aparecen en la segunda pareja, tanto en
individuos de los citotipos mencionados,como en el resto de los analiza-
dos, son puentes sin fragmento. Estas dos ébéervacionés éboyan el posiblé
origen de dichos cambios por una inversién pericéntrica.

Desde el trabajo de White y Morley (1955) se reconoée que las in-

versiones pericéntricas en heterocigocis estén caracterizadas por apa-

reamiento recto en paquitere, - por la supresién total de quiasmas dentro

deiloswlimites de la inversién y por segregaciones anafésicas compensa-

das genéticamente. La 1nica ~ excepcidén que ' se conoce para una

3 K 4 . - . . . F K SN . - .
inversién pericéntrica en (estado polimdrfico en que los individuos

S

heterocigotos formen quiasmas en la zona incluida dentro de la in-

versidén, aunque con una frecuencia muy baja, es el detectado en

el saltamontes Trimerotropis sparsa por White (1951) y White y Morley
(1955). También,en inversiones que se presentan como mutaciones espdénta-
neas se ha encontrado que ocurren estos quiasmas. Entre otros, podemos

seflalar los casos del saltamontes Keyacris scurra (White, 1961) ypen

plantas,los de Gasteria (Bradham,1969b) y en:Allium,(Noda,1974).
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En nuestro caso de M. comosum,‘efectivamente,se observan estasdos
caracteristicas en el comportamiento meidtico de los {ndividuos +/1,
+/%l y +1/i (heterocigotos para cromosomas qué difieren?en la poéicién
del centrémerq).

Concretamente, enbel comportamiento meibtico de estos individuos
se puede observar lo siguiente:.lg)él apareamiento entre ambos homdlogos,
en la zona comprendida entre los centrdémeros,se produce?de forma recta,
no forméndose bucle de inversidn, aunque si es posible observar la for-
macién de asinapsis (Fig.10). Esta observacién estd de acuerdo con lo
afirmado por Hewitt (1979) de que la heterocigosis para inversiones pe-
ricéntricas (en especies de Ortdpteros), se caracteriza;,generalmente,
por el apareamiento recto no homélogo de las secuenciasznormal e inver-
tida,y ha sido observado por Qeissman (1976); Vaio et al; (1979) y Cama-
cho y Cabréro (1982?. | h .

22) La supresién de formacién de quiasmas en la zona cromosémica
Comprendida entre los centrdémeros (Tabla 4). Tal como selpuede pbservar
en dicha tabla,en los individuos de citotipo +/i, +1/i y +/il  no se
produce la formacién de quiasmas en las ﬁosiciones b y,c,que estarian
incluidas dentro de la zona invertiéa. Por el contrafio en los indivi-
duos homocigotos, de uno u otro tipo (+/+, +/+1, i/; e i/il),si se pro-
duce la formacidén de quiasmas en dichas zonas.

El apareamiento recto actuaria gémo un supresor efectivo del"
crossing-over entre ambas secuenci;s,normal e invertida,habiéndose de-
tectado, asimismo, este efecto en diversas especies de Ortépteros (White
y Morley,1955; Weisman, 1976; Camacho 'y Cabrero,1982).

Es importante resaltar, como sefiala Hewitt (1979), que la supfe—



ampliamente extendido en las poblaciones naturales de M. comosum de
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sién de quiasmas que se produce en un bivalente heterocigético para la
presencia de una inyersién pericéntrica, es fundamental para el manteni-
miento del polimorfismo para la inversién en las poblaciones naturales.
Si no ocurriera de esta forma, y se produjesen quiasmas, se producirian
cromdtidas con duplicaciones y deficiencias, que no favorecerian el esta-
blecimiento del polimorfismo. Como veremos posteriormente,este polimor-

fismo para cromosomasque difieren en la posicién del centrdémero esta

toda su 4rea de distribucién.

La supresién de quiasmas en la zona comprendida dentro de la inver-
sién tendria como efecto inmediato limitar la recombinacién en los indi-
viduos heterocigotos y por lo tanto impedir la formacidén de nuevas combi-
naciones génicas, pudiendo, asimismo, conservar constante la combinacién
génica presente en los loci incluidos en lé misma,prbduciendo un supergen
(Ford, 1971; Weisman, 1976). ‘

Como consecuencia de este efecto éﬁpresor de quiasmas que se pro;‘
duce en los individuos de citotipo ;+/i,+/il e i/+1, éstos preéentan una
frecuencia media de quiasmas menor que la de los individuos +/+ e i/i
(Tabla 4). Dicha diferencia es estadisticamente significativa en todos
los casos (Tabla-S).

Por otra parte,aunque la formacién de quiasmas intersticiales en
los bivalentes de la segunda pareja heterocigotospara la inversién est&
dificultada,la formacién de quiasmas distales en dichos individuos pre-
sentaluna alta frecuencia (Tabla‘4);, siendo muy parécida"e incluso su-
perior a la que presentan los individuos homocigotos para los
cromosomas estandar (+/+) e invertido (i/i). Esta formacién de una éifa‘
frecuencia de quiasmas distales aseguraria que dicha pareja tuviera una

perfécta segregacién anafésica, pues,de acuerdo con Zérchi et al. (1972),
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la funcién de dichos quiasmas es mantener siempre juntos los cromosomas

homélogos durante la meiosis.

En algunos casos (White y Morley, 1955;’Weissman, 1976; Cabrero y
Camacho, 1982), se ha observado que en IOS‘bivaléntes heterocigotos para
una inversidén pericéntrica se produce un aumento significativo de quias-
mas distales, siendo interpretado dicho efecto como una forma de asegurar
la segregacién anafédsica de dicho bivalente. De esta forma,aunque se
reduce el numero de quiasmas intersticiales, al aumentar el nimero de
quiasmas distales, es posible quevdichas”ieordenaciones-puedan subsistir
en las poblaciones naturales en esfado polimérfico, pueé,como sefiala

Weisman (1976), solo ‘permanecerdn- las reordenaciones que permitan 1la

formacién de un quiasma como minimo,tanto en estado homocigdético u hete-

rocigético.

Por todo lo dicho pensamos que el origen més probabie del cambio
en la posicidn del centrémero en M. comosum se debe.a una inversién pe-~
ricént?ica. v o

De todas formas, tanto en los diferentes casos de Ortopteros y
(White ,1951; White y Morley, 1955; Vaio et al. 1979; Cabrero y Camacho,

1982 ) y de especies vegetales (Bentzer, 1972; Noda, 1974), como en nues-

tro caso de M. comosum,no existe una confirmacién uUltima de que los

cambios en la posicidén del centrdémero ocurran por una inversién peri-
céntrica. Por el contrario los cromosomas de las glandulas salivares

de Drosophila, han permitido identificar hasta 32 inversiones pericén-

~ tricas (Swanson gtal.,lggn,gracias al patrén de bandas e interbandas

que dichos cromosomas presentan, y que facilitan el poder averiguar

en que sentido se ha producido el cambio cromosémico,
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Sin embargb,en nuestro caso,para t;atar de profundizar en la natu-
raleza del fendmeno que origina el cambio en la posicién del centrémero,
hemos analizado,mediante la aplicacién de las técnicas de bandeo-C,los
tipos cromosémicos +,+1 comparéndoloé'con los i,il. Nuestra idea era que
mediante la aplicacidén de las técnicas de bandeo se pueden lograr marca-
dores cromosémicos que permitan resolver la naturaleza de este tipo de
reordenaciones (Shaw et al. 1976; Davisson et al. 1981). Nuestro intento
de caracterizacidén de la segunda pareja mediante bandeo-C ha revelado
que éicha pareja no presenta ningin tipo de banda héterocromética inters-
ticial - que se pueda utilizar para reconocer cémo ha sucedido la reorde-
nacién centromérica. En este sentido solo hemos podido comprobar el
cambio de posicidén de la banda heterocromatica centromérica de los tipp;
croﬁosémicos +,+1 con respecto a los i, il (Fig.22 ):

Aunque estos cambios de posicidén de la zona heterocromatica' del
centrémero es compatibie tanto con la transposicién céntrica, como con
una inversién pericéntrica, todas las observaciones indicadas anterior-

mente hacen que nos inclinemos por el origen mediante una inversién
pericéntricg de los cambios producidos‘en la posicién del centrémero
en la segunda pareja de M. comosum.

En este sentido, otra evidencia que apunta al posible origen,de
estos cambios | en la posicidén del centrémero, mediante una inversién
pgricéntrica es la observacidn de la influencia de la reordenacién en la

formacién de quiasmas en otros bivalentes del complemento, lo que estéa

de acuerdo con las observaciones de otros autores ( efecto Schultz-Red-

fiel, 1951).

e
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En M. comosum se puede observarcdmo en los individuosiheterocigdti-

cos,+/i, la primera pareja del cariotipo tiene una menor frecuencia de

quiasmas que; €n-los dos citotipos homocigotos, estandar (+/+) e invertido

(i/i) (Tabla 6). En el caso de los individuos de genotipo i/i dicha di-
ferencia es estadisticamente significativa (Tabla 7). Por tanto,se puede
afirmar que existe un efecto intercromosémico, producido por la inversién
en estado heterocigético. Dicho efecto consiste en la reduccién del ni-

mero de quiasmas en la primera pareja de los individuos heterocigédticos,

.+/1, respecto a los individuos homocigotos estandar (+/+) e invertido

(i/1).

Solamente conocemos un caso en que este efecto se produzca en el
mismo sentidoael que hemos encontrado en M. comosum. Este caso es el ci-
tado por Cabrero y Camacho (1982), de una inversidn pericéntrica detecta-

da en el saltamontes Ailopus strepens.

Dicho efecto supresor 'se podria explicari . si el apareamiento
de los cromosomas hgmélogos se produjese segun el modelo propuesto por
Ashley (1979) y Bennett (1982). Tal ' modelo propone que el complemento
diploide de una especie se organiza en dos cadenas cromosdémicas: lineales,
en las que los cromosomas se unirian entre si por sus telémeros,de
acuerdo con la longitud relativa de sus brazos. El1 apareamiento homélogo
en meiosis se produciria‘por la unién de ambas cadenas haploides. Si el
apareamiento se produjera de esta forma, se podria esberar que en aque-
llos organismos heterocigotos portadores de una reordenacién cromosdmi-
ca, que alterase la longitud de los brazos, el apareamiento homdlogo
sufriria alteraciones. Dichas alteraciones se producirian no solo en el

cromosoma afectado por la reordenacidén, si no también en otros cromosomas

. del complemento similares en tamafio (Maguire,19835.




186

El efecto suprésorG que en estado heterocigético tiene la inver-

sidén pericéntrica detectada en M. comosum, sobre la formacién de quias-~

mas, tanto en el bivalente afectado por la reordenacién, como en el 1@

bivalente del complemento, debe tener un reflejo sobre la media de qﬁias—
mas en dichos individuos. Efectivamente,rse puede observar (Tabla 6) que
los individuos de genotipo +/i presentan una media de quiasmas menor que
los individuos de genotipos homocigotos (+/+ y +/i), siendo estas dife-
rencias estadisticamenté significativas,en a@bos casos (Tabla 8).

Creemos que este descenso que se produce en la frecuencia media de

quiasmas por célula,en los individuos heterociéétos para la inversién
pericéntrica detectada en M. comosum, es lé‘primefaFVez‘que se ‘cita.
En aquellos casos en que este parametro se ha medido,se ha eﬁcontrado
que la inversidén o bien aumenta la media de quiasmas como son los ca-
sos citados por Schultz y Redfiel, (1951); White y Morley (1955); Schroe-
ter (1968) o no tiene ' efecto (Weisman,1976; Vaio ét al. 1979; Shaw y
Wilkinson,1980; Cabrero y Camacho,1982).

Asimismo, éste es el primer caso en que,en especies vegetales,se
ha detectado la existencia de un polimorfismo para una inversidn en po-
blaciones naturales. Como se puede observar en»la-tablg 1i , 1a inversién

existente en M. comosum se encuentra ahpliamente distribuida en las
23 poblaciones analizadas citogenéticamente. Las inversiones paracéntri-
cas y pericéntricas”en vegetales, hasta ahora,solamente han sido detecta-
das en las poblaciones naturales como mutahtes ocasionales, Tsuchiya

(1963) en el centeno; Sjodin (1971) en Vicia faba; Bradham, (1969a y

1969b) en Aloinea; Watanabe y Noda (1974) en Allium thunbergii ;Noda,

(1974) en Scilla scilloides; Ekber (1974) en cebada. Esta minima inci-
dencia de polimorfismos cromosdmicos para inversiones se debe a que,

en los individuos heterocigéticos,se producen entrecruzamientos entre la
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zona estandar e invertida,lb que origiﬂérlafﬁ;maéién de dﬁplicaciégés y
deficiencias, lo que no favorece su establecimiento en las poblaciones
naturales.

Por el contrario,en poblaciones naturales de espe;ies animales han
sido citados numerosos casos de polimorfismos cromosémicos para inver-
siones,tanto pericéntricas como paracéntricas. Las inversiones paracén-
tricas han sido citadaé ampliamente en especies de Dipteros (véase
Dobzhansky,1970; Rothfeld,1980; Knibb, 1983), asi ‘como inversiones

pericéntricas (Yamaguchi y Mukai, 1974; Yamaguchi et al. 1976; Saguna et

al. 1980).
Otro grupo animal' . donde han sido citados la existencia de
polimorfismos cromosdémicos para inversiones es en Ortépteros (véase

Hewitt, 1979), siendo la mayoria de ellas inversiones pericéntricas.

Asimismo, en roedores y aves tambien se ha encontrado la existencia de
polimorfismos para inversiones pericéntricas (Yosida et al. 1965, 1967,

1971; Shields, 1973, 1976; Diaz de la Guardia et al. 1979,1981).

6.2.2.2 Polimorfismos cromosémicos debidos a las diferencias de longitud

Pasamos a continuacién a analizar el segundo tipo de fendmenos
citogenéticos que cqntribuyen a la formacién de los polimorfismos cromd-
somicos que presenta la segunda-parejaﬁggl cariotipo de M. comosum, es
decir aquellos que producen cambios en la longitud de los cromosomas.

Como antes hemos seﬁalado’los cuatro tipos cromosémicoé que pre-
senta la segunda ﬁareja de M. comosum (Fig. 7)* se pueden reunir en dos
érupos, segﬁn‘sea su longitud relati?é. Uno de estos grupos estd consti-
tuido por los cromosomas de menor longitud (+,i) y el otro estd forma-
do por los otros dos cromosomas de mayor longitud (+1,il). Esta diferen-
cia en el tamafio puede observarse no solamente en mitosis (Fig. 7),sino

que,en meiosis,los individuos heterocigotos (+/+1, +/il, +1/i e i/il)

presentan un bivalente desigual (Figs. 14,15, 16,17), lo que,de acuerdo
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con Schroeter y Hewitt (1974), es una evidencia de que los dos homdlogos

3
tienen distinta longitud.
Uno de los mecanismos que pueden producir dichos cambios en la

longitud de los cromosomas puede ser la delecién. Al representar una

pérdida de material las deleciones suelen ser deletéreas; y por esto no

deben de tener una gran importancia evolutiva (Lacadena, 1981), no siendo

frecuentes en la naturaleza. Por ello, nosotros creemos que la delecidn

‘no es el mecanismo ‘que produce los cambios en la longitud de la segunda

pareja de M. comosum.

Por lo tanto,dichas diferenciaS'pueden tener dos posibles origenes:
a) por duplicacién de material croﬁosémico; tal duplicacidén habria suce-
dido recientemente,por lo que no estaria evolucionada. b) Por la presen-

cia de un segmento supernumerario - eucrométicoloheterocromatico.

Si el mecanismo que produce el eambiémde léﬁgitudientre ambosrgfdé
pos cromosémicos de la segunda pa;eja de M., comosuméjfuera una duplica-
cién reciente de material:cromosémico:, seria posible esperar la observacién
de fendmenos de autoapareamiento en' las zonas implicadas (lo que seria’
una prueba de la existencia de homologia entre el segmento original y el
duplicado).Esto es lo que se ha observado en duplicaciones detectadas en
el maiz (McClintock,1941; Gavazzi et al. 1977) y en avena por Neijzing
(1982). Asimismo, sefia posible la observacidn de‘?enémenos de puente-
rotu;a—fusién, que se producirian como consecuencia de la formacidén de
quiasmas entre el segmento duplicado y el no duplicado, o entre el seg-
mento duplicado y el cromosoma homélogo(McC1intock;'194l).

En los individuos analizados de M. comosum' que son heterocigéticos
para cromosomas de diferente longitudl(4 +/+1, 3+/i1, 1 i/+1 y 2 i/il),

nunca hemos observado la existencia de fendmenos de autoapareamiento’

(Figs. 12 y 13), asi como tampoco nunca hemos detectado «n las anafases-1I
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analizadas fendémenos de puente-rotura-fusién (Fig 19). La no observacién

~ de estos dos fendmenos nos hace suponer que la duplicacién no es el ori-

gen més probable de los cambios producidos en la longitud entre ambos
grupos cromosémicos (+ e i, +1 e il) de la segunda pareja de M. comosum.

El segundo de los mecanismos que puede provocar diferencias en
el tamafio de los cromosomas es la existencia de material supernumerario
(segmentos supernumerarios), que pueden incluir tanto cambios en la canti-
dad de heterocromatina, o bien cambios-en la cantidad de eucromatina
(John, 1981).

En nuestro caso,el material cromosdmico extra observado en M. como-
sum presenta un aspecto eucromdtico durante la profase-I de meiosis (Figs.
14, 15, 16 y17), y,asimismo, cuando se analizan dichos cromosomas median-
te técnicas de bandeo-C, tales segmentos tienen un aspecto totalmente
eucromdtico, no presentando ningin tipo de banda heterocromatica (Figs.
22 y 23). Estas dos observaciones apuntan a que dicho material extra ob-
servado en M. comosum constituye un segmento supern;merario eucromatico.

La existencia de segmentos supernumerarios en el caso de organismos
vegetales se producé con muy baja frecuencia, conociéndose pocos casos
de su ocurrencia.en poblaciones naturales (Ting, 1958; Bentzer, 1972;
Ainsworth et al. 1983; Ruiz Rején, 1983).

Por contra,en el grupo de los Ortopteros la_presenéia de segmgntos.
supernumerarios estd ampliamente resefiada ( véase Hewitt,1979; Camacho et
al. 1984).

Hewitt (1979) reconoce a los segmentos supernumerarios que se pro-
ducen en Orfépteros dos caracteristicas generales: 12) que cuando se
producen afectan a los cromosomas cortos del complemento. En ocasiones
también pueden ocurrir en miembros mas grandes (John, 1973).

b) Que generalmente presentan heteropicnosis durante la profase-I
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|
siendo de naturaleza heterocromidtica en todos los casos.Sin embargoyel
i

comportamiento de dicha heterocromatina puede ser variable cuando se

analiza por medio de bandeo-C (John y King, 1977; Gosalﬁez y Lopez-Fer-
nandez, 1981). Posteriormente Camacho et al.,(1984) han detectado en el

saltamontes Omocestus bolivari, la presencia de un segmento supernumera-

rio, cuya naturaleza es eucromdtica en meiosis I, y no{presenta ningin
tipo de tincidén cuando se analiza por medio de Bandeo—C,ial igual que el
segmento supernumerario detectado por nosotros en M. comésum.

Por lo que se refiere al efecto queyen Ortépteros, pueden ejercer
los segmentos supernumerarios sobre la formacidén de quiasmas, generalmen-
teyhan sido estudiados dos aspectos: los efectos sobre la formacién de
quiasmas por célula y los efectos sobre la localizacibén de los quiasmas
en los bivalentes que portan los segmentos extra.

Asi, Camacho et al. (1984) llegan a la conclysién de que los efectos
sobre la formacién de quiasmas de los s;gmentos supernumerarios dependen
de s« naturaleza heterocromética. Los segmentos supernumerarios hete-
rocrométicos que no presentan bandas-C aumentan la frecuencia media de
quiasmas celular, mientras que los segmentos supernumerarios que se ban-
dean total o parcialmente no tienen influencia sobre este paréametro.
Igualmente el segmento supernumerario eucromdtico detectado por Camacho
et al. (1984) no tiene ,tampoco,inflgencia sobre dicho parémetro.

Sin embargo, un efecto que en Ortdpteros parecen tener los segmentos
supernumerarios, en general, sea cual sea su naturaleza‘heterocromética,

; 1
es el de provocdr el cambio de localizacidn de quiasmas; desplazéndolos
a las zonas cromoéémicas més alejadas del segmento. Inclpso pueden tener

un efecto supresor sobre la formacién de quiasmas. en el brazo del bi-

valente portador del segmento (John y King, 1982).
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El segmento supernumerario de M. comosum ejerce un
efecto supresor sobre la formacién de quiasmas, en las posiciones incluidas
entre el centrdémerc y el segmento (Tabla 4) (Figs. 14, 15, 16 y 17).
Concretamente en dicha tabla podemos ver cdmo,en los individuos de geno-
tipo heterocigdtico para cromosomas de longitud diferente en la segunda
pareja. (+/+1, +/il, +1/i e i/il), no se produce la formacidén de quiasmas
en la posicién d , en los individuos de genotipo +/+1, +/il y +1/i, y
en las posiciones b, ¢ y d en los individuos de genotipo i/i (estas tres

zonas estdn comprendidas entre el centrémero y el segmento).Por el con-

trario,en dichas zonas s{ se produce la formacién de quiasmas en los in-

dividuos homocigotos para cromosomas sin segmento (+/+, +/i e i/i). Di-

cho efecto supresor, ha sido observado en el saltamontes Heteropternis

obscurella (John y King, 1982) y estd producido por un segmento super-—
numerario heterocromédtico en posicidén terminal.

Debido al efecto supresor ejercido sobre la formacidén de quiasmas
nor el segmento supernumerario de la segunda pareja de M. comosum, la
segregacién anafésica que se observa para dicho segmento es de tipo re-
duccional, en todas las anafases-I qgue hemos observado.

‘ Dos son las posibles hipétesié para intentar explicar el origen
del efecto supresor del segmento sobre la formacién de quiasmas.

La primera de ellas pensamos que puede tener relacién con la natu-
raleza eucromatica del segmento, y con su posible origen. Si, como discu-
tiremos mas tarde el segmento de M. comosum es un.relicto cromosémico,
solo existiria teldémero en el extremo del segmento. Asi las cosas,si el
apareamiento de los cromosomas con segmento y los cromosomas sin segmen-
to ocurre por los telémeros. habria un quiasma terminal, y un bucle de
asinapsis en los cromosomas sin segmento (véase Fig.12). Esta asinapsis
podria originar dificultades en el apareamiento (o uﬁ falso apareamiento)
en todo el brazo de los cromosomas con segmento por lo ‘que no habria‘qui;
asmas en el interior de este brazo. Alternativamente, los cromosomas sin

segmento y con segmento se pueden aparear de forma recta quedando una

zona final sin sinapasar, en los cromosomas con segmento (véase Fig.13).
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En este caso, al no haber telémero en la zona del cromosoma con segmento

enfrentada al teldémero del csomosoma sin segmento, no habria verdadera

sinapsis ni formacién de quiasmas (de los estudios 1llevados a cabo

por Westergaad y von Wettstein,1972; Stern y Hotta,1973 parece claro que

los cromosomas homélogos se comienzan a Sinapsar por los telémeros).En es-

“

te caso,asimismo, no existir{an tampoco quiasmas terminales,lo que viene

corroborado por la ausencia de bivalentes en diploteney metafase-I en que
se observen quiasmas entre el segmento y el centrdmero; sdlo se observan

lo que creemos que son verdaderos quiasmas terminales en el extremo del

segmento, en relacién con el tipo de apareamiento anterior,

Esta asociacién, al ocurrir entre dos zonas eucromdticas, puede’

ser de naturaleza quiasmada, en contraposicién con las asociaciones
eu-heterocromiticas observadas en el caso de segmentos supernumerarios
heterocromaticos de saltamontes (John,‘1973;Gosélvez Y Lopez-Fernandez
1981; John y King 1982), donde la existencia de un quiasma puede ser
cuestionada (Jones y Tease,1984).
, La formacidn de quiasmas en la zona terminal estaria de acuerdo
con la explicacién tradicional de que las asociaciones terminalesventre
los cromosomas de un bivalente sedeben a unvquiasma distalmente locali-
zado (Jones y Tease, 1984).

Este tipo de asociacién terminal entre un segmento eucromitico

-
y el telémero del cromosoma no segmentado, y su efecto intracomosdmico

sobre la formacién de gquiasmas, se contrapone a lo observado por Ruiz

RejénM.{Datos sin publicar), en individuos de la especie Tulipa australis

que son portadores de un segmento supernumerario terminal,de naturaleza
heterocromédtica. En dichos individuos la asociacién terminal se produce
entre el teldmero del cromosoma no portador del segmen?ory la zona gnte—'
rior al segmento supernumerario, quedando el segmento sin sinapsar. En
estos individuos no se produce la supresidén de quiasmas observada en

M. comosum,produciéndose un quiasma en posicién proximal al centrdémero,

lo que determind que el segmento tengaﬂéégregacién ecuacional en un deter-

minado porcentaje de células.,



193

La segunda de las hipétesis que podria explicar el efecto intracro-

mosémico de supresién de quiasmas ejercido por el segmento eucromitico

‘detectado en M. comosum estd, al igual que en el caso de la inversién,
relacionado con él‘modelo propuesto para el apareamiento de los cromoso-
mas homdélogos por Ashley (1979) y Bennet (1981). Asi, de acuerdo con es—
te modelo,la variacién producida en los brazos cromosémicos de la segun-
da pareja. por la presencia del segmento, alteraria el procesolde sinap-
sis de esta pareja,.dificultando la formacién de quiasmas.

‘ De acuerdo con 1lo anteriormenté expuesto, podemos concluir que el
segmento supernumerario en M. comosum, tiene un efecto supresor sobre la
formacidén de quiasmas en las posiciones incluidas entre el centré-
mero y el segmento. Asimismo, y debido precisamente a este efecto supre-
sor en la formacién de quiasmas,la segregacién anafééica de dicho seg-
mento se produce siempre de forma reduccional.

Como consecuencia igualmente del efecto supresor ejercido por el
segmento supernumerario sobre la formacién de quiasmas, es posible la
produccién de un conjunto de genes qoadaptados localizado en el brazo
cromosémico de la segunda pareja portador del segmento. Tal conjunto de
genes que se heredariaq conjuntamente constituirian un supergen (Férd,
1971). Dicho supergen’podria conferir un mayor valor adaptativo al cro-
soma portador, lo que permitiria su establecimiento en las poblaciones
naturales en estado polimérfico' (véase.més adelante bag. 231)

Por lo queserefiere,asimismo, a los efectos intracromosémicos ejer-
cidos por el segmento supernumerario de M. comosum, en la tabla 4 se
puede observar que las frecuencias de formacidén de quiasmas en las zonas
terminales ‘de los cromosomas portadores de dicho segmento, por lo gene-
ral,son un poco mas elevadas que en los individuos no portadores. Este
aumento . " en la frecuencia de quiasmas terminales, aunque peque-

fio, se produciria, al igual que ocurria en el caso de los individuos he-
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terocigbéticos para la inversién, para asegurar una segregacién anafdsi-
ka de la segunda pareja perfecta. -

Como conseéﬁencia de la dréastica supresién de la formacidén de
quiasmas que se produce .con la‘existeﬁciadel segmento
supernumerario, la medié de quiasmas de la segunda pareja en los indivi-
duos’portadores del segmento sufre un descenso respecto a los individuos
no portadores (Tabla 4). Este descenso es estadisticamente significativo
para la media de los individuos de genotipo +/+ e 1i/i, respecto a las
medias de todos los genotipos portadores de segmento (Tabla 5). Es de
resaltar, asimismq, que los individuos +/+1 presentan una media Wayor
de quiasmas para la segunda_ pareja-:, y tambien estédisticamente signi-
ficativa, que los otros individuos portadores +/il , +1/i e i/il.Esta di;
ferencia quizas se deba a que,en los individuos de genotipo +/+l,si se
producen quiasmas en las posiciones b y c,lo que no ocurre en los otros
genotipos (yéase tabla 4).

Un segundo aspecto de los efectos que el segmento supernumerario
de M. comosum producé ;es su influencia en la frecuencia de quiasmas
de la primera pareja del cariotipo. En la tabla 6 se recogen las medias
de quiasmas que presentan tanto los individyos portadores del segmento
como los no portadores. Un primer ' dato a destacar es que los indivi-
duos +/+1 e i/il, presentan una media de quiasmas menor que los indivi-
duos +/+ e i/i,respectivamente, siendo en este caso las diferencias sig-
nificativas (Tabia 7). Otro dato a destacar es que los individuos
+/il y +1/1i presentan unasmediasde quiasmas muy similares a la de los
individuos +/i. .Por tanto, el segmento supernumerario, como la
inversién, tiene un efecto supresor sobre la formacidén de quiasmas en

la primera pareja.
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Este efecto supresor producido en la primera pareja del cariotipo,

podria expliéarse de acuerdo con el modelo propuesto por Ashley (1979) y

Bennet (1981) para el apareamiento de los cromosomas homélogos. Asi, co-

mo consecuencia de la variacién en la longitud de los brazos cromosémi-
cos de la segunda pareja, producida por la presencia del‘segmento supér—
numerario, el apareamiento cromosdémico se alteraria no solo en el biva-
lente portador del segmento, sino que dicho efecto se produciria tambien

en otros bivalentes del complemento de_similar tamafio (Maguire,1983).

Estos dos‘eféctos de supresidén de quiasmas del segmento,tanto en
la pareja portadora como en la primera pareja del cariotipo, producen
un descenso en la media' de quiasmas celular en los individuos heteroci-
gbéticos respecto a los homocigdticos no portadores (Tabla 6). Como se
observa en la tabla 8 este descenso es estadisticamente significativo
entre los individuos +/+1 y +/+,y enlos individuos i/il respecto a los
individuos i/i. .Asimismo,los individuos +/i presentan una media de quias
mas, para el total del cariotipo,may9r que los ind;ziéuos f/il y +1/i.
Esta diferencia se podria deber a que,en los individuos de genotipo +/il
y +1/i no ocurren quiasmas en la zona d {comprendida entre el segmento
y el centrdémero) mientras que s{ ocurren en los individuos +/i.

&n resumen,podemosbseﬁalar que el segmento supernumerario de M.co-
mosum reduce la frecuencia de quiasmas por célula. Este efecto supresor,
no ha sido observado en ninguno de los segmentos supernumerarios de Or—
tépteros, pues como yé hemos sefialado en estos organismos o bien elevan
ia frecuencia media de quiasmas (John y Hewitt, 1966; 1969; Shaw, 1970,

1971; John,1973; Riva et al. 1984) 0, en otros casos,los segmentos no

influyen sobre este cardcter. (Schroeter y Hewitt,1974; Westermanl976;
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Gosélvez et al. 1981; Camacho y Cabrero 1982; Camacho et al., 1984).

El papel evolutivo del segmento s;bernumerario de M. comosum,
puede residir, por tanto, en su influencia en la regulacidén de la re-
combinacién , pudiendocontribuir dicho efecto a su mantenimiento en las
poblaciones. Dos son 1los posibles consecuencias més directas del
efecto supresor del segmento:

| 12) la creacién de un supergen (Darlington y Mather,1949) en la
zona de la segunda pareja prdxima al segmento,en la que suprime
totalmente la formacidén de quiasmas (véase pag. 231 )

22) Como consecuencia del efecto supresor del segmento sobre la

recombinacién,tanto en la primera pareja del cariotipo: como en la segun
da,se podrfa producir uﬁ descenso en la variabilidad genética engendra-
da por recombinacién. Este descenso en la variabilidad puede ser
inportante desde el punto de vista adaptativo. Como sefialan Rees y Dale
(1974) y Westerman(1983), las poblaciones con baja frecuencia de quiasmas
pueden tender a preservar mejor su variabilidad, pues se producen

menos efectos disruptivos sobre los complejos de supergenes.

En cuanto al origen de los segmentos supernumerarios se han
formulado dos posibles hipdtesis (White, 1954, 1975).

a) Por translocaciones de otros autosomas, o bien de un cromosoma
accesorio.

b) Por duplicacién de material autosémico y posterior heterocro-

matinizacién de la zona duplicada.

Hasta ahora;en la bibliografia son muy pocos los casos aportados

sobre el primer tipo de origen. En concreto Rao (1933) ¥y Southern' (1970)
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haﬁ realizado algunas-obéervaciones que apuntan hacia la existencia de
translocaciones cromosdémicas distales entre cromosomas! hbmélogos 4 COmo
posible origen de los segmentos supernumerarios.

La segunda hipétesis. es la més aceptada hasta ahora, existiendo
varios casos,(Shaw, 1970, '1971; John, 1973), en los que dicho origen
parece muy probable.

Por lo que respecta al segmento supernumerario detectado en
M. comosum, en ninguna ocasién hemos observado que dicho segmento
presente asociacién no homéloga con algin elemento del complemento
normal. Asimismo, en ningin caso hemos observado individﬁos que pre-
sénten pérdida de material cromosémico en alguna péreja del resto
del complemento. Por estos dos motivos, pensamos que se puede descar-
tar la hipétesis del  origen por translocacién de otro cromosoma del
complemento. Igualmente no creemos que se haya producido por translo-
cacién de un cromosoma accesorio, ya »qué, aunque hemos detectado la
presencia de cromosomas accesorios -en M. comosum, 1la frecuencia con
que dichos cromosomas se observan es muy baja, y asimismo, la na-

turaleza heterocromatica de dichos cromosomas no apoya la idea de

‘que €ste sea el origen del segmento de M. comosum.

A favor del posible origen del segmento supernumerario de

M. comosum por duplicacidn, existen una serie de observaciones como son:

a) La asociacién terminal entre el segmento y el cromosoma no

segmentado indicaria la existencia de cierta homologia entre ellos.
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b) Las duplicaciones en tandem, detectadas en Drosohila, tienen
un comportamiento sobre la recombinacién que depende de su longitud.. Asi,
las duplicaciones cortas y medianas aumentan o tienen un efecto
pequefio sobre la recombinacién ( Green, 1962; Kalisch, 1975). Por
el contrario, las duplicaciones en tandem de tamafio grande producen
un descenso en las‘ frecuencias de recombinacién ( Roberts, 1966,
Kalisch, 1975). Esta dependencia de la longitud parece estar exclusiva-
mente restringida a las duplicaciones eh tandem ( Van de Vate y Jansen;
1978). Como hemos podido comprobar, el segmento supérnumerario de
M. comosum tienen un efecto supresor sobre la recombinacién en el

brazo cromosémico que lleva el segmento, por lo que tendria el mismo

efecto que las duplicaciones en tandem de gran tamafio detectadas

en Drosophila.

‘

c) La existencia de intercambios 'de tipo-U en la segunda pareja
puede ser el origen de dicha duplicacidn, por una rotura asimétrica
del puente dicéntrico en anafase-I. Este origen ha ‘sido seRalado

como probable para las duplicaciones observadas en Leopoldia weissii

(Bentzer 1972) y en Aloe (Bradham, 1975).

Sin embargo, existe un dato que nos hace dudar sobre el posible
origen por duplicacién del segmento supernumerario de M. comosum,

y es su naturaleza eucromatica. Los dos mecanismos anteriormente
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mencionados (translécacién y duplicacién) implican la existencia
de material repetido que habitualmente _aparece heterocromatinizado
( Hewitt y John, 1968; Camacho et al.; 1981). Si aceptamos su origen
por dupiicacién permanece la incbégnita de que por qué no ha sido

heterocromatinizado el segmento supernumerario de M. comosum.
_ ek A ALl L

Una tercera explicacién, diferente a las doé anteriores,
podria serla de que el segmento supernumerario observado én M. comosum
fuera un relicto de un bloque cromosdémico eucromitico que formaba
pafte del cromosoma ancestral vy qde ha sufrido una translocacién
a otro cromosoma del complemento. Dicho blogque cfomosémico habria
sufrido posteriormente un proceso de diferenciacién,lé que determina
que no exista ningin tipo de homologia entre el bloque original

y el translocado. "

¢

Este posible tercer mecanismo estaria en relacidén con los
fenébmenos que han originado el cariotipo de M. comosum.
El cariotipo de esta especie es claramente asimétrico y casi bimodal
(Fig. 2), con dos grupos de cromosomas de tamafio muy diferente entreA
si, siendo la especie que presenta él cariotipo ﬁés asimétrico de
todas las especies del subgénero Leopoldia (Bentzer, 1973),
El origen de dichos cariotipos bimodales ha sido explicado
por dos teorias diferentes:
Darlington (1963) sugiere que ”“tales cariotipos derivan de
otros mas simétricos de origen poliploide, habiéndose producido los

cromosomas cortos por pérdidas de trozos cromosdémicos.
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La segunda de las teorias, propuesta por Levitzky (citado en

'Stebbins, 1971), sugiere que los cariotipos bimodales se originan como
resultado de translocaciones desiguales entre los cromosomas del
cariotipo.

En el caso de M. comosum, el origen de su cariotipo asimétrico,
casi bimodal, se poaria atribuir a la exisﬁencia de translocaciones
reciprocas desiguales. Esta hipdtesis estd avalada por el hecho de
la existencia en -el género Muscari » Y concretamente en el subgénero
’ o .
Leopoldia, de una escala de cariotipos con nueve parejas de cromosomas pro-
gresivamente asimétricos, escala en la que elicériotipo deJLOGmQMI&xiael.
resultado final. Asimismo, en M. comosum se ha detectado 1la existéncia
de duplicaciones génicas (en el gen que controla la alcohol deshidroge-
nasa, véase resultados apartado 5.4.1'1 y en el geh que controla“
las esterasas Oliver et al.,(1983), con caracteristiqas compatibles
con un posible origen mediante translocaciones. Si, en el proceso evo-
lutivo que ha originado el cariotipo tan caracteristico de M. comosum,
han intervenido 1las translocacionesipara dar lugar a una : pareja de
gran tamafio, una pareja de tamafio intermedio y siete de tamafio peque-
flo, los segmentos cromosémicos que presenta la segunda pareja pueden
constituir un relicto del cromosoma ancestral segundo (més grande que

el actual). De hecho, las especies del sugénero Leopoldia del género

Muscari emparentadas con M. comosum (p. ej. M. matritensis (Ruiz
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Rején et al., en prensa ) presentan dos parejas grandes de similar tama-
fio, ambas subtelocéntficas.

A favor de. este posible origen del segmento de M.comosum, como
un relicto de un cromosoma ancestral mas grande,. estd ,ademas, su
comportamiento meidtico caracterizado por 1la aparente existencia
de una sola zonabde actividad telomérica, tal como se ha discutido

anteriormente. En otros casos de segmentos heterocromaticos y/o eucroma-

ticos terminales (ver Hewitt, 1979) la actividad telomérica de los

cromosomas puede estar localizada aparentemente .él comienzo del
segmento, en el extremo del cromosoma normal (Ruiz Rején M. ,;datos sin
publicar) . En algunos casos de segmentos terminales de saltamontes
(John, 1973; Gosalvez y Lopez Fernandez,1981 John y King, 1982) se
ha defendido la asociacién terminal eq?ye zonas eucromaticas y hetero-
maticas . Sin embargo - otros autores (Nur,1961) indican la posible
existencia de zonas ‘eucromaticas en el extremo de los segmentos en
los que tendria lugar la formacién de un quiasma terminal (Jones y

Tease, 1984).
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6.3 Variabilidad genética existente en Muscari comosum

Como hemos podido comprobar en nuestro estudio, M. comosum
presenta gran variabilidad genética a dos niveles: variabilidad Cromoso-
mica y variabilidad génica. En un .estudio realizado por Bentzer
(1973) se comprobé éue esta especie presenta, asimismo, gran varia-
bilidad fenotipica (Tutin et al., 1980).

Desde el punto de vista cromosémico, ademds de mutantes
ocasionales que afectan al ndmero cromosémico, y cuya frecuencia
es -muy baja, M. comosum presenta cuatro tipos cromosdmicos, claramente
diferenciados entre si, para la segunda pareja de su cariotipo.
Estos cuatro tipos cromosdémicos, como se ha discutido, estén ocasionados
por la presencia de una inversién pericéntrica y de un segmento
supernumerario eucromatico.

Desde el punto de vista génico, hemos podido observar que
M. comosum presenta igualmente una gran variabilidad. Asi, de seis
loci analizados, cuatro de ellos son claramente polimérficos, pre-
sentando unos altos valores de proporcidén de loci polimérficos, (P)

del numero de alelos por locus,(A),y de heterocigosidad  (H)
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6.3.1 Variabilidad cromosdémica

El andlisis de la variabilidad cromosémica, para la inversién
y el segmento, lo hemds realizado en 852 individuos de 22 poblaciones
que se extienden desde Grecia hasta las Islas Canarias, pasando por po-
blaciones de Italia continental, Sicilia, Francia, Islas Baleares y
Peninsula Ibérica (Tabla 2).

En dicho andlisis hemos encontrado que de los cuatro tipos cromo-
sémicos que puede presentar la segunda pareja de M. comosum, dos
de ellos, el tipo + y el tipo i, se encuentran en todas las poblaciones
(Tabla 10). Las. tres combinaciones genotipicas que se pueden formar en-
tre ellos se encuentran en la mayoria de las poblaciones, aunque

existen cuatro poblaciones (C0Z, MOT, POA y POD) en las que no ha sido

- observado el genotipo i/i (Tabla 9.).

Por otra parte, los otros dos tipos cromosémicos (+1 e il), porta-

. dores del segmento supernumerario detectado en M. comosum, son menos fre-

cuentes, en general, que los tipos no portadores (Tabla 10). Nunca hemos

encontrado individuos homocigéticos para cromosoma portadores del segmen-
to. Esta misma ausencia de individuos homocigotos ha sido puesta

de manifiesto por Bentzer y Ellmer (197%5) en poblaciones griegas, y por

Ruiz Rején y Oliver (1981) en poblaciones espafiolas.

Como medida de la variabilidad cromosémica hemos utilizadeo la he-
terocigosidad observada en cada poblacidén. Los valores de dichq paréametro
son muy variables para la inversién, existiendo poblaciones con valores
muy altos, (.71 en MEN-1) y otras con valores bajos (.06 en CO0Z), pre-

sentando un valor medio en el conjunto de las poblaciones de H=’43t .04.

(Tabla 12).

Estos valores pueden ser comparados con los obtenidos por Ruiz

Rején y Oliver (1981), que encuentran que, generalmente, las poblaciones
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de la Peninsula Ibérica, presentan una heterocigosidad alta para la in-

versién (valores alrededor de .44) aunque, como en nuestro casoy existen

poblaciones que presentan valores muy bajos para dicho parametro. Estos
autores calcularon tambien 1la heterocigosidad de seis poblaciones de
dos islas griegas anélizadas por Bentzer (1972), encontrando que, dichas
poblaciones , .presentan una alta heterocigosidad para la inversidn

(H=.52+ ,02). En nuestro caso que,tambiéh,hemos analizado poblaciones
Iinsulares (RAG;_MEN—l, MEN-2, LLUV, VAL, MOY ¥y SUR) cuando se calcula la
heterocigosidad que presentan dichas poblaciones se encuentra un valor
ligeramente superior al resto de las poblaciones (H='44i .03). e inferior

a las poblaciones griegas.

Por otra parte, 1la heterocigosidadbobservada para el segmento es
igualmente altamente variable, exiétiendo poblaciones que presentan un
valor elevado (LLUV,H:, 45) y otras donde no se ha observado el segmento
¥y cuyo valor de H es 0. El valor medio en el conjunto de las 18 poblacio-
nes es H= .081 .02 . Este valor es inferior al observado para la inversién.
Por lo que se refiere a las poblaciénes insulares, las dos poblaciones
de la Isla de Mallorca (LLUV y VAL) presentan valores mucho mas altos

que el resto de las poblaciones tanto’ insulares como continentales.

A partir de los datos de 1la heterucigosidad observada en ambas
ordenaciones hemos obtenido la heterocigosidad total observada en M. como-
sum. Tal como se puedeyobservar en la tabla 12 dicho pardmetro alcanza
un valor de H= .258+.05, EZste resultado se puede comparar con los obser-—
vados por otros autores, principalmente en especies de Drosophila. Asi,

por ejemplo, Fontdevila et al. (1982) encuentran que, en poblaciones de-

Sudamérica de D. buzattii, la heterocigosidad observada es de H=.28+.01,
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Por su parte Ruiz (1983) encuentra que,esta misma especié,presenta una
heterocigosidad media en poblaciones de Europa y América de H=. 375:.02,
aque es mas alto que el observado por nosotros en M. comosum. Asimismo,
en poblaciones de D.ananassae de la India, analizadas por Singh (1983),
la heterocigosidad media observada es de H= .SOt.O4, qQue es un valor
superior‘al de M. comosum.

Los valores de heterocigosidad cromosdmica observadosen las espe-
cies de Drosophila citadashan sido calculados a partir de un numero de
ordenaciones mayor que el observado por mnosotros en M.comosum, aunque
‘el ntmero de individuos' analizados por poblacién es seme jante. Por 1lo
tanto, debemos seflalar que los valores de heterocigosidad obtenidos en
M., comosum, tienen uﬁ menor grado de significacién que en los casos de
las especies de Drosophila, pues, como sefialan Ayala y Valentine (1983),
para que la estima de heterocigosidad sea significativa es necesario
examinar un numero elevado de marcadores genéticos.

Como hemos sefialado, las poblaciones de las islas presentan en

e
general unos niveles de variacién ligeramente superior al de las pobla-
ciones continentales. Esta observacidén estd de acuerdo con lo sefialado
por Carson (1982)sobreque las poblaciones insulares de una especie que
esté ampliamente distribuida (en su caso Drosophila) pueden ser, por
"lo menos, tan Polimérficas como las poblaciones continentales, teniendo,
por tanto, el mismo valor evolutivo las poblaciones insglares y conti—
nentales. Como hemos podido observar las poblaciones insulares de M.
comosum presentan,eﬁ general, ambas ordenaciones cromosdmicas, y,aunque
existen cambios en las frecuencias de ordenaciones, pensamos que estas
diferencias se pueden deber al efecto'fﬁndador o bien, a una adaptacién

de la especie a las condiciones ambientales particulares (Carson,1982) .
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6.3.2 Variabilidad génica

El andlisis de la variabilidad génica para cuatro sistemas enziméticos
_(ADH, GOT, IDH y GDH) lo hemos realizado en 18 poblaciones que se ex-

tienden desde Grecia, pasando por los paises meditérraneos, hasta las

Islas Canarias.

Un primer aspecto a resaltar;yqué‘se puede deducir de la tabla 27,
donde se recogen los distintos frecuencias génicas de cada uno de los
locus en las 18 poblaciones analizadas, es que el alelo mas frecuente en
cada uno de ellos lo es generalmente en todas las poblaciones. Asimismo,
hay que seflalar que en aquellos loci que presentan ph cierto grado de
polimorfismo, tales comovADH—l, IDH, GOT-1 y GOT-3, éste se extiende, en
general, a lo largo de toda el &rea geografica analizada (Figs. 67, 68

69). Tal como se puede observar en dichas figuras las frecuencias aléli-

cas de las distintas poblaciones presentan gran similitud aunque estéh‘

muy separadas)geogréficamente.
Las medidas de variabilidad génica -estimadas. en M. comosum,A,'P
y H,recogidas en la tabla 29, nos muestran que dicha especie presenta
una alta tasa de variabilidad. Concretamente, hemos encontrado qQue pre-
senta un alto porcentaje de loci polimorficos,al nivel del .95. El valor
de P a dicho nivel es de P=38.88t 3.56, que es muy parecido al valor me-
dio encontrado por Hamrick et al. (1979) en 113 especies vegetales de
diversas caracteristicas bioldgicas. De hecho, M. comosum presenta un
nivel similar de variabilidad al de las especies con reproduccién sexual
(35.64%), al de las especies de amplia distribucién geografica (30.36%)
Y superior al de las especies con un periodo de vida intermedio (28.09%)
estos datosyen general, se calcularon con un niimero medio de loci superior
al utilizado por nosotros para el cédlculo de P en M. comosum, por lo que

dichos datos pueden ser méds representativos (véase Hamrick et al. 19879) .
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Asimismo, este valor de P es semejante al encontrado con especies de
invertebrados ( 17.3% ) y superior al encontrado en vertebrados (39.9% ),

Nevo (1978).

Como es légico esperar, con el criterio del .99, este valor de P
es mayor, obteniendo un valor de 54.63 +2.95 (Tabla 29).
El numero medio de alelos por locus es,asimismo,elevado:A=1.,86 + .04

Este valor es muy parecido al encontrado por Hamrick et al. (1979) en su

revisién ya citadas de 113 especies, siendo inferior al valor de A de

.especies de Gimnospermas (2.12+ .20), pero muy parecido al de las Angios-

permas (l.78t.15). En concreto, M. comosum presenta un nivel algo supe-
rior al de las especies de reproduccién sexual (1.63i.07)> al de las
especies de amplia distribucién geografica (1.58 +.15) y al de las espe-
cies de vida perenneintermedia(l.AGi.Og).Igualmente, estos datos fueron
calculados, generalmente, para un namero de loci superior al utilizado

por nosotros (Hamrick et al. 1979).

Por lo que respecta al valor de la heterocigosidad génica observa-
da (H), debemos sefialar que dicho parametro presenéa gran heterogeneidad
entre los loci estudiados. En la tabla 28, donde se recogen los valores
de heterocigosidad observada en cada uno de los locus,podemos observar
que es el locus ADH—I. el que presenta un valor més alto. Este locus
no presenta valores menores de H=.50 en ninguna poblacién. Le siguen por
orden decreciente deheterocigosidad los loci IDH, GOT-1 y GOT-3. Este
Gltimo locus se presenta fijadoen un namero importante de poblaciones.

La heterocigosidad génica media en la poblaciones.de M.comosum es
de H=16.+ .007presentando todas ellas valores muy homogéneos (Tabla 29)
entre si. Dicho valor de H es similar al de las especies diploides perte-
necientes al grupo de las Gimnospermas &logamas (H=.1578) , siendo lige-

ramente superior al de las especies - de + Angiospermas
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dlogamas (H=.1502) y superior al de las especies autofecundantes

(H=.056 ) (véase tabla 46 ). Dicho valor es asimismo, superior al obser-
vado en especies de vertebrados e insectos, excl;yendo las especies de
Dros;phila (tabla .46).

Es de resaltar que en aquellas poblaciones en las qué la heteroci-
gosidad cromosémica presenta valores bajos (véase tabla ié), no ocurre
lo mismo en el caso de la heterocigosidad génica (Tabla 29). Concreta-
mente, tal como se observa en la Tabla 12,las poblaciones de MOT, RAG,
POA y COZ presentan valores de heterocigosidad cromosémica inferiores
al resto de las poblacioﬁes. Por el contrario,estas pcblaciones presentan

unos valores de heterocigosidad génica similares al resto de las pobla-

ciones (Tabla 29). Por lo tanto,se puede decir que dichas poblaciones no
sufren. ningin tipo de restriccién de variabilidad génica. Este mismo
eféctouobsefvado en ﬁuestro andlisis, fué encontrado pof Ruiz Rején y
Oliver (1981) en dos poblaciones espafiolas.

Dicho efecto podemos interpretarlo en el sentido de que los poli-
morfismos enzimdticos demuestran mayor uniformidad geografica que los
polimorfismos cromosdémicos, observacidén confirmada a partir de los estu-
dios de Ayala et al. (1971) Gonzélez—Dﬁarte et al. (1973); Powel, (1973);
Saura y Lakovara (1978) (véase mas adelante).

También, y como ya hemos seflaladoen resultados (véase apartado 5.
2.4),hemos analizado conjuntamente las frecﬁencias cronosdmicas y génicas
que presenta M. comosum en las 18 pobiaciones en que han sido estudiados
simultédneamente ambos aspectos. Con ello hemos pretendido cuantificar la
variabilidad genética total de M. comOSUm:con el mayor nimero de marca-
dores posibles.

Los resultados obtenidos para las diferentes medidas de variabili-

dad, se pueden observar en la tabla 36, E1 valor medio de la heterocigo-



209

sidad observada mﬁM-Cpmosumes de H:.th'-OQH:que,como ya hemos comen-
tado, es un valor elevado cuando de compara boh otras especies de las
mismas caracteristicas bidlégicas (véase tabl;?ﬁ). Este valor es bastan-
te mayor que el observado en especies de invertebrados; siendo muy pare-
cido al que presentan las diferentes especies de Drosophila (tabla‘45).
Hay que sefialar que los valores de heterocigosidad recogidos en esta
tabla solo se refieren a datos génicos.

Asimismo las otras dos medidas de la variabilidad genética

,P ¥ A,presentan en el conjunto de las poblaciones valores elevados (tabla

36).

En cuanto a los posibles causas del mantenimiento de esta alta va-
riabilidad genética, pensamos que puede ser debida, en pafte, a las ca-
racteristicas bioldégicas que dicha especie bresenta. M. comosum - es una
especie con bulbo que puede vivir varias generaciones, es décir es una
éspecie de vida mediaﬂintermedia, que ocupa una amplia &rea de distribu-
cidén geogréafica, con un alto efectivo de pbblacién, su reproduécién es
de tipo sexual no presentaﬁdo en la natﬁraieza feproduccién asexual (Gar-
bari, com. per.), es una especie aldgama (Knoll,1921; Pefez et.,1981;
Lépez Alonso,1984) siendo polinizada por insectqs.También presenta una
alta fertilidad.

Todos estos factoreé EiolégiCQgW;;eden céﬁtribuir él mantenimiento

de una alta tasa de variabilidad génica, como ocurre en otras especies

|
!
|

que presentan tales caracteristicas (Hamrick et al.,1979). ,

HS i !
En las especies que reunen estas caracteristicas, la deriva es

un factor que ejerce poca influenqia, al ser el tamafio poblacional muy

grande, por tanto la especie es capaz de retener gran cantidad de

variabilidad genética.l‘Esta variabilidad podria estar mantenida en

parte por seleccidn. A
' .
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7btr5‘;;;;gie factor qué ha podido influir sobre el alto valor de
variabilidad génica que presenta M. comosum, es el efecto que sobre esta
especie haya podide céusar la accidén humana, ya que M. comosum es una
especie sinantrépica (ocupa terrenos influenciados por el cultivo), sien-

do algunas veces cultivada .

De todo lo anteriormente expueétéﬂpodemos concluir qﬁe M;édmosum
€s una especie vegetal que presenta una alta tasa de variabilidad
genética, que puede estar‘producida por las caracteristicas biolégicas
que dicha especie presenta. Asimismo, esta variabilidad podria estar

mantenida por seleccién, como discutiremos posteriormente.

6.4 Diferenciacidn geogréafica en M.comosum

6.4.1 Diferenciacién cromosémica entre las poblaciones de M. comosum

analizadas

El primer aspecto a destacar es 'la distribucién universal que pre-
sentan ambas ordenaciones cromosémicas (inversién y segmento) en el &rea
geogréfica analizada, aunque existen algunas diferencias entre las fre-
cuencias de las distintas poblaciones (Tabla 11 y Figs. 31 y 32),

El estadistico FST puede utilizarse como medida de la variabilidad
entre poblaciones para la inversidn y el segmento, ya que representa la
varianza interpoblacional de las frecuencias 'de cada ordenacién. Dicho
estadiético presenta valores, para ambas ordenaciones: que indican que
existe cierto grado de diferenciacién entre las poblaciones de M.comosum

(Tabla 15). Asimismo, ei valor medio de FST=.08, nos indica que el

grado de heterogeneidad cromosémica interpoblacional no es muy alto.
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Dichos valores de FST’ calculados a partir de frecuencias cromosé-
micas, no pueden compararse con otros resultados similares ya que, salvo .
en contadas ocasiones, dicho estadistico no se ha aplicado a otros casos

de polimorfismos cromosémicos. Asi, Wright (1978) encuentra que, para

poblaciénes de Drosophila pseudoobscura estudiadas por Dobzhansky y Epling

(1944), el valor medio -de FST es de .123, para seis reordenaciones dis-

tintas, concluyendo qﬁe dichas poblaciones se diferencian geograficamente

entre si. Aunque el valor del estadditico F calculado en M. comosum

ST’
puede tener un menor valor informativo, al estar calculado solamente con
dos ordenaciones distintas, podemos resumir que las poblaciones de

. M. comosum se encuentran menos diferenciadas geograficamente que las

de Drosophila pseudoobscura.

Por el contrario, cuando se analizan las frecuencias de ambas orde-
naciones en las distintas poblaciones por medio de un andlisis de Ji-cua-
drado decontingencia,si se encuentra que existen diferengias significa-
tivas entre las poblaciones. Como se puede ver en la tabla 15 ambas orde-
naciones presentan valores estadisticamente significativos. Se puede
asegurar que las poblaciones de M. comosum se diferéﬁcian entre si, de-
bido a las frecuencias cromosdémicas que presentan. A esta misma conclusién
llegé Garcia (1981) estudiando seis poblaciones de M. .comosum de Sierra
Nevada (Granéda), no encontrando queegistiese c6rrelaci65wéntreia'éltitua

¥ la frecuencia de.inversién. . N ‘ .

En especies de Drosophila se ha encontrado tambien que, las pobla-

ciones donde existen diversas ordenaciones cromosémicas; se diferencian

entre si por las frecuencias de las distintas ordenaciones ' que presen-
tan (Fontdevila et al. 1981, 1982; Shing,1983).

Para aclarar, asimismo, la posible--diferenciacién existente entre

poblaciones, hemos realizado un andlisis mediante el indice de distancia



212

genética de Prevosti (1974). En la tabla 16 se recoge la matriz de dis-
tancia genética en las 22 poblaciones analizadas. E1 indice de distancia
medio entre las poblaciones de M.comosum es de D='127i .005, Este valor

es ligeramente inferior.al que se encuentra entre poblaciones de Droso-

phila buzzatti, del Nuevo y del Viejo Mundo (Ruiz, 1983) D=.177+.005.

lAsimismo,Prevosti (1978) encuentra que,entre las poblaciones de Drosophila

suboscura de Espafia y Marruecos,existe una distancia de D=.271LO3, que
es superior el encontrado en M. comosum.

' En el dendroérama obtenido a pérfir de la matriz de distancia gené-
tica (Fig. 33), podemos observar que las 22 poblaciones se ordenan sin
seguir un patrén geografico. Sin émbargo,es de destacar: él agrupamiento
formado por las poblaciones de LLUV y VAL, ambas de la isla de Mallorca,
¥ que se diferencian del resto de las poblaciones. Ca

También, tal como se observa en dicho dendrograma, existen varios

agrupamientos que se diferencian del resto de las poblaciones. Asi, pode-

mos ver que ‘existen dos agrupamientos, formado uno por las poblaciones

de COZ, MOT, POA, RAG y SUR, y el otro por las poblaciones de PQC, AVI,

y MEN-1.

La representacidén factorial obtenida cuando se someten las frecuen-
cias cromosémicas a un andlisis factorial de correspondencias (Fig.34)
coincide,en términos generales,conel dendrograma anterior,estableciendo
los mismos grupos basicos. Asi,.podemg§wygr como el agrupamiento formad§
por las poblaciones de LLUV y VAL se diferéncia del resto de las pobla-
ciones, principalmente,por la alta frecuencia del segmento que ambas po-
blaciones presentan. El agrupamiento formado por COZ, MOT, POA, RAG y

SUR se diferencia por las altas frecuencias de ordenacién estandar que

presentan dichas poblaciones. El agrupamiento formado por POC, AVI y

MEN-1 se diferencia por la alta frecuencia de ordenacidn invertida que

presentan.
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.+ Asimismo,como hemos sefialado en el- apartado de resultados 4hemos realiza-

do un anilisis de diferenciacién cromosémica entre las poPlacion¢§ analiza-
das en el presehte trabajo con seis poblacionés de dos islas griegas,
estudiadas por Bentzer y Ellmer (1975). La distancia genética media es de
D=.123 t.OOA,que es muy parecida a la encontrada entre nuestras pobla-
ciones (Tabla 19). El dendrograma obtenido (Fig. 35).. a partir de la
matriz de distancias genéticas,nos permite observar que las nuevas pobla-
ciones Sedistribuyen en el conjunto de nuestra poblaciones.. sin seguir
una ordenacién géogréfica. Los agrupamientos producidos entre poblaciones
"son muy parecidos a los encontrados en nuestra poblaciones. Esto mismo
ocurre en el grafico obtenido mediante el anilisis factgrial de corres—
pondencias (Fig.36).
A la vista de estos resultados podemos hacer las siguientes conclu-
siones: |
12) No ekiste ninguna clina de distribucién geogréfica para ninguna
de las ordenaciones cromosémicas que presentan la segunda pareja de M.
comosum. La existencia de clinas pagglas frecuencias de ordenaciones
cromosémicas (principalmente inversiones) en diversas especies de Dro-
sophila (Dobzhansky, 1949; Stalker y Carson,'1948; Brcinc,1962; 1966;
Knibb et al,1981) se ha interpretado como prueba del posible valor adap-
tativo de estas ordenaciones. Prevosti(1978) seflala que en Drosophila
suboscura las clinas latitudinales detectadas para.lés frecuencias de
inversiones tienen valor adaptativo. En cambio las clinas Este-QOeste, y
las radiales existentes en esta misma especie, las interpreta dicho autor
como debidas a factores histéricos.
En el caso de M. comosum, como ya hemos sefialado, al existir ambas

ordenaciones en toda su 4rea de distribucién han de poseer un origen muy

antiguo, y al no existir clinas de distribucidn, pensamos que los poli-
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morfismos cromosdémicos de esta especie deben tener unas propiedades

adaptativas que les permitan mantenerse en toda su &rea de distribucién.

2?) Existe muy poca diferenciacién entre poblaciones de distintas .

dreas geogrdficas. Esta observacién nos confirma que los polimorfismos
cromosémicos que‘presenta M. comosum han dado lugar a uﬁ sistema tamﬁo—
nado frente a las variables ambientales y edaficas que debe soportar
la especie en su amplia Area de distribucidn.

En nuestro caso los motivos dgmg;fgrenciacién;cromosémica entre
las distintas poblaciones pueden ser varios, pudiendo ir desde factores
histéricos que ﬁayan podido influir sobre la distribucién de la especie
y/o al efecto fundadof (Prevosti, 1978). Asimismo, se puede pensar
que los polimoffismos para ambas ordenaciones hayan podido Jjugar
un papel importante en ‘la adaptacién‘ de la especie a los diversos
ambientes. De acuerdo con este .iltimo aspecto el mantenimiento del
polimorfismo cromosémico en las poblaciones naturales se podria
explicar en funcién de los diversos nichos ecolégicos que la especie
pueda ocupar (Dobzhansky ef al 1950; Da Cunha et al., 1950; Da Cunha
y Dobzhansky, 1954),

En este sentido, habria que sefialar cémo las dos' poblaciones

de la isla de Mallorca se diferencian del resto de poblaciones debido

Esta diferencia existente en poblaciones de islas, podria estar causaca

por los mecanismos ya sefialados de la deriva o al efécto»fundador.Esta»po—
sible interpretacién estaria apoyada por la observacién realizada por Bent-

zer y Ellmer (1975),de que las variaciones en la frecuencia de inversiones

en ciertas poblaciones griegas se explican por la accidn de la deriva.

Asimismo, nuestros datos sobre 1la inexistencia del segmento
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cromosdémico en poblaciones de islas comoc Ragusa (Slc111a) Y en las

dos poblaciones de Menorca (véase tablaA 11), asi como su presencia

en las Canarias, indica que estd actuando la deriva y/o el efecto funda-

dor sobre las diferencias en la frecuencia del segmento,

Por otra parte, un segundo grupo de pob1a01ones que se d1ferenc1a

del resto es el de aquellas poblaciones que presentan una baja frecuencia
para la inversién y el segmento. En este tipo de poblaciones
en el que existe un bajo nivel de heterocigosis cromosémica, como ya
hemos seflalado, no se produce un descenso en la heterocigosidad génica.
Esta observacién hace dificil 1la explicacidén del 'béjo valor . del
polimorfismo cromosémico ' en dichas poblaciones ) por efecto de la
deriva genética.

Ruiz Rején y Oliver (1981) explican que en aquellaé poblaciones
donde 1la variabilidad cromosémica es baja, como sucede en nuestras
poblaciones, el mantenimiento del polimorfismo cromosémico, quizis se

deba a efectos de adaptacién a causas amblentales o} edaflcos espec1ales.

— e o _— —ll e

Estas pobla01ones podrian ser del tipo senalado por Lewontin (1974)
como marginales. Este autor define como poblaciones "marginales“ aquellas
en las que, temporalmente condiciones ambientales inestables, imponen una
fuerte presién selectiva. Dichas poblaéiones no tienen por qué

coincidir con el borde geogréfico{ de distribucién' de la especie,
sino que pueden ser poblaciones de borde ecolédgico, dohde las condi-
ciones ambientales son adversas a la especie. En .tal situacién se

necesitarian respuestas répidas al efecto de 1la seleccidén, lo que

estaria facilitado por una mayor frecuen01a de recomblna016n, que se

obtendria al no haber indiviudos heter001gotos para ambas reordena01ones

cromosdémicas (Lewontin,1974).
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En nuestro caso, él descender las frecuencias de la inversién y
del segmento, en estas poblaciones consideradas de borde ecolégico, se
favoreceria la aparicién de individuos homocigotos para la ordenacién
estandar. Estos individuos tal como se puede observar en la tabla 4
presentan una alta- frecuencia de recombinacién, 1lo que favoreceria
la aparicidn de nuevas‘combinaciones génicas.

Por tanto, en conclusién, podemos sefialar que la -distribucién

geografica para los polimorfismos cromosémicos de M. comosum puede

estar influenciada tanto por la actuacién de la deriva, como por la accién

de la selecciéns

6.4.2 Diferenciacidn génica entre las poblaciones de M comosum

e . o Paa N

Dos son 1los aspectos—~ que resaltén, por lo que se >refiere
a la variabilidad génica, en ias poblaciones. naturaies
de M. comosum. Elrprimero de ellos es que para cada uno de los '166&
el alelo mds frecuente lo es en todas las poblaciones. El segundo

aspecto es que la mayoria de las poblaciones presentan, por lo general,

los mismos alelos en todos los loci y en todas las poblaciones. Es

decir, existe una gran homologia entre las distintas poblaciones de
M. comosum.
La diferenciaciénl entre poblaciones la hemos cuantificado)

en principio, mediante el estadistico F Y un andlisis de Ji-cuadrado.

ST’
En la tabla 32 se recogen los valores de FST,calculados para cada uno
de los loci polimérficos. Como se puede observar los valores indivi-
duales de FsT para cada uno de los loci’ nos confirma, la alta similitud

.

que existe entre las frecuencias génicas de las distintas poblaciones.

ASTTREOF e
(f 4}
EibLigtery
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La media de FST en los cuatro loci analizados es de FST =.0465+
.003. Dicho valor, * comparado con los obtenidos por otros autores

en especies vegetales; nos confirma que existe gran homogeneidad entre
las poblaciones devM. comosum (Tabla 45).

Los valores de’FST de M. comosum son muy pareéidos a especies ve- '
getales de vida larga‘y gran flujo génico (Yeh y El-Kassaby,1980; Yeh
y_O'Malley, 1880; Guries ybLedig, 1982; Dancik y Yeh, 1983) e inferiores
a los de especiesvde vida anual o bianual‘con restricciones de flujo
génico. Los altos valores de FST en a;gunas de las especies vegetale$

recogidas en la t&ﬂa45,>en general, son debidos a fenémenos de consan-
guinidadb(Guries y Ledig, 1982).

Pero,al igual que ocurria en el caso de las distintas ordenaciones
cromosémicas, cuando se realiza un andlisis de Ji—cuadradq de contingen-
.cia para los distintos: genes, los:valores obtenidos nos indican que
las poblaciones soﬁ diferentes entre si (Tabla 31).

Asimismo, hemos realizado un  andlisis de la diferenciacién
entre las distintas poblaciones mediante los indices de distancia ge-
nética de Prevosti (1974), D, y el indice de distancia,no sésgada de
Nei (1978), D.

E1l wvalor medib encontrado mediante el primero de los indices es
de D=.O7i.002. El valor medio de identidad genéti05 encontrada con el
segundo de los indices es I=.992t.001, y de distancia nosesgadaB:.OOSt
.002. Dichos valores son. menores a los encontrados por otros autores,me-

diante el indice de distancia de Nei (1972), D, en especies vegetales

como Lycopodium(Levin y Crepet,1973) Lupinus y Hymenoppapus (Babbel y Se«-
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lander, 1974), pérérson ﬁuy‘similéregza lasde algunas especies de pinos
(Dancik y Yeh,1983). También,mediante los dos indices de Nei I y 5ﬁ,Aya—
la y Kiger (1980) sefialan que las poblaciones de una misma especie vege-
tal, en general,presentan un valor de.I;.966t .005 y de D=.035. Como po-
demos observar,dichos valores preseﬁféﬁuna ligera desviacién respecto al

encontrado en M. comosum, existiendo menor grado de diferenciacién

entre las poblaciones denuestraespecie.Losvvalores de identidad y dife-

renciacién génica encontrados por nosotros son muy parecidos a los encon-
trados por (Pascual, 1983) en poblaciones de M.comosum Espaﬁa,b:.OOB y
I=.992.

l En los déndrogramas obtenidos a partir de la matriz de distancias
génicas de Prevosti (1974) (Fig. 71) podemos observar cémq las 18 pobla-
ciones analizadas se ordenan, al igual que ocurria para las frecuencias
cromosémicas, sin seguir un patrdén geogradfico. Se puede observar
sin embargo que existen algunos agrupamientos, que s§ separan del resto
de las poblaciones, siendo de destacar que al igual que ocurria para los

datos cromosémicos el agrupamiento formado por las poblaciones de LLUV y

VAL, ambas de Mallorca,se separa también para los datos génicos del resto

~de las poblaciones. Otro agrupamiento que se puede considerar que se

separa del restorde poblaciones es el formado por las poblaciones de BAC
POB, POD, MEN-1 y MOY.

Estos mismos agrupamientos se vuelven a producir, cuyando énalizaﬁés
las frecuencias de los distintos alelos, mediante un andlisis factorial
de correspondencias (Fig. 74). ‘Asi, glmagrupamiento formado por las po-
blaciones de VAL y de LLUV se diferencia del resto de las poblaciones,
gracias a las altas frecuencias que presenta para el alelo a de

la GOT-1yy de los alelos a y b de la ADH-1.
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El segundo grupo de poblaciones formado por las de MEN-1, POB,

MOY y BAC se diferencian del resto gracias a las altas frecuencias

del alelo a de la IDH y del alelo d de la ADH-1.

Al igual que ocurria en el caso de las frecuencias cromosémicas,

. las variaciones detectadas entre las frecuencias génicas de algunas

poblaciones, se podrian explicar por efecto de la deriva y/o el efecto
fundador, o por adap_tacién a ciertas qqndiciones ambientales particula-
res de ciertas poblaciones. En este sentido, es interesante resaltar
cémo en los dos andlisis de diferenciacién realizados. (dendrogramas
y factorial de correspondencias) las poblaciones de LLUV y VAL, se
vuelven a separar de.l. resto de las poblaciones debido a las frecuencias
génicas que presentan para los alelos a de la GOT-—l’._ ly de los alelos a
y b de la ADH-1, principalmente. Esta separacién, similar a la que ya
hemos citado para l‘os datos cromosémicos, apoya la idea de que el
efecto fundador ha podido jugar un importante papel en dichas pobla-
ciones. Si el efecté fundador ha influido en la formacién de dichas'
poblaciones, podriamos pensar que la asociacién detectada entre el
alelo a de la GOT-1 y el segmento es. simplemente un };echo fortuito.
Los primeros colénizadores de estas dos poblaciones presentarian una
alta frecuencia del segmento y del alelo a de la GOT-1. También, .
podriamos pensar que 1la diferenciacidn .que estas dos poblaciones
presentan respecto del resto de las poblaciones analizadas, se ha
producido como consecuencia de la adaptacién a condiciones ambientales

existentes en dichas poblaciones. De esta forma, la asociacién entre

el segmento y el alelo a de la GOT-1 podria tener valor adaptativo.
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Dos son '1asb conclusiones més  importantes que podemos hacer a
la vista de los r%ultados obtenidos, con respecto a la Qistribucidn geogr‘éflca de lai
gvarisbilidad genética que  presenta M. comosum. La primera s que, al igual que
ocurria para las drdenaciones cromosémicas, las poblaciones de M.comosum
no se diferencian altémente entre si por las frecuencias génicas que
preseﬂtan, Y que  tampoco presentan ningin patrén: de diferenciacidén
geogréafico (véase Figs. 66, 67 y 68).

La segunda de las observaciones es que la diferenciacién es

mayor a nivel cromosdémico (D='127i'005 que a nivel génico (D=.07+.002

.y D=;008i.002 (véanse tabla 16, 33, y7 345. Esta observacién de la mayor

diferenciacidén entre poblaciones,debido a las frecuencias cromosdémicas
de las distintas ordenaciones que a las frecuencias génicas, ha sido

también realizada en poblaciones naturales de D. suboscura por Prevosti

(1978). Dicho autor atribuye esta observacién a que los polimorfismos
enzimdticos se producen como consecuencia de las caracteristicas adap-

tativas generales de la especie, y el polimorfismo cromosémico se

produce como una adaptacién a factores locales.

Para explicar la gran homogeneidad genética (cromosémica y génica)
existente entre las poblaciones de M. comosum son varios los factores
que se podrian aportar. Estos factores van desde factéres histéricos,

hasta selectivos, pasando por el flujo génico y las caracteristicas
biolégicas y factores ambientales del &rea en que vive la especie.

Atendiendo a los factores histéricos, podriamos sefialar como pri-
mera posibilidad la de que quizas, todas las poblaciohes de M.comosum,
se hubieran originado recientemente a partir de un corto nimero de
individuos. Este origen seria factible si esta especie fuese ampliamente

cultivada. Aunque existen evidencias de que en algunas regiones de Italia



tos ambientes y las poblaciones que en ellos se puedan establecer.

221

se cultiva (Garbari com. per.),es muy diffcil pensar que todas las pobla-

ciones naturales de M.comosum se hayan pédido originar de bulbos procedentes

de dichos cultivos.En cambio, la accién directa del hombre ha podido te-

ner influencia sobre la distribucidn de esta especie y sobre su patrén de

- variabilidad. El posible transporte de las semillas de~M}comosum,como a-

compafiante de las semillas agricolas,favoreceria la thomogenizacién, entre

poblaciones, aln entre distancias largas.

Otra posibilidad que permitiria explicar 1la gran homogeneidad ge-

nética existente entre las poblaciones de M. comosum, es la carateristi-

Ca que esta especie presenta de ir asociada a la actividad humana. Los

biotopos que normalmente ocupa esta especie estam influenciados por

actividades agricolas, lo que de alguna forma homogenizaria los distin-

Esta situacidn se pareceria a la observada en especies animales que

viven asociadas a la actividad humana como son Drosophila melanogastgz

(Eanes y Koehn, 1978; Wright, 1978; Knibb et al., 1981; Knibb,1982) y

Mus musculus (Wright, 1978). En el primer caso,el valor del indice de

Diferenciacién FST €S muy parecido al existente entre poblaciones de

poblaciones de M. comosum (.009). En el segundo caso,el valor de F es

ST
casi el doble al observado en la especie estudiada por nosotros.

Un  faetor bioldgico que podria explicar la falta de diferenciacién

genética entre las poblaciones de M comosum es la alta flexibilidad

(

plasticidad) fenotipica que dicha especie presenta (Benzert,1972; Tutin

et al., 1980). La plasticidad fenotipica puede permitir a los individuos

una respuesta a las diferenteg'condiciones ambientales sin que se pro-

duzcan cambios en sus genotipos (Bradshaw,1965).

Otra caracteristica biolégica que podria explicar la homogeneidad
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existente entre las poblaciones de M.comosum es el gran tamafio efectivo
de poblacién que esta especie presenta. Esta caracteristica‘ no permiti-
ria la actuacién de la deriva genética, con lo cual no se producirian
diferencias significativas entre poblaciones (Levin,;978)

Otro ageﬁte evolutivo que puede téner un papel homogenizador de las
poblaciones es el flujo génico. E1l papel del flujo génico en la homogeniza-
cién de las poblaciones naturales ha sido ampliamente discutido.Tradicional-
mente se ha considerado al flujo génico como una fuerza capaz de neutrali-
zar la posible accidn diversificadora de la seleccidn (Kimura y Maruyama,
1971).Sin embargo,este pépel homogenizador ha sido criticado tanto por mo-

delos tedricos como por comprobaciones experimentales (Edler,1973).Especies

vegetales en las que se haya criticado el flujo genético como fuerza

homogenizadora son Pinus ponderosa (Mitton et al ,1977; Linhart et al.,

1981)yHordeum spontaneum (Nevo et al.,1983), entre otras. Estas especies

presentan un alto flujo génico, pero,sin embargo, presentan clinas para
variantes aloenzimaticas.

En M. comosum, no hemos realizado medidas directas de la cantidad
de flujo génico. Sin embargo, Lopéz Alonso (1984) mediante datos indi-
rectos llega a la conclusién de que en esta espepie no existen res-
tricciones al flujo génico. Asimismo, este autor, al estudiar el grado de
diferenciacién geografica intrapoblacional e interpoblacional, encuentra
que €sta es mayor en-el primer nivel que en el segundo. Este resultado
nos indica que,aunque la actuacién del flujo géniéo seria la de homoge-
nizar las poblaciones a los dos niveles sefialados, deben existir otros
factores, selectivos o aleatorios qﬁe hagan que las poblaciones estén

estructuradas internamente en demos,asi como diferenciadas entre poblaciones.
Desde el punto de vista selectivo, podemos sefialar que, el hecho
-de que no exista gran diferenciacién entfe las poblaciones analizadas,

" tal vez pueda indicar que la variabilidad genética que presenta M.co-
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mosum, resulte de las caracteristicas adaptativas de la especie (Pre-
vosti,1978). Como ya hemos seflalado,M. comosum se desarrolla en ambientes
espacial y temporalmente homogéneos (habitats generalizados). En esta
situacidén puede resultar vehtajoso para una especie limitar hasta cierto
grado su variabilidad, de modo que tnicamente se produzcan los fenotipos

que estén bien adaptados. Esta situacién se consigue mediante seleccidn

equilibradora.

6.4.3 Caracteristicas adaptativas de la variabilidad génética de

M. comosum

Como ya hemos sefialado en apartados,antefioreseM.comosum presenta
”una alta variabilidad genética (cromosémica y génichen.las poblaciones
de su éréa de distribuciéﬁ: Agimismo, hemos podidéméggétata;-éoméjmguﬁque
existen, diferencias entre poblaciones .y esta variabilidad genética es
bastante uniforme en el &rea de distribucidn de la especie.Como se ha men-
.cionado en los apartado anteriores,el mantenimiento de .la variabilidad ge-
nética que presenta M.comosum,y su distribucién uniforme,puede ser debida,
en parte,a la interaccién de factoresvpiolégicos,junto a la accidén de la
deriva génica y el flujo génico.Entre los factores bioldgicos que esta es-
pecie preéenta,y que pueden contribuir a mantener su.alta variabilidad y
'sit distribucidén tan uniforme,podemos sefialar: el éltO'efectivo de po;
blacién, el periodo de vida intermedio, la reproduccidn alégama,
la alta flexibilidad fenotipica,asi como la alta taéé de flujo genico.
De todas formas cabria preguntarse qu€ parte de la varibilidad
genética que presenta M. comosum' es debida a la accién de la seleccidn
natural, asi comdy hasta qué punto -la uniformidad en la distribucién

de la variabilidad genética de esta especie es adap?ativa. 0, dicho de -

otra forma, hasta qu€ punto estd relacionada la variabilidad genética
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que presenta M. comosum 4en su cantidad y su distribucién,con el ambiente
en que vive.

Son varias las observaciones que nos hacen pensar que la seleccién
natural puede actuar en el mantenimiento y la distribucién de los polimor-
fismos (cromosémicos y génicos) existentes en M.comosUm.Algunés de ellas
ya se han mencionado en partados anteriores de la discusién.

Aqui diremosypor lo que se refiere a la inversién,que en la mayoria
de las poblaciones el éstadistico Fi presenta valores negativos (tabla 13),
lo que se puede tomar /don’b’e’videnciadem"exceso de individuos hete-

rocigotos en las poblaciones, Asimismo, los estadisticog F (calculado

IS

a partir de los valores de Fi poblacionales) y (calculado a

FiT
partir de la suma total de individuos analizados) reflejan un ligero
exceso de individuos heterocigotos, al tomar‘valéreé4negativos (tabla 15).
La significacién de los indices de fijacidn se obtiene por los corres-
pondientes test de bondad de ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg.Como
podemos ver en la tabla 14 los valores de Ji-cuadrado o] Ts de Student,en
Su caso, no presenﬁén diferencias estadisticamente significativas res-
pecto a las frecuencias de equilibrio. Nuestros datos coinciden para es-
ta mismé ordenacidn, con los encontrados por Bentzer (1972),Bentzer y
Ellmer (1975),Ruiz Rején y Oliver (1981) Garcia (1981).
La aparente contradiccién entre los valores de los indices
de fijacidén y los valores de los estadisticos empleados para deﬁerminar
el ajuste a las frecuencias de equilibrio de la inversién puede expﬁcar—
se por varias razones: 12) 1a varianzayde Fi es maxima en el intérvalo

0 >P>0.3, que es justamente el intérvalo de las plantas alégamas como
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es M. comosum, y de_ahi la notable insensibilidad del test de:Ji—cuadra—
do para detectar desviaciones significa£ivas (Brown,1979). 22) Se
;equieren grandes tamafios muestrales para detectar desviaciones signifi—
cativas para valores de F importantes (Cavalli-Sforza y B;dmer,1971).

La conclusién més importante es qﬁé las poblaciones:de M. comosum
analizadas se encuentran en equilibrio de H-W para la inversién.Sin
embargo existe un exceso de individuos heterocigotos detecfado mediante
los estadisticos Fig ¥ F p de Wright. Este exceso

IT » de individuos heterocigotos

no puede ser detectado mediante un andlisis de Ji-cuadrado por las

v

razones expuestas. Este exceso de heterocigotos podria estar producido
por heterosis.

Son numerosos los casos en los que se ha sugerido la heterosis
como mecanismo de mantenimiento de polimorfismos cromosémicos de inver-
siones.bAsi, en Drosophila son muchos los casos aportado; de la existen-
cia de heterosis, o mayor valor adaptativo de 1los 'heterocigotoé
(Dobzhansky y Paviosky, i955; Stalker,1976; Risch,1971; Stalker;1976;
Watanabe y Watanabe,1977; Yu y Spies,1978). La heterosis ha sido citada
también como mecanismo de mantenimienﬁgwde'polimorfismos para inver-
siones en otras especies de Dipteros (Butlin et al., 1978; Collins et
al., 1978).

En especies de Ortdpteros, también ciertos polimorfismos descritos

para inversiones pericéntricas muestran un exceso de individuos hetero-

cigotos, como ocurre en Trimerotropis gracilis (White, 1958) Moraba

scurra (Lewontin y White, 1960) y Oedaleonotus enigma (Hewitt y Schroe-

ter,1968), En estos casos, el polimorfismo se mantiene por ventaja

selectiva de los heterocigotos,
En plantas, tambien se ha sefialado 1la existencia de un posible
caso de ventaja heterética para una inversién pericéntrica existente en

una especie del género Cyrtanthus (Ising,1969).
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Otra posible evidencia del posible valor adaptativo de 1las
inversiones y de las reofdenacibnescromosémicas,en genéral, es la demos—
tracién de que éstas son portadoraé de supergenes que confieren'a los
individuos que las preséntan mayor valor adaptativo (Dobzhansky et al.
1980).

Las inversiones,debido a su efecto supresor de la recombinacién en los
individuos heterocariotipicos, pueden ser un mecanismo de formacidn de
bloques de genes Que se heredan como una unidad. Si bajo ciertas
condiciones ambientales se produjese la sobredominancia de uno, varios o
muchos de los loci contenidos en 1la inversién, se podria explicar
de esta forma el mantenimiento de la inversién en las poblaciones
(Dobzhansky, 1949; 1950).

. La inversién pericéntrica detectada en la segunda pareja de
M. comosum, produce la supresién total de la formécién de quiasmas en -
las posiciones b y ¢, que estan incluidas en ia zona cromosdmica afecta-
da por la inversién (Tabla 4).

En el andlisis realizado respecto de la asociacidn entre la inver-
sién y los diferentes electromorfos de los cuatro loci estudiados hemos
encontrado que existé una fuerte asociacién entre la ordenacién estandar
y el electromorfo d de la ADH-1, y entre la ordenacién invertida y el

)
electromorfo ¢ de este mismo isoenzima (Tabla 40).

Las asociaciones observadaé: nq son absolutas. Ambos alelos pue-
den aparecer en una u otra ordenacién. También hay que resaltar que
esta asociacién ocurre a lo largo de todo el &rea de distribucidén de 1la
especie, y que se produce en todas las‘poblaciones en el mismo sentido.

En la tabla 43 podemos observar que los valores de Ji-cuadrado, en algu-

nas de las poblaciones alcanzan valores significativos.
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En la naturaleza, son numerosos los casos de asociacién no al azar
entre inversiones cromosémicas y electromorfos de determinados isoenzimas,
sobre todo en espeéies de Dipteros (Prakash y Lewontin, 1968; Langleyr
et al.,1974; Mukai.y Volker, 1977; Prevosti, 1978; Loukas et al.,1979;
Day et al., 1982). Esta asociacién ha sid6 interpretada como evidencia
de coadaptacién de los loci incluidos en la reordenacién cromosdémica
(Prevosti, 1957; Prakash y Lewontin, 1968). Pero el casobmés claro de
éoadaptaciSn es el abservado por Fontdevila et al., (1983) en Drosophiié
suboscura.

Nosotros pensamos que la asociacién encontrada entre ambas orde-
naciones y los dos eleétromorfos de la ADHQIipuede tener un posible va-

lor adaptativo, existiendo varias razones que apoyan esta interpretacion:

La primera es la posible existencia de ventaja hetérética para la
reordenacidn inveftida, ¥y los electromorfos de 1aVADH71? qqq vendria
indicada por los valores negativos que tapto la inversién como el locus
ADH presentan en la mayoria de lasxpoblaciones~ para ei estadistico Fi

(tablas 15 y 34).

La segunda de las razones es el hecho de que la asociacién se
produzca en el mismo sentido en todas las poblaciones,como. ya hemos in-
dicado. Las asociaciones que se producen a lo largo de toda el &rea geo-

grafica de una especie, son interpretadas como prueba de la existencia

de seleccidn (Lewontin,1974). Son varios los casos que se han sefialado

en las’ que dicho tlpO de asociacidn se produce, en todo el areatiadlstrlbu01on gz la especie}

entre otros podemos senalar los enoontrados par Zoums et al., (19’74) Prevostl (1978); Font-
devila et al., (1978)y Fontdevila et al., (1979); Charleworth et al., (1979);
Loukas et al., (1979); Day et al., (1982).

Por Gltimo, otro aspecto que puede indicar el valor adaptativo de -

f
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los polimorfismos cromosémicos para inversiones es la observacidn de clinas
asociadas a factores ambientales en su distribucién geografica.En este sen-

tido se han interpretado numerosos casos de clinas para las frecuencias de

inversiones en ivarias: especies de Drosophila (Stiékery Carson, 1948;

Brcine, 1962,1966; Ward et al., 1974; Pinsker et al., 1978; Knibb et al.

1981). De 1la misma forma se interpretan las clinas latitudinales de

Drosophila suboscura (Prevosti, 1978). En cambio este mismo autor ha

interpretado las clinas Este-Oeste y la radiales, esixtentes en la misma
especie, como debidas a factores histéricos.

En el caso de M. comosum, como hemos podido comprobar, la distri-

bucién geografica de la inversién no presenta ningﬁﬁ'patrén geogréafico.
Pero,al mismo tiempo, se puede observar que dicha ordenacién se presenta
en todas las poblaciones del &rea analizada, existiendo pocas diferencias
entre sus frécuencias. Esta homogeneidad en la distribucién de la inver-
. 8i6n, puede venir provocada por la gran estabilidad Yy homogeneidad del-
ambiente en que ésta especie se desarrolla. Esta circunstancia puede fa-
vorecer el mantenimiento.de la inversién en las poblacioses. Otra poéfble
explicacidén alternativaesla de que la inversién puede tener cierto valor
adaptativo que 1le permita establecerse en las poblaciones de forma
polimérfica. Las diferencias existentes entre las poblaciones se
deberian o bien a efectos de deriva genética o/y efecto fundador,a. efectos

histéricos, ©0 a adaptaciones a condiciones ambientales espe-

ciales.

En relacidén con el posible valor adaptativo de la inversién habria
que seflalar que envM.COMOsum, aparentemente, no se cumple la regla de
Carson (1955) de distribucidn de inversiones en las poblaciones natura-
les. De hecho en las poblaciones, que tedéricamente deberfan de . ser de
borde geografico (Portugal, Islas Canarias) la frecuencia de individuos

heterocigotos para la inversidn es muy alta. Esta alta frecuencia de in-
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» NO reunen las condi-

Ciones necesarias para ser de borde ecoldégico. Sin ambargo existen otras

poblaciones tales como, COZ, MOT, RAG, POA ¥ SUR que,presentanda una baja

frecuencia de heterocigotos, si se podrian considerar como de borde eco-

légico. En dichas poblaciones,como ya hemos comentado, aunque se produce

un descenso en el polimorfismo cromosémico, no se produce un descenso

en la variabilidad génica, lo que esta a favor de la actuacidn de la

seleccién en dichas poblaciones (al menos sobre las ordenaciones cromosdmicas).

Asimismo, y tal

.como ha encontrado Ldépez Alonso (1984) en su

estudio realizado en.tres poblaciones de M. comosum, el grado de diferen-
e e e iy | +

ciacién entre demos de una misma poblacién, es mayor que la diferencia-

cidén entre poblaciones. Este hecho puede indicar la existencia subambien-

tes intrapoblacionales. En este sentido se podria argumentar que la in-

versidén se puede mantener por un proceéso de anidacién, producido intra-

poblacionalmente. Esta observacién no ha sido comprobada con datos expe-

rimentales.

Por lo que respecta al polimorfismo para el segmento supernumerario
en la tabla 13 podemos observar que el estadiético Fi presenta valores

negatiVOSjen la mayoria dé las poblaciones en las que éste ha sido detec-—

tado. Igualmente,los estadisticos FIS y FIT » en el conjunto de las po-

blaciones,presentan valores negativos. Estas tres observaciones nos in-

dican que en 1la mayoria de las poblaciones ex1ste un exceso de indivi-

duos heterocigotos para el segmento (tabla 15)

Los valores de bondad de ajuste obtenidos mediante un test T de
Student para frecuenc1as normalizadas se presentan en la tabla 14,
En principio y debido a su baja frecuencia se podria pensar

que hay una baja probabilidad de encontrar individuos homocigotos para
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dicha ordenacidén. Pero como se indica en la tabla ‘11, al menos en una

poblacién,(LLUV),la frecuencia del segmento ' es lo suficientemente alta,

como para esperar que se produjesen individuos homocigotos. Efectivamente,

cuando se aplica un analisis de TS de Student para frecuencias norma-

lizadas, en dicha poblacién Se encuentra que existe un defecto signifi-

cativo de individuos homocigotos (Tabla 14),

Esta misma observacién ha sido realizada igualmente por Ruiz Rején
y Oliver (1981) en dos poblaciones espafiolas. Este mismo defecto se

presenta en una poblacién griega analizada por Bentzer (Ruiz Rején y

Oliver, 1981).

Estos datos parecen sefialar que los individuos homocigotos para
el segmento supernumerario pueden estar seleccionados desfavorablemente.
En poblaciones naturales de saltamontes donde ha sido detectada
la presencia de segmentos supernumerarios de forma polimérfica ¥y se han

estudiado un ndmero suficiente de individuossse ha demostrado. jue dichas

poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg (Chou Yy

Kuan, 1965; Hewitt y John, 1968, Westerman y Fontana, 1973; Westerman,

1975; Dearn, 1977; Gosalvez y Lopez-Fernandez, 1981; Santos y Giraldez,

1982). También, han sido détectadas poblaciones naturales donde se ha ob-

servado un exceso de homocigotos (Hewitt y Jon,1970; Schroeter,1970 Fernandez

Piqueras et al., 1984). En el caso de Chorthippus parallelus, analizado

por Hewitt y John (1970),dicho exceso se atribuye a efectos de consagui-
nidad. También se ha observado que en numerosos casos existen diferencias
en la frecuencia de los segmentos supernumerarios entre las distintas

poblaciones de una especie, e incluso entre distintos puntos de una misma

poblacién (efecto Whalund) (Hewitt, 1979).
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De la situacién encontrada en M.comosum resaltan dos observaciones.
Por un lado existe un deficit de individuos homocigotos para el segmento,

que en algunos casos es estadisticamente significativo. Por otro lado

hemos detectado mediante los estadisyicos FIS y FST’ que existe un exceso

de individuos heterocigotos para el segmento., Esta situaciéﬁ nos haria
pensar que la heterosis puede Jugar ﬁ;»importante papel en el manteni-
miento del segmento supernumerario en las poblaciones naturales.

Como ya hemos seflalado (véase tabla 4) el segmento supernumerario
de M. comosum, al igual que 1la inversién, suprime la recombinacién en el
brazo cromosémico portador de dicho segmento. Egte efecto supresor favo-
reée la formacién de supergenes.

En el andlisis realizado respecto de la asociacidén entre el segmen-
to y los diferentes electromorfos de los loci variables estudiados hemos
encontrado que existe una fuerte asociacidn entre el segmento en estado
heterocigético y el electromorfo a del isoenzima GOT-1.

Respecto de esta asociacién habria que seﬁglarv que,aunque existe
el posible efecto de produccién de un supergen por el segmento.al supri-
mir el entrecruzamiento, al ser poco frecuente el segmento en las poblaciones ana—
lizadas,es dificil explicar‘ si la asociacidén es efectiva en toda el
area geografica analizada. Solamente en la poblacidn de LLUV (Mallorca),
donde el ségmento es‘muy frecuenteyexiste tal asociaciéﬁ, siendo ademés‘
ésta poblacién la que mas contribuye al conjunto de datos. Por tanto,

la asociacién detectada podria deberse al efecto fundador y/o deriva

genética (Ohta, 1982), que se ha podido producir en la poblacién.

Otro dato que puede sefialar la accidn de la selecién en el manteni-
miento del segmento en forma polimdérfica en las poblaciones naturales de

M.comosum es el hecho de que presenta una amplia distribucién geografica.

Aunque ésta, no se ajusta a una c¢lina, sin embargo, el segmento estéa
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ampliamente distribuido en el &rea geografica analizada (Tabla 11
Fig.32). Esta obsébvacién, ademas de seflalar que,probablemente,gy origen es
muy antiguo (Prevosti,1978), nos indica que el segmento puede conferir
mayor poder adaptativo a los individuos portadores.

Otra posible evidencia a favor de la actuacién de la seleccidn en
el mantenimiento de ambos polimorfismos cromosémicos, es la existencia
de desequilibrio de ligamiento entre ellos (Lewontin, 1974). Tal
como se puede observar en la tabla 2l4la distribucidén de ambas reordena-
ciones no es al azar,SihO» que existe un exceso de cromosomas invertidos
portadores de segmento. A partir de los datos de esta tébla hemos reali-
zado un cdlculo del desequilibrio de ligamiento existentesencontrando un
valor de d=.175-Dicho cédlculo lo hemos realizado por el método dado por
Ayala y Kiger (1980),y estevalor representa un alto indice de ligamiento
cuando se compara con otros estudios similares (Knibb,1981).

La asociacidén no al azar entre diferentes inversiones existentes
en distintas especies de Drosophila ha sido sefialada como prueba de
la accidén de la seleccidn (Levitan, 1955; Stalker, 1976; Inoue y Watana-
be,1976 Alahiotis et al., 1976).

Esta posible interpretacién adaptativa, en nuestro caso debemos
de tomarla con precaucién. pues,como yé hemos sefialado, el segmento ha
sido detectaﬁo mayoritariamente en dos poblaciones, con lo cual se podria
producir un posible efecto fundador.

De todas formas,es interesante 1la observacién realizada pues, co—

. Mo tanto la inversidén como el segmento suprimen la recombinacién cromo-—

sémica por separado, ambos pueden producir la formacién de supergenes.
Al ir simulténeamente juntas ambas: ordenaciones en un mismo cromosoma,(il),

este efecto es mucho mas amplio, con lo cual se puede producir un liga-

miento mayor.
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En nuestro andlisis realizado sobre 1la variabilidad _génica
existente en M. comosum, hemos detectado que esta especie presenta una
alta tasa de variabilidad génica, asi como unaralta similitud genética
entre las distintas poblaciones (Tablas 33 y 34 ).

Del andlisis realizado mediante el estadistico Fi en cada una de

las 18 poblaciones analizadas para los loci con mayor grado de variabi-

lidad (ADH-1, GOT~1, GOT-3 e IDH) (Tabla 30), podemos obtener dos
conclusiones:

12) Los valores del estadistico Fi para cadailocus, muestran una
gran heterogeneidad entre poblaciones. 22) Los loci ADH-1 y. GOT-3 (en
este caso en aquellasvpobiaciones donde es variable) presentan,mayorita-
riamente, valores negativos. Esta Gltima observacidn nos indicaria la
existencia de un exceso de individuos heterocigotos en ambos loci.
También estos dos loci presentan valores negativos para los estadisti-
cos FIS.y FST (Tabla 32), lo que viene a confirmar que existe un exceso

de individuos heterocigotos.

Sin embargo, tal como se puede observar en 1la tabla 31; cuando

+Se realiza un anélisis estadistico para comprobar el grado de signifi-

cacién del exceso de individuos heterocigotos, se encuentra que, en
general, todas las poblaciones se gqcuentran en equilibrio de H-W,
tanto para los loci ADH—l y GOT-3 como para los loci IDH y GOT-1.
Solamente existen algunas excepciones a esta norma general, como
son las poblaciones de Portugal D (POD) para la ADH-1,y la poblacién
Portugal B (POB) pafa. el locus IDH, pudiéndose asegurar que dichas
desviaciones puede ser debida a efectos de deriva. B
Como ya hemos sefialado para el caso de la inversién, estos valores

aparentemente contradictorios pueden ser interpretados como légicos por

varias razones ‘ya dichas en la inVersi6n=(Cavalli-Sforza y Bodmer,1971;

Brown,1979).
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En la bibliografia son numerosos los casos en que se han sefialado
que las variantes isoenzimaticas presentan caracteristicas adaptativas
(Lewontin y Hubby,1966; Ayala y Powell,1972; Ayala et al.,1974 Schaal y
Lev1n 1976; Clegg et al. 1978; Nevo et al., 1981; Wills,1981),

Asimismo, son tambieh numerosos los casos en los que se ha invoca-

do la teoria neutralista para explicar el mantenimiento de los polimor-
fismos enzimiticos (Kimura,1968,1969,1982; Kimura y Ohta,1974).

En nuestro caso pensamos que, al menos en el caso del locus ADH-1,
la variabilidad genética puede presentar valor adaptatiVo. Una observa-
cién que puede apoyar esta hipbétesis es el exceso de individuos heteroci-
gotosydetectadosuediante los estadisticos F de Wright.

Otra posible evidencia de la accidn de la selecciéh en el mante-
‘nimiento del polimorfismo en el locus ADH-l‘ puede venir dada por la a-
sociacidén que presentan dos alelos de dicho locus con las ordenaciones
cromosémicas esténdar e invertida de‘ia segunda pareja del cariotipo
(tabla 40).

Pensamos que esta asociacidn puede estar mantenida ﬁor la actuacién

de la seleccidén, basandonos para ello en dos observaciones: 12) 1a aso-

ciacién se produce en el mismo sentido en toda el, area geografica.

‘

22) La posible ventaja heterética observada, tanto para la inversidn

como para el locus ADH-1, lo que viene indicado por los valores negativos

que ambos presentan para los estadisticos F de Wright.

Todas estas observaciones realizadas sobre el posible valor adap-
tativo de la variabilidad genética de M. comosum. son pruebas indirectas
Yy se deben interpretar con precaucién’, pues como sefiala Lewontin (1984);
" )

si se reunen los elementos histéricos ¥y la variabilidad del ambiente y

de la fisiologia, cualquier diferencia puede reputarse adaptativa.
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Por lo tanto,hay que valorar con cuidado estos resultados no corroborados

. . -z 3}
por datos reales de supervivencia y reproduccién

Esto es algo que nos proponemos realizar en estudios posteriores

en el caso de M. comosum, una vez analizada la naturaleza de la variabi-

lidad cromosémica Yy génica existente en esta especie, asi como el patrén

de distribucién geografica de la variabilidad genética, aspectos ambos

+que nos propusimos analizar en este trabajo, y que nos parecen previos

al de profundizar en los efectos que las variantes genéticas de la espe-

cie pueden tener sobre la supervivencia Y reproduccidn,
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, Tras el andlisis citogenético y electroforético conjunto que hemos
llevado a cabo en 23 poblaciones naturales de M. comosum L. (Liliaceae),

podemos llegar a las siguientes conclusiones:

PRIMERA: Muscari comosum presenta dos tipos de mecanismos de variabili-
N )

dad cromosdémica. El primer tipo estd constituido por varios fendémenos

(cromosomas accesorios, aneuploidia, poliploidia) que ocurren en

baja frecuencia. El segundo tipo de mecanismos de variabilidad cromosé-

mica de M. comosum estd constituido por dos polimorfismos estructurales

‘que presenta la segunda pareja en todas (o casi todas) las poblaciones

analizadas, y que originan la presencia de los tipos cromosémicos +, i,

+1 e il.

SEGUNDA : Los polimorfismos cromosémicos debidos a cambios de la posicidn
del centrémero en la segunda pareja del -cariotipo de M. comosum, con
toda probabilidad, son debidos a una inversién pericéntrica. Son datos
que apuntan en este sentido los sigﬁientes:
12 El apareamiento recto en la zona afectada de los individuos
heterocigotos.
22 La supresidn totél de quiasmas dentro de la zona de la inversién
3¢ Las gegregaciones anafdsicas compensadas.
42 La influencia de la reordenacidn en la formacién de quiasmas en

otros bivalentes del complemento.

TERCERA: Los polimorfismos cromosémicos debidos a diferencias de
longitud en la segunda pareja son debidos, muy probablemente, a la pre-
sencia de un segmento cromosdémico supernumerario, relicto de un cromoso-

ma ancestral mas largo. Son datos que apuntan en este sentido:

!
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12 Su naturaleza eucromatica.

22 Su comportamiento meidtico en heterocigosis, que ests caracte-

rizado o bien por una asociacidén terminal quiasmada, o bien por

una ausencia de sinapsis Y de quiasmas. Estos comportamientos

dan .lugar a sSegregaciones anafisicas reduccionales, en todos los

casos .,

CUARTA: Tanto la inversién como el segmento ejercen efectos diversos so-

bre el patrén de formacién de quiasmas. Asi, la inversién ejerce un

efecto supresor sobre 1la formacién de quiasmas en la propia segunda pa-

reja y en la primera. Debido a ello los individuos heterocigotos para

la inversién presentan unas medias de quiasmas menores que los individuos

homocigotos. Por 1o Que se refiere al segmento, suprime la formacién

de quiasmas intersticiales en el brazo portador de segmento de individuos

heterocigotos, asi como hay un descenso en la formacién de quiasmas en

la primera pareja de ihdiyiduos portadores de segmento. Debido, asimismo,

a estos efectos los individuos portadores del segmento presentan unas

medias de quiasmas menores que los individuos no portadores.

QUINTA : Como consecuencia del efecto supresor que ejercen tanto la

inversién como el segmento sobre la formacidén de quiasmas, se puede

producir la formacién de supergenes. En nuestro andlisis hemos detectado

qque existe asociacién no al azar entre las ordenaciones cromosdmicas

y determinados alelos isoenzimaticos. Asi, el alelo ¢ del locus ADH-1

presenta asociacién con 1la ordenacién cromosémica invertida, y el alelo

d de este mismo locus bresenta asociacién con la ordenacién cromosdmica

estandar.
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"estandar. Esta asociacién ocurre en el mismo sentido en toda el &rea

geografica analizada. Por otra parte, en los individuos heterocigotos

para el segmento se ha detectado una alta frecuencia del alelo a

del locus GOT-1. Esta asociacién puede estar originada por un efecto de

fundador, pues, solamente, ocurre en la poblacién de Lluvi localizada en

la Isla de Mallorca.

SEXTA: Tanto la inversién como el segmento estédn ampliamente extendidos

Y presentes en las 23 poblaciones analizadas (aunque el segmento falta

eén algunas de ellas). La heterocigosidad media para la inversién es

alta H = ,43.+ .04 . La heterocigosidad media para el segmento es menor

H = ,08 + .02. La heterocigosidad global (a partir de los datos de la

inversién y el segmento) es, asimismo alta H = .258 + .05

SEPTIMA: El analisis de la variabilidad génica que presenta M. comosum

para seis loci enzimaticos (ADH—l, IDH, GOT-1, GOT—Z, GOT-3 y GDH)

en 18 poblaciones, indica que M. comosum es una especie con alto grado
AL

de variabilidad genética: A = 1.86 + .04 ; P(.95) = 38.88 + 3.56 y

H = .16 + .,007. Cuando,

para calcular estos parametros, se consideran

la inversién y el segmento como dos loci génicos dialélicos, los valores

siguen siendo altos : A = 1.87 + .03, P(.95)

= 44,44 + 2,98 y
H= .21 + .02,

Son varios los factores que pueden influir‘en el mantenimiento

de la alta tasa de variabilidad genética que presenta M, comosum.

Entre ellos sefialaremos:

Determinadas caracteristicas biolbgicas que esta especie presenta,

como  son:su alto tamafio efectivo de poblacién, su amplia distribucién

geografica, que presenta un periodo de vida medio intermedio, su tipo
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de reproduccién exclusivamente sexual en poblaciones naturales, siendo,
ademas, una especie alégama, asi como el que presente una alta fertilidad.

La acciédn hdmana también ha podido influir en el mantenimiento de
la alta variabilidad genética presente en M. comosum, ya que es una
especie sinantrépica (ocﬁpa terrenos influenciados por cultivos). Al
homogenizar el hombre los ambientes en que esta especie se desarrolla,ello
le permitiria el mantenimiento de una alta variabilidad génica.

La seleccién natural también puede contribuir en el mantenimiento

de esta alta tasa de variabilidad génica.

OCTAVA: Por lo que se refiere a las frecuencias de la inversién y del
segmento, la diferenciacién geografica que presentan las poblaciones
de M. comosum, es escasa. Los valores de los estadisticos utilizados
para cuantificar esta diferenciacidn son bajos FST = .08y D = ,127
j‘ .005. Medianté un analisis factorial se pone de manifiesto que
los factores que mas diferencian las poblaciones son la_ frecuencia
del segmento, asi como la - frecuenciar de la ordenacién .

invertida. Asimismo hemos comprobado que no existe ningin patrdn de
distribucién geografico para ambas ordenaciones, no existiendo por tanto
clinas.

Sin embargo, existen dos grupos de poblaciones que preSentan unas

frecuencias cromosdémicas diferentes del resto de las poblaciones. La

diferenciacién producida en el primer grupo, constituido por 1las dos

‘poblaciones de la Isla de Mallorca, Lluvi y Valldemosa, podria‘deberse

a efectos de deriva genética y/o efecto fundador. El segundo grupo de
poblaciones estad integrado por aquellas poblaciones que presentan una
baja frecuencia para la inversién y el segmento ( Cozvijar, Motrilejo,

Portugal A, Ragusa y Santa Ursula).Estas poblaciones en las que existe
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un bajo nivel de heterocigosidad cromosémica,no presentan sin embargo, un
descenso en la hetocigosidad génica, pudiéndo ser poblaciones de borde

ecoldégico, y por tanto el descenso en la heterocigosidad cromosémica

puede tener valor adaptativo.

NOVENA: La diferenciacién geografica existente entre poblaciones de

M. comosum, debida a las frecuencias de los alelos de los distintos loci
analizados, es menor que la detectada mediante los datos cromosémicos

presentando unos valores de FST = .0465 ; D =.O7«_L .002 y B =.08+.002. En

el analisis factorial realizado se pone de manifiesto que los factores
que mas diferencian las poblaciones entre si son la ~ . frecuencia
del alelo a de ia GOT-1, asi como las . frecuencias de los alelos
a de la IDH y d de la ADH-1. Asimismo debemos seflalar que ninguno de
lbs loci analizados, bresentanhgﬁnpatréth de distribucién geografico,no exis-
tiendo clinas geograficas. |

Sin embargo, dos poblaciones L.lu\'/i y Valldemosa, se diferencian
del resto de las poblaciones, debido principalmente a las éltas frecuencis

que presentan ambas de los alelos a de la GOT-1 y Yaybde la ADH-1.

Esta diferenciacién producida a mivel génico, junto a la que ya hemos se-

fAalado que ocurre a nivel cromosémico en estas mismas poblaciones, apoya

la idea de que el efecto fundador ha podido tener un importanfe papel

en el origen de ambas poblaciones.

1

DECIMA: Son varios los factores qQue se pueden invocar para explicar la

gran homogeneidad genética (cromosémica y génica) existénte entre las
poblaciones de M. comosum. Estos factores van desde causas histéricas
hasta selectivas, pasando por el. flujo génico y '+ caracteristicas

bioldgicas de la especie, asi como las caracteristicas ambientales del

drea en que vive.
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Entre los factores histéricos, podriamos sefialar la accién

directa del hombre, al haber podido transportar las semillas de M.como-

Sum como acompafiantes de 1las semillas agricolas, lo Que favoreceria

la homogenizacién entre poblaciones,

De las caracteristicas biolégicas que M. comosum presenta, y que

pueden explicar la falta de diferenciacién genética entre las poblaciones,

seflalaremos su alta flexibilidad fenotipica, su gran tamafio efectivo de

poblacién y la existencia de flujo génico.

Desde el punto de vista selectivo, podemos sefialar, que el hecho

de que no exista gran diferencia entre las poblaciones de M, comosum puede

resultar.de las caracteristicas adaptativas de esta especie. M. comosum
—_—

se desarrolla en habitats generalizados (zonas influenciadas por cultivos)

lo que favoreceria el Que solamente aparecieran en las poblaciones de-
terminados fenotipos bien adaptados a estas condiciones tan homogéneas.

Esta situacién se podria conseguir mediante seleccién equilibradora.

UNDECIMA: Son varias las observaciones que nos hacen pensar que la
seleccidén natural puede estar actuando en el mantenimiento y distribu-
cién de los polimorfismos cromosdmicos y génicos existentes en M. comosum

Entre ellas podemos sefialar:

1?2 Aunque la mayoria de las poblaciones aparecen

‘

» tanto para ambasg

ordenaciones cromosémicas como para los distintos loci analizados, en

equilibrio de Hardy-Weinberg, sin embargo, mediante el analisis realiza-

do mediante los estadisticos F de Wright, se detecta un exceso de hete-

rocigotos, tanto para la inversién como para el segmento y el locus

ADH—l. Estos excesos de indiduos heterocigotos podrian estar producidos

por heterosis.
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22 La existencia de asociacidén no al azar entre las ordenaciones

estandar e invertida_y»dos electromorfos del locus ADH-1. Esta asociacién

puede estar mantenida por seleccidén, ya que se produce en toda el area

geografica en el mismo sentido, lo que puede indicar que dicha asociacién

puede tener cierto valor adaptativo.

3% La asociacién no al azar entre el segmento,en estado heteroci-

goto y el alelo a del locus GOT-1. Esta asociacién es significativa en

las poblaciones de LLuvi y Valldemosa en las que el segmento presenta

una alta frecuencia,

por lo que la asociacién detectada también puede

deberse a efecto fundador.

42 Lla existencia de poblaciones de borde ecolégico en las que

aunque se produce un descenso en el polimorfismo cromosdmico, no
se produce un descenso en la variabilidad génica. Esta observacién esta

a favgr de la actuacién de 1la seleccidén en dichas poblaciones al
menos sobre las ofdenacignes cromosdmicas.

5¢ Existe un deficit.de individuos homocigotos para el segmento,
qQue en algunos casos es estadisticamente significativo.

62 Hemos detectado, mediante lqs estadisticos F de Wright, que
existe un exceso de individuos heterocigotos para el segmento. Esta
situacidén nos haria pensar que la heterosis puede actuar en el manteni-
miento del segmento supernumerario en las poblaciones.

72 La existencia de aesequilibrio de ligamiento entre la inver-

sién y el segmento es otra posible evidencia de la actuacién de 1la

seleccién en el mantenimiento de los polimorfismos cromosémicos en

las poblaciones.
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DUODECIMA: La alta frecuencia de puentes y fragmentos cromosdémicos

que presenta la primera pareja de M. comosum, sobre todo, podemos
‘ L ALl L
explicarla como consecuencia de quiasmas errdneos en varias posiciones

del cromosoma, siendo especialmente frecuentes en las zonas del brazo

largo con bandas heterocromaticas.
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