7

-
YY)

ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD CROMOSOMICA EN

POBLACIONES NATURALES DE SIERRA NEVADA

DEL SALTAMONTES Omocestus bolivari,

por

M. ESTHER VISERAS ALARCON

DEPARTAMENTO DE GENETICA
EACUL TAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE GRANADA

1982

JEE———————————— AR DS 4

BIBLIOTECA UNIVERSITAR::, |
GRANADA i

N® Documento leéﬁj ;

N2 Copia___ /L (200 9o




ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD CROMOSOMICA
EN POBLACIONES NATURALES DE SIERRA
NEVADA DEL SALTAMONTES

Omocestus bolivari

Memoria presentada para
aspirar al Grado de
L icenciada en Ciencias

Biolbgicas por:

M. Esther Viseras Alarcdn

Dirigida por: Vo B¢ de la directora del

Departamento de Genética:
Dr. Juan Pedro Martinez

Camacho Dra. Rosa Martfnez Silvestre




Parte de los resultados de esta tesina han sido presenta-
dos en las XVIll Jornadas de Genética Luso-Espafiolas celebradas en

Granada del 21 al 23 de Septiembre de 1982,



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo de investigacién ha sido dirigido por el Dr,
Juan Pedro Martfnez Camacho, profesor ayudante del Departamento de
Genética, que me ha prestaao en todo momento su apoyo, asesoramien-
to y estfmulo, brinddndome a la par, desde el principio, su imprescin-
dible direccibn y su inestimable amistad.,

La licenciada en Ciencias Biolbgicas y profesora del De-
partamento de Genética, Josefa Cabrero, me ha ayudado en el estudio
de parte del material y siempre he podido contar con su consejo, cola
boracibn y &nimo,

Buenaventura Clares Rodrfguez, analista del Centro de
Informé&tica de la Universidad de Granada; ha tenido la défer‘encia de
elaborar los programas para los tratamientos estadfsticos realizados
mediante ordenador,

Todos los miembros del Departamento de Genética, tanto
profesores como alumnos internos, se han interesado siempre por mi
trabajo, sobre todo mis compafieros tesinandos, con los que he com-
partido muchas emociones y muchas horas de esfuerzo comn,

Finalmente, mis padres, hermanos, familia préxima y ami

gos han mostrado siempre un carifioso interés por mi labor,

A todos ellos, con mi profunda gratitud, dedico este tra-

bajo.



INDICE

Pags.

INTRODUCCION., .. vcveeen oS Ere s b e e e e e s B 1
OBUE T TIVOS. s v vt eeeeessssasossssssssssssssesosssssssssssss 14
MATE-ZRIAL_YMETODOS............................... ..... 15
— MATERIAL ANALIZADO., ¢ sesseoscescsoscacccsscoosss 15

-~ METODOS. . seeesessccscsss 16
1.~ Técnicas..... w6 a S SRR B w ase G & AR 16

1. 1. - Técnica para el estudio de la meiosis...... 16
1.2. - Técnicas para el estudio de la mitosis...... 16

1.2.1. - Mitosis en hembras.....ceeeeceecees 16

1.2.2. - Mitosis en machos..... 17

1.3. - Técnicade bandas C...eeecsscscocccccsccscs 17

2, - Métodos estadisticCoS,..veeeeecsccsccccccccscnns 18

RESUL TADOS. ccccessoosssosssssssosssscscosssecsccsscsossccssce 19

1. - ESTRUCTURA DE LAS POBLACIONES ANALIZADAS 20
1. 1. - Frecuencia del iso-B-cromosoma y de la

polisomfa en las poblaciones.......c.ccc00. 20
1.2. - Frecuencia de la polisomfa en los individuos..... 20
2. - COMPORTAMIENTO MEIOTICO DEL ISO-B-CROMOSOMA 20
2, 1. - Asociacidn X-B....ceesesccsccscssossossscsscsns 23
2.2, - Asociacibn entre los brazos del B...vececeoccans 23
T3 < Searegatibn XeB.i.eecobssosusssbamenssioneness O3
2.4, - Formacidn de microespermétidas...cceeecosecsces 29

- Relacidn entre la divisibn ecuacional de

los Bs y‘la formacibn de microespermé-

tidasntccoonltic ------ © 0 © 0 0006000 0300000 00 00 34



3. - COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS M4 EXTRAS

3.1. - Asociacibn X—MA eXtras. coeeeeea

3.2, - Asociacibn M4 nor‘mal—M4 extra (M, n-M e)

4 AZAERERR

3. 3, - Asociacibn entre los M, extras,...

4 e o 060060 060 00 00

3.4, - Formacibn de microespermétidas, .. ceeeeeoeees

4, - COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS

ISO-Bs Y LOS M, EXTRAS EN INDIVI-

4

DUOS PORTADORES DE AMBOS. . cesecesocccssess

4,1, - Asociacidn ><—B—-M4 extras en A.U,25,,....... ot

4,2, - Asociacidbn entre los brazos del B, . vveeeooooss

4.3.—-Segl"egaci6n X—B—M4 eXtPasucactoaoocoodoooun

4,4, - Formacibn de microespermitidas. . cv.eeeeseces

5. - EFECTOS DE LOS ELEMENTOS EXTRAS

A NIVEL ENDOFENOTIPICO. ittt eeesscsscosossacss

5.1. - Efectos a nivel intraindividual, . ... cee0 0.

5.2, - Comparaciones entre iNndividuoS, . ..ceeeececoecece

e o o o o

6. - OTRAS VARIACIONES CROMOSOMICAS

ESTRUCTURALES..Cl..l.l.l..l..."....l'...

6. 1. - Segmentos cromosbmicos supernumerarios, ., ...

6, 2, - Constricciones secundarias elasticas. ...... R

DISCUSION,.....

CONCLUSIONES. .

BIBLIOGRAFIA., ..

© © 6 0606 0 0000 00 0006000 000000000 0060000000000

© @ 0 0 0 0 0 06 0 000 00 0000000000 0000 0 000000 00 00 0

36

36
38
38

40

40
44
44
46

47
47
48
60
60
60
62

83

85



INTRODUCCION

Cuanto mayor variabilidad presente una especie, mayores
son sus posibilidades de supervivencia en el tiempo y en el espacio,por-
que aumenta su probabilidad de adaptacién frente a cambios en cualquie-
ra de estas dimensiones. De hecho, la existencia de la variacibn gené-
tica es una condicibn necesaria para la evolucibn.

La fuente primaria de la variabilidad genética es la muta-
cibn y sobre ella actlia la recombinacién, que explota al m&ximo esa
variabilidad, par‘a' ofrecer un mayor espectro de variacidn genética so-
bre el que puedan actuar los diversos mecanismos que subyacen en el
proceso evolutivo, como la Seleccién, Migracibn, etc.

La variabilidad genética se estudib en un principio a nivel
fenotfpico o de caracteres morfolé_gicos, desde el punto de vista de la
Genética clasica. Los fenotipos eran observados directamente por el in-
vestigador, pero no los genotipos o genes, Sin embargo, en muchos ca-
sos se puede establecer una relacibén directa entre genotipos y fenotipos
de manera que las frecuencias fenotfpicas observadas pueden ser trans-
formadas en frecuencias genotfpicas vy, conseéuentemente, génicas. Du-
rante mucho tiempo, una forma de analizar la variabilidad genética exis-
tente era mediante la obtencién de individuos homocigotos que permitie-
ran detectar la presencia de genes recesivos.

Recientemente, con el advenimiento de las técnicas electro-
foréticas, se ha hecho posible el anélisis de la variacién de las protef-
nas y asf él estudio de la variabilidad desde el punto de vista génico. A
partir del descubrimiento de las isoenzimas como formas o especies mo-
leculares distintas de una misma enzima (HUNTER & MARKERT, 1951;
MARKERT & MOLLER, 1959), y tras una primera aplicacién inicial al
estudio del polimorfismo bioqufmico en poblaciones humanas (HARRIS,

1966) vy de Drosophila pseudoobscura (HUBBY & LEWONTIN, 1966;

L.EWONTIN & HUBBY, 1966), vino la utilizacién masiva de las nuevas



ttcnicas en el estudio de la biologfa de las poblaciones, intentando medir
la variacibn genética en las poblaciones naturales mediante el control de
muestras de protefnas tomadas al azar,

Por otra parte, ya desde principios de siglo, se vienen rea-
lizando numerosos estudios de la variabilidad genética a nivel cromosb-
mico. Entre los mecanismos citogenéticos causantes de variabilidad ca-
riotfpica podemos distinguir, por una parte, las reordenaciones cromo-
sbmicas o variaciones cromosbmicas estructurales y, por otra, el ma-

terial cromosbdmico extra, Segln LACADENA (1981), las variaciones

‘cromosbmicas estructurales, también |lamadas mutaciones cromosdmicas,

consisten en un reordenamiento de la disposicibn lineal de los genes so-

bre los cromosbmas, unas veces con pérdida, otras con ganancia y otras

sin variacién en el contenido total de informacibn genética, Pueden afectar -

a un solo cromosoma, como ocurre en las deleciones, duplicaciones e in-
versiones (paracéntricas o pericéntricas) o pueden afectar simulténea-
mente a dos o mé&s cromosomas, como sucede en las translocaciones,

'En cuanto al material cromosémico extra, &ste puede ser de
dos tipos: (1) Material perteneciente al complemento cromosbébmico repe-
tido, como es el caso de la aneupioidfa y la poliploidfa y (2) Material
cromosdmico accesorio no homélogo de ninglin segmento o cromosoma
existente en la dotacidn normal, como es el caso de los segmentos su-
pernumerarios vy los B-cromosomas,

Existen ciertos organismos en los que se ha observado una
gran variabilidad cromosbmica originada por uno o varios mecanismos

de los citados., Asf, en Drosophila melanogaster BRIDGES (1917) des-

cribibd una delecibn ligada al cromosoma X, que produce escotaduras en
el borde del ala y es letal en los machos hemicigbticos. En ratbn, por
otra parte, se han detectado y analizado duplicaciones en tdndem (POOR-

MAN vy col., 1981; MOSES & POORMAN, 1981), También en Drosophila,

DOBZHANSKY & LEVENE (1948) demostraron el mayor valor adaptativo

de los heterocigotos estructurales para inversiones, habiéndose descri-



to en este organismo gran nlmero de casos que demuestran una alta va-
riabilidad cromosbmica,

A pesar de que la aneuploidfa es mucho mejor tolerada en
el Reino Vegetal y, por tanto, es en &ste donde hay méas estudios sobre
el tema, entre las especies animales cabe sefialar la ocurrencia espo-
réadica de polisomfa tanto en los cromosomas sexuales como en los auto-
somas, Por ejemplo, se han encontrado ratones con constitucidbn XYY
(CATTANACH'& POLLARD, 1969; EVANS y col., 1969; RATHENBERG
& MULLER, 1973), e igualmente en el ratbn han sido descritas triso-
mfas autosbmicas por varios autores (CATTANACH, 1964; GROPP y
col., 1975), asf como otros casos de aneuploidfa autosbmica en perros,
cerdos y ganado vacuno (revisién por Mc FEELY, 1969), Por lo que
respecta a la poliploidfa, &sta se da con poca frecuencia en el Reino
Animal, Seglin WHITE (1951), los Gnicos casos absolutamente ciertos
de razas y especies poliploides entre los animales superiores se en-
cuentran en los insectos y crflistaceos partenogenéticos,Series poli-

ploides han sido estudiadas con todo detalle en Artemia salina (crus-

taceo), Trichiniscus elizabethae (crustéceo isbpodo), Solenobia tri-

guetrella (lepidéptero), Qetiorrhyncus sp. (colebptero), etc.,y en to-

das ellas hay una estrecha relacibn con la partenogénesis (ver revisio-
nes por SUOMAL AINEN, 1950; MATTHEY, 1954; BUGENBERG DE
JONG, 1957; ASTAUROV, 1969; WHITE, 1973),

En lo que se refiere a los saltamontes,‘existen en la biblio-
graffa gran nlimero de citas de algunos de estos mecanismos causantes
de variabilidad cromosémica., Asf, por ejemplo, la incidencia de la du-
plicacidn en los Ortépteros fué apuntada por HEWITT & JOHN (1971),

quienes en el saltamontes Chortoicetes terminifera postularon un ori-

gen por duplicacién en tdndem para los segmentos heterocroméaticos
que dan lugar a los brazos cortos de los autosomas 59 y 51 .
En cuanto a las inversiones, las paracéntricas sblo se han

podido demostrar en dos o tres ocasiones (NUR, 1976; WHITE, 1973;



HAINES vy col., 1978; SHAW y col, 1976), Por el contrario, las inver-
siones pericéntricas han tenido mucha mayor incidencia en los Ortbpte-
ros, siendo los Trimerotropii de Norteamtrica y los Morabinae de Aus -
tralia los principales grupos de saltamontes donde los polimorfismos
para inversiones pericéntricas son relativamente frecuentes (WHITE,

1973). Muy interesante, también, es el caso de Caledia captiva, que

presenta un complejo sistema de polimorfismo para inversiones peri-
ctntricas que ha conducido a SHAW (1976) a la diferenciacién de cua-
tro razas cromosbmicamente distintas,

En los Ortébpteros, las translocaciones han intervenido
tanto en la evolucidn de los sistemas de determinismo cromosdmico
del sexo, como en la evolucibdn de los cariotipos. En el primer caso,

lo han hecho originando sistemas neo-XY, como en Merminia intertex-

ta (KING, 1950), Tropinotus laevipes (SAEZ, 1956), y varias especies

del género Dichroplus (SAEZ, 1956; CARDOSO & DUTRA, 1979). En
ocasiones, a partir de los sistemas neo-XY se han originado sistemas
><1><2Y merced a una posterior translocacibn, como en la especie |
P43/46 del grupo "cultrata' de saltamontes Morabinos (WHITE &
CHENEY, 1966), En cuanto a la evolucién de l~s cariotipos, las trans-
locaciones (cuando han alcanzado la fijacién) pueden llegar a estable-
cer diferencias sustanciales entre los cariotipos de especies empa-
rentadas, como es el caso de los Eumastacidae (MESA & FERREIRA,
1978) o de los Acrfdidos. '

CAMACHO (1980), en su trabajo prospectivo sobre varia-
bilidad cromosbmica de Ortépteros en el Sur de la Penfnsula Ibérica,

observd inversiones pericéntricas en las especies de Oedipodinos

Aiolopus strepens y Sphingonotus coerulans corsicus; una transloca-

cién recfproca desigual expont&nea en Locusta migratoria; segmentos

cromosdmicos extra en las especies Oedipoda fuscocincta coerulea,

Omocestus raymondi,Chorthippus ariasi, Eyprepocnemis plorans plo-

rans, Calliptamus barbarus y Oedipoda fuscocincta coeruleas cromo-




somas supernumerarios en L_ocusta migratoria, Eyprepocnemis plorans

plorans y Omocestus bolivari; y polisomfa para el cromosoma M4 de és-
ta Gltima especie. Precisamente este estudio dib pie al inicio de este

trabajo de Tesina en Omocestus bolivari, dado lo interesante de los dos

fenbmenos que se acaban de citar, la polisomfa para un autosoma vy la

presencia de un iso-B-cromosoma,

Los cromosomas supernumerarios, también Ilamados B-
cr‘omosomaé, son-cromosomas adicionales, no homblogos de ninglin otro
elemento del cariotipo normal y que estén presentes en unos pocos in-
dividuos de algumas poblaciones de determinadas especies, Se han ci-
tado en muchos animales y plantas y en Ortbpteros, en concreto, HEWITT
(1979) ofrece una relacibn de 130 especies poseyendo Bs de muy dis-—

e R
tihtos tipos y comportamientos, ‘

Los B-cromosomas pueden ser mitbticamente estables, si
todas las ¢€lulas de un individuo poseen el mismo ntmero de Bs,o mi-
tbticamente inestables, cuando su nUmero varfa entre las cé&lulas de un

individuo, La inestabilidad mitbtica puede ser un mecanismo de acumu-

lacibn, como ocurre en Camnula pellucida (NUR, 1969), Calliptamus

palaestinensis (NUR, 1963), Melanoplus femur—-rubrum (STEPHENS &

BREGMAN, 1972) v Locusta migratoria (KAYANO, 1971). Otro siste-

ma de acumulacién de los B-cromosomas de saltamontes es la transmi-
sibn preferencial a través de la oogénesis, lo cual fué deducido al ob-
servar que en la descendencia de cruces experimentales d0B x 1B la
frecuencia de individuos con B-cromosomas era significativamente su-

perior al 50% . Esto ha sido demostrado en Melanoplus femur-rubrum

(LUCOV & NUR, 1973) y en Myrmeleotettix maculatus (HEWITT, 1973b).

Afios despues, este mecanismo de acumulacibn fue demostrado citolé-
gicamente por HEWITT (1976) al observar en la meiosis de hembras de

M. maculatus que posefan un B que durante la primera divisién meibti-

ca el univalente B migra preferencialmente al oocito secundario fren-



te al primer corplsculo polar,

Aunque la forma y tamafio de los Bs varfagrandemente de
unas especies a otras, es posible, segn HEWITT (1979), dividirlos
en cuatro categorfas:

1. - Grandes B-cromosomas, heterocrométicos y de tama-
fio similar al del X, del cual se cree pueden proceder, que general-
mente se presentan en nimero de uno y a veces dos, Son casi siempre
mitbticamente estables,

2. - Supernumerarios semejantes en tamafio y forma a los
més pequefios miembros del complemento y procedentes de éstos se-
guramente por polisomfa, Son heterocrométicos e inestables, en ge-
neral y algunos individuos pueden contener hasta diez de ellos en al-
gunas células,

3. - Cromosomas minlsculos, més pequefios que cualquie—
ra de los elementos del cariotipo normal, generalmente inestables vy
pudiendo alcanzar un gran nmero. Se piensa pueden proceder de de-
lecibn de los rﬁiembr'os regulares del complemento o de B-cromosomas
mé&s grandes,

4, - Supernumerarios que son isocromosomas, préactica-
mente metacéntricos, con los dos brazos apareéndose y dando lugar
a un anillo en meiosis. Este anillo se forma generalmente por homo-

logfa pero, en algunos casos, como en Myrmeleotettix maculatus

C
(JOHN & HEWITT, 1965), se ha demostrado que es quiasmado,Se ori-
ginan por misdivisién y no disyuncibén del centrbmero, de manera que
dos brazos idénticos quedan unidos al mismo centrbmero, como demos-

traron GALLAGHER y col. (1973) en Myrmeleotettix maculatus median—

te tinciébn diferencial con Giemsa, EI| tamafio de los iso-Bs varfa entre
especies pero, en general, es de mediano a grande en comparacibén
con los miembros del complemento normal, Estos supernumerarios son
normalmente bastante estables en la divisién celular,

En algunas especies se pueden encontrar méas de un tipo de



supernumerario, siendo en algunos casos estos cromosomas bastante
similares y probablemente relacionados por alguna reordenacibn cro-

mosbmica como, por ejemplo, en Myrmeleotettix maculatus vy Trimero-

tropis sparsa, donde la posicidon del centrbmero ha sido cambiada por

una inversibn pericéntrica (JOHN & HEWITT, 1965; WHITE, 1951a,b).
En otros casos, los diferentes tipos de supernumerarios no estéan tan

claramente relacionados, como sucede en Melanoplus femur—-rubrum

(STEPHENS & BREGMAN, 1972), Podisma pedestris (HEWITT &

JOHN, 1972), Phaulacridium marginale (WESTERMAN & FONTANA,

1973) y Tettigidea lateralis (FONTANA & VICKERY, 1973, 1975).

Los B-cromosomas son usualmente heterocrométicos en
la profase meibtica, aunque este comportamiento alocfclico puede no
desarrollarse tan tempranamente como el del X. Es com@n para tal
heterocromatina estar asociada por !'pegajosidad! (stickness) meib-
tica. Esta asociacién heterocromética, de base incierta, puede en
algunos casos conducir a segregacibn preferencial del supernumera-
rio con respecto al cromosoma X. Asf sucede en una especie del Gri-

Ilido Euscyrtus (SMITH, 1953) y en Tettigidea lateralis (FONTANA &

VICKERY, 1973), donde el X y el B segregan al mismo polo en el 76%
y el 59% de las divisiones, respectivamente, Por el contrario, en
otras especies, la asociacién del Xy el B produce disyuncibn de am-
bos a polos opuestos, Asf sucede en el 61% de los casos en Tetrix

ceperoi (HENDERSON, 1961) y en el 70% en Phaulacridium vittatum

de Tasmania (JACKSON & CHEUNG, 1976). Sin embargo, ROWE &
WESTERMAN (1974) no encontraron segregacién preferencial en cin-
co poblaciones australianas de esta especie, ni tampoéo JOHN &
FREEMAN (1974) en Lma amplia muestra de individuos de otras pobla- -
ciones del continente. Un reciente exadmen del material de Tasmania
(JOHN & FREEMAN, 1975) también mostrdé segregacibn al azar del
X y el B, Tampoco hay segregacibn preferencial en la especie rela-

cionada Phaulacridium marginale de Nueva Zelanda (WESTERMAN &




FONTANA, 1973).

Aunque los supernumerarios no son completamente inertes,
como se ha llegado a creer, ciertamente no poseen los efectos que se-
rfan de esperar en relacién a la cantidad de DNA que contienen. Con
toda probabilidad son inactivos o esté&n inactivados en una gran exten-
sibn. En los Gltimos afios han sido registrados gran cantidad de efec-
tos de los B-cromosomas sobre caracteres cuantitativos tanto en plan-
tas como en animales, incluyendo formacidén de quiasmas, apareamien-—
to cromosbmico, composiciébn nuclear, nivel de desarrollo, morfologfa
y fertilidad. Los supernumerarios apenas producen efectos fenotfpicos
externos, Por el contrario, sf tienen efectos a nivel celular en algunas
especies, siendo tal vez el principal la alteracidén de la frecuencia de
quiasmas. Este fenbmeno se da en algunas especies de Ortbpteros,
mientras que en otras no se detecta ninglin cambio (Ver revisibn de
SCHROETER & HEWITT, 1974). El efecto sobre la formacibén de quias-
mas puede ser de varios tipos: Aumento simultdneo de la frecuencia
media de quiasmas y de la varianza entre células, como en Myrmeleote-

ttix maculatus (JOHN & HEWITT, 1965) y Eyprepocnemis plorans

plorans (CAMACHO vy col., 1980); aumento exclusivo de la frecuencia

medi_a de quiasmas, como en Melanoplus differencialis (ABDEL -HAMMED

y col., 1970);y aumento sblo de la varianza entre c&lulas, como en

Melanoplus femur—rubrum (STEPHENS & BREGMAN, 1972). Aunque en
las plantas sf se han citado (CAMERON & REES, 1967; VIINIKKA, 1973),
en los saltamontes no existen ejemplos de supernumerarios que produz-
can disminucién de la frecuencia de quiasmas., Por otra parte, los B-
cromosomas sf pueden afectar a la localizacibn de los quiasmas, como

ha sido observado en Tettigidea lateralis (FONTANA & VICKERY, 1973).

L.a importancia de la influencia de los Bs sobre la frecuen-
cia de quiasmas reside en que un aumento de dicha frecuencia signifi-
ca un incremento en el nGmero de intercambios entre los cromosomas

homblogos y, por tanto, una mayor proporcibn de combinaciones génicas



en la descendencia de los individuos portadores de los Bs, lo cual con-
duce a un aumento en la variabilidad genética de la poblacibn,
Otra funciétn de los B-cromosomas se ha descubierto en

lLocusta migratoria (BERGERARD y col,, 1972), donde la electrofore-_

sis de las protefnas de la hemolinfa muestra bandas de diferente movi-
lidad y densidad en los individuos con B y sin B,

En Myrmeleotettix maculatus los individuos con Bs no sobre-

viven al invierno como embriones tanto como los individuos sin Bs

(ROBINSON & HEWITT, 1976)., También en M. maculatus (HEWITT,

1973a), Camnula pellucida (NUR, 1969), y Neopodismopsis abdominalis

(ROTHFELS & PROCUNIER, 1975), |os supernumerarios est&n aso-
ciados con produccibén incrementada de espermétidas anormales, lo que
reduce la fertilidad de los machos que los transportan, Un efecto mucho

més serio sobre la fertilidad ocurre en Myrmeleotettix y Chloealtis,

donde la presencia de B-cromosomas hace que una hembra produzca sig-
nificativas proporciones de embriones aberrantes (HEWITT, 1973c).
En cuanto a efectos en el exofenotipo, NUR(1969) observd

en Camnula pellucida que los individuos con B-cromosomas tenfan me-

nos folfculos en los testfculos, més esperma anormal y fémures més
cortos que aquellos que .no posefan supernumerarios, Esta variacidn
exofenotfpica podrfa tener significacién adaptativa. Asf, ha sido demos-
trado que existen diferencias en viabilidad en épocas particulares del
ciclo de vida entre individuos con B e individuqs sin B de Myrmeleote-

ttix maculatus (ROBINSON, 1973).

En general, los cromosomas supernumerarios de saltamon-
tes suelen permanecer con frecuencia estable a lo largo del tiempo,
dentro de una misma poblacibén, aunque las frecuencias pueden variar
mucho, segln los tipos de B-cromosomas, de unas poblaciones a otras
de la misma éspecie.

El cromosoma supér‘numerar‘id metacéntrico encontrado en

Omocestus bolivari por CAMACHO vy col. (1981) puede ser incluido en




la categorfa de los iso-B-cromosomas a causa del apareamiento meid—.
tico de sus dos brazos y su similar longitud., Estos autores no obser-
varon quiasmas entre los brazos del iso-B, presumiendo que la aso-
ciacibn que mantiene los univalentes del B en anillo en metafase | es
por homologfa, E| supernumerario era un elemento mitbticamente es-—-
table y mostraba heteropicnosis positiva durante la profase |I. En la
mayorfa de las células en cigotene el B y el X se observaron asocia-
dos y esta asociacibn persistfa en diplotene en el 80% de las ctlulas,
aunque en metafase | ya no se observd ninguna asociacidbn entre estos
dos elementos. En diplotene y metefase | los dos brazos del iso-B se
apareaban frecuentemente formando un anillo, Asfmisrﬁo, detectaron
segregacibn al azar del X yel By divisidbn ecuacional del iso-B en
la primera divisiébn meibtica.

En 1973, SANNOMIYA describié en machos de Atractomor-
pha bedeli la presencia de un B-cromosoma cuyo nmero era constan-—
te dentro de los folfculos testiculares pero variable entre los folfculos
dentro de los individuos. Las células de los ciegos géstricos de ma-
chos y hembras y las de las avariolas de hembras carecfan de super-
numerarios, lo que indicaba que los Bs estaban presentes en la Ifnea
germinal, pero ausentes en la ITnea somé&tica. La diferencia entre am-
bas ifneas fué explicada en base a la eliminacién de Bs de las células
sométicas, y la variacién interfolicular en ntmero de Bs fué atribufda
a no disyuncibdn mitética en la Ifnea germinal, anterior a la diferencia-
cién de los folfculos. Seglin SANNOMIYA, este supernumerario era in-
distinguible del autosoma A8’ al que era cémpletamente similar en ta-
mafio y estado picnbtico,

Sin embargo, PETERS (1981), bas&ndose en éstas y otras
caracterfsticas, sostiene que el B-cromosoma descrito por SANNOMIY A
probablemente no es tal, sino un autosoma extra, copia del A , consti-
tuyendo polisomfa para la ITnea germinal semejante a la descuabier‘ta por

NANKIVEL (1976) y posteriormente estudiada exhaustivamente por el
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propio PETERS (1981), en la especie emparentada Atractomorpha

similis. En esta especie, el polisbmico es el cromosoma megamérico
A9. E| ntmero de cromosomas extra varfa entre folfculos pero no den-
tro de ellos y no se encuentran en tejido Sométi_co de machos o hem-
bras. En las poblaciones naturales la condicibn no diploide més co-
m@n es la trisomfa, aunque en poblaciones obtenidas en el laborato-
rio mediante tratamientos de seleccibn a favor de la polisomfa se ob-
serva una deficiencia en nlmeros impares de cromosomas extras. En
meiosis, las copias extras del A9 presentes como univalentes se re-
trasan en anafase l o Il vy, consiguientemente, forman micronGcleos
que degeneran pronto, Cuando son dos los cromosomas extras no se

observan micronticleos. En Atractomorpha similis se ha encontrado

un B-cromosoma y éste no esté asociado a la presencia de micronlcle-
os, lo que lo distingue claramente del autosoma extra de esta espe-
cie.lLa mitosis en folfculos polisbmicos es regular, asf que la varia-
cidn interfolicular en el nlmero de cromosomas exiras sblo puede ser
explicada asumiendo un periodo de inestabilidad mitbtica y no disyun-
cibn previa a la organizacibén de los testfculos. Experimentos de labo-
ratorio de seleccién a favor y en contra de la polisomfa para la IThea
germinal consiguen aumentar y disminuir, respectivamente, el por-
centaje de machos polisbmicos en cantidad significativa en sblo tres
generaciones, Estos experimentos tambi&n muestran que la polisomfa
es igualmehte transmisible a través del padre y de la madre y que los
cromosomas exiras pueden aparecer de novo, presumiblemente por no
disyuncibn en Ifneas diploides previas, Parece ser que la transmisidén
de la polisomfa ocurre gracias a la accibn de factores hereditarios
que determinan la probabilidad de no disyuncidén y asf la acumulacibén
de un autosoma concreto durante una serie determinada de divisiones
mitbticas en la ITnea germinal del embribén, Posteriormente, en las mi-
tosis espermatogoniales ya no existe ninguna inestabilidad para el Ag.
La polisomfa es un fenbmeno poco frecuente en los salta-

montes, asf que hay escasas citas sobre ella, Ademé&s de las de Atrac-
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tomorpha similis vy A. bedeli ya citadas, existen las de Chrotogonus

trachypterus (SHARMA vy col., 1962 ), Chorthippus parallelus

(HEWITT, 1963; HEWITT & JOHN, 1968, 1970a; JOHN & HEWITT,

1969; SOUTHERN, 1967b), Myrmeleotettix maculatus (HEWITT & JOHN,

1965), Chorthippus jucundus, Omocestus bolivari (CAMACHO, 1980;

CAMACHO vy col., 1981) y Gomphocerus sibiricus (GOSALVEZ &

LOPEZ-FERNANDEZ, 1981)

La polisomfa encontrada en Omocestus bolivari presenta

caracter{sticas muy similares a la detectada en Chorthippus parallelus.

En ambos, el cromosoma polisbmico es el M4, coincidiendo con el en-

~ contrado en la especie emparentada Chorthippus jucundus; los M4 en

exceso de dos se muestiran heteropicnbticos positivos durante la profa-

se-1 de la meiosis; ni en C. parallelus, ni en O. bolivari, se han en-

contrado cé&lulas monosbmicas o nulisbmicas, lo que hace pensar en
una supervivencia diferencial de los productos de la inestabilidad mi-
tbtica de sus cromosomas M4, y las diferencia significativamente del

pyrgombdrfido Chrotogonus trachypterus, donde en el mismo individuo

se observaron células polisbmicas y ctlulas monosdmicas (SHARMA y
col., 1962).

Finalmente, cabe destacar que en unas especies diferentes
miembros del complemento pueden ser polisbmicos‘ (LEWIS & JOHN,
1959; SHARMA vy col., 1965), mientras que en otras, el mismo cromo-

soma esta invariablemente implicado, como son los casos de Chorthippus

parallelus (HEWITT & JOHN, 1968, 1970a; JOHN & HEWITT, 1969),

C. jucundus y O. bolivari (CAMACHO, 1980), en los que el cromosoma

polisbmico es el M lo que implica una tendencia de este elemento a

4’
mostrar inestabilidad en las mitosis premeibticas en estas tres espe-

cies pertenecientes a la subfamilia Gomphocerinae.

Para terminar, queremos hacer mencién a otros tipos de

variaciones cromosébmicas estructurales, como son los segmentos cro-
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mosbmicos supernumerarios y las constricciones secundarias elas-
ticas, fenbmenos ambos presentes en el sistema citogenttico de

Omocestus bolivari,

Los sistemas de polimorfismo para segmentos supernu-
merarios estan bastante extendidos en Ios. Crtbpteros, Especialmen—
te, las poblaciones de saltamontes muestran frecuentemente polimor-
fismo con respecto a la presencia y frecuencia de segmentos super-—
numerarios en uno o mas miembros de la dotacibébn normal. Los seg-
mentos son siempre, cuando menos, parcialmente heterocrométicos
y pueden ocupar una posiciébn proximal, intersticial o terminal den-
tro del cr'omosor'na. Su origen es preferentemente por duplicacibn
(HEWITT, 1979).

' En los saltamontes se han descrito humerosos casos de
'bivalentes desiguales originados por heterocigosis para segmentos
supernumerarios, HEWITT (1979)' da una relacibn de los citados has-

ta la fecha. A nosotros nos interesa especialmente el conocido siste-

ma de segmentos supernumerarios de Chorthippus parallelus (JOHN

& HEWITT, 1966, 1269; HEWITT & JOHN, 1968, 1970a; WESTERMAN,
1969, 1970); tanto en poblaciones de Gran Brelafia como de Francia
se ha encontrado este polimorfismo para segmentos adicionales en

los miembros més pequefios del complemento (M _y 88). Ademés, ‘en

7
una poblacién de Austria aparecib un segmento extra en el cromosoma

M6' Estos segmentos eran heteropignbticos positivos desde cigotene
a diacinesis y podfan ir en uno o ambos homblogos de los bivalentes

M_, M_vy S8 (WESTERMAN, 1970),

6’ 7
L_as constricciones secundarias el&sticas fueron descri-

tas por primera vez por WHITE (1957) en Moraba scurra, y desde

entonces se han citado en algunas especies de saltamontes, en los
que, invariablemente, se desarrolian en cromosomas megaméricos

que contienen los organizadores nucleolares (JOHN, 1976).
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OBJETIVOS

Con este trabajo se pretende profundizar en el estudio de
los cromosomas supernumerarios y de la polisomfa del M4 del salta-

montes Omocestus bolivari, principalmente a tres niveles:

1. - Estudio de la estructura de poblaciones de Sierra

Nevada en relacién con ambos polimorfismos.,

2. - An&lisis del comportamiento meibdtico de los elemen-

tos extra.

3. — Efectos de los elementos exira sobre caracteres en-

dofenotipicos.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL ANALIZADO

Todos los ejemplares analizados en el presente trabajo

pertenecen a la especie Omocestus bolivari {Chopard). Los machos

procedfan de cinco poblaciones naturales de Sierra Nevada, elegidas
al azar, con la Gnica condicién de que estuvieran representadas la
cara Norte y la cara Sur de Sierra Nevada:

— Educacibén y Descanso (E.D.) 2,200 m, Cara Norte de

Sierra Nevada, 40 machos.

— Campos de Otero (C.0O.) 2.200 m, Cara Norte de Sier‘ba

Nevada, 18 machos.

- Albergue Universitario (A.U. ) 2. 500 m, Cara Norte de

Sierra Nevada, 76 machos,

— Alto del Chorrillo (A.C.) 2.710 m, Cara Sur de Sierra

Nevada. 22 machos,

Zil-a Alber‘quilla' (L.A.,) 2,400 m, Cara Sur de Sierra Ne-

vada. 55 machos,
Ademés, se estudiaron 19 hembras de la misma especie
procedentes de diversas poblaciones de Sierra Nevada, Mientras no

se advierta lo contrario, los resultados se referir&n a machos.
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METODOS

1. 1. - Técnica para el estudio de la meiosis

Los machos capturados se llevaron vivos al laboratorio,
se anestesiaron con acetato de etilo y se les abrid el abdomen, extra-
yéndoseles los testfculos chpletos. Estos se sometieron inmediata-
mente a fijacibn en Carnoy (alcohol-acético 3:1), en el que permane-
cieron al menos una hora. Durante este tiempo, los folfculos de- los
testfculos fueron separados para facilitar su fijacion homogénea,

Una vez fijado el material, si no se estudibd inmediatamen-
te, se guardb en alcohol del 70% a 42 C.

Para el estudio rutinario de la meiosis en los machos se
siguib la técnica de aplastamiento'en orcefna acética al 2%.

En cada macho se analizaron individualmente, salvo ex-
cepciones, al menos diez folfculos, si éstos eran normales, Si pre-
sentaban alglin elemento extr‘a, se analizaron hasta veinte o treinta
folfculos. En cada individuo de la poblacién de Albergue Universita-
rio se contabilizaron los quiasmas de al menos diez células en diplo-
tene. En las distintas fases de la meiosis, se contabilizd y fotogra-
fid la asociacidn y segregacibn de los distintos elementos extras fren-

te a determinados elementos del cariotipo normal.

1.2. - Técnicas para el estudio de la mitosis

En las hembras, la mitosis ha sido estudiada en c¢lulas
de la pared de las ovariolas y en células de los ciegos géstricos.
El tratamiento es idéntico para ambos materiales y consiste en:

- Pretratamiento con colchicina al 0,05% en solucidn
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salina para insectos, inyectada en el abdomen de las hembras adul-
tas,

- Fijaci6bn: a las 8 horas de la inyeccibn de colchicina
se anestesia el animal, se disecciona y se extrae el material a anali-
zar, que se pasa a fijador alcohol-acético 3:1, donde se mantiene du-
rante una hora, como mfnimo.,

— Una vez fijado, el material se puede guardar a 42 C en
el mismo fijador o bien en alcohol del 70%.

- Observacibn al micr*oscobio:' Para montar las prepara-
ciones se sigue la técnica de aplastamiento de un pequefio trozo de
ciego géstrico, o un filamento terminal de una ovariola, inmersos en

orcefna acética al 2%.

En algunos de los machos analizados se ha estudiado la
mitosis en ciegos gastricos por el procedimiento siguiente:

- Obtencibn, por diseccibn, de los ciegos géstricos del
individuo. '

- Introduccién de los ciegos en colchicina al 0.05% en
solucibn salina para insectos durante cuatro horas.

- Fijacibn en Carnoy.,

- Aplastamiento con orcefna acética al 2% .

1.3, -~ Técnica de bandas C

l_as preparaciones sometidas a esta técnica se hicieron
por aplastamiento en acético del 45% , y el cubreobjetos fué separa-
do con nieve carbbnica, tras de lo cual las pr‘e_-par‘aciones fueron
deshidratadas con alcohol absoluto durante 24 horas y una vez secas
se sometieron al tratamiento de bandeo, En esencia, el procedimien-
to de bandeo C ha sido el descrito por SUMNER y col, (1971). EIl pro-

ceso detallado es como sigue:
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- Se introducen las preparaciones en ClH 0,2 N duran-
te 30! a temperatura ambiente,

- Se introducen en una solucibn saturada de hidrbéxido
barico a 602C, durante 5!,

- Se lavan enérgicamente en agua del grifo, durante 51,

- Se introducen las preparaciones en 2XSSC a 60°C,
durante 1 hora,

- Se lavan nuevamente, en la forma ya descrita.

- Se tifie con Giemsa al 2% hasta conseguir el contras-

te adecuado,

2. - Métodos estadisticos

Para estimar el grado de significacibn de aquellos carac-
teres que han sido cuantificados, se han aplicado las siguientes prue-
bas estadfsticas:

- Ji-cuadrado (simple, de contingencia y de homogeneidad).

- An&lisis de varianza,

— Contraste de medias (t de Student),

Los analisis de varianza y los contrastes de medias lle-
vados a cabo para estudiar la influencia de los elementos extra sobre
la frecuencia de quiasmas han sido efectuados en el Centro de Infor-
méatica de la Universidad de Granada en un ordenador UNIVAC 1100,
empleando el progréha BMDP1V de ed, E., Dixon, Universidad de
California, 1975,
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RESUL TADOS

m
0

E| cariotipo normal de Omocestus bolivari, como el de

todas las demds especies de Omocestus examinadas citolbgicamente
hasta ahora, consta de tres pares de grandes autosomas metacéntri-
cos y cinco pares de autosomas acrocéntricos mas pequefos, con un
determinismo cromosbmico del sexo tipo ><O/><><, de manera que
2nd=17 y 2n$=18. Los grupos de tamafio son: 3 largos (1_1—1_3), 3

medianos (M, -M ) y 2 cortos (57—58). £1 cromosoma X es el cuarto

4 6

en orden de tamafio decreciente(Fig. 1). En los espermatocitos pri-
marios el complement‘o basico muestra 11 bivalentes, més el univalen-
te X. El bivalente megamérico es el M6’ el cual se asocia frecuente-
mente con el cromosoma X durante la profase-l y casi hunca en meta-—
fase-I.

Como elementos extrafios al cariotipo normal se han ob-
servado, principalmente, un B-cromosoma y polisomfa para el auto-
soma M4.

E| cromosoma supernumerario es metacéntrico, mitbti-
camente estable y est4 presente tanto en la Ifnea soméatica (ciegos
gastricos, Fig., 2) como en la Ifnea germinal (Fig. 3 ).En base a la
similar longitud de sus dos brazos y al apareamiento entre ambos du-
rante la 12 divisidn meibtica, se puede afirmar que se trata de un
iso—cromosoma. Para profundizar en este tema, hemos aplicado la
téchica de bandeo C en individuos con B-cromosoma, EIl resultado
fué que el iso-B presenta una Unica banda C muy pequefia a nivel
del centrbmero (Fig. 3). En la hembra que presentd B-cromosoma,
eéste fué observado en todas las células de sus ovariolas.

Con respecto a la polisomfa, ésté fué detectada en la I1-
nea germinal masculina por la presencia de autosomas M4 extras,

que se pueden distinguir de los M, del complemento normal porque

4
se muestran heteropicnbticos positivos durante la profase-I de la
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Fig. 1: Cariotipo de una hembra de Omocestus bolivari, mostrando un

iso—B—cromosoma,
Fig. 2: Metafase mitbtica obtenida en ciegos gastricos de un macho
portador de supernumerario, en la que se puede observar un
iso-B.

Fig. 3: Bandas-C en paquitene, Nbtese que el B-cromosoma metacén-

trico muestra una Gnica banda, a nivel del centrbmero.,

Fig. 4: Asociacibon X-B.
4a: Diplotene: Xy B asociados,
4b: Diplotene temprana: X y B asociados.,

Excepto en la figura 2, las barras representan 10 p.






meiosis. A diferencia de los B-cromosomas, los autosomas M4 extra
no fueron encontrados en los ciegos gastricos de los individuos por-

tadores de la polisomfa.

1. - ESTRUCTURA DE LAS POBLACIONES ANALIZADAS.

1.1. - Frecuencia del iso-B-cromosoma y de la polisomfa en las po-
blaciones. ‘

a incidencia de estos elementos extras ha sido muy va-
riable segln las poblaciones estudiadas, como puede observarse en
la Tabla 1. De las 19 hembras analizadas, en ninguna se observb po-
lisomfa para el autosoma M4 y en sblo una de ellas se detectd un iso-

B-cromosoma.,

1.2. - Frecuencia de la polisomfa en los individuos,

Todos los individuos que presentaban el carébcter de po-—
lisbmicos resultaron ser mosaicos para dicho caréacter, es decir,
presentaban folfculos normalés (h=84X) y folfculos con distintos nme-
ros de autosomas M4 extras, en unas frecuencias que pueden obser-
varse en la Tabla 2. El ntmero de M4extras variaba entre los folfcu-
los del mismo individuo, pero era constante entre las cé&lulas de un

mismo folfculo,
2, - COMPORTAMIENTO MEIOTICO DEL 1ISO-B-CROMOSOMA.,

E| cromosoma supernumerario encontrado en las pobla-

ciones estudiadas de Omocestus bolivari se muestra heteropicnbtico

positivo durante la profase-l de la meiosis, asf como con un alto gra-

do de contraccién a lo largo de todo el ciclo meibtico.
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Tabla 1. Frecuencia del iso-B-cromosoma y de la poliso

mfa en las poblaciones

Individuos

Poblacibn 1B % P Poliso- % Mosaico % Norma- % TOTAL
mfa (Mo— 118 les
saico)
E.D. 3 7. 50 = 2 5,00 - o 35 87.50 40
CciO; 4 22.22 5, 56 4 22,22 - . 9 50.00 18
A 5 6. 58 - 4 5,26 2 2.63 65 85,53 76
A, C. - - - & - ~ - 22 100,00 22
L. A, 4 3 2 3,64 - " 49 89,09 55

7.27




[44

Tabla 2. Frecuencia de la polisomfa en los individuos

Folfculos Folfculos Folfculos Folfculos Folfculos Folfculos TOTAL
Individuo n=8+ X %o n=8-.1><~1-1M4e % n=8-!-X-!-2qu % n=8-!-><-l-3M4e % n=8-.1>(+lh"\/\Ae % polisomicos % Folfculos
A.U. 5 3 37. 50 - - 4 50, 00 1 12,50 - - 5 62, 50 8
A U, 11 4 40, 00 - - 6 60,00 - - - - 6 60, 00 10
AU, 22 6 40, 00 - - 7 46, 67 - = 2 13.33 9 60, 00 15
A. U, 25(4B) 16 55.17 10 34,48 3 10. 34 - - - - 13 44,82 29
A. U, 28(1B) 10 50,00 - - 8 40, 00 - - 2 - 10,00 10 50.00 20
A. U, 66 11 34,38 7 21,88 14 ‘.43.75 - - - - 21 65, 63 32
L.A.6 13 43,33 - - 16 '53. 33 - - 1 3,33 k4 56,66 30
L.A.22 2 10. 53 - - 17 89. 47 - - - - ) 17 89, 47 19

£.D.21 9 37.50 4 16,67 1 45,83 - - - - 15 62, 50 24



2.1.- Asociacibn X-B3.

En los machos con 1 B la existencia de los univalentes
Xy B posibilita a veces la asociacion meibtica de ambos (Fig. 4).Por
ese motivo, hemos hecho un estudio de dicha asociacidn en distintas
etapas de la meiosis, en varias poblaciones de ambas caras de Sie-
rra Nevada,

Como se puede ver en la Tabla 3, la asociacidon X-B es
muy alta en la profase-1 (cigotene: 81.07% ; paquitene: 70,77% ; diplo-
tene: 63, 43%), Sin embargo, en metafase-| esta asociacidbn es muy
baja (2! 23%), lo que nos lleva a pensar que esta asociacibn no es
por homologfa, sino més bien se trata de una asociacidén por afinidad

heterocromética.

2.2.- Asociacibn entre los brazos del B.

|_os dos brazos del B-cromosoma metacéntrico se aparean
frecuentemente durante las primeras etapas meibticas formando estruc-
turas de brazos apareados en toda su longitud (Fig. 5) y estructuras
de B en anillo (Fig. 6).

Cuando los brazos del iso-B no se aparean los B toman
una apariencia de estf‘uctur‘a estirada o recta (Fig. 7).

En la Tabla 4 se muestran las frecuencias de asociacibn
entre los brazos del B en paquitene (89, 32%), diplotene (85.92%) y
metafase-1 (61.28%). La alta frecuencia éon que las asociaciones per-
sisten en metafase-1 indica la existencia de homologfa entre los bra-
zos del B-cromosoma, al contrario de lo que ocurrfa con las asocia-

ciones X-B,.

2. 3. - Segregacidn X-B,

Un aspecto muy interesante a estudiar en machos con 1 B,
en los que, como dijimos anteriormente, se observan dos cromosomas

univalentes,el X y el B, es la segregacidén de ambos univalentes en
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Tabla 3. Asociacibn X-B

Poblacidn Cigotene ’ Paquitene Diplotene Metafase-|

u s % as. u = % as. u S % as. u = % as.
A. U, 491 69 87. 68 427 117 78, 49 371 121 75. 41 10 509 1.96
LA, 358 95 79,03 81 39 67, 50 129 106 54,89 10 355 2,74
E D 106 59 64, 24 27 65 29, 35 74 104 41,57 3 143 2,05
TOTAL 955 223 81,07 535 221 70.77 574 331 63,43 23 . 1007 2,23

U: Unidos; S: Separados; as.: asociacibn,



Fig. 5 Esper‘matocito primario en paquitene mostrando un B con los
brazos totalmente apareados.

Fig. 6: B en anillo,
6a: Paquitene.
6b: Diplotene.

6c: Metafase-1.

La barra representa 10 p.
AR






Fig, 7: B estirado.
7a: Diplotene.
7b: Metafase-I.
Fig. 8: Distintos tipos de células en metafase-11 en individuos porta-
dores de B.
8a: n=8
8b: Nn=8+iB

L_a barra representa 10 p.






Fig. 8: (Continuacibn).

8c:
8d:
8e:

8f:

n=81X
n=81X1;B
n=81X1B
n=813B

La barra representa 10 p.






la primera divisibn meibtica. Para ello hicimos un recuento de célu-
las en metafase-Il de machos con B de Albergue Universitario y L.a
Alberquilla,

lLa Fig., 8 muestra los distintos tipos de metafases-Il ob-
servadas en los machos con B y en la Tabla 5 se muestran las frecuen-
cias de cada uno de estos tipos encontrados en cada uno de los indi-
viduos portadores de B de Albergue Universitario.

l_o‘s dos Gltimos tipos de metafase-Il, que representan el
21.66% del total de metafases-Il, derivan de divisibén ecuacional del
univalente B en la 12 divisidbn meibtica y ho seré&n tenidas en cuenta
para el estudio de la segregacibn X-B porque proceden de anafases-I
en las que no hubo segregacibén para el B.

En el caso dé que el Xy el B segr‘egar‘ah al azar, debe-
rfamos esperar que los cuatro primeros tipos de metafase-Il apare-
cieran en igual frecuencia (1:1:1:1). Teniendo en cuenta las frecuen-—
cias esperadas calculadas en base a esta hipbtesis, aplicamos en cada
macho un test de xzsimple y obtuvimos resultados contradictorios, lo
que nos llevd a aplicar un test de xzde homogeneidad, que no detectd
diferencias significativas entre los 5 machos (><2

(12)
0.5). En base a ésto, el resultado final de la segregacidén X-B en los

=13.207; P=0, 3-

5 machos con B de esta poblacibn vendrfa dado por la dee las fre-
cuencias acumuladas, cuyo valor era X'(23)=19. 565 (P<0,001), Por
todo ello, se puede afirmar que en Albergue Universitario los univa-
lentes X y B no segregan al azar, sino que migran al mismo polo en
méas del 50% (54.51%) de los casos,

En La Alberquilla, este aspecto se estudib en dos de los
machos con B (Tabla 6), En éstos, el 8, 18% de las metafases-II pro-
cedfa de divisidn ecuacional del B, porcentaje sensiblemente inferior

al observado en Albergue Universitario, Por lo que respecta a la se-

gregacién X-B, &sta en ambos machos era al azar (L. A. 2: X(Z?)
2 -~

(3)

=0, 069,

P>0.95; L,A.8: X,_,=2, 302, P=0, 5-0, 7).

26



LT

Tabla 5. Frecuencias de los distintos tipos de metafases-II observadas en los machos portadores de B

de Albergue Universitario

Macho(1B) ‘ ' Metafases—I1
8 81X 8LX1B 81B 818 8iX1iB TOTAL

A.U, 10 21 21 12 13 24 23 114
- 95 0 R 26 26 27 19 31 25 154

- AU 42 33 37 17 20 4 : 8 119
Al 57 30 1 e 22 14 - 2 3 86
A. U, 59 51 33 33 29 11 7 164
TOTAL 161 132 fefel: ol 95 72 66 637

Porcentaje mfnimo de células procedentes de divisién ecuacional del B (8'-.1'28 y 81X11B): 21.66%
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Tabla 6. Frecuencias de los distintos tipos de metafases-ll observadas en los machos portadores de B

de La Alberquilla

Macho(1B) Metafases-II

8 84X 8iXiB 8iB 8t 81X1:B TOTAL
L.A. 2 15 14 14 15 1 2 61
L.A.8 13 10 13 7 3 3 49
TOTA!_ 28 24 27 22 4 ) 110
Porcentaje mfnimo de células procedentes de divisibn ecuacional del B (8—!—'-};5 y 8-.1><-!-‘§B): 18%



El recuento de las metafases-1l1 permite, por otra parte,
la realizacién de un estudio de la frecuencia con que el X y el B son
transmitidos a los gametos,

Asf, de la Tabla 5 se puede deducir que los machos con
B de Albergue Universitario forman gametos determinantes de machos
y hembras (sin X y con X, respectivamente) en proporcibn 1:1
(><(21 )=0. 57; P=0. 3-0. 5). Lo mismo se concluye de la Tabla 6 para
los machos de LLa Alberquilla (><(21 )= 0. 57; P=0, 3-0, 5).

Por otra parte, los machos con un B de Albergue Univer-—
sitario forman un 41, 28% de gametos con B, segln se deduce de la

2
Tabla 5. Esto difiere significativamente del 50% esperado (X, ,=15.17;

(1)

P<0,001) e indica una pérdida de Bs durante la 12 divisién meibtica.
En La Alberquilla (Tabla 6), los machos con un B forman

aproximadamente la misma cantidad de gametos con B que sin B

2
(X(”:O, 069; P=0, 7-0, 9); por tanto, no debe haber en ellos pérdida

de Bs durante la 12 divisibn meibtica.

2,4, - Formacibn de microespermétidas,

En las preparaciones microscbpicas de folfculos testicu-—
lares, ademés de cé&lulas en distintas fases de la meiosis y mitosis
espermatogoniales, se pueden encontrar nlcleos esperméticos, esper-
méatidas y espermatozoides. En ocasiones se observan estructuras
semejantes a nlcleos esperméticos y espermé&tidas, pero de tamafio
mucho menor, a las que llamamos r‘esp.ectivame'nte, micronlcleos y
microespermétidas . (Fig. 9).

Aunque en principio se contabilizé la frecuencia de ambos
tipos de elementos, pensamos que el recuento de micronficleos se po-
dfa prestar a errores por exceso con mayor probabilidad que el re-
cuento de microesperméatidas, De hecho, la frecuencia de micronlcle-
os esperméticos en diez machos normales de Albergue Universitario

escogidos al azar (1.01%) fué significativamente mayor que la frecuen-
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Fig. 9: Nacleos esperméaticos ek espermétidas (e.), micronticleos
(m.n.) Yy microesperméatidas (m.e.).
Fig. 10: Dos lZBS separados de ja telofase-1 a la que pertenecen,
Fig. 11: Asociaciones ><—M4 extra.
11a: Paquitene: pivalente M4 extra separado del X,
11b: Metafase-I: bivalente be extra asociado al X,
11c: Cigotene: bivalente M4 extra asociado al X. EN esta fase,
“ambos forman un Ginico cuerpo heteropicndtico positivo.

Las barras representan 10 p.






cia de microespermétidas contabilizada en estos mismos machos (0. 16%)
(><?1 >:=17. 67; P<0.001). Aunque pensamos que era probable que algu-
nos microntcleos no llegaran a formar microespermétidas (segtin es-
tas cif‘r*as, seis de cada siete microntcleos), también supusimos que -
contabilizabamos més micronlicleos de los que realmente habfa, por-
que determinados artefactos de la preparaciébn podfan prestarse a ser
confundidos con dichos micronlcleos, En consecuencia, optamos por
hacer recuentos s6lo de microespermétidas frente a esperméatidas de
tamafio normal, porque en éste caso no era tanta la probabilidad de
cometer error, debido a que la forma de la microespermétida es in-
confundible, ;

En la poblacibn de Albergue Universitario se contabili-
z6 la frecuencia de microesperméatidas en diez individuos normales
escogidos al azar, como puede observarse en la Tabla 7, aparecien-
do una frecuencia global del 0, 16%. Tarﬁbién se contabilizd dicha fre-
cuencia en aquellos individuos que eran por‘tadoAr'es del iso-B (Tabla 8).

Del mismo modo, en La Alberquilla, fueron estudiados
seis individuos normales escogidos al azar, en los que no.se detectd
ninguna microespermétida, en recuento similar-al realizado en los
machos normales de Albergue Universitario. En los individuos de
La Alberquilla portadores de supernumerario sf se detectaron micro-—
esperméitidas, en unas frecuencias que se muestran en la Tabla 9,

Al comparar los individuos normales de Albergue Univer—
sitario con los individuos portadores de B (A,U. 42, A, U, 57, A.U, 59)
en cuanto a la frecuencia de formacién de microespermétidas, se ob-
servd que los machos con B de dicha poblacién formaban microesper-
méatidas con una frecuencia significativamente mucho mayor que los
machos normales (X(21)=42. 86; P¢0.001), Esto nos llevé a deducir
que se puede atribuir la presencia de la mayorfa de las microesper-—
mé&tidas a la existencia del B,

Debido a que, como se ha dicho, la frecuencia de micro-
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Tabla 7. Frecuencia de microespermétidas en individuos normales de

Albergue Universitario

Macho (normal) Microespermétidas ’ Esperméatidas
AU, 72 0 362
A.U, 19 | 0 239
AU, 17 0 327
A.U, 73 | 1 320
A, U, 39 6] 163
AL U, 41 0 301
A.U, 63 1 332
A. U, 58 | 2 | 350
A.U. 4 : 1 308
A. U, 53 0o 381
TOTAL 5 (0. 16%) 3083
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Tabla 8. Frecuencia de microespermétidas y de divisidn ecuacional del B en individuos portadores de B

de Albergue Universitario

Macho Microes- Espermétidas Divisibn re- Divisibn

(N=81X1R) perméatidas (frecuéncia) duccional ecuacional (frecuencia)
AU, 42 2 (0.0056) 355 107 12 (0.1008)
A.U. 57 15 (0. 0294) 496 81 | 5 (0. 0581)
A. U, 59 8 (0.0235) 332 146 18 (0. 1098)
TOTAL 25 (0.0207) 1183 334 35 (0. 0949)




192

Tabla 9. Frecuencia de microespermétidas y de divisibn ecuacional del B en individuos portadores de B

de LLa Alberquilla

| Macho Microes- Espermétidas Divisibén Divisibn
(n=8iX1B) permétidas (frecuencia) reduccional ecuacional (frecuencia)
L.A.2 5 (0,0163) 302 58 3 (0. 0492)
L.A.8 2 (0.0038) 526 43 3 (0.0612)
L.A, 19 2 (0.0051) 389 12 1 (0,0769)
L.. A, 48 '3 (0.0074) 405 18 0 (0.0000)
TOTAL . 12 (0.0073) 1622 131 7 (0.0507)




espermétidas en individuos normales de L_a Alberquilla resultb ser
nula, tuvimos que comparar los individuos con B de La Alberquilla
con machos normales de Albergue Universitario, resultando que aqué&
llos forman microespermétidas con una frecuencia significativamente

2
mayor que &stos (X

(1 )=8. 23; P=0, 001-0, 005),

et e B T e — - ot o ——— Ar— — o

D e L iy

lLa divisibn ecuacional del supernumerario en la anafa-
se-1 meidtica, hace que a cada célula hija vaya una crométida del B,
que nosotros hemos denominado +B.

Sin embargo, la existencia de una pérdida de Bs durante
la 12 divisibn meibtica, como se indicd en el apartado 2, 3., asf como
la observacibén de algunas células en telofase-l en las que los dos
1Bs est&n bastante alejados de los polos telofasicos (Fig. 10), indi-
can claramente que los %Bs no siempre se integran en los polos telo-
fésicos y por tanto, que puedan dar lugar a microespermétidas,

v Si, como parece.deducirse de lo expuesto anteriormente,

la formacidén de microespérmétidas tuviera relacibn con la divisién
ecuacional del B en la 12 divisidn meibdtica, a mayor frecuencia de
divisibn ecuacional deberfa corresponder mayor frecuencia de micro-
espermétidas, Efectivamente, los machos de Albergue Universitario,
que muestran una mayor frecuencia de divisibn ecuacional del B
(21.66% ) que los machos de L.a Alberquilla (8. 18% ), presentan una fre-

cuencia de microespermétidas (2.07% ) significativamente mayor que
s

la de los machos de L.a Alberquilla (0, 73%) (X(”

=8, 62; P=0,001-0, 005),

Unha vez asumida la relacién entre la divisidn ecuacional

de los B y la formacibén de microespermétidas, a través de la no integra-

cién de los £Bs en los polos anafasicos, podemos hacer una estima-

cibn de la frecuencia con que ocurre la integracibn efectiva de dichos
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elementos en los polos,

=1l razonamiento para obtener dicha frecuencia ha sido
el siguiente:

: Puesto que los machos normales de Albergue Universi-
tario forman microespermétidas (aunque en pequefia frecuencia), €és-
to indica que alglin (os) otro (s) elemento (s) del cariotipo (aparte del
B) tiene (n) un comportamiento meibtico anormal que conduce a la for-
macibn de microespermétidas. Como no existen razones para pensar
que no ocurra igual en los machos con B, restaremos a la frecuencia
de microespermétidas en machos con B la frecuencia observada en
los individuos no portadores de supernumerario (0, 0016):

Asf, en el macho A, U, 42, la frecuencia de microesper-
métidas es de 0, 0056 (Tabla 8) y al restarie 0,0016 se obtiene una
frecuencia !'"neta!! de microespermétidas de 0, 004, Puesto que la di-
visibn ecuacional observada en este individuo es de 0, 1008 (Tabla 8),
ésta deberfa ser la frecuencia de microespermétidas esperada en el
supuesto de que la integracidén en los polos anafésicos de los %Bs fue-
ra del 0% . Si a esta frecuenéia Nesperada'l le r‘estamoé la "observada'!
(0.004), nos dar& una cifra, 0,0968, que, dividida por la frecuencia
de divisién ecuacional, nos daré el % de integracién de los $Bs en
los polos anafésicos, que este caso es del 96%.

Por el mismo procedimiento hemos obtenido que en el ma-
cho A, U, 57 la ‘integracién ocurre en el 52.% de los casos y en el A, U, 59
en el 80%.

for tanto, la frecuencia con que los £Bs resultantes de
divisibn ecuacional se integran en los polos telofasicos de la 12 divi-

sibn meibtica es bastante elevada y variable entre machos,
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3. - COMPORTAMIENTO MEIOTICO DE LOS M4 EXTRAS,

Todos los autosomas M4 en exceso de dos presentan he-

teropicnosis positiva durante la profase-l de la meiosis. A estos M4
en exceso los hemos denominado M4 extras (M4e).

3.1. - Asociacidn ><—-M4 extras,

Hemos estudiado esta asociacién en dos tipos de folfculos,
N=81X11 qu y h=81X12 M4e (ver Fig. 11), ya que en los folfculos
con tres y cuatro elementos extra no aparecieron suficientes cévlulas
para hacer un buen recuento,

En los folfculos n=84X11 M4¢ del A,U, 66, la asociacibn
en paquitene era del 87,88% y en metafase-I del 2. 46% . Se puede de-
ducir de ello que no se trata de una asociacién por homologfa sino por
afinidad heterocromética, como en el caso de los supernumerarios,

En cuanto a la asociacibn en los folfculos con dos M4 ex—
tras (Tabla 10), ésta era del 41, 67% en paquitene, del 31, 48% en
diplotene y del 3, 32% en metafase-l, Como se puede apreéiar, las
asociaciones ><—M4 extra en profase-l| desciendAen sensiblemente cuan-
do existen 2 M extras, posiblemente debido, como veremos posterio-

4
mente, a que los 2 M4 extras siempre forman bivalente,

3.2, - Asociacibn M4 nor‘mal—M4 extra (M4

Esta asociacidn era muy baja durante la profase-I, lo

n-M e).
4!

cual pensamos que es debido a la diferencia en el ciclo picnbtico o

de condensacibn de ambos tipos de cromosomas (Fig. 12). Asf, mien-
tras que los M4 normales se muestran descondensados en el comienzo
de la profase-l y su contraccién aumenta con el progreso de ésta (co-
mo es normal en los miembros estdndar del complemento), los M4 ex—

tra aparecen heteropicnbdticos positivos (muy contrafdos) ya desde el

inicio de la meiosis, Esta diferencia en condensacién en las etapas
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Fig. 12: Aso‘ciacibn M4 nérmal——MA extra.
: 12a: Diplotene temprana: pivalente M4 normal asociado al bi-
valente M4 extra,
12b: Paquitene: bivalente M4 normal separado del bivalente
M4 extra, '
Fig. 13: Aspecto de los bivalentes MLL extra en diplotene (ayb) yme=
tafase-1 (c).

L_a barra representa 10 M-
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Tabla 10. Asociacién X-M 1] extra

4

Macho Faquitene Diplotene Metafase-~i

A S % as. A S % as. S % as.
A, U, 66 18 19 48, 65 7 10 41,18 49 2,00
L.A,6 12 7 3116 1 2 33..33 108 5,26
L. A. 22 5 23 17.86 °] 25 26, 47 47 0. 00
TOTAL 35 49 41, 67 17 37 31,48 204 3.32

A: Asociados; S: Separados; as, :

asociacibn,



en que ocurre el apareamiento homblogo puede llevar a fallos en dicho

apareamiento,

3.3. - Asociacibn entre los M[‘ extras,
¥

En folfculos n=84X12 M4e siempre se han observado los
2 M4 extras asociados en bivalente en profase;l y metafase-1 (Fig. 13).
En ninglin caso se encontraron formando dos univalentes,

En los folfculos con 4 M4 extras éstos podfan formar las
siguientes estructuras: un cuadrivalente , dos bivalentes, un triva-
lente m&s un univalente o un bivalente més dos univalentes, dandose
estas asociaciones en paquitene, diplotene y metafase-1. E| nGimero
de ctlulas en este tipo de folfculos no era lo suficientemente elevado
como para efectuar un buen recuento de frecuencias,

En paquitene y diplotene los cuadri\)alentes aparecfan en
cfrculo, en cruz o en cadena (Fig. 14).

Los bivalentes podfan presentarse asociados entre sf o
separados (Fig. 15). Su forma en paquitene y diplotene podfa ser de
ambos en cruz, uve o cadena; es decir*', con un quiasma en cada bi-
valente, dependiendo la forma de los bivalentes de la posicién de di-
cho guiasma; uno en anillo (dos quiasmas) y el otro en cruz, uve o ca-
denaj; o ambos en anillo,

En los casos en los que se observd un tr‘_ivalente més un
univalente, éste se presentaba separado de aquél, que en diplotene
tenfa forma de anillo compuesto de tres autosomas M4 extras (Fig. 16).

Solamente en metafase-l se encontraron los M4 extras
asociados formando un bivalente y dos univalentes, de los cuales en

ocasiones uno se encontrd ligado al bivalente extra, mientras que

en otras, los tres elementos permanecian libres entre sf (Fig. 17).

3.4~Formacibn de microesperméatidas.

Del mismo modo que comprobamos que los iso-B incremen-
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Fig., 14: Cuadrivalentes M4 extras.
14a: Cé&lula incompleta en diplotene,
14b; Paquitene: cuadrivalente en cadena.
14c: Diplotene: cuadrivalente en anillo,
14d: Metafase-I: cuadrivalente en anillo.
14e: Metafase-I: cuadrivalente en cadena.

Las barras representan 10 p.






Fig. 15: Células en diplotene mostr‘andlo dos bivalentes M4 extras,
15a: Dos bivalentes en anillo,

15b: Un bivalente en uve y otro en cruz,

15c: Un bivalente en anillo y otro en cruz,

15d: Un bivalente en uve y otro en cruz,

La barra representa 10 p,






Fig. 15:
Fig. 16:

Fig. 17:

(Continuacibn).

15e: Dos ijalentes en anillo,

Célula en diplotene mostrando un trivalente y un univalente
M4 extras.

Esper‘matocitos'pr‘imar‘ios en metafase-l con un bivalente
M4 extra mas dos univalentes M4 extras,

17a: Un univalente asociado al bivalente,

17b: LLos dos univalentes separados del bivalente,

La barra representa 10 p,






taban la frecuencia de microesperméatidas en los individuos portado-

res de dichos supernumerarios, quisimos investigar si los elementos

MZ’ extras tenfan algo que ver con la formacién de las microesperméa-
L

tidas., En la Tabla 11 se muestran los resultados de recuentos de mi-

croespermétidas y espermétidas normales en los distintos tipos de

folfculos de varios machos mosaicos para la polisomfa,

Tabla 11. Frecuencia de microespermétidas en los machos mosaicos

para la polisomfa

Folfculos . microespermétidas espermétidas TOTAL
n=8+LX 7 1020 1027
Nn=81X11 M4e 18 521 539
n=81X12 M4e v 7 801 808
TOTAL 32 2342 2374

Compar‘ando‘ entre sf los diferentes tipos de folfculos res—
pecto a la frecuencia de microespermétidas, se obtuvo que &sta era
significativamente diferente entre ellos (X(22)=20. 889; P 0,001), Al
comparar cada dos tipos de folfculos se vibé que la frecuencia de mi-
croespermétidas sblo se puede considerar similar entre los folfculos
N=84X y n=81X12 M4e (><(21 )=O. 033; P=0, 70-0, 90) y en ambos es menor
a la de los folfculos Nn=84X11 M4e (Tabla 12), Es posible que en éstos,
parte de los univalentes M4 extra se pierdan, dando lugar a microes-
perméatidas, cosa que ocurre con menor frecuencia en los folfculos
Nn=8+1X12 M e porque en é&stos los M4 extra siempre forman bivalentes

4

que se pueden orientar mejor en el huso acromético.
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Fig. 18: Asociaciones ><—B—M4 extras: cé&lulas con 1 M extra.

18a: Diplotene: B y M4 extra unidos, X separado,

18b:
18c:
18d:
i8e:

Diplotene: B y X unidos, M4 extra separado.
Metafase-I: X, By M4 extra separados.
Diplotene: X, B v M4 extra unidos,

Metafase-1: X vy M4 extra unidos, B separado,

La barra representa 10 p.






Fig. 18: (Continuacibn): células con 2 M4 extras.,
18f: Diplotene: B unido a los M4 extras, X separado, _Obséf_
vese el quiasma intersticial en el B.
18g: Diplotene: X, By M4 extras separados,
18h: Diplotene: X, B vy M4 extras unidos.
18i: Diplotene: X, B vy M4 extras separados.
18j: Metafase-I: X vy M4 extras unidos, B separado,

Las barras represehtan 10}1.
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Tabla 13, Asociacién X-B-M, extra en A, U, 25

4
Folfculos Fase Configuracién
X-B-M e X-B/M e 'x-M,e/B B-M e/X X/B/M, e TOTAL
4 4 4 4 4
n=384X18 Paquitene 7 (30.43%) (0.00%) 6 (26,09%) 3 (13.04%) 7 (30.43%) 23
3 8
’ Mae Diplotene 11 (26.19%) (9.52%) 5 (11.90%) 10 (23.81%) 12 (28,57%) 42
Metafase-1 0 (0.00%) (0.00% ) 6 (6.00%) 0 (0.00%) 94 (94,00%) 100
TOTAL 18- (10.91%) (2.42%) 17 " (10, 30%) 13 (7.88%) 113 (68.48%) 165
n=84iX1B  Paquitene 2 (7.14%) (0.00%) 3 (10.71%) 4 (14,29%) 19 (67.86%) 213
12 M .
4° Diplotene 3 (7.89%) (5.26%) 3 (7.89%) & (10.53%) 26 (68.42%) 35
Metafase-1 0 (0,00%) (0,00%) 2 (8.70%). o (0,00%) 21 (91.30%) 23
TOTAL 5 (5.62%) (2,25%) 8 (8.99%) s (8.99%) 66 (74.16%) . 85




el quxtha las asociaciones X-B en diplotene son poco frecuentes
(35.71% para folfculos N=81X1B311 Mz:,e y 13,16% para folfculos
N=8LX1B312 M4e, ver Tabla 14), Esto contrasta con la relativamente
alta (60% ) frecuencia de asociacion X-B observada en células sin
M4 extra del ‘A. U. 25 (Tabla 14),

Si consideramos los mismos datos de la Tabla 13, pero
mezclando los diferentes tipos de asociacibn (X-B- M/X—o/MJ/
X-M /B//B M /X ) frente a la no asociacién ( X/B/M ) podremos com-
probar que en ambos tipos de folfculos la frecuencua de asociaciones
coincide en paquitene y diplotene (folfculos N=81X1B311 qu: ><2

1)
0.016; P=0, 9; folfculos N=81X1B12 M4e' (21) 0. 048; P=0, 7-0, (9)
Por consiguiente, se puede considerar ambas en conjunto como la
frecuencia de asociacién en profase-i, resultando que la frecuencia
de asociaciones es significativamente mayor en los folfcuios

N=8LiX1EB11 lee que en los Tolfculos n= 8iXLIBL2 M ,© (X(Q”:]B. 36
P<0,001), Cuando se incluyen en la comparaciébn los folfculos
N=81X1B del mismo individuo, también existe diferencia significativa
(x?z)=21. 87;. P<0,001), .

En la Tabla 15 se muestran los resultados de comparar
dos a dos estos tres tipos de folfculos, De ella se deduce que las fre-
cuencias de las asociaciones X-B de los folfculos n=81X1B equivalen
a la frecuencia total de asociaciones (X-B-M  e) de los folfculos

4

N=81X1BL1 M e (>< 1.55; P=0, 3-0. 5). La frecuencia de asocjacjo-

(1)
nes desciende en los folfculos N=81X1E12 Mae, lo cual se debe posi-
blemente a que los dos M4extr~as forman siempre bivalentes y ésto
parece interferir en |as asociaciones secundarias con los otros ele-
mentos, De hecho, las asociaciones de los M4extr‘as conel XyelB
son méas frecuentes cuando aquellos se presentan como univalentes

(folfculos N=81X1B11 M4e) que cuando lo hacen como bivalentes (fo-

Z
Ifculos N=81X1B12 M4e) (xm=18. 07; P<0.001),
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Tabla 14, Frecuencias de asociacién total de los elementos X, B y M extra en los tres tipos

de folfculos del A, L, 25

Folfculos Paquitene Diplotene Metafase-]

S % as. (5 P S % as. S % as,
N=81X1B - - 60 40 60, 00 99 1.00
N=8LX1E11 M4e 16 30, 43 15 27 35,71 100 0. 00
N=81X1B12 M4e 26 7.14 5 33 13,16 23 0.00

U: Unidos; S: Separados; as, : asociacién,



Tabla 15, Comparacibn en las frecuencias de asociaciones ><--B—M4

extra entre los distintos tipos de folfculos del macho A.U. 25

Folfculos . : XZ(T) P

1B/1B11 M4e 1558 0.3-0.5 ns.
1B11 M4e/+B+g M4e 18, 36 € 0,001 *¥x¥
1B/1B12 M, e 11, 54 < 0,001 k3%

4.2, - Asociacién entre los brazos del B,

L.a asociacibén entre los brazos del B es muy alta en cual-
quiera de las fases encontradas en los distintos tipos de folfculos
que posefa el macho A, U. 25 (Tabla 16).Es importante resefiar que
en los folfculos N=81X1B de A.U, 25 esta asociacibn entre los brazos
del B es més alta que la observada en el conjunto de los individuos
con B de A,U,, cuyos porcentajes eran del 89, 22% en paquitene,

82.06% en diplotene y 47, 31% en metafase-| (ver Tabla 4),

4. 3. - Segregacién ><—B—M4 extras,

De los datos obtenidos de recuentos de anafases-|| en
folfculos N=81X1B11 M4e del macho A, U, 25, podemos deducir que
el M4 extra se divide ecuacionalmente en el 23,8% de los casos. Por
otra parte, de los datos obtenidos en recuentos de anafases-1, meta-
fases~Il y anafases-I1 en folfculos N=81X1B12 M4e se puede calcular
que el B se divide ecuacionalmente con una frecuencia (77. 5% ) mucho
mayor que en los machos de la misma poblacibn que solamente llevan

B (21.66%) (ver Tabla 5),
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Tabla 16, Asociacién entre los brazos del B en los distintos tipos de folfculos del macho A, U, 25

Folfculos Paquitene Diplotene Metafase-|
B, . A FA E % as. B. T2A, A E % as. A R % as.,
Nn=81X1ipB 23 19 5 89, 36 31 57 12 88. 00 90 10 90, 00
r1=84-><-!-B-!-1M4 14 8 1 95, 65 7 37 1 97.78 92 8 92. 00
12 0 100, 00 7 31 0 100, 00 2.2 1 95,65

n=8-!-><-!-l:3-!-2M4 19

B.T.A.: Brazos totalmente apareados; A: Anillo; E: Estirado; R: Recto; as, : asociacibn,



4,4, - Formacibn de microesperméatidas,

En la Tabla 17 se muestran las frecuencias de microes-—
permétidas en los distintos tipos de folfculos de los individuos A, U, 25
y A.U, 28, ambos portadores de supernumerario y mosaicos para la
Polisomfa. Agrupando los datos totales de cada tipo de folfculo de
ambos machos se puede afirmar que no existe diferencia significativa
entre los distiptos folfculos de estos individuos para la frecuencia

2
de microespermétidas (X(,,)=4. 542; P=0, 1-0, 2),
9

Tabla 17, Frecuencia de microespermétidas en los machos A, U, 25

y A, U, 28

Macho Folfculos Microespermatidas Espermé&tidas
A, U, 25 Nn=81X1B 2 (0,99%) 200

" N=BiXiBLI M, e 13.(5.00%) 247

" Nn=81X1iB12 M4e . 14 (4,76%) 280
A.U,28 n=81iX1B 7 (3.30%) 205

n Nn=81X1B12 M4e 11 (3.78%) 280

" n=8iX1iB14 M4e 6 (3.37%) 172
TOTAL 53 (3.83%) 1384

Al comparar la frecuencia total de formacién de micro-
espermétidas de los machos portadores de la polisomfa y del B
(53 micr'oesper*métidas/1384 esper*métida‘s) con la de los individuos
normales de la misma poblacién (ver Tabla 7), resulta que existe di—
ferencia significativa entre ambas (><(21 )=93. 61; P<0,001). Es decir,

los individuos mosaicolB forman microesperméatidas con una frecuen-
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cia significativamente mayor que los normales. Lo mismo sucede res—
pecto a los individuos portadores exclusivamente de supernumerario

2 2
(X“):S. 46; P=0,01-0, 05) (ver Tabla 8) o de polisomfa (><(”

P<0.001) (ver Tabla 11), Esto confirma que tanto los B como los M4

=21, 42,
extra dan lugar a microespermétidas,

5. - EFECTOS DE LoSs ELEMENTOS EXTRA A NIVEL ENDOFENO-
TIPICO:

De los dos polimorfismos sobre los que hasta ahora ha
versado este trabajo, sé6lamente se pueden estudiar efectos a nivel
intraindividual en el caso de machos Polisbmicos, en los que el nGme-—
ro de M4 extras es variable entre ctlulas, En el caso del B, puesto
que el nlmero de Supernumerarios es constante en todas las células
de un mismo individuo, sblamente se pudieron hacer comparaciones
entre individuos,

El carécter endofenotfpico que hemos investigado es la
frecuencia de quiasmas, que representa un fndice estimatorio de la
cantidad de variabilidad genética que un individuo tr‘ansmnte a través

de sus gametos,

5. 1. - Efectos a nivel intraindividual,

Para estudiar los efectos de la polisomfa sobre |a frecuen-
cia media de quiasmas, se analizaron exhaustivamente respecto a es-—
te carécter los individuos A, u. 11 y A.U. 22, ambos mosaicos, y los
individuos A, U, 25 y A.U, 28, ambos portadores de supernumerario
y a la vez mosaicos,

Para las comparaciones se utilizaron cinco tipos de va-
riables: L (frecuencia de quiasmas en los tres bivalentes largos),

M (frecuencia de quiasmas en los tres bivalentes medianos), S (fre-
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cuencia de quiasmas en los dos bivalentes cortos), LIM (suma de las
frecuencias de quiasmas de los bivalentes L y M) y LIMLIS ( frecuen-
cia total de quiasmas por célula),

En las Tablas 18 y 19 se muestran los resultados de di-
versos anélisis de va‘r'ianza para comparar la frecuencia media de
'quiasmas de los distintos tipos de folfculos dentro de cada individuo,

En el macho A, U, 11 existe una tendencia a un aumento
(estadfsticamente no significativo) de la frecuencia de quiasmas en
las cé&lulas con M4 extras., En los folfculos con M4 extras del macho
A.U, 22 aumenta significativamente la frecuencia total de quiasmas
por éélula debido a incrementos en e ndmero de quiasmas de los bi-
valentes L y M (ver Tabla 18), Resultados similares se obtuvieron

en los machos A, U, 25 y A, U, 28 (ver Tabla 19),

5.2, - Comparaciones entre individuos,

| A continuacién, pasaremos a realizar una serie de com-
paraciones entre folfculos similares (en contenido cromosbdmico) de
individuos distintos, .

En la Tabla 20 se observan los resultados de diversos
analisis de varianza para comparar los folfculos n=81X de los indi-
viduos mosaico A. U, 11 y A.U, 22, Estos analisis demostraron que
entre las células normales de ambos machos existen diferencias sig-
nificativas para la frecuencia de quiasmas a nivel de los bivalentes
L v M., De igual forma, existen diferencias significativas para los
folfculos N=81X1B entre los machos A, U, 25 y A, U, 28 (ambos mosai-
coiB) a nivel de los bivalentes L. (Tabla 21), También existe diferen-
cia significativa entre estos dos machos (A. U, 25 y A.U, 28) cuando
sS€ comparan los folfculos con 2 M4 extras, Estas diferencias se si-
tGan a nivel de los bivalentes M (Tabla 22),

Los resultados de estos tres test para folfculos similares

entre individuos distintos indican que existe un componente genotfpico
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Tabla 18, Comparacién en la frecuencia media de quiasmas entre los distintos tipos de folfculos de los individuos mo-

saicos A, U, 11y A, U, 22 .

Individuo Variable X quiasmas F P
Folfculos
n=841X n=81X12 Mae
AU, 11 L 8,64 9, 00 0,51 0. 49 n.S.
M 4,27 4,13 0.16 0.70 n.s.
S 2,27 2,50 0,97 U, 34 n.$S
LM 12, 91 13.13 0,13 0.72 .S
LiMIS 15.18 - 15.63 0. 44 0452 n.S.
n=8+1X n=84LX12 6 4 Mae
AU, 22 L 7. 60 9. 44 19, 64 0. 00 * K
M 3,60 . 5,67 55,92 0.00 EalE
S 2,05 2,00 0., 44 0% 51 n.S.
L 4+M 11.20 . 15.11 75,20 0,00 ¥ ¥ ¥
_iMIS 13..25 17:.1:1 1213 0,00 * ok %




oS

Tabla 19. Comparacibén en la frecuencia media de quiasmas entre los distintos: tipos de folfculos de los individuos mo-

saicolB A, U, 25y A, U, 28

Individuo VVariable X quiasmas =
Folfculos
n=8LX1B N=8LXLiB11 M4e n=81X1B42 M,e
A. U, 25 L 10,83 11,43 11,08 2. 64 0.08 n.s.
M 4,09 4, 38 4,85 5.53 0,01 *x
s 2,00 2.00 2,00 0.00 1.00 nS.
LiM 14, 91 15,81 15,92 5,00 0.01 ¥ ¥
LiMiS 16,91 17.81 17.92 5,00 0.01 ¥ ¥
n=84X+B n=81X{B342 M,e n=B4X1B44 M,e
A.U, 28 L 9, 00 10.10 10. 30 4,03 0,03 *
M 3.85 3.80 4,20 1.15 0.23 n.s.
s 2,00 2,00 2.00 0.00 1.00 n.s.
LiM ‘12,85 13,90 © 14,50 5,65 0,01 ¥ ¥
LiMiS 14,85 - 15, 90 16, 50 5.65 0.01 ¥ ¥




LS

Tabla 20, Combaracibn en la frecuencia media de quiasmas entre los folfculos n=84X de los individuos

mosaico A.U. 11 vy A, U, 22

VVariable X quiasmas, folfculos n=81X = P
AL 17 AU 22

i 8. 64 7. 60 7:-05 0.01 ¥ ¥

M 4,27 3. 60 7.7 0. 01 ¥* e

s 2,27 | 2,05 3.26 0.08 n.S.

LiM 12, 91 11.20 14, 28 0.001 x ¥

LiMiS - 15,18 13,25 16, 21 0,00 ¥ ¥ ¥
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Tabla 21, Comparacibén en la frecuencia media de quiasmas entre los folfculos h=81X1B de los indivi-

duos mosaicoiB A.U, 25y A, U, 28

Variable X quiasmas, folfculos n=81X1B F P

A.U, 25 A. U, 28
L 10,83 9,00 33.93 0.00 ¥ % ¥
M 4,09 3.:85 0.82 0,37 .S,
S 2,00 2,00 0.00 1.00 n.S.
LM 14, 91 12.85 26, 48 0.00 ¥ %%
LiMLS 16, 91 14,85 26, 48 0.00  ¥¥%¥
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Tabla 22, Comparacibn en la frecuencia media d.e quiasmas entre los folfculos N=8LX1B312 M4e de los

individuos mosaicolB A, U, 25 y A, U, 28

Variable X quiasmas, folfculos n=81X1B412 M4e E =

A.U. 25 AU 28
L 11,08 10,10 3.35 0.08 g
M 4,85 3.80 13,98 0.001 X ¥
S 2.00 _ 2,00 0.00 1.00 n.s.
LiM 15,92 13.90 192, 20 0. 002 ¥ ¥
LiMLS 17.93 : 15,90 t=3, 54 0.001-0,01 ¥ ¥




en la determinacién de la frecuencia de quiasmas en esta especie,

Las diferencias suelen estar a nivel de |os bivalentes L. y/o M,

De una comparacién en la frecuencia media de quiasmas
entre individuos normales, individuos portadores de supernumerario,

heterocigotos para un segmento extra en el par M portadores de

63
polisomfa y machos mosaicosiB (Tabla 23), se puede deducir que los
individuos mosaico tienen una frecuencia total de quiasmas significa—
tivamente menor que los normales, y los mosaicolB tienen mayor fre-
cuencia total de quiasmas que los deméas tipos de individuos contras-—
tados, L as diferencias en la frecuencia de quiasmas ocurren princi-
palmente en los bivalentes L,

En los individuos mosaico se disminuye respecto a los
normales la frecuencia de quiasmas a nivel de los bivalentes L
(t=5. 63; P=0), en los M (t=0, 04; P=0, 97) parece permanecer igual y
se incrementa en los S (t=4, 54; P=0). La mayor frecuencia de quias-—
mas de los individucs mosaicvo-!-B frente a los normales reside en un
incremento en el nGmero de quiasmas que se forman en los bivalentes

L (t=8. 79; P=0).

Cuando se comparan la frecuencia media de quiasmas
de los machos normales con la frecuencia media de quiasmas de los

individuos con elemento (s) extra (s) (sean B o/y M ), éstos Gltimos

4
presentan una frecuencia de quiasmas significativamente mayor de-
bido a un incremento en el nGimero de quiasmas de los bivalentes L

(Tabla 24),

La existencia de individuos mosaicos para la polisomfa y las diferen-
cias en frecuencia de quiasmas que observamos entre los folfculos de
estos machos, nos llevaron a la realizacién de los siguientes anilisis

estadfsticos, en los cuales distinguiremos los distintos tipos de folf—

55



96

Tabla 23, Comparacién en la frecuencia media de quiasmas entre los distintos tipos de individuos aparecidos en Al-

bergue Universitario,

.
Het, ss M6: Heterocigotos para un segmento supernumerario en el cromosoma M6

Variable X quiasmas F P
Individuos
Normales 1B Het, ss M6 ' Mosaicos MosaicotB
L 9. 46 9. 62 9.85 8, 42 10, 63 31.38 0.60 % %
4,23 4, 36 4,10 4,23 4,20 0.:52 0,72 n.S
s 2,03 2,00 2,05 2,17 2,00 6,93 0.00 %%
L+M 13.70 13,98 13.95 12,65 14,82 20,92 0.00 * %%
LiMiS 15, 73 16,04 16, 00 14, 81 16.82 18,11 0.00 ¥ %%




LS

Tabla 24, Comparacibén en la frecuencia media de quiasmas entre individuos normales e individuos con

elementos extra (1B, mosaico y mosaicoiB) de Albergue Universitario

Variable X quiasmas, individuos t P

Normales -

Con elemento extra

L 9. 46
M 4,23
s 2,03
LM 13.70
LIMIS 18973

9,85 3461 0.000 ¥ ¥ ¥
4,25 01?7 0,862 n.S.
2,06 1,47 0.143 n.s.
14,09 3.15 0.002 * ¥
16,15 3. 31 0.001 % ¥ ¥




culos dentro de los machos mosaicos:

Cuando se comparan células de individuos normales con
ctlulas normales de individuos mosaicos para la polisomfa (Tabla 25),
resulta que la frecuencia total de quiasmas es significativamente in-
ferior en los Gltimos, produciéndose una disminucién a nivel de los L .

y los M y un incremento en los S,

Tabla 25, Contraste de medias para la frecuencia media de quiasmas
de células de individuos normales (n=81X) y células normales (h=84X)

de individuos mosaicos

\/ariable I etok K t P
S normales fol. normal,
‘ d"o”mosaicos

L 9. 46 7.97 6. 59 0.000 ¥¥¥%
M 4,23 3.84 it 7 0.006 * ¥
= 2,03 2,13 2,80 0.005 * %
LiM 13.70 11.81 ;7.08 0.000 % ¥
LiMIS 15.73 13.94 6.61 0.000 ¥ %%

Por el contrario, cuando se comparan células de indjvi-

duos normales con células con M, extra de machos mosaicos (Tabla

4
26), resulta que &stos Gltimos muestran tendencia a un incremento en
la frecuencia de quiasmas, principalmente por aumento en los biva.len-
tes My S, Teniendo en cuenta que en las c&lulas normales de los ma-
chos mosaicos los bivalentes L presentan una frecuencia de quiasmas

(7.97) sensiblemente inferior a la de los machos normales (9. 46) e

incluso a la de los folfculos con M4 extra de los machos mosaicos
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(9. 24), podemos deducir que la presencia de |os Mz,, extras también
lleva consigo un incremento en la frecuencia de quiasmas de los bij-
valentes L, haciéndola similar a la de los bivalentes L de los indi-

viduos normales, Por lo tanto, se puede concluijr que la presencia

de los M4 extra influye en los tres grupos de bivalentes,

Tabla 26, Contraste de medias para la frecuencia media de quiasmas
de células de individuos normales (nN=81X) y células con M4 extra de

individuos mosaico

—

Variable X Jg 4 t P
normales fol, con M4e
oY mosaico

i 9. 46 9,24 0175 . 0453 n.S.
M 4,23 4,94 3.64 0,000 *%%
S 2.03 2.24 4,40 0,000 %4¥
L+M 13. 70 14,18 .34 05980 ‘n.S.
LIMLS 15. 73 16, 41 1789 - 0:059" n,sS.

Para investigar la influencia del B sobre la frecuencia
de quiasmas, hemos comparado células de individuos normales con
todas aquellas células dénde el B (y ninglin otro elemento extra) es-
taba presente, tanto de individuos 1B como de individuos mosaicolB
(Tabla 27)., EI resultado fué que las células con B presentan mayor
frecuencia de quiasmas que las ctlulas normales y este efecto ocurre
principalmente a nivél de los bivalentes L, Por tanto, se puede afir-
mar que los B-cromosomas incrementan la frecuencia de quiasmas

a nivel de los bivalentes L.
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Tabla 27, Contraste de medias para la frecuencia media de quiasmas

de ctlulas de individuos normales (Nn=81X) y ctlulas n=81X13

Variable X & X fol, 1B t P
normales SGIB vy
cf’d’Mosaico-LB

I= 9. 46 959 3.80 0.000 % ¥ ¥
M 4,23 4,19 0. 47 02637 n.S,
S 2,03 2,03 0. 09 0:-931 . S:
LiM 13.70 14,16 2,98 0.003 »¥
LiMIS 15,73 16.19 2,93 0. 004

6. - OTRAS VARIACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

6. 1, - Segmentos cromosbmicos supernumerarios,

En nuestro estudio sobre |a especie Omocestus bolivari

hemos encontrado un segmento cromosbmico extra terminal en el cro-

mosoma M6’ que sblo se presentd en heterocigosis y cuya incidencia
€ra escasa en todas las poblaciones analizadas, Asf, solamente lo

mostraban 2 machos de Albergue Universitario, 1 de La Alberquilla,
1 de Educacibn y Descanso, 1 de Alto del Chorrillo y 1 de Campos
de Otero, E| segmento supernumerario mostraba heteropicnosis po-

sitiva durante la profase-| de la meiosis (Fig, 19),

6.2, - Constricciones secundarias elésticas,

Finalmente, en algunas de las poblaciones estudiadas

S€ encontraron constricciones secundarias elé&sticas en el cromoso-
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Fig. 19: Heterocigosis para un segmento supernumerario (flechas) en
el bivalente M6’ tal como se observa en paquitene (a), diplo-
tene (b) y metafase-1 (c).

Fig. 20: Constricciones secundarias elasticas (flechas),
20a: Constriccidn el&astica en heterocigosis en el bivalente
M6.
20b: Constriccibn elastica en el cromosoma X,

L_a barra representan 10 p.






ma X y en el bivalente M6’ en éste Gltimo en heterocigosis (Fig, 20).
Dichas constricciones no solfan observarse en todas las células del
individuo portador., Por otra parte, los individuos portadores de
constriccibn eléstica eran muy poco frecuentes en las poblaciones
analizadas. Asf, las del cromosoma X aparecieron solamente en 1
macho de Albergue Universitario, 1 de La Alberquifla y 1 de Campos
de Otero, y las constricciones del M6 se observaron tan sbélo en 1
macho de Albergue Universitario, 1 macho de La Alberquilla y 1 ma-

cho de Educacibén y Descanso.
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DISCUSION

El cromosoma supernumerario metacéntrico encontrado

en la |fnea somética y la Ifnea germinal de Omocestus bolivari es,

con gran probabilidad, un iso-cromosoma, ya que sus dos brazos tie—
nen Iongitud similar y se aparean entre sf con una alta frecuencia du-
rante toda la profase-| de |a meiosis, persistiendo esta asociacién
hasta metafase-I en un gran porcentaje, lo que indica que existe ho—
mologfa entre los dos brazos,

La formacién de univalentes en anillo parece ser una ca-
racterfstica general de los iso-~cromosomas supernumerarios de sal-
tamontes y se han observado en otras especies aparte de O, bolivari,

como son Myrmeleotettix maculatus (JOHN & HEWITT, 1965), Melano-

plus femur-rubrum (STEPHENS & BREGMAN, 1972) y Phaulacridium

marginale (WESTERMAN, 1975). En Myrmeleotettix maculatus han

sido observados quiasmas_ intersticiales en su B en anillo (JOHN &
HEWITT, 1965). En ciertas células de O. bolivari ros ha parecido
detectar un quiasma intersticial en el cromosoma B, lo que confirma-
rfa la homologfa de ambos brazos de| supernumerario (ver Fig, 18f),
GALLAGHER y col, (1973) emplearon una técnica de P

cién diferencial con Giemsa (bandeo C) en Myrmeleotettix maculatus,

con la que detectaron bandas idénticas en ambos brazos del iso-B,
En O. bolivari, el bandeo C practicado por nosotros no arroja més
luz sobre la posible cualidad de iso—cromosoma de su supernumerario,
ya que tan sblo aparece una banda a njvel del centrébmero, Sin embar-—
go, este bandeo al menos no descarta la posibilidad de que el B de
O. bolAivari sea un iso-B,

En los folfculos n=81X1B de individuos mosaicos para la
polisomfa del M4 y portadores de supernumerario (A, U, 25), 1a aso-

ciacibn entre los brazos del B se ve influida por la condicién polis6-

62



mica del individuo portador, ya que dicha asociacibn es sensiblemen—
te més alta en estos folfculos que en folfculos similares de |os machos
que solo poseen B de la misma poblacién. De esta observacién, es
posible aventurar que los genes para la polisomfa (cuya existencia

se discutiri méas adelante) tengan alguna influencia positiva sobre la
asociacibn entre los brazos del B, que se manifiesta incluso en folf-

culos que no presentan M4 extras,

La frecuencia con que el iso-B se detecta en las poblacio-
nes es variable, aunque en general bastante baja, Esta débijl inciden-
cia del supernumerario de O. bolivari contrasta con la alta frecuen-
cia de individuos portadores de B que CABRERO & CAMACHO (en pre

paracibn) han detectado en dos poblaciones de | _ocusta migratoria del

Sur de |la Penfnsula Ibérica, en las cuales el 75 y el 95% , respecti-
vamente, de los individuos presentaba B,

L.os supernumerarios de saltamontes suelen presentarse
en frecuencias muy Variables entre poblaciones, En algunas ocasio—
nes, se pueden encontrar clinas en la frecuencia de Bs en relacién

con gradientes en factores ambientales, Asf, en Myrmeleotettix macu-

latus, se ha demostrado que » en poblaciones de Inglaterra, la distri-
bucién del supernumerario descubierto por BARKER (1960) esta gran
demente correlacionada con la favorabilidad del ambiente en relacién
con temperatura y pluviosidad, tanto a nivel macrocliméatico como a
nivel de microclima (BARKER, 1966; HEWITT & JOHN, 1967, 1970b;'
HEWITT & BROWN, 1970; HEWITT & RUSCOE, 1971; HEWITT, 4972),
Otra prueba a favor de la posible influencia del ambiente
sobre la frecuencia de supernumerarios, fué aportada experimental-
mente por LESPINASSE (1977), que demostrd en una poblacibn de

Locusta migratoria migratorioides que se puede aumentar experimen-

talmente la frecuencia de portadores de B de un 34 a un 75%, al incre
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mentar la temperatura de cultivo de 27 a 352C, por disminucibn de
la mortalidad selectiva de los individuos portadores de dos supernu-
merarios,

En O. bolivari, dada la restringida distribucibn de la
especie a poblaciones de Sierra Nevada, no es posible investigar la
existencia de una clina de amplia distribucién, como, p.e., la de

Myrmeleotettix maculatus, Sin embargo, sf parece existir una relacibn

entre la altitud a que estan situadas las poblaciones y la frecuencia
de supernumerarios en las mismas., Asf, mientras que en Alto del
Chorrillo (2710 m. ) no hemos detectado la presencia de B-cromoso-
mas; la frecuencia mas alta de por*tadbr'es de Bs se observd en la po
blacién de menor altitud, Campos de Otero (2200 m, ), siendo la fre-
cuencia de Bs intermedia en poblaciones de altitud intermedia, EI
principal factor ambiental que cambia entre las poblaciones es |a tem
peratura, lo cual estarfa en concordancia con lo observado en Myrme-

leotettix maculatus y L_ocusta migratoria,

En lo que se refiere al comportamiento meibdtico de los

B-cromosomas de O. bolivari, &stos se muestran méas contrafdos que

los autosomas durante toda la meiosis, lo que coincide con la observa
cidn de REES (1974) vy TEOH & REES (1977) de que el ADN de los
B-cromosomas es méas denso (hay m&s cantidad de ADN por unidad de
volumen) que el de los autosomas.

La asociacibn meibtica entre los univalentes Xy B es una
asociacibn inespecffica del tipo de afinidad heterocromé&tica, por si-
militud de pichosis, como indica el hecho de que persista muy raramen
te en metafase-l, La persistencia en la asociacidn X-B ha conducido
en ciertos casos a la migracién preferencial de ambos cromosomas a}
mismo polo anafisico en la primera divisién meibtica, como es el caso

de Tettigidea lateralis (FONTANA & VICKERY, 1973) o a polos dife-
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rentes, como ocurre en Tetrix ceperoj (HENDERSON, 1.961) o Phau-

lacridium vitattum (JACKSON & CHEUNG, 1976),

En O. bolivari, los resultados de |a segregacibn X-B
son contradictorios entre poblaciones, Asf, en Albergue Universita-
rio, la segregacibn no es al azar, migrando al mismo polo en el 54, 51%
de los casos, mientras que en L.a Alberquilla, se observod segregacibn
al azar del X y el B,

Una situacién similar ocurre en Phaulacridium vitattum,

puesto que, en poblaciones distintas de las que estudiaron JACKSON
& CHEUNG (1976), la segregacién X-B siempre era al azar (ROWE
& WESTERMAN, 1974; JOHN & FREEMAN, 1974),

Sin embargo, pensamos que en O, bolivar;i Nno se puede
_atribuir la segregacién no al azar de Albergue Universitario a la
persistencia de la asociacibn X-B en metafase-I, por dos razones:
La Brimer‘a, que en La Alberquilla esta persistencia en la asociacibn
X-B es mayor y, sin embargo, segregan al azar; en segundo lugar, en
Albergue Universitario los individuos con segregacibn X-B no al azar
muestran tendencias opuestas en cuanto a esta segregacibdn, Ast, p.e.,
en el macho A, U, 42 el X v el B van a polos diétintos con uha frecuen-
cia del 53,27%, significativamente superior al 50% esperado, mien-
tras que , por el contrario, en el macho A,U, 57 el X yel B vén al
mismo polo con una frecuencia del 64, 20% , significativamente supe-

rior al 50% esperado.

En los machos con un B de Albergue Universitario hemes
detectado una pérdida de Bs durante la primera divisiébn meibtica, que
posiblemente esté relacionada con la divisién ecuacional del B y con
la formacibén de microespermétidas, como parecen indicar las difer‘e_rl
cias existentes, para estos hechos, entre las poblaciones Albergue

Universitario y La Alberquilla, Asf, en Albergue Univer's‘itar*io, don
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de existe pérdida de Bs, ocurre divisién ecuacional del B en el 21, 66%
de los casos y se forma un 2, 07% de microespermétidas, En contras-—
te, en La Alberquilla, donde no existe pérdida de Bs, la divisibn ecua
cional del B se detectd en el 8, 18% de las metafases-|| y sblamente
se forman un 0, 73% de microespermétidas, L.a proporcionalidad de
estos tres hechos en ambas poblaciones, parece indicar que estén cau
salmente rela_cionados.

La divisiébn ecuacional de |os cromosomas supernumera-—
rios en la primera divisibn meibtica se da con cierta frecuencia en los

saltamontes. Asf, p.e,, NUR (1969), en Locusta migratoria de Japbn,

observa que los univalentes B normalmente segregan en la primera di_
visibn meibtica y se dividen en la segunda, pero, ocasionalmente, se
retrasan y se dividen durante la primera divisibn meidtica, Anterior-—
mente, en Locusta de Sudén, REES & JAMIESON(1954) observaron
que, cuando estaba presente un solo B, éste generalmente se retra-
saba en anafase-l y luego se dividfa, y cuando eran dos los Bs, és-
tos casi siempre formaban bivalentes, Recientemente, CAMACHO

(1980) obtuvo resultados similares en una poblacién de |_ocusta migra-

toria del Sur de la Penfnsula Ibérica, ya que observd que, cuando
el supernumerario se encontraba como univalente, sufrfa divisién ecua
cional en el 62% de los casos, pero, cuando se trataba de cé&lulas con
dos Bs, como éstos formaban bivalente en un alto porcentaje, nunca
se observd divisiébn ecuacional de los Bs., En células con tres Bs, la
asociacién més frecuente de &stos era la de un bivalente y un univalen
te, sufriendo éste Gltimo divisibén ecuacional en el 61% de las anafases-
| con tres Bs analizadas,

Como quedd demostrado en los resultados, los machos con
B de O. bolivari forman microespermétidas con una frecuencia signi-
ficativamente mayor que los machos normales de la misma poblacién,

Esto es asf en las dos poblaciones en que se analizb este caracter,
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Por otra parte, los machos con B de Albergue Universitario forman
méas microesperméatidas que los machos con B de La Alberquilla, lo
cual es correspondido, como ya hemos visto, con una mayor frecuen-
cia en Albergue Universitario de divisién ecuacional del univalente
B en la primera divisién meibtica y con una pérdida significativa de
Bs a traves de ésta, Por tanto, podemos concluir que la divisién ecua
cional de los Bs en anafase-| conduce a una pérdida de Bs en forma
de microespermétidas,

La formacibén de microespermétidas en relacibn con el re-
traso y la posterior divisién ecuacional del B en la primera divisién

meibtica ha sido también detectado por NUR (1969) en Camnula pellu-

.g:ia_. E| cromosoma supernumerario de esta especie fué descrito en
1920 por CARROL., que observsé que cuando sblo estaba presente un
B, éste segregaba normalmente en anafase-| y se dividfa en anafase-II.
Cuando estaban presentes dos Bs, &stos generalmente se apareaban
entre sf y segregaban regularmente,

El comportamiento de los Bs detectados afios més tarde
por NUR (1969) en la misma especie, fué muy similar al descrito por
CARROL.. Los univalentes B también se retrasaban a menudo duran-
te la anafase-1 y luego segregaban o se dividfan. Cuando estaban pre-
sentes dos Bs, éstos generalmente aparecfan como bivalentes, aunque
en el 1%' de las células aparecieron como univalentes y también se en-
contraron células con tres Bs, en las que éstos aparecfan en gran pro
porcién como univalentes, E| retraso de los univalentes B en anafase-|
sugerfa que algunos de ellos o sus productos de divisién podfan perder
se durante la espermatogénesis, E| ex&men de espermétidas de machos
con Bs revelb la presencia de micr‘oesper‘métidas, en general en folf-
culos con uno o tres Bs, pero muy raras o ausentes en folfculos con
dos o ninglin B, Se pudo afirmar que muchas de estas microesperméa-

tidas eran originadas por los productos de la divisién de los Bs que no
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eran inclufdos en los productos normales de |a meiosis, l_a presencia
de unas pocas microesperméatidas en folfculos sin B indicaba, sin em~
bargo, que algunas de las microespermétidas derivaban aparentemente
de cromosomas normales, hecho que coincide con el observado en

0. boli\)ar*i, ya que en esta especie apar‘ecen'micr-oesper‘métidas en
individuos sin B, aunque en frecuencia muy baja,

Por otra parte, el hecho de que en O. bolivari la frecuen
cia de divisibn ecuacional de los Bs fuese mayor que la frecuencia de
microesperrﬁétidas en machos con B, nos indicd que parte de las cro-
métidas de B separadas por divisién ecuacional en la anafése—l se
integran correctamente en los polos, mientras que , por el contrario,
los que ho lo hacen dan lugar a microespermé&tidas, Calculando, en
base a las frecuencias de divisién ecuacional de los Bs y de microes-
perméatidas, el porcentaje de integracién efectiva en los polos anafasi-
cos, pudimos concluir que éste es variable entre machos, pero siem-
pre superior al 50% y en algtn caso mayor del 90%.

- Otro tipo de espermétidas que se suele encontrar en ma-
chos con cromosomas supernumerarios y que pueden ser atribulbles
a la presencia de &stos son las macroespermétidas (esperméatidas de
mayor tamafio que las normales), NUR (1969) las encontrd en Camnula
pellucida y explict su presencia por fallos en la citocinesis de las di-
visiones meibticas provocados por los univalentes Bs retrasados,
Estas observaciones fueron confirmadas por JOHN & WEISSMAN (1977)
en Buforania sp., donde los minisomas Bs, que siempre se presentan
como univalentes, se retrasan en anafase-| y ésto conduce, por fallos
en la citocinesis de las células que los portan, a la formacién de meta-
fases-1l diploides que por divisiédn dan lugar a espermétidas diploides;
también se pueden retrasar de nuevo en anafase-ll y asf producir es-

permétidas tetraploides. En O. bolivari hemos detectado la presencia

casual de macroespermétidas en machos con 1 B, con la consiguiente
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reduccibn de fertilidad que ello representa,.

Otra parte muy importante de nuestro estudio se ha referi-
do a la polisomfa para la Ifhea germinal que O. bolivari presenta para
el autosoma M4 y que fué detectada por primera 'vez por CAMACHO (1980),

l_os autosomas extras se originan a partir de los M4 nor-—
males, por inestabilidad mitbtica de éstos en la Ifnea germinal mascu-
lina,

Para afirmar que se trata de copias extras del M4, nos ba-
samos en su tamafio similar al del M4 normal, teniendo en cuenta .Ias
‘ pequefias diferencias debidas a la heteropicnosis que el M4 extra mues
tra tanto durante la meiosis como en las mitosis espermatogoniales (ver
Fig. 21). Por otra parte, podrfa pensarse que este tipo de cromosomas
extras sean cromosomas supernumerarios, Sin embargo, existe un he-
cho que descarta esta posibilidad, como es su ausencia en la IThea soma
tica (ver Fig, 22), lo que est&a en contraposicidn con lo observado en la
‘mayorfa de los cromosomas supernumerarios de saltamontes como, p.e.,

en Locusta migratoria, donde KAYANO (1971) demostrb la pr‘esehcia

en los ciegos géstricos de ciertos machos de un ’B-cromosoma mitbtica-
mente inestable en la Ifnea germinal. En este sentido, recordemos que
el iso-B de O, bolivari esta presente tanto en la Ifnea germinal como
en la Ifnea soméatica,

L.os pocos casos de polisomfa en saltamontes descritos en
la bibliograffa muestran unas caracterfsticas muy similares a las obser-

vadas por nosotros en O, bolivari, Los casos mejor estudiados son los

del autosoma M4 extra de Chorthippus parallelus (HEWITT & JOHN,
1968, 1970a; JOHN & HEWITT, 1969) y el autosoma A extra de Atrac-
tomorpha similis (PETERS, 1981).

L.os autosomas M4 extras de O. bolivari no se transmiten

de padres a hijos, como demuestra el hecho de que no fueron encontra
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"Fig. 21:

Fig, 22:

Fig. 23:

Espermatogonia en metafase mitbtica de un folfculo
N=8+X12 M4e, en la que se pueden observar los dos
M exXiras. :

4

Célula en metafase mitdtica de los ciegos géstricos

de un macho mosaico para la polisomfa en la ITnea

germinal, Adviértase la ausencia de cromosomas M4
extras,

Ctlula en anafase-Il (8/8-!-M4e) observada en un folfculo
Nn=8LtX<11 Mae de un macho mosaico para la polisomfa.
Nbtese la presencia de una crométida de M[\L extra en

un polo y su ausencia en el otro,

l_as barras representan 10 p.






dos en ninguna de las hembras estudiadas y de que todos Iés ‘machos
analizados resultaron ser mosaicos para dicha polisomfa, careciendo
'SUs ciegos géstricos de M4 extras, Nuestros resultados en este senti
do difieren de los de CAMACHO (1980), que detectd un macho totalmen
te tetrasdmico en la poblaci6tn de Campos de Otero de O, bolivari, Sin
embargo, es de sefialar que tan solo estudid ocho folfculos de dicho
macho, por lo que pensamos que nho se puede afirmar categbricamente
que este individuo no fuese mosaico con una alta proporcibn de folfcu
los tetrasbmicos. HEWITT & JOHN (1968) también detectaron en una

poblacién de Chorthippus parallelus un pequefio porcentaje de machos

enteramente tetrasbmicos para la Ifnea germinal, pero ellos piensan
que los autosomas extras de estos individuos se originaron, como los
de los machos mosaicos, por no disyucién Y no por transmisibn de pa
dr‘esa hijos,

Los autosomas Ag extras estudiados por PETERS (1981)

en Atractomorpha similis tampoco se heredan, pero sf existen eviden

cias de que hay factores hereditarios que determinan la polisomfa, a
través de la no disyuncién del /—\9 normal en mitosis previas a la for—
maciébn de los folfculos testiculares. Asf, este autor consigue aumen—
tar y disminuir la proporcién de machos polisbmicos mediante selec—
cién artificial a favor y en contra de |a polisomfa, Incluso en un caso
detecta aparicién de novo de |a polisomfa, pero ninguno de los embrio -
nes analizados presentaba autosoma extra, -

En O. bolivari, como vimos anteriormente, los M4 extras
tampoco parecen heredarse, por lo que deben existir factores genéti-
cos que determinen su aparicién de novo en la Ifnea germinal masculj_
na. Por tanto, los machos polisbmicos en el estadfo de cigoto no son
portadores de aQtdsomas M4 extras, sino de los factores hereditarios
que determinan la inestabilidad mitética de los M4 normales en las mi-

tosis previas a la formacién de los folfculos testiculares, L.as hem-
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bras no son polisbmicas, pero sf pueden ser portadoras dé los factores
gentticos determinantes de la polisomfa, como demostrt PETERS (1981)

en Atractomorpha similis,

Un hecho que puede reforzar atin mas estos argumentos
es la coincidencia de un mismo autosoma polisébmico en especies empa-
rentadas., Asf, varias especies de saltamontes de la subfamilia Gom—
phocerinae, como son Chorthippus parallelus (HEWITT, 1963;
SOUTHERN, 1967; HEWITT & JOHN, 1968, 1970a), C. jucundus vy

O. bolivari (CAMACHO, 1980) muestran tendencia a la inestabilidad
mitbtica en su autosoma M4. Del mismo modo, en dos especies de

Atractomorpha, A. bedeli (SANNOMIYA, 1973) y A, similis (PETERS,

1981), se muestra polisomfa para autosomas de tamafios muy similares
(A8 y A9 respectivamente), que en el ancestral com@n pudieron ser

el mismo.

En ninglin caso hemos observado en los individuos mosai-
cos células monosbmicas o nglisémicas, por lo que es de suponer que
exista una supervivencia diferencial de los productos de la inestabili-
dad mitdtica que da lugar a la no disyuncibén vy s.ubsiguiente acumulacibdn
de M4 en las divisiones mitbticas previas a la formacidén de los testfcu

los, A este respecto, el modelo de aneuploidfa de O. bolivari es simi-

lar al observado en Chorthippus parallelus (HEWITT & JOHN, 1968)

y Atractomorpha similis (PETERS, 1981), pero difiere significativa—

mente del hallado en Chrotogonus trachypterus, donde SHARMA v col.

(1962) encontraron células polisbmicas y células monosbmicas en el

mismo individuo,

LLa frecuencia de la polisomfa para el M4 era tan variable
entre las poblaciones estudiadas como la del supernumerario aunque,

en cualquier caso, baja. De las diecinueve hembras analizadas, en
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ninguna se detectd Mb extra, mientras que en los machos la frecuencia
v
oscilaba entre el 0% y el 22% de los individuos de la poblaci6n,
Estos datos son muy similares a los observados para las

polisomfas de Chorthippus parallelus y Atractomorpha similis, En

C. parallelus, en un primer estudio, HEWITT & JOHN (1968) encon-

traron un 26% de individuos polisbmicos en la poblacién de Ashurst
(AS), Gnica que presentd polisomfa de las catorce poblaciones ingle-
sas que estudiaron,

Un afio més tarde, en un anélisis exhaustivo de la pobla-
cibn de AS, que dividieron en dos &reas, una de ellas a su vez subdi
vidida en cuatro localidades, las frecuencias detectadas oscilaron del
12, 5% al 19,6% (JOHN & HEWITT, 1969),

En un nuevo estudio de esta poblacibén, efectuado un afio
después, las frecuencias variaron (no significativamente) del 14, 3%
al 24% , siendo la media del 19.8% (HEWITT & JOHN, 1970a).

Una proporcibn similar (20% ) de portadores de polisomfa
para la Ifnea germinal masculina fué observada por PETERS (1981)

en diecinueve poblaciones australianas de Atractomorpha similis,

Sin embargo, cuando se comparan los tres sistemas de

polisomfa (en O, bolivari, C. parallelus y A. similis) a nivel de la

incidencia de folfculos polisbmicos dentro de los individuos, existe

gran similitud entre los sistemas de O, bolivari y C, parallelus, pero

diferencias apreciables entre la polisomfa de ambas especies y la de

A, similis, Asf, mientras que en O. bolivari v C. parallelus los folf-

culos polisbmicos més frecuentes eran los tetrasédmicos (46 y 58% ;
respectivamente, del total de folfculos), en A. similis predominaban
los folfculos trisébmicos (32%). Es posible que la similitud observada

para las frecuencias en O. bolivari y C. parallelus se deba a que el

cromosoma polisbmico en ambas especies es el M4.
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Los autosomas extras de O. bolivari aparecen heteropic-
ndticos positivos desde cigotene a diplotene, por lo que son facilmente
distinguibles del resto de los autosomas del complemento normal, in-
cluso de los M4 normales, En mitosis espermatogoniales |os M4 ex—

tras también presentan heteropicnosis diferencial con respecto a los

otros cromosomas., Esta situacibn coincide con la observada en Chor-

thippus parallelus (HEWITT & JOHN, 1968), donde los M4 en exceso
de dos se muestran heteropicnbticos negativos y ligeramente més lar-

gos que los M4 normales. Al igual que en O, bolivari, en la profase-I

de la meiosis los M4 extras de C, parallelus se muestran heteropicr@_

ticos positivos, También los autosomas Ag extras de Atractomorpha

similis (PETERS, 1981) son diferencialmente picnbticos en la profa-
se de la meiosis; sin embargo, son indistinguibles en las metafases

mitbticas espermatogoniales,

Los M4 extras de O. bolivari se asocian entre sf forman-
do bivalentes, trivalentes y cuadrivalentes, La homologfa de esta aso
ciacidn est& demostrada por la absoluta pér‘sistencia de los bivalentes
M4 extras en metafase-l, y por el aspecto quiasmado de los bivalentes,
trivalentes y cuadrivalentes,

Por el contrario, los M4 extras no se suelen asociar con
los M4 normales, debido cier‘tnamente a la diferencia en el ciclo picndé-
tico de ambos tipos de elementos, Esta diferencia en la heteropicnosis
de los M4 extras vy los M4 normales puede ser més importante, a la ho-
ra del apareamiento meibtico, que la homologfa existente entre ellos,
como demuestra la alta frecuencia de asociaciones en profase-~| entre
M4 extras y el cromosoma X, La posibilidad de que las asociaciones
><—M4 extras sean por homologfa ha de ser rechazada, debido a que ra-
ramente persisten en metafase-I., Por el contrario, estas asociacio-

nes se pueden explicar por similitud en picnosis, ya que ambos elemen
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tos se muestran heteropicnbticos positivos durante la profase-I, Ve-
mos asf cbmo cromosomas que no son homblogos se asocian durante
la profase-~l con una frecuencia mucho mayor que elementos que, sien
do hombiogos, muestran diferencias en picnosis en las etapas en que
ocurre el apareamiento meibtico,

La situacibn en O. bolivari es bastante similar a la obser

vada por HEWITT & JOHN (1968) en Chorthippus parallelus. En esta

especie, también debido a la heteropicnosis diferencial de los M ex-—
4

tra vy los M4 normales, se ve dificultado el apareamiento de estos cro

mosomas, de modo que en general los dos M. normales eucrométicos

4

forman un bivalente, mientras que los M, extras heterocroméaticos de

4
sarrollan asociaciones que pueden implicar hasta cuatro cromosomas,
segln el nivel de polisomfa, Asf, en las células tetrasbébmicas, la con
figuracién més comln (96% ) es de dos bivalentes M4, uno eucromético
y el otro heterocromético. Por otra parte, en el 75% de las células
pentasbmicas, se observan un bivalente eucromatico y un bivalente y
un univalente heterocrométicos. Los multivalentes son relativamente
raros., En todos los casos, las configuraciones heterocroméaticas de
los M4 extra forman quiasmas. En los pocos casos en que todos los

M  presentes en un nlcleo (M4 extras y M

4 4
un multivalente, &ste se muestra heteropicnhbético positivo,

normales) se asocian en

En Atractomorpha similis, la situacién no difiere grande

mente de las anteriores, En esta especie el cromosoma polisdbmico

es el megamérico Ag’ que es parcialmente heteropicnbdtico durante la
profase meibtica, En el Gnico macho en que detectd esta polisomfa el

descubridor de la misma (NANKIVELL, 1976), observd una célula tri
sbmica para el Ag, en la que los tres hombélogos estaban aparentemen
te asociados en un trivalente, Aunque este tipo de asociacidn también
fué detectado posteriormente por PETERS (1981), observando en es-

tos trivalentes la formacién de quiasmas, su frecuencia era realmente
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escasa, Los multivalentes son raros en las células poliséfnicas y, cuan
do ocurren, muy raramente incluyen todas las copias del Ag presentes
en la célula, En general, hay un bivalente A9 presente, Este bivalente
puede ser distinguido de las otras copias del A9 presentes en células
en paquitene o diplotene temprana, porque sus bloques heteropicnéti-
cos est&n condensados en estas fases, dandole su apariencia conven-
cional de megamérico. Las dos copias diferencialmente picnéticas del
Ag muy raramente se aparean con las otras, posiblemente como resul
tado de su condensaciétn diferencial en profase temprana. La trisomfa
es la condicién no diploide méas comln encontrada por PETERS en po-
blaciones naturales, En estas células hay generalmente un bivalente

y unh univalente A9. En células tetrasbmicas hay normalmente dos bi-
valentes vy, salvo raras excepciones, en las células se observan al me

nos un bivalente normal méas distin_tas asociaciones de los elementos

extras, dependiendo del nlmero de A9 extras presentes,

El nlmero més frecuente de M4 extras observado en los
folfculos de los machos mosaicos de O, bolivari era de dos. En estas
células, como ya hemos indicado, se forman précticamente siempre
bivalentes M4 extras, que persisten en metafase-l vy se dividen reduc
cionalmente en anafase-I. Sin embargo, en folfculos con un sbélo M4
extra, éste, al ser univalente, a veces se divide ecuaéionalmente en
la primera divisidbn meibtica, como demuestra la existencia de anafa-
ses-11 donde el M4 extra sblamente aparece en uno de los polos (ver

Fig. 23). Este tipo'de divisidn del M, extra puede conducir, como en

4
el caso del B, a la formacién de microespermétidas, como viene demos-
trado ademés por el hecho de que en los machos mosaicos para la poli-

somfa, los folfculos con 1 M, extra posefan significativamente més mi-

4
croespermétidas que los folfculos normales, e incluso més que los fo-

Ifculos con 2 M4 extras, donde la formacidén de bivalentes favorece la
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divisiébn regular de los M4 extras,

Esta situacidén es muy similar a la observada por PETERS

(1981) en Atractomorpha SimiVIiS, ya que en los folfculos con univa-
lentes A9 e>;tr‘as, éstos a veces se dividen ecuacionalmente en la pri-
mera divisibn meibtica, dando lugar a microespermétidas,

Por otra parte, en O, bolivari habrfa que distinguir la
formacibtn de microespermétidas por parte de los M4 extras (cuando
son univalentes) del efecto de los factores genéticos que determinan
la polisomfa sobre la formacién de microesperméatidas por parte de
algunos elementos del cariotipo normal, Asf, cuando se compara la
frecuencia de microespermétidas en machos normales de Albergue Uni-
ver“sitario con la de los folfculos normales de los machos mosaicos de
esta misma poblacién, se observa que en los Gltimos se forman el cu-
druple de microespermétidas que en los primeros, y la diferencia es
significativa (X(21)=5. 48; P=0,01-0,05), como se puede deducir de los

datos expresados en las Tablas 7 y 11.

En los individuos mosaicoiB podemos tener la excepcional
oportunidad de estudiar posibles interacciones en el comportamiento
meibtico de los dos tipos de elementos extras, B yM,. Asf, del ana-

4
lisis de las asociaciones X-B-M, extras se puede deducir que en es-

4
tos individuos disminuyen las asociaciones del B con el X en diplote-
ne y éstas nunca persisten en metafase-l, lo cual se puede atribuir a
la presencia de los M4 extras, que compiten con el B por asociarse
con el X, Por otra parte, las asociaciones (incluyendo las del M4 ex
tra) son méas fr‘ecuéntes cuando existe un solo M4 extra que cuando apa
recen d;as, porque en éste caso los dos M4 extras se asocian entre
sf, formando un bivalente que se asocia con el X y/o el B con menor
frecuencia que el univalente M4 extra,

Como ya se ha mencionado, también existen diferencias

en cuanto a la asociacibn entre los brazos del iso-B entre los machos
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mosaicoiB vy los machos portadores sbélo de supernumerario, En los
primeros esta asociacibn persiste en metafase-l con una frecuencia
mucho mayor que la observada en los Gltimos, Puesto que ésto era asf
en los tres tipos de folfculos analizados (incluso en aquellos que no
presentaban M4 extras), podemos concluir que, m&s que a la presen-
cia ffsica de los M4 extras, este efecto se debe a los factores genéti-
cos que determinan la polisomfa,

Otra posible interaccibn entre los B y la polisomfa ocurre
a nivel de la formacibén de microespermétidas. Asf, los individuos mo-
saicoiB forman significativamente més microespermétidas que los ma-
chos normales, que los machos con B y que los machos mosaicos de la
misma poblacibn, Esto puede deberse, por una parte, a que tanto los
M4 extras como los B dan lugar a microesperméatidas. Por otra parte,
y sin excluir la posibilidad anterior, también puede ocurrir que los M4
extras (o el carécter polisémico del individuo) influyan sobre el B, ha
ciendo mayor la frecuencia con que éste da lugar a microespermétidas.
Esta segunda posibilidad es avalada por el incremento en la frecuen-
cia de divisibn ecuacional del B en los machos mosaicoiB (77.5%) fren
te a la observada en los machos 4B (21, 66% ) de la misma poblacién

(ver Tabla 5),

El tercer objetivo que nos planteamos para la realizacién
de este trabajo es el referente a los posibles efectos de los elementos
extras sobre caracteres endofenotfpicos, concretamente sobre la fre-
cuencia de quiasmas, carécter considerado como indicativo de la can-.
tidad de variabilidad genética que un individuo aporta a su descenden-
cia,

A nivel intraindividual, estos efectos sblo se han estudia-
do en los machos polisbmicos, por ser mosaicos para la presencia de

M4 extras en las células de sus testfculos Yy, por consiguiente, existir
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variacibn para su nimero entre las mismas. Tanto en comparaciones
dentro de machos mosaicos como en las realizadas dentro de machos
mosaicolB, se obser“vb_ una tendencia a un aumento (que en general
resultd significativo) de la frecuencia media de quiasmas por célula,
debido a incrementos del nimero de quiasmas a nivel de los bivalentes
L y M, por la presencia de Mb, extras,

Puesto que en ninguno de los casos descritos sobre poli-
somfa en saltamontes se ha realizado un estudio a nivel intraindividual
de la influencia de los autosomas extras sobre la frecuencia de quias
mas, vamos a compar"ar' los efectos de la polisomfa de O, bolivari, al
nivel ya indicado, con el observado en el sistema de B-cromosomas

mitbticamente inestables de Locusta migratoria. En contraposicién

con el caso de los M4 extras de O, bolivari, los B-cromosomas de

L. migratoria no tienen influencia alguna sobre la frecuencia de quias

mas a nivel intraindividual, ya que ésta es similar en los folfculos con

y sin Bs (CABRERO & CAMACHO, en preparacibn).

La investigacibn de la influencia de los elementos extiras
sobre la frecuencia de quiasmas a nivel interindividual en O, bolivari,
la hemos realizado tanto para los M4 extras como para los B-cromo-
somas, Cuando se comparan folfculos de similar contenido cr‘omosém_i
co de individuos diferentes, se observa que existen diferencias signi
ficativas entre ellos para la frecuencia media de quiasmas,

También hemos comprobado que los individuos mosaicos
tienen una frecuencia total de quiasmas significativamente menor que
los no.r‘males. Esta disminucién radica en un decremento en la frecuen
cia de quiasmas en los bivalentes L. porque, por el contrario, en los
bivalentes S aumenta y en los bivalentes M permanece constante,

En las comparaciones anteriores, se han incluido las di-

ferentes clases de folfculos de los individuos mosaicos., La situacidn
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es algo diferente cuando se utilizan Gnicamente los fo!fcu.IoS normales
de estos machos, resultando que dichos folfculos presentan una menor
frecuencia total de quiasmas por célula, debido a una disminucién en
el ntmero de quiasmas de los bivalentes L y M, a pesar de un peque-
fio incremento en los S, Al no existir M4 extras en las células norma
les de los machos polisbmicos, podemos deducir que las diferencias
en frecuencia de quiasmas antes mencionadas se deben a los factores
genéticos due determinan la polisomfa que, lbgicamente, estaran pre
sentes en estas ctlulas,

Siguiendo con los machos mosaicos, cuando se com-par*a
la frecuencia media de quiasmas de las c&lulas con M4 extras de estos
_machos con la de los machos normales, se observa un incremento en
~la frecuencia media de quiasmas de los bivalentes M y S, debido a la
presencia de los M4 extras. A nivel de los bivalentes L, la frecuen-
cia 'media de quiasmas en células con M4 extras es superior que la
observada en células sin M, extras de machos mosaicos. En conse-

4
cuencia, podemos conciuir que la presencia ffsica de los M extras

4
aumenta la frecuencia de quiasmas a nivel de los tres grdpos de bi-
valentes, En conclusibén, la frecuencia de quiasmas en los machos mo.
saicos puede verse influenciada por dos factores, de algin modo an-
tagbnicos: los factores genéticos que determinan el earécter polisbmi
co, los cQales producen una disminucién de la frecuencia total de
quiasmas por célula y, por otra parte, los autosomas M4 extras; que

producen un incremento en dicha frecuencia,

En contraste con lo que ocurre en O, bolivari, en Chor-

thippus parallelus HEWITT & JOHN (1968) no encontraron influencia

alguna de los M4 extras sobre la frecuencia de quiasmas del resto de

los autosomas,

De nuestro trabajo se deduce que los cromosomas super-—
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numerarios de O, bolivari producen un incremento en la frecuencia
de quiasmas, que se manifiesta a nivel del grupo de los bivalentes L,

En este sentido, la situacibn coincide con la observada en Myrmeleo-

tettix maculatus por JOHN & HEWITT (1965), donde los iso-B-cromo
somas producen un incremento significativo en la frecuencia de quias
mas a nivel de los bivalentes L y M, Otras especies de saltamontes
donde los B-cromosomas producen incremento en la frecuencia de

quiasmas son Melanoplus differentialis (ABDEL-HAMEED vy col. , 1970),

Eyprepochemis plorans plorans (CAMACHO vy col., 1980) y Melanoplus
frigidus (GOSALVEZ vy col., 1980), Sin embargo, en otros casos los

B-cromosomas no producen efecto alguno sobre la frecuencia de quias

mas, como ocurre en las especies Podisma pedestris (HEWITT & JOHN,

1972), Chimarocephala pacifica pacifica (SCHROETER & HEWITT,

1974), y Camnula pellucida (SCHROETER & HEWITT, 1974),

Finalmente, en los individuos mosaicoiB se aprecia un
incremento significativo en la frecuencia total de quiasma; por célula
frente a la observada tanto en machos normales como en los machos
mosaicos e incluso en los portadores sblo de B, Esta diferencia se de
be a un incremento en el nlimero de quiasmas en los bivalentes L, Es-
te efecto podrfa ser el resultado neto de la interaccibén de los efectos
de los tres elementos que influyen sobre ia frecuencia de quiasmas:
genes de la polisomfa, autosomas M4 extras y B-cromosomas,

Para terminar esta discusibn, queremos llamar la atencibén
sobre el hecho de que la presencia de elementos extras de O, bolivari

(sean M, s o Bs) produce un significativo incremento en la frecuencia

4
de quiasmas y, por tanto, en la cantidad de variabilidad gengética glo
bal de'las poblaciones de esta especie, LLa importancia de este efecto

se comprende si tenemos en cuenta lo afirmado por DOBZHANSKY vy
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col. en su libro "Evolucibon! (1980) de que "cuanto mayor sea la varia
bilidad genética de una poblacibén, més oportunidades tiene la seleccibn
natural para actuar'!, De hecho, ya en 1930, FISHER demostrd que la
cantidad de_ variabilidad genética en relacibn a la eficacia biolbgica se
halla directamente correlacionada con la tasa de cambios evolutivos
provocados por la seleccidn natural, Este aserto quedé plasmado en
el Teorema Fundamental de la Seleccidon Natural: "L a tasa con que
incrementa la eficacia biolbgica de la poblacién en un momento deter-—
minado es igual a su variabilidad genética respecto a la eficacia bio-
l6gica en ese momento!, Es importante resefiar que la formulacibn es
tricta de este Teorema presupone la constancia del ambiente,
Pruebas experimentales de la correlacibn positiva entre
la cantidad de variabilidad genética v la tasa de cambio evolutivo fue-

ron suministradas por AYALA (1965, 1968) en Drosophila serrata.

Teniendo en cuenta estos heéhos, cabe preguntarse si en
O, bolivar-i; especie endémica de Sierra Nevada y, por tanto, suma-
mente especializada a un ambiente mé&s o menos constante, los incre-
mentos en la vériabilidad genética de sus poblaciones, producidos por
la presencia de cromosomas extras, representan realmente una opor-
tunidad para la actuacibn de la seleccibn natural por la existencia de
eficacias biolbgicas diferentes en individuos con y sin elementos ex—
tras,

No obstante, seré necesario distinguir entre los efectos
de los dos tipos de cromosomas extras (B y M4), puesto que, como se
demuestra en el presente trabajo, los cromosomas M4 extras no son
transmitidos de padres a hijos, de lo cual podemos inferir que las c&
lulas con estos elementos adicionales no parecen dar lugar a gametos
viables, a ho ser que los !\«14 extras sean eliminados en alguna etapa
postmeibtica., De no ser asf, los Gnicos gametos viables producidos

por estos machos son los que proceden de espermatogonias normales
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(sin M4 extras), los cuales, con la Gnica presencia de Ioé factores
genéticos para la polisomfa, veréan reducida su frecuencia de quiasmas
durante la meiosis, En consecuencia, se puede decir que los machos
mosaicos transmiten a su descendencia una cantidad de variabilidad
genética menor que los machos normales y mucho menor que los machos
con B,

En conclusibn, es un reto para futuras investigaciones
aclarar el significado preciso de estos efectos de los cromosomas ex-
tras de O. bolivari sobre la cantidad de variabilidad genética existen
te en las poblaciones y, consecuentemente, determinar si la seleccidn
natural juega un papel en el mantenimiento de estos polimorfismos en

las poblaciones,
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CONCLUSIONES

Del estudio citogenético de cinco poblaciones naturales

de Omocestus bolivari, utilizando las técnicas convencionales de in-

vestigacién, hemos llegado a las siguientes conclusiones:

1. - La frecuencia de individuos de O. bolivari portadores
de cromosomas supernumerarios es variable entre poblaciones y esté

relacionada con la altitud a la que se encuentran dichas poblaciones.

2. - La frecuencia de la polisomfa es variable entre pobla

ciones y en general bastante baja.

3.- Los M4 extras no se heredan, aunque sf los factores
genéticos que determinan la polisomfa para la Ifnea germinal masculi-
na. En cada macho polisbmico los autosomas M4 extras se originan de

novo a partir de los M, normales, por inestabilidad mitdtica de éstos

4
en las mitosis previas a la organizacidn de los testfculos.

4, - L os Mq extras se asocian entre sf por homologfa, for
mando bivalentes, trivalentes y cuadrivalentes de aspecto quiasmado.

Por el contrario, no se asocian con los M, normales, por diferencias

4
en la picnosis en las etapas en que ocurreé el apareamiento meibtico.,

5. - En folfculos con M4 extras y B de machos mosaicoiB,
estos elementos compiten entre sf por asociarse con el cromosoma X,
lo cual conduce a una disminucién de las asociaciones X-B respecto

de las observadas en machos portadores sblo de supernumerario,

6, - LLa relativamente frecuente divisidbn ecuacional de los
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cromosomas supernumerarios en la primera divisibn meibtica conduce
a la ptrdida de Bs y a la formacibn de microespermétidas por parte de

éstos.

7. - En folfculos con un solo M4 extra, éste, al ser univa-
lente, a veces se divide ecuacionalmente en la primera divisibn meib-
tica y ello puede conducir a la formacibn de microespermétidas, En
folfculos con dos M4 extras, éstos forman bivalentes que se dividen

regularmente y, por tanto, no dan lugar a microespermétidas,

8. — Los factores genéticos responsables del car&cter de
la polisomfa incrementan el grado de asociacibn hombloga entre los
brazos del B. También provocan un aumento en la divisién ecuacional
del supernumerario, que conduce a un incremento en la formacibn de

microespermétidas por parte de éste,

9, - Los factores genéticos que determinan la polisomfa
provocan una disminucibn en la variabilidad genética de la poblacibn,
a través de un decremento de la frecuencia media de quiasmas en los

machos portadores,
10. — Los B-cromosomas aumentan la variabilidad genéti

ca de la poblacibén,a través de un incremento de la frecuencia media

de quiasmas en los individuos portadores,
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